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Resumo

Os mecanismos gue levam a auséncia de resposta imune celular no pélo lepromatoso
da hanseniase frente ao Mycobacterium leprae permanecem obscuros. Estudos
anteriores mostraram que fatores secretados pelos macréfagos de pacientes
lepromatosos inibem a proliferagdo de linfocitos de individuos saudaveis, sugerindo
gue fatores enddgenos produzidos por células da linhagem mieléide podem exercer
uma atividade supressora nas células T. Recentemente, diversos estudos tém
demonstrado a participacdo da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) na
supressédo das células T, indicando que mudancas bioquimicas devido ao catabolismo
do triptofano tém efeitos na proliferacdo dessas células. No presente trabalho nés
demonstramos que os pacientes com a forma clinica lepromatosa apresentam uma
maior expressado de IDO em bibépsias de pele e maior atividade de IDO no soro quando
comparados com pacientes com a forma tuberculéide e que o M. leprae induz a
expressao e a atividade de IDO em mondcitos de individuos saudaveis e de pacientes
lepromatosos. Além disso, observamos que o M. leprae induz aumento na atividade de
IDO nas células dendriticas derivadas de mondécitos de individuos saudaveis e que
esta atividade aumentada de IDO contribui para o0 aumento percentual de linfécitos
expressando a molécula supressora CTLA-4, sugerindo que IDO participe na anergia

T antigeno especifico observada em pacientes com a forma lepromatosa da doenca.
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Abstract

The absence of cellular immune response to M. leprae in lepromatous pole of leprosy
remains unclear. Previous studies showed that factors secreted by macrophages of
lepromatous patients inhibit the proliferation of lymphocytes from healthy individuals,
suggesting that endogenous factors produced by cells of myeloid lineage may have
suppressive activity on T cells. Recently, several studies have been demonstrating the
involvement of the enzyme indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) in the suppression of T
cells, indicating that biochemical changes due to the catabolism of tryptophan affects
on the proliferation of these cells. In this study we demonstrated that patients with
lepromatous clinical form showed higher IDO expression in skin biopsies and increased
IDO activity in serum when compared with patients with the tuberculoid form. In
addition, M. leprae induces the expression and activity of IDO in monocytes of healthy
subjects and lepromatous patients. Moreover, we observed that M. leprae induces
increased activity of IDO in monocyte-derived dendritic cells of healthy individuals and
that this increased IDO activity may contribute to the increase in percentage of T
lymphocytes expressing CTLA-4, which suggest that IDO may play a role in T-specific

anergy observed in lepromatous leprosy patients.
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Introducao

- Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa sistémica de curso cronico, que
afeta principalmente os nervos periféricos, a pele e a mucosa das vias aéreas
superiores. Admite-se que a via de entrada do Mycobacterium leprae € o trato
respiratério superior, por onde atinge a mucosa e dissemina-se pelo organismo.
A hipétese da via de transmissdo aérea € confirmada pela grande quantidade
de bacilos integros isolados de secre¢cfes nasais de pacientes. Também é
considerada uma doenca incapacitante, uma vez que ocorre dano neural
causado pela invasdo do M. leprae e comprometimento do sistema nervoso
periférico, irreversivel em varios casos (1).

Dados oficiais da Organizacdo Mundial de Saude mostram que mais de
213.000 pessoas estdo infectadas, principalmente na Asia e na Africa, com
aproximadamente 249.000 novos casos relatados em 2008. Areas como:
Brasil, Angola e india apresentam alta endemicidade da doenca. O Brasil
encontra-se como o primeiro pais com maior taxa de incidéncia da doenca (2).

A resposta imune do hospedeiro frente ao bacilo determina a evolucéo
clinica na hanseniase. Acredita-se que mais de 99% da populacdo apresenta
resposta imune adequada contra a hanseniase e nao desenvolve a doenga (3).
Entre os sintomaticos, a doenca pode se manifestar em diferentes formas

clinicas.



|.1- Formas Clinicas

A resposta imune mediada por células T possui um importante papel no
controle da infeccdo por M. leprae e isto é caracterizado pelo espectro de
formas clinicas observado (1). A resisténcia a infeccdo esta relacionada a
imunidade celular e a interagdo entre linfocitos T auxiliares, linfocitos T
supressores, maturidade dos macréfagos nas lesées, modulagéo de citocinas e
outros fatores elaborados por células presentes nas lesdes (4).

De acordo com Ridley e Joplin (1966) (5), a doenca € espectral,
apresentando dois polos, podendo ocorrer transicdo entre as formas clinicas. O
pélo lepromatoso (LL) é representado por doenca disseminada e o poélo
tuberculéide (TT), por lesdes limitadas. As formas clinicas intermediarias sao
chamadas de borderline e classificadas como borderline lepromatoso (BL),
borderline borderline (BB) e borderline tuberculdide (BT), de acordo com a
maior proximidade a um dos polos.

Para fins terapéuticos, em 1982, os pacientes foram divididos em dois
grupos: multibacilares e paucibacilares. Pacientes BB, BL e LL com indice
bacilar > 2 foram classificados como multibacilares e pacientes TT e BT com
indice bacilar < 2 foram classificados como paucibacilares (2). Posteriormente,
recomendou-se que a classificacdo se baseasse no numero de lesées menor
que 5 para os paucibacilares (PB) e maior que 6 para multibacilares (MB). Com
relacdo aos aspectos histopatologicos da hanseniase, foi observado que lesdes
de pacientes tuberculdides sdo caracterizadas por infiltrados inflamatérios

epitelidides, com predominancia de células CD4", e granulomas no sitio da

lesdo. J& nos pacientes lepromatosos foi detectada a predominancia de células



CD8" e auséncia de granuloma (6). O nimero de bacilos de um paciente
lepromatoso recém diagnosticado pode chegar a 10 bactérias por grama de
tecido.

Os pacientes tuberculdides, na maioria das vezes, apresentam apenas
uma lesdo, com carga bacilar baixa ou negativa (por isso sdo chamados de
paucibacilares), formacdo de granuloma e maior nimero de lesbes nervosas
associadas. Baixos niveis de anticorpos especificos e presenca de resposta
imune celular sdo observados nestes pacientes, que sdo capazes de restringir
o crescimento do patégeno. No outro pdélo, estdo os pacientes lepromatosos,
gue possuem doenca disseminada, com inumeras lesfes contendo um alto
namero de bactérias. Estes pacientes, que apresentam altos niveis de
anticorpos e auséncia de resposta imune celular especifica aos antigenos
micobacterianos, ndo respondem ao teste de Mitsuda. Nas formas borderline, a
resposta imune celular € mais intensa de acordo com a proximidade ao pélo
tuberculdide.

O tratamento quimioterdpico € feito através da administracdo da
multidrogaterapia (MDT), que consiste de: Dapsona, rifampicina, clofazimina,
ofloxacina e minociclina. Para os pacientes multibacilares, sdo 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). O tratamento de pacientes
multibacilares tem duracé&o de um ano. Para pacientes paucibacilares, somente
rifampicina (600 mg, uma dose por més) e dapsona (100 mg diaria) sao

empregados por um periodo de 6 meses.



|.2- Epis6dios Reacionais

Os pacientes com hanseniase podem apresentar reacfes, que sao
episodios de inflamacgéo aguda associadas a alteracdes da resposta imune (7).
Estes episodios reacionais podem ocorrer durante o curso natural da doenca,
durante o tratamento e até mesmo apos o tratamento, quando 0s pacientes sédo
considerados curados (8).

Os estados reacionais mais comumente observados sdo classificados
como reacao tipo 1 ou reacao reversa (RR) e reacéo tipo 2 ou eritema nodoso
lepromatoso (ENL), conforme as caracteristicas clinicas e imunoldgicas das
reacoes (9). A reacdo reversa parece estar associada ao subito aumento da
imunidade celular direcionada a antigenos de M. leprae. Clinicamente, a reagéo
reversa se manifesta por um aumento do processo inflamatdrio nas lesées de
pele pré-existentes, bem como pelo aparecimento de novas lesdes (10). Esta
reacao geralmente ndo esta associada a sintomas sistémicos. Ha um aumento
do numero de receptores de IL-2 nas células imunocompetentes, assim como
dos niveis de mRNA de IL-1B, TNFa, IL-2 e IFNy. Entretanto, ha um
decréscimo dos niveis de outras citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-10, dando
suporte a hipétese de aumento de resposta imune mediada por células (11). Ja
a reacao tipo 2 ou ENL ocorre quase exclusivamente em pacientes
lepromatosos (BL e LL). As lesdes de pele sdo geralmente eritematosas e
nodulares (12). Ainda observa-se sintomas sistémicos, tais como febre, mal
estar, artralgia e edema, comprometendo inimeros 6rgaos (13).

A ocorréncia dos episddios reacionais é considerada uma emergéncia

clinica e o tratamento antiinflamatério precisa ser prontamente iniciado.



Pacientes com RR sédo tratados com esterdides (Prednisona a 1 mg/kg),
engquanto pacientes com ENL séo tratados preferencialmente com talidomida

(300mg/dia) ou pentoxifilina, associada ou ndo a esteroides (14).

[I- O Mycobacterium leprae

O M. leprae é o agente etioldgico da hanseniase. E um bacilo alcool-
acido resistente por corar-se em vermelho pela fucsina e ndo se descorar pela
lavagem com alcool acido (BAAR) (15). Este microorganismo é um patégeno
intracelular obrigatorio que infecta preferencialmente macréfagos e que tem
uma particular afinidade por células de Schwann no sistema nervoso periférico
(16), provocando a destruicdo dos nervos periféricos, que resulta em
incapacidades irreversiveis. O sofrimento decorrente ultrapassa a dor e o mal-
estar, estritamente vinculados ao prejuizo fisico, com grande impacto social e
psicolégico, exigindo uma abordagem multidisciplinar ao paciente quanto a
necessidade de a¢des de saude que visem o controle da doenca (17).

O M. leprae tem um genoma de aproximadamente 3.2 Mb, que é
significativamente menor do que as demais micobactérias, e a auséncia de
genes fundamentais pode implicar na caréncia de vias enziméticas criticas,
sendo, desta forma, necessario o parasitismo (18). O envelope do M. leprae é
constituido por trés compartimentos: membrana plasmatica, parede celular e a
capsula. A membrana plasmatica € uma bicamada assimétrica composta
principalmente de fosfolipideos e proteinas. O lipoarabinomannan (LAM),

componente do M. leprae, encontra-se ancorado a membrana plasmatica via

fosfatidilinositol.



A parede celular determina a forma e o tamanho da micobactéria e é
composta por peptideoglicana. A peptideoglicana confere rigidez ao envelope
do microrganismo (18). O M. leprae apresenta uma densa capsula de lipideos,
externa a parede celular, que é rica em PGL-1 (glicolipideo fendlico especifico
de M. leprae) (19). Sua estrutura € composta de um trissacarideo, fenol,
fitiocerol e de acido micoseossidico (Figura 1) (20). Esta capsula vem sendo
relacionada a resisténcia a radicais livres, permitindo a sobrevivéncia
intracelular da micobactéria e limitando a penetracdo de drogas
antimicrobianas (21). Estudos anteriores jA mostraram que o PGL-1 pode ser
encontrado em tecidos, no sangue circulante e na urina de doentes
multibacilares. Além disso, ele também foi detectado em tatus infectados com o
M. leprae (22).

Além de se ligar a uma ou mais moléculas receptoras especificas, o M.
leprae interage com o colesterol da membrana plasmatica, o que estabiliza a
ligacdo da micobactéria com o macréfago, permitindo sua posterior
internalizacao (23).

Quanto aos componentes bacterianos criticos para o tropismo, alguns
estudos vém demonstrando evidéncias de que o PGL-1 esteja envolvido na
determinacdo da afinidade de M. leprae pelos nervos periféricos, conforme
demonstrou Rambukkana e colaboradores (2001) (24). Mais tarde,
acumularam-se evidéncias apontando a célula de Schwann, nos nervos

periféricos, como o alvo para o bacilo.
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Figura 1: Modelo esquematico da parede celular do M. leprae. A membrana plasmatica é recoberta
por uma parede celular feita de peptideoglicano associada covalentemente a galactana por uma unidade
de ligagdo de arabinogalactana. Por sua vez, trés cadeias ramificadas de arabinana s&o ligadas a
galactana. A camada de peptideoglicana-arabinogalactana forma a zona elétron-densa. Acidos micélicos
estdo ligados no final da cadeia de arabinana para formar o folheto interno da bicamada lipidica. O folheto
externo é formado por acidos micdlicos da trealose monomicolato (TMMs) e acidos micocerosoéicos de
ftiocerol dimicocerosato (PDIMs) e glicolipideo fendlico (PGLs) como indicado no esquema. A bicamada
forma a zona elétron-transparente. Uma capsula composta basicamente de PGLs e outras moléculas
como PDIMs, PIMs (fosfatidilinositol manosideos) e PL (fosfolipideos) rodeiam a bactéria. Lipoglicanas
como PIMs, LM (lipomanana) e LAM, conhecidos por se ancorarem a membrana plasmética, também séo

encontrados na cdpsula (Adaptado de Vissa e Brennan, 2001).

A temperatura é um importante para a sobrevivéncia do M. leprae na
célula hospedeira. Em macréfagos humanos o M. leprae manteve a sua
viabilidade quando as células foram cultivadas a 35°C durante 4 semanas sem
a presenca da IL-10. No entanto, a viabilidade do M. leprae foi quase perdida
em duas semanas, quando este foi cultivado a 37°C (25).

Alves e colaboradores (2004) (26) demonstraram que tal como ocorre

nos macrofagos, o M. leprae viavel pode interferir na via endocitica de



maturacdo do fagossoma nas ceélulas de Schwann. Entretanto, o M. leprae
inativado percorre a via normal de maturacdo endocitica. Neste mesmo
trabalho foi demonstrado que a ativacdo intracelular de PTK (proteina tirosina
quinase), PKC (proteina quinase dependente de célcio) e PI3K (fosfatidilinositol
3-quinase) é requerida para a fagocitose da bactéria, tal como ocorre na
infeccdo de mondcitos humanos por M. leprae e BCG (27).

Na impossibilidade de estudar a interacdo de M. leprae vivo com células
humanas, ja que esta bactéria ndo € cultivavel, ensaios com outras
micobactérias patogénicas tém sido largamente utilizadas para analisar alguns
aspectos da infeccdo por micobactérias. Entre elas, o M. avium que tem
despertado interesse clinico, por ser uma das micobactérias que mais afetam
pacientes infectados com HIV, sendo o seu mecanismo de infec¢do ainda nao

completamente elucidado (28).

- Interacdo entre o M. leprae e a célula hospedeira

O M. leprae infecta preferencialmente os macrofagos e as células de
Schwann. Trabalhos mostram a interacdo do M. leprae com outras células
apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas (DCs) (29). Nesse
trabalho eles observaram que o M. leprae, comparado com M. tuberculosis
(Mtb) ou BCG, néo induz ativacdo e maturagdo das mDCs. Isso foi observado
através da andlise dos marcadores de superficie: CD40, HLA-DR, CD80,
CD86, CD83 e CD25. Além disso, o M. leprae ndo induziu a produgéo de IL-12
e TNFa quando comparada com Mtb ou BCG. Foi observado que as células T

nao proliferaram em resposta as DCs estimuladas com M. leprae. A



capacidade das DCs ativarem as células T depende do grau de maturacdo
dessas células. DCs imaturas sédo células com alta capacidade fagocitica que
apos o estimulo com componentes microbianos, passam a expressar na sua
superficie os receptores do tipo Toll (TLRs), ativando NF-xB e MAPK (proteina
quinase ativada por mitdgeno) induzindo a maturagdo e ativacdo dessas
células. As DCs maduras sdo APCs eficientes que apresentam na sua
superficie celular o aumento de MHC. Além disso, ocorre o aumento da
expressdo de moléculas co-estimulatérias, CD86/B7.2, CD80/B7.1, CD83 e
CD40. As DCs migram do tecido infectado para a circulacao linfatica através da
expressdo de CCR7, que € o Unico receptor de quimiocina expresso pelas DCs
maduras (30). O M. leprae ativa as DCs atraveés de lipoproteinas como a 19kDa
via heterodimeros de TLR2-TLR1 (31). Foi observado que o polimorfismo no
TLR2 esté relacionado a susceptibilidade a hanseniase (32).

O M. leprae reside dentro dos macréfagos ndo sé da pele como em
varios tecidos e inibe a fusdo do fagossoma com o lisossomo (33). Com isso,
ele ndo é digerido pelas enzimas presentes no lissossomo. Além disso, o M.
leprae induz a producdo de IL-10 pelos macrofagos (11,34) inibindo a
imunidade adaptativa especifica ao antigeno induzida pelas DCs (35).

Os macrofagos sao heterogéneos em varios aspectos. Os mondcitos
podem ser diferenciados em macréfagos utilizando recombinante para o
granulécito-macroéfago fator estimulador de colénia (GM-CSF) (esse macréfago
€ chamado de GM-M¢) ou diferenciado com fator estimulador de colénia de
macréfago (M-CSF) (chamado de M-M¢). Embora ambos os macrofagos

fagocitem igualmente a micobactéria, 0 GM-M¢ infectado com o M. leprae e em

seguida tratado com IFN-y e ligante de CDA40, estimula as células T a



produzirem IFN-y, j& 0 M-M¢ néo é capaz de estimular as células T, nas
mesmas condi¢cdes que o GM-M¢. Corroborando para isto, 0 M. leprae € capaz
de induzir alta producéo de IL-10 no M-M¢ e ndo no GM-M¢. Além disso, o
macréfago GM-M¢ expressa a proteina principal de membrana Il (MMP-II), que
€ uma proteina antigénica capaz de estimular as células T. Isto sugere que o
macréfago GM- M¢ pode processar algum M. leprae fagocitado. Estes
resultados indicam que GM-CSF contribui para a ativacdo das células T em
macrofagos estimulados com M. leprae ao contrario de M-CSF que nédo é
capaz de induzir ativacao dessas células (36).

Células da imunidade inata apresentam o0s receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs) que reconhecem padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPSs) (37). A expressao e a ativacao de receptores
do tipo Toll (TLRs) foi investigada na hanseniase (31). Como ja foi citado, o M.
leprae é capaz de ativar heterodimeros TLR2-TLR1. Estudos mostraram que
lipopeptideos sintéticos, representando as lipoproteinas de 19 kDa e 33kDa do
M. leprae, ativam mondcitos e DCs. Estudos adicionais demonstraram que a
lipoproteina 33kDa e MMP-Il do M. leprae ativam o TLR2 (38). Essa ativacao
de TLR2 foi aumentada na presenca de citocinas do tipo Thl e inibida por
citocinas do tipo Th2. Citocinas do tipo 1 como IFN-y e GM-CSF realcam a
expressdo de TLR1 em mondécitos e DCs, respectivamente e citocinas do tipo
Th2, como a IL-4, regulam negativamente a expressao de TLR2. TLR2 e TLR1
sdo mais expressos nas lesdes de pacientes com a forma tuberculdide quando
comparadas com a forma lepromatosa da doencga (39).

O M. leprae ou os componentes do M. leprae estimulam os macréfagos

a produzirem citocinas, como o TNFa in vitro (40,41), que indica um papel
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direto dessas células na resposta imune contra a infeccdo. Foi mostrado
anteriormente que o M. leprae é rapidamente fagocitado por macréfagos
murinos da linhagem RAW 264.7 e que ele escapa da fusdo fagossoma-
lisossoma em 48 horas (26). Estudo preliminar demonstrou que a fagocitose do
M. leprae por mondcitos humanos da linhagem THP-1 (linhagem celular de
origem mieldide leucémica humana) é dependente de quinase (27). Nesse
estudo foi observada que a fosforilacdo de tirosina quinase (TK) representa o
principal sinal gerado pela associagdo do M. leprae com os mondcitos. Células
THP-1 tratadas com um inibidor especifico para TK reduziu a associa¢gdo do M.
leprae em mais de 65%. Além da TK, nesse mesmo trabalho foi observada a
ativacao de proteina quinase C (PKC) e lipidio quinase (Pl 3-K) pelo M. leprae,
tanto em células THP-1 como em mondcitos primarios humanos. Por outro
lado, células mononucleares pré-expostas ao M. leprae induzem a producédo de
TNFa apés adigéo de PGL-1 (42).

A molécula CD209 é um tipo de lectina tipo C que apresenta dominios
de reconhecimento de carboidrato (CRD) como ManLAM presente nas
micobactérias e contribui para a atividade fagocitica de macréfagos. E
expresso por células dendriticas imaturas no sangue e no tecido e por algumas
populac6es de macréfagos (43). Atua como receptor de uma variedade de
patdogenos, Mycobacterium tuberculosis, virus ebola, cytomegalovirus (44),
Leishmania (45), Schistosoma mansoni, Helicobacter pylori (46) e candida (47).
Krutzik e cols (2005) (48) observaram predominio da expressao de CD209 nas
lesbes de pacientes LL e nas lesBes de pele de pacientes tuberculbides as
células CD209" também foram positivas para marcadores de macrofagos e

CD209 para os marcadores de célula dendritica. Soilleux e cols (2006) (49)
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observaram alta expressdo de CD209 em lesdes de pacientes lepromatosos,
particularmente nas células contendo a bactéria. Pouca expressao de CD209
foi observado nas lesGes de pacientes tuberculéides. Corroborando com o
trabalho de Krutzik, as células CD209" sdo positivas para marcadores de
macrofagos e negativas para marcadores de células dendriticas.

Trabalhos recentes tém focado o estudo na interagdo do M. leprae com
outras células apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas,
anteriormente citada e células epitelias (29,50). Sieling e cols. (1999) (51)
demonstram que as DCs predominam em lesGes de pacientes tuberculéides.
Outros estudos mostraram a presenca de ligante de CD40 (CD40L) em lesdes
tuberculdides, o qual esta associado com a diferenciacdo e ativacdo dessas
células (52).

Estudos mostram que DCs séo capazes de internalizar o M. leprae,
entretanto essas células dendriticas ativam com menor intensidade as células
T quando comparadas com as DCs infectadas com M. bovis ou M. avium.
Hunger e cols. (2004) (53) mostraram que células de Langerhans, tipo de
célula dendritica presente na pele, sdo mais eficientes na apresentacao do M.
leprae do que DCs derivadas de mondcitos (mDCs). As lesdes de pacientes
lepromatosos séo deficientes em células de Langerhans quando comparado
com outros grupos, 0 que acarreta reducao da resposta imune celular nessas
lesbes. Alta quantidade dessas células foi observada em lesdes de pacientes
tuberculdides, e na epiderme e derme durante as reagdes do tipo | e tipo Il na

hanseniase (54).
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Makino e cols (2005) (55) evidenciaram que MMP-II isolada do M. leprae
€ altamente imunogénico. Sugerindo que MMPII estimula DCs derivadas de

monaocitos diretamente, contribuindo para a forte ativacao dos linfocitos T.

IV-  Mecanismos de supressao na Hanseniase

A anergia antigeno-especifica observada em pacientes com o pdlo
lepromatoso da doenca ainda ndo foi completamente elucidada, mas sabe-se
gue pacientes lepromatosos sao capazes de responder a outros antigenos que
nao do M. leprae (56).

A anergia é um estado celular em que a célula encontra-se viva, mas
nao apresenta atividade funcional quando estimulada através dos receptores
TCR/CD28 (57). As células T anérgicas apresentam producdo de IL-2 ou
expressdo de IL-2Ra reduzida ou ambas. O promotor da IL-2 é ativado através
da cascata de sinalizacédo iniciada pela ativacdo do receptor de célula T (TCR)
e do CD28 (58). Clones de células T anérgicas apresentam multiplas
alteracdes na sinalizacdo associada ao TCR (59) e in vivo apresentam defeito
na ativacdo do promotor de IL-2 (60). Esses trabalhos sugerem que a anergia
nas células T pode ser devido a alteracbes nos eventos de sinalizacdo
envolvendo a producéo de IL-2 e com isso acarretando na perturbagéao do ciclo
celular.

Nos pacientes lepromatosos a baixa producdo de IL-2 é responsavel
pela perda da funcdo das células T. Alguns experimentos mostraram que 0S
pacientes lepromatosos podem passar a responder ao M. leprae apos a adicéo

de IL-2 na cultura celular (61). Dagur e cols. (2010) (62) mostraram que
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antigenos do M. leprae reduzem a fosforilacdo de Erk1/2 e p38 MAPK,
consequentemente reduzindo a ativacdo do promotor de IL-2 e a transcricdo
desse gene e reduzindo a expressao dos marcadores CD25 e CD69. Além
disso, fracbes do M. leprae inibem significativamente a secrecdo de IL-2 e a
blastogénese de células T em individuos saudaveis. Isto sugere que o M.
leprae interfere na sinalizagdo de TCR/CD28, resultando na reducdo da
producdo de IL-2 e inibicdo da proliferacdo das células T. Além disso, ja foi
observado que o LAM e PGL-1 presentes na superficie do M. leprae e livres em
tecidos infectados suprimem a resposta de células T por inibirem a producao
de IFN-y, além de modular a producéo de TNFa por mondcitos in vitro (63,64).

Jé& foi evidenciado que a injecao intradérmica com PPD leva ao acumulo
local de células T auxiliares e mondcitos na derme (61). Estes mesmos
autores, em 1990, observaram um aumento do nimero de células T CD4" nas
lesbes de pacientes lepromatosos ap0s injecéo intradérmica de rIFN-y e rIL-2,
separadamente. A presenca de células T reativas ao M. leprae também é
observada durante o desenvolvimento de episddios reacionais de pacientes
lepromatosos (65,66) indicando o aparecimento da resposta imune.

A alta carga bacilar presente nos pacientes lepromatosos pode ter um
papel in vivo na inducdo da toleréncia imune. Componentes da micobactéria,
como PGL-1 e outras moléculas parecem ter um papel na inibicdo da funcéo
dos macréfagos e das células T. Mondcitos infectados de pacientes
lepromatosos, mas néo de pacientes tuberculéides, liberam fatores, como IL-10
e prostaglandina E, (PGE;), que inibem a linfoproliferacdo ao M. leprae em
individuos sabidamente responsivos a bactéria. PGE; inibe a producao de IL-2

e IFNy, citocinas importantes para gerar resposta imune especifica, que, em
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geral, sdo fracamente expressas em pacientes lepromatosos (67). Desta forma,
0 M. leprae parece modular a resposta imune, através de componentes de sua
parede celular e da secrecédo de substancias com atividade supressora sobre
0s macrofagos. Além disso, mondcitos infectados podem contribuir para a fraca
ativacdo dos linfécitos T nos individuos lepromatosos devido a liberacdo de
fatores que suprimem a ativacao destas células.

Em outros estudos foi evidenciado que a falta de resposta no podlo
lepromatoso pode ser devido a baixa expressdo de moléculas na superficie
celular, CD80 (B7-1) e CD28 em PBMCs e em lesdo de pacientes
lepromatosos, importantes para a apresentacdo de antigenos e ativacao das
células T. Além disso, a resposta proliferativa dos linfécitos em pacientes
tubercul6ides induzida por M. leprae foi inibida com a presencga de anticorpo
anti-CD80 nas culturas (68), evidenciando a importancia da expressao de
CD80 na ativacdo das ceélulas T. Antigenos do M. leprae podem induzir a
inativacdo de clones de células T reativas, levando ao crescimento do bacilo
dentro dos macrofagos. Santos e cols (2007) (69) observaram por citometria de
fluxo e imunohistoquimica uma significante expressao de CD80 nas PBMCs
isoladas de pacientes com ENL e RR quando comparado com paciente
multibacilar ndo reacional. Além disso, eles observaram que a expressao de
CD80 antes da reacao do tipo ENL era baixa e durante o episddio reacional
estava aumentada. Sugerindo que CD80 pode servir como um marcador da
resposta imune celular nos episodios reacionais da hanseniase.

As citocinas IL-10 e a IL-4 sdo conhecidas como antagonistas da
resposta imune mediada por célula. Foi observado predominio de mRNA de IL-

4 e IL-10 nas lesbes de pacientes lepromatosos quando comparado com
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lesbes de tuberculdides (70). A IL-10 esta aumentada nos pacientes
lepromatosos, sugerindo que esta citocina participa da imunossupressédo da
hanseniase (71,72). Neste contexto foi evidenciado por Sieling e cols. (1993)
(72) que a principal fonte de IL-10 sdo os macrofagos induzidos pelo M. leprae.
Paradoxalmente, a presenca da IL-4 aumenta a proliferacéo de células T CD8"
nos pacientes lepromatosos in vitro e foi descrito que as células T CD8" de
pacientes lepromatosos inibem a resposta de células T CD4". Nesse mesmo
estudo foi observado que a IL-4 inibe a secrecédo de IL-10 e aumenta TNFa e
GM-CSF. Isto sugere que o balango entre IL-10 e IL-4 contribui para a
imunossupressao observada na hanseniase.

Outra citocina que estd aumentada nas lesdes de pacientes
lepromatosos quando comparada com as lesdes de pacientes tuberculdides € o
TGF-B (73). Esta citocina é conhecida por suprimir a imunidade celular. O TGF-
B participa no controle da proliferacdo e diferenciagéo celular, bem como no
reparo do tecido. Também regula negativamente as funcbes dos mondcitos e
das células T, além de inibir a producéo de IFN-y e favorecer a secrecao de IL-
10 (74).

Vérios estudos indicam a participacdo da IL-12 na resposta imune
celular ao M. leprae. A adicdo de rIL-12 em cultura de PBMCs de pacientes
lepromatosos mostrou que 50% dos pacientes foram capazes de responder ao
M. leprae. Esta inducgéo foi efetiva quando o efeito da IL-10 foi bloqueado,
utilizando um anticorpo anti-IL10 (75,76). A ativacdo de IL-12 é induzida
através do seu receptor (IL-12R) composto por heterodimeros, IL-12RB1/IL-
12RB2, a ativagdo da cadeia IL-12RB2 envolve a sinalizagdo via STAT4. Foi

observado que a expressdo de IL-12RB1 é similar nas lesbes de pacientes
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tuberculdides e pacientes lepromatosos. Ja a expressao do receptor IL-12RpB2
apresentou aumento nas lesdes tuberculdides quando comparado com as
lesGes lepromatosas. Além disso, a expressado desse receptor foi aumentada
em resposta ao M. leprae nas células T de pacientes tuberculdides, mas nao
sofreu modificacdo nas células T de pacientes lepromatosos. A IL-12 induziu a
fosforilacdo de STAT4 nas células T ativadas com M. leprae de pacientes
tuberculdides, mas n&o induziu nas ceélulas de pacientes lepromatosos.
Interessantemente, nas células de pacientes lepromatosos a expressao de IL-
12RB2 apresentou aumento apos estimulo com M. tuberculosis, mostrando que
a falta de ativacédo desse receptor € especifica ao M. leprae (77). Lopez e cols
(2008) observaram que a sintese de IFN-y apds adicdo de recombinante de IL-
12 e IL-18 em cultura de PBMCs de pacientes lepromatosos estava
aumentada, bem como a reducédo da expresséao de IL-18r.

Como foi citado, o M. leprae é um fraco ativador de macréfagos e de
células dendriticas in vitro. Quando comparado com BCG, o M. leprae induziu
baixo ou ausentes niveis das citocinas: 1L-18, IL-10, IL-12, IL-6, TNFa e IL1-B
em mondcitos de individuos saudaveis. Além disso, niveis reduzidos dessas
citocinas estdo associados com a reducado da ativacdo de NF-xB, avaliada pela
fosforilacdo da sub-unidade p65 do NF-xB. No mesmo experimento foi
observado que o M. leprae induz fortemente MCP-1 e IL-1Ra (receptor
antagonista da IL1). Esta indug&o envolve a sinalizagcéo de PI3K. A supresséo
da IL-6 € dependente da sinalizagdo de PI3k, jA que na presenca de inibidor
dessa via, 0 M. leprae € capaz de induzir a secrecdo dessa citocina. Apesar do
M. leprae induzir fatores negativos, células pré-tratadas com M. leprae sao

capazes de aumentar a producdo de TNFa e IL10 em resposta a um segundo
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antigeno (78). No nosso laboratorio estudos recentes também mostraram a
participagdo do NF-xB na inducdo de TNFa induzido pelo M. leprae. Na
hanseniase o TNFa apresenta um papel critico para o desenvolvimento dos
danos nos nervos e no tecido durante o ENL. Nesse estudo foi observado que
0 M. leprae induz translocacdo de NF-kB em PBMCs e mondcitos de individuos
saudaveis e que a talidomida, droga utilizada nos pacientes durante o ENL, foi
capaz d ereduzir os niveis de TNFa bem como a translocagdo de NF-kB
(Hernadez MO e Fulco TO, 2010).

Estudos recentes mostram que os macréfagos podem se comportar de
forma diferenciada ao fagocitarem o M. leprae. Os macr6fagos podem atuar
fagocitando o bacilo e permitindo o seu acumulo intracelular ou fagocitar e
direcionar para uma resposta microbicida. Foi mostrado que um aumento na
fagocitose ndo necessariamente resulta em aumento da atividade microbicida e
gue na presenca de IL-10, ha aumento de fagocitose, provavelmente mediada
pelo receptor CD209. Em presenca de IL-15 o macrofago pode ser direcionado
para a via microbicida dependente de vitamina D. Este programa de
diferenciacdo na resposta do macrofago frente ao bacilo foi confirmado em
lesbes de pacientes das formas polares quando macréfagos lepromatosos
exibem alta carga bacilar. Os macréfagos podem, em pacientes com reacéo
reversa, se comportar de modo semelhante aos macréfagos tuberculéides,

nao-reacionais (79).
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V- Indoleamina 2, 3 dioxigenase

A indoleamina 2, 3 dioxigenase (IDO) € uma proteina monomeérica
contendo o grupo protético heme. O gene humano de IDO codifica esta
proteina com 403 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 45 kDa.
Sua principal funcéo é a degradacdo do aminoacido essencial, triptofano (trp),
através da clivagem oxidativa do anel pirrélico do triptofano, no tecido extra-
hepatico (80).

O triptofano € um aminodcido necessario para a biossintese de
proteinas, serotonina, nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e acido
nicotinico (vitamina PP). Na auséncia do triptofano o ciclo celular para na fase
Gl e a via das quinureninas € a principal rota de degradacdo desse
aminoacido. O primeiro passo da rota das quinureninas € a conversao do
triptofano em N-formilquinurenina pela enzima IDO. A N-formilquinurenina é
inicialmente convertida em quinurenina e, entdo, pela enzima quinurenina 3-
hidroxilase (KMO), na 3-hidroxiquinurenina (3HK). Ambas, quinurenina e 3-
hidroxiquinurenina podem ser oxidadas pela enzima quinureninase (KINU) a
acido antranilico (AA) ou acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA), respectivamente;
ou eles podem ser transaminados pelas enzimas quinurenina aminotransferase
| ou Il (KATI ou KATII) a acido quinurénico (KYNA) ou &cido xanturénico (XA),
respectivamente. Entdo, o acido 3-HAA, por sua vez, pode ser oxidado pelo
acido 3-hidroxiantranilico oxidase (3-HAO) para formar QUINA (81) (Figura 2).
Os metabolitos dessa via, comumente chamados de quinureninas (Figura 2),
estdo envolvidos em varios processos fisioldégicos e patologicos e, diversos

trabalhos vém mostrando a participacdo das quinureninas na fisiopatologia de
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varias doencas neurodegenerativas. Foi proposto por Munn e cols. (2005) (81)
que células dendriticas expressando IDO induzem a ativacdo da proteina
GCN2 que seria responsavel pelos efeitos causados por IDO. Catabolitos do
triptofano, como: Quinurenina, 3-hidroxi-antranilico e acido quinolinico sao
capazes de induzir apoptose e exercer efeitos citotoxicos nas células T. A acao
citotoxica dos metabdlitos do triptofano afeta preferencialmente essas células,
células B e células natural killer (NK), sem ter acdo sob as células dendriticas

(81).

Proteina <— Triptofano——— Serotonina

IDO

N-formil-quinurenina

!

Quinurenina

l

3-hidroxi-quinurenina

l

Acido 3-hidroxi-antranilico(3-HAA)

l

Acido quinolinico

NAD*

Figura 2: Via da quinurenina no metabolismo do triptofano em mamiferos. Cerca de 95% do
triptofano que ndo é requerido para a sintese de proteinas é metabolizado pela via da quinurenina. A via
pode ser iniciada no figado pela TDO ou em tecidos extra-hepaticos pela IDO. IDO degrada o triptofano
em N-formil-quinurenina que é convertida para quinurenina. Dependendo do tipo celular, a quinurenina
pode ser metabolizada em varios metabolitos que podem exercer fungdes imunoldgicas, antioxidantes ou
agir em acdes neurologicas (Esquema simplificado da rota da quinurenina. Adaptacéo de Mackay e cols.,
2006).
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A IDO € uma enzima induzida por IFN-y em muitos tipos celulares, como:
macréfagos, células dendriticas (DCs), microglia, astrocitos, fibroblastos,
eosindfilos, células epiteliais e em células tumorais (80,83,84). Outras citocinas
(IFNa., IFNB, TNFa e 1L-10) ou lipopolissacarideos séo capazes de induzir IDO,
embora, com menos eficiéncia que o IFN-y (85). Também foi observado que a
molécula CTLA-4 induz IDO nas células dendriticas (DCs) de forma
dependente ou independente ao NF-kB (86). Outras moléculas como: IL-4, IL-
6, IL-10, TGF-B, PGE, CD40, supressor de da sinalizagdo de citocina 3
(SOCS3), Binl e DAP12 também modulam a expressédo de IDO dependendo
do tipo celular e das citocinas presentes no meio (87). Agentes microbianos
como virus e alguns patégenos intracelulares podem induzir IDO (88) através
da sinalizacao via TLRs pela interagcdo CTLA4-B7 (89).

In vivo, j& foi observado um aumento na degradacdo do triptofano
quando a resposta imune do tipo Thl € induzida. Nesse caso, ocorre uma
reducdo na concentracdo de triptofano e um aumento concomitante de
quinurenina e outros metabdlitos da degradacdo do triptofano que podem ser
detectados no soro (90, 91). A triptofano dioxigenase (TDO) é uma enzima
similar a IDO, responsavel pela degradacéo do triptofano, que segue o caminho
das quinureninas nas células do figado, células dos rins e astrocitos (92).
Inicialmente IDO foi descrita por inibir o crescimento de protozodrios a virus,
incluindo patdgenos intracelulares (ex: Toxoplasma gondii e Chlamydia psittaci)
e por inibir a proliferagdo celular durante o tumor induzida por IFN-y (93).
Posteriormente, o papel de IDO na reducdo da proliferacdo celular foi
confirmado por Munn e Mellor (1999) (80) ao descreverem que IDO expresso

na placenta é responsavel por prevenir a rejeicéo fetal das células T maternas
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frente as células do feto em camundongos (94). A ativacdo de IDO inibe a
proliferacéo de linfécitos através da deplecédo de triptofano e pela acéo direta
dos proprios metabdlitos produzidos na degradacdo desse aminoéacido,
causando a imunotolerancia (95).

Ha uma necessidade para o uso de potentes inibidores de IDO em
pesquisa clinica e como compostos para novas drogas. A tabela 1 mostra os
reagentes que inibem a atividade de IDO diretamente, ou que tém efeito
inibitério indireto na expressao ou atividade de IDO. Diversos analogos
sintéticos do triptofano inibem a atividade enziméatica de IDO (96),
provavelmente por ligacdo ao sitio ativo da enzima que aceita o anel indole do
substrato e de analogos do substrato (97). Por exemplo, 1-metil- triptofano
(IMT) é um inibidor de IDO reversivel usado normalmente como inibidor
padrdo em ensaios para avaliar a atividade de IDO (98). Surpreendentemente,
0 isdbmero do 1-MT, o D-isbmero é menos toxico e mais efetivo como inibidor
de IDO do que o L-isbmero quando testado em estudos pré-clinicos com
camundongos. L-isbmero de 1-MT reduz o crescimento de tumor in vivo. D-
1MT também é inibidor efetivo de IDO em estudos com macréfagos e células
dendriticas (99). O D-1MT é avaliado atualmente como um potencial adjuvante
em vacina para o tratamento do cancer (100).

O Brassinin (do inglés: 3-(S-methyldithiocarbamoyl) aminomethyl indole),
€ um produto natural de planta, que inibe a atividade de IDO diretamente (101).
E um agente que interfere com a tolerancia imunoldgica tumoral. Ele pode ser
Uteis para prevenir ou tratar o cancer e tem um efeito quimiopreventivo em
modelos pré-clinicos de cancer. Ele pertence a uma nova classe de compostos

com atividade antitumoral in vivo.
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Pouco se sabe sobre a funcéo biolégica do inibidor NSC401366, que foi
capaz de inibir o acesso ao triptofano livre e restaurar o crescimento da
levedura (Saccharomyces cerevisiae) (96).

Outros compostos exibem propriedades antioxidantes que inibem a
expressdo de IDO indiretamente por interferir com co-fatores que sé&o
requeridos para a atividade enzimatica ou sinalizar moléculas que interferem na
expressdo de IDO. Epigalocatequina galato, acido rosmarinico e acido p-
cumarico disparam propriedades inibitérias de IDO in vitro usando DCs
derivadas da medula 6ssea de camundongos.

A expressdo e a funcdo de IDO é blogueada pelo blogueio de
ciclooxigenase 2 (COX2) ou expressdo de prostaglandina E2 (PGE2),
reduzindo a fosforilacdo de STAT1 e impedindo a ligacdo de STAT1 com o
promotor IRF1 (100). Outros antioxidantes como, pirrolidina ditiocarbamato, 2-
mercaptoetanol, ebselen e t-butil hidroquinona também tém sido descritos por
inibirem ou reduzirem a atividade de IDO (102).

Alguns metabdlitos naturais podem inibir a atividade de IDO. O Oxido
nitrico (NO) inibe a atividade de IDO pela ligacéo irreversivel ao grupo catalitico
heme (103). O peroxinitrito causa a nitracdo de varios residuos de tirosina no
recombinante de IDO levando a inativacdo da enzima (104). N-chlorotaurine,
um produto de oxidacdo de HOCI inibe IDO em varios modelos murinos (105).

Outros inibidores de outras moléculas podem inibir IDO. Celecoxib,
inibidor de COX2 reduziu a expressao de IDO associado ao tumor em cancer
de mama em modelo murino (106). Zebularina, um inibidor de DNA metil
transferase, mostrou-se ser um indutor de IDO em altas doses e inibidor de

IDO em doses baixas em células de tumor de colon em ratos (107). Além disso,
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alguns compostos isolados de organismos marinhos tém atividade inibitéria na

IDO. Exiguamina A isolada de esponja Neopetrosia exigua inibe IDO in vitro

(108), e fracOes de extrato bruto de Garveia annulata foram potentes inibidores

de IDO (109).

Tabela 1: Reagentes que inibem ou reduzem a atividade enzimatica de IDO (Kahler e Mellor., 2009).

Modode acao

Inibidor

Referéncia

Inibidor competitivo

Antioxidantes

Metabdlitos

Farmacoldgico

Compostos derivados marinhos

1-metl-triptofanc

Brassinin

NSC 401366
Epigallocatechingeliate
Acido Rosmarinic

Acido p-Coumaric
Pyrrolidine dithiocarbamate

Oxido Nitrico
Perdxido de hidrogénio

Peroxinitrito
MN-chlorotaurnine

Celecoxib

Zehularine
Exiguamine A
(zarveia annulata

Cady e Sono (1991),
Agaugue ecols, (2006),
Hou e cols, (2007)

Gaspari e cols (2006)
Banerjee e cols, (2007)
Vottero e cols, (2006)
Jeong ecols, (2007)
Lee e cols, (2007)

Kim e cols, (2007)
Thomas ecols, (2001)

Thomas ecols, (1994, 200
Samelson-Jones e Yeh (2(
Poljak e cols, (2006)
Fuijigakie cols, (2006)
Wirleitner e cols (2004)

Basu e cols (2006)

Liu e cols ( 2007)
Brastianos e cols (2006)
Pereira e cols (2006)

A atividade de IDO pelas DCs pode influenciar na resposta das células T

por diversas maneiras, por exemplo: DCs expressando IDO podem reduzir a

expansao clonal das células T efetoras ou ativar células T com perfil regulatério

(Figura 3).
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Figura 3: Efeito da expressédo de IDO pelas DCs na resposta das células T. Dependendo do estimulo
as DCs pode apresentar IDO ativado e com isso ativar as células T naives que podem se diferenciar em
células T regulatérias ou podem se tornar anérgicas ou ainda morrerem por apoptose. As DCs que ndo

apresentam IDO ativadas, podem ativar as células T efetivamente (Adaptado de: Mellor, 2005).

O efeito imunossupressor de IDO é melhor descrito em respostas do tipo
Th1l do que nas respostas do tipo Th2. Trabalhos mostram que IDO pode inibir
a resposta Thl e manter a resposta Th2 (110). A primeira evidéncia da
participagdo diferencial de IDO na regulacdo da resposta Thl/Th2 foi
observada quando metabolitos do triptofano, 3- hidroxi-antranilico e acido
quindlinico induziram apoptose nas células Thl, mas ndo induziram apoptose
nas células Th2 in vitro (111). Clarck e cols (2005) (112) observaram que a
redugédo de IDO no Utero estava correlacionada com o aumento da razdo
Th1/Th2 junto com o aumento no percentual de células Thl positivas. Quando

ratos foram submetidos a estresse e imunizagdo, niveis de IDO foram
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reduzidos e houve uma notavel queda de citocinas do tipo Th2, o que resultou
no aumento da razdo Thl1l/Th2 (112). Altos niveis de IDO podem limitar a
proliferacdo das células Thl, mas a baixa concentracdo de IDO pode ser
importante para manter a populacdo de células Th2 (110). Odemuyiwa e cols.
(2004) (113) mostraram que eosindfilos expressam DO funcional
constitutivamente e essa atividade foi aumentada quando essas células foram
tratadas com IFN-y e ativadas via CD28. Quando a quinurenina produzida pelo
eosindfilo ficou em co-cultura com linhagem de células Thl ou clones de
células Th2, ela seletivamente inibiu a proliferacdo de Thl induzida por anti-
CD3, mas néo inibiu a resposta Th2, sugerindo que a IDO expressa por
eosinofilos pode criar um ambiente sem triptofano com metabdlitos que podem
inibir as células Thl e manter um balanco entre as populacdes Thl e Th2.
Resultados similares foram observados em culturas de células de baco de
camundongos que expressavam IDO ou quando metabdlitos do triptofano
foram adicionados em cultura, regulando negativamente a resposta Thl e
aumentando a producao de citocinas do tipo Th2 (114). Esses dados citados
acima sugerem que células expressando IDO participem de forma diferente na
regulacédo da resposta Thl e Th2, suprimindo a resposta Thl e promovendo a
resposta Th2.

Muitos modelos mostram que diversos estimulos induzem as DCs a
expressarem IDO, por exemplo: LPS (CTLA4/CD28), co-incubacdo com IL-10,
IFN-y ou sinalizacdo via receptores de alta afinidade com IgE (86).
Recentemente, trabalhos mostraram que PGE2 é um mediador que pode
influenciar a tolerancia imune através da expressao de IDO(115). A PGE2

apresenta um papel importante na carcinogénese. Niveis aumentados de
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PGE2 sao observados no céancer e a deplecédo do receptor de PGE2, o EP2
leva para a reducdo da carcinogénese e o aumento da imunidade anti-tumor.
PGE2 é produzido através do acido araquiddnico por ciclooxigenases (COXs) e
sintese de prostaglandina E. A sintese de PGE2 pode ser bloqueada por
drogas anti-inflamatorias e por inibidores de COX-2 (ciclooxigenase 2). mDCs
maturadas na presenca de PGE2 ativam IDO bem como a expressdo e
secrecdo de CD25. A consequéncia disso € a inibicdo da funcéo das células T,
principalmente mediada pela deplecao do triptofano. Outros trabalhos também
evidenciaram que a inibicdo de COX2 reduz a expressdo de IDO, FoxP3 e
COX-2 reduzindo a massa tumoral e metastase do tumor, 0 que sugere que a
inibicdo de COX-2 esta correlacionada com a reducéo de IDO e células Treg
(115).

Outro mediador que participa da regulacdo de IDO é o Oxido nitrico
(NO). Tanto a deplecao de triptofano resultante da atividade de IDO como NO
apresentam importantes mecanismos microbicidas. Entretanto, o efeito
bacteriostatico de IDO é abolido pela producdo de NO, tanto por uma acao
inibitoria direta como pelo aumento da degradacdo de IDO pelo proteossoma
(116).

Estudos utilizando modelo experimental de artrite autoimune
demonstraram que a citocina TNF-a induz aumento da expressao de mRNA
para IDO e o nivel de células com fendétipo regulatério (CD4+CD25+) (117).
Outros estudos demonstraram que a inducdo de IDO € um processo que
envolve duas etapas, PGE2 causando um aumento na expressao de IDO e o
TNF-a (ou ligantes de TLR) levando ao aumento da atividade enzimatica de

IDO (118).
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Ha poucos estudos relacionando IDO a micobactérias. Enquanto a
reducdo da concentracdo de M. avium em camundongos foi atribuida a
atividade de IDO (119), a eliminacdo de diversas micobactérias parece

envolver a sintese de iNOS (120).
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Justificativa

A anergia antigeno-especifico observada em pacientes com a forma
lepromatosa da hanseniase ndo foi completamente elucidada. Estudos
anteriores demonstraram ser a célula hospedeira fundamental no
direcionamento da resposta imune efetora. Recentemente, o papel da
enzima IDO na manutencdo de respostas Th2 e na imunossupressao
observada em processos infecciosos e em outras patologias, como o
cancer, tém sido demonstrado na literatura. Assim, o presente trabalho
justifica-se pela necessidade de avaliarmos o envolvimento de IDO no
estabelecimento do polo anérgico da hanseniase. Para isso, a expressao e
atividade de IDO foram analisadas em amostras de pacientes com
diferentes formas clinicas da hanseniase, com ou sem reacdo. Em paralelo,
a capacidade do M. leprae induzir a expressao e atividade de IDO em
monadcitos e mDCs humanos provenientes de voluntarios sadios e pacientes
com a forma anérgica da doenca também foi avaliada. Espera-se que 0s
dados obtidos levem a identificacdo de novos alvos terapéuticos, visando a

reducédo da proliferacéo bacilar e o controle da resposta inflamatoria.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o papel de indoleamina 2, 3 dioxigenase na regulacdo negativa

da resposta imune celular nos pacientes na forma lepromatosa da hanseniase.

Objetivos Especificos
In vivo:

» Analisar a expressao de IDO em lesdes de pacientes lepromatosos,
tuberculdides e com reacdo reversa por imunohistoquimica,

imunofluorescéncia e PCR em tempo real;

> Avaliar o fendtipo das células IDO", utilizando marcadores de superficie
celular (CD68, CD86, CD11c e HLA-DR) por imunohistoquimica e

imunofluorescéncia;

» Estudar a expressao de IDO nos pacientes lepromatosos e tuberculéides

por western blotting;

» Estudar a expressdo génica das citocinas, IFN-y, TNFa e IL-10 em

lesBes dos pacientes lepromatosos, tuberculdides e com reacao reversa;

» Avaliar a atividade de IDO e IFN-y e TNFa no soro de pacientes com

hanseniase e individuo saudavel;
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In vitro:

>

Estudar o papel de M. leprae na expressao génica de IDO em PBMCs

de individuos saudaveis por PCR em tempo real;

Investigar a participacédo de IFN-y e M. leprae na expressao e atividade
de IDO em mondcitos de pacientes lepromatosos e individuos

saudaveis;

Investigar a participagédo de TNFa, IL12-p70, IL1-B e TGF-B na indugéo

de IDO pelo M. leprae;

Andlise de marcadores de superficie (CD40, CD83, CD86, DC-LAMP e
HLA-DR) e atividade de IDO em mDCs de individuos saudaveis

induzidos pelo M. leprae;

Andlise da secrecéo de IL-1p, IL-10, IL-12p40, TGF-B e TNFa em cultura

de mDCs de individuos saudaveis estimuladas com M. leprae;

Andlise da expressdo de células CD4"CD25'CTLA4" em co-cultura de

células T com mDCs estimuladas com M. leprae na presenca de 1-MT.

31



Material e Métodos

1- Bioseguranca e Permisséo Etica

As amostras bioldgicas de pacientes com hanseniase, diagnosticadas de
acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling (1966) (5), foram coletadas no
Ambulatério Souza Araujo (FIOCRUZ, Rio de Janeiro) e manipuladas na camara
de fluxo laminar, em ambiente estéril, respeitando as normas preconizadas para

a manipulacéo de material bioldgico.

A participacdo de cada individuo no estudo foi condicionada a assinatura
de um termo de consentimento previamente aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa da FIOCRUZ (Protocolo n® 518/09). Para a protecdo e o bem estar dos
individuos incluidos neste projeto, o nome de nenhum dos participantes foi

divulgado.

2- Separacéao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas a
partir do sangue de pacientes recrutados do Ambulatério Souza Araujo ou de
capas leucoplaquetarias resultantes de processamento de bolsas de sangue
(Buffy coat), cedidas pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (UFRJ). O sangue periférico heparinizado foi diluido 1:1

em salina tampéo fosfato (PBS) para separacao das células por gradiente de
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densidade em Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia). Apos centrifugacédo a
900 g, por 30 minutos, a temperatura ambiente, as células mononucleares
foram coletadas e as PBMCs lavadas duas vezes com PBS (500 g, por 10
minutos, a 4°C) e ressuspensas em meio RPMI (Gibco Invitrogen Corporation
1640, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco
Invitrogen Corporation, EUA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA)
a 2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation,
EUA) a 100ug/mL (meio completo). Uma pequena aliquota desta suspensao
celular foi diluida em azul de Tripan 0.4% (1:1) (Bio WHITTAKER, EUA) e
contada em camara de Neubauer para a estimativa da concentracdo de células

viaveis.

3- Obtencédo de mondécitos e células dendriticas derivadas de mondcitos

(mDCs).

Células mononucleares do sangue periférico obtidas de doadores
saudaveis e de pacientes foram marcadas com beads magnéticas para CD14
(20ul de MicroBeads para 10’ de células / MACS Miltenyi Biotec) por 15
minutos a 4°C, lavadas com tampao (5% soro fetal bovino, 1mM EDTA e PBS).
ApoOs esse periodo de tempo, essas células foram passadas numa coluna de
separacdo. Em alguns experimentos as células CD14" foram plaqueadas e
estimuladas por 24 horas. Alternativamente, ap0s a separacdo dos mondcitos,
as células CD14" foram cultivadas na presenca de meio contendo IL-4 (10

ng/ml) e GM-CSF (50 ng/ml) (PeproTech, NJ, USA) por 6 dias, para a

33



diferenciacdo das células CD14" em células dendriticas derivadas de
monocitos (MDCs). Apos esse periodo de tempo as células foram lavadas com
PBS-FACS (PBS com 1% de BSA). Foi realizado o bloqueio de receptores de
superficie celular FcyR com 100ul de soro inativado de carneiro a 5% em PBS-
FACS, por 30 minutos, em banho de gelo. Seguiu-se incubacdo por 30
minutos, em gelo, com alguns marcadores de superficie, para confirmar o
fenotipo dessas células. Foram utilizados nessa etapa, 1ug/mL de anticorpo
monoclonal: anti-CD14 conjugado a FITC (Isotiocianato de Fluresceina), anti-
CD40 conjugado a FITC, anti-CD83 conjugado a APC (aloficocianina), anti-
CD86 conjugado a PE (ficoeritrina), anti-DC-LAMP conjugado a PE e anti-HLA-
DR conjugado a PE (BD- Becton and Dickinson) diluidos em PBS-FACS (PBS
com 1% de BSA). Ao término da incubacédo, as células foram lavadas e
analisadas com citometro de fluxo (FACS calibur, BD). Confirmando o fenotipo
de células dendriticas (CD14°, CD40"*, CD83", CD86", DC-LAMP" e HLA-DR")

essas células foram plaqueadas e estimuladas com os antigenos.

4-Estimulacdo das culturas de PBMCs, mondcitos e células dendriticas.

Nos ensaios de interacdo entre patégeno e célula hospedeira foram
utilizadas suspensdes de M. leprae irradiado, provenientes de camundongos
nude ou tatu, gentiimente doados pelo Dr. Patrick Brennan (Departament of
Microbiology, Immunology and Pathology, Colorado State University, Co, USA)
ou Dr® Maria Cristina Pessolani (Laboratério de Microbiologia Celular,

Fundacdo Oswaldo Cruz- RJ); LPS (1pug/ml — Sigma Aldrich), IFN-y (1ng/ml-
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Sigma Aldrich) e 1-MT (1-metil-D, L-triptofano /30 minutos antes do estimulo,
200uM; Sigma Aldrich). As culturas celulares foram expostas a suspensao de
M. leprae de forma a se obter multiplicidade de infeccao igual a 2, 10 ou 50 e
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO, por periodos que variaram de 1 a
24 horas de cultura, para as PBMCs e 24 horas de cultura para os mondcitos e

células dendriticas derivadas de mondcitos.

5-Marcacéo celular para avaliacdo por citometria de fluxo

Para a analise fenotipica dos macréfagos e das mDCs nas culturas, foi
feita a analise por citometria de fluxo do percentual de células positivas e da
média de intensidade de fluorescéncia (MIF) para CD14, HLA-DR, CD86,
CD40, DC-LAMP, e CD83. Também foi feita uma marcacdo intracelular para
avaliar a expressdo de IDO. A andlise foi realizada no citdmetro Cyan (Dako
Cytomation, EUA). Para a coleta dos dados, foi utilizado o programa Summit
v4.3 (Dako Cytomation, EUA).

Para a marcacdo e posterior andlise por citometria, as células que
ficaram em cultura foram lavadas com PBS-FACS a 514 xg, por 10 minutos, a
15°C. A lavagem em PBS-FACS foi repetida. Apés a lavagem, as células foram
incubadas por mais 30 minutos, em gelo, com anticorpos monoclonais ja
mencionados marcados com FITC, PE, APC ou PE-Cy7 , diluidos 100 vezes
em PBS-FACS. Ao término da incubacéo, as células foram centrifugadas a 514
Xg por 5 minutos e a 15°C, e fixadas com PFA 1%. As células foram lavadas

com PBS-FCS e ressuspensas em 500ul de PBS-FACS e em seguida foi feita
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a leitura em citbmetro de fluxo. Para cada amostra, um minimo de 10.000
células foram analisadas.

Para a marcacdo intracelular, ap6s a marcacdo de superficie com
anticorpo anti-CD14, as células foram ressuspensas em tampao fixacao /
permeabilizacdo (eBioscience) por 30 minutos no gelo. Em seguida as células
foram lavadas 2 vezes com tampédo permeabilizacdo (TP) e marcadas com
anticorpo policlonal anti-IDO (Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora a 4°C.
Apos esse periodo as células foram novamente lavadas 2 vezes com TP e
incubadas com anticorpo secundario goat-anti-rabbit IgG alexa flior 568
(Invitrogen Molecular Probes, EUA) por 30 minutos a 4°C e lavadas com PBS-

FACS duas vezes e analisadas por citometria de fluxo.

6-Co-cultura de mDCS e linfocitos e marcacdo celular avaliada por

citometria de fluxo.

Para avaliar o papel funcional de IDO nas células T, mDCs foram
coletadas como ja descrito e colocadas em cultura em placa de 96 pocos
(1x10°). Em seguida, linfécitos foram colocados em co-cultura juntos com as
mDCs na proporcao de 1:1. Essas células foram estimuladas com M. leprae
(MOI 2:1) e 1-MT por 24 horas de cultura. Apds esse periodo de tempo, as
células foram recolhidas, lavadas com PBS-FACS duas vezes e marcadas com
anticorpo anti-CD4, -CD25 e -CTLA-4 por 30 minutos a 4°C, lavadas

novamente com PBS-FACS e analisadas por citometria de fluxo.
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7-Deteccédo de citocinas no soro e nos sobrenadantes das culturas por

multiplex e ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os sobrenadantes das culturas foram recolhidos apds o periodo de
incubacdo e congelados a -20°C. Para dosagem de citocinas nhos
sobrenadantes de cultura celular, foi utilizado o ensaio de deteccdo multiplex
Luminex que consiste na deteccdo de varias citocinas em um mesmo pPoco
utilizando microesferas de reatividades especificas para cada citocina. Cada
microesfera possui uma mistura de dois fluorocromos que as diferenciam uma
das outras. As microesferas sdo recobertas com anticorpos que se ligam a uma
citocina especifica. Um anticorpo marcado com ficoeritrina (PE) se liga ao
complexo citocina-microesfera, determinando a quantidade de ligante no
complexo. O protocolo utilizado na dosagem dos sobrenadantes de cultura foi
realizado de acordo com as instru¢ées do fabricante (Milliplex™ MAP Human
Cytokine Assay; Millipore). As citocinas avaliadas foram: IL-1f, IL-6, IL-10, IL-
12 (p40), IL-12 (p70), e TNFa. O IFN-y e o TNFa foram detectados no soro pela
técnica do ELISA de acordo com instrugbes do fabricante (R&D Systems,

EUA).

8-Determinagao da atividade de IDO por HPLC

Os sobrenadantes das culturas celulares estimuladas com M. leprae,
IFN-y e LPS, tratadas ou ndao com 1-MT e soro de pacientes foram avaliados
por HPLC para determinacdo dos niveis de quinurenina e triptofano. Utilizando

0 ensaio de cromatografia liquida de alta resolucédo (HPLC), 165 ul da amostra
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foi misturado com 5 ul de tirosina e 25 pl de TCA (4cido tricloroacético). Esta
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 15800 xg. Apos a centrifugacéo, o
sobrenadante foi coletado e foram injetados 50 ul na coluna de fase reversa
C18. O espectrofotometro foi calibrado em 365 e 285 nm, para detectar a
producdo de quinurenina e triptofano, respectivamente. A atividade de IDO foi
avaliada através da razdo da concentracdo de quinurenina sobre triptofano,
conforme demonstrado anteriormente (121). Alternativamente, a atividade de

IDO foi avaliada pela analise da concentracdo de quinurenina no soro.

9-RT-PCR e RT-PCR em tempo real

Foi adicionado 1mL de Trizol as culturas de PBMC e o RNA extraido foi
purificado conforme orientacdo do fabricante, utilizando cloroférmio e alcool
isoamilico. O RNA foi precipitado por, pelo menos, 30min a -70°C em
isopropanol onde, em seguida, lavado em etanol 70% e ressuspenso em agua
livre de RNAse (agua milliQ tratada com diethilpirocarbonato — 0,1%).

Sintese de cDNA: Em microtubos contendo cerca de 1ug de RNA, foi
adicionado 1ul de oligo dT (invitrogen, MN, USA) e o volume final da reacao foi
elevado para 10ul, com H,O livre de RNAse. O tubo foi, entdo, incubado por
10min a 65°C. Em seguida, foram adicionados 1ul de RNAsin (40U/uL)
(Applied Biosystems, CA, USA), 1ul de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP,
0.2mM cada; Applied Biosystems), 4ul do tampao de transcrigdo 5X (Tris HCI
250mM, KCL 375mM, MgCI2 15mM), 2ul de ditiotreitol (DTT 0.1M), e 1ul Super
Script I RNAse H- (200U/uL). A reacao foi realizada a uma temperatura de

42°C por 1h, e em seguida, o tubo foi aquecido a 90°C por 10min. O volume
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das amostras foi elevado para 80uL com agua estéril e os tubos mantidos a -
20°C até uso posterior.

Foi utilizado o sistema Tagman de RT-PCR em tempo real com o ABI
Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) para continuo
monitoramento da fluorescéncia.

Para a reacdo de PCR, as amostras de cDNA foram utilizadas na
quantidade de 50 ng por reacdo em um volume final de 25 pul (ja contendo o
cDNA). Foram adicionados em cada poco (ABI Prism optical plates, Applied
Biosystems), 12,5 ul de 2X TagMan Universal Master Mix (1X) [contendo
AmpliTaq Gold 250U, AmpErase UNG, 10X Tagman Buffer A e dNTPs] e 1 i
20x ensaio TagMan contendo iniciadores e sondas especificas para as
moléculas de interesse (INDO, TNFa, IFNy, IL-10 e GAPDH). O material foi
entdo amplificado em um total de quatro etapas: 1 ciclo a 50°C por 2 minutos,
para a ativacdo da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos para
a ativacado da AmpliTaqGold DNA polimerase e 45 ciclos contendo etapas de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, seguidos pelas etapas de, anelamento
e a extensdo a 60°C por 1 minuto.

A variacdo nos niveis de expressao dos genes de interesse foi calculada
a partir da variacdo entre os valores de Ct deste gene e do GAPDH (gene
enddgeno) (ACt). Os valores de ACt foram calculados segundo a férmula
abaixo, de modo a gerar resultados que refletem a expressao dos genes em

relacdo a expressédo do GAPDH:
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ACt: (Ct gene de interesse — Ct GAPDH)

De posse dos valores de ACt foram calculados os valores de 2, a fim
de se ter a nocdo exata de quantas vezes mais um transcrito esta presente em
relacdo ao outro. Os valores foram utilizados como expoente para a base 2
devido ao fato do crescimento ocorrer de forma exponencial nas reacdes de

PCR (122).

10-Deteccéo de IDO por Western Blotting

Para verificar a express&o de IDO em mondcitos de pacientes, 2,0 x 10°
monacitos viaveis/mL foram estimulados com M.leprae (MOI 2:1, 10:1 e 50:1) e

IFN-y por 24 horas em estufa com 5% de CO..

Para a extragdo de proteinas totais, as células aderidas foram rinsadas 3
vezes com 1mL de PBS e mecanicamente dissociadas da placa de cultivo. As
células foram centrifugadas a 100 xg, por 10 minutos a 4°C, para descarte do
sobrenadante. ApGs nova centrifugacédo, as células foram ressuspensas em
tampao de lise (Tris-HCl a 50mM, pH 7,5, EDTA a 5mM, EGTA a 10mM, NaF a
50mM, B-glicerofosfato a 20mM, NaCl a 250mM, Triton X-100 a 0,1% e
coquetel de inibidores protease (Calbiochem, Alemanha)) e incubadas por 30
minutos a 4°C. Ao término da incubacdo, os lisados celulares foram
centrifugados a 18.300 xg, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido
para posterior dosagem de proteinas pelo método de Bradford (Bradford,

1976).
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As proteinas presentes nos lisados celulares foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), como descrito por
Laemmli (1970) (123). Para isso, 30 ug de proteina foram acrescidos de
tampao de amostra (Tris-HCl a 50mM em pH 8, DTT a 100mM, SDS a 2%, azul
de bromofenol a 0,01% e glicerol a 10%) e desnaturados a 100°C, por 5
minutos. Apods corrida eletroforética a 100V, em tamp&o contendo Tris a 25 mM
e glicina a 250 mM, foi realizada uma transferéncia das proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose (Amershan, NJ, USA) por corrente elétrica. A
transferéncia para a membrana de nitrocelulose foi feita do catddo para o
anddo, em tampéao de transferéncia (Tris a 25 mM, glicina a 190 mM e metanol

a 20%), a 5V e 264mA por 45 minutos em cuba semi-seca.

Apos a transferéncia, as interacdes inespecificas foram bloqueadas com
aproximadamente 10 mL de tampao contendo Tris a 20mM, pH7,4, NaCl a
137mM e Tween a 0,1% (TBS-Tween) acrescido de leite desnatado a 5%, por
1 hora. Para verificar a presenca de IDO, a membrana foi incubada com
1ug/mL de anticorpo policlonal anti-IDO (Santa Cruz Biotechnology, EUA) em
TBS-Tween com 5% de leite desnatado, overnight a 4°C. Ao término da
incubagéo, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-Tween, por 5 minutos,
e entdo incubada, por 1 hora, com 10 mL de anticorpo secundario anti-IgG de
coelho ligado a peroxidase (Dako) em TBS-Tween contendo 5% de leite
desnatado. Finalmente, foram realizadas 4 lavagens de 5 minutos com TBS-
Tween. Com excecédo da incubacdo com o anticorpo primario, todas as outras

etapas descritas acima foram realizadas a temperatura ambiente, sob agitacéo.

A deteccdo das bandas foi feita por quimioluminescéncia, utilizando o

reagente Western Blotting Luminol (Santa Cruz). Para isso, partes iguais (500
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ul de cada) das solucdes fornecidas foram misturadas e aplicadas sobre a
membrana, por 2 minutos. Em seguida, a membrana foi exposta a um filme de
raio X (Kodak X-OMAT LS), por diversos periodos de tempo, e o filme foi

revelado apds imersao em solucéo reveladora e em solucéo fixadora.

11-Expressdo de IDO e marcadores de superficie celular por

Imunohistoquimica e imunofluorescéncia

11.1- Imunohistoquimica

A identificacdo das proteinas nas bidpsias pacientes com hanseniase
(LL, BT e RR) foi determinada através de imunoperoxidase utilizando anticorpo
monoclonal anti- IDO (Santa Cruz Biotechnology, EUA), CD86, CD11c, HLA-
DR e CD68 (B&D Biosciences, EUA). Os cortes do criostato foram fixados,
permeabilizados e bloqueados antes da incubacdo com o anticorpo monoclonal
numa diluicdo de 1:50 ou 1:25. Em seguida, os cortes foram incubadas com
anticorpo secundario biotinilado. Os anticorpos foram visualizados com o
sistema ABC (laboratérios do vetor, Burlingame, CA), que usa o conjugado

avidina e biotina-peroxidase para a amplificagéo do sinal.
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11.2- Imunofluorescéncia

A identificacdo de proteinas nas bidpsias de hanseniase foi determinada
através de anticorpos monoclonais anti- IDO, CD86 e CD68. Os cortes foram
fixados, permeabilizados e bloqueados antes da incubacdo com o anticorpo
monoclonal numa diluicdo de 1:50. Em seguida, as secc¢fes foram incubadas
com anticorpo secundario Alexa 488 (verde) ou Alexa 568 (vermelho). As
marcacOes foram visualizadas através do Microscépio Confocal Zeiss LSM 510

META Microscopy (Heidelberg, DEU).

12-Anélise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo (SEM).
Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas com os testes
Mann-Whitney, Kruskal Wallis ou Wilcoxon. Os valores com p-valor < 0,05

foram considerados significativos.
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Resultados

1- Analise da expressao de IDO em lesGes de pele de pacientes com

hanseniase.

No intuito de investigar o fenétipo das células presentes na leséo, alguns
marcadores de superficie celular foram estudados (S100, CD86, CD11c, HLA-
DR), bem como a expressdo de IDO intracelular. Cortes de pele de pacientes
LL, BT e RR foram feitos e analisados por imunohistoquimica e
imunofluorescéncia.

Nas bidpsias de pele de pacientes BT, foi observada a presenca de um
granuloma bem caracteristico, constituido de células epitelidides, com linfécitos
ao redor do granuloma (Figura 4A), ja a lesdo do paciente LL, apresentava um
infiltrado de macrofagos e linfocitos dispersos separados da epiderme pela
zona clara (Figura 4B). Observamos a expressdo de IDO por
imunohistoquimica em lesbes de pele de pacientes BT (n=7), LL (n=14), e RR
(n=4). O numero de células IDO" foi maior nas lesdes de pacientes LL (>50%;
figura 4D) quando comparado com cortes de pele de pacientes BT (<5%; figura
4C), onde poucas células IDO" foram identificadas na periferia do granuloma
(Figura 4C). Nos pacientes LL, a maioria das células presentes no infiltrado
celular eram IDO*. Também foi observado na derme, células com morfologia de
células dendriticas. Nas lesdes de pacientes RR, poucas células IDO" foram
observadas no granuloma, semelhante ao observado nas lesdes de pacientes
BT (Figura 4J).

No intuito de caracterizar o fenétipo das células IDO", foram realizadas

marcacdes para: S100, CD86, CD11lc e HLA-DR. Quase todas as ceélulas
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presentes no infiltrado inflamatério de pacientes LL que foram IDO, foram
também CD86", CD11c", HLA-DR" (Figura 4F, H e |, respectivamente) e CD68"
(dado ndo mostrado). Na lesdo de BT foram observadas células CD86" (Figura
4E) e células CD11c" (Figura 4G) no centro do granuloma, rodeadas por um

manto de linfocitos, sendo ambas IDO" (Figura 4C).
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Figura 4: Expressdo de IDO e fendtipo celular em lesbes de pele de pacientes com hanseniase. Lesdo de
paciente tuberculéide (BT) é caracterizada pela presenga de um granuloma (A) e lesdo de paciente lepromatoso (LL) é
caracterizada por um infiltrado de macréfagos e linfocitos dispersos separados da epiderme pela zona clara (B). No BT,
foram detectadas poucas células IDO* em volta do granuloma (C). No LL, foi detectada uma maior quantidade células
IDO" no infiltrado inflamatorio (D). Algumas células CD86" foram observadas no interior do granuloma em lesGes de
pele de paciente tuberculdide (E). No LL, a expressdo de CD86 foi detectada na maioria das células do infiltrado
inflamatorio (F). Nas lesbes de BT a expressé@o de CD11c é detectada principalmente dentro do granuloma (G) e na
lesdo de LL, a expressdo de CD11c e HLA-DR foi observada no infiltrado inflamatério (H, 1, respectivamente). Similar
as lesdes de BT, poucas células IDO" foram detectadas nas lesdes de RR (J). Esta figura é representativa de
7 amostras de BT, 14 amostras de LL e 4 amostras de RR. (A-B) Marcagdo com Hematoxilina e eosina usada como
rotina no diagndstico da doenca. (C-J) Imunoperoxidase. Escala da barra = 50 um. Todas as imagens foram obtidas

por Nikon E400 Eclipse e processadas pelo software Image ProPlus.
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A co-localizagdo confirmou que a maior parte das células IDO* eram
CD68" (cerca de 70%) (Figura 5A — a). Entretanto, nem todas as células que
foram CD86", foram IDO" (cerca de 68%) (Figura 5A — b). Também foram
observadas células com aparéncia de células dendriticas com CD86 na
membrana celular e IDO no citoplasma (flecha, figura 5A — b).

Para confirmar o aumento da expressao de IDO em bidpsias de pele de
pacientes LL observado por imunohistoquimica, nos avaliamos a expressao de
IDO em bidpsias de pacientes LL (n=2) e BT (n=2) por Western Blotting. Como
observado por densitometria (IDO / Tubulina) houve um aumento da expressao
de IDO nos pacientes LL quando comparado com os cortes de pele de

pacientes BT.
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Figura 5: Expressdo de IDO em lesbGes de pele de pacientes lepromatosos por
imunofluorescéncia e immunoblotting. (A) Por imunofluorescéncia foi observado que a maioria das
células IDO" colocalizam com os macréfagos no infiltrado inflamatério (células CD68"). Algumas células
CD86" e IDO" exibem a morfologia de células dendriticas (setas, b). Foi feita dupla marcacgéo de IDO
(verde. Alexa Fluor 488®) seguida por marcagdo com anticorpos Alexa Fluor 568°- (A) CD68 e (B) CD86
(vermelho). Células duplamente positivas estdo em laranja ou amarelo (setas). Células com morfologia de
células dendriticas onde IDO esta no citoplasma e CD86 na membrana. Fotografia de marcagdes simples
de IDO, CD68 e CD86 também sdo mostradas. Esta figura é representativa de 3 amostras de LL . As
imagens foram visualizadas através do Microscépio Confocal Zeiss LSM 510 META. Escala das barras =
50 um. (B) Extrato protéico total de lesGes de pele (LL, n=2; BT, n=2) foram analisadas por
immunoblotting usando um anticorpo contra IDO ou Tubulina. A densitometria mostra a razéo
IDO/Tubulina.
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2- Analise da expressdo génica de IDO, IFN-y, TNFa e IL-10 em

bidpsias de pele de pacientes com hanseniase.

Para investigar a expressao génica de IDO em bidpsias de pele de
pacientes com as duas formas polares da hanseniase, foi realizado o PCR
em tempo real. Foi observado um aumento modesto da expresséo de IDO
em lesdes de pele de pacientes LL (média do nimero de copias relativas:
0,51 £ 0,25) quando comparados com pacientes BT (0,21 + 0,05) (Figura
6A). Sabendo-se que as citocinas IFN-y e TNFa sao fortes indutores de IDO
(124), a expressado génica dessas citocinas foi avaliada em bidpsias de pele.
N&o foi observado diferenca na expressdo génica de IFN-y (Figura 6B) e
TNFa (Figura 6C) entre os pacientes LL e BT em contraste com alta
expressdo de IL-10 nos cortes de pele de pacientes LL (n=11) quando
comparados com BT (n=10) (média do numero de copias relativas de LL:
0,44 + 0,14 e BT: 0,015 + 0,005) (Fig 6D).

Cortes de pele de pacientes com RR apresentaram um aumento das trés
citocinas avaliadas: IFN-y, TNFa e IL-10 quando comparados aos cortes de
leséo de pacientes ndo reacionais. Este dado corrobora com resultados
anteriores obtidos do nosso laboratério (125) em que foram observadas as
citocinas: IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12p40 e TNFa durante os episédios

reacionais em todos os pacientes testados.
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Figura 6: Expressdo génica de IDO, IFN-y, TNFa e IL-10 em bidpsias de pele de pacientes com
hanseniase. A expressao de IDO (A), IFN-y (B), TNFa (C) e IL-10 (D) de bidpsias de pele de pacientes LL
(lepromatoso, n=11), BT (Boderline tuberculdide, n=10) e RR (Reacéo reversa, n=5) foi determinada por
RT-PCR em tempo real. Os resultados representam médias e erros padrdes de quatro experimentos

independentes. O teste t Mann-Whitney foi usado para analise estatistica. (**) para valor de p < 0.01.

3- Anélise da atividade de IDO e presenca de IFN-y e TNFa em soro de

individuos saudaveis e soro de pacientes com hanseniase.

A analise da atividade de IDO no soro reflete o estado sistémico do
paciente e pode ajudar na compreensao das diferencas observadas nos dois
polos da doenca. Nesse contexto, a atividade de IDO foi avaliada por HPLC

atraves da raz&o da concentracdo de quinurenina sob o triptofano, bem como,
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pela concentracdo de quinurenina. Os dados mostram um aumento na
atividade de IDO no soro de pacientes LL nas duas formas de analise (Fig 7A e
7B): a razdo entre quinurenina e triptofano (LL: 0,09 + 0,008; n=10 e BT: 0,051
+ 0,008, p=0,002; n=9) e a concentracdo de quinurenina (LL: 1,4 £ 0,07; n=10 e
BT: 0,82 £ 0,16, p<0,0001; n=9); indicando que a atividade de IDO pode ser um
importante marcador para avaliar as diferengas na imunidade celular nos dois
pélos da doenca. Apesar de termos observado expressao de IDO em bidpsias
de RR, foi detectada baixa atividade de IDO em soro de pacientes RR,
comparando com outros grupos de pacientes testados e com soro de individuo
normal (HC: 0,76 £ 0,19 e RR: 0,17 £ 0,12, p=0.053; BT: 0,82 + 0,16 e RR: 0,17
+0,12, p=0.022; LL: 1,4 + 0,07 e RR: 0,17 # 0,12 p<0.0001).

No intuito de se entender os mecanismos envolvidos na variacdo da
atividade de IDO observada nas diferentes formas clinicas da doencga, o perfil
de citocinas pro-inflamatoérias foi observado no soro desses pacientes. Foi
observado um aumento dos niveis de IFN-y no soro de pacientes BTs quando
comparado com controles saudaveis e RR (HC: 24,63 + 1,36 e BT: 66,86 +
19,10, p=0.0012) (BT: 66,86 + 19,10 e RR: 25,68 = 2,80, p=0,0093). N&o foi
observada diferenca significativa entre os niveis séricos de IFN-y em LL e BT.
Altos niveis de TNFa foram observados em pacientes LLs, quando comparados
aos pacientes BT (Fig. 7D). Nenhuma diferenca significativa foi observada
entre os niveis de IFN-y e TNFa no soro de RR e controles saudaveis. Embora
tenha sido observado aumento na expressdo génica de IFN-y e TNFa em
biépsias de pacientes com RR, no soro esse aumento ndo foi observado

guando comparado com pacientes nao reacionais.
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Figura 7: Atividade de IDO e deteccdo de IFN-y e TNFa no soro de individuos saudaveis, pacientes
lepromatosos, tuberculdides e com reacdo reversa. (A) Atividade de IDO através da razdo da
concentragdo da quinurenina sob o triptofano de soro medida por HPLC. (B) Atividade de IDO medida
através da concentracdo de quinurenina por HPLC. (C e D) Secrecdo de IFN-y e TNFa avaliados por
ELISA. Os gréficos representam as médias e os erros padrdes da atividade de IDO medida por HPLC e
deteccdo de IFN-y e TNFa por ELISA de HC (controle saudavel, n=10), LL (Lepromatoso, n=10), BT
(Boderline tuberculdide, n=9) e RR (Reagéo reversa, n=10). Resultados é representado pela média e o
erro padrdo de 4 experimentos independentes. O teste usado para a andlise estatistica foi o Kruskal

Wallis / Dunn’s Multiple Comparasion. *p<0.05, **p< 0.01 e ***p<0.001.

4- Estudo da expressao de IDO em PBMCs de individuos saudaveis

apo6s estimulacdo com M. leprae.

Apoés observar a expressao de IDO nas células da pele e a atividade de
IDO no soro, resolvemos avaliar se 0 M. leprae induz a expressao génica de
IDO in vitro. Para tal, as PBMCs de individuos saudaveis foram estimuladas
com M. leprae no MOI de 2:1 (bacilo : célula) por 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Como
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observado na figura 8 o tratamento com o M. leprae induziu um aumento
significativo na expressédo génica de IDO apos 12 horas de cultura, mantendo a
expressdo génica elevada apds esse periodo. Em outro experimento foi
observado que o M. leprae aumenta a atividade de IDO em PBMCs de
individuos saudaveis e de pacientes LL. Além disso, a atividade de IDO é

reduzida na presenca do 1-MT (dado ndo mostrado).
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Figura 8: O M. leprae induz a expressao de IDO em PBMCs de individuos saudéveis. PBMCs foram
estimuladas com M.leprae (MOI de 2:1) por diversos periodos de tempo (1, 3, 6, 12 e 24h) e foram
comparados com as células ndo estimuladas. A expresséo génica da IDO nessas culturas foi avaliada por
PCR em tempo real. O grafico mostra a média e os erros padrées de 5 experimentos independentes

realizados. O teste utilizado para a andlise estatistica foi Wilcoxon *p< 0.05 e **p< 0.01.
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5- Anélise da participacdo de IFN-y e M. leprae na expressédo e
atividade de IDO em mondcitos de individuos saudaveis e de

pacientes lepromatosos.

Sabendo-se que 0os mondcitos, macrofagos e as células dendriticas séao
as principais células produtoras de IDO (127), foi avaliado se o M. leprae induz
a expressao e a atividade de IDO em mondcitos de individuos saudaveis e de
pacientes com a forma clinica lepromatosa. Além disso, nds também tratamos
essas ceélulas com IFN-y para avaliar o papel dessa citocina na expressao e
atividade de IDO. Para avaliar a expresséo de IDO, as PBMCs de voluntarios
saudaveis e pacientes LL foram recolhidas e as células CD14" foram
separadas por beads magnéticas como descrito no material e métodos.

A separacdo magnética de mondcito foi avaliada por citometria de fluxo
resultando em células com as seguintes caracteristicas: aproximadamente 96 +
0.14% eram CD14"; 86,44 + 4,1% HLA-DR"; 87,67 + 9,8% CD86"; 4,8 + 1,5%
CD40" e 3,3 + 0,62% CD206". A reducdo no percentual de células CD14"
induzido por M. leprae foi proporcional ao MOI usado. O elevado MOI de 50:1
induziu uma maior reducdo no percentual de células CD14", com menos de
20% das células expressando CD14. Somente com um MOI intermediario
(10:1) foi observada a modulacéo na expressao de moléculas de superficie. O
M. leprae no MOI de 10:1 aumentou significativamente a expressao de CD40,
CD86 e CD206 quando comparado as culturas ndo estimuladas (dados nao
mostrados).

Essas células ficaram em cultura por 24 horas na presenca de M. leprae

(MOI de 10:1 e 50:1), 1-MT e IFN-y sozinhos e em alguns pog¢os esses trés
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estimulos juntos. As células foram recolhidas e avaliadas por citometria de
fluxo e os sobrenadantes analisados por HPLC.

O percentual de CD14" IDO" foi similar nos mondcitos de individuos
saudaveis e de pacientes LL (Fig. 9A-B). O M. leprae também foi capaz de
aumentar IDO em ambas as culturas. Em ambas as culturas o M. leprae foi
mais potente na inducdo de IDO no MOI 10:1, quando comparado com as
outras concentracdes de M. leprae (Fig. 9A-B). A atividade de IDO em
mondcitos de individuos saudaveis foi aumentada com M. leprae MOI 2:1. Nos
monocitos de pacientes houve aumento da atividade de IDO nas células
estimuladas com M. leprae MOI 10:1. A andlise por western blotting mostrou
que o M. leprae aumenta a expressado de IDO em mondcitos de pacientes LL,
em todos os MOls testados (Fig. 9C). Em mondcitos de individuos saudaveis o
estimulo com IFN-y aumentou a atividade e a expressao da proteina (Fig. 9A).
Ao contrério, nos mondcitos de pacientes LL o IFN-y aumentou o percentual de
células IDO* mas ndo aumentou a atividade de IDO (Fig. 9B).

Em mondcitos de individuos saudaveis um efeito sinergistico foi
observado na expressdo de IDO quando as células foram estimuladas com
IFN-y na presenca de M. leprae para alto MOI 50:1 (Fig. 9D). Nos mondcitos de
pacientes LL, o efeito sinergistico foi observado nas células estimuladas com
IFN-y na presenca do M. leprae MOI 2:1 (Fig. 9E). A expressdo de IDO nas
células estimuladas com IFN-y e M. leprae foi reduzida na presencga de 1-MT

(Fig. 9D-E).
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Figura 9: Expressdo de IDO em mondcitos estimulados com M. leprae em diferentes multiplicidades de
infecc@o. Monocitos de pacientes LL (n=5) e individuos saudaveis (n=4) foram estimulados com M. leprae
(MOI de 2:1, 10:1 e 50:1) por 24h. Além disso, mondcitos foram estimulados com IFN-g (10ng/ml). (A-B) A
relacéo entre a expresséo de IDO, observada por citometria de fluxo (barra preta), e a atividade de IDO,
avaliada pela razdo de quinurenina/ triptofano por HPLC (barra branca). (A) Controle e (B) pacientes LL.
*p<0.05 em relagdo as culturas ndo estimuladas (controle). (C) Lisados celulares de monécitos de
pacientes LL foram estimulados com M. leprae ou IFN-y- e foram analisados immunoblotting com
anticorpo contra IDO ou Tubulina (foto representativa de 3 experimentos) (D-E) O percentual de células
IDO" nas células estimuladas com M. lepare e IFN-g. (D) monécitos de individuo saudavel e (E) mondcitos

de pacientes LL. O teste utilizado foi 0 Mann-Whitney t test, com *p<0.05, **p<0.01, e ***p<0.001.
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6- Avaliacao da participacao de citocinas nainducao de IDO por M. leprae.

Para avaliar as moléculas envolvidas no aumento da expressao de IDO,
niveis das diferentes citocinas nos sobrenadantes de mondcitos de voluntarios
saudaveis estimulados com M. leprae foram avaliados. Ndo foram observadas
alteracdes significativas no perfil de citocinas nas culturas estimuladas com M.
leprae quando comparadas com as culturas nao estimuladas.

Nos mondcitos de pacientes LL, estimulados com M. leprae, o IFN-y foi
capaz de aumentar a secrecao de IL-12p70 e de TGF-B, o que demonstra que
o IFN-y nessas células induz a producao de citocinas pro e anti-inflamatorias. A
producdo de TNFa foi aumentada quando as células foram estimuladas com
baixo MOI. Ja o M. leprae nos MOIs 10:1 e 50:1 induziu um aumento na
producdo de IL-12p70 em mondcitos de pacientes LL (Fig. 10A-B). Em
conjunto, a producéo de IL-1p foi aumentada somente apds o estimulo com alto
MOI (50:1) de M. leprae (Fig. 10C). Foi observada uma reducéo dos niveis de
TGF-B e IL-12p40 secretados nos sobrenadantes estimulados com M. leprae.
Esses resultados demonstram que o M. leprae pode modular a resposta
immune nos mondcitos de pacientes de forma diferenciada, dependendo da
carga bacilar. Assim, o M. leprae pode direcionar a resposta imune e induzir
uma resposta proé-inflamatéria ou anti-inflamatéria e ativar IDO. De modo geral,
o M. leprae levou ao aumento da inducao de TNF, IL-12p70 e IL-1B e reducéo
da expressao de TGF-B e IL-12p40. Estes resultados sugerem que a anergia
antigeno-especifica em pacientes LL é resultado de varios fatores como a
carga bacilar, o balanco entre as citocinas pr6 e anti-inflamatérias e a

expressao de IDO.
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Figura 10: Producgdo de citocinas em monécitos de pacientes LL estimulados com diferentes
concentracdes de M. leprae. Mondécitos de pacientes LL foram estimulados com M. leprae (MOI 2:1,
10:1 e 50:1). O sobrenadante dessas culturas foi coletado apos 24 horas de cultura e a produgdo de
citocinas foi avaliada por multiplex. Os graficos representam os resultados para cada citocina. (A) TNF,
(B) IL-12p70, (C) IL1-B, (D) TGF-B. O grafico mostra a média e os erros padrdes de 3 experimentos
independentes feitos em duplicata. O teste utilizado foi o teste t Mann-Whitney para a andlise estatistica.

*p<0.05.
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7- Analise de marcadores de superficie celular e atividade de IDO
induzidos por M. leprae nas células dendriticas de voluntarios

saudaveis.

Além dos macréfagos, as células dendriticas sdo as principais células
produtoras de IDO. Desse modo, a inducdo de IDO em mDCs estimuladas com
M. leprae foi avaliada. ApoOs 24 h de cultura na presenca ou ndo de M. leprae
os marcadores de superficie foram estudados. Em paralelo, foi avaliada a
atividade de IDO nos sobrenadantes. Como observado na Figura 11 A-J, o M.
leprae ndo foi capaz de modular o percentual de células positivas e a
intensidade de fluorescéncia de CD40, CD83, CD86, DC-LAMP e HLA-DR.
Esses dados corroboram com o0s resultados obtidos por Murray e
colaboradores (2007) (29) que observaram, através de marcadores de
superficie e secrecao de citocinas, que o M. leprae ndo induzia maturacédo das
células dendriticas.

Foi observado um aumento significativo da atividade de IDO nas mDCs
estimuladas com M. leprae (MOI 2:1) quando comparado com as células ndo
estimuladas. Além disso, o inibidor de IDO (1-MT) reduziu a atividade de IDO

induzida pelo M. leprae (Figura 11L).
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Figura 11- Analise da expressédo de moléculas de superficie e atividade de IDO em DCs derivadas
de mondcitos de individuos saudaveis estimuladas com M. leprae (MOI 2:1, 10:1 e 50:1). Dcs
derivadas de mondécitos foram estimuladas com ML (MOI 2:1, 10:1 e 50:1), apdés 24 horas de culturas
essas células foram coletadas e marcadas com anticorpos especificos para cada molécula de superficie e
avaliado por citometria de fluxo. Os gréaficos da esquerda representam o percentual de células positivas
para cada molécula e o da direita a intensidade de fluorescéncia. (A) CD40, (B) CD83, (C) HLA-DR, (D)

CD86, (E)DC-LAMP.
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Figura 12 — Analise da produgdo de IDO em DCs derivadas de mondcitos de individuos

saudaveis estimuladas com M. leprae (MOI 2:1). Os sobrenadantes foram coletados e a atividade de
IDO foi avaliada por HPLC nas culturas estimuladas com ML(2:1). O grafico representa as médias e os ermos padries
de 5 experimentos realizados. O teste utilizado foi o teste t Mann-Whitney para a analise estatistica. *p<0.05.

8- Analise da secrecdo de citocinas em culturas de mDCs de

individuos saudéaveis estimuladas com M. leprae.

Além da atividade de IDO e expressdo de alguns marcadores de
superficie, n6s nos propusemos a avaliar o perfil de citocinas em culturas de
células dendriticas estimuladas com M. leprae (MOI 2:1 e 10:1) na presencga ou
nao do inibidor de IDO (1-MT) por 24 horas de cultura.

O M. leprae (MOI 10:1) aumentou de forma significativa os niveis de IL-
10 e IL-12p40 em mDCs de individuos saudaveis. N&o foi observado
modulagao de IL1B, TGF-B e TNF quando as mDCs estimuladas com M. leprae
foram comparadas com as células ndo estimuladas.

Quando foi adicionado o inibidor de IDO (1-MT) foi observado o aumento
da IL-12p40 nas DCs estimuladas com ML (MOI 10:1) e aumento da IL-10 e

TGF-B nas DCs estimuladas com M. leprae (MOI 2:1).
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Figura 13: Analise da secregdo de citocinas em DCs derivadas de mondcitos em individuos
saudaveis em presenca de ML e do inibidor de IDO. DCs derivadas de mondcitos foram estinuladas
com ML(MOI 2:1, 10:1 e 50:1), por 24 horas de cultura. O sobrenadante dessas culturas foi coletado e
avaliado por ELISA. Secrecdo de (A) IL-13, (B) IL-10, (C) IL-12, (D) TGF-B e (E) TNFa. O gréfico
representa as médias e os erros padrdes (n=4). O teste utilizado foi o teste t Mann Whitney para a analise

estatistica. *p<0.05.
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9- Analise do perfil regulatério das células T em co-cultura com as

mDCs de pacientes lepromatosos.

Para investigar o fenotipo celular induzido por M. leprae, mDCs foram
cultivadas em cultura com linfécitos T CD4" purificados por beads magnéticas
na proporcéo 1:1, estimuladas por 24 horas e avaliadas por citometria de fluxo.
Foi observado um aumento no percentual de células CD4"CD25'CTLA4" nas
células estimuladas com M. leprae (MOI 2:1) (C: 5.05 + 3,8 e ML: 21,71 + 7,14;
n=4). A presenca do 1-MT reduziu de forma significativa o percentual de
células T com perfil supressor (ML: 21,71 + 7,14 e ML+MT: 5,58 + 1,29; n=4).
Curiosamente, apesar do aumento observado na populagcdo positiva para
CTLA-4, néo foi observada diferenca significativa na populacdo FoxP3" entre
0s grupos estudados apOs 24 horas de cultura, bem como nos indices de
proliferacdo avaliados pela anélise da incorporacéo de *H-timidina apés 5 dias

de cultura (dados ndo mostrados).
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Figura 14: Expressao de marcadores de célula T regulatoria em co-
cultura de mDCs e linfécitos de pacientes lepromatosos. A expressao de
CD4'CD25'CTLA4" em co-cultura de mDCs + linfécitos (1:1; 24h), foi
determinada por citometria de fluxo. Os resultados representam médias e erros

padrdes de quatro experimentos independentes.
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Discussao

Durante este estudo investigamos um novo mecanismo fisiopatologico
ainda ndo previamente abordado com o intuito de esclarecer a baixa ou
ausente resposta imune celular ao M. leprae em individuos com hanseniase.
Relatos genéticos anteriores tentam explicar a polaridade da resposta imune
que oscila da alta resposta nos pacientes tuberculoides em oposicdo aos
lepromatosos. Entretanto, até 0 momento, os estudos apontam em geral para a
associacdo de marcadores genéticos e a hanseniase per se sugerindo que a
evolucdo espectral sofre a influéncia de fatores ndo genéticos tais como
individuais, ambientais, vacinais entre outros. Sabe-se que a resposta imune &
um processo dinamico e se tratando de uma infeccdo extremamente cronica,
0s mecanismos efetores e reguladores caminham em paralelo com periodos de
predominio de um ou de outro, dando ao curso da inflamac&o crbénica um
padrao alternado de quiescéncia e agudizacdo como é observado em todas as
doencas inflamatérias cronicas, infecciosas ou nao, inclusive na hanseniase.

Neste trabalho, demonstramos que a degradacdo do triptofano pela
enzima IDO, parece ser mais uma alca regulatéria, nesta infeccéo, contribuindo
para a progressao da reducao da resposta imune celular efetora resultando em
aumento predominante da carga bacilar.

IDO tem sido considerado uma molécula chave na imunossupressao em
tumores e durante a gravidez. A inibicdo de IDO no tratamento de neoplasias
tem permitido analisar a possibilidade de reversdo do estado de supressao o
que poderia vir a beneficiar outras situagcdes semelhantes, abrindo assim,

novos alvos terapéuticos no tratamento de algumas imunopatias.
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Recentemente, o papel das APC em direcionar a resposta imune tem sido
fortemente enfatizado por indmeros estudos. A descricdo de diferentes
fendtipos e funcionalidade das APCs caracteriza essas células como ativadoras
ou supressoras das células T (127).

Estudos com macroéfagos e células dendriticas obtidos de pacientes com
hanseniase demonstraram que lipoproteinas do M. leprae tém potente efeito
sob essas células via TLRs (128). Chattre e cols. (2007) (129) demonstraram
que antigenos do M. leprae estdo associados com a regulacdo negativa de
PKC, calcio, calcineurina, MAPK e varios fatores de transcricdo nos pacientes
com hanseniase. Além disso, Cruz e cols. (2008) (130) mostraram que a
oxidacdo de fosfolipideos nos pacientes com hanseniase previne a
diferenciacdo das células dendriticas para o fenotipo CD1. Também foi
observado que a proteina, triptofano aspartato (TACO; também conhecida
como CORO1A) mantém o M. leprae dentro de vesiculas no fagossomo
inibindo a sinalizacdo via TLR e a maturacdo dessas células, mantendo a
infeccdo (131). Além disso, o M. leprae é capaz de induzir altos niveis de
moléculas regulatdrias: tais como MCP-1 e IL-1Ra em mondécitos de individuos
saudaveis (78) e estudos prévios demonstraram a presenca de TGF-B, uma
citocina supressora, em biopsias de pele de pacientes lepromatosos, sendo
observado aumento na expressao de iINOS em pacientes tuberculdides (132).

Nesse trabalho n6s mostramos pela primeira vez, que a enzima IDO,
responsavel pela degradacdo do triptofano, esta associada com a forma
lepromatosa da doenca. Além disso, demonstramos que o M. leprae € capaz
de induzir a expressdo de IDO em mondcitos de pacientes lepromatosos e de

individuos saudaveis, bem como, em células dendriticas derivadas de
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monaocitos de individuos saudaveis. A IDO regula negativamente os linfocitos e
€ expressa predominantemente nas células dendriticas e nos macréfagos
(133,134). Esta enzima apresenta um papel ativo na resposta imune por
catabolisar o aminoéacido triptofano em quinurenina e outros compostos
biologicamente ativos.

A atividade de IDO na regulacdo da resposta imune, através da
degradacdo do triptofano, ndo estd completamente elucidada e diversos
trabalhos vém mostrando o envolvimento de IDO no controle da imunidade
inata e adaptativa contra patégenos. Ja foi demonstrado o envolvimento de IDO
na resposta imune contra os seguintes patdgenos: toxoplasma, Trypanosoma
cruzi, plasmadio, bactérias intracelulares (ex: chlamydia e rickettsia) e bactérias
extracelulares como streptococci, enterococci e staphylococci (revisado por
95,135,136,137). Recentemente, foi demonstrado que IDO e outras enzimas
que participam da degradacéo do triptofano, tém um papel central na infeccéo
cronica. Este mecanismo evita o efeito prejudicial da resposta inflamatoria,
além de controlar a proliferacdo do patdgeno, devido a deplecédo do triptofano
(138,139,140). Tem sido demonstrado que a expressdo de IDO em células
dendriticas plasmocitéides regula a resposta imune adaptativa negativamente,
levando ao aumento de células T regulatorias (141).

Nossa hipotese atual de trabalho € a de que inicialmente o M. leprae
induz a IDO via TNF e IFN-y, mas em seguida os metabolitos do triptofano
levam a supressao da populacéo de células T efetoras, com inducéo de células
T regulatérias e secrecéo de IL-10, levando a perda progressiva na capacidade
de resposta. Embora mais dados experimentais sejam necessarios para

confirmar essa hipotese, muitas evidéncias clinicas apéiam o envolvimento de
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IDO no direcionamento para a forma anérgica da doenca. Nesse estudo, nés
demonstramos a expressdo de mRNA de IDO em lesGes de pele de pacientes
LL e BT, com altos niveis nas lesGes de pacientes LL. Estes dados corroboram
com os niveis de proteinas analisados por imunohistoquimica. Nas lesbes de
LL quase todos os macrdfagos do infiltrado celular foram IDO* em contraste
com poucas células positivas nas lesdes de pele de pacientes tuberculdides e
com reacao reversa. Entretanto, sabe-se que a expressao de IDO nem sempre
resulta na atividade da enzima ja que esta tem regulacdo pdos-transcripcional e
mesmo ha sua atividade como acontece com o NO que inibe a atividade
enzimatica.

N6s observamos que a maioria das células IDO" co-localizaram com
CD68, sugerindo uma populacdo celular identificada como macréfagos de
tecido. Entretanto, foi detectado IDO em células que parecem ser células
dendriticas, pois apresentam morfologia caracteristica dessas células e foi
observado a presenca de IDO em células CD11lc* e CD86" de lesdes de
pacientes lepromatosos e tuberculéides, marcadores de células dendriticas
humanas favorecendo assim este coneito, foi observado que IDO esta ausente
em tecidos de pele normais (142), onde ha distribuicdo de células dendriticas
CD11c’, CD1b", CD1c" na derme superior e as subpopulacbes de macréfagos
(CD68", FXIIIA®, CD163", CD209") na derme s&o proeminentes (143,144). Nas
lesGes de pele de pacientes lepromatosos, duas subpopulacdes de macréfagos
(CD209" CD1b" e CD209 CD16%) tém sido descritas (48). No presente estudo
nos mostramos que o infiltrado inflamatorio de lesdes de pele de pacientes
lepromatosos apresenta grande quantidade de células dendriticas mieloides

CD11c", CD86", HLA-DR" e células CD68". Baseado nesses resultados nds
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ndo podemos excluir a possibilidade de que células IDO™ representem outro
grupo de células dendriticas com a funcdo e o fendtipo dos macrofagos. O
papel exato das células dendriticas IDO" ou macréfagos IDO* na hanseniase
precisa ser assim melhor estudado.

A anadlise por PCR em tempo real revelou um aumento modesto de
MRNA de IDO em lesbes de pele de pacientes lepromatosos quando
comparado com lesdes de BT. De acordo com esses dados, a analise por
western blotting demonstrou um aumento na expressao de IDO em biopsias de
pacientes lepromatosos quando comparados aos BTs. Embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa na expressao génica de TNFa e IFN-y quando
comparado as biopsias de LL e BT, a analise da secrecdo destas citocinas
demonstrou um aumento dos niveis de IFN-y no soro de pacientes BT, ao
passo que no soro de pacientes LL foi observado um aumento dos niveis de
TNF. Apesar dos altos niveis de IFN-y no soro de pacientes BT, nds nao
podemos excluir o envolvimento de IFN-y na induc¢do de IDO nos pacientes LL.
Ja se sabe que a presenca de niveis sub-6timos de IFN-y no local da infeccao
pode induzir a persisténcia do crescimento da bactéria devido a insuficiente
deplecéo do triptofano (139).

Jurgens e cols. (2009) (145) descreveram que o catabolismo do
triptofano nédo afeta a producédo de citocinas nas mDCs, sugerindo que o IFN-y
ativa a IDO e a produgdo de citocinas pro-inflamatérias por vias celulares
distintas. NOs sugerimos que outros estimulos, como o M. leprae podem ter a
mesma capacidade, de induzir IDO e citocinas inflamatorias por vias distintas, o
que poderia explicar o aumento dos niveis de TNFa no soro de pacientes com

a forma lepromatosa e também em culturas de células estimuladas com M.

69



leprae observadas aqui e em outros trabalhos do nosso laboratorio (41,146).
Um aumento significativo na expressdo de mRNA de IL-10 também foi
detectado nas lesGes de pacientes lepromatosos e no soro desses pacientes,
corroborando com outros estudos (72,147).

O aumento da atividade de IDO foi detectado no soro de pacientes
lepromatosos contrastando com os niveis de IDO observados no soro de
pacientes com a forma clinica BT e durante as reacfes RR e ENL. A reducao
de IDO durante os episodios reacionais poderia estar relacionada com o
aumento de resposta imune celular observada nessa fase. Além disso, foram
detectados altos niveis de TNF no soro de pacientes LL. O TNF & conhecido
indutor da expressdo de IDO em mDCs de individuos saudaveis (118). NoOs
sugerimos que o TNF, que se encontra aumentado no soro de pacientes LL,
possa contribuir para aumentar a expressado génica e protéica de IDO nesses
pacientes. Relatos anteriores descreveram que 0s mondécitos de sangue
periférico de individuos saudaveis sédo a principal fonte de IDO ativado (148).
No presente trabalho, a expressdo de IDO foi avaliada em mondcitos
estimulados com M. leprae ou IFN-y por citometria de fluxo e western blotting.
O IFN-y foi capaz de aumentar a expresséo de IDO em mondcitos de individuos
saudaveis e de pacientes lepromatosos. Entretanto, o aumento na atividade de
IDO induzido pelo IFN-y foi observado somente nas culturas celulares de
individuos saudéaveis, mas nao foi aumentada nas culturas celulares de
pacientes LL. A atividade enzimatica de IDO é regulada de modo pos-
transcricional e varios mecanismos podem influenciar o nivel e a atividade de
IDO. ApOs observarmos a expressao génica de IDO em biopsias de pacientes

BT, nés sugerimos que no tecido desses pacientes, os altos niveis de IFN-y
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poderiam induzir NO que por sua vez inibiria a IDO rapidamente através da
hidrolise pelo proteossoma, transformando a atividade de IDO ou
imunolocalizacdo em bidpsias de pacientes BT em um fenémeno raro. Esta
hipotese corrobora com resultados observados por Hucke e cols., (2004) (116)
gue mostraram que o oxido nitrico (NO) € capaz de inibir a atividade de IDO
através da reacdo com o grupo heme de IDO, além de induzir a protedlise de
IDO através do proteossoma. Algumas citocinas, também sofrem regulacéo
pos-transcricional, como: TNF, IFN-y, GM-CSF, IL-1, IL-10 entre outras (149).

O M. leprae foi capaz de aumentar a expressao e a atividade de IDO em
mondcitos tanto de individuos saudaveis como em mondcitos de pacientes
lepromatosos. Quando a expressdo de IDO nas células CD14" foi analisada,
nos observamos que o M. leprae presente no MOI 10:1 aumentou a expressao
de IDO e os niveis foram similares aos niveis induzidos por IFN-y, sendo esse
dado confirmado por western blotting. Uma vez que o IFN-y foi capaz de induzir
a expressdo de IDO em mondcitos de individuos saudaveis e de pacientes LL
nos avaliamos se 0 M. leprae é capaz de modular a expresséo de IDO induzida
por IFN-y. Foi ainda observado um efeito sinérgico na expressao de IDO
quando os mondécitos foram estimulados com M. leprae e IFN-y
simultaneamente. Nos mondcitos de individuos saudaveis o aumento de IDO
nas culturas estimuladas com IFN-y foi principalmente observado nos
monaocitos estimulados com baixo MOI (2:1) de M. leprae. Ao contrario, nos
monaocitos de pacientes lepromatosos o aumento foi observado com M. leprae
a 50:1.

De modo intrigante, nés observamos uma tendéncia para a redugéo da

expresséo de IDO em culturas de mondcitos estimuladas com M. leprae (10:1)
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e IFN-y, quando comparado com as culturas estimuladas somente com o M.
leprae (10:1), contrastando com o observado com o M. leprae em baixo e
elevado MOI. Conforme descrito anteriormente (148) nds observamos uma
discrepancia entre a expressao de IDO e a atividade em mondcitos humanos. A
atividade de IDO avaliada nos sobrenadantes de culturas estimuladas com M.
leprae se encontrou aumentada nos mondcitos de individuos saudaveis quando
estimulados com baixo MOI (2:1), j& nos mondcitos de pacientes lepromatosos,
nés nao observamos diferencas entre os MOI testados. Estes dados sugerem
que o M. leprae possa modular a expressdo de IDO e a atividade por um
mecanismo dinAmico. Nos mondcitos de individuos saudaveis a atividade de
IDO estaria aumentada na presenca de IFN-y, somente nas células estimuladas
com M. leprae (10:1), ndo sendo relacionada com a expressdo de IDO
observada. Ja nas células dos pacientes lepromatosos a atividade de IDO nas
células estimuladas com M. leprae, na presenca de IFN-y seria observada para
alto MOI (50:1) de M. leprae, seguindo assim a expressao da proteina (dado
nao mostrado).

Além dos mondcitos, nds observamos que o M. leprae induz aumento da
atividade de IDO em mDCs de individuos saudaveis. O M. leprae com baixo
MOI (2:1) foi suficiente para aumentar a atividade de IDO em mDCs quando
comparado com as células ndo estimuladas.

O M. leprae nao foi capaz de modular a expressdo de diferentes
marcadores de superficie celular nas células dendriticas. Esses resultados
corroboram com resultados observados por Murray e cols. (2009) (29) nos
quais eles ndo observaram diferenca nos marcadores de superficie e citocinas

induzidas pelo M. leprae.
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De modo a verificar se 0 aumento da expressdo de IDO pelo M. leprae
foi capaz de induzir um perfil de resposta T — supressor, foram realizadas co-
culturas mDCs-células T CD4", provenientes de voluntarios saudaveis, na
proporcdo 1:1. Apesar de ainda preliminares, nossos dados claramente
indicaram que o M. leprae, além de aumentar a atividade de IDO nas mDCs,
aumenta significativamente o percentual de células T CD4'CD25'CTLA4", o
efeito foi revertido na presenca de 1-MT. Apesar do aumento da populacéo
CTLA-4+ ap6s o estimulo com M. leprae, n6s ndo conseguimos avaliar um
aumento da populacdo FoxP3*. Assim, podemos concluir preliminarmente que
0 mecanismo supressor de IDO deve estar associado ao aumento de CTLA-4.
A participacao de IDO na inducéo de células T regulatorias ja foi observada em
outras patologias. Foi observado que a inibicdo de IDO com INCB024360,
promoveu o crescimento de células NK, aumento da producdo de IFN-y e
reduziu a conversdo de células T em células T regulatérias (150).

Nossos resultados sugerem que as células de pacientes lepromatosos
estejam induzindo IDO por um caminho independente de IFN-y, uma vez que
este ndo seja capaz de aumentar a atividade de IDO em lepromatosos, sendo
gue outras citocinas como o TNF, podem ser importantes para a inducédo de
IDO. O envolvimento de IDO no mecanismo imunomodulatério por um
processo independente de IFN-y ja foi previamente demonstrado por Manéglier
e cols. (2009) (151) no modelo de infeccdo pelo HIV. Foi observado que a
ativacao de IDO pelo HIV ocorre por um efeito direto da infec¢éao pelo virus.

Corroborando com estes resultados, o IFN-y ndo promoveu nenhum
aumento da atividade de IDO nas células de pacientes lepromatosos,

sugerindo que a indugcdo dessa enzima ocorra por uma via independente de
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IFN-y. Estes resultados sugerem que o M. leprae seja capaz de ativar a
expressdo génica e a atividade enzimatica de IDO, que por sua vez contribui
para a anergia antigeno especifica presente no polo lepromatoso da doenca.
NOs mostramos que a atividade de IDO é diferenciada nos dois polos da
doenca, e nés acreditamos que esta diferenca possa representar um dos
mecanismos relevantes na resposta imune diferenciada observada nos dois
pbélos da hanseniase. Mais estudos sobre o papel de IDO na hanseniase
podem levar a uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos na

dualidade da doenca.
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Esquema 1. Espectro da resposta imune na hanseniase. No pdlo tuberculdide, individuos TT apresentam elevados niveis de IFN-y,
apresentando efetiva resposta imune (RI) a micobactéria. Os individuos borderline apresentam diminuicdo gradativa do padrdo de resposta
imune a medida que evoluem para o polo lepromatoso. Duas importantes citocinas parecem regular o direcionamento da resposta em
individuos com hanseniase: IFN-y e TNF, sendo ambas pro-inflamatdrias e ao mesmo tempo fortes indutoras de IDO, o que sugere que
mecanismos regulatorios associados a expressao dessas duas citocinas contribuem para o direcionamento da resposta. O polo lepromatoso é
decorrente da Rl baixa mediada pelo aumento de IDO, IL-10, CTLA-4, PGE2 e MCP-1 em resposta a micobactéria, com reducio progressiva da
respostaimune celular adaptativa. Rl = resposta imune inata / CMI=resposta imune adaptativa.
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Conclusao

Os resultados apresentados nesse trabalho sugerem que lesdes de pele de pacientes LL
apresentam aumentada expressédo de IDO quando comparadas com as lesdes de pele de
pacientes BT e com pacientes com reacdo reversa. Em conjunto, uma maior atividade de
IDO foi observada em soro de pacientes LL quando comparado aos demais grupos testados.
O aumento da atividade de IDO em soro de pacientes LL estava associado a niveis elevados
de TNF. Foi ainda avaliada a capacidade do M. leprae de induzir a expressdo de IDO in
vitro. O M. leprae aumentou a expressdo génica de IDO em PBMCs e mDCs de voluntarios
saudaveis. A expressdo génica e protéica de IDO também foi aumentada em mondcitos
provenientes de individuos saudaveis e pacientes LL, o que foi revertido apds a adicdo de 1-
MT. O IFN-y, conhecido indutor de IDO, foi capaz de aumentar a atividade de IDO
somente em células de voluntarios saudaveis, mas ndo de pacientes lepromatosos. Em
células de voluntarios saudaveis, o IFN-y quando em associacdo com o M. leprae,
apresentou um aumento significativo na expressdo e atividade de IDO quando em
comparacdo com o M. leprae sozinho. No entanto, esse aumento so foi observado quando o
M. leprae foi utilizado em elevado MOI 50:1, o que sugere que a carga bacilar contribui
para o direcionamento da resposta ao IFN-y pela célula hospedeira. No intuito de observar
se 0 aumento da expressdo de IDO nas APCs resultaria em modulacdo da resposta imune
efetora, co-culturas de mDCs — linfécitos T de pacientes lepromatosos foram realizadas e
observou-se que o estimulo com M. leprae em mDCs aumenta o percentual de células T
CD4+CD25+CTLA-4+ nas culturas. Em resumo, nossos dados apontam IDO como uma

importante molécula associada a imunossupressdo observada em pacientes lepromatosos.
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Abstract

To further elucidate the possible role of the tryptophan, rate-limiting enzyme
indoleamine 2, 3 dioxygenase (IDO) in leprosy, the distribution of IDO-positive
cells and IDO activity in the skin biopsies and sera of these patients
representing the entire spectrum of the disease were studied. An increased
number of macrophages/DC - lineage IDO" cells were found in lepromatous
(LL) as compared to tuberculoid (BT) and reversal reaction (RR) patients. IDO-
positive cells showing CD68 and CD86 surface markers predominated in LL
lesions while higher levels of IDO activity were observed in the sera of LL
versus BT patients. Tests revealed an increased IDO message in M. leprae-
stimulated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by real time PCR and
increased IDO expression in M. leprae-stimulated CD14" cells of both healthy
controls (HC) and LL patients, as evaluated via flow cytometry. Increased M.
leprae—induced IDO - protein synthesis was also confirmed by Western blot.
Based on our in vitro studies, it was confirmed that M. leprae up-regulated IDO
expression and activity in HC and LL monocytes. Interferon y (IFN-y) synergized
with M. leprae in promoting IDO expression and activity in monocytes. IDO
expression induced by both IFN-y and M. leprae was abrogated by 1-
metiltryptophan (1-MT). Our data suggest that M. leprae chronic infection
activates the suppressive molecule IDO, which, in turn, contributes to the

specific immunosuppression observed in LL leprosy.

Keywords: IDO, lepromatous leprosy, IFN-y, Mycobacterium leprae, monocytes.
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Introduction

While extensively investigated both in vivo and in vitro, the fact that
lepromatous (LL) patients do not present a T cell response to M. leprae remains
undecipherable [1,2]. In these patients, disseminated skin lesions with high
bacterial loads and negative lepromin skin tests are associated with the
absence of both T cell proliferation and Interferon y (IFN-y) production in vitro by
M. leprae-stimulated blood cells [3,4].

It is known that T cell responsiveness to M. leprae is progressively
reduced, resulting in an immunological and clinical spectrum of the disease
ranging from high Thl responder patients at the tuberculoid pole toward the
complete absence of the cellular immune response at the lepromatous end of
the spectrum [5,3]. As a whole, the intrinsically unstable borderline forms
present a gradually decreasing immune response. These patients may show
spontaneous immune reactivation at any time during the course of M. leprae
infection. The emergence of a M. leprae-specific, T cell response and higher
Th1 cytokine production has been documented during these episodes [6,7].

Moreover, the immunological changes taking place in the different forms
of leprosy correlate with clinical and histopathological findings. The Ridley-
Jopling classification of leprosy is fundamentally based on the histopathology of
skin lesions [8]. The presence of activated epithelioid macrophages organized
in granuloma, as seen in BT lesions, for example, is progressively reduced in all
the borderline forms. On the other hand, in LL lesions, these epithelioid
macrophages are completely switched off and replaced by deactivated Virchow

cells.
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The emergence of cell immunity attracts newly-activated macrophages
toward previously borderline LL lesions that substitute the inactive
macrophages. In a previous study, it was demonstrated that CD68-positive
macrophages isolated from LL lesions suffered morphological and functional
changes in culture, suggesting an environmental-dependent state [9], which the
natural-occurring reversal reaction (RR) phenomenon seems to confirm [10,11].

Recent data indicate that the mononuclear phagocytic system in vivo
differentiates and migrates in response to a combination of factors leading to
the development of a variety of cell phenotypes associated with the
inflammatory phase [11,12].

Evidence of a provoked reversion of the specific anergy to M. leprae
observed in LL cells has been reported, having motivated attempts at
therapeutic interventions in the past [13,14]. M. leprae components, genetic
background, and long-lasting antigen stimulation are among the factors capable
of explaining the anergy observed in LL patients [15,16]. Secretions from the
adherent cells of LL patients have been shown to inhibit lymphocyte
proliferation in healthy volunteers [17]. Recent data have upheld the idea that
macrophage deactivation is controlled by inflammatory suppressor genes [11].
Indeed, in leprosy, both IL-10 and cyclooxygenase-2 (COX-2) have clearly been
identified as suppressor genes [18,19].

Several recent studies have described indoleamine 2, 3-dioxygenase
(IDO) -dependent T cell suppression by Antigen Presenting Cells (APCs) in
many infectious and inflammatory conditions, indicating that biochemical
changes due to tryptophan catabolism have a profound effect on T cell

proliferation and effector functions in tissue microenvironments [20,21]. IDO
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plays an active role in the human immune response by catalyzing the first and
also rate-limiting step in the kynurenine pathway of tryptophan degradation, the
end product being N-formyl-kynurenine in conjunction with the production of 3-
hydroxyanthranilic and quinolinic acids. These products are known to function
as intercellular messengers with neuroactive, pro-apoptotic, and
immunoregulatory properties. However, the pro-apoptotic effects seem to be
more effective in the Thl than the Th2 lymphocytes [22,23].

The suppressor activity of the downstream tryptophan metabolites due to
rate-limiting IDO enzymatic activity is assumed to be exerted by many pathways
such as the generation of regulatory T cell (Treg) CD4'CD25'Foxp3*, the
dependency on cytotoxic T — lymphocyte - associated protein 4 (CTLA4)-
expressing cells, and IL-10 production [24,25]. Besides inhibiting intracellular
pathogens [28,29], the local tryptophan-deficient environment and even the
direct effect of accumulating tryptophan metabolites have also been
demonstrated to induce T cell tolerance during immunosurveillance in
pregnancy [26] and tumors [20,27].

The IFN-y—dependent IDO induction by dendritic cells and macrophages
so often seen during infection represents an innate pathogen elimination
mechanism [29] through antimicrobial molecular synthesis and tryptophan
privation. On the other hand, IDO induction could also represent an effective
adaptation to an intracellular microorganism such as M. leprae, which, although
presenting massive gene decay in its genome, can still maintain the ability to
synthesize a complex amino acid like tryptophan [30]. IDO could also inhibit
intracellular oxidative stress, the most efficient bactericidal mechanism against

M. leprae. As a heme protein, IDO consumes superoxide anions during the
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oxidative cleavage of tryptophan into N-formyl-kynurenine. Inducible nitric oxide
synthase (iNOS) is also inhibited by IDO activity through activation of heme
oxigenase 1 (HO-1) [31], responsible for dismutating heme in iron, biliverdin,
and carbon monoxide (CO). CO is an endogenous inhibitor of iINOS involved,
together with bilirrubin, in Treg tolerance induction [32]. As such, IDO would
also act as a systemic attenuator of the inflammatory phase, inhibiting
excessive T cell proliferation and inducing apoptosis [33].

It has been reported that prolonged secretion of inflammatory cytokines
such as the presence of Tumor Necrosis Factor (TNF) in foci of chronic
inflammation seems to play an anti-inflammatory role by supporting IDO
expression [34-36]. In this context, it has been hypothesized that, in chronic
infections, effective immunity could be impaired by the generation of IDO-
mediated suppression [36].

In the present study, it was seen that IDO expression was significantly
higher in LL lesions than in either BT or RR lesions. Increased IDO activity
along with lower levels of L-tryptophan, and higher levels of L-kynurenine in LL
than in BT patient sera were also found. It was likewise observed that M. leprae
increased pro-inflammatory cytokine levels in monocytes as well as in IDO
expression and activity.

These combined data strongly support the view of IDO as an additional
mechanism in determining the gradual development of T cell - M. leprae -
specific anergy across the clinical spectrum of leprosy, and, as such, creating a

myriad of possibilities for future interventions.
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Materials and Methods

Patients and clinical specimens
The acquisition of all specimens was approved by the Human Ethics Committee

of the Oswaldo Cruz Foundation in Brazil. Leprosy patients (20 lepromatous
[LL], 19 borderline tuberculoid [BT], and 13 reversal reaction [RR]) were
classified according to the Ridley and Jopling classification scale [8].

Buffy coats were obtained from normal donors (healthy controls - HCs) at
the Hemotherapy Service of the Clementino Fraga Filho University Hospital,
associated with the Federal University of Rio de Janeiro, RJ, Brazil, in

accordance with the guidelines set down in the Declaration of Helsinki.

Immunohistochemical studies

Leprosy patient (7 BT, 14 LL) skin biopsies were obtained prior to
treatment at diagnosis. Four RR biopsies were collected at the onset of reversal
reaction. For routine histopathological analyses, all skin tissues were stained
with haematoxylin and eosin (HE) in addition to Wade stains.

To detect IDO and the phenotype of IDO" cells, immunoperoxidase—
labeling of cryostat sections was performed. Sections were then incubated with
anti-IDO (1:50), anti-S100 (1:200), anti-CD86 (1:50), anti-CD11c (1:25), anti-
CD68 (1:100), and anti-HLA-DR (1:100) in 0.1% BSA and in Ca**Mg**-free PBS
for 1h at room temperature. Biotinylated horse or goat secondary antibodies
were incubated for 1h at room temperature. Primary Abs were visualized with
the Vector Elite Avidin-biotin complex kit (ABC, Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA), which uses an avidin-peroxidase conjugate for signal
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amplification. The ABC reagent was incubated for 40 min, washed, and then
incubated with substrate (3-amino-9-ethylcarbazole) for 10 min. Slides were
counterstained with Mayer's haematoxylin and mounted with paramount
medium (DAKO). Images were obtained via a Nikon Eclipse microscope with
Image ProPlus software.

Double immunofluorescences were also performed to confirm the
macrophage subtype of the IDO" cells. Cryostat sections (LL, n=3) were fixed in
acetone and incubated with 10% normal goat serum. Sections were incubated
overnight with primary antibody anti-IDO (1:100), CD68 (1:100), CD86 (1:50), or
CD209 (1:50), followed by goat anti-rabbit labeled with fluorochrome
Alexa Fluor 488® (1:1000, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) or by goat
anti-mouse labeled with fluorochrome Alexa Fluor 568° (1:1000, Molecular
Probes). After washing, slides were mounted with Vectashield (Vector
Laboratories). Images were obtained via confocal laser microscopy (LSM 510

META scanning, Zeiss, Gottingen, Germany).

Cell culture and stimulation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated under
endotoxin-free conditions from heparinized venous blood by Ficoll-Hypaque
(Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, USA) density centrifugation.
PBMC, suspended in RPMI 1640 medium containing 2mM L-glutamine, 10%
fetal calf serum, and antibiotics, were cultured overnight in tissue culture plates
at 37°C/5% CO,. Monocyte purification was done by cell sorting using the
CD14-positive selection magnetic cell sorting kit (Miltenyi Biotec). Monocytes

were recovered, re-suspended in complete culture medium, and cultured in 24-
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well plates (Costar, Cambridge, MA, USA) at 1 x 10° cells / well. Monocyte
cultures were >90% pure, as judged by flow cytometry analysis. Irradiated,
armadillo-derived M. leprae sonicate was added to the cultures at a MOI
(multiplicity of infection) of 2 bacteria: cell or 10:1 for 24h. When necessary,
monocytes were treated with 10 ng/ml IFN-y (R&D Systems) overnight. For
evaluation of cytokine secretion, supernatants from M. leprae-stimulated
monocytes were harvested after 2 days of culture and stored at -20°C until

future use.

RNA Preparation and Real Time PCR

RNA was extracted from frozen skin fragments or M. leprae-stimulated
PBMC cultures. Total RNA was prepared using the Trizol reagent (Invitrogen).
RNA purity was verified and cDNA synthesis carried out using the Superscript
[l first-strand RT-PCR kit (Invitrogen). The Tagman PCRs were performed via
the universal PCR Master Mix (2x) and specific primers and probes (Applied
Biosystems). PCR was performed in the ABI Prism 7000-sequence detection
system (Applied Biosystems) at 50°C for 5 min, 95°C for 10 min, 50 cycles of
95°C for 15s, and 60°C for 1 min. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was used as an endogenous control. IDO (Hs00158032), TNF
(Hs00174128), and IFN-y mRNA (Hs00174143) were quantified using the 244!
method for PBMC samples and 2 (in which Ct is a threshold cycle) for

biopsies [37].

Estimation of IDO activity in patient sera and supernatants from monocyte cell

cultures by high performance liquid chromatography analysis (HPLC)
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To detect IDO activity, serum samples from leprosy patients and
supernatants from M. leprae-stimulated CD14" cell cultures were collected and
frozen in -20°C until HPLC analysis. Tryptophan (Trp) and Kynurenine (Kyn)

concentrations were measured by HPLC, as previously described [38].

Immunoblotting

IDO expression was quantified by Western blot analysis. Protein extracts
were obtained from skin biopsies (4 BT and 4 LL) and cellular cultures. The skin
fragments (4 BT and 4 LL) and monocytes were both washed twice with ice-
cold PBS and incubated for 30 min with 50ul of lysis buffer (50 mM Tris—HCI,
pH 7.5, 5mM EDTA, 10 mM EGTA, 50 mM NaF, 20 mM [3-glycerophosphate,
250 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA, and 1:1000 of protease
inhibitor cocktail Il (Calbiochem, CA, USA)) adapted from Scheinman et al [39].
Afterwards, the extracts were sonified for 90 sec followedby centrifugation
(15,000 xg, 20 min). Proteins (30ug) were resolved on 12% SDS-
polyacrylamide gels and blotted onto nitrocellulose membranes (Bio Rad) with a
semidry transfer cell (Bio-Rad). After blocking with 5% BSA and 0.15% Tween
(TBS-T), blots were incubated for 1h at room temperature with 1 yg/ml antibody
against IDO (H-110) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Nitrocellulose
membranes were then washed three times for 5 min each with TBS-T. Anti-
rabbit horseradish peroxidase-conjugated IgG (1:2000) was used as a
secondary antibody. An enhanced chemiluminescence detection system (ECL;
Amersham Biosciences) was used in all blots to detect the related secondary
antibody. Blots were then stripped and reprobed for o tubullin and used as

controls of the protein load.
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FACS analysis of monocyte phenotypes and intracellular staining of IDO-

expressing cells

Monocytes were collected with a cell scraper after 24h of culture. Cells
were harvested and stained with anti-CD14, anti-CD80, anti-CD86, and anti-
HLA-DR antibodies. For IDO intracellular staining after fixation and
permeabilization (Fixation/Permeabilization Buffer; eBioscience, CA, USA), cells
were stained with rabbit anti-IDO polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) followed by Phycoerythrin (PE)-conjugated goat anti-
rabbit secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology). Normal rabbit IgG was
used as the corresponding isotype antibody control. Flow cytometry analyses
used a Cyan flow cytometer (DAKO, CA, USA). Gates were set for collection
and analysis of 20,000 live events. Data were analyzed via Summit Software

(DAKO).

Cytokine detection by immunoassay or enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)

Cytokine production in M. leprae-stimulated monocyte cultures (TNF, IL-
10, TGF-B, IL-12p40, IL-6, and IL-1B) was measured by ELISA according to the

manufacturer’s instructions (R&D Systems, MN, USA).

Statistical analysis
Results are reported as pooled data from the entire series of

experiments. All experimental data are mean + SE. For comparison of patient
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and control data, the Friedman analysis of variance (ANOVA), Kendall
coefficient of concordance test, and Wilcoxon signed-rank test were used

whenever appropriate. The adopted statistical significance level was p < 0.05.

Results

High IDO protein expression in LL skin lesions
Routine histopathological analyses of skin biopsies were performed to

select representative specimens of the polar forms of leprosy and RR lesions.
BT lesions were characterized by an organized dermal granuloma composed of
phagocytic cells with evident epithelioid differentiation surrounded by
lymphocytes of giant cells (Fig. 1A). On the other hand, LL lesions were
characterized by massive macrophage infiltration containing a variable number
of Virchow cells full of bacilli accompanied by few lymphocytes, separated from
the flat epidermis by a clear zone (Fig.1B). RR lesions showed activated
macrophages with an epitelioid appearance, organized or not as granuloma
(Fig. 1J).

Immunohistochemistry was performed to identify IDO protein expression
in leprosy skin lesions (BT, n=7; LL, n=14; and RR, n=4). The number of IDO-
positive cells was higher in the LL (50-75%) than BT lesions (<25%), in which
only scattered positive cells in the periphery and in the subepidermal area
outside the granuloma could be detected (Fig.1C). In LL lesions, besides the
high positivity in the LL cellular infiltrate in which foamy cells predominated,
isolated IDO™ cells with a dendritic-like morphology were detected on the dermis

(Fig.1D) and in some endothelial cells. In RR lesions and, as is often the case,
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in BT lesions as well, very few IDO" cells (<25%) were observed in the dermal
granuloma (Fig. 1J).

To characterize the IDO" cell phenotype, leprosy skin tissues were also
immunostained for S100, CD86, CD11lc, and HLA-DR, which are surface
markers present in the macrophage / DC lineage. Almost all cells constituting
the LL dermal infiltrate were positive for CD86, CD11c, HLA-DR (Fig. 1F, H, and
I, respectively), and CD68 (data not shown) (>75% for all markers). These
patterns differed from the ones in the BT lesions, in which CD86" and CD11c"
cells (25-50%) were detected in the center of the granuloma corresponding to
the epitelioid macrophages and surrounded by a lymphocyte mantle similar to
that found in RR lesions (Figs. 1E and G, respectively). In the BT and RR
lesions, however, most cells were negative for IDO staining (Fig. 1C). But, in
both types of lesions, some dendritic-like shaped, S100-positive cells, which
may be IDO positive, were discerned on the dermis itself (Fig 1C) (data not
shown).

Double-immune labeling and confocal laser microscopy were used to
examine the nature of the cells expressing IDO in LL skin lesions. About 70% of
the IDO-expressing cells in the inflammatory infiltrate colocalized with CD68
(50-75%) (Fig. 2A) while approximately 50% co-expressed CD86, indicating that
IDO-positive cells have their origin in macrophages. Within the CD86 population
(50-75%), both positive and negative IDO cells were present, suggesting the
simultaneous occurrence of two different CD86" cells (Fig. 2B). Single cells with
a dendritic-like cell morphology revealed the presence of CD86 in the cellular

membrane and IDO in the cytoplasm (insert in Fig. 2B).
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To confirm the increased IDO protein expression in LL skin biopsies
observed by immunohistochemistry, the IDO protein content in LL and BT
biopsies was evaluated via immunoblotting. IDO expression was higher in LL in
comparison to BT biopsies (Fig. 2C). This result all but confirms that IDO
protein is highly expressed in LL patient cells.

IDO mRNA transcripts were assessed in tissue samples by real time
PCR. The mRNA expression of IDO was observed in all groups tested although
the IDO message in the LL lesions only moderately increased in comparison to
what was seen to occur in the BT and RR lesions (Fig. 3A). IFN-y and TNF
MRNA expression in leprosy skin lesions were likewise analyzed. The LL and
BT samples showed no differences in IFN-y and TNF mRNA expression, except
for being significantly higher in the RR lesions (Fig. 3, B and C). Although IDO
protein expression was reduced in the BT and RR lesions, a strong reduction in

IDO mRNA was also observed in both these samples, but notably not in LL.

High IDO activity is detected in the sera of lepromatous leprosy patients
The tryptophan:kynurenine ratio and kynurenine concentration level(s)

observed in the serum are indices that reflect the systemic state of IDO activity,
an important aspect that could broaden our understanding of the sometimes
stark differences in the spectral clinical forms of leprosy. The IDO-activity index
was measured in the sera of leprosy patients. IDO activity dramatically
increased in LL patient sera relative to the findings of HCs and BT patients. The
major differences observed in the tryptophan : kynurenine ratio (0.09 + 0,008 in
LL vs. 0.051 £ 0.008 in BT, p=0.002) and kynurenine concentration (1. 4 + 0.

07 inLL vs.0.82+0.16in BT, p<0. 0001) indicate that IDO activity could be an
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important marker and, in this capacity, might also be useful in analyzing
differences in cellular immune activity and cellular microbicidal oxygen species
at the two opposite poles of leprosy disease (Fig. 4 A and B).

In comparison to the IDO protein levels detected in RR lesions, the
activity level in the sera of BT patients was higher. The RR levels were the
lowest in all groups, including among HCs (Fig. 4A).

The patterns of the pro-inflammatory cytokines in leprosy patient sera
were also examined. In this connection, the serum levels of two known IDO
inducers — IFN-y and TNF - were analyzed. In the same set of experiments
reported in Fig. 4 A-B, it was evident that IFN-y serum levels were higher in the
BT versus the HC and RR sera but importantly not in the LL sera (24.63 + 1.36
in HC vs. 66.86 + 19.10 in BT, p=0.0012 and 66.86 + 19.10 in BT vs. 25.68 *
2.80 in RR, p=0.0093) while TNF was higher in the LL patients (173.1 £ 63.9 in

LL vs. 49.90 + 4.63 in BT, p=0.02) (Fig. 4D).

M. leprae increases IDO expression and activity in naive and lepromatous
monocytes

In order to verify whether M. leprae increases IDO expression in vitro,
PBMC from HCs were exposed to M. leprae at a low MOI of 2:1 (bacilli:
monocyte) for 1, 3, 6, 12, and 24 hours. As observed in Fig. 5, M. leprae alone
successfully increased IDO mRNA expression in HC-derived PBMC after 12h of
culture, maintaining a higher IDO expression for 24h after exposure to M.
leprae. Since increased IDO gene expression in PBMC (Fig. 5) and monocytes
was observed (not shown) in the present study and because macrophages and

dendritic cells are the major IDO-producing cells, it was deemed appropriate to
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evaluate the percentage of IDO-positive cells and IDO activity in naive and LL
monocytes. The capacity of IFN-y to modulate IDO expression and activity in LL
cells was also evaluated.

The percentage of IDO-positive cells was similar in naive and LL non-
stimulated monocytes (2.22 £+ 0.33% in HC vs. 1.52 + 0.69% in LL) (Fig. 6A-B).
By adding IFN-y to the culture, the percentage of IDO" cells in both HC and LL
monocytes increased (4,11 = 0,52% in HC vs. 7,39 £ 3,07% in LL). Similarly, M.
leprae increased IDO expression in both HC and LL monocytes.

As described in Materials and Methods, the induction of IDO expression
by M. leprae was more effective in 10:1 MOI. IDO activity was also evaluated in
culture supernatants by HLPC. Curiously, IFN-y increased IDO activity in HC but
not in LL supernatants in comparison to the non-stimulated cultures (0,14 £ 0,04
in IFN-y vs. 0,063 + 0,03 in non-stimulated cells in HC and 0,051 £ 0,037 in IFN-
y vs. 0,043 = 0,029 in non-stimulated cells in LL supernatants) (Fig. 6A-B). M.
leprae increased IDO activity in the supernatants of both HC and LL monocytes
versus the supernatants of non-stimulated cells. In naive monocytes, M. leprae
2:1 increased IDO activity to levels similar to those induced by IFN-y (Fig. 6A).
In LL monocyte supernatants, increased IDO activity was observed in both 2:1
and 10:1 MOI (Fig. 6B). Immunoblotting analysis demonstrated that, in LL
monocytes, both M. leprae and IFN-y increased IDO protein synthesis (Fig. 6C).
However, 10:1 M. leprae MOI was, according to our flow cytometry data, more
effective in inducing IDO than 2:1 MOI.

Since IFN-y is a known IDO inducer and our results clearly suggested

that M. leprae could also increase IDO expression and activity, it was decided to
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evaluate the effect of the simultaneous addition of M. leprae and IFN-y in
evaluating IDO expression.

In naive monocytes, a synergistic effect on IDO expression was seen
when cells were stimulated with M. leprae at a high MOI 50:1 in the presence of
IFN-y (not shown) whereas no significant changes were observed when using
lower MOI 2:1 or 10:1 (Fig. 6D). In LL monocytes, the synergistic effect on IDO
expression could be verified when cells were stimulated with a low M. leprae
MOI 2:1 in the presence of IFN-y (Fig. 6E). IDO expression induced by both M.
leprae and IFN-y was abrogated by the IDO inhibitor, 1- metyltryptophan (1-MT)
(not shown).

In order to verify the pro-inflammatory cytokine levels known to interfere
with IDO induction [40], the TNF and IL-1p levels in monocyte supernatants
were analyzed. In naive monocytes, M. leprae was able to increase TNF levels,
as previously demonstrated by the present authors [41, 42]. In the supernatants
of LL monocytes, M. leprae at 2:1 MOI increased TNF production in contrast to
what occurred in non-stimulated cultures (7610 £ 380 pg/ml in M. leprae 2:1
treated vs. 3850 + 2100 pg/ml in non-stimulated cultures). Interestingly, higher
concentrations of M. leprae did not lead to increased TNF levels in comparison
to non-stimulated cultures (Fig. 7A). TNF levels seemed to correlate with higher
IDO activity in the same culture. No significant differences were observed in IL-
10 production in the M. leprae-stimulated cells as opposed to the non-
stimulated (Fig. 7C). On the other hand, IL-1p levels increased at the higher M.

leprae concentrations of 10:1 (Fig. 7B) and 50:1 MOI (data not shown).
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Discussion

The role of the APCs in the outcome of the immune response has
recently been reviewed [43]. Leprosy is a unique human disease presenting a
typical clinical spectrum in correlation with the degree of the specific immune
response to the infectious agent — M. leprae. Indeed, an antigen-specific anergy
has been reported in LL [1,2]. Although genetic factors have been decisively
implicated in the susceptibility of leprosy, however, the immunological spectrum
is most likely dependent on other interacting factors during the course of
infection [44].

The present study has demonstrated for the first time that the tryptophan
rate-limiting enzyme IDO was associated with the LL form of the disease and,
even more importantly, that M. leprae was able to induce IDO expression in LL
and naive monocytes in vitro. Moreover, high IDO expression was evident in the
resident macrophages of LL lesions. At the same time, it was possible to
confirm an increase in the IDO protein via immunoblotting.

Nonetheless, higher IDO activity was detected by HPLC in the sera of LL
patients than that found in BT and RR patients. In the LL lesions, almost all
macrophages in the infiltrate were IDO", in contrast to the presence of few
positive cells in the BT and RR lesions.

Our study also observed that most IDO" cells co-localized with CD68 and
CD86. IDO was likewise detected in dendritic—like shaped cells in both BT and
LL lesions. In the latter, two subpopulations of macrophages (CD209" CD1b
and CD209° CD16%) have been described [45]. It was shown that the
inflammatory infiltrates in LL skin lesions presented large amounts of CD11c”,

CD86", HLA-DR" and CD68" cells. Altogether, these data suggest that the
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infiltrate contains a mixture of macrophages and potential DCs with either a
stimulatory or inhibitory function. The functional activity of IDO seems to be
dependent on CD86 occupation [46]. It has been reported that IDO DC-positive
cells are also positive for CD11c, HLA-DR, and CD86. However, in regard to the
human macrophage, this remains a subject of debate. The availability of more
well-defined surface markers capable of discriminating between the origins and
differentiation stages of these populations would be welcome.

It was also shown that the expression of IDO mRNA occurred in both BT
and LL lesions, being higher in the latter. These data are in correlation with the
protein levels analyzed by immunohistochemistry and immunoblotting analyses.
Although the IDO transcript was seen to only moderately increase in LL
patients, the higher tissue protein and IDO activity levels found in the sera
suggest that the regulatory steps followed in IDO function, transcription,
translation, and enzymatic activity distinguish the two polar forms of leprosy
since they are regulated independently [47]. Moreover, the low activity found in
RR sera reinforces the idea that RR is the result of immune activation in
previously non-responding patients [10, 48].

Although no significant differences were seen in TNF and IFN-y gene
expression when comparing LL and BT biopsies, analysis of cytokine
production in leprosy patient sera demonstrated that BT patients had increased
IFN-y levels whereas the TNF levels were higher among the LL. Despite the low
IFN-y levels in their sera, however, the involvement of IFN-y in IDO induction in
these patients cannot be excluded as it is known that the presence of
suboptimal IFN-y levels at the infection site can induce persistent bacterial

growth due to insufficient tryptophan depletion [47]. Unfortunately, sera IDO
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activity has only rarely been investigated in infectious diseases. In this
connection, Becerra et al. [49] found increased IDO activity in the sera of
dengue virus (DENV)-infected patients during the most febrile days of the
disease, indicating that IDO activity was at least partially dependent on IFN-y.

It is known that, although they have opposite effects, IDO and iNOS are
both IFN-y - inducible genes. Nitric oxide (NO) has an inhibitory effect on IDO
activity but not on its production [46]. There is a possibility that this same
mechanism occurs in leprosy infection. Our previous data indicated that NO
predominates in BT lesions and that macrophages isolated from LL lesions
acquire the capacity to produce NO [9]. While responsible for inducing tissue
damage and inflammation, iINOS and other reactive oxigen species (ROS) from
the respiratory burst are closely associated with the killing of microorganisms.
One response to superoxide generation is the induction of IDO [50,51], which
detoxifies superoxide by using it to break up the pyrole ring in tryptophan [52].
As such, it could be hypothesized that M. leprae has an advantage over this
anti-oxidant axis of IDO activity. It could also be hypothesized that, in BT
patients, the response for the most part takes place via iINOS and ROS
induction by IFN-y, which maintains a low bacterial load. In contrast, high
bacterial loads in LL patients could contribute to increased pro-inflammatory
cytokines like TNF capable of inducing relative amounts of ROS, which are then
degraded by IDO activity.

Since previous studies have described monocytes as a major source of
active IDO in normal peripheral blood [53], IDO protein expression was
evaluated in M. leprae and IFN-y-stimulated monocytes by flow cytometry and

immunoblotting. M. leprae increased both IDO expression and activity in HC
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and LL monocytes. In contrast, in BT monocytes neither M. leprae nor IFN-y
was able to increase IDO expression and activity (not shown). Furthermore,
IFN-y triggered an increase in IDO" cells in HC monocytes and LL patient cells.
However, as previously described, IDO activity was seen to increase in HC to
the exclusion of LL cells. IDO enzymatic activity is regulated on both the post-
transcriptional and post-translational levels [54,55] while several mechanisms
are capable of affecting its functions [55]. Again [56], a discrepancy between
IDO expression and activity in human monocytes was found as well. As
observed in HIV models [57], it can be concluded that IFN-y did not increase
IDO activity in LL cells due to the fact that, in leprosy, IDO induction may also
occur in an IFN-y-independent pathway.

Overall, our results suggest that, in LL, M. leprae is capable of activating
IDO gene expression and enzymatic activity, which, in turn, may perhaps lead
to the unresponsiveness of T cells to M. leprae, precisely the opposite of what is
observed in BT and RR cells. It could also be speculated that, in the early
stages of M. leprae infection, IFN-y—induced IDO could have an antimicrobial
effect through tryptophan deprivation. However, the tryptophan metabolites
might also function as either suppressors of specific T cell clones or inducers of
T regulatory cells and IL-10 secretion, leading to the subsequent loss of
responsiveness.

In addition to taking control of pathogen proliferation provoked by
tryptophan depletion, IDO works as a counter-regulatory mechanism in avoiding
the harmful effects of the inflammatory response [47,58]. Doing so IDO could
downregulate the adaptive immune response as a negative feed-back loop for

Th1l cells.

114



Moreover, in both HC and LL patient monocytes, M. leprae increased
TNF levels, suggesting the involvement of a TNF-dependent pathway. It is
curious that our in vitro data demonstrated that even though IL-1B levels
increased in intermediate MOI 10:1, low MOI 2:1 was able to augment TNF
levels in LL cells.

The capacity of IFN-y to modulate IDO expression induced by M. leprae
was investigated since it was able to induce IDO expression in both HC and LL
patient monocytes. In HC cells, a synergistic effect between M. leprae and IFN-y
was only observed in the presence of increased MOI 50:1 (not shown),
indicating that different mycobacterial components may have an influence on
IDO expression. On the other hand, in LL cells, an increase in IDO expression
induced by both M. leprae and IFN-y occurred in the presence of low MOI 2:1.

In summary, the present study demonstrated that M. leprae was able to
induce IDO expression and activity in human cells, implying that the
immunosuppression presented by LL patients is a multifaceted and multistep
phenomenon in which the clinical presentation of each patient across the entire
spectrum of leprosy depends on preserving a tight balance among the
activating and deactivating factors. Considering that the IDO inhibitor has
shown promising results in clinical trials [59], therapeutic interventions in LL

may thus soon be forthcoming.

115



Acknowledgements

We would especially like to thank Helen Ferreira for her excellent technical
assistance, Dr. Paulo Redner, Dr. Daniel Serra de Carvalho, Ariane Leite de
Oliveira, and Danielle Fonseca de Moura for their insightful discussion of the

manuscript, and Judy Grevan for editing the text.

Statement of author contributions

JSS, FAL, TPA and TOF developed and carried out experiments. JACN
recruited the patients and collected the samples. EPS, ROP and ENS
conceived the experiments and analysed data. JSS, ROP and ENS were
involved in writing the paper and all authors approved the submitted and

published versions.

References
1. Kaplan G, Weinstein DE, Steinman RM, Levis WR, Elvers U, Patarroyo
ME, Cohn ZA. An analysis of in vitro T cell responsiveness in

lepromatous leprosy. J Exp Med 1985; 162: 917- 929

2. Sieling PA, Abrams JS, Yamamura M, Salgame P, Bloom BR, Rea TH,
Modlin RL. Immunosuppressive roles for IL-10 and IL-4 in human
infection. In vitro modulation of T cell responses in leprosy. J Immunol

1993; 150: 5501- 5510

3. Barnes PF, Abrams JS, Lu S, Sieling PA, Rea TH, Modlin RL. Patterns of
cytokine production by mycobacterium-reactive human T-cell clones.

Infect Immun 1993; 61: 197- 203

4. Modlin RL, Mehra V, Wong L, Fujimiya Y, Chang WC, Horwitz DA, Bloom

116



BR, Rea TH, Pattengale PK. Suppressor T lymphocytes from

lepromatous leprosy skin lesions. J Immunol 1986; 137: 2831- 2834

5. Yamamura M, Uyemura K, Deans RJ, Weinberg K, Rea TH, Bloom BR,
Modlin RL. Defining protective responses to pathogens: cytokine profiles

in leprosy lesions. Science 1991; 254: 277- 279

6. Laal S, Bhutani LK, Nath I. Natural emergence of antigen-reactive T cells
in lepromatous leprosy patients during erythema nodosum leprosum.
Infect Immun 1985; 50: 887- 892

7. Moraes MO, Sarno EN, Almeida AS, Saraiva BC, Nery JA, Martins RC,
Sampaio EP. Cytokine mRNA expression in leprosy: a possible role for
interferon-gamma and interleukin-12 in reactions (RR and ENL). Scand J
Immunol 1999; 50: 541- 549

8. Ridley DS, Jopling WH. Classification of leprosy according to immunity. A

five-group system. Int J Lepr Other Mycobact Dis 1966; 34: 255-273

9. Moura DF, Teles RM, Ribeiro-Carvalno MM, Teles RB, Santos IM,
Ferreira F, Fulco TO, Nery JA, Sampaio EP, Sarno EM. Long-Term
culture of multibacillary leprosy macrophages isolated from skin lesions:
a new model to study Mycobacterium leprae-human cell interation. Br J
Dermatol 2007; 157: 273-283

10.Nath I, Vemuri N, Reddi AL, Jain S, Brooks P, Colston MJ, Misra RS,
Ramesh V. The effect of antigen presenting cells on the cytokine profiles
of stable and reactional lepromatous leprosy patients. Immunol Lett
2000; 75: 69-76

11.Hume DA. Differentiation and heterogeneity in the mononuclear
phagocyte system. Mucosal Immunol 2008; 1: 432-441

117



12.Hume DA. Macrophages as APC and the dendritic cell myth. J Immunol
2008; 181: 5829-5835

13.Sampaio EP, Moreira AL, Sarno EN, Malta AM, Kaplan G. Prolonged
treatment with recombinant interferon gamma induces erythema
nodosum leprosum in lepromatous leprosy patients. J Exp Med 1992;

175:1729-1737

14.Kaplan G, Nusrat A, Sarno EN, Job CK, McElrath J, Porto JA, Nathan
CF, Cohn ZA. Cellular responses to the intradermal injection of
recombinant human gamma-interferon in lepromatous leprosy patients.

Am J Pathol 1987; 128: 345-353

15.Alcails A, Sanchez FO, Thuc NV, Lap VD, Oberti J, Lagrange PH, Schurr
E, Abel L. Granulomatous reaction to intradermal injection of lepromin
(Mitsuda reaction) is linked to the human NRAMP1 gene in Viethamese
leprosy sibships. J Infect Dis 2000; 181: 302-308

16.Moraes MO, Duppre NC, Suffys PN, Santos AR, Almeida AS, Nery JA,
Sampaio EP, Sarno EN. Tumor necrosis factor-alpha promoter
polymorphism TNF2 is associated with a stronger delayed-type
hypersensitivity reaction in the skin of borderline tuberculoid leprosy
patients. Immunogenetics 2001; 53: 45-47

17.Salgame PR, Birdi TJ, Mahadevan PR, Antia NH. Role of macrophages
in defective cell mediated immunity in lepromatous leprosy. I. Factor(s)
from macrophages affecting protein synthesis and lymphocyte
transformation. Int J Lepr Other Mycobact Dis 1980; 48: 172-177

18.Mattos KA, D'Avila H, Rodrigues LS, Oliveira VG, Sarno EN, Atella GC,

Pereira GM, Bozza PT, Pessolani MC. Lipid droplet formation in leprosy:

118



Toll-like receptor-regulated organelles involved in eicosanoid formation
and Mycobacterium leprae pathogenesis. J Leukoc Biol 2010; 87: 371-
384

19.Kiszewski AE, Becerril E, Baquera J, Ruiz-Maldonado R, Hernandez
Pando R. Expression of cyclooxygenase type 2 in lepromatous and
tuberculoid leprosy lesions. Br J Dermatol 2003; 148: 795-798

20.Katz JB, Muller AJ, Prendergast GC. Indoleamine 2, 3-dioxygenase in T-

cell tolerance and tumoral immune escape. Immunol Rev 2008; 222:

206-221

21.Munn DH, Mellor AL. Macrophages and the regulation of self-reactive T
cells. Curr Pharm Des 2003; 9: 257-264

22.Fallarino F, Grohmann U, Vacca C, Orabona C, Spreca A, Fioretti MC,
Puccetti P. T cell apoptosis by kynurenines. Adv Exp Med Biol 2003;
527:183-190

23.Fallarino F, Grohmann U, Vacca C, Bianchi R, Orabona C, Spreca A,
Fioretti MC, Pucetti P. T cell apoptosis by tryptophan catabolism. Cell

Death Differ 2002; 9: 1069-1077

24.Savage ND, de Boer T, Walburg KV, Joosten SA, van Meijgaarden K,
Geluk A, Ottenhoff TH. Human anti-inflammatory macrophages induce
Foxp3+ GITR+ CD25+ regulatory T cells, which suppress via membrane-

bound TGFbeta-1. J Immunol 2008; 181: 2220-2226

25.Ribas A, Comin-Anduix B, Economou JS, Donahue TR, de la Rocha P,
Morris LF, Jalil J, Dissette VB, Shintaku IP, Glaspy JA, Gomez-Navarro

J, Cochran AJ. Intratumoral immune cell infilrates, FoxP3, and

indoleamine 2.,3-dioxygenase in patients with melanoma undergoing

119


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18364004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18364004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118070

CTLAA4 blockade. Clin Cancer Res 2009; 15: 390-399

26.Munn DH, Zhou M, Attwood JT, Bondarev I, Conway SJ, Marshall B,
Brown C, Mellor AL. Prevention of allogeneic fetal rejection by tryptophan
catabolism. Science 1998; 281: 1191-1193

27.Munn DH, Mellor AL. Indoleamine 2,3-dioxygenase and tumor-induced
tolerance. J Clin Invest 2007; 117: 1147-1154

28.Daubener W, Spors B, Hucke C, Adam R, Stins M, Kim KS, Schroten H.
Restriction of Toxoplasma gondii growth in human brain microvascular
endothelial cells by activation of indoleamine 2,3-dioxygenase. Infect
Immun 2001; 69: 6527-6531

29.Popov A, Abdullah Z, Wickenhauser C, Saric T, Driesen J, Hanisch F,

Domann E, Raven EL, Dehus O, Hermann C, Eqggle D, Debey S,

Chakraborty T, Kronke M, Utermdhlen O. Indoleamine 2,3-dioxygenase-

expressing dendritic cells form suppurative granulomas following Listeria

monocytogenes. Infection J Clin Invest 2006; 116: 3160-3170

30.Cole ST, Eiglmeier K, Parkhill J, James KD, Thomson NR, Wheeler PR,
Honoré N, Garnier T, Churcher C, Harris D, Mungall K, Basham D,
Brown D, Chillingworth T, Connor R, Davies RM, Devlin K, Duthoy S,
Feltwell T, Fraser A, Hamlin N, Holroyd S, Hornsby T, Jagels K, Lacroix
C, Maclean J, Moule S, Murphy L, Oliver K, Quail MA, Rajandream MA,
Rutherford KM, Rutter S, Seeger K, Simon S, Simmonds M, Skelton J,
Squares R, Squares S, Stevens K, Taylor K, Whitehead S, Woodward
JR, Barrell BG. Massive gene decay in the leprosy bacillus. Nature 2001;

409: 1007-1011

120


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Domann%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Raven%20EL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dehus%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hermann%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eggle%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Debey%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chakraborty%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kr%C3%B6nke%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Uterm%C3%B6hlen%20O%22%5BAuthor%5D

31.0h GS, Pae HO, Choi BM, Chae SC, Lee HS, Ryu DG, Chung HT. 3-
Hydroxyanthranilic acid, one of metabolites of tryptophan via indoleamine
2,3-dioxygenase pathway, suppresses inducible nitric oxide synthase
expression by enhancing heme oxygenase-1 expression. Biochem
Biophys Res Commun 2004; 320: 1156-1162

32.Lee SS, Gao W, Mazzola S, Thomas MN, Csizmadia E, Otterbein LE,
Bach FH, Wang H. Heme oxygenase-1, carbon monoxide, and bilirubin
induce tolerance in recipients toward islet allografts by modulating T
regulatory cells. FASEB J 2007; 21: 3450-3457

33.Xu H, Zhang G, Ciric B, Rostami A. IDO: a double-edged sword for

T(H)1/T(H)2 regulation. Immunol Lett 2008; 121: 1-6

34.Zganiacz A, Santosuosso M, Wang J, Yang T, Chen L, Anzulovic M,
Alexander S, Gicquel B, Wan Y, Bramson J, Inman M, Xing Z. TNF-alpha
is a critical negative regulator of type 1 immune activation during
intracellular bacterial infection. J Clin Invest 2004; 113: 401-413

35.Muller AJ, Sharma MD, Chandler PR, Duhadaway JB, Everhart ME,
Johnson BA 3rd, Kahler DJ, Pihkala J, Soler AP, Munn DH, Prendergast

GC, Mellor AL. Chronic inflammation that facilitates tumor progression

creates local immune suppression by inducing indoleamine 2.3

dioxygenase. Proc Natl Acad Sci USA 2008; 105: 17073-17078

36.Prendergast GC, Metz R, Muller AJ. Towards a genetic _definition of

cancer-associated inflammation: role of the IDO pathway. Am J Pathol

2010; 176: 2082-2087

37.Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)). Method Methods

121


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15249210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15249210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15249210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15249210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18952840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18952840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18952840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20228228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20228228

2001; 25: 402-408

38.Widner B, Werner ER, Schennach H, Wachter H, Fuchs D. Simultaneous
measurement of serum tryptophan and kynurenine by HPLC. Clin Chem
1997; 43: 2424-2426

39.Scheinman RI, Cogswell PC, Lofquist AK, Baldwin AS. Role of
transcriptional activation of | kappa B alpha in mediation of
immunosuppression by glucocorticoids. Science 1995; 270: 283-286

40.0'Connor JC, André C, Wang Y, Lawson MA, Szegedi SS, Lestage J,

Castanon N, Kelley KW, Dantzer R. Interferon-gamma and tumor

necrosis factor-alpha mediate the uprequlation of indoleamine 2,3-

dioxygenase and the induction of depressive-like behavior in mice in

response to bacillus Calmette-Guerin. J Neurosci 2009; 29: 4200-4209

41.Hernandez MO, Neves |, Sales JS, Carvalho DS, Sarno EN, Sampaio
EP. Induction of apoptosis in monocytes by Mycobacterium leprae in
vitro: a possible role for tumour necrosis factor-alpha. Immunology 2003;

109: 156-164

42.Fulco TO, Lopes UG, Sarno EN, Sampaio EP, Saliba AM. The
proteasome function is required for Mycobacterium leprae-induced

apoptosis and cytokine secretion. Immunol Lett 2007; 110: 82-85

43.Mosser DM, Edwards JP. Exploring the full spectrum of macrophage
activation. Nat Rev Immunol 2008; 8: 958-969

44.Zhang FR, Huang W, Chen SM, Sun LD, Liu H, Li Y, Cui Y, Yan XX,
Yang HT, Yang RD, Chu TS, Zhang C, Zhang L, Han JW, Yu GQ, Quan
C, Yu YX, Zhang Z, Shi BQ, Zhang LH, Cheng H, Wang CY, Lin Y,
Zheng HF, Fu XA, Zuo XB, Wang Q, Long H, Sun YP, Cheng YL, Tian

122


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19339614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19339614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19339614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19339614

HQ, Zhou FS, Liu HX, Lu WS, He SM, Du WL, Shen M, Jin QY, Wang Y,
Low HQ, Erwin T, Yang NH, Li JY, Zhao X, Jiao YL, Mao LG, Yin G,
Jiang ZX, Wang XD, Yu JP, Hu ZH, Gong CH, Liu YQ, Liu RY, Wang
DM, Wei D, Liu JX, Cao WK, Cao HZ, Li YP, Yan WG, Wei SY, Wang
KJ, Hibberd ML, Yang S, Zhang XJ, Liu JJ. Genomewide association
study of leprosy. N Engl J Med 2009; 361: 2609-2618

45.Krutzik SR, Tan B, Li H, Ochoa MT, Liu PT, Sharfstein SE, Graeber TG,

Sieling PA, Liu YJ, Rea TH, Bloom BR, Maodlin RL. TLR activation

triggers the rapid differentiation of monocytes into macrophages and

dendritic cells. Nat Med 2005; 11: 653-660

46.Popov A, Schultze JL. IDO-expressing regulatory dendritic cells in cancer
and chronic infection. J Mol Med 2008; 86: 145-160

47.Zelante T, Fallarino F, Bistoni F, Puccetti P, Romani L. Indoleamine 2,3-
dioxygenase in infection: the paradox of an evasive strategy that benefits

the host. Microbes Infect 2009; 11: 133-141

48. Walker SL, Lockwood DN. Leprosy type 1 (reversal) reactions and their
management. Lepr Rev 2008; 79: 372-386

49.Becerra A, Warke RV, Xhaja K, Evans B, Evans J, Martin K, de Bosch N,

Rothman AL, Bosch I. Increased activity of indoleamine 2,3-dioxygenase

in serum from acutely infected dengue patients linked to gamma

interferon antiviral function. J Gen Virol 2009:; 90: 810-817

50.L6b S, Konigsrainer A, Zieker D, Briicher BL, Rammensee HG, Opelz G,
Terness P. IDO1 and IDO2 are expressed in human tumors: levo-but not
dextro-1-methyl tryptophan inhibits tryptophan catabolism. Cancer

Immunol Immunother 2009; 58: 153-157

123


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Graeber%20TG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sieling%20PA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20YJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rea%20TH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bloom%20BR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Modlin%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17876564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17876564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19274984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19274984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Becerra%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Warke%20RV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xhaja%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Evans%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Evans%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martin%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Bosch%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rothman%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bosch%20I%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Gen%20Virol.');

51. Sun Y. Indoleamine 2,3-dioxygenase--a new antioxidant enzyme. Mater
Med Pol 1989; 21: 244-250

52. Hayaishi O. Utilization of superoxide anion by indoleamine oxygenase-
catalyzed tryptophan and indoleamine oxidation. Adv Exp Med Biol 1996;
398: 285-289

53.Tattevin P, Monnier D, Tribut O, Dulong J, Bescher N, Mourcin F, Uhel F,

Le Tulzo Y, Tarte K. Enhanced indoleamine 2,3-dioxygenase activity in

patients with severe sepsis and septic shock. J Infect Dis 2010; 201:

956-966

54. Thomas SR, Terentis AC, Cai H, Takikawa O, Levina A, Lay PA,
Freewan M, Stocker R. Post-translational regulation of human
indoleamine 2,3-dioxygenase activity by nitric oxide. J Biol Chem 2007;
282: 23778-23787

55.Anderson P. Post-transcriptional control of cytokine production. Nat

Immunol, 2008; 9: 353-359

56.Knubel CP, Martinez FF, Fretes RE, Diaz Lujan C, Theumer MG, Cervi
L, Motran CC. Indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) is critical for host
resistance against Trypanosoma cruzi. FASEB J 2010; 24: 2689-2701

57.Manéglier B, Malleret B, Guillemin GJ, Spreux-Varoquaux O, Devillier P,
Rogez-Kreuz C, Porcheray F, Thérond P, Dormont D, Clayette P.
Modulation of indoleamine-2,3-dioxygenase expression and activity by
HIV-1 in human macrophages. Fundam Clin Pharmacol 2009; 23: 573-581

58.Romani L, Zelante T, De Luca A, Fallarino F, Puccetti P. IL-17 and
therapeutic kynurenines in pathogenic inflammation to fungi. J Immunol

2008; 180: 5157-5162

124


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20Y%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mater%20Med%20Pol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mater%20Med%20Pol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8906279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8906279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Uhel%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Le%20Tulzo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tarte%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17535808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17535808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19656212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19656212

59.Soliman HH, Antonia S, Sullivan, Vahanian N, Link C. Overcoming tumor
antigen anergy in human malignancies using the novel indeolamine 2,3
dioxygenase (IDO) enzyme inhibitor, 1-methyl-D-tryptophan (1MT). J Clin

Oncol 2009; 27: 15s

Figure Legends

Figure 1. IDO protein expression in leprosy lesions in vivo and cell phenotypes.
BT lesions are characterized by the presence of dermal epithelioid granuloma
(white arrow, A) and LL lesions by the presence of massive, foamy macrophage
infiltration and scattered lymphocytes (black asterisk, B) separated from the flat
epidermis by a clear zone (black arrow, B). In BT, a few scattered IDO" cells are
detected within the sub-epidermal area but are almost entirely absent in the
dermal granuloma (black arrows, C). In LL, high numbers of IDO" cells are
detected in the dermal inflammatory infiltrates in both lesions (black asterisk, D).
IDO-positive cells and DC-like shaped cells can be seen within the
subepidermic zone (black arrows, D). Some scattered CD86" cells were
observed inside the dermal granuloma in a BT lesion (black arrows, E). In LL,
CD86 expression is detected in the dermal inflammatory infiltrate in the majority
of cells (black arrows, F). In BT, CD11c expression is mainly detected inside the
granuloma (white asterisk, G) while, in the LL lesions, CD11c and HLA-DR
expression are observed inside the dermal inflammatory infiltrate (white
asterisks, H, |, respectively). Similarly to the BT lesions, very few IDO" cells are
detected in the RR lesions (black arrows, J). The findings shown are
representative of 7 BT, 14 LL, and 4 RR samples. (A-B) Haematoxylin-eosin
staining was used for routine diagnosis. (C-J) The immunoperoxidase method
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was counterstained with haematoxylin. Scale bars =50 um. All images were

obtained via Nikon E400 Eclipse and processed by Image ProPlus software.

Figure 2.IDO protein expression in lepromatous skin lesions by
immunofluorescence and immunoblotting assays. (A) Double-
immunofluorescent images revealed that most IDO* cells co-localize to
inflammatory macrophages (CD68" cells) (white arrows). (B) Some single
CD86" cells also express IDO, exhibiting a dendritic-like cell morphology (white
arrows and insert). Isolated cells present dendritic-like cell morphology in which
IDO is located in the cytoplasm (white asterisk) and CD86 is inside the cellular
membrane (white arrowhead) (see insert). IDO (green, Alexa Fluor 488%) is
double-stained with CD68 or CD86 antibodies (red, Alexa Fluor 568%). Double-
positive cells are yellow. Photographs of the single stainings for IDO, CD68, and
CD86 are also shown. Data shown are representative of 3 LL cryostat samples.
Images were visualized and obtained by a laser confocal microscope (Zeiss).
Scale bars = 50 um. (C) The expression of IDO in skin biopsies was evaluated
by immunoblotting. Extracts of 4 LL and 4 BT skin lesions were evaluated; and
a representative blot of one LL and one BT extract was demonstrated. A
densitometry analysis of the blots was performed, showing an IDO/Tubulin ratio.

Results are expressed as mean £ SEM (n=4); * = p < 0.05.

Figure 3. Differential cytokines and IDO expression in skin biopsies of leprosy
patients. Biopsies were obtained from LL (n=11), BT (n=10), and RR leprosy
(n=5) patients. Real time PCR was performed to measure the mRNA levels of

indoleamine 2,3- dioxygenase (IDO) (A), IFN-y (B), and TNF (C). Results are
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the means + standard error from 4 independent experiments. A Mann-Whitney t
test was used for statistical analysis, in which (*) means p value < 0.05 and (**)

means p value < 0.01.

Figure 4. Higher IDO activity in LL patient sera. The rate of IDO activity was
evaluated by determining the amounts of kynurenine and tryptophan (kyn/trp),
as determined by HPLC analysis in the sera of: (HC) n=10, (LL) n=10, (BT) n=9
and (RR) n=10; (A). (B) Sera kynurenine levels are shown. (C-D) Serum levels
of IFN-y and TNF were evaluated by ELISA. Results are the means +* standard
error of at least 4 independent experiments. A Kruskal Wallis Test / Dunn's
Multiple Comparison Test was used for statistical analysis, in which (*) means p

value < 0.05, (**) means p value < 0.01, and (***) means p value < 0.001.

Figure 5. M. leprae increases IDO expression in blood cells. PBMCs from HCs
were stimulated or not with M. leprae at a MOI of 2:1 (bacilli: cells) for 1, 3, 6,
12, and 24 h, respectively. Cells were processed, as described in Materials and
Methods, and analyzed by real time PCR. Results are expressed as a fold
induction in a mean + standard error of 5 independent experiments. A Wilcoxon
test was used for statistical analysis in which (*) means p value < 0.05 and (**)

means p value < 0.01. NS = non-stimulated cells.

Figure 6. Differential IDO expression by monocytes stimulated with M. leprae at
a different multiplicity of infection. Monocytes of LL patients (n=5) and HCs
(n=4) were stimulated with M. leprae at a low MOI of 2:1 (bacilli: monocyte) and

an intermediate multiplicity of infection (MOI) of 10:1 for 24h. Alternatively,
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monocytes were stimulated with IFN-y (10ng/ml). (A-B) The relationship
between IDO expression, observed by flow cytometry analysis (black bars), and
IDO activity, as evaluated by the kynurenine / tryptophan ratio via HPLC (white
bars), in HCs (A) and LL patients (B). (*) means p value < 0.05 in relation to
non-stimulated cultures. (C) Cell lysates from M. leprae or IFN-y-stimulated LL
monocytes were analyzed by immunoblotting with an antibody against IDO or
Tubulin. A representative of 3 independent blottings is shown. (D-E) The
percentage of IDO" cells in both M. leprae and IFN-y-stimulated cells was
ascertained. (D) HC monocytes and (E) LL monocytes. A Mann-Whitney t test
was used for statistical analysis, in which (*) means p value < 0.05, (**) means p

value < 0.01, and (***) means p value < 0.001. NS = non-stimulated cells.

Figure 7. Cytokine production in LL patient monocytes stimulated with M.
leprae at a different multiplicity of infection. LL patient monocytes were
stimulated with M. leprae at 10:1. Cell supernatants were collected 24h post-
stimulation and assayed by ELISA for the presence of cytokines. Results are
shown for TNF (A), IL-1B (B), IL-10 (C). Results are the means + standard error
of 3 independent experiments performed in duplicate. A Mann-Whitney t test
was used for statistical analysis in which (*) means p value < 0.05. NS = non-

stimulated cells.

128



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

