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RESUMO

Mycobacterium leprae, agente etiolégico da hanseniase, expressa em
abundéancia uma proteina catibnica semelhante as histonas, denominada Hip,
presente tanto no envelope como no nucledide bacteriano. O reconhecimento
do DNA bacteriano, rico em motivos CpG nao metilados, pelo receptor TLR-9
representa uma importante via para a ativagao da resposta imune inata, a qual
pode levar a eliminacdo do agente infeccioso ou mediar manifestacdes
patologicas. Foi mostrado ainda que complexos DNA-histona sdo mais
potentes agonistas de TLR-9 que DNA sozinho. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo investigar o envolvimento do receptor TLR-9 na ativacao da
resposta imune do hospedeiro durante o curso da infeccdo pelo M. leprae.
Inicialmente foi analisada a participacdo do TLR-9 na ativacdo da resposta
imune inata em células epiteliais alveolares da linhagem A549 apds estimulo
com M. leprae. M. leprae foi capaz de induzir aumento das quimiocinas IL-8 e
MCP-1 e a transcricdo génica do peptideo antimicrobiano HBD-2 nas células
epiteliais. O aumento da expressdo de CD80 na superficie celular também foi
observada ap0s estimulo com o bacilo. O complexo CpG-HIp micobacteriano
soltvel também induziu aumento na producéo de IL-8 nas células A549. Foi
observado que o aumento de IL-8 induzido pelo M. leprae ocorre de forma
dependente da translocacao nuclear do NF-kB e que o antagonista sintético de
TLR-9 afetou a secrecao de IL-8 induzida pelo M. leprae. A adicdo de CpG ao
M. smegmatis selvagem, mas ndo mutante para o gene hlp, aumentou a
producdo de IL-8 pelas células epiteliais. Em conjunto, esses dados sugerem
gue as células epiteliais respiratorias podem reconhecer M. leprae via TLR-9 e,
assim, participar da resposta imune inata no sitio inicial da infeccdo. Uma vez
que o aparecimento do eritema nodoso hansénico (ENH) esta associado a
liberacdo massiva de antigenos micobacterianos, foi investigado o
envolvimento do TLR-9 na patogénese do ENH. Neste sentido, foi verificado o
aumento da expressdo de TLR-9, tanto em lesdes de pele como em células
mononucleares periféricas de pacientes reacionais, quando comparados com
pacientes nao reacionais. Posteriormente foram quantificados os niveis de
ligantes de TLR-9 na circulacdo dos pacientes. Além de DNA de M. leprae,
altos niveis de Hlp foram detectados no soro de pacientes reacionais. Como o
TLR-9 também reconhece DNA enddgeno, os niveis circulantes do complexo
DNA-histona humano foram quantificados e observou-se um aumento destes
complexos no soro de pacientes reacionais. Demonstramos que PBMCs de
pacientes reacionais secretam niveis aumentados das citocinas TNF-a, IL-6 e
IL-13 em resposta ao complexo CpG-HIlp em comparacdo a pacientes nao
reacionais e individuos sadios. Finalmente, o antagonista sintético de TLR-9
inibiu a secrecdo das citocinas pelas PBMCs em resposta ao lisado de M.
leprae. Em conjunto, esses resultados sugerem um importante envolvimento do
receptor TLR-9 no processo inflamatério desencadeado no ENH abrindo
perspectivas para novas abordagens imunoprofilaticas e terapéuticas.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, proteina semelhante a histona (HIp),
histona, DNA, TLR-9, resposta imune inata, células epiteliais respiratérios e
eritema nodoso hansénico.



ABSTRACT

Mycobacterium leprae, etiological agent of leprosy, expresses in abundance a
cationic protein similar to histones, called histone-like protein (HIp), present in
the envelope as well as in bacterial nucleoid.The recognition of bacterial DNA
rich in unmethylated CpG motifs by TLR-9 is an important pathway for activation
of the innate immune response, which can lead to the elimination of the
infectious agent or mediate pathological manifestations. Moreover, studies
showed that DNA-histone complexes are more potent agonists of TLR-9 than
DNA alone. This study aimed to investigate the involvement of TLR-9 in the
activation of the host immune response during the course of M. leprae infection.
Initially, we analyzed the participation of TLR-9 activation on the innate immune
response in A549 alveolar epithelial cells after stimulation with M. leprae. It was
shown that M. leprae was able to induce the chemokines IL-8 and MCP-1, and
gene transcription of antimicrobial peptide HBD-2 in epithelial cells. The
increase of CD80 expression on the cell surface was also observed after
stimulation with bacillus. Soluble mycobacterial CpG-HIp complex also induced
an increase in IL-8 in A549 cells. It was observed that the increase of IL-8,
induced by M. leprae, occurs dependently nuclear translocation of NF-xB and
synthetic TLR-9 antagonist affected IL-8 secretion induced by M. leprae. The
addition of CpG to wild type M. smegmatis, but not to the mutant gene hlp,
increased IL-8 production by epithelial cells. As a whole, these results suggest
that respiratory epithelial cells can recognize M. leprae via TLR-9 and thus
participate in the innate immune response in the initial infection site. Since the
appearance of erythema nodosum leprosum (ENL) is associated with the
massive release of mycobacterial antigens, it was investigated the involvement
of TLR-9 in the pathogenesis of ENL. In this sense, we observed an increase in
expression of TLR-9, both in skin lesions and peripheral mononuclear cells of
ENL patients, when compared with nonreactional patients. Subsequently, we
measured the levels of TLR-9 ligands in the circulation of patients. In addition to
M. leprae DNA, high levels of HIp were detected in the serum of ENL patients.
As TLR-9 also recognizes endogenous DNA, circulating levels of the human
DNA-histone complex were quantified, and we also observed an increase of
these complexes in the serum of ENL patients. Furthermore, PBMCs from ENL
patients secreted elevated levels of TNF-a, IL-6 and IL-1B cytokines in
response to CpG-HIlp complex, when compared to nonreactional patients and
healthy individuals. Finally, synthetic antagonist of TLR-9 inhibited the secretion
of cytokines by PBMCs in response to M. leprae lysates. The results described
in the second part of the study suggest a major involvement of TLR-9 receptor
in the inflammatory process triggered in ENL, opening up prospects for new
immunoprophylactic and therapeutic approaches.

Key-words: Mycobacterium leprae, histone-like protein (HIp), histone, DNA,

TLR-9, innate immune response, respiratory epithelial cells and erythema
nodosum leprosum.
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INTRODUCAO

1. Mycobacterium leprae

M. leprae, também conhecido como bacilo de Hansen, foi descoberto por
Gerhard Henrick Armauer Hansen em 1873 na Noruega, sendo a primeira
bactéria apontada como agente causador de uma doenca infecciosa. Este
bacilo € um patégeno intracelular obrigatério de crescimento lento com
tropismo preferencial por células de Schwann e macrofagos (Kaufmann et al.,
1989), ndo sendo possivel cultiva-lo in vitro até os dias atuais, 0 que tem
dificultado, durante todos esses anos, o seu estudo.

Em 1960, Shepard demonstrou que o coxim plantar de camundongos
Balb/c infectados com 10° a 10* bacilos podia sustentar uma multiplicacdo
limitada da bactéria por 9 a 12 meses (Shepard, 1960). Por outro lado, foi
demonstrado que camundongos timectomizados apresentavam uma infeccao
generalizada apds serem inoculados com M. leprae (Shepard, 1962). Visto
isso, 0 desenvolvimento do modelo murino nu/nu atimico, para cultivo do bacilo
em coxim plantar e posterior obtencdo de grandes concentracdes de bactérias
viaveis, se tornou possivel para uso experimental (Truman & Krahenbuhl, 2001;
Lahiri et al., 2005). Alguns anos depois, 0 tatu da espécie Dasypus
novencintus, conhecido como tatu de nove bandas, foi apontado como um
hospedeiro susceptivel a infeccdo por M. leprae, revolucionando os estudos
sobre este patdgeno. O bacilo se propaga no tatu de forma disseminada
durante 18 a 24 meses, e 0s 6rgdos mais afetados sédo o baco e o figado que
chegam a apresentar mais de 10° bacilos por grama de tecido (Kirchleimer &
Storrs, 1971; Lloyd & Draper, 1986).

A conclusdao do sequenciamento do genoma do M. leprae ocorreu
somente em 2001, revelando que o seu tamanho é muito menor quando
comparado a outras micobactérias (em torno de 3,3 bp) (Cole et al., 1998; Cole
et al., 2001). Além disto, a capacidade codificante do genoma do M. leprae é
extremamente baixa, pois se todos os genes deste patdogeno fossem ativos,
esperariamos em torno de 3.000 proteinas produzidas. Entretanto, foi mostrado

que o M. leprae possui apenas aproximadamente 50% da capacidade
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codificante, sendo observado uma enorme quantidade de pseudogenes no seu
genoma (Cole et al., 2001) (Tabela 1).

Tabela 1: O genoma do M. leprae (adaptado de Cole et al., 2001)

Caracteristica M. leprae
Tamanho do genoma (bp) 3.268.203
Conteldo G+C (%) 57,79
Proteinas codificantes (%) 49,5
Genes que codificam proteinas (n°) 1.604
Pseudogenes (n°) 1.116

Os dados apresentados na tabela 1 indicam que o M. leprae foi
submetido a uma evolugdo redutiva, isto é, evolugdo no qual ocorreu a perda
de genes pelo microrganismo. Esta perda massiva de genes pode, em parte,
explicar a taxa de crescimento lenta do bacilo e a razdo do M. leprae ser um
parasito intracelular obrigatorio, pois as funces controladas pelos genes que
foram inativados ndo se mostram importantes para o0 modo de vida intracelular
do bacilo.

Uma importante caracteristica do M. leprae, compartiihada com as
outras micobactérias, é a presenca de um envoltorio celular extremamente rico
em lipideos complexos que ndo sdo encontrados em outros géneros de
bactérias. Este envelope complexo contribui para a integridade estrutural das
micobactérias, atuando como uma barreira impermeavel as moléculas toxicas
(Hoffman et al., 2008). Neste sentido, uma das grandes preocupagfes em
relacdo as infec¢des causadas por estes microrganismos € que a maioria deles
€ resistente a varios antibiéticos e aos agentes quimioterapicos, devido a
complexa e peculiar estrutura do envelope celular destas bactérias (Zuber et
al., 2008), dificultando, assim, a prevencéao da transmissao do patégeno.

O envelope celular do M. leprae possui uma estrutura quimica
semelhante a de outras micobactérias, sendo composto por peptideoglicanos
ligados a camada de galactana, a qual se unem a cadeias ramificadas de
arabinana, formando uma zona eletro-densa em torno do M. leprae. Os acidos
micdlicos sao ligados nas extremidades das cadeias de arabinana constituindo

o folheto interno de uma falsa bicamada lipidica. Lipoglicanas como
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lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM), conhecidas por se ancorarem a
membrana plasmatica, também sdo encontradas na parede celular do M.
leprae. Na regido mais superficial do envelope € encontrada a camada
capsular, que consiste de uma complexa matriz composta de proteinas, além
de componentes lipidicos e carboidratos. (Vissa & Brennan, 2001) (Figura 1).
Dentre os lipideos encontrados na camada mais externa do envelope do M.
leprae, é importante destacar o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), especifico desta
espécie e encontrado em abundancia na superficie do bacilo (Hunter &
Brennan, 1981; Ng et al., 2000).
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Figura 1: Organizagao espacial do envelope celular do M. leprae. A parede celular é composta por
peptideoglicanos ligados covalentemente a arabinogalactana. Acidos micélicos estéo ligados aos residuos
terminais de arabinose. A camada mais externa apresenta: glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), monomicolato
de trealose (TMM), acidos micoceroséicos (PDIMs), fosfatidilinositol monosideos (PIMs) e fosfolipideos
(PL) (Adaptado de Vissa & Brennan, 2001).

Estudos recentes realizados com M. tuberculosis indicaram também a
presenca de moléculas de DNA ligados na parede celular da bactéria (Watson
et al. 2012; Manzanillo et al., 2012). A presenca de DNA extracelular
provavelmente € resultante de lise bacteriana que faz com que ocorra o

extravasamento da molécula e, devido ao seu alto grau de estabilidade, néo
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ocorra degradacdo da mesma, sendo possivel a sua ligacdo na parede de
bactérias viaveis. Neste sentido, podemos sugerir que o mesmo efeito ocorre
com outras espécies de micobactérias, inclusive com M. leprae, jA que a
viabilidade deste patdégeno é reconhecidamente baixa no hospedeiro (Silva et
al., 1984).

Durante varios anos tem se estudado o mecanismo utilizado pelo M.
leprae para aderir as células hospedeiras. Rambukkana e colaboradores (1997)
publicaram um trabalho mostrando que M. leprae se liga preferencialmente a
cadeia a-2 da laminina, sendo esta ligacdo responsavel pela aderéncia do
bacilo as células de Schwann (Rambukkana et al.,, 1997). Mais tarde foi
mostrado que a proteina semelhante a histona (HIp) e o PGL-1, componentes
da parede celular de M. leprae, sdo capazes de mediar a interacdo de M.
leprae com a célula de Schwann via laminina-2 (Shimoji et al., 1999; Ng et al.,
2000). A proteina Hlp também se mostrou potencialmente capaz de mediar a
ligacdo do bacilo aos macréfagos, devido a sua afinidade com componentes da
matriz extracelular (Lima et al., 2005; Dias et al., 2012). Além disso, através de
estudos histopatolégicos, foi mostrado também que M. leprae expressa a

proteina HIlp durante a infeccdo humana (Lima et al., 2005).

2. A Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica, cujo agente etiologico é
o M. leprae, e que afeta a pele e os nervos periféricos, o que pode resultar em
degeneragcdo do axdnio, desmielinizacéo e fibrose, muitas vezes causando a
perda de sensibilidade protetora que leva a deformacdes fisicas (revisto por
Scollard et al., 2006).

O tratamento da doenca surgiu em 1940 com a introducdo da dapsona e
seus derivados, causando uma revolucao no controle da enfermidade, ja que o
isolamento do paciente ndo se tornou mais necessario (revisto por Barr, 2011).

Apesar de ter sido descoberta ha tanto tempo, a hanseniase ainda é
considerada um problema de saude publica em alguns paises. De acordo com
o relatorio oficial recebido de 103 paises e territorios, a prevaléncia global
registrada no final do primeiro trimestre de 2014 foi de 180.464 casos,
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engquanto que o namero de novos casos detectados durante o ano de 2013 foi
de 215.557. Na América Latina, o Brasil se destaca, apresentando
aproximadamente 80% dos casos do continente, com 33.303 novos casos
registrados em 2012, e a prevaléncia neste mesmo ano foi de 29.311 casos
(com taxa de prevaléncia de 14,8 casos em 100.000 habitantes) (WHO, 2015)
(Figura 2).
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Figura 2: Mapa representativo da distribuicdo mundial da hanseniase no ano de 2012 (Fonte:
http://www.who.int/lep/situation/Leprosy_PR_2011.pdf?ua=1; acesso em 20 de julho de 2015).

A hanseniase pode afetar individuos em todas as faixas etarias e em
ambos 0s sexos. Embora a forma de transmissdo do patdégeno nao esteja bem
estabelecida, acredita-se que ela ocorra por contato pessoa-a-pessoa e que o
M. leprae se dissemine através da inalacdo de aerossois ou pelo contato
cutdneo com secrecdes respiratorias e exsudatos de feridas (Job et al., 2008).

A infeccdo causada pelo M. leprae apresenta um longo periodo de
laténcia, sendo que o tempo médio de incubacdo nos pacientes varia desde
dois até dez anos, aproximadamente (Noordeen et al., 1992). Acredita-se que

este longo periodo de incubacéo contribua para a transmissao do bacilo, pois
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antes mesmo da manifestacdo clinica dos sintomas, o individuo ja seria um
transmissor em potencial.

A suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo pelo M. leprae depende de
fatores imunologicos e predisposicdo genética do individuo (Yamamura et al.,
1991; revisto por Fernando & Britton, 2006; revisto por Schurr et al., 2006;
revisto por Misch et al., 2010). Desta maneira, a maioria dos individuos que
entram em contato com o bacilo é capaz de desenvolver uma resposta imune
eficiente e, consequentemente, sdo resistentes ao patébgeno. Apenas uma
pequena porcentagem adoece e passa a manifestar uma das diferentes formas
clinicas que constituem um espectro continuo dos estados da doenca. Este
espectro resulta do grau de resisténcia do hospedeiro a infec¢do, ou seja, da
sua capacidade de gerar uma resposta imune celular especifica mediada por
interferon-gamma (IFN-y) (revisto por Pinheiro et al., 2011). De acordo com
Ridley e Jopling (1966), este espectro apresenta duas formas polares opostas,
consideradas imunologicamente estaveis. Em um dos polos do espectro estao
0S pacientes que possuem uma resposta imune celular parcialmente eficiente e
baixa carga bacilar, apresentando a forma tubercul6ide polar (TT); no outro
polo estdo os pacientes que possuem uma imunidade celular deficiente e,
consequentemente, uma infeccdo generalizada, manifestando a forma
lepromatosa polar (LL). Os estados intermediarios do espectro sdo: borderline-
tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL)
(Figura 3).
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Figura 3: Espectro de formas clinicas da hanseniase de acordo com a classificacdo de Ridley &
Jopling (1966). Modelo esquematico adaptado de Walker & Loockwood (2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estabeleceu a classificacéo
clinica dos pacientes em dois grupos para melhor delimitar os esquemas
terapéuticos: 1) Multibacilar (LL, BL, BB), caracterizada pela presenca de carga
bacilar positiva na biopsia, seis ou mais lesdes cuténeas e esfregago positivo
para a presenca da bactéria; e 2) Paucibacilar (TT, BT), onde raros bacilos sao
observados, apresentando cinco ou menos lesdes cutdneas e esfregaco
negativo (WHO, 1998).

Ao longo da evolugdo da hanseniase, aproximadamente metade dos
pacientes apresentam episédios inflamatérios (Nery et al., 1998; Nery et al.,
2013) conhecidos como estados reacionais ou reacfes hansénicas. As reacfes
representam episodios inflamatérios agudos ou subagudos, tanto nos pacientes
paucibacilares como nos multibacilares. Existem dois tipos de reacles
hansénicas, que refletem o processo inflamatério mediado pela resposta imune
envolvendo mecanismos de hipersensibilidade distintos e que, provavelmente,
constituem as bases para as manifestacfes clinicas de ambos os estados

reacionais: a reagdo do tipo I, também conhecida como reacéo reversa (RR) e
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a reacao do tipo Il, que se manifesta, principalmente, através do eritema
nodoso hansénico (ENH) (Figura 3) (Nery et al. 1998; revisto por Harboe,
2000). A RR caracteriza-se por uma inflamacdo aguda desencadeada por um
desenvolvimento subito de imunidade celular. J& o ENH normalmente é referido
como uma reagdo provocada por imunocomplexos, no entanto alguns autores
demonstraram aumento transitério da imunidade celular durante esses
episodios (revisto por Foss et al., 2003; Gallo et al., 2005; revisto por Kahawita
& Lockwood, 2008; revisto por Pinheiro et al., 2011; Martiniuk et al., 2012).

O tratamento da doenca é feito através de poliquimioterapia (PQT), que
€ uma associacdo de antibiéticos empregada para eliminar o bacilo (WHO,
2015). Para tratar os pacientes multibacilares € utilizada a combinacdo das
drogas rifampicina, clofazimina e dapsona em doses mensais e diarias por 12 a
24 meses. Ja os pacientes paucibacilares sao tratados com rifampicina e
dapsona por 6 meses. Até o0 momento nenhuma vacina foi elaborada para a
prevencdo da doenca, no entanto a vacina BCG (bacilo Calmette-Guérin),
elaborada a partir de uma bactéria atenuada de origem bovina (Mycobacterium
bovis) usada na prevencdo da tuberculose, se mostrou capaz de conferir
protecdo parcial contra a hanseniase (Rodrigues et al.,, 2007). Sendo assim,
em adicdo ao tratamento com a PQT, o programa de controle da hanseniase
no Brasil recomenda a vacinacdo intradérmica com BCG em contatos
intradomiciliares de pacientes multibacilares e que se apresentem sem
presenca de sinais e sintomas, considerados o0 grupo com maior risco de
desenvolver a doenca. (Ministério da Saude, 2009).

As diferencas entre as formas clinicas tubercul6ide e lepromatosa
podem ser observadas através dos padrdes de citocinas produzidas e os tipos
de células inflamatérias apresentados por esses pacientes. Através de analises
por imunohistoquimica e da expressdo génica de citocinas a partir de RNA
mensageiro (RNAm) purificado de les6es hansénicas, foi identificado aumento
de interleucina-2 (IL-2), IL-12, IL-15, IL-18, linfotoxina (LT), INF-y e fator
estimulador de colbnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) em pacientes
da forma tuberculdide. Além disso, as lesbes foram caracterizadas pela
formacdo de granulomas epitelidides bem definidos e infiltrados de linfocitos
CD4" produtores de INF-y. Por outro lado, na pele de pacientes lepromatosos, a
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expressao dos genes para IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 foi mais evidente
(Yamamura et al., 1991; revisto por Modlin, 1994; revisto por Sieling & Modlin,
1994; Moraes et al., 1999). Nestes pacientes, as lesdes cutaneas apresentam
atrofia epidérmica, e na derme ocorrem poucos granulomas e a presenca de
linfocitos T predominantemente CD8*. O infiltrado inflamatdrio pode ser
identificado em varios niveis da pele e predominam os macrofagos
vacuolizados, caracterizados pelo aumento de lipideos e que estdo altamente
infectados com M. leprae (revisto por Walker e Lockwood, 2006). Todos estes
dados foram reforcados por andlises de expressdo génica e secrecao de
citocinas em células mononucleares de sangue periférico (PBMC), além da
dosagem de citocinas circulantes em pacientes tuberculédes e lepromatosos
(Misra et al., 1995; Belgaumkar et al., 2007). Importante ressaltar que muitos
pacientes podem exibir um perfil de resposta mista, com producao de IFN-y, IL-
2 e IL-4 (revisto por Scollard et al., 2006), quebrando o paradigma Th1/Th2 que
prevaleceu durante anos para diferenciar os tipos de resposta imune dentro do
espectro de formas clinicas da doenca. Além disso, atualmente também ja esta
sendo descrito o envolvimento da resposta do tipo Th17 na discriminagdo dos
grupos dos pacientes. Através de analises de expressao génica, foi observada
uma diminuicdo de IL-17 tanto em lesdes de pele quanto em PBMCs de
pacientes lepromatosos quando comparados aos tuberculdides e individuos
sadios. O mesmo efeito foi observado ao analisar a presenca de IL-21 e IL-22
em PBMCs nestes mesmos grupos (Saini et al., 2013). Um outro estudo
mostrou que pacientes com hanseniase apresentavam baixos niveis séricos de
IL-17 em relacdo a individuos sadios, porém com nenhuma diferenca
significativa entre os subgrupos de pacientes analisados (Attia et al., 2014).

O reconhecimento do M. leprae pelo heterodimero dos receptores Toll-
like 1 e 2 (TLR-1/2) leva a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos e células
dendriticas desencadeando a producdo de fator de necrose tumoral-alpha
(TNF-a) e IL-12 (Krutzik et al., 2003; revisto por Montoya e Modlin, 2010).
Analises imunohistoquimicas revelaram que os receptores TLR-1 e 2 sdo mais
expressos em macrofagos presentes nas lesbes de pacientes tuberculdides,
guando comparados aos presentes nas lesbes de pacientes lepromatosos. O

padrao de secrecao de citocinas afeta diferencialmente a ativacdo de TLR-1/2
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por lipopetideos do M. leprae. Citocinas Thl, como IFN-y, GM-CSF, IL-12 e IL-
18, presentes no polo tuberculdide, aumentam a ativacdo de TLR-1/2,
enquanto citocinas do tipo Th2, como IL-4 e IL-10, inibem sua ativacao (revisto
por Montoya e Modlin, 2010).

Os grupos borderline variam no grau de resposta imune de acordo com
a proximidade no espectro com as formas polares, e a distincdo entre os
subgrupos de maior resisténcia (BT) para os de menor resisténcia (BL) baseia-
se no balanco de mediadores inflamatérios, no fenotipo de macrofagos e no
aumento do numero de bacilos nos granulomas e ramos nervosos (Ridley,
1990; revisto por Goulart et al., 2002).

E importante ressaltar que os danos nos nervos periféricos estdo
presentes em todas as formas de manifestacdo da doenca. Nas formas iniciais,
0S nervos sensoriais e motores da pele sdo afetados, levando a perda da
sensibilidade a estimulos externos, enquanto os danos em nervos cutaneos
mais profundos podem levar a perda da funcdo muscular e a paralisia. A perda
das pontas dos dedos e de outras extremidades do corpo, uma caracteristica
da desfiguracdo dos pacientes com hanseniase que nao procuram tratamento,
ocorre devido a osteoporose resultante da inflamacao, traumas e a infeccées

bacterianas secundarias (revisto por Wilder-Smith & Brakel, 2008).

2.1. Eritema Nodoso Hansénico: umareacéo do tipo Il

Um dos aspectos mais intrigantes da hanseniase € a interrupcéo de seu
curso clinico por episédios reacionais, que constituem estados inflamatorios
agudos, sobrepostos a evolugéo cronica da doenga, que podem ocorrer dentro
do espectro dos pacientes borderline e lepromatosos polares (Nery et al., 1998;
revisto por Harboe, 2000). Os episédios reacionais, cuja fisiopatologia ainda
nao foi totalmente esclarecida, podem ocorrer durante ou até mesmo apos o
tratamento dos pacientes. Além disso, freqiientemente levam a piora do quadro
clinico dos pacientes, aumentando o dano neural e contribuindo para a
instalacdo de incapacidades e deformidades fisicas. Por inimeras vezes as
manifestacdes clinicas, oriundas dos quadros reacionais, levam o paciente a
procurar ajuda médica e, s6 entdo, a doenca é diagnosticada. Pacientes
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multibacilares das formas clinicas BL e LL podem desenvolver a reacéo do tipo
II, na qual a manifestacédo clinica mais freqiente é o ENH (Gallo et al., 2005;
revisto por Pinheiro et al., 2011).

A hipétese mais provavel para a dinamica do aparecimento deste episédio
€ de que ocorra a destruicdo massiva do bacilo, com intensa liberacdo de
fracbes moleculares do M. leprae e consequente estimulacdo da imunidade
inata, resultando em um acentuado processo imunologico desencadeado pelo
aumento exacerbado de mediadores inflamatérios. Essas alteracfes
imunologicas levam ao aparecimento abrupto de nddulos cutaneos e/ou placas
infiltradas, avermelhadas e dolorosas, que podem evoluir para pustulas e
bolhas, com posterior ulceracdo e formacédo de necrose. O ENH se apresenta
como um quadro sistémico, onde os pacientes acometidos apresentam lesées
disseminadas, além de inflamacfGes, que podem atingir nervos, olhos e
testiculos, seguidas de febre alta, cefaléias, nauseas, vomitos e mal-estar
geral. O surgimento das lesfes obedece a uma distribuicdo simétrica, bilateral
e difusa que atinge a face, tronco e membros (Figura 4) (Guerra et al., 2004;
Gallo et al., 2005; revisto por Nery et al., 2006).

Figura 4: Aspecto das lesGes cutaneas durante eritema nodoso hansénico. Imagem gentilmente

cedida pelo Dr. Jason Antonio Barreto do Instituto Lauro Souza Lima (ILSL), Bauru/SP.
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Vérios fatores, ligados a mudancas no equilibrio do sistema imunoldgico
dos pacientes, tém sido reconhecidos como passiveis de desencadear o ENH.
Esses fatores incluem cirurgias, vacinagbes, gravidez e parto, traumas,
infeccdes intercorrentes, fadiga fisica e mental (Pfaltzgraff & Ramu, 1994), no
entanto sdo necessarios mais estudos para comprovar esta afirmacao.
Importantes fatores de riscos ja foram confirmados, tais como a manifestagéo
da forma lepromatosa da doenca, assim como o indice baciloscépico (BI)
elevado (= 4) (Manandhar et al., 1999; Pocaterra et al., 2006). Aliado a estes
fatores, é importante salientar que estes episédios acontecem com maior
frequencia durante o tratamento com PQT e ap0s a alta (Gallo et al., 1997).
Nery (1995) observou que 57% dos pacientes com ENH desencadearam
reacdo no primeiro ano, e 20% ja estavam em reacdo no momento do
diagnéstico clinico inicial.

Exames laboratoriais podem mostrar leucocitose com neutrofilia e
aumento de plaquetas e de proteinas da reacado inflamatéria aguda, como a
proteina C reativa. A histopatologia das lesdes cutaneas evidencia infiltrado
inflamatério neutrofilico, perivascular, compativel com vasculite (Foss et al.,
2003). Apesar de menos frequentes, também sao identificados macrofagos,
plasmacitos, eosindfilos e mastacitos no infiltrado inflamatério (Massone et al.,
2015). A presenca de bacilos fragmentados e granulosos nas lesbes € uma
constante no ENH, variando em quantidade de acordo com o tempo da doenca
e do tratamento especifico (Ray et al., 2013; Massone et al., 2015). No
hemograma, pode-se observar leucocitose importante, as vezes até
configurando uma reacéao leucemaoide. A neutrofilia invariavelmente acompanha
os quadros de leucocitose, caracterizando um hemograma semelhante a sepse
(Nery et al., 2006).

O ENH foi descrito inicialmente como uma reacdo mediada por
imunocomplexos (Wemambu et al.,1969; Moran et al., 1972), formados apoés a
liberacdo de fracGes antigénicas do M. leprae fragmentado e posterior inducao
de anticorpos especificos. Os imunocomplexos ativariam o sistema
complemento desencadeando a reacdo, no entanto alguns autores

demonstraram também aumento transitorio da imunidade celular durante esses
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episodios (Modlin et al.,1983; Rao & Rao, 1987; Sarno et al.,1991; revisto por
Kahawita & Lockwood, 2008; Abdallah et al.,2014).

Como ja mencionado anteriormente, a patogénese do ENH tem sido
sugerida como resultante do efeito direto de citocinas inflamatdrias sobre
componentes dos vasos sanguineos, o que pode levar a ativacdo de células
endoteliais e leucécitos na derme, além de agirem como mediadores de dano
tecidual. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a., IL-
1B e IL-6 sdo observados sistemicamente em soro ou plasma de pacientes
(Sarno et al.,, 1991; lyer et al. 2007; Stefani et al. 2009), além da IL-17
(Martiniuk et al., 2012). Abdallah e colaboradores (2014) sugeriram que a alta
presenca de IL-4 encontrada no soro dos pacientes lepromatosos poderia ser o
responsavel pelo desencadeamento da reacdo (Abdallah et al., 2012). O
recrutamento de neutroéfilos em direcdo a lesdo do ENH esta relacionado com a
producdo de IL-18 por macrofagos. Foi demonstrado que esta citocina,
juntamente com IFN-y, contribuem para que ocorra a regulacao positiva de E-
selectina, o qual medeia a adeséo inicial dos neutréfilos as células endoteliais
da derme durante a reacédo (Lee et al., 2010). PBMCs de individuos com ENH
secretaram niveis significativamente mais elevados de TNF-a quando
comparados com pacientes ndo reacionais (Barnes et al., 1992; Santos et al.,
1993). Outros estudos, a partir de lesdes cutaneas obtidas por bidpsias,
mostram um aumento nos niveis de RNAm para as citocinas IFN-y, TNF-o,, IL-6
e IL-12 (Yamamura et al.,1992; Sreenivasan et al., 1998; Moraes et al., 1999;
Teles et al., 2002), indicando a ativacdo de uma resposta celular do tipo Thl a
nivel local, embora Yamamura e colaboradores (1992) tenham evidenciado um
concomitante e persistente aumento de RNAm para citocinas com perfil de
resposta Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10.

No Brasil, a droga de escolha para o tratamento do ENH é a Talidomida,
um medicamento com propriedades anti-inflamatérias que € empregado de
forma supervisionada. Devido a teratogenicidade da Talidomida alguns paises
proibiram a sua utilizacdo para tratamento dos pacientes (WHO, 2014). Outras

drogas vém sendo usadas para o tratamento alternativo da reacdo, como a

13



pentoxifilina, administrada isoladamente ou em associacdo com a prednisona
(Ministério da Saude, 1994).

3. O epitélio do trato respiratorio: provavel via de entrada do M. leprae no

hospedeiro

Atualmente muitos estudos tém sido realizados para investigar a relacéo
entre as células epiteliais e os patdégenos. Isto se justifica pelo fato de grande
parte dos patdégenos utilizarem as mucosas dos tratos gastrintestinal e
respiratorio como porta de entrada para atingir os tecidos internos do
hospedeiro (Tortora et al., 2005).

Os o6rgdos que constituem o sistema respiratério sdo: fossas nasais,
faringe (nasofaringe), laringe, traquéia, brénquios (e suas subdivisbes) e 0s
pulmdes, propriamente ditos, divididos em bronquiolos (e suas subdivises), e
os alvéolos pulmonares reunidos em sacos alveolares (Junqueira & Carneiro,
2003). O pulmao representa a maior superficie epitelial do corpo, sendo
continuamente exposto a um enorme conjunto de particulas transportadas pelo
ar e organismos invasores durante a respiracdo (Zhang et al., 2000). Esta é a
principal forma pela qual o bacilo da tuberculose pode alcancar o epitélio
alveolar e os macréfagos presentes ali, que, apesar de nao possuirem
caracteristicas epiteliais, mantém estreita relacdo com as células constituintes
do trato respiratorio (Junqueira & Carneiro, 2003).

Em relacdo a M. leprae, estudos histopatolégicos da mucosa nasal de
pacientes que apresentam hanseniase em estagio avancado mostram que a
principal fonte de dispersdo do bacilo € a mucosa nasal e ndo a pele. Esses
estudos sugerem que a liberacdo de M. leprae pela mucosa nasal possa ser a
principal forma de transmissao da bactéria, além de ser a principal porta de
entrada para o patdégeno, constituindo as células epiteliais respiratorias, as
primeiras células a interagirem com o bacilo (Job et al., 2008; Martins et al.,
2010; Martinez et al., 2011). De fato, em trabalho recente do nosso grupo,
demonstramos que tanto células epiteliais nasais como pulmonares sao
infectadas por M. leprae, sendo que as células pulmonares apresentaram uma
maior concentracdo de bacilos internalizados. Além disso, ap6s desafio
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intranasal com M. leprae, foi identificada a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes no interior de macréfagos e de células epiteliais pulmonares de
camundongos C57BL/6 (Silva et al., 2013).

Neste sentido, por representar o sitio primario para a introducao e
deposicdo de microrganismos patogénicos, incluindo M. leprae, no corpo
humano, o epitélio mantém um efetivo ambiente antimicrobiano para prevenir a

colonizacao por patdégenos (revisto por Parker & Prince, 2011) (Figura 5).

Lipoprotein LPS  Flagellin

Lactoferrin

Fungi
Yeast
Mycobacterium
Peptidoglycan
Endosome
|L'6"—NF-KB RNA viruses
PMNs +— g e LA
| Type | Iy
| .
Proinflammatory cytokines l e B
Mucins
B-defensins
i CXCRS3 cytokines
CCL20

Th1 response

Figura 5. A imunidade inata no epitélio respiratério. Esquema representativo de uma célula epitelial
das vias aéreas reconhecendo, através de receptores Toll-like (TLRs) e Nod-like (NLRs), ligantes como
lipoproteinas, lipopolissacarideos (LPS), flagelina, DNA e RNA, levando a ativagdo da resposta imune
inata e consequente producgdo de proteinas antimicrobianas (mucinas, pB-defensinas, LL-37 e CCL20) e
citocinas pro-inflamatérias que irdo manter um efetivo ambiente antimicrobiano para prevenir a

colonizacao por patdgenos (Parker & Prince, 2011).

A primeira barreira para conter a infeccdo € através da remocéo fisica
feita pelos cilios presentes nas células epiteliais. Contudo, as células epiteliais
também podem responder a presenca de microrganismos através de duas vias
complementares de resposta imune inata. A primeira via induz o aumento da
producdo de agentes antimicrobianos de amplo espectro, como por exemplo,
as p-defensinas (HBD), as catelecidinas (LL-37) e as mucinas. A segunda via
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leva a inducdo de uma rede de sinais para recrutar células do sistema imune
ao local da infeccéo (revisto por Diamond et al., 2000).

Os pneumdcitos do tipo Il sdo capazes de internalizar e controlar o
crescimento de M. tuberculosis (Chuquimia et al, 2012), e podem atuar como
células apresentadoras de antigenos (Cunningham & Kirby et al, 1995;
Corbiere et al, 2011; Li et al., 2011; Shen et al, 2014) revelando uma atividade
multifuncional para as células epiteliais. Além disso, um estudo demonstrou
que a infeccdo in vitro de células epiteliais alveolares com M. tuberculosis induz
a secrecdo de IFN-y por essas células. Esta citocina possui um papel
importante na resposta imune contra as micobacterioses, pois ativa a resposta
celular do tipo Thl, importante na contencdo das micobactérias durante a
infeccdo (Sharma et al., 2007). Outro trabalho mostrou que pneumacitos
infectados com M. tuberculosis secretam IL-8 e a proteina quimiotatica de
monaocito 1 (MCP-1), moléculas importantes na quimiotaxia de leucdcitos para
o sitio de infeccdo (Lin et al., 1998).

Foi demonstrado, ainda, que pneumdcitos da linhagem A549 séao
capazes de produzir éxido nitrico (NO) apdés uma estimulagéo in vitro com M.
tuberculosis ou com lisados totais da parede micobacteriana. Apos a producao
de NO, foi observada uma reduc¢do no numero de micobactérias associadas a
estas células, demonstrando uma correlacdo na producdo de NO com a
resposta imune inata no local da infeccdo (Roy et al.,, 2004). Além disso,
células alveolares, tanto priméarias quanto da linhagem A549, foram capazes de
produzir RANTES (molécula regulada na ativacdo normal de célula T expressa
e secretada) apdés uma estimulacdo com meio condicionado por mondcitos
humanos infectados com M. tuberculosis. RANTES possui um papel crucial na
imunidade inata por recrutar linfécitos T e mondcitos (Wickremasinghe et al.,
2004). Importante mencionar também que, ap6s um estimulo com M.
tuberculosis ou BCG, as células A549 também passam a expressar
significativamente o peptideo antimicrobiano HBD-2 (Rivas-Santiago et al.,
2005; Méndez-Samperio et al., 2006). Outras micobactérias, tais como o M.
avium, tem como evento chave em sua patogenia a sua interacdo com as

células brénquicas o que ir4 ocasionar inflamacdo granulomatosa evoluindo
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para uma bronquiectasia, o que raramente ocorre na tuberculose (Middleton et
al., 2003).

Todos estes dados reforcam a idéia de que o epitélio respiratério €
capaz de modular uma resposta imune local. Esta modulacdo € regida
principalmente pelas moléculas secretadas pelo epitélio, apds entrarem em
contato com o patégeno. Como j& mencionado, estas moléculas sdo capazes
de recrutar e ativar células profissionais do sistema imune, como as células
dendriticas, que irdo promover a diferenciacdo de linfocitos Thl, Th2 e Thl7,
passando a orquestrar defesas contra a infeccéo (revisto por Mayer & Dalpke,
2007) (Figura 6).
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Figura 6: Modulagcdo da resposta imune por células epiteliais respiratorias. Participagdo do epitélio

@

respiratorio na regulagdo da resposta imune antes (A) e durante (B) uma infecgdo. A) Em condi¢bes em
que ndo a presenga de agentes infecciosos, as células epiteliais respiratérias inibem as DCs e os
linfécitos T (Th1/Th2). A inibicdo é conseguida devido a presenca de fatores sollveis, incluindo fator de
transformacdo do crescimento (TGF-B). Além disso, as células T reguladoras sé@o ativadas, contribuindo
para a inibicdo. B) Infec¢des séo detectadas pelas células epiteliais, que passam a agir como ativadores
do sistema imune. Fatores produzidos pelo epitélio, incluindo TGF-§ e IL-6, modificam agora a imunidade
das células T a um padrédo de resposta Th1l7, além da Th1/2 e células apresentadoras de antigenos
profissionais (incluindo DCs) séo ativados. (Mayer & Dalpke, 2007).

Devido a participacdo ativa do epitélio respiratério na resposta imune
contra patdégenos, a via intranasal de vacinagdo vem sendo estudada como
uma nova estratégia para controlar infeccdes micobacterianas (revisto por
Oliveira et al., 2007). De fato, trabalhos tém mostrado que a inoculacdo de
vacinas, construidas a partir de produtos micobacterianos, em mucosas
respiratorias, tem sido eficiente na prevencéo de infeccdes por M. tuberculosis

e BCG. Um estudo demonstrou que imunizacdo intranasal com adenovirus,
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expressando antigeno 85 micobacteriano foi capaz de inibir o crescimento de
M. tuberculosis em camundongos (Ronan et al, 2009). Outro trabalho mostrou
que a proteina HBHA, reconhecida como fator de viruléncia micobacteriano, ao
ser administrada pela via intranasal, foi capaz de suprimir a disseminacéo

extrapulmonar de BCG em camundongos infectados (Kohama et al., 2008).

4. A proteina HIp e sua importancia na patogénese das micobactérias

M. leprae expressa em abundancia uma proteina catibnica semelhante
as histonas H1 de eucariotos, denominada Hlp (histone-like protein), presente
tanto no envelope como no nucledide bacteriano (Shimoiji et al., 1999; Marques
et al., 2000; Silva et al., 2013). A Hlp também apresenta homologia parcial com
proteinas histona-simile de outras espécies de bactérias (Figura 7). A Hlp foi
caracterizada primeiramente em M. leprae pelo grupo de Shimoji e
colaboradores (1999). Neste estudo, foi descrita a identificacdo e a
caracterizacdo molecular da Hlp como uma proteina de superficie, de 21
quilodaltons (kDa), capaz de se ligar a laminina-2 presente nos nervos
periféricos. Além disso, a HIp recombinante de M. leprae foi capaz de aumentar
a aderéncia da bactéria a uma linhagem de célula de Schwann ST88-14 apds
adicdo exdgena desta proteina (Marques et al., 2000). Estes achados foram
reforcados quando experimentos utilizando técnicas de protedmica revelaram
que M. leprae expressa um conjunto diverso de potenciais adesinas na sua

superficie, incluindo a Hlp (Silva et al., 2013).
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Figura 7: Esquema representativo da Hlp de M. leprae, mostrando sua homologia com proteinas
histona-simile (HU) de bactérias e histonas da classe H1 de eucariotos.

Shimoji mostrou também que microesferas recobertas com HIp séo
internalizadas por células de Schwann primarias (Shimoji et al., 1999). Além
disso, a Hlp atua como uma adesina provocando a infeccdo por M. bovis BCG
e M. tuberculosis em células epiteliais alveolares da linhagem A549 através de
sua ligacdo ao acido hialurénico. A utilizacdo de anticorpo neutralizante para
Hlp foi capaz de bloquear a adesdao de M. tuberculosis e de BCG as células
A549. Este estudo sugere, entdo, um importante papel da HIp na interacéo das
micobactérias com o epitélio pulmonar (Aoki et al., 2004). Neste trabalho foi
mostrado também que a ligacdo da Hlp de BCG as células A549 é inibida
quando as células sao tratadas com heparinase, hialuronidase ou entdo com
condroitinase. Contudo, esta inibicdo € mais acentuada quando séo tratadas
com hialuronidase (Aoki et al., 2004). A Hlp de BCG também €& capaz de
mediar a citoaderéncia devido a sua capacidade de se ligar ao coldgeno (Dias
et al., 2012), abundantemente expresso na superficie de diversas células
eucarioticas.

Em um trabalho realizado através de ensaios de interacdo em fase
soélida, utilizando HIp de M. avium paratuberculosis, foi demonstrado que a
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proteina é capaz de se ligar a heparina, a laminina-2 e ao colageno I, além de
aumentar a adesdo de microesferas a células epiteliais bronquicas da linhagem
16HBE, confirmando a interacdo direta e especifica entre a Hlp e a matriz
extracelular (Lefrancois et al., 2011).

A presenca da Hlp também foi analisada nas diferentes subfracdes
celulares de BCG e verificou-se que a proteina estd presente na fracdo da
parede celular e no citoplasma, mais especificamente ligado aos ribossomos
(Aoki et al., 2004). Além de desempenhar papel de adesina, a Hlp também é
conhecida como proteina-1 ligante de DNA (MDP-1), e corresponde a 7% do
total de proteinas presentes em M. bovis BCG (Matsumoto et al., 1999). A Hip
se liga a residuos de citosina e guanina e € capaz de inibir a transcricao,
regulando a expressao génica e subsequente biossintese de macromoléculas
in vitro, suprimindo substancialmente o crescimento bacteriano (Matsumoto et
al., 2000; Furugen et al., 2001). Estes dados sugerem que a HIp é importante
para o metabolismo celular das micobactérias, mas ainda ndo se sabe que
tipos de vias metabdlicas sdo regulados por esta proteina.

O alinhamento das sequencias de aminoacidos da HIp de diferentes
espécies de micobactérias indicou que esta proteina € altamente conservada
(Lefrancois at al.,, 2011) (Figura 8). Em trabalhos realizados em nosso
laboratorio, utilizando peptideos sintéticos derivados das regides N e C-
terminais da Hlp de M. leprae, foi mostrado que a proteina interage com
proteoglicanas da superficie celular do hospedeiro, principalmente através de
dois sitios distintos, ricos em alanina e lisina, pertencentes tanto a por¢cdo N
(regido I) quanto a porcdo C-terminal (regido Il) (Portugal et al., 2008) (Figura
9).
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MNEAELI DVLTOKLGSDRROATAAVENVVDTIVRAVHEKGDSVTITGFGVFEQRRRAARVARNFRTGETVEVKEFTSVEAFR B0

1

Mb 1 MNEARLI DVLTOKLGSDRRQATAAVENVVDTIVRAVHKGDSVT I TGFGVEFEQRRRAARVARNPRTGETVEVEFTSVEAFR B0
BCG 1 MIE. IDVLTOKLGEDRRQATARVENVVDTIVRAVHEGDEVTI TGFGVFEQRREAARVARNPFRTGETVEVEFTSVPAFR =14}
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Mah Bl PGAQFEAVVESGAQRLPSEGPAVERGVVGGAARKTAR -KERAPAKK ARARKAPAR K AAARKAPARKAAVEKAPARKAATEAR 159
Ms Bl PEAQFKAVISGAQKLFADGFAVERGVTAGFAKK - AR -KRAFAKKARRKK T-ATKARAKKAFAKKAAT -KAPARKKAATHAF 156
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Mth 154 AHKAVEATHSPAREVIHAVEKTAVEASVREARTHERFARFAAAKRPATKAFRKKAT-ARRGRE 214

Mb 154 AKKAVEKATKSPARKEVTHAVEKTAVEASVRKAATHAFAKKARAKRFATKAFAKKAT-ARRGRK 214

BCG 145 AKKAVKATHKSPAKEVTEAVEKTAVEASVREKAATHRAPAKKANAKRFPATHAFPAKKAT-ARRGRK 205

M1 143 AKKITTAVEVEAKEATEVVEKVARKAFVREATTRRLAKKARVK —--——KAFAKKVTAAKRGRK 200
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Maa 160 VREA-——ATKAPAEKEV-—————— AAKKAPAKKEAATHAPAKKANSKAPARKAABRKKTT-ARRGRE 212

Mah 160 VEEA-——-ATKAPAKEV-—————. BAKKAPAKEAATHAPAKKANSKAPARKAAAKKTT-ARRGRK 212

Ms 157 AKFA-——ATKAPAEKK-——————— AATHKAFPARKARAFRAFPARFARTKAPAKKAARKKAF-AKKGRR 208
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Figura 8: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da HIp de diferentes micobactérias. *,
residuos idénticos; :, substituicdes conservadas; ., substituicdes semi-consevadas. Mtb, M.
tuberculosis; Mb, M. bovis; BCG, M. bovis BCG; MI, M. leprae; Map, M. avium subsp.
paratuberculosis; Maa, M. avium subsp. avium; Mah, M. avium subsp. hominissuis; Ms, M.
smegmatis; C, consenso (Lefrangois et al., 2011).
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Figura 9: SeqlUéncia de aminoacidos da Hlp de M. leprae e M. tuberculosis e identificacdo dos
sitios de ligagéo da proteina (regido | na por¢gdo N-terminal e Il na C-terminal) a matriz extracelular

do hospedeiro (Portugal et al., 2008)

A HIp também possui propriedades antigénicas, sendo reconhecida pelo
sistema imune durante a infec¢do por micobactérias (Prabhakar et al., 1998).
Além disso, foi mostrado que a imunizacdo simultanea utilizando HIp e
oligonucleotideo CpG (Citosina-fosfato-Guanina) promoveu protecdo contra a
infeccdo com M. tuberculosis em camundongos da linhagem C3H/HeJ
(Matsumoto, et al., 2005). O complexo CpG-HIp, gerado devido a capacidade

da Hlp de se ligar ao DNA, foi capaz de ser reconhecido pelo receptor Toll-like-
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9 (TLR-9), ativando a resposta imune inata e aumentando a resposta imune

celular e humoral especifica contra a HIp.

5. Envolvimento do TLR-9 na geracdo da resposta imune: protecdo e

imunopatologia

A defesa contra microrganismos é mediada pelas reacfes iniciais da
imunidade inata e as respostas tardias da imunidade adquirida. A imunidade
inata € a protecdo de primeira linha contra microrganismos invasores, sendo
que os mecanismos de defesa ja existem antes do estabelecimento da
infeccdo, sem ocorrer especificidade ao patégeno e nem memoéria imunolégica
(Abbas et al., 2008).

Os principais componentes do sistema imune inato sdo: barreiras fisicas
e guimicas, tais como o epitélio e as substancias antibacterianas nas
superficies epiteliais; proteinas e peptideos antimicrobianos de amplo espectro;
células fagocitarias profissionais (neutréfilos e macréfagos) e células NK
(natural killer); proteinas do sangue, incluindo fragcdes do sistema complemento
e outros mediadores da inflamacdo e proteinas denominadas citocinas e
quimiocinas, que regulam e coordenam varias atividades das células da
imunidade inata. Os mecanismos da imunidade inata sdo especificos para
estruturas comuns a grupos de microrganismos semelhantes e ndo conseguem
distinguir diferencas discretas entre substancias estranhas (Akira, 2011).

A ativacdo da imunidade inata ocorre, principalmente, apds a interacéo
dos padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPS), que séo estruturas
microbianas conservadas, com seus respectivos receptores de reconhecimento
de padrbes (PRRs), presentes nas células hospedeiras. Além disso, os PRRs
também sdo capazes de reconhecer moléculas proprias provenientes de
células lesionadas, conhecidas como padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPS). ApoGs a interacdo de PAMPs e/ou DAMPs com PRRs, ocorre a
liberacdo de sinais intracelulares que culminam na inducdo da transcricdo de
genes importantes para a ativacdo celular ou a indugdo da fagocitose.
Diferentes PRRs séo expressos numa mesma célula, o que faz com que esta
tenha capacidade de reconhecer varias classes de microrganismos e diferentes
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moléculas enddégenas. Os PRRs descritos até 0 momento séo os receptores de
lectina do tipo C (CLRs), os Nod-like (NLRs), os RIG-1-like (RLRs) e os Toll-like
(TLRs) (revisto por Medzhitov & Janeway, 1997; Girardin et al., 2003; revisto
por Takeuchi & Akira, 2010).

Diversos estudos indicam que o reconhecimento das micobactérias
pelos receptores TLRs representa uma etapa essencial na geragdo de uma
resposta imune capaz de conter a infecgdo. Camundongos deficientes do fator
de diferenciacdo mieldide 88 (Myd88), uma proteina adaptadora que participa
da sinalizac&o intracelular da maioria dos receptores TLR, mostram um grande
aumento de susceptibilidade a infeccdo por via aérea por M. tuberculosis,
semelhante aos animais deficientes em IFN-y (Scanga et al., 2004; Fremond et
al., 2004). lgualmente, células apresentadoras de antigenos (APCs) destes
animais, quando estimuladas in vitro com M. tuberculosis mostram uma
marcante reducéo na producgdo de IL-12, TNF-a e NO (Fremond et al., 2004;
Shi et al., 2003).

Dentre as moléculas que constituem as micobactérias, varias tém sido
caracterizadas como ligantes e potentes estimuladoras de receptores TLR in
vitro, envolvendo principalmente o TLR-2. Krutzik e colaboradores (2003), por
exemplo, mostraram que o heterodimero TLR-1/2 mediou a ativacdo de
mondcitos promovida por M. leprae, indicando a presenca de lipoproteinas na
parede do bacilo (Krutzik et al., 2003). Além das lipoproteinas, LAMs e PIMs
constituem exemplos de componentes micobacterianos ligantes de TLR-2 bem
caracterizados (revisto por Krutzik & Modlin, 2004). Contudo, o reconhecimento
in vivo das micobactérias parece depender de multiplos receptores TLRs, uma
vez que, camundongos deficientes em um Unico tipo de receptor, como o TLR-
2 por exemplo, se mostram apenas um pouco mais susceptiveis quando
expostos a aerossois de M. tuberculosis (Drennan et al., 2004), em contraste
com a grande susceptibilidade observada nos camundongos Myd88™ (Scanga
et al., 2004; Fremond et al., 2004). Além disso, ja foi demonstrado que a
delecdo de TLR-6 em células de Schwann aboliu completamente a formacao
de corpusculos lipideos induzida pelo M. leprae nas células, sendo que o
mesmo efeito ndo foi observado em células nocauteadas para TLR-2 (Mattos et

al., 2011).
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Um outro estudo demonstrou que o reconhecimento concomitante de
micobactérias via TLR-2 e TLR-9 gera a maior parte, ou até mesmo todo o
estimulo necessario para indugdo de resposta imune protetora
antimicobacteriana dependente de receptores TLR (Bafica et al., 2005). Os
ligantes classicos de TLR-9 sdo DNA de origem viral ou bacteriana, além de
oligonucleotideos CpG n&o metilados sintéticos (revisto por Krieg, 2002). Por
outro lado, estudos tém demonstrado que o TLR-9 também é capaz de
reconhecer DNA enddgeno acarretando em um aumento nha resposta
inflamatoéria (Barrat et al., 2005; Hsiao et al., 2014). Sendo assim, o TLR-9
serve como uma via comum para o reconhecimento imunolégico de moléculas
enddgenas ou provenientes de microrganismos.

O receptor TLR-9 esta localizado em compartimentos de membrana
intracelular, tais como o reticulo endoplasmatico, o endossomo e o lisossomo
(Figura 10) (Leifer et al., 2004; Latz et al.,, 2004). Em seres humanos, a
expressdo de TLR-9 tem sido descrita principalmente em linfocitos B,
monacitos e em células dendriticas plasmocitoides (Huang et al., 2014; Cepika
et al.,, 2012; Poth et al.,, 2010). Contudo, diferentes autores tém mostrado a
expressdo de TLR-9 também em células epiteliais respiratorias (Platz et al.,
2004; Tengroth et al., 2014).
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Figura 10: Via de sinalizagdo mediada por TLR-9. Vis&o geral do TLR-9 presente no endossomo celular
reconhecendo seus ligantes (DNA enddgeno, viral e bacteriano e oligonucleotideo CpG), desencadeando
complexas vias de sinalizagdo intracelular e, consequentemente, ativando a resposta imune inata

(adaptado de Kumagai et al., 2008).

A sinalizacéo via reconhecimento por TLR-9 tem sido reconhecida como
importante para a geracdo de resposta imune adaptativa do tipo Thi,
especifica contra virus e bactérias (Bafica et al., 2005). Ligantes de TLR-9 séo
capazes de aumentar a proliferacio de células T CD4" e modular a atividade
de células T supressoras (Chiffoleau et al., 2007). No processo de
diferenciacéo dos linfécitos T CD4 virgens para células T CD4 efetoras com o
fendtipo Thl, as células apresentadoras de antigenos (células dendriticas e
macrofagos) desempenham papel central, produzindo a citocina IL-12, fator
determinante para que esta diferenciacéo ocorra (Zhu et al., 2010). Um estudo
comparou o grau de magnitude da expresséo de IL-12, assim como os TLRs
envolvidos, em células dendriticas e macrofagos em resposta a M. tuberculosis
(Pompei et al., 2007). Foi demonstrado que as células dendriticas produzem
niveis bem maiores de IL-12 em resposta a M. tuberculosis, sendo esta

expresséo dependente de TLR-9. J& 0os macréfagos mostraram uma expressao
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significativamente menor de IL-12 quando estimuladas com M. tuberculosis,
sendo a mesma regulada através da ativagdo de TLR-2 e ndo TLR-9. A
importédncia da sinalizagdo via TLR-9 na resisténcia a infecgdes por
micobactérias foi reforcada por um trabalho que demonstrou a participacéo de
TLR-9 na formacgéo do granuloma e diferenciacédo de células Th17 via aumento
da expressdo do ligante Notch dll4 nas células dendriticas (Ito et al., 2009).
Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos com adjuvantes,
baseados na combinacdo de CpG com veiculos catibnicos, como peptideos
anti-bacterianos, que tém se mostrado eficientes na geracao de resposta imune
anti-M. tuberculosis (Parra et al., 2004; Agger et al., 2006).

Um estudo analisou a interacdo de M. avium paratuberculosis, agente
etiologico da doenca de Johnes, uma enfermidade crénica intestinal muito
prevalente em ruminantes, com células epiteliais do intestino e o envolvimento
do TLR-9 nesta interacdo (Pott et al., 2009). Os autores mostraram que estas
células sao ativadas pelo patégeno, passando a produzir a quimiocina MIP-2
(proteina inflamatoéria de macréfago-2), e que esta ativacdo é dependente da
internalizacdo da bactéria na célula e do seu subsequiente reconhecimento
pelos receptores TLR-9 e NOD-1. Estes dados foram incrementados por
Carvalho e colaboradores (2011), que também mostraram o envolvimento de
TLR-9 na resisténcia ao patégeno. Camundongos nocautes para o receptor
apresentaram reduzidos numeros de macrofagos, células epitelidides e
linfécitos em granulomas induzidos por M. avium. (Carvalho et al., 2011).

Também foi mostrado que células epiteliais da faringe da linhagem Hep-
2 sdo capazes de controlar a multiplicacdo do virus HIN1 da Influenza A,
quando pré-tratadas com ligantes de TLR-9. Uma regulacdo positiva do
receptor também foi observada nas células quando as mesmas foram
infectadas com o virus (Han et al., 2014). Em relacdo a outras linhagens de
células epiteliais da faringe, como Detroit-562 e FaDu, foi observado um
aumento na producdo de GM-CSF e IL-8 respectivamente, ap0s estimulo com
oligonucleotideo CpG sintético, classico ligante de TLR-9, analogo a DNA
bacteriano (Tengroth et al., 2014). Além disso, um trabalho mostrou que o CpG
€ capaz de induzir a producéo de MCP-1 pelas células epiteliais alveolares da
linhagem A549, além de ter a expressao de TLR-9 aumentada apoOs esta

26



estimulacdo (Droemann et al., 2005). Outro estudo demonstrou uma regulacéo
positiva de CD40, CD80, CD86 e do complexo principal de histocompatibilidade
Il (MHC-Il) nas células A549 tratadas com o CpG, além da producdo de
citocinas Thl. Neste caso, também ocorreu a diminuicdo na expressao de TLR-
4 e aumento da expressao de TLR-9 (Li et al., 2011).

Apesar da fungdo protetora do TLR-9 contra diferentes infecgdes,
evidéncias sugerem uma participacdo deste receptor também em diversas
doencas inflamatdrias. A producédo acentuada de mediadores pro-inflamatorios,
induzidos pela intensa ativacdo do TLR-9, pode levar ao desenvolvimento de
imunopatologias.

Marques e colaboradores (2014) demonstraram o surgimento de
inflamacéo aguda e lesdo tecidual no figado de camundongos C57BL/6 apés
liberacdo de DNA hepéatico induzida por medicamentos. Além disso, a analise
de leucocitos do figado destes animais revelou uma migracdo direcional de
neutrofilos para areas ricas em DNA e de um aumento da expressédo de TLR-9
nas células residuais (Marques et al., 2014). Um trabalho anterior relatou que
apos uma isquemia induzida no figado de camundongos, histonas enddégenas
liberadas passam a agir como DAMPs ativando TLR-9 e, consequentemente,
induzindo inflamacé&o e lesdo hepatica (Huang et al., 2011). O grupo também
demonstrou que a injecdo de histonas exdgenas agravou a lesédo devido aos
efeitos citotoxicos causados e aumentou a ativacdo de TLR-9 mediada por
DNA em células ndo-parenquimatosas, através de uma interacdo direta com o
receptor (Huang et al., 2011). Interessantemente, ja havia sido mostrado que a
inibicdo de TLR-9 foi capaz de conferir protecdo evitando danos hepaticos em
animas que sofreram isquemia seguida de reperfusdo (Bamboat et al., 2010).
Neste mesmo contexto, outros autores demonstraram que DNA bacteriano,
contendo motivos ricos em CpG ndo metilados, também pode causar
inflamacgé@o pulmonar através do seu reconhecimento por TLR-9. Neste caso,
foram mostrados aumentos da expressédo de TNF-a e IL-1p pulmonar e sérico,
de mieloperoxidase pulmonar e da concentracdo de neutrofilos no lavado
broncoalveolar de camundongos estimulados com DNA (Knuefermann et al.,
2007).
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O envolvimento do TLR-9 também foi estudado na sepse, um modelo de
infeccdo sistémica onde o0 processo infamatorio € intenso. Individuos
acometidos por sepse apresentam niveis elevados de DNA (nuclear,
mitocondrial e bacteriano) livre circulante. A ativacdo de TLR-9, desencadeada
pelo reconhecimento das moléculas de origem mitocondrial e bacteriana,
contribui para o aumento da inflamacdo j& que prolongam a viabilidade de
neutrofilos, células relacionadas com a severidade do processo inflamatorio.
Além disso, o DNA bacteriano € capaz de induzir aumento na producéo de IL-6
por estas células (Bhagirath et al., 2015).

No lupus eritematoso sistémico, uma doencga inflamatdria de natureza
autoimune, foi mostrado que moléculas de DNA endogeno ligadas a auto-
anticorpos sdo capazes de induzir a sinalizacdo de TLR-9 e estimular a
producdo de altos niveis de INF-a por células dendriticas plasmocitoides,
ocasionando a inflamac&@o crbnica caracteristica da doencga (Barrat et al.,
2005).

No que diz respeito a infeccdo por plasmddio, os nucleossomos
(complexo DNA-histona) foram identificados como 0s principais componentes
do parasito responsaveis pela ativacdo de células dendriticas e producédo de
mediadores inflamatorios. Estes trabalhos também mostraram que a formacao
do complexo DNA-proteina € essencial para a internalizagcdo do DNA pela
célula dendritica e para o seu posterior reconhecimento por TLR-9 (Wu et al.,
2010; Gowda et al.,, 2011). As respostas pro-inflamatorias iniciais séo
essenciais para o controle da infec¢cao por plasmaodio. Por outro lado, os sinais
mais severos de malaria tém sido associados diretamente a producédo
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias. Sendo assim, em um modelo de
malaria cerebral, foi demonstrado que utilizando um antagonista de receptores
de acidos nucléicos foi possivel diminuir a ativacdo de TLR-9 e impedir a
resposta acentuada e nociva causada por citocinas durante a infeccdo pelo
patdgeno (Franklin, et al., 2011).

Todos os dados apresentados anteriormente nos levam a acreditar que
durante o curso da infeccdo pelo M. leprae, o receptor TLR-9 tem uma
importante participacdo na ativacado da resposta imune do hospedeiro, a qual
pode levar a uma protecdo no inicio da infeccdo, ou a uma imunopatologia
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caracteristica dos episodios agudos de inflamacéo observados no ENH. Sendo
assim, a compreensdo das bases imunoldgicas envolvidas na relacdo
patbgeno-hospedeiro durante a hanseniase pode ser utilizada no
desenvolvimento de esquemas preventivos e terapéuticos mais eficazes

visando o controle da doenca.
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OBJETIVOS

1. Geral

Investigar o envolvimento do receptor TLR-9 na ativacdo da resposta
imune do hospedeiro em dois momentos distintos durante o curso natural da

infeccéo pelo M. leprae.

2. Especificos

2.1. Parte 1 — Analisar o envolvimento do TLR-9 na ativacdo da resposta

imune inata em células epiteliais alveolares infectadas com M. leprae:

2.1.1. Analisar a capacidade do M. leprae em induzir mediadores

inflamatorios e moléculas microbicidas em células epiteliais alveolares;

2.1.2. Avaliar a capacidade do M. leprae em induzir a expressao da
molécula co-estimuladora CD80 e do MHC-II na superficie de células epiteliais

alveolares;

2.1.3. Verificar a ativacdo do fator de transcricio NF-xB e a sua
participacdo na secre¢cdo dos mediadores inflamatérios induzidos pelo M.

leprae em células epiteliais alveolares;

2.1.4. Analisar a capacidade do oligonucleotideo CpG complexado a Hlp
de M. leprae em induzir mediadores inflamatérios e moléculas microbicidas em

células epiteliais alveolares;

2.1.5. Avaliar a participagdo do receptor TLR-9 na secrecdo da quimiocina

IL-8 em células epiteliais alveolares estimuladas com M. leprae;

2.1.6. Investigar o envolvimento da proteina Hip na ligacdo de DNA com a

superficie micobacteriana;
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2.1.7. Investigar a capacidade da proteina HIp de M. leprae de se ligar a

diferentes tipos de colageno promovendo a citoaderéncia da bactéria.

2.2. Parte 2 — Investigar o envolvimento do TLR-9 no processo inflamatoério

desencadeado no eritema nodoso hansénico (ENH):

2.2.1. Analisar os niveis de expressdo de TLR-9 em lesé&o de pele e em
PBMCs purificados de individuos sadios e de pacientes BL e LL reacionais

(ENH) e néo-reacionais;

2.2.2. Determinar os niveis séricos de Hlp, bem como detectar a presenca
de DNA de M. leprae circulante, em pacientes BL e LL reacionais (ENH) e n&o-

reacionais;

2.2.3. Comparar os niveis circulantes de complexos DNA-histona humanos

entre individuos sadios, pacientes BL e LL reacionais (ENH) e ndo-reacionais;

2.2.4. Quantificar, ap6s estimulos com sonicado de M. leprae ou com
complexo oligonucleotideo CpG-Hlp, os niveis das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1
em sobrenadantes de culturas de PBMCs isoladas de individuos sadios e de

pacientes BL e LL reacionais (ENH) e ndo-reacionais;
2.2.5. Investigar se a inibicdo da ativagdo do receptor TLR-9 reduz os

niveis das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1 secretadas de PBMCs isolados de

pacientes BL e LL reacionais (ENH) em resposta ao sonicado de M. leprae.
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MATERIAL E METODOS

A seguir, descrevemos a metodologia utilizada na parte 1 do trabalho:

1. Linhagem celular

As células epiteliais alveolares humanas da linhagem A549 foram
adquiridas do banco de células ATCC (American Type Cultures Collection,
E.U.A)). Para o inicio do cultivo, as células estocadas em nitrogénio liquido
foram descongeladas em banho-maria a 37°C, e ressuspensas em um volume
de 10 mL de meio D-MEM/F12 suplementado. As células foram incubadas em
garrafas de cultura de 25 cm? (NUNC A/S) em atmosfera imida contendo 5%
de CO, a 37°C. Apéds obter uma confluéncia de 80%, o meio foi removido e as
células foram descoladas adicionando-se 1 mL de solucado salina contendo 8,5
g/L de NaCl e 25 g/L de tripsina 1x (Sigma), mantendo-se por 2 minutos a
37°C. Em seguida, 5 mL de meio de cultura completo foram adicionados e a
suspensdo centrifugada por 10 minutos a 514 x g a 4°C. As células foram
ressuspensas em meio de cultura, contadas em camara de Neubauer e
inoculadas em nova garrafa para a manutencdo da cultura, ou entdo

plaqueadas para serem utilizadas nos experimentos.

2. Meio de cultivo de células eucari6ticas

Para o cultivo das células epiteliais alveolares humanas da linhagem
A549 foi utilizado meio D-MEM/F12 (LGC Biotecnologia) suplementado com 10
nM de HEPES, 1 mM de glutamax e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB,;
Invitrogen), assim como a combinac¢éo de antibidticos penicilina/estreptomicina
a 100 U/mL (PEES; Sigma).

3. Micobactérias

As cepas selvagem (wt) e mutante para o gene hip (4hlp) do M.

smegmatis mc?® 155 foram doadas pelo Doutor Thomas Dick da Universidade
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de Singapura. M. bovis BCG (cepa Pasteur) foi doado pelo Doutor Franco
Mennozzi do Instituto Pasteur, Lille, Franca (linhagem 1173P2). Para o inicio do
cultivo, um in6culo de 1% de cada amostra foi adicionado a 5 mL de meio
Middlebrook 7H9 completo em tubos de vidro de rosca de 15 mL com barras
magnéticas e mantidos a 37°C sob constante agitacdo. A cepa mutante de M.
smegmatis foi cultivada na presenca de 20 ug/mL de kanamicina. O cultivo foi
interrompido quando a cultura atingiu uma densidade Optica a 600 nm igual a
1,8 em um espectrofotometro (Ultrospec 2000 pro UV/visible) (Amersham
Biosciences) correspondente ao final da fase exponencial de crescimento.
Aliquotas foram congeladas a -70°C em 25% de glicerol estéril até o momento
da utilizacdo em experimentos ou para novo cultivo.

M. leprae Thai-53 vivo, proveniente do modelo de infeccdo do coxim
plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu), foi cedido pela Dra. Patricia
Sammarco Rosa do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL, Bauru, SP). Cerca de
nove meses apos a inoculacao dos bacilos, as patas foram colhidas e enviadas
ao Laboratorio de Microbiologia Celular (FIOCRUZ, RJ) para purificacdo. As
patas foram homogeneizadas em meio de cultura RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia) sob condicbes estéreis. A suspensao de bacilos foi tratada com
hidroxido de sédio 0,1 M por 1 minuto, posteriormente ressuspensa em meio de
cultura RPMI-1640 (LGC Biotecnologia) suplementado com 50 pg/mL de
ampicilina (Sigma-Aldrich) e incubada a 33°C por 3h. Para os ensaios com M.
leprae morto, as bactérias foram letalmente irradiadas por 5 minutos utilizando
dois aceleradores lineares de elétrons de 18 kW de poténcia e 10 MeV de

energia cada um (Acelétron, Rio de Janeiro, RJ).

4. Meio de cultivo de micobactérias

O meio liquido 7H9 foi preparado dissolvendo 4,7 g da base Middlebrook
7H9 (Difco), 0,05% (v/v) de Tween 80 (Difco) e 0,2% (v/v) de glicerol (LGC
Biotecnologia) num volume final de 1 L de agua deionizada. Apos esterilizacéo
a 121°C por 15 minutos, adicionou-se ao meio frio 10% (v/v) de Middlebrook

ADC (cloreto de sodio 8,5 g/L; albumina sérica bovina 50 g/L, dextrose 20 g/L e
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catalase 0,03 g/L; BD) no momento da sua utilizacdo. Quando necessario, foi

adicionado 20 ug/mL do antibiético kanamicina (LGC Biotecnologia).
5. Quantificacdo de micobactérias

Os bacilos foram quantificados pelo método de Shepard & McRae
(1968). Para tal, 10 uL de suspensdo bacteriana foram utilizadas para
preparacdo de esfregacos em laminas de vidro com anel gravado (Fisher
brand), nas diluicdes de 10 e 100 vezes ou sem diluicdo. ApOs esta etapa, 0
material foi fixado por calor e corado através da coloracdo de Kynion. Seguindo
este método de coloracdo, as laminas foram coradas com fucsina basica por 5
minutos e lavadas com agua corrente. As laminas foram, entédo, tratadas com
solucdo alcool-4cida e, em seguida, lavadas com agua novamente para a
retirada de excesso do corante. Finalmente, os esfregacos foram corados com
azul de metileno por 3 minutos e lavados com agua. A contagem do nimero de
bacilos foi realizada em microscopio 6ptico com lente de imersdo (Nikon

Eclipse E400) em um aumento de 1000x.

6. Separacao e obtencdo de células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) humanas

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos heparinizados e
entdo processadas para obtencdo das PBMCs. O sangue coletado foi diluido
numa propor¢ao 1:1 em solucéo salina tamponada (PBS) e centrifugado a 913
X g sobre gradiente de densidade Ficoll-Pague (LGC Biotecnologia) por 30
minutos, a temperatura ambiente. O anel contendo as PBMCs, que se
encontram na interface Ficoll-Paque/plasma, foi coletado, lavado com PBS e
centrifugado a 329 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi ressuspenso em 10 mL de PBS gelado, havendo, entdo, uma nova
centrifugacéo a 514 x g por 10 minutos a 4°C. Esse processo foi repetido e 0
pellet foi ressuspenso em 5 mL de meio AIM-V. A quantificagdo de células
viaveis foi feita pelo método de exclusdo por meio de coloragdo pelo azul

Trypan (corante vital). O processamento do sangue dos individuos incluidos
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neste estudo foi realizado em camara de fluxo laminar respeitando as normas

de precaucdes para manipulacédo de material bioldgico.

7. Proteina Hlp recombinante de M. leprae

A proteina HIp recombinante (rHIp) de M. leprae foi obtida em nosso
laboratorio apds sua expressdao em E. coli BL21 utilizando o plasmideo
pDEST17-Hlp, doado pelo Dr. Franck Biet do Instituto de Infectologia
Animal/INRA de Nouzilly (Franca) seguindo, de forma semelhante, a
metodologia descrita previamente (Lefrancois et al., 2011). Para a analise de
contaminag¢@o com lipopolissacarideo (LPS) na amostra, PBMCs de doadores
sadios foram purificadas e em seguida estimuladas com 0,5 uM da proteina ou
com 10 ng/mL de LPS de E. coli (Sigma), utilizado como controle positivo,
diluidos em meio AIM-V (GIBCO). As células foram incubadas por 24 horas a
37°C em atmosfera Gmida contendo 5% de CO, e, ap6s este periodo, o

sobrenadante foi recuperado para posterior quantificacdo de TNF-a.

8. Ensaios de estimulacao de células epiteliais alveolares

As células epiteliais da linhagem A549 foram semeadas por 24 horas em
atmosfera imida contendo 5% de CO, a 37°C em placas de 6 pocos (5 x 10°
células por poco) para os experimentos de PCR ou de 24 pocos (5 x 10*
células por poco) para os demais experimentos. A seguir, 0s sobrenadantes
das células foram descartados e foram adicionados diferentes estimulos
diluidos em meio de cultura sem antibiético. As células foram, entéo, incubadas
por diferentes tempos em atmosfera imida contendo 5% de CO- a 33°C (para
0s experimentos com M. leprae vivo) ou 37°C (para os demais estimulos). Ao
término de cada periodo de incubacdo, os sobrenadantes das culturas
celulares foram centrifugados a 16000 x g por 5 minutos, aliquotados e
estocados a -70°C para posterior dosagem de citocinas, quimiocinas e/ou 6éxido
nitrico. As células foram processadas para realizacdo das técnicas de
immunoblotting, citometria ou PCR. Os estimulos usados foram: M. leprae vivo

e morto, oligonucleotideo CpG (ODN 2395; Invivogen), proteina rHIp de M.
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leprae pré-incubada ou ndo a 37°C por 10 minutos com o CpG e os M.
smegmatis wt e Ahlp pré-incubados ou ndo com o CpG. Em alguns ensaios,
BCG ou LPS de E. coli foram usados como controles positivos. Para 0s
experimentos de inibicAo da translocacdo de NF-«B foi realizado um pré-
tratamento das células com a droga wedelolactone (Sigma) a 80 uM e para 0s
ensaios de blogueio de TLR-9, com o antagonista sintético E6446 (Eisai) a 0,2
uM. A concentracdo dos estimulos e os tempos de incubacgdo variaram de
acordo com o tipo de experimento e encontram-se especificados no capitulo
dos resultados. Cada experimento foi feito em duplicata. O numero de

experimentos de cada ensaio esta compreendido no capitulo de resultados.

9. Dosagem de citocinas e quimiocinas (ELISA)

As citocinas e quimiocinas TNF-a, IL-6, IL-8, RANTES e MCP-1 foram
guantificadas separadamente por Ensaio Imunoenzimético (ELISA) utilizando
kit DuoSet® (R&D Systems) especifico para cada mediador. De acordo com as
instrucdes fornecidas pelo fabricante, placas de 96 pocos de fundo chato
(NUNC) foram recobertas com 50 uL do anticorpo de captura especifico para
cada molécula, diluido em PBS por 16 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com tampédo de lavagem (0,05%
Tween 20 em PBS) e bloqueados com 1% de BSA diluido em PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. Os poc¢os foram novamente lavados 3 vezes e foram
adicionados 50 uL de concentragbes conhecidas de moléculas recombinantes
(utilizadas para a geracdo da curva padrao) diluidas em reagente diluente ou
50 uL da amostra de sobrenadantes das culturas. A placa permaneceu
incubada por 2 horas a temperatura ambiente, seguida de 3 lavagens. Logo
apos, foram adicionados 50 uL do anticorpo de detecgdo especifico para cada
molécula, conjugado a biotina e diluido em reagente diluente, e a placa foi
incubada por mais 2 horas a temperatura ambiente. Os pocos foram lavados
mais 3 vezes e incubados com 50 uL de estreptoavidina conjugada a
peroxidase, diluida a 1:200 em reagente diluente por 20 minutos a temperatura

ambiente. Apés mais 3 lavagens, a atividade da peroxidase foi revelada com
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peréxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina (TMB; LGC Biotecnologia) em um
volume final de 100 puL. A reacéo colorimétrica foi interrompida com 50 uL de
acido sulfdrico a 2,5 N e a leitura da densidade o6ptica foi determinada em
espectrofotdbmetro usando o programa SOFTmax® PRO 4.0 (Life Sciences
Edition, Molecular Devices Corporation) a 450 nm. Apoés a leitura, os resultados
foram analisados com base na confec¢do da curva padrdo. As concentracoes
de cada anticorpo, os pontos da proteina padrdo e 0s componentes do
reagente diluente variavam de acordo com a molécula quantificada. As

dosagens foram feitas em duplicatas.
10. Dosagem de 6xido nitrico (Método de Griess)

Os niveis de 6xido nitrico em sobrenadantes de culturas das células
foram estimados de forma indireta pela dosagem de nitrito de sodio (NaNO,)
utilizando o método de Griess (adaptado de Green et al., 1982). Baseado neste
método, foram adicionados em placas de 96 pocos de fundo chato (NUNC) um
volume de 50 uL de NaNO, em concentra¢des que variam de 5 a 100 uM (para
elaboracdo da curva padréo) ou amostras de sobrenadantes de cultura das
células e 50 uL do reagente de Griess (Sigma). A placa foi incubada por 15
minutos a temperatura ambiente e a leitura da densidade Optica foi
determinada em espectrofotdmetro usando o programa SOFTmax® PRO 4.0
(Life Sciences Edition, Molecular Devices Corporation) a 570 nm. Apés a leitura
os resultados foram analisados com base na confecgdo da curva padrdo. As
dosagens foram feitas em duplicatas.

11. Isolamento de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total das células foi extraido com 1 mL do reagente Trizol (Life
Technologies), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
Resumidamente, o material foi homogeneizado em vortex antes da adicédo de
200 puL de cloroformio (Merck Whitehouse Station). Posteriormente, as
amostras foram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e

centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi, entéo,
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transferida para um novo tubo e misturada a 500 puL de isopropanol (Sigma).
Ap6s incubacdo por 24 horas a -70°C, as amostras foram novamente
centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4°C para recuperacdo do RNA. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado cuidadosamente com 1 mL
de etanol 70% gelado e centrifugado a 10000 x g por 10min a 4°C. Em seguida,
o sobrenadante foi removido, o sedimento seco a temperatura ambiente por 10
minutos e, entdo, ressuspenso em agua deionizada previamente tratada com
dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life Technologies). O RNA total purificado foi
quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop ND1000; Thermo Scientific) e
sua integridade avaliada através de eletroforese em gel desnaturante de
agarose 1,2% (Life Technologies) em presenca de formaldeido. As amostras
foram consideradas com alto grau de pureza quando as razdes Azeorso €
Azeso230 apresentaram valores > 1,8. O RNA foi considerado integro quando
observadas as subunidades ribossomais esperadas (28S e 18S).

Com o objetivo de eliminar DNA genbémico contaminante, o RNA total
purificado de cada uma das amostras foi tratado com DNAse. Para tal, foi
utilizado o kit DNA-free™ (Life Tecnhologies) seguindo as recomendagdes do
fabricante, em uma reacao com volume final de 30 pL. Inicialmente, em tubos
de 0,6 mL, foi adicionado 3 ug de RNA, 0,1 volume de tamp&o de enzima 10X e
1 pL da enzima DNAse, seguido por incubacdo a 37°C durante 30 minutos.
Ap6s o periodo de incubacéo, foi adicionado 0,1 volume do reagente de
inativacdo enzimatica. Em seguida, os tubos foram incubados a temperatura
ambiente durante 5 minutos, agitando-os manualmente 2-3 vezes para
homogeneizar o contetdo. Apds isso, os tubos foram centrifugados a 10000 x g
por 2 minutos, os sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente
transferidos para novos tubos e 0 RNA novamente quantificado.

Cada amostra foi dividida em aliquotas de 5 uL para realizacdo das
reacOes de sintese de cDNA. O cDNA foi obtido a partir do RNA total das
culturas celulares mediante o uso da enzima transcriptase reversa Superscript
I® (Life Technologies) em uma reacdo com volume final de 20 pL.
Inicialmente, 1 ng de RNA e de Oligo (dT) foram incubados a 65°C por 5

minutos para a linearizacdo da molécula de RNA. Apos a incubacéo, foi
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adicionado o tampéo da enzima em concentracdo de 1X, dNTP 0,125 mM, DTT
10 mM, 40 U de RNAse Out® e 200 U da enzima Superscript 111®. Essa mistura
foi incubada a 50°C por 1 hora para transcricdo, seguida de incubacéo a 70°C
por 5 minutos para inativacdo da enzima. Apés a incubacéo as amostras foram

armazenadas a -20°C.
12. Anédlise datranscricdo génica (PCR em tempo real)

As reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR quantitativo-
gPCR) foram realizadas utilizando-se o sistema SYBR Green | (Applied
Biosystems), com os pares de iniciadores especificos para as sequéncias
codificantes dos genes IL-8, HBD-2 e RPL-13 humanos. De acordo com as
recomendacdes do fabricante, foi realizada uma reacéo de 20 uL, onde foram
adicionados 5 uL de cDNA, 0,25 uM de cada oligonucleotideo e SYBR Green
PCR Master Mix 1X. As reacBes foram incubadas no sistema de gPCR ViiA-7®
(Applied Biosystems). Condices da reacéo: 95°C por 10 minutos, seguido de
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Em cada amostra foi
amplificado o cDNA dos genes de interesse (IL-8 e HBD-2) e o gene
constitutivo utilizado como normalizador (RPL-13). A analise da expresséo
génica foi realizada utilizando-se o método delta-delta Ct (AACy). Uma vez
determinado o ACt das amostras, foi escolhido como amostra normalizadora o
cDNA referente a condicdo experimental de células ndo estimuladas. Os
valores de expressao génica relativa foram obtidos aplicando-se a férmula 2°
AACT (Livak & Schmittgen, 2001).

13. Andlise da expressédo de moléculas de superficie celular (citometria de

fluxo)

No final dos tempos de estimulacdo, as células foram lavadas 1x com
PBS e descoladas com EDTA 10 mM. Em seguida, foram lavadas 1x com PBS
contendo 1% SFB e incubadas com os anticorpos monoclonais para CD80
conjugado a ficoeritrina (PE) e MHC-II conjugado a aloficocianina (APC) e seus

respectivos controles de isotipo (todos da Biolegend) na concentracao de 1:10
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(v/v) a 4°C na auséncia de luz por 30 minutos. Por fim, a suspensao de células
foi lavada 1x com PBS e fixadas com paraformoldeido a 1%. A expressao dos
marcadores foi analisada em citdmetro de fluxo FACSAccuri (BD Bioscience)
utilizando o programa Cflow Plus. Cada experimento foi feito em duplicata. Os

dados foram analisados usando o software C6 BD Accuri, versao 1.0.

14. Purificagcdo de extrato nuclear

Para a preparacdo dos extratos, as ceélulas foram lavadas com PBS e
ressuspensas em 0,4 mL de tampéao de lise hipotdnico (10 mmol/L de HEPES
[pH 7,9], 1,5 mmol/L de MgCl,, 10 nmol/L de KCI, 0,05 mmol/L de
fenilmetilsulfonil fluoreto, 0,5 mmol/L de dithiotheitirol e um coquetel de
inibidores de proteases a 1x [Complete Mini® - Roche]) por 15 minutos. Em
seguida, foi adicionado 12,5 uL de Igepal a 10% para completar a lise. Os
homogenatos foram centrifugados (13000 x g) por 30 segundos e o pellet
contendo os nucleos foi ressuspenso em 100 uL em tampéo hiperténico de
extracdo nuclear (10 mmol/L de HEPES [pH 7,9], 0,42 M de NaCl, 1,5 mmol/L
de MgCl,, 10 nmol/L de KCI, 0,5 mmol/L de fenilmetilsulfonil fluoreto, 1 mmol/L
de dithiotheitirol e inibidores de proteases). Ap6s 40 minutos de agitacdo
continua, os extratos foram centrifugados (13000 x g, 4°C) por 10 minutos, e 0s
sobrenadantes contendo os extratos nucleares foram armazenados a -70°C
para posterior andlise. A concentracdo das proteinas foi estimada através da
técnica de BCA (Pierce).

15. Determinacdo da translocacdo nuclear de NFx«B (ELISA e

immunoblotting)

Para determinar a atividade do NF-kB, foram utilizadas duas diferentes

metodologias: ELISA e eletroforese seguida de immunoblotting.

15.1. ELISA
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Para esta analise, foram utilizados 10 ug de proteina do extrato nuclear
conforme o protocolo do fabricante (NF-«xB p65 ELISA kit; e-Bioscience). O
meétodo se baseia na detecgcédo da quimioluminescéncia provocada pela ligacao
do NF-xB ativo (detec¢do da subunidade p65) na sequencia oligonucleotidea
consenso aderida na placa. Como controle positivo, o kit fornece proteinas de

extratos nucleares purificados de células ativadas.

15.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) e immunoblotting

Nesta etapa, aproximadamente 10 ug do extrato protéico nuclear foram
aplicados em gel com 15% de poliacrilamida e 0,1% de SDS. A eletroforese foi
realizada em tampao de corrida (Tris 0,25 M/Glicina 19,2 M; 0,1% de SDS),
utilizando-se cuba Might Small Transphor (Amersham Biosciences) sob
amperagem de 25 mA por 2 horas, ou até o indicador da frente da corrida (azul
de bromofenol) chegar ao final do gel. O padrdao de massa molecular (GE
Healthcare) utilizado é composto pelas seguintes proteinas: fosforilase b (97
kDa); albumina (66 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbonica (30 kDa);
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa).

Para a realizacdo do immunoblotting, as proteinas submetidas ao gel
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra — GE
Healthcare) em mini cuba de transferéncia (Amersham Biosciences) contendo
tampdao de transferéncia (Tris 0,25 M/Glicina 19,2 M) sob amperagem de 400
mA durante 1 hora a 4°C. Logo apés, a membrana foi corada com solugéo de
0,1% de amido black para a confirmagdo da eficiéncia da transferéncia e
identificacdo do padrédo de massa molecular. Em seguida a membrana foi
lavada com TBS (Tris/HCI 1 M; NaCl 5 M) contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T)
e bloqueada por 2 horas com solugdo de TBS-T contendo 3% de BSA (TBS-
T/BSA 3%). Apds esta etapa, a membrana foi incubada por 1 hora com
anticorpo monoclonal anti-p65 (subunidade de NF-kB; Santa Cruz) diluido
1:1000 em TBS-T/BSA 3%. Em seguida, a membrana foi lavada duas vezes
com TBS-T por 5 minutos e incubada por 1 hora com IgG anti-mouse
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conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:30000 em TBS-T/BSA 3%. A
membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T e, entéo, revelada
com o substrato quimioluminescente ECL (GE Healthcare) por exposicéo da
membrana a um filme, que posteriormente foi analisado por densitometria

através do software Image-J®.

16. Anélise estatistica

Os resultados dos ensaios tiveram suas meédias aritméticas e erros
padrbes das médias calculados. Diferencas estatisticamente significativas entre
os valores foram determinadas com o uso do programa GraphPad Prism 5
Project (GraphPad Software Inc.), apds aplicacdo do teste t ndo-pareado ou do
teste One-way analysis of variance (ANOVA) com pés-teste Bonferroni ou

linear trend, tendo sido considerado significativo um valor de p < 0,05.
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RESULTADOQOS - parte 1

A seguir, estdo representados os resultados da parte 1 do trabalho:

1. Efeito do M. leprae na secrecdo de mediadores inflamatérios por

células epiteliais alveolares

Nosso grupo mostrou em um trabalho publicado recentemente que M.
leprae é capaz de infectar com sucesso as células epiteliais alveolares da
linhagem A549 (Silva et al., 2013). Como atualmente as células epiteliais sdo
reconhecidamente importantes na geracdo de uma resposta imune, e a
inducdo da producdo de uma série de mediadores pro-inflamatérios em tais
células por micobactérias ja foi mostrada em outros trabalhos (Lin et al., 1998;
Wickremasinghe et al., 2004; Sharma et al., 2007), nosso primeiro passo foi
investigar a secre¢do de citocinas, quimiocinas e NO pelas células A549 apos
estimulo com M. leprae. Para tal, as células foram cultivadas em placas de 24
pocos (aproximadamente 5 x 10* células por poco) e tratadas com diferentes
MOlIs (relacdo bactéria:célula) de M. leprae vivo ou morto por 24 e 48 horas.
ApOs cada periodo, foram realizados ELISAs para quantificar diferentes
citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes das culturas celulares. A secrecdo
de NO foi quantificada de forma indireta, através da mensuracéo de nitrito com
o reagente de Griess.

Através do resultado representado pela figura 11A, observamos que as
células epiteliais respondem ao M. leprae secretando niveis aumentados de
MCP-1 em relacdo ao controle ndo tratado tanto em 24 como em 48 horas,
porém somente M. leprae morto foi capaz de induzir aumento significativo (M.
leprae morto, 231.3 + 58.19 pg/mL versus NT, 54.95 + 23.87 pg/mL; p < 0.05 e
M. leprae morto, 315 + 28 pg/mL versus NT, 112 + 3.33 pg/mL; p < 0.01; 24 e
48 horas respectivamente). Ao quantificarmos a concentracdo de outros
mediadores (IL-8, IL-6, TNF-o. e RANTES) e de NO nos sobrenadantes das
culturas, ndo conseguimos observar diferenca utilizando a relagdo 10:1

(bactéria:célula). Sendo assim, confeccionamos uma curva-dose de estimulo.
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Desta maneira, ao interpretarmos os dados representados pela figura 11B,
podemos sugerir que as células também respondem ao M. leprae produzindo
IL-8 de modo dose-dependente tanto em 24 (NT, 363.9 = 16.49 pg/mL; M.
leprae vivo 10:1, 412.1 + 58.18 pg/mL; M. leprae vivo 50:1, 555 + 4.87 pg/mL;
M. leprae vivo 100:1, 599.9 + 53.27 pg/mL; p < 0.01 e M. leprae morto 10:1,
374.4 + 1.92 pg/mL; M. leprae morto 50:1, 471.6 + 17.08 pg/mL; M. leprae
morto 100:1, 627.4 + 44.96 pg/mL; p < 0.01) como em 48 horas (NT, 361 +
17.32 pg/mL; M. leprae vivo 10:1, 339.2 = 37.93 pg/mL; M. leprae vivo 50:1,
513.7 £ 14.84 pg/mL; M. leprae vivo 100:1, 588 * 46.3 pg/mL; p < 0.01 e M.
leprae morto 10:1, 329.7 = 3.63 pg/mL; M. leprae morto 50:1, 471.6 + 17.08
pg/mL; M. leprae morto 100:1, 630.8 = 38.45 pg/mL; p < 0.001). Nao foi
possivel observar diferenca significativa na secrecédo de IL-6, RANTES, TNF-a
e NO pelas células A549 apos o estimulo com a bactéria em nenhum tempo

nem dose utilizados (dados ndo mostrados).
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Figura 11: Secreg¢do de quimiocinas induzidas por M. leprae em células epiteliais alveolares.
Células da linhagem A549 foram estimuladas com M. leprae vivo ou morto em diferentes proporcdes
(bactéria:célula) por 24 e 48 horas. Apds cada periodo, foi feita a quantificacdo por ELISA dos niveis de
MCP-1 (A) e IL-8 (B) presentes no sobrenadante da cultura celular. Os valores representam a média +
desvio padréo de 3 experimentos independentes feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05; ** p <
0,01; *»** p < 0,001; teste ANOVA,; diferengas consideradas estatisticamente significativas em relacao as
células ndo tratadas aplicando pos-teste Bonferroni (A) ou comparando as diferentes doses aplicando

pés-teste linear trend (B).
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2. Efeito do M. leprae na transcricdo génica de IL-8 e HBD-2 em células

epiteliais alveolares

Para dar suporte aos dados obtidos anteriormente, foi feita a analise da
expressao de IL-8 em células A549, utilizando agora RNAm proveniente de
células infectadas com M. leprae. Como a inducdo da expressdo de peptideos
antimicrobianos em células epiteliais estimuladas com micobactérias, como M.
tuberculosis e BCG, por exemplo, ja foi demonstrada em estudos anteriores
(Rivas-Santiago et al.,, 2005; Méndez-Samperio et al., 2006), resolvemos
também analisar a expressdo de HPBD-2 nestas mesmas amostras. Sendo
assim, as células A549 foram estimuladas com M. leprae em duas diferentes
MOIls (relacdo bactéria:célula) e também com BCG, usado como controle
positivo (Méndez-Samperio et al., 2006), na proporcao de 30:1. Apds 6 e 24
horas de infec¢do, o RNA foi extraido das células para posterior analise através
de PCR quantitativo.

Os dados representados na figura 12 demonstram que o estimulo com
M. leprae vivo ou morto, durante 24 horas, foi capaz de induzir um aumento da
expresséao tanto de IL-8 como de HBD-2 nas células, no entanto, somente M.
leprae morto na propor¢cdo de 100:1 foi capaz de levar a um aumento
significativo (em torno de 3 e 17 vezes, respectivamente). Nenhuma diferenca
foi detectada utilizando BCG como estimulo. No periodo de 6 horas nao foi
observada diferenca na expressédo das moléculas com nenhum dos estimulos

utilizados (dados ndo mostrados).
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Figura 12: Niveis de RNAm de IL-8 e HBD-2 em células epiteliais alveolares estimuladas com M.
leprae. Células da linhagem A549 foram estimuladas com M. leprae vivo ou morto em diferentes
proporcdes (bactéria:célula), ou entdo com BCG na proporgao de 30:1. Apos 24 horas, foi feita a extracéo
de RNAm das células para posterior andlise da expressao de IL-8 (A) e HBD-2 (B) por PCR quantitativo.
Os valores representam a média + desvio padrdo. Resultado expresso como representativo de 2
experimentos independentes feitos em duplicatas. NT, néo tratadas. * p < 0,05; teste ANOVA, diferengas
consideradas estatisticamente significativas em relagdo as células nado tratadas aplicando pOs-teste

Bonferroni.
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3. Efeito do M. leprae na expressdo de CD80 na superficie de células

epiteliais alveolares

As células epiteliais alveolares podem também atuar como células
apresentadoras de antigenos. Ja foi demonstrado que pneumdcitos do tipo I
podem expressar diferentes moléculas co-estimuladoras, além de MHC-II, ap6s
diferentes estimulos (Cunningham & Kirby et al, 1995; Corbiere et al, 2011; Li
et al., 2011; Shen et al, 2014). Com base nesta informag¢&do, nosso préximo
passo foi analisar a expressdo de CD80 e MHC-II na superficie das células
A549 estimuladas com M. leprae.

A figura 13 mostra que, ao tratarmos as células por 48 horas com M.
leprae vivo ou morto, foi possivel detectar um aumento em torno de 2 vezes na
intensidade de fluorescéncia de CD80 na superficie das células A549 quando
comparamos com as ceélulas que ndo receberam nenhum estimulo. Neste
ensaio, utiizamos o BCG também como controle positivo e observamos
resultado semelhante, um aumento da intensidade de fluorescéncia da
molécula em torno de 2 vezes em relacdo ao controle ndo tratado. Nenhum
efeito foi observado ao investigarmos a expressdo de MHC-II nas células nas
diferentes condic¢des utilizadas (dado ndo mostrado).
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Figura 13: Expressao de CD80 induzida por M. leprae na superficie de células epiteliais alveolares.
Células da linhagem A549 foram estimuladas com M. leprae vivo ou morto na propor¢cdo de 100:1
(bactéria:célula), ou entdo com BCG na proporcao de 50:1. Apds 48 horas, as células foram processadas,
marcadas com anticorpo para CD80 (conjugado a PE) e analisadas em citdmetro de fluxo. Acima:
separacdo das células por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e deslocamento de células positivas
para CD80. Abaixo: Porcentagem de células positivas para CD80 (esquerda) e mediana da intensidade
de fluorescécia (M.F.l.) de CD80 (direita). Resultado expresso como representativo de 2 experimentos
independentes feitos em duplicatas. IT, controle de isotipo; NT, ndo tratadas.
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4. Translocagédo nuclear do fator de transcricdo NF-xB e seu envolvimento
na producao de mediadores inflamatdrios em células epiteliais alveolares

tratadas com M. leprae

A invasao celular por um patégeno esta freqliientemente associada com
a translocacéo nuclear de fatores de transcricdo como o fator nuclear-kappa B
(NF-xB), o qual coordena varios aspectos da funcdo imune necessarios para a
resisténcia a infeccéo, principalmente por estar envolvido na expressao de
mediadores inflamatérios (revisto por May & Ghosh, 1998). Neste sentido, para
avaliar a influéncia do M. leprae na ativacdo deste fator de transcricdo no
epitélio respiratério, as células A549 foram estimuladas com a bactéria em
diferentes tempos e a translocacdo do NF-kB foi analisada no extrato nuclear
por ELISA ou por immunoblotting.

Através dos resultados representados pela figura 14, podemos
observar, por ELISA, que M. leprae é capaz de induzir, em relacdo ao controle
nao infectado, um aumento significativo da concentracdo da subunidade p65,
que compde o dimero protéico de NF-kB, no nlcleo das células nos tempos de
30 e 60 minutos de estimulo (em torno de 4 e 5 vezes, respectivamente). A
analise por immunoblotting foi feita utilizando anticorpo especifico para a
subunidade p65 e verificamos o0 mesmo efeito, ou seja, um aumento do fator de
transcricdo no nucleo das células A549 tratadas com M. leprae nos tempos de
30 e 60 minutos (em torno de 9 e 5 vezes, respectivamente) (Figura 14).

Nosso proximo passo, entdo, foi investigar se o NF-xB estaria envolvido
na producdo de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais alveolares em
resposta a uma infeccdo com M. leprae. Para tal, células A549 foram pré-
tratadas por 1 hora com wedelolactone, uma droga que inibe a translocacéo
nuclear do NF-xB, e em seguida, incubadas com M. leprae vivo ou morto por
24 ou 48 horas. Apos os periodos de incubacdo, os niveis dos mediadores
inflamatoérios foram dosados no sobrenadante.

A figura 15 mostra que M. leprae foi capaz de induzir um aumento tanto
de IL-8 (M. leprae vivo, 368 + 90 pg/mL; M. leprae morto, 539 + 118 pg/mL
versus NT, 201.5 + 91.5 pg/mL em 24 horas e M. leprae morto, 534.5 + 244.5
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pg/mL versus NT, 249.5 + 24.5 pg/mL em 48 horas) quanto de MCP-1 (M.
leprae vivo, 286 + 87 pg/mL; M. leprae morto, 402.5 £ 99.5 pg/mL versus NT,
124.5 + 28.5 pg/mL em 24 horas e M. leprae morto, 357 + 42 pg/mL versus NT,
117 + 5 pg/mL em 48 horas) em comparacao as ceélulas néo tratadas, como ja
visto anteriormente, porém somente a producdo de IL-8 se mostrou
dependente da ativacdo de NF-kB neste modelo, jA que nas células pré-
tratadas com a droga, o perfil de secre¢do da quimiocina se assemelha aos
niveis basais. Importante ressaltar que este efeito foi observado somente em
24 horas.

51



ELISA

0.10- * x
0.08-
E
o 0.06-
Lo
<
o 0.044
) -
0.02-
0.00 T
é é'\\o‘ é'\\(\‘ 6‘\\0‘
P S &
I M. leprae I
Immunoblotting
©
8 5 10.0 -
EE 7.5+
.Z) 8
o
S, 501
n ©
gz
©
C L
)
0.0-

Lamina A/c |
& & & &
> & & &

o S o
f |
M. leprae

Figura 14: Translocagcdo nuclear de NF-kB em células epiteliais alveolares estimuladas com M.
leprae. Células da linhagem A549 foram estimuladas com M. leprae morto em diferentes intervalos de
tempo. Apds a infeccdo, extratos nucleares foram obtidos e utilizados para quantificacdo dos niveis de
p65 no nucleo. Os niveis de p65 no extrato nuclear foram determinados por ELISA ou entdo os extratos
nucleares foram submetidos a SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A por¢éo
p65 foi revelada por quimioluminescéncia e normalizada pelos niveis de lamina A. As unidades
densitométricas sdo arbitrarias. Os valores representam a média + desvio padrdo de 2 (ELISA) ou 3
(immunoblotting) experimentos independentes feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05; ** p <
0,01; teste ANOVA; diferencas consideradas estatisticamente significativas em relacdo as células ndo

tratadas aplicando pos-teste Bonferroni.
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Figura 15: Secre¢do de IL-8 e MCP-1 por células epiteliais alveolares pré-tratadas com
wedelolactone e estimuladas com M. leprae. As células A549 foram pré-tratadas por 1 hora com a
droga inibidora da translocacao de NF-«B (wedelolactone), lavadas com PBS e, em seguida, estimuladas
com M. leprae vivo ou morto na propor¢do de 100:1 (bactéria:célula) por 24 e 48 horas. Apos cada
periodo, foi feita a quantificacdo por ELISA dos niveis de IL-8 (A) e MCP-1 (B) presentes no sobrenadante
da cultura celular. Os valores representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes
feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05; teste t ndo-pareado; diferencas consideradas

estatisticamente significativas.
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5. Efeito da proteina rHIp ligada ao oligonucleotideo CpG na secrecéo de

mediadores inflamatorios por células epiteliais alveolares

Estudos anteriores mostraram que o M. tuberculosis possui DNA ligado
na sua superficie celular (Watson et al. 2012; Manzanillo et al., 2012), o qual
poderia ser resultante de lise bacteriana que faz com que ocorra a liberagéo da
molécula e a sua ligacdo na parede de bactérias viaveis. Diante desta
afirmacao, podemos sugerir gue o mesmo efeito ocorre com o M. leprae. Como
a presenca de Hlp ja foi demonstrada no envelope bacteriano do M. leprae
(Shimoji et al.,, 1999), acreditamos que a proteina possa ser a principal
molécula de superficie responsavel por esta ligacdo, formando assim um
complexo na parede celular e, consequentemente, ativando o receptor TLR-9
nas ceélulas hospedeiras. Sendo assim, nossos proximos experimentos
serviram para analisar a capacidade da proteina Hlp, juntamente com o
oligonucleotideo CpG, de ativar as células epiteliais alveolares.

A proteina rHIp de M. leprae foi purificada em nosso laboratério e
utilizada nos ensaios de estimulacdo de células realizados neste trabalho.
Antes da sua utilizagcdo, a amostra foi submetida a eletroforese e
immunoblotting utilizando um anticorpo especifico para a proteina (anti-HIlp
5G9; Marques et al., 2000) que confirmaram a sua integridade, grau de pureza
e identidade (dados ndo mostrados).

Como a proteina foi expressa em E. coli, uma bactéria Gram-negativa
que apresenta altos niveis de LPS em seu envelope, a proxima etapa foi avaliar
o grau de contaminacao por LPS da rHIp

A Hip, per se, ndo € capaz de induzir a secrecdo de mediadores
inflamatorios em esplendcitos (Matsumoto et al., 2005), em contraste com o
LPS que é reconhecidamente um forte indutor destes mediadores nestas
células. O grau de contaminagdo de LPS foi, entdo, estimado através da
dosagem de TNF-a no sobrenadante de cultura de PBMCs tratadas com rHIp.
O teste foi realizado utilizando LPS de E. coli como controle positivo.

A figura 16 mostra que apos o tratamento com a rHIp, os niveis de TNF-
a secretados pelas células foram semelhantes aos niveis basais secretados

pelas células néo tratadas (8 + 4 pg/mL e 11 + 3 pg/mL, respectivamente), ao
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contrario do ocorrido quando as células foram estimuladas com LPS (983.5 +
1.5 pg/mL). Sendo assim, com estes resultados foi possivel inferir que a
contaminacgao por LPS na amostra da rHIp era indetectavel no ensaio utilizado.

Apos os testes de controle de qualidade, foi feita a analise da secrecao
de citocinas, quimiocinas e NO pelas células epiteliais alveolares em resposta a
rHIp ligada ou ndo ao oligonucleotideo CpG, classico ligante de TLR-9 analogo
ao DNA bacteriano. Para tal, escolhemos a dose de 1 uM do oligonucleotideo
para os estimulos, por ser a concentragdo sub-0tima necessaria para induzir a
secrecdo de mediadores nas células (dado ndo mostrado).

A figura 17 mostra que, apos 48 horas, a rHIp pré-incubada com o CpG
foi capaz de induzir um maior aumento na secre¢ao de IL-8 (4589 + 356 pg/mL)
nas células A549 em comparacdo ao estimulo com o CpG somente (2613 +
335 pg/mL; p < 0.05). Importante mencionar que, como esperado, 0s niveis de
IL-8 no sobrenandante das células tratadas somente com a rHIp se mostraram
semelhantes aos niveis basais (1637 + 75 pg/mL e 1426 + 45.5 pg/mL,
respectivamente), indicando que a proteina per se ndo foi capaz de induzir a
secrecdo da quimiocina. O LPS foi utilizado como controle positivo induzindo
3695 + 228 pg/mL da quimiocina no sobrenadante e nao foi possivel observar
diferenca significativa na secrecdo de IL-6, RANTES, TNF-a, MCP-1 e NO

pelas células apos os diferentes estimulos utilizados (dados ndo mostrados).
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Figura 16: Secrecdo de TNF-a por PBMCs humanas ap0s tratamento com rHIp de M. leprae. As
células foram obtidas de individuos sadios e cultivadas na presenca de rHIp (0,5 uM). LPS de E. coli foi
utilizado como controle positivo a 10 ng/mL. Ap6s 24 horas, foi feita a quantificagédo por ELISA dos niveis
de TNF-a presentes no sobrenadante da cultura celular. Os valores representam a média + desvio padrao

de 2 experimentos independentes feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas.
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Figura 17: Secrecdo de IL-8 por células epiteliais alveolares em resposta ao estimulo do complexo
CpG-rHIp. As células epiteliais A549 foram tratadas com CpG (1 uM), rHIp (0,5 uM) ou com o complexo
CpG-Hlp. O LPS (1 ng/mL) foi usado como controle positivo. Apés 48 horas, foi feita a quantificagéo por
ELISA dos niveis de IL-8 presentes no sobrenadante da cultura celular. Os valores representam a média +
desvio padréo de 3 experimentos independentes feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05; ** p <
0,01; teste ANOVA; diferencas consideradas estatisticamente significativas aplicando pos-teste

Bonferroni.
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6. Envolvimento do receptor TLR-9 na secrecdo de IL-8 por células

epiteliais alveolares tratadas com M. leprae

Nesta etapa do trabalho, avaliamos a participacdo do receptor TLR-9 na
ativacdo das células epiteliais alveolares infectadas com M. leprae. Para a
realizacdo deste ensaio, as células A549 foram pré-tratadas, por 4 horas, com
um antagonista sintético (E6446) que bloqueia os receptores TLR-7 e 9. Em
seguida, as células foram estimuladas com M. leprae em diferentes propor¢cdes
bactéria:célula nos tempos de 24 e 48 horas. LPS (ligante de TLR-4) e o
complexo CpG-Hlp (ligante de TLR-9) foram incluidos como controles de
especificidade do antagonista. Apds os periodos de estimulo, os niveis de IL-8
foram quantificados nos sobrenadantes das culturas.

Como demonstrado pela figura 18, o antagonista inibiu a secrecédo de
IL-8, induzida por M. leprae e pelo complexo CpG-Hlp, nas células A549 nos
tempos de 24 (M. leprae vivo 50:1, 555 + 4.87 pg/mL versus + E6446, 225.8 +
4.96 pg/mL, p < 0.001; M . leprae vivo 100:1, 599.9 + 53.27 pg/mL versus +
E6446, 162.2 + 3.08 pg/mL, p < 0.05; M. leprae morto 10:1, 374.4 + 1.92 pg/mL
versus + E6446, 155.2 + 8.33 pg/mL, p < 0.01; M. leprae morto 50:1, 471.6 +
17.08 pg/mL versus + E6446, 244.2 + 7.76 pg/mL, p < 0.01; M. leprae morto
100:1, 627.4 £ 44.96 pg/mL versus + E6446, 228.5 £ 11.05 pg/mL, p <0.05) e
48 horas (M. leprae vivo 50:1, 513.7 = 14.84 pg/mL versus + E6446, 248.7 +
55.45 pg/mL, p < 0.05; M. leprae morto 50:1, 471.6 + 17.08 pg/mL versus +
E6446, 247.1 + 6.03 pg/mL, p < 0.01; M. leprae morto 100:1, 630.8 + 38.45
pg/mL versus + E6446, 189.2 + 1.54 pg/mL, p < 0.01; CpG-HlIp, 775.6 + 48.99
pg/mL versus + E6446, 214.1 + 11.33 pg/mL, p < 0.01). Os niveis da
quimiocina no sobrenadante das células estimuladas com LPS néo se

reduziram diante do pré-tratamento com E6446.
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Figura 18: Secrec¢do de IL-8 por células epiteliais alveolares pré-tratadas com E6446 e estimuladas
com M. leprae. As células A549 foram pré-tratadas por 4 horas com antagonista sintético dos receptores
TLR-7 e 9 (E6446) e, em seguida, estimuladas com M. leprae vivo ou morto em diferentes propor¢des
(bactéria:célula) por 24 e 48 horas. Apds cada periodo, foi feita a quantificacdo por ELISA dos niveis de
IL-8 presentes no sobrenadante da cultura celular. LPS (1 pg/mL) e CpG-HIlp foram usados como
controles. Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes feitos em
duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; teste t ndo-pareado; diferencas

consideradas estatisticamente significativas.
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7. Analise do envolvimento da HIlp na ligacdo de DNA com a superficie

micobacteriana

No experimento a seguir, passamos a avaliar a capacidade do DNA
bacteriano de se ligar a Hlp presente na parede das micobactérias, utilizando,
para isso, cepas de M. smegmatis selvagem (wt) e mutante para o gene hlp
(Ahlp). A escolha desta espécie de micobactéria como ferramenta para a
realizacdo dos ensaios seguintes foi devido a impossibilidade de se construir
cepas mutantes em M. leprae e a capacidade de M. smegmatis de se manter
viavel mesmo na auséncia da HIp. Além disso, a HIp é uma proteina altamente
conservada entre as diferentes espécies de micobactérias (Lefrancois et al.,
2011).

Apébs confirmar, através de immunoblotting, a presenca da Hlp somente
na cepa selvagem (dado ndo mostrado), foi feita a analise da secrecdo de
citocinas, quimiocinas e NO nas células A549 apos estimulo com M. smegmatis
wt ou Ahlp pré-incubados ou ndo com o oligonucleotideo CpG. Para tal, as
células foram tratadas com os estimulos mencionados e também com o LPS,
que foi usado como controle positivo.

E possivel notar na figura 19 que, apds 48 horas de estimulo, as células
alveolares secretaram aproximadamente 2 vezes mais IL-8 em resposta ao M.
smegmatis wt pré-incubado com o CpG em comparacdo as células sé
estimuladas com a micobactéria, 0 mesmo ndo sendo observado com a cepa
mutante. Nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a

secrecédo de IL-6, RANTES, TNF-a, MCP-1 e NO (dados ndo mostrados).
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Figura 19: Secrecdo de IL-8 por células epiteliais alveolares em resposta ao estimulo com M.
smegmatis wt ou Ahlp na presenca ou auséncia do oligonucleotideo CpG. As células epiteliais A549
foram tratadas com M. smegmatis wt ou Ahlp pré-incubados ou ndo com CpG (1 uM) na propor¢édo de
10:1 (bactéria:célula), ou entdo com CpG somente por 48 horas. O LPS (1 pg/mL) foi usado como
controle positivo. Apés este periodo, foi feita a quantificagdo por ELISA dos niveis de IL-8 presentes no
sobrenadante da cultura celular. Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes feitos em duplicatas. NT, ndo tratadas. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; teste ANOVA

diferencas consideradas estatisticamente significativas aplicando p6s-teste Bonferroni.
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RESULTADOS - Parte 2

Envolvimento do TLR-9 na patogénese do eritema nodoso hansénico

Durante o curso crénico da hanseniase, entre 30 a 50% dos pacientes
com a forma lepromatosa da doenca apresentam quadro inflamatério, com
intensidade de leve a grave, caracterizado pelo aparecimento subito de nédulos
eritomatosos na pele conhecido como eritema nodoso hansénico (ENH) (Nery
et al., 1998). Os episodios reacionais, como também sdo chamados, causam
grande desconforto ao paciente e podem durar de poucos dias a anos,
estendendo-se mesmo apdés o encerramento da PQT. O tratamento das
reacoes, especialmente as persistentes e de longa duracédo, constitui um dos
maiores desafios em hanseniase. O ENH € tradicionalmente tratado com
corticoides e/ou Talidomida. Os corticoides tém uma eficacia limitada em
muitos pacientes, requerendo muitas vezes altas doses e utilizacdo por
periodos muito longos, levando ao surgimento de efeitos colaterais. Ja a
Talidomida apresenta melhores resultados no controle do ENH, especialmente
nas formas cronicas e recorrentes e ajuda a minimizar a dependéncia aos
corticoides. Apesar disso, como ja citado anteriormente, tem utilizacado restrita
devido aos seus efeitos teratogénicos, limitando o seu uso a homens ou
mulheres em idade néo fértil.

Como as causas e patogenia do ENH ainda s&o pouco conhecidas, um
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no desencadeamento deste
episodio reacional € necessario para a proposicao de tratamentos alternativos
mais eficientes para o seu controle. O surgimento do ENH ocorre com maior
frequéncia apds inicio da PQT e esta associado com a morte dos bacilos nos
pacientes multibacilares, o qual resulta na liberacdo de diversas moléculas
constituintes da bactéria capazes de estimular o sistema imune inato do
hospedeiro. Dentre os receptores do sistema imune inato, o TLR-9, que
reconhece tanto DNA bacteriano como enddgeno, surge como um potencial
candidato capaz de, quando ativado, desencadear um processo inflamatorio
como o observado no ENH. Deste modo, nesta segunda etapa do nosso

estudo, foi investigada a participacdo do TLR-9 no ENH. Para atingir este
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objetivo, comparamos os niveis de expressao do receptor em lesbes de pele e
também nas células mononucleares periféricas de pacientes reacionais e nao
reacionais. Sabendo-se que o TLR-9 é ativado por DNA de origem bacteriana
ou endogena e que a atividade imunoestimuladora do DNA € aumentada na
presenca de histonas, comparamos também, nestes pacientes, 0s niveis
circulantes de agonistas que sao reconhecidos por este receptor. Por fim,
avaliamos a producdo de citocinas proé-inflamatérias por PBMCs isoladas
destes pacientes frente a estimulos com ligantes de TLR-9 e investigamos se 0
bloqueio do receptor seria capaz de inibir a producdo destas citocinas nas
células de pacientes reacionais. Os resultados desta parte do trabalho foram
compilados e podem ser encontrados no manuscrito que se encontra em

preparacao para submissao.
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Abstract

Multibacillary (MB) leprosy patients may be affected by type Il reaction or
erythema nodosum leprosum (ENL) that is a major cause of peripheral nerve
damage. During ENL an abrupt release of pro-inflammatory cytokines occurs
affecting the skin and nerves and accompanied by systemic symptoms. ENL
has been related to the massive release of mycobacterial pathogen-associated
molecular pattern (PAMPs) during chemotherapy with the consequent
excessive activation of the innate immune response. The aim of the present
work was to investigate whether DNA sensing via Toll-like receptor 9 (TLR-9)
constitutes a major pathway of the innate immunity activated during ENL. Flow
cytometry and immunohistochemistry analysis showed significantly higher
expression of TLR-9 both locally in the skin lesions, as well as in circulating
mononuclear cells in ENL when compared to nonreactional BL/LL patients. The
levels of TLR-9 ligands in the circulation of BL/LL and ENL patients were also
analyzed. Since DNA-histone complexes are known to be more potent TLR-9
agonists than DNA alone, the mycobacterial histone-like protein (HIp), ML DNA
and human DNA-histone complexes were measured in serum samples. Higher
levels of all these molecules were found in ENL patients. Furthermore,
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from reactional patients
secreted higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-1p in response to unmethylated
CpG dinucleotide-Hlp complex than nonreactional patients and healthy
individuals. Finally, E6446, a synthetic antagonist of nucleic acid-sensing TLRs,
was able to significantly inhibit the secretion of pro-inflammatory cytokines by

PBMCs from reactional patients in response to M. leprae lysate. The median
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values of TNF-q, IL-6 and IL-1p3 showed a decrease of 68%, 38% and 42% in
cultures treated with the TLR-9 antagonist. Our data suggest that bacterial and
human DNA act as important PAMP and endogenous danger-associated
molecular pattern (DAMP), respectively, inducing pro-inflammatory cytokines
through TLR-9 activation during ENL. Thus, the use of TLR-9 antagonists
emerges as a potential alternative for an effective treatment of ENL preventing

nerve injury and deformities in leprosy.

Key Words:

Leprosy, innate immune response, TLR-9, DNA, histones, inflammation
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Introduction

Leprosy, a disease associated with debilitating disfiguration, remains a
public health threat in several low and middle income countries, including Brazil
where more than 30,000 new cases are reported annually (WHO, 2015).
Mycobacterium leprae, the causative agent of leprosy, is an obligate
intracellular pathogen that mainly infects macrophages of the skin and Schwann
cells of the peripheral nerves.

The clinical manifestations of the disease depend on the immune
response of infected individuals, and were described based on a continuous
spectrum of disease states [1]. At one end of the spectrum is the polar
tuberculoid form (TT), characterized by a high cellular immune response
mediated by IFN-y, limited skin lesions and restricted growth of the bacillus. At
the opposite end of the spectrum is the polar lepromatous form (LL),
characterized by impaired cellular immunity, numerous skin lesions and
widespread dissemination of the pathogen. The intermediate states of the
spectrum are borderline tuberculoid (BT), borderline-borderline (BB) and
borderline-lepromatous (BL). The World Health Organization has established
the clinical classification of patients into multibacillary (BB, BL, LL) and
paucibacillary (TT, BT) leprosy to delimit the treatment regimens.

The chronic course of leprosy is interrupted in about 30 - 50% of the
patients by acute inflammatory episodes that occur before or, more often,
during or even after multidrug therapy treatment (MDT) [2]. These inflammatory
states, also called “reactions” are classified as type | (reversal reaction; RR) or

type Il (ENL) and constitute the major cause of peripheral nerve damage in
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leprosy patients [2,3]. Oral steroids have been used since the 1950s to treat
reactions, however in the case of ENL thalidomide has been shown to be a
more effective drug [4]. It is, however, contraindicated for women of
childbearing age due to its teratogenicity. Early diagnosis and effective therapy
are the solution for reducing the recurrence of reactional episodes. The
comprehension of the immunopathogenesis and the mechanisms related to the
onset of leprosy reactions may open up new avenues for novel and more
effective therapeutic approaches, which will decrease the incidence of physical
disabilities and deformities in individuals suffering from leprosy.

ENL only occurs in BL and LL (multibacillary) forms and is characterized
by severe systemic symptoms, including fever, painful cutaneous lesions,
arthritis, glomerulonephritis, and the presence of circulating immune complexes
[5,6]. The fever, weight loss, and general debility of ENL, as in other forms of
acute and chronic disease, including sepsis and cancer, is associated with the
high production of pro-inflammatory cytokines [7,8] During ENL high circulating
levels of the pro-inflammatory cytokines interleukin (IL) 18 and tumor necrosis
factor (TNF) a are detected [9,10]. In addition, it was noted that TNF-a levels
were reduced after treatment of patients in ENL. These pro-inflammatory
mediators seem to be produced both at the lesion sites, as well as by peripheral
leukocytes [11-13] that during ENL have been shown to become more
responsive to M. leprae sonicate producing higher levels of TNF-a in vitro
[14,15]. The prompt beneficial effects obtained with thalidomide and steroids
highlight the central role of host inflammatory mediators in this syndrome.

The extent of skin lesions and the bacterial load (bacteriological index - Bl)

have been identified as an important risk factor for reactions. Other risk factors
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associated with the onset of reactional episodes include concomitant bacterial
or viral infections, stress, childbirth, surgery, the presence of mycobacterial
antigens in the lesions, and, especially, the massive bacillary death that occurs
after the beginning of the treatment. Previous studies have described tissue
localization of defined M. leprae antigens in skin and nerve at the time of active
reactional immunopathology [16,17].

Despite the studies conducted so far, the M. leprae antigens involved
and the physiopathological mechanisms of ENL remain ill defined. Specifically,
the involvement of innate immunity activation pathways has been poorly
analyzed. The innate immune system relies on pattern recognition receptors
(PRRs), which recognize microbial pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) and endogenous danger-associated molecular patterns (DAMPS),
leading to the activation of host defense pathways. Mycobacteria express a
plethora of PAMPs including lipids, glycolipids, lipoproteins, peptidoglycan
fragments (muramyl dipeptide [MDP]) and DNA that can be sensed by surface
(TLR-2/1, TLR-2/6, TLR-4) and intracellular (TLR-9, NOD-1 and NOD-2) PRRs
activating inflammatory pathways [18].

The involvement of PRRs and their signaling pathways in the pathogenesis of
chronic inflammatory diseases such as systemic lupus eritromatosus (SLE) and
rheumatoid arthritis is now firmly established [19]. A PRR with a potential role in
ENL is TLR-9, a major activation pathway of the host innate immunity during
mycobacterial infections [20,21]. TLR-9 recognizes unmethylated CpG motifs
more abundantly present in bacterial and viral DNA [22]. Moreover, it has been
shown that DNA-histone complexes are more potent TLR-9 agonists than DNA

alone, playing an important role in host-pathogen interactions [23,24]. M. leprae
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express a major cationic histone-like protein (HIlp), which is present in the cell
envelope and in the bacterial nucleoid [25-28], and is also abundantly found in
LL skin lesions [29]. We hypothesize that bacterial killing during MDT allows the
release of mycobacterial DNA-HIp complexes that could act as TLR-9 ligands
inducing pro-inflammatory mediators during ENL. Moreover, since expressive
tissue destruction occurs during ENL, we propose that human DNA, a DAMP
that also binds TLR-9, contribute to the amplification of the inflammatory
response as it has been shown in other inflammatory diseases [30,31]. In the
present study, we measured the levels of TLR-9 expression and its ligands
during ENL. The significantly higher expression levels of this receptor and its
ligands found in ENL when compared to BL/LL patients and the capacity of a
TLR-9 antagonist to inhibit significantly the secretion of pro-inflammatory
cytokines by PBMCs from reactional patients in response to lysed M. leprae
strongly suggest the involvement of this innate immune activation pathway in

the physiopathology of ENL.
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Materials and Methods

Patients and healthy controls

The study population consisted of healthy controls from endemic
laboratory staff volunteers and leprosy patients referred to the Souza Araujo
Ambulatory (Reference Center for Leprosy Diagnosis and Treatment, Oswaldo
Cruz Foundation, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) for the diagnosis and treatment of
leprosy. Each patient was assessed clinically throughout treatment and detailed
analyses of medical and dermatological examinations were routinely carried
out. Bacteriological examinations of slit-skin smears were performed to
determine BIl. The patients were categorized according to the Ridley and
Jopling’s classification scale [1] into borderline lepromatous (BL) or
lepromatous (LL). The diagnosis of leprosy Type Il reaction (ENL) was primarily
based on the acute occurrence of nodular skin lesions, accompanied by fever
with or without peripheral nerve pain and/or nerve dysfunction. Patients
received World Health Organization-recommended leprosy multidrug therapy
(MDT). Blood was collected from BL/LL patients with no signs of reaction at the
time of leprosy diagnosis and prior to MDT. ENL patients, most of them already
under MDT treatment, were selected for blood collection at the time of reaction
diagnosis and prior to treatment with thalidomide or corticoids. One punch
biopsy (6 mm diameter) from skin lesions was obtained from BL/LL and ENL
patients. The baseline characteristics of the individuals enrolled in the study are

shown in Table 1.

Ethical considerations
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This study was approved by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz
Foundation. Informed written consent was obtained from all patients or their

guardians and healthy controls prior to specimen collection.

Preparation of recombinant M. leprae Hlp protein

The recombinant protein from M. leprae was purified from Escherichia
coli BL21 (DE3) harboring the plasmid pDEST17-HIp. The culture was grown
and induced as previously described [32] and the purification accordingly, with
minor modifications. The increasing molar gradient for protein elution from the
affinity column was 5-250 mM imidazol, concomitant with decreasing urea
molarity of 8-4 M assuring solubility of the protein. Both the imidazol and urea
were discarded from the eluted protein by means of dialysis with phosphate-
buffered saline (PBS) and decreasing urea molarity. The recombinant purified
Hlp was filtered on 0.22 um and assessed for possible lipopolysaccharide (LPS)
contamination through treatment of PBMC and subsequent Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) of TNF-a induction using DuoSet kit (R&D

Systems; Minneapolis, MN), according to the manufacturers’ instructions.

Determination of histones and DNA in serum

Quantification of Hlp levels in sera of healthy individuals and patients was
performed by a sandwich ELISA. Polystyrene microtiter plates (NUNC; Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA) were coated with monoclonal antibody specific
for the N-terminal region of the protein Hlp (anti-HIlp 5G9) [26] in PBS at a
concentration of 1:500 (v/v) and incubated overnight at room temperature. The

wells were then washed with PBS and blocked for 2 h with PBS-1% bovine
71



226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

serum albumin (BSA) (w/v) at room temperature. After washing with PBS/0.05%
Tween 20 (v/v) (PBS/T), different concentrations of rHIlp (used for standard
curve generation), and serum samples were added to the wells and incubated
for 2 hours at 37°C. Then, the wells were rinsed with PBS/T and incubated with
the monoclonal antibody that recognizes the C-terminal region of Hlp (anti-
HBHA 3921E4) [33] at a concentration of 1:1000 (v/v) for 1 hour at 37°C. After
washing with PBS/T, rabbit anti-mouse 1gG peroxidase conjugate (Sigma; St.
Louis, MO) was added on the wells at a concentration of 1:1000 (v/v) and the
plate was incubated for an additional period of 50 minutes at 37°C. The
peroxidase activity was revealed with hydrogen peroxide and
tetramethylbenzidine (TMB). The reaction was stopped with HCI and the optical
density was determined at 450 nm in a spectrophotometer using SOFTmax®
PRO 4.0 (Life Sciences Edition, Molecular Devices Corporation). Hip
concentration in the samples was estimated based on a standard curve.

The levels of human histones (H1, H2A, H2B, H3 and H4)-associated-
DNA fragments in the serum samples were quantified by a photometric
enzyme-immunoassay (Roche Life Science; Indianapolis, IN) and the analysis
was performed in accordance with the manufacturer’s instructions.

Magnetic bead-based technology (Invitrogen, Carlsbad, CA) was used to
capture DNA in serum samples. To confirm the presence of M. leprae DNA
fragments in serum samples, amplification of 16 specific VNTR polymorphic
loci was performed using multiplex PCR and fragment length analysis (FLA) as

previously described [34].

Immunohistochemical and immunoflurescence staining
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Immunohistochemical and immunofluorescence staining of frozen skin
tissue was performed as previously described [35,36]. TLR-9 expression was
immune evidenced by specific rabbit polyclonal antibody (Abcam; San Diego,
CA; 1:500 for immunohistochemistry and 1:50 for immunofluorescence). The
images of immunohistochemistry analysis were captured in a Nikon Eclipse
microscope via Infinity software (Lumenera Corporation, Canada). For
immunofluorescence detection, the sections were also incubated with IgG anti-
rabit conjugated to Alexa Fluor 532® (1:300, Molecular Probes, OR). Nuclei
were evidenced by DAPI staining (Sigma, St Louis, MO, USA). Slides were
mounted with Permafluor (Thermo Scientific, CA, USA) and analyzed by an
AxiObserver Z1 Colibri microscope (Zeiss, Gottingen, Germany). Images were
processed by AxioVision software (Zeiss). TLR-9 fluorescent signal mean gray
value from 30 images was measured from six skin biopsies using open source

ImageJ®1 software (Wayne Rasband, NIH, USA).

TLR-9 expression analysis in PBMC

PBMCs from healthy individuals and leprosy patients were isolated from
whole blood by gradient centrifugation using Ficoll-paque (GE Healthcare Life
Sciences; Piscataway, NJ) and divided into 4 x 10° cells per tube, containing
each 20 uL of PBS-1% fetal bovine serum (v/v). PBMCs were treated with Fc-
receptor blocking (human TruStain FcX; Biolegend; San Diego, CA) for 10
minutes and then incubated with surface monoclonal antibodies against CD19,
CD14, and CD123 conjugated with the fluorochromes phycoerythrin (PE),
allophycocyanin (APC), and peridinin chlorophyllprotein (PerCP) respectively,

and their corresponding isotype controls (all from Biolegend) at a concentration
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of 1:10 (v/v) in darkness for 30 minutes at 4°C. The cells populations were
identified as CD19" B cells, CD14" monocytes, and CD14 CD123" pDCs.
PBMCs were then washed in PBS, fixed with 1% paraformaldehyde,
permeabilized with FACS Permeabilizing Solution 2 (PERM2; BD Bioscience;
San Jose, CA) and incubated with monoclonal antibody against TLR-9
conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) and its corresponding isotype
control (Abcam), at a concentration of 1:40 (v/v) in darkness for 30 minutes at
4°C. The cells were then washed in PBS and assessed using FACSAccuri flow
cytometry (BD Bioscience). Data were analyzed using BD Accuri C6 Software,

version 1.0.

In vitro stimulation assays and ELISA

PBMCs from healthy individuals and leprosy patients were isolated as
described above. The cells were cultivated in oval-bottom 96-wells plates at a
concentration of 2 x 10° cells/well in 200 pL of AIM-V medium (GIBCO;
Carlsbad, CA), in humid atmosphere containing 5% CO, at 37°C. The
compound E6446-02 (Eisai Co; Bunkyo-ku, Tokyo, Japan) was dissolved in
non-pyrogenic water and used to treat the PBMCs before addition of stimuli at a
final concentration of 0,2 uM/well for 2 hours. Then, the following stimuli were
used in the cells for additional period of 24 hours: M. leprae whole cell lysate (1
ug/mL), rHIp (0,25 uM), CpG-C ODN 2395 (0,5 uM; Invivogen; San Diego, Ca),
LPS (100 ng/mL; Sigma) and PAM3CSK (30 ng/mL; Invivogen). When the cells
were stimulated with CpG-HIlp complexes, the protein was pre-incubated with
the oligonucleotide for 10 minutes at 37°C prior to the addition to the cells. After

stimulation, the supernatants were harvested, centrifuged and stored at -70°C
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for further mediators measurements. The levels of TNF-a, IL-6 and IL-1f in the
supernatant of PBMC cultures were evaluated by ELISA using DuoSet kit (R&D

Systems), according to the manufacturers’ instructions.

Statistical analysis

All data are analyzed using GraphPad Prism 5 Project (GraphPad
Software Inc.). For the comparisons among the different group of individuals,
the analyses were performed applying One-way analysis of variance test
(ANOVA) and the Bonferroni pos-test. For the comparisons within the same
group of individuals, it was applied the two-tailed Unpaired t test with confidence
intervals of 95%. The value of p < 0.05 was considered as statistically

significant.

75



326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

Results

Skin lesions and peripheral leukocytes of ENL patients express higher
levels of TLR-9 than BL/LL patients

To investigate whether TLR-9 activation is involved in the generation of
the inflammatory cytokine storm observed during ENL, we evaluated the levels
of expression of TLR-9 in skin tissues of ENL and LL patients. For this,
immunoperoxidase technique using antibody against TLR-9 was performed in
skin lesion biopsies from ENL (n=3) and LL (n=3) patients. Alternatively, TLR-9
protein levels were also assessed by immunofluorescence staining.
Immunohistochemistry analysis showed LL lesion characterized by a massive
macrophages infiltration in dermis with faintly labeled cells for TLR-9 (fig. 1a).
On the other hand, in ENL lesion it was possible to observe a more intense
TLR-9 staining in perivascular inflammatory cells present in the dermal infiltrate
(fig. 2b). Immunofluorescence method revealed a similar profile with weakly
expression of TLR-9 in cells present in the LL skin specimen (fig. 1c and e) and
marked labeled cells in the ENL lesion (fig. 1d and f). Quantification using
image quantification revealed that the TLR-9 staining were about 3-fold higher
in ENL than in LL lesions (fig. 19).

Since ENL manifests as a systemic inflammation, we also analyzed the
status of TLR-9 expression in peripheral leukocytes. In humans, TLR-9
expression is associated to monocytes, pDCs and B cells among PBMCs [37—
39]. TLR-9 expression levels were then measured in PBMC from ENL and
BL/LL patients by flow cytometry to identify monocytes (CD14"), pDCs (CD14

CD123") and B cells (CD19%) populations. Since TLR-9 expression is
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constitutively expressed in these cells [40], its modulation was analyzed through
the measure of the median fluorescence intensity (MFI) values. The ex vivo
TLR-9 expression levels were higher in PBMCs from ENL (n=16) when
compared to BL/LL (n=12) patients who showed expression levels similar to
those observed in cells from healthy subjects (n=6) (fig. 2). Some demographic
information of the groups compared in this analysis is shown in table 1. The MFI
values in B cells from ENL were about 2-fold higher than in healthy individuals
(22.1 £ 3.5 and 9.1 * 1.6, respectively; p < 0.01), and about 2-fold higher than
BL/LL patients (22.1 + 3.5 and 12.7 £ 2.1, respectively; p < 0.05) (fig. 2a). The
MFI values in monocytes from ENL were about 2-fold higher than in healthy
individuals (31.6 + 5.7 and 17.4 + 3.6, respectively; p < 0.05), and about 2-fold
higher than BL/LL patients (31.6 + 5.7 and 19.0 + 2.3, respectively; p < 0.05)
(fig. 2b). The MFI values in pDCs from ENL were about 2-fold higher than in
healthy individuals (35.8 £ 6.9 and 17.9 * 3.4, respectively; p < 0.05), and about
2-fold higher than BL/LL patients (35.8 + 6.9 and 19.1 + 3.0, respectively; p <
0.05) (fig. 2c).

Altogether these results indicate a higher expression of TLR-9 both
locally in the skin lesions, as well as in circulating mononuclear cells in ENL
when compared to nonreactional BL/LL patients. These data suggest an up-

regulation of TLR-9 during ENL.

Circulating DNA-histone complexes are higher in ENL patients.
In a following step, we analyzed the presence of TLR-9 agonists in the
circulation of BL/LL and ENL patients. Since DNA-histone complexes are known

to be more potent TLR-9 agonists than DNA alone [23,24], a sandwich ELISA
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was developed to specifically quantify Hlp, the mycobacterial histone-like
protein, in serum samples. Some demographic information of the healthy
individuals (n=10), BL/LL patients (n=9) and ENL group (n=6) compared in this
analysis is shown in Table 1. As shown in fig. 3a, baseline signals of circulating
Hlp (median=32.5 pg/ml, ranging from 11 to 88 pg/ml) were observed in healthy
individuals. However, significantly higher levels of circulating Hlp was detected
in both groups of patients when compared to healthy individuals (median value
BL/LL=227.5 £+ 40.0 pg/ml; p < 0.001; median value ENL=445.3 + 29.9 pg/ml; p
< 0.001). Of note, ENL patients showed about 2-fold higher levels of Hlp than
BL/LL patients (p < 0.001). Interesting, the two BL/LL patients with the highest
Hlp concentration (421 and 397 pg/ml), developed ENL 3 and 2 months after
MDT onset, respectively. Indeed, excluding from the BL/LL group those who
developed ENL 2 to 6 months after beginning of MDT (5 out of the 9 patients),
the median value of this group dropped to 171.8 pg/ml of Hlp, maintaining a p
value less than 0.001 when compared to ENL patients (suppl. fig. 1a). A new
analysis was also performed comparing circulating HIp concentration only in
untreated patients. Treatment and subsequent bacterial killing is supposed to
allow the release of bacterial components into the blood. In contrast to the
BL/LL group, whose serum samples were obtained before the onset of MDT
treatment, most of the ENL patients developed reaction during treatment (4 out
of 6). As shown in supplementary fig. 2, higher levels of Hlp were already
present in ENL patients (n=2) who developed reaction before the beginning of
MDT (405,5 and 522 pg/ml). We also investigated the presence of M. leprae
DNA by a semi-quantitative PCR targeting VNTRs (variable number tandem

repeats) present in pseudogenes or intergenic segments of the M. leprae
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genome. M. leprae DNA was detected 2 out of 5 BL/LL patients and in 3 out of
5 ENL patients (data not shown).

Nucleic acid-sensing TLRs, apart from pathogen recognition and initiation
of innate immunity in response to infection, are also capable of recognizing
endogenous ligands, being implicated in diseases and sterile inflammation
[30,31]. During ENL, an extensive tissue damage occurs [41] leading to the
release of human DNA-histone complexes that can finally reach the blood. Our
next step was, then, to investigate the potential concomitant input of host-
derived DNA-histone complexes in ENL. Some demographic information of the
healthy individuals (n=17), BL/LL patients (n=19) and ENL group (n=21)
compared in this analysis is shown in table 1. As shown in fig. 3b, baseline
signals of circulating human DNA-histone complexes were observed in healthy
individuals (median O.D. = 0.06, ranging from 0 to 0.39). The median value of
BL/LL (0.26 + 0.12) was higher but not significantly different from the healthy
group. However, significantly higher levels of circulating human DNA-histone
complexes were detected in ENL patients when compared to healthy individuals
and BL/LL patients (median value = 0.88 + 0.14; p < 0,001 and p < 0.05,
respectively). Interesting, among the BL/LL patients with the highest levels,
most developed ENL between 2 to 6 months after MDT onset. Indeed,
excluding from the BL/LL group those individuals (9 out of the 19 patients), the
ENL patients showed about 4-fold higher levels of human DNA-histone
complexes than BL/LL patients (p < 0,01) (suppl. fig. 1b). Altogether, these
results show that ENL patients display higher levels of human and
mycobacterial DNA-histone complexes than BL/LL patients and healthy

subjects that could potentially act as TLR-9 ligands during ENL.
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PBMCs from ENL patients secrete higher levels of pro-inflammatory
cytokines in response to the CpG-HIlp complex

The occurrence of ENL is associated with high levels of circulating TNF-
a, IL-6 and IL-1p [9,42—44]. It has been also shown that PBMCs from ENL
patients secrete higher levels of TNF-a in response to M. leprae sonicate
[14,15]. In the previous sections of this study we were able to show that PBMCs
from ENL express higher levels of TLR-9 and that ligands for this receptor were
also found in higher concentrations in the circulation of these patients. In the
next step of this study we evaluated the contribution of TLR-9 to the known
higher responsiveness of ENL PBMCs to M. leprae. Some demographic
information of the healthy individuals (n=13), BL/LL patients (n=17) and ENL
group (n=20) compared in this analysis is shown in table 1. PBMCs were
isolated and stimulated in vitro with suboptimal dose of CpG complexed to Hip
or M. leprae sonicate used as a positive control. It is important to mention that
Hlp augments the immunostimulatory activity of CpG [45], which is recognized
by the TLR-9 receptor. As the TLR-1/2 involvement in the leprosy evolution has
been previously described [46], the cells were also treated with PAM3CSK, a
TLR-1/2 ligand. After 24 hours of treatment TNF-a, IL-6 and IL-13 were
quantified in the supernatant by ELISA. The results presented in supplementary
fig. 3 confirmed that PBMCs from ENL patients produce significantly more pro-
inflammatory mediators in response to M. leprae sonicate than PBMCs from
nonreactional BL/LL patients and healthy individuals. TNF-o. median values
were significantly higher in stimulated cultures of ENL patients when compared

to BL/LL (p < 0.001) and healthy subjects (p < 0.001) (Healthy=193 + 77.7
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pg/ml, BL/LL=490 + 103.5 pg/ml and ENL=1141 + 150.6 pg/ml). A similar
behavior was found when IL-6 was monitored. IL-6 median values were
significantly higher in stimulated cultures of ENL patients when compared to
BL/LL (p < 0.001) and healthy subjects (p < 0.001) (Healthy=198.5 + 153.5
pg/ml; BL/LL=581 = 98.87 pg/ml and ENL=1108 + 95.7 pg/ml). In the context of
IL-B, significantly higher median levels were observed when stimulated cultures
of ENL were compared with those of healthy individuals (p < 0.03), and a trend
of significant difference was observed when compared to BL/LL patients (p =
0.059) (Healthy=37.5 + 22.8 pg/ml; BL/LL=94.5 + 34.1 pg/ml and ENL=180 *
62.7 pg/ml).

PBMCs stimulated with CpG or HIp alone did not release detectable
levels of TNF-a, IL-6 and IL-1p the baseline levels observed in unstimulated
cultures (fig. 4). In contrast, stimulation with the CpG-HIp complex significantly
enhanced the secretion of TNF-a and IL-6 in the group of ENL patients in
comparison to BL/LL patients (TNF-a, p < 0.001; IL-6, p < 0.001) and healthy
subjects (TNF-a, p < 0.001; IL-6, p < 0.01). The median values for TNF-a were
healthy=543 + 165.1 pg/ml, BL/LL=448 + 138.2 pg/ml and ENL=1613 + 253.2
pg/ml; and for IL-6 were healthy=360 + 123.8 pg/ml, BL/LL=389 + 66.73 pg/ml
and ENL=846.3 + 165.8 pg/ml. It was possible to observe a tendency of
increased levels of IL-1p in PBMC culture supernatants from ENL patients
stimulated with CpG-HlIp but this increase did not achieve a significant level (fig.
4). When compared to paired unstimulated cultures, PAM3CSK also induced
the secretion of TNF-q, IL-6 and IL-1p in PBMC cultures of all groups. However

when PAM3CSK-stimulated cultures of healthy subjects, BL/LL patients and
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ENL patients were compared, no significant difference in the levels of secreted
TNF-a, IL-6 and IL-1p was observed, indicating the not involvement of TLR-1/2
in the higher responsiveness of ENL PBMCs to M. leprae. These results
suggest that the exacerbated inflammatory response of peripheral mononuclear
cells to M.leprae components during ENL is due at least in part to an

upregulation of TLR-9 expression in these cells.

DNA-sensing receptors play a major role in M. leprae innate recognition
during ENL
To confirm the involvement of TLR-9 in the pathogenesis of ENL, we tested the
capacity of a synthetic antagonist of nucleic acid-sensing TLRs (TLR-7 and
TLR-9), named E6446, to inhibit the secretion of pro-inflammatory cytokines by
PBMCs isolated from ENL patients in response to M. leprae. Cells were pre-
treated with E6446 and then stimulated for 24 hours with M. leprae sonicate.
Alternatively, cultures were stimulated with the CpG-HIp complex and also with
LPS included as controls for checking drug specificity. Measurements of pro-
inflammatory mediators in the PBMC supernatants showed that E6446
significantly diminished TNF-a, IL-6 and IL-1p production in response to M.
leprae sonicate (fig. 5). The median values of TNF-a showed a decrease of
about 68% (control=1151 *+ 150.6 pg/ml; + drug=372 = 83.4 pg/ml; p < 0.001)
within a range between 54 and 78%; and 17 out of the 18 patients responded to
the drug. IL-6 levels diminished by 38% (control=1107 + 99 pg/ml; + drug=681 +
121.4 pg/ml; p < 0.01) within a range between 20 and 54 % (13 out of 18
patients responded). IL-1p of 42% (control=195 + 65.7; + drug=92 = 38.4; p <

0.05) within a range between 3 and 66% (10 out of 18 patients responded). As
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expected, the TLR-9 antagonist showed no effect in the levels of cytokines
secreted in response to a TLR-4 agonist (LPS), while the median values of
TNF-a, IL-6 and IL-1B decreased about 83% (p < 0.01), 53% (p < 0.01), and
68% (p < 0.001), respectively, in response to CpG-HIp (fig. 5). These data
indicate a major involvement of TLR-9 in ML triggering pro-inflammatory

cytokine secretion during ENL.
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Discussion

The critical role of Toll-like receptors (TLRs) as mediators of pathogen
recognition by the innate immune system is now firmly established. Such
recognition results in the initiation of an inflammatory immune response and
subsequent instruction of the adaptive immune system, both of which are
designed to rid the host of the invading. However, the excessive activation of
TLRs has been implicated in the pathogenesis of several inflammatory and
autoimmune diseases [47]. Nucleic acids are very highly immunostimulatory
molecules, being among the preferable ligands recognized by TLRs [48].
Among the nucleic acid sensing TLRs, TLR-9 has been implicated in the
recognition of mycobacterial DNA [20]. In a previous study, it was demonstrated
that 57% of patients undergoing MDT presented reaction, with 55% having ENL
[2]. During MDT a massive bacterial killing allows the release of mycobacterial
components including DNA, which can stimulate the innate immune system
favoring the release of pro-inflammatory cytokines. The data presented in this
study suggest a major role of TLR-9 activation in the generation of pro-
inflammatory cytokines during ENL triggered by both bacterial and self ligands.

The higher levels of TLR-9 simultaneously found in the skin lesions as
well as in circulating mononuclear cells of ENL, together with the higher
detection levels of TLR-9 ligands in sera of ENL patients, points to an important
role of this innate immunity pathway in the activation of inflammation that occurs
during ENL. In the blood, B cells, monocytes and pDCs, the three major cell
types known to express TLR-9 [37-39], where found with enriched expression

of this receptor. Whether TLR-9 is upregulated in these cell types as a
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consequence of ENL, or whether lepromatous leprosy patients displaying higher
constitutive levels of this receptor are more susceptible to develop ENL is
something that needs future investigation. We also confirmed that TLR-9 is
functional, since higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-18 were produced by ENL
PBMCs in response to complexes of oligodesoxynucleiotides containing
unmethylated CpG motifs with the mycobacterial histone-like protein Hlp. The
higher expression of TLR-9 in the skin lesions could be related in part to
monocytes, found in large abundance in the inflammatory infiltrate [49], with
potentially some contribution of pDCs and B cells which might also migrate to
the lesions [49-52]. Actually pDCs and their activation by self nucleic acids
have been implicated in several skin inflammatory diseases such as cutaneous
lupus [53] and psoriasis [54]. Finally, neutrophils, frequently found in ENL
lesions [55] and known to express high levels of TLR-9 [56,57], might also be
contributing to the higher levels of TLR-9 seen in ENL lesions.

ML DNA probably complexed to Hlp likely constitutes a major trigger of
endosomal TLR-9 activation during ENL since higher levels of HIp and a higher
detection rate of ML DNA were found in ENL patient’'s serum samples as
compared to nonreactional BL/LL patients. Both MDT and ENL itself, which has
been described to enhance bacterial killing [58], might be responsible for the
release of bacterial components in the infected tissues that ultimately will reach
the circulation. The capacity of oligonucleotide CpG-HIp complexes to activate
the TLR-9 pathway in ENL was confirmed by in vitro assays. Our results
showed hyperresponsiveness of ENL PBMCs upon stimulation of the cells with
sub-optimal concentrations of CpG-Hlp complexes. ENL PBMCs secreted

higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-1B, known to be prevalent in ENL serum
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[9,42,43] correlating with the higher expression of TLR-9 detected in these cells.
Among PBMCs, besides monocytes, pDCs are also able to produce these
cytokines in response to TLR-9 ligands [59] and can be contributing to the
inflammation state of these patients. Of note, this higher production of pro-
inflammatory cytokines by PBMCs derived from ENL patients was not observed
when a TLR-2 ligand was used as stimulant, suggesting that although TLR-2
has been described as important recognition pathway for the leprosy bacillus
[46] and potentially involved in neutrophil recruitment to ENL lesions [60], is not
upregulated during ENL, at least in the context of circulating mononuclear cells.
Thus, the hyperresponsiveness of ENL PBMCs described in previous studies
[14,15] and herein confirmed can at least be partially attributed to the higher
level of TLR-9 expression in these cells.

A second physiological TLR-9 ligand found in ENL sera was endogenous
DNA-histone complexes probably derived from the extensive tissue damage
observed in these episodes [41]. It is well established the major role that self
nucleic acids, when complexed to basic proteins or to autoantibodies, play in
the pathogenesis of several inflammatory and autoimmune diseases by
triggering TLR-7/TLR-9 with subsequent pro-inflammatory cytokine production
[54,61]. It has been recently shown that SLE neutrophils die by NETosis and
that SLE NETs contain large amounts of DNA and basic proteins that can
activate pDCs to produce high levels of IFN-a in a DNA and TLR-9 dependent
manner [62]. Due to its involvement in ENL, neutrophils are among the cell
candidates in ENL lesions that could act as major sources of these complexes.
Further investigation is necessary to confirm whether this is also the case in

ENL.
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It is also tentative to propose that endogenous nucleic acids-containing
immune complexes (IC) could be acting as a third category of TLR-9 ligands in
ENL. The strong humoral immune response seen in BL/LL patients together
with concomitant generation of autoantibodies described by several studies
[63—68] and the detection of circulating IC [5] reinforce this possibility.

The magnitude of the nucleic acid sensing innate pathways in ENL
pathogenesis was confirmed by the capacity of E6446, a bifunctional TLR-
7/TLR-9 inhibitor, to block in an expressive way the production of TNF-a, IL-6
and IL-18 by PBMCs from ENL patients in response to whole ML sonicate.
Since E6446 also blocks the signaling by TLR-7, we cannot rule out the
participation of this TLR in ENL. The activation of TLR-7 by RNA-containing
immune complexes in conjuction with TLR-9 has been shown to play a critical
role in SLE as well as other inflammatory and autoimmume states including
cutaneous skin diseases [54]. The detection of anti-nuclear autoantibodies in
multibacillary leprosy patients [65,69,70] reinforces this idea. So, the potential
involvement of TLR-7 in ENL deserves to be explored in future studies. .

The capacity of TLR-7/TLR-9 antagonist to decrease the production of
TNF-a by PBMCs from ENL patients in response of ML components resembles
that seen with thalidomide, the drug of choice for the therapy of ENL [71,72].
TNF-a is a key cytokine mediating the clinical manifestations and tissue injury in
ENL, and thalidomide, a drug that specifically inhibits TNF-o production by
monocytes in vitro [71,72], has a prompt and dramatic effect, decreasing
inflammation and enhancing patient well-being. However, due to its teratogenic

effects, thalidomide has a restricted use to males.
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In conclusion, our findings strongly suggest a fundamental importance of
ML nucleic acids and endogenous DNA in triggering inflammatory mediators
during ENL. We propose that bacterial DNA-histone complexes would play a
major role at the onset and early stages of ENL, followed by an amplification
phase of the inflammation triggered by endogenous nucleic acids-protein
complexes that would predominate in chronic ENL. Interestingly, ENL displays
several similarities with SLE pathogenesis. In SLE, Type | IFNs are central to
disease pathogenesis and pDCs activated by nucleic acid-containing immune
complexes are the major source of these cytokines. Once activated by self
DNA/chromatin or small nuclear ribonucleoprotein particle (ShnRNP)-containing
immune complex, pDCs migrate from the blood into inflamed tissues including
the skin and kidney. Of note, it has been recently shown that the TLR-7/TLR-9
activation pathway is resistant to corticosteroid therapy in pDCs, explaining the
requirement of high doses of the drug for the management of chronic SLE.
Furthermore, an associating of corticoid with TLR-7/TLR-9 inhibitors renders a
significant amelioration in experimental mouse models of SLE [53].
Interestingly, patients with chronic and severe forms of ENL do not respond
satisfactorily to corticosteroid treatment, thalidomide being particularly very
effective in these cases [4]. Thalidomide has also been successfully used for
control of SLE and several other inflammatory diseases [73], suggesting that
the activation of endosomal nucleic acid TLRs is sensitive to this drug. This
opens up the potential to use inhibitors of nucleic acids TLR signaling as novel
alternative therapeutic agents for the treatment of ENL. Indeed, the
development of ambiguous TLR-7/TLR-9 inhibitors for use as effective drugs for

the treatment of several inflammatory diseases has become an active field in
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the last decade. Currently several drugs are under clinical phase trials for
treatment of diseases such as SLE, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis,
psoriasis, and colitis [74]. Additionally, the suppressive action of these drugs,
particularly E4664, has been shown previously in cerebral malaria models [75],
where the major role of nucleosomes (histones+DNA) recognition with the
subsequent production of inflammatory mediators has been demonstrated
[23,24]. These drugs can complement the effects of corticoids emerging as a
potential alternative for an effective treatment of ENL leading to nerve injury and

deformities prevention in leprosy.
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Table and figure legends

Table 1. Demographic characteristics and epidemiological data of individuals

included in the study.

Fig. 1. TLR-9 is up-regulated in ENL skin lesions. Representative skin
lesions upper dermis images of immunohistochemistry (a and b) and
immunofluorescence (c-f) of nonreactional LL (a, ¢ and €) and ENL (b, d and f)
patients evidencing TLR-9 in red. Inflammatory infiltrates observed during ENL
(black and white asterisks) present high expression of TLR-9. g TLR-9 signal
intensity from 30 fields, captured from three LL and three ENL patients is

shown. Nuclei are evidenced in blue. Scales bar means 100 um in all figures.

Fig. 2. Peripheral mononuclear cells of ENL express higher levels of TLR-
9. PBMCs were isolated and TLR-9 expression levels were quantified by flow
cytometry in B cells (CD19%), monocytes (CD14") and plasmacytoids dendritic
cells (CD14'CD123%). M.F.l., Median Fluorescence Intensity. Box plots show
median, interquartile range, sample minimum, and maximum. Dots represent
individual donors. Green dot shows outlier. BL, borderline lepromatous; LL,
lepromatous leprosy; ENL, erythema nodosum leprosum (* p < 0,05; ** p <

0,01).

Fig. 3. Circulating pathogen- and host-derived DNA-histone complexes
levels are higher in ENL patients. Serum samples from nonreactional BL/LL

patients and patients undergoing ENL were analyzed for the levels of (a) M.
102



964

965

966

967

968

969

970

971

972

973

974

975

976

977

978

979

980

981

982

983

984

985

986

987

988

leprae histone-like protein (HIp), and (b) human DNA-histone complexes.
Serum samples from healthy volunteers were included as controls.
Quantification of circulating Hlp was performed by a specific sandwich Elisa.
Purified rHIp from M. leprae was used to build the standard curve. Human
histone-DNA complexes levels were assessed using a commercial ELISA Kkit.
Box plots show median, interquartile range, sample minimum, and maximum.
Dots represent individual donors. BL, borderline lepromatous; LL, lepromatous

leprosy; ENL, erythema nodosum leprosum (* p < 0,05; *** p < 0,001).

Fig. 4. PBMCs from ENL are more responsive to CpG-HIp than BL/LL cells
producing higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-1p. PBMCs were stimulated for
24 hours with CpG, Hlp, CpG-HIp or PAM3CSK and the cytokine levels were
analyzed by commercial sandwich ELISA in the culture supernatants. UT,
untreated; BL, borderline lepromatous; LL, lepromatous leprosy; ENL, erythema
nodosum leprosum. Box plots show median, interquartile range, sample
minimum, and maximum. Dots represent individual donors. Green dots show

outliers (* p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Fig. 5. A TLR-9 antagonist inhibits M. leprae-induced pro-inflammatory
cytokines secretion by peripheral mononuclear cells of ENL patients.
PBMCs were pretreated with E6446 followed by stimulation for 24 hours with M.
leprae sonicate. The cytokines levels in the culture supernatants were analyzed
by commercial ELISA. CpG-HIp and LPS were used as positive and negative
controls, respectively. UT., untreated; ML., M. leprae sonicate. Box plots show

median, interquartile range, sample minimum, and maximum. Dots represent
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individual donors. Green dots show outliers (* p < 0,05; * p < 0,01; *** p <

0,001).

Suppl. fig. 1. Circulating pathogen- and host-derived DNA-histone
complexes levels are higher in ENL patients. Serum samples from
nonreactional BL/LL patients and patients undergoing ENL were analyzed for
the levels of (a) M. leprae histone-like protein (HIp), and (b) human DNA-
histone complexes. Serum samples from healthy volunteers were included as
controls. Quantification of circulating Hlp was performed by a specific sandwich
Elisa. Purified rHIp from M. leprae was used to build the standard curve. Human
histone-DNA complexes levels were assessed using a commercial ELISA kit.
Box plots show median, interquartile range, sample minimum, and maximum.
Dots represent individual donors. BL, borderline lepromatous; LL, lepromatous

leprosy; ENL, erythema nodosum leprosum (* p < 0,05; *** p < 0,001).

Suppl. fig. 2. Circulating levels of Hlp in untreated BL/LL and ENL
patients. Serum samples from healthy volunteers were included as controls.
Quantification of circulating Hlp was performed by a specific sandwich ELISA.
Purified rHIp from M. leprae was used to build the standard curve. Box plots
show median, interquartile range, sample minimum, and maximum. Dots
represent individual donors. BL, borderline lepromatous; LL, lepromatous

leprosy; ENL, erythema nodosum leprosum (* p < 0,05; *** p < 0,001).

Suppl. fig. 3. Secretion of TNF-a, IL-6 and IL-1p by PBMCs from ENL and

nonreactional multibacillary leprosy patients (BL/LL) in response to M.
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leprae sonicate. PBMCs were stimulated for 24 hours with M. leprae sonicate
and the cytokine levels were analyzed by commercial sandwich ELISA in the
culture supernatants. UT, untreated; BL, borderline lepromatous; LL,
lepromatous leprosy; ENL, erythema nodosum leprosum. Box plots show
median, interquartile range, sample minimum, and maximum. Dots represent
individual donors. Green dots show outliers (* p < 0,05; * p < 0,01; *** p <

0,001).
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DISCUSSAO

Apesar do uso de antibidticos e programas de vacinacdo, as doencas
infecciosas continuam sendo uma das grandes causas de morbidade e
mortalidade mundial (WHO, 2014). Estudos epidemiolégicos mostram que a
maioria destas doencas ainda ndo estdo proximas de serem erradicadas
(Ministério da saude, 2010). Associado a isso, h4d o aumento de cepas
resistentes a mdltiplas drogas. Isso demonstra a necessidade do
desenvolvimento de novos medicamentos e métodos de prevencdo e,
consequentemente, a importancia de entender como as bactérias causam
doencas.

A hanseniase € um bom exemplo de doenca que, apesar da
disponibilidade de um regime efetivo de tratamento com antibidticos, ainda
constitui um grave problema de salde publica em alguns paises do mundo,
inclusive no Brasil, que se encontra em segundo lugar no nimero de casos da
enfermidade (WHO, 2014).

Algumas caracteristicas peculiares do M. leprae, agente etiolégico da
hanseniase, sdo a causa de algumas dificuldades no entendimento de sua
patogenia. Este bacilo € um patdgeno intracelular obrigatério que, até os dias
de hoje, ndo é possivel ser cultivado in vitro, o que representa uma limitacdo na
utilizacdo de técnicas genéticas, bioquimicas e imunolégicas para o estudo de
sua biologia. Além disso, possui um tempo de geracdo de quase duas
semanas, apresentando um crescimento muito lento, que leva a uma doenca
crdnica com longos periodos de incubacao, podendo variar de dois a dez anos
para o aparecimento das manifestacdes clinicas (revisto por Scollard et al.,
2006). Isto representa um desafio para os estudos epidemiolégicos e para o
entendimento dos eventos iniciais da doenca, jA que é dificil saber como e
guando um individuo com sintomas clinicos da doenca entrou em contato com
a bactéria.

Outro fator importante a ser mencionado é que a grande maioria dos
individuos expostos ao M. leprae ndo desenvolvem a doenca e, uma minoria
susceptivel — possivelmente devido a associacdo de fatores imunolégicos e
genéticos — manifesta a doenca dentro de um espectro de formas variaveis de
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acordo com a resposta imunologica montada frente ao bacilo. Sabe-se também
que ao longo do curso crénico da hanseniase, os pacientes podem apresentar
abruptos episodios imuno-inflamatoérios, como resultado de uma reativagdo da
resposta imunologica do individuo.

A ativacdo da resposta imune inata esta diretamente relacionada com a
ligagéo de receptores de reconhecimento de padres moleculares com seus
respectivos agonistas, os quais podem estar presentes em patdogenos (PAMPS)
ou ter origem enddgena (DAMPSs). Estudos sobre a resposta do hospedeiro a
infeccdo pelo M. leprae tém se centrado principalmente na analise do receptor
TLR-2 (revisto por Krutzik & Modlin, 2004), que é ativado por peptideoglicanos,
glicolipideos e lipoproteinas. Contudo, o reconhecimento in vivo do patégeno
parece depender de diferentes receptores TLRs. Deste modo, o objetivo geral
do presente trabalho foi investigar o envolvimento do receptor TLR-9 na
ativacdo da resposta imune do hospedeiro durante a infeccdo pelo M. leprae. O
TLR-9 reconhece sequencias ricas em motivos CpG n&o-metilados, mais
abundantemente presentes em DNA de origem viral ou bacteriana (revisto por
Krieg, 2002). Antes mesmo da caracterizacdo do mecanismo de
reconhecimento via TLR-9, as propriedades imunoestimuladoras do DNA
isolado de BCG e de outras bactérias ja haviam sido descritas (Tokunaga et al.,
1984; Yamamoto et al.,, 1992). O receptor TLR-9 estd localizado em
compartimentos de membrana intracelular, tais como o0 reticulo
endoplasmatico, o endossomo e o lisossomo (Leifer et al., 2004; Latz et al.,
2004).

Numa primeira etapa do nosso trabalho, avaliamos se o TLR-9 estaria
envolvido na ativacdo da reposta imune inata em células epiteliais alveolares
da linhagem A549 infectadas com M. leprae.

A célula epitelial respiratéria constitui a primeira célula que o patégeno
entra em contato, representando o primeiro desafio a ser vencido no processo
de colonizacdo do hospedeiro. A interacdo com a mucosa respiratoria € um
evento chave na patogénese da hanseniase, por constituir a provavel porta de
entrada para o M. leprae (Job et al., 2008; Martinez et al., 2010; Martins et al.,
2010). Nosso grupo demonstrou anteriormente que as células A549 séo
altamente susceptiveis a uma infeccdo com M. leprae (Silva et al., 2013). Por
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outro lado, foi demonstrado em estudos anteriores que tais células sdo capazes
de modular a inflamacao local e gerar uma resposta imune especifica contra as
micobactérias, através da producdo de uma série de mediadores que recrutam
células do sistema imune ao local da infeccdo (Mayer et al., 2007; Sharma et
al., 2007; Wickremasinghe et al., 2004; Medzhitov et al., 1997) e de moléculas
microbicidas que agem diretamente contra o patégeno (Roy et al., 2004; Rivas-
Santiago et al., 2005, 2008; Méndez-Samperio et al., 2006, 2008). Pneumaocitos
do tipo Il também podem expressar moléculas na sua superficie que o tornam
capazes de apresentar antigenos e/ou ativar os linfocitos T (Cunningham &
Kirby et al, 1995; Corbiére et al, 2011; Li et al., 2011; Shen et al, 2014). Como a
maioria dos individuos expostos ao M. leprae ndo evoluem para a doenca,
acreditamos que estas células sdo essenciais na geracdo de uma resposta
imune protetora necessaria para conter a infeccdo. Sendo assim, o
entendimento dos mecanismos imunopatogénicos associados com a interacao
M. leprae - células epiteliais podera contribuir para o desenvolvimento de
vacinas intranasais que possam controlar infeccbes micobacterianas (Kohama
et al, 2008; Dou et al., 2012; Tyne et al., 2013). Como o0s antigenos
imunizantes séo introduzidos no trato respiratério, desenvolve-se, com isso,
uma reagdo imunoldgica local, impedindo um posterior estabelecimento da
infeccédo (revisto por Oliveira et al., 2007).

Para complementar os dados obtidos por Silva e colaboradores (2013) e
baseado nos resultados publicados que mostraram uma ativacao da imunidade
inata em células epiteliais respiratérias pelo M. tuberculosis e por diferentes
moléculas com propriedades imunoestimuladoras, 0os experimentos iniciais do
presente trabalho buscaram avaliar a capacidade do M. leprae em estimular a
resposta imune nas células epiteliais alveolares A549.

Nosso primeiro passo foi analisar se o M. leprae seria capaz de induzir a
secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e moléculas microbicidas nas células
A549. Como néo € possivel manter a viabilidade in vitro do M. leprae por
longos periodos, as analises foram feitas utilizando a bactéria viva ou morta por
radiacdo, o qual mantém sua estrutura intacta. Desta maneira, foi possivel
inferir se a viabilidade do patégeno teria alguma influéncia em nossas analises.
Dentre os mediadores avaliados, somente as quimiocinas IL-8 e MCP-1
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apresentaram niveis alterados nos sobrenadantes das culturas celulares
infectadas com o bacilo (Figura 11), ndo sendo possivel observar aumento na
secrecdo de NO nem dos mediadores IL-6, TNF-a. e RANTES (dados né&o
mostrados). Tanto em 24 como em 48 horas o M. leprae induziu uma maior
secrecdo de IL-8 e MCP-1 em relacdo as células nao tratadas. Observamos
também que esta inducdo se mostrou independente da viabilidade do bacilo.
Os dados com IL-8 foram confirmados utilizando técnica de PCR quantitativo.
Através desta metodologia, observamos em 24 horas um aumento na
transcricdo génica da quimiocina nas células que receberam estimulo com M.
leprae em comparacéo as culturas sem estimulo, no entanto, inesperadamente,
este efeito somente ocorreu ao utilizarmos o bacilo morto (Figura 12A). O
tempo de 6 horas de estimulo ndo foi suficiente para observarmos nenhum
aumento da transcricdo do gene il8 induzido pela bactéria. Podemos pensar
gue um periodo intermediario entre 6 e 24 horas de estimulo seja necessario
para detectarmos a expressao da citocina pelo bacilo vivo.

Apesar do M. leprae ser reconhecidamente um fraco indutor da ativacéo
imune de macrofagos e células dendriticas in vitro (Suzuki et al., 1993; Murray
et al., 2007), nossos achados se assemelham com trabalhos anteriores no
contexto de mondcitos humanos, em que foi mostrado uma inducdo da
producdo de MCP-1 pelo M. leprae (Sinsimer et al., 2010). Além disso, através
de técnicas de imunohistoquimica, foi possivel encontrar uma alta expressao
desta quimiocina em bidpsias de nervo de pacientes em estagio avancado de
hanseniase, e a sua presenca foi associada com o recrutamento de
macrofagos ao local da infeccdo e o desenvolvimento de fibrose (Medeiros et
al., 2015). MCP-1 é uma molécula quimioatraente de linfocitos T CD4" e
mondcitos (Taub et al., 1995) desempenhando, com isso, um papel critico no
inicio da resposta imune local. No que diz respeito a IL-8, j& foi demonstrado
gue mondcitos isolados de pacientes lepromatosos secretam espontaneamente
a quimiocina in vitro, ao contrario do observado com TNF-a, em que nenhuma
secrecdo foi observada (Hasan et al., 2004). Neste mesmo trabalho foi
demonstrado que mondcitos de individuos sadios passam a secretar IL-8 frente
a um estimulo com M. leprae. Aléem disso, a presenca da quimiocina foi

identificada em lesdes de pele de pacientes lepromatosos (Yamamura et al.,
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1992). IL-8 atrai predominantemente neutréfilos, células encontradas em
abundancia em infiltrados inflamatérios de pacientes com hanseniase que
desenvolveram ENH (Foss et al., 2003). Neste contexto, acreditamos que estas
guimiocinas estariam participando na eliminacdo do patégeno ainda no trato
respiratorio através do recrutamento de células classicas do sistema imune.

As células A549 também expressam peptideos antimicrobianos, como
HBD-2, quando s&o infectadas com M. tuberculosis ou BCG (Rivas-Santiago et
al.,, 2005; Méndez-Samperio et al., 2006). De posse desta informacao,
passamos a analisar o mesmo efeito utilizando agora o M. leprae como
estimulo. Nossos dados indicam que tanto o bacilo vivo quanto o morto
induziram um aumento na transcricdo génica de hpd2 nas células A549.
(Figura 12B). Neste experimento utilizamos o BCG como controle positivo, no
entanto ndo conseguimos observar nenhuma diferenca na expressao de HBD-2
apos este estimulo. Este resultado contraditério pode ser devido a diferenca na
linhagem de BCG utilizada. No trabalho de Méndez-Samperio e colaboradores
(2006) onde o BCG induz a producéo de HBD-2, foi utilizada a cepa Danish
(ATCC 35733) e em nosso estudo utilizamos a cepa Pasteur 1173P2. Como as
cepas de BCG apresentam diferencas nas suas propriedades imunoldgicas
(Horwitz et al., 2009), esta pode ser uma explicagdo para a auséncia de HBD-2
em resposta ao BCG nos nossos experimentos.

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas efetoras que participam da
imunidade inata devido a sua habilidade em atuar diretamente na eliminacao
de microrganismos (revisto por Bahar & Ren, 2013). Estudos in vitro, utilizando
macréfagos humanos transfectados com o gene de hpd2 e infectados com M.
tuberculosis, sugerem que o0 peptideo esta envolvido no controle do
crescimento da bactéria (Kisich et al., 2001). Sendo assim, podemos sugerir
que o HBD-2 poderia estar participando, juntamente com os mediadores pro-
inflamatorios, na resposta imune contra o M. leprae no inicio da infeccéo pelo
patogeno.

Numa etapa seguinte do trabalho, investigamos o efeito da estimulag&o
das células A549 com o M. leprae sobre a expressdo da molécula co-

estimuladora CD80 e do MHC-II. Os resultados foram comparados com as
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células ndo tratadas ou estimuladas com BCG. A idéia de realizar este
experimento surgiu pelo fato das células epiteliais alveolares terem a
capacidade de expressar diferentes moléculas de adesdo, além do MHC-II,
frente a diversos estimulos (Cunningham & Kirby et al, 1995; Corbiére et al,
2011; Li et al., 2011; Shen et al, 2014). Além disso, no pulmao reside um
grande numero de linfécitos T com fendtipos caracteristicos de células de
memoria (Saltini et al., 1988; Becker et al.,, 1990). Os dados mostrados na
Figura 13 indicam que tanto o BCG, como o M. leprae vivo ou morto foram
capazes de induzir um aumento na expressdo de CD80 na superficie das
células, ndo sendo possivel observar o mesmo efeito na expressédo de MHC-II
(dado ndo mostrado). Estes resultados sugerem que, apos a infec¢gdo com o M.
leprae, as células epiteliais ndo somente recrutam linfécitos T, através da
producdo dos mediadores pro-inflamatorios, mas também podem auxiliar na
sua ativagao.

Para melhor entender o mecanismo de indugcéo das quimiocinas IL-8 e
MCP-1 nas células A549 pelo M. leprae, nés investigamos o envolvimento do
fator de transcricdo NF-xB na infeccdo pelo patdgeno. Antes de analisarmos se
a secrecao das quimiocinas estaria relacionada com a ativacdo de NF-kB, nés
verificamos a influéncia do M. leprae na translocacdo nuclear do fator de
transcricdo nas células A549 e constatamos que o bacilo é capaz de induzir um
aumento significativo da concentracdo da subunidade p65, molécula que
compde o dimero protéico de NF-kB, no nucleo das células (Figura 14). Para
analisarmos a participacdo do NF-«kB na secrecdo das quimiocinas induzidas
pelo M. leprae, utilizamos uma droga chamada wedelolactone. Esta droga
impede a degradacao do inibidor de NF-kB, conhecido como IxB, responsavel
por reter o fator de transcricdo no citoplasma impedindo a sua translocacao
para o nucleo e a transcricdo de genes. Deste modo, constatamos que
somente o IL-8 foi dependente da ativacdo de NF-kB nas células infectadas
pelo M. leprae (Figura 15A). Ao tratarmos as células A549 com a droga, o
perfil de secrecdo da IL-8 nas culturas estimuladas com o M. leprae se
assemelhou aos niveis basais. Este mesmo efeito ndo foi observado quando

dosamos MCP-1 (Figura 15B), sugerindo a participacdo de outros fatores de
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transcricdo na producdo desta quimiocina. Esta hipdtese se suporta em
estudos que mostraram outras vias transcricionais na producdo de MCP-1.
Caselli e colaboradores (2012) mostraram que a inibicdo da via de NF-kB em
células endoteliais inibiu somente parcialmente a producdo da quimiocina apos
uma infeccdo com herpesvirus 8 humano (HHV-8), ao contrario do observado
apos o silenciamento do fator ativador de trancricdo 4 (ATF-4), onde a
expressao de MCP-1 foi significativamente diminuida (Caselli et al., 2012). Um
outro estudo mostrou que a inducédo da producdo de MCP-1 por Helicobacter
pylori, em células epiteliais gastricas, foi dependente da via janus quinases
ativadas 2/ativador de transcricdo e transducédo de sinal 3 (Jak2/STAT3) (Cho
et al., 2013).

Numa préxima etapa do estudo, passamos a investigar a capacidade da
proteina HIp de M. leprae, quando combinada ou ndo a DNA, de induzir a
secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e NO nas células A549. A Hlip foi
descrita como uma adesina importante na interacdo de micobactérias com
células epiteliais respiratorias devido a sua ligacdo a glicosaminoglicanas
presentes na superficie celular (Aoki et al., 2004; Lima et al, 2005; Lefrancois et
al., 2011; Dias et al., 2012; Silva et al., 2013). Além de se ligar a
glicosaminoglicanas, a Hlp possui a capacidade de se ligar ao DNA bacteriano
regulando a expressao génica (Furugen et al., 2001; Matsumoto et al., 1999).
Um estudo mostrou que o complexo CpG-Hlp, gerado devido a capacidade da
Hlp de se ligar ao DNA, foi capaz de ser reconhecido pelo receptor TLR-9,
ativando a resposta imune inata e aumentando a resposta imune celular e
humoral especifica contra a HIlp em camundongos da linhagem C3H/HelJ
infectados com M. tuberculosis (Matsumoto, et al., 2005).

A Hlp recombinante de M. leprae usada no presente trabalho foi
purificada em nosso laboratério. Como a proteina foi produzida em E. coli, uma
etapa critica para avancar no nosso estudo foi avaliar a possivel contaminacéo
da nossa preparacdo de rHIp com LPS, um forte indutor de resposta imune
inata. Como as células epiteliais também expressam TLR-4 (MacRedmond et
al., 2005; Zhou et al., 2008), o principal receptor de reconhecimento de
patdogenos que se liga a LPS, uma contaminacdo com este polissacarideo
poderia induzir a secrecdo de mediadores inflamatorios pela célula epitelial
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confundindo nossa analise. Como ja havia sido demonstrado que a Hlp per se
€ incapaz de induzir a producédo de TNF-a em esplendcitos (Matsumoto, et al.,
2005), nos valemos desta propriedade para avaliar o grau de contaminacao de
nossa preparacao por LPS utilizando PBMCs purificadas de voluntérios sadios
e tratadas com a rHIp purificada. A partir dos dados mostrados na Figura 16
concluimos que o grau de contaminacdo da nossa preparacdo de rHIp nao
interferiria na analise dos ensaios posteriores.

Foi investigado o efeito da estimulacdo das células A549
simultaneamente com CpG e rHIp, sobre a secrecdo dos mediadores
inflamatorios e NO. Os resultados foram comparados com as células tratadas
somente com o CpG ou com a rHIp. Foi possivel observar um maior aumento
na secrecédo de IL-8 apds 48 horas de estimulo nas células, ndo sendo possivel
observar nenhuma diferenca nos niveis de MCP-1, TNF-a, IL-6, RANTES e NO
(dados ndo mostrados). Os dados mostrados na Figura 17 indicam que a rHIp
per se ndo foi capaz de estimular as células a secretarem os mediadores
estudados, nas condicbes experimentais utilizadas, em niveis superiores a
agueles constitutivamente produzidos. Por outro lado, como esperado, as
células responderam ao LPS e CpG produzindo mais IL-8. Ja a combinacgdo de
rHIp com o CpG induziu uma secrecéo aproximadamente 2 vezes maior de IL-8
em relacdo as células s6 estimuladas com CpG e de quase quatro vezes mais
em relagdo aos niveis observados com a célula sé estimulada com rHlip,
indicando um sinergismo entre estes dois estimulos. A HIp foi a primeira
proteina identificada que aumentava de forma consideravel a resposta imune
mediada por CpG (Matsumoto et al., 2005). Uma possivel explicacdo para o
efeito sinergistico da HIp sobre o CpG poderia ser explicada pela capacidade
desta proteina de se ligar simultaneamente as moléculas de matriz extracelular
presentes na superficie celular e ao DNA. Neste ponto, vale a pena ressaltar
gue a Hlp se mostrou capaz de interagir fortemente com diferentes tipos de
colageno (I, Ill, IV e VI) (Dias et al., 2012), principal componente da matriz
extracelular de células eucaridticas. Além disso, a proteina também se liga a
heparan sulfato e laminina (Aoki et al., 2004; Lima et al, 2005; Lefrancois et al.,
2011). Ao se ligar a componentes de matriz extracelular, a Hlp provavelmente

facilitaria a internalizacdo do CpG para os compartimentos endossomais e seu
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subsequente reconhecimento pelo receptor TLR-9, levando a ativacdo da
resposta imune inata, com producdo de mediadores inflamatérios que sao
criticos na migracdo, maturacdo e ativacdo de células apresentadoras de
antigenos.

Estudos em modelo de malaria experimental murina reforcam essa
hipétese e confirmam as propriedades imunoestimuladoras de complexos
resultantes da interacdo DNA-proteina (Wu et al., 2010; Gowda et al., 2011). O
complexo DNA-histona se mostrou o principal componente do plasmdédio capaz
de ativar células dendriticas e induzir a producdo de mediadores inflamatérios.
Os autores também demonstraram a importancia da ligacdo do DNA a proteina
para que ocorra a internalizagcdo do DNA e 0 seu posterior reconhecimento por
TLR-9. Assim, o DNA per se seria uma molécula imunologicamente fraca, mas
a sua associacdo com proteinas ligantes de DNA, como as histonas, o
transformaria em uma molécula com fortes propriedades imunoestimuladoras.
Estes autores também mostraram que polimeros catidnicos, como a polilisina,
sdo igualmente capazes de ativar o DNA, indicando o envolvimento de
interacdes idnicas na formacédo do complexo. Neste ponto, vale a pena lembrar
que veiculos catidnicos séo igualmente a base para protocolos de transfeccéo,
pois, possivelmente, ao se complexarem ao DNA e interagirem com a
superficie negativa das células eucariotas, facilitam sua entrada no interior das
células (Dass, 2004).

ApoOs observarmos que a proteina Hlp purificada de M. leprae exercia um
efeito potencializador sobre o oligonucleotideo CpG na ativacdo da resposta
imune, decidimos finalizar a primeira etapa do nosso estudo investigando se o
receptor TLR-9 estaria envolvido na producéo de IL-8 induzida pelo M. leprae e
se a presenca de um complexo formado pela ligacdo do DNA a Hip na
superficie micobacteriana poderia estar participando desta inducao.

O envolvimento do TLR-9 foi avaliado utilizando um antagonista sintético
dos receptores TLR-7 e 9, chamado E6446. Sendo assim, as células A549
foram pré-tratadas com o antagonista e, posteriormente, foram estimuladas
com M. leprae vivo ou morto por 24 e 48 horas. Como controles de
especificidade do antagonista utilizamos o complexo CpG-Hlp e o LPS, que sé&o
reconhecidos pelos receptores TLR-9 e TLR-4 respectivamente. O uso do
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antagonista diminuiu de forma significativa a secrecéo de IL-8 induzida pelo M.
leprae e pelo complexo CpG-Hlp, sendo que este efeito ndo foi observado nas
células estimuladas com LPS (Figura 18).

Os resultados descritos acima, aliados ao fato de que o M. leprae é
capaz de invadir com sucesso as células A549 (Silva et al., 2013) indicam que,
uma vez internalizado, o bacilo pode ativar células epiteliais respiratorias via
reconhecimento por TLR-9. Estes dados estdo de acordo com um estudo que
mostrou que a producdo da quimiocina MIP-2 pelas células epiteliais
intestinais, induzida pelo M. avium paratuberculosis, s6 ocorreu apés a
internalizacdo da bactéria e 0 seu subsequente reconhecimento pelos
receptores TLR-9 e NOD-1 (Pott et al., 2009).

Silva e colaboradores (2013) mostraram que a invasdo celular do M.
leprae pode estar relacionada com a presenca de HIp presente na superficie da
bactéria. Além disso, os autores também demonstraram que 0 processo de
invasdo celular foi independente da viabilidade do bacilo e da capacidade
endocitica intrinseca das células A549, ja que o M. leprae vivo se comportou de
forma semelhante ao morto e 0 mesmo efeito ndo foi observado ao analisar a
internalizacdo de microesferas de poliestireno (Silva et al., 2013). Da mesma
maneira, em todas as condicdes de nossos experimentos a ativacdo da
imunidade inata induzida pelo M. leprae também nédo dependeu da viabilidade
do bacilo. Isto nos leva a acreditar que a ativacao das células epiteliais ndo
ocorreu devido a moléculas recentemente sintetizadas pelo M. leprae e sim por
componentes intactos presentes na superficie bacteriana.

Sabendo-se que a HIp esta presente em abundancia na superficie do M.
leprae (Shimoiji et al., 1999; Silva et al., 2013), finalizamos esta etapa do estudo
avaliando se a proteina poderia ser a principal molécula que liga DNA na
parede celular do bacilo, tornando-se o principal componente da bactéria que
ativa TLR-9. A presenca de DNA extracelular foi demonstrada no contexto de
outros patdgenos, como M. tuberculosis (Watson et al. 2012; Manzanillo et al.,
2012) e Pseudomonas aeruginosa (Das et al., 2013). Neste sentido,
analisamos se a ativacdo da célula A549 por micobactérias poderia ser
aumentada na presenca de CpG. Como outras moléculas na superficie
bacteriana poderiam ligar CpG, o envolvimento especifico da HIp nestes
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ensaios foi monitorado comparando o comportamento de uma cepa de M.
smegmatis mutante para o gene hlp com a cepa selvagem. A escolha da
utilizacdo desta micobactéria surgiu como estratégia pela impossibilidade de se
construir cepa mutante para HIip em M. leprae e da HIp ser uma proteina
altamente conservada, apresentando uma grande homologia entre as
diferentes espécies de micobactérias (Lefrancois et al., 2011).

Conforme observado na Figura 19, as células epiteliais alveolares
passaram a secretar mais IL-8 quando foram estimuladas, por 48 horas, com a
cepa selvagem pré-tratada com o CpG. O mesmo nao ocorreu com a cepa
mutante em que o pré-tratamento com o CpG ndo promoveu nenhum aumento
de estimulo. Este resultado sugere que o CpG foi capaz de se ligar a Hip
presente no M. smegmatis, o qual interagiu com a superficie celular levando a
sua internalizacéo e facilitando a ativacdo do receptor TLR-9 promovida pelo
CpG. Esta ativacao resultou, entdo, na secre¢éo da quimiocina.

Nossos resultados nos levam a acreditar que haja a deposicdo e
concentracdo de complexos DNA-HIp, extravasada de bactérias lisadas, na
superficie de bacilos viaveis. A Figura 20 resume de forma esquematica como
o receptor TLR-9 estaria envolvido na geracdo da resposta imune nas células
epiteliais durante a interacdo com o M. leprae. Podemos especular que no
inicio da infeccdo, estes complexos facilitariam a adesdo do M. leprae as
células epiteliais respiratorias, devido a capacidade da HIp de se ligar a
proteoglicanas da matriz extracelular. Desta maneira, a Hlp provavelmente
estaria facilitando a internalizacdo do M. leprae para os compartimentos
endossomais e o0 subsequente reconhecimento do DNA pelo receptor TLR-9, o
qual induziria uma rede de sinais capazes de ativar diferentes fatores de
transcricdo (incluindo a via de NF-kB), levando a producdo de mediadores
inflamatorios que, juntamente com peptideos antimicrobianos e moléculas co-
estimuladoras, estariam participando na eliminagcdo do patdogeno e impedindo
assim a progressao para a hanseniase propriamente dita. Os mediadores
inflamatorios estariam participando através do recrutamento de células
constituintes do sistema imune (incluindo as células dendriticas) ao local da
infecgdo. Dentro deste contexto, aliado ao fato de tratar-se de uma proteina
muito conservada, acreditamos que a HIp tenha grande potencial de agir,
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guando combinada a DNA, tanto como um bom imundgeno, assim como
adjuvante em intervencfes imunes contra a hanseniase, como na vacinagao

intranasal.
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Figura 20: Modelo representando o possivel envolvimento do receptor TLR-9 na ativacdo da
resposta imune de células epiteliais respiratorias infectadas com M. leprae. O bacilo contendo
complexos DNA-HIp na superficie estaria sendo internalizado pelas células epiteliais e reconhecido pelo
TLR-9, levando a produgéo de mediadores pré-inflamatérios e peptideos antimicrobianos. Os mediadores
pro-inflamatorios seriam responsaveis pelo recrutamento de células do sistema imune ao sitio de infecgao
(representado pela célula dendritica).

Tanto na hanseniase, como em muitas outras doencas infecciosas, 0s
mediadores pro-inflamatérios podem ativar a resposta imune no sentido de
eliminar os agentes patogénicos ou podem mediar manifestagdes patolégicas
da doenca. Como ja& mencionado anteriormente, pacientes com hanseniase
podem desenvolver abruptos episddios reacionais durante o curso cronico da
doenca. Pacientes das formas clinicas BL e LL manifestam o ENH como

resultado de um intenso processo imunologico desencadeado pelo aumento
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exacerbado de citocinas proé-inflamatérias (Sarno et al., 1991; lyer et al. 2007;
Stefani et al. 2009). Estes episédios ocorrem mais frequentemente durante o
tratamento quimioterdpico para hanseniase, podendo ocorrer antes ou apés o
tratamento, estando possivelmente relacionado com a destruicdo massiva dos
bacilos. Esta destruicdo massiva leva a liberacdo de diferentes moléculas do M.
leprae, incluindo o DNA, que poderiam estar ativando diversas vias da
imunidade inata. No entanto, as vias do sistema imune inato que participam do
desencadeamento da resposta inflamatoria exacerbada que ocorre no ENH
ainda estdo poucos descritas. Neste sentido, numa segunda etapa de nosso
trabalho, passamos a investigar o envolvimento do TLR-9 no processo
inflamatério ocorrido no ENH.

Nossos resultados mostraram um aumento nos niveis de expresséo do
TLR-9 tanto em lesdes de pele como em PBMCs de pacientes com ENH,
quando comparados com pacientes nao reacionais. Dentre as PBMCs, a
andlise foi feita em linfécitos B, mondcitos e células dendriticas plasmocitéides
(pDCs) por serem os trés principais tipos de células mononucleares do sangue
que expressam TLR-9 (Poth et al., 2010; Cepika et al., 2012; Huang et al.,
2014). Estes dados indicam que o TLR-9 pode ter um envolvimento na reacéo
do tipo Il tanto no local das lesdes, como sistemicamente. No entanto, se o
TLR-9 é regulado positivamente nestes tipos de células como consequéncia do
ENH, ou se pacientes lepromatosos exibindo niveis constitutivos mais elevados
deste receptor sdo mais susceptiveis a desenvolver ENH é algo que precisa
ser investigado futuramente. A maior expressao de TLR-9 nas lesdes de pele
pode estar relacionada, em parte, a mondcitos, encontrados em grande
abundancia no infiltrado inflamat6rio (Massone et al., 2015), com alguma
contribuicdo de pDCs e linfocitos B, que também pode migrar para as lesdes
(Sehgal et al., 1986; Nath et al., 2000 Massone et al., 2010, 2015). Além disso,
os neutrdfilos, que sao frequientemente encontrados em lesdes de ENH (Foss
et al., 2003) e expressam altos niveis de TLR-9 (Trevani et al., 2003; Jozsef et
al., 2006), também podem estar contribuindo para esta regulacdo positiva do
receptor que foi observada.

O DNA é considerado um estimulante da resposta imune, além de ser
uma molécula extremamente estavel, no entanto complexos DNA-histona sdo
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conhecidos por serem mais potentes agonistas de TLR-9 que DNA sozinho
(Wu et al., 2010; Gowda et al., 2011). Sendo assim, nds quantificamos 0s
niveis de Hlp circulante nestes pacientes e observamos um aumento na
concentracdo da proteina no soro de pacientes com ENH, quando comparados
com pacientes nao reacionais e individuos sadios. Além disso, foi possivel
detectar a presenca de DNA de M. leprae na circulacdo de pacientes
reacionais. O TLR-9 foi inicialmente descrito como receptor de reconhecimento
de DNA, rico em motivos CpG, presente em virus e bactérias, no entanto
diversos trabalhos descreveram a capacidade do TLR-9 de reconhecer também
DNA endogeno (Barrat et al.,, 2005; Hsiao et al., 2014). Neste sentido,
decidimos quantificar os niveis séricos de complexos DNA-histona humanos
nestes pacientes e conseguimos também observar que pacientes acometidos
pelo ENH apresentam aumento na concentracdo circulante quando
comparados com pacientes ndo reacionais. Estes dados, associados com 0s
niveis elevados de expressdo de TLR-9 em lesbes da pele e PBMCs de
pacientes com ENH, sugerem um importante envolvimento do TLR-9 durante a
reacdo. Podemos também supor que imunocomplexos contendo &cidos
nucléicos poderiam agir como importantes estimuladores de TLR-9 no ENH. A
forte resposta imune humoral observada em pacientes multibacilares,
juntamente com a geracdo de auto-anticorpos descritos em varios estudos
(Mathew et al., 1993; Drowart et al., 1994; Ochieng et al., 1994; Wheeler et al.,
1994; Pradhan et al., 2004, Baeza et al., 2012) e a deteccdo de
imunocomplexos circulantes (Ridley, 1969) reforcam esta possibilidade.
Importante mencionar que esta bem estabelecida a participacdo de acidos
nucléicos enddgenos, complexados a proteinas basicas ou a auto-anticorpos,
na patogénese de varias doengas inflamatorias e auto-imunes onde as
sinalizacdes de TLR-7 e TLR-9 estdo envolvidas, com subsequente producéo
de citocinas pro-inflamatorias (revisto por Rifkin et al., 2005; revisto por
Guiducci et al., 2009).

Além do ENH, um bom modelo de infeccdo sistémica seguida de
inflamagéo aguda é a sepse, onde niveis elevados de DNA bacteriano e
mitocondrial foram detectados no plasma de pacientes (Bhagirath et al., 2015).
Um outro estudo relatou que histonas extracelulares liberadas em resposta ao
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processo inflamatério contribuem para a disfuncdo endotelial, faléncia de
orgaos e morte durante a sepse (Xu et al., 2009). Fendmeno semelhante
ocorre no lapus eritematoso sistémico, uma doenca inflamatéria cronica de
natureza autoimune, onde o DNA enddgeno €é capaz de induzir a sinalizacao de
receptores TLR-9 (Barrat et al., 2005). Durante o ENH ocorre um intenso dano
tecidual (Murphy et al., 1986), o qual pode levar a liberacdo de moléculas
enddgenas humanas no tecido inflamado e subsequente extravasamento para
o sistema circulatério. Neste sentido, no que diz respeito a natureza do ENH,
uma sugestao € que o DNA bacteriano poderia estar participando no inicio do
aparecimento da inflamacédo e, apdés o estabelecimento da reacdo, o DNA de
origem enddgena, liberado por células lesionadas, estaria agravando o quadro
inflamatorio funcionando como uma alca de amplificacéo.

Como ja mencionado anteriormente, as lesbes de ENH séo
caracterizadas por infiltrados inflamatoérios intensos, com a presenca marcante
de neutrdfilos (Foss et al., 2003). Sendo assim, estas células poderiam ser a
principal fonte de complexos DNA-histona. Um estudo mostrou que neutroéfilos
circulantes isolados de pacientes com ENH sofrem morte espontanea a uma
taxa maior do que os neutréfilos de individuos saudaveis e pacientes néo
reacionais (Oliveira et al., 1999). O mesmo fendmeno foi observado no IUpus,
onde o0s neutréfilos parecem estar desempenhando um papel no
desenvolvimento da doenca. Os neutrofilos oriundos de pacientes com lapus
sofrem NETose, liberando redes de NET contendo grandes quantidades de
DNA e proteinas basicas que podem induzir pDCs a produzirem altos niveis de
IFN-o. de uma forma dependente de TLR-9 (Garcia-Romo et al., 2011). Além
disso, um estudo utilizando camundongos C57BL/6 mostrou que apds o uso de
altas doses de Paracetamol, ocorre um dano hepético devido a uma inflamacao
causada pela liberacdo de DNA endbégeno e o0 seu subsequente
reconhecimento por TLR-9. Neste trabalho, ou autores mostraram que ocorreu
uma intensa migracdo de neutrdéfilos para as areas ricas em DNA (Marques et
al., 2015).

O ENH é caracterizado por respostas mistas Thl, Th2 e Thl7, com
presenca predominante de citocinas pro-inflamatorias nas lesbes e no soro
(Sarno et al. 1991; Moraes et al., 1999, 2000; Teles et al., 2002; lyer et al.
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2007; Stefani et al. 2009; Martiniuk et al., 2012). Durante o ENH, niveis
circulantes elevados das citocinas IL-1p e TNF-a sao detectados (Sarno et al.,
1991). Neste sentido, foi mostrado que PBMCs purificadas de pacientes em
reacdo respondem a um estimulo com M. leprae lisado produzindo mais TNF-a
do que as células de pacientes nao reacionais e individuos sadios (Barnes et
al., 1992; Santos et al., 1993). Sendo assim, em um préximo passo do presente
estudo, nds avaliamos a contribuicdo do TLR-9 na resposta que as células de
pacientes com ENH apresentam frente ao estimulo com M. leprae. Para tal,
PBMCs foram isoladas de individuos sadios e de pacientes reacionais ou nao
reacionais e, em seguida, foram estimuladas com doses sub-6timas do
complexo CpG-HIlp ou com sonicado de M. leprae. Apds os estimulos,
observamos que os niveis de TNF-qa, IL-6 e IL-1f secretados foram maiores
nas culturas celulares de pacientes com ENH. Como o heterodimero TLR-1/2 é
bem descrito no reconhecimento de M. leprae (Krutzik et al., 2003), utilizamos
também neste ensaio o PAM3CSK (ligante de TLR-1/2) como estimulo, no
entanto ndo observamos nenhuma diferenca nos niveis dos mediadores pro-
inflamatorios entre os grupos de individuos analisados, sugerindo que nao ha
regulacédo da expressao deste receptor durante o ENH, pelo menos no contexto
de PBMCs. De acordo com o0s nossos dados, 0 aumento da resposta aos
agonistas de TLR-9 se correlaciona com a elevada expressao de TLR-9 em
PBMCs de pacientes com ENH.

Finalmente, para confirmar o envolvimento do TLR-9 na patogénese do
ENH, nés testamos a capacidade do antagonista sintético de TLR-7 e 9
(E6446) em inibir a secrecdo das citocinas pro-inflamatérias pelas PBMCs
purificadas de pacientes com ENH em resposta ao M. leprae. Para isso, as
células purificadas foram pré-tratadas com o antagonista e, posteriormente,
estimuladas com lisado de M. leprae. A quantificacdo das citocinas no
sobrenadante das culturas revelou que o antagonista foi capaz de diminuir os
niveis de TNF-a, IL-6 e IL-1B induzidas pelo M. leprae, confirmando nossos
achados. Interessante mencionar que a inibicdo de TLR-9 com o propdsito de
frear um desequilibrio na resposta imune ja foi mostrada em diferentes modelos
de inflamacéo aguda (Yasuda et al., 2007; Plitas et al., 2008; Franklin et al.,

2011; Hoque et al., 2013).
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O modelo esquematico representado pela Figura 21 resume o possivel
envolvimento do TLR-9 na patogénese do ENH. Complexos formados pela
ligacdo de DNA do M. leprae com Hlp, liberados apds lise bacteriana, estariam
sendo reconhecidos pelo receptor TLR-9, o qual induzira a produgcédo acentuada
de citocinas pro-inflamatorias (“cytokine storm”) e o recrutamento de células do
sistema imune resultando na inflamagcdo. Esta inflamacdo estaria sendo
agravada por complexos acidos nucléicos-histona enddégenos liberados por
células necréticas e que também estariam ativando TLR-9, além do TLR-7.
Sendo assim, a inibicdo da ativacdo de TLR-9 pode se tornar uma alternativa
de tratamento mais eficiente para as reacOes, bloqueando a producédo
excessiva de mediadores inflamatdrios e, consequentemente, prevenindo a

lesdo do nervo.
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Figura 21: Modelo representando o possivel envolvimento do receptor TLR-9 na patogénese do

ENH. A lise de bactérias levaria a liberacdo de complexos DNA-HIp do M. leprae, que seriam
reconhecidos pelo TLR-9 levando a producéo acentuada de citocinas pro-inflamatérias (“cytokine storm”)
ocasionando a inflamacéo. Os mediadores produzidos seriam responsaveis pelo recrutamento de células
do sistema imune, que sofreriam morte celular levando a liberagdo de complexos formados pela ligagédo
de histonas com &cidos nucléicos enddgenos. Estes complexos funcionariam com uma alca de

amplificacdo da inflamagéo através da ativacédo de TLR-9.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho nos permitiram chegar as seguintes

conclusoes:

Parte 1:

- O M. leprae se mostrou capaz de induzir o peptideo antimicrobiano HBD-2 e
as quimiocinas IL-8 e MCP-1 nas células epiteliais alveolares humanas. Este
dado sugere que células epiteliais respiratorias podem estar envolvidas na

geracado da resposta imune contra o M. leprae;

- O M. leprae induziu aumento na expressdo da molécula co-estimuladora
CD80 na superficie das células epiteliais alveolares humanas, indicando que
estas células podem participar na ativacao de linfocitos T recrutados ao local
da infeccgéo;

- A translocagdo nuclear de NF-xB foi observada nas células epiteliais
alveolares ap6s estimulo com M. leprae e o seu blogueio inibiu a producao de
IL-8, sugerindo a participacdo deste fator de transcricdo na resposta imune a
infeccéo;

- A proteina Hlp de M. leprae se mostrou imunologicamente inerte quando
utilizada isoladamente como estimulo em culturas in vitro de células epiteliais
alveolares. Porém, quando combinada ao oligonucleotideo CpG, a Hlip
potencializou a secrecdo de IL-8, indicando um sinergismo entre estas duas
moléculas e sugerindo a participacdo de complexos DNA-HIp na ativacdo da

resposta imune induzida pelo M. leprae;
- A inibicdo do receptor TLR-9 diminuiu os niveis de IL-8 produzidos pelas
células epiteliais alveolares em resposta ao M. leprae, indicando que este

receptor pode estar envolvido no reconhecimento do bacilo;
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- O oligonucleotideo CpG, quando adicionado ao M. smegmatis selvagem,
potencializou a secrecdo de IL-8 nas células epiteliais alveolares, sendo que
este efeito ndo foi observado com a cepa de M. smegmatis mutante para o
gene hlp. Estes resultados indicam que a proteina HIp constitui um componente
essencial de ligacdo de DNA na superficie micobacteriana e sugerem a

presenca de complexos DNA-HIp na parede celular bacteriana;

- A Hlp purificada de M. leprae mostrou capacidade de se ligar a diferentes
tipos de colageno (I, I, IV e VI), proteina encontrada em abundéancia na matriz
extracelular de células eucaridticas, podendo facilitar o acesso de complexos
DNA-HIp a compartimentos endossomais onde o TLR-9 se encontra;

Os resultados apresentados na primeira parte do presente estudo
sugerem que o receptor TLR-9 participa da ativagdo da resposta imune inata
em células epiteliais alveolares infectadas com M. leprae, e que a proteina Hlp
teria potencial de agir, quando combinada a DNA, como adjuvante em

intervencdes imunes contra a hanseniase, como na vacinacgao intranasal.

Parte 2:

- A expressdao aumentada de TLR-9 em lesGes de pele e em PBMCs de
pacientes BL e LL reacionais (ENH) em comparacao aos nao reacionais sugere
um importante envolvimento deste receptor no desenvolvimento da reacéo

tanto a nivel local como sistémico;

- Além da presenca de DNA de M. leprae, altos niveis de HIp foram detectados
no soro de pacientes reacionais (ENH) quando comparados a pacientes nao
reacionais e individuos sadios, sugerindo a presenca de complexos DNA-HIp
micobacterianos circulantes capazes de induzir a ativacdo da resposta imune

desencadeada na reacao;

- Altos niveis de complexos DNA-histona humanos foram identificados no soro
de pacientes reacionais (ENH) quando comparados a pacientes nao reacionais
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e individuos sadios, sugerindo a participacdo destes complexos na

amplificac@o da resposta inflamatoria caracteristica do ENH;

- PBMCs isoladas de pacientes reacionais (ENH) secretaram niveis maiores de
TNF-a, IL-6 e IL-1B em resposta ao complexo CpG-Hlp que células isoladas de
pacientes ndo reacionais e individuos sadios. Estes resultados sugerem que o
receptor TLR-9 desempenha um papel central na resposta celular ao M. leprae
durante o ENH;

- O uso do antagonista para TLR-9 inibiu a secrecdo das citocinas pro-
inflamatérias em PBMCs de pacientes reacionais (ENH) em resposta ao lisado
de M. leprae. Este dado reforca a participacéo do receptor TLR-9 no aumento
da producdo de citocinas promovido por moléculas do M. leprae durante o
ENH;

Os resultados descritos na segunda parte do trabalho sugerem um
importante envolvimento do receptor TLR-9 no processo inflamatério
desencadeado no ENH e que o uso de inibidores deste receptor pode se tornar
uma alternativa de tratamento eficiente para a reacédo, bloqueando a producao
excessiva de mediadores inflamatdrios e, consequentemente, prevenindo o

dano ao nervo.
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Mycobacterial laminin-binding histone-like protein
mediates collagen-dependent cytoadherence
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When grown in the presence of exogenous collagen I, Mycobacterium bovis BCG was shown to form clumps.
Scanning electron microscopy examination of these clumps revealed the presence of collagen fibres cross-linking
the bacilli. Since collagen is a major constituent of the eukaryotic extracellular matrices, we assayed BCG cy-
toadherence in the presence of exogenous collagen 1. Collagen increased the interaction of the bacilli with A549
type Il pneumocytes or U937 macrophages, suggesting that BCG is able to recruit collagen to facilitate its attach-
ment to host cells. Using an affinity chromatography approach, we have isolated a BCG collagen-binding protein
corresponding to the previously described mycobacterial laminin-binding histone-like protein (LBP/Hlp), a highly
conserved protein associated with the mycobacterial cell wall. Moreover, Mycobacterium lepraec LBP/HIp, a well-
characterized adhesin, was also able to bind collagen I. Finally, using recombinant fragments of M. leprae LBP/
Hlp, we mapped the collagen-binding activity within the C-terminal domain of the adhesin. Since this protein was
already shown to be involved in the recognition of laminin and heparan sulphate-containing proteoglycans, the pres-
ent observations reinforce the adhesive activities of LBP/HIp, which can be therefore considered as a multifaceted
mycobacterial adhesin, playing an important role in both leprosy and tuberculosis pathogenesis.

Key words: mycobacteria - cytoadherence - collagen - histone-like protein - leprosy - tuberculosis

Despite decades of investigations, tuberculosis and
leprosy caused by Mycobacterium tuberculosis and My-
cobacterium leprae, respectively, still represent major
threats to human health. If M. leprae is a major con-
cern in developing countries with an incidence of about
230.000 new cases per year (WHO 2010a), M. tubercu-
losis remains the world’s leading cause of death due to a
single infectious agent with 1.5 million deaths annually
(WHO 2010b). Although these two bacterial species dis-
play different tropisms for human tissues, they both trig-
ger infections characterized by a systemic dissemination
step which requires specific interactions of the pathogen
with host cell (Pessolani et al. 2003). The mechanisms
responsible for the systemic mycobacterial dissemination
remain poorly understood and their deciphering consti-
tutes a major challenge since it may lead to the develop-
ment of new prophylactic and/or therapeutic strategies.
To better understand the molecular interplay between
mycobacteria and host cells, we have initiated investiga-
tions dealing with the identification and characteriza-
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tion of mycobacterial adhesins that interact with human
host cells. These studies led us to identify a 22-kDa sur-
face-exposed heparin-binding haemagglutinin adhesin
(HBHA) which is involved in the interaction of M. tuber-
culosis and M. leprae with epithelial cells, but not with
professional phagocytes (Menozzi et al. 2006, Lima et al.
2009). In addition, HBHA which binds heparan sulphate-
containing receptors through its C-terminal lysine-rich
domain (Delogu & Brennan 1999, Pethe et al. 2000) has
been shown to be required for extrapulmonary dissemi-
nation (Pethe et al. 2001, Mueller-Ortiz et al. 2002). Re-
cently, HBHA was shown to trigger receptor-mediated
transcytosis, suggesting that mycobacteria may dissem-
inate via a direct passage through an epithelial barrier
(Menozzi et al. 2006). Besides HBHA, the histone-like
protein (Hlp) has also been implicated in the attachment
of pathogenic mycobacteria to host cells. Mycobacte-
rial Hlp, a positively-charged, surface-exposed molecule
with roughly twice the size of other bacterial Hlps, is a
highly conserved protein shared by all mycobacterial
species (Lefrancois et al. 2011). This protein was initially
described as a laminin-binding protein (LBP) involved in
M. leprae-Schwann cell (SC) interaction (Shimoji et al.
1999, Marques et al. 2000). More recently LBP/HIp has
been shown to also play a major role in mediating the ad-
hesion of mycobacteria to epithelial respiratory cells by
interacting with proteoglycan-containing receptors such
as heparan sulphate and hyaluronic acid (HA) (Aoki et al.
2004, Lefrancois et al. 2011).
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Because collagenous proteins are the major constitu-
ents of the extracellular matrices of epithelial cells and
may serve as receptors for bacterial adherence (Kreis
& Vale 1993), we have conducted experiments to know
whether mycobacteria may directly interact with colla-
gen. In the present study, we show that Mycobacterium
bovis BCG grown in the presence of exogenous collagen
I forms clusters. In addition, cytoadherence assays have
revealed that the interaction of M. bovis BCG with pneu-
mocytes and macrophages is increased in the presence
of exogenous collagen or following a pretreatment of the
mycobacteria with collagen. These observations indicated
that M. bovis BCG is able to recruit collagen, suggesting
the presence of a surface-exposed collagen-binding re-
ceptor. This receptor has been purified by affinity chro-
matography and demonstrated to be the LBP/Hlp protein.
Finally, we mapped the collagen-binding activity of LBP/
Hlp within the C-terminal domain of the protein.

MATERIALS AND METHODS

Mycobacterial strains and growth conditions - M.
bovis BCG (strain 1173P2, World Health Organization,
Stockholm, Sweden) was grown at 37°C in tissue cul-
ture grade Roux flasks (Nunc) using Sauton medium
supplemented or not with type 1 calf skin collagen (Col-
lagen S, Roche, Mannheim, Germany) at the concentra-
tion of 25 pg/mL. Mycobacterium smegmatis wild-type
(wt) mc?155 and the mutant for the //p gene (Ahlp) were
kindly provided by Thomas Dick of Singapore Univer-
sity, Singapore. The mutant was generated as previously
described by Lee et al. (1998). Both of the strains were
grown in Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit, MI,
USA) supplemented with 10% albumin, dextrose and
NaCl (ADC) and 0.05% Tween-80 and 0.5% glycerol un-
der agitation. Mycobacteria were acid-fast stained by the
Kinyoun method and visualised under light microscope.

Mycobacterial adherence assays - Exponentially-
growing M. bovis BCG (0D, of 0.4) were collected by
low-speed centrifugation (6.500 g for 10 min at 4°C) and
carefully resuspended in 50 mM Tris-HCI (pH 7.3) con-
taining 150 mM NaCl [Tris buffered saline (TBS)]. The
mycobacterial cytoadherence was then assayed as de-
scribed previously (Menozzi et al. 1996) using A549 cells
(human type II pneumocytes; ATCC, CCL 185) or U937
cells (human macrophages; ATCC, CCL 1593) grown in
24-well tissue culture trays. The adherence assays were
performed at a multiplicity of infection of 10 in the ab-
sence or the presence of increasing concentrations of
type 1 collagen. Following 2 h of incubation at 37°C, the
cells were washed three times with TBS, lysed by adding
I mL distilled water containing 0.05% (wt/vol) sodium
deoxycholate and serial dilutions were plated onto 7H11
medium for colony forming units (CFUs) counting. Cy-
toadherence is expressed as the percentage of CFUs pres-
ent in the inoculum that remain associated with target
cells after the washing step. To investigate the effect of
trypsin or collagen pretreatment on the M. bovis BCG
cytoadherence, the bacteria were incubated for 30 min. at
37°C in TBS supplemented with porcine pancreas trypsin
(Sigma) or collagen I, respectively. After three washes

with TBS, the bacilli were passed five times through a
28-gauge needle to unravel possible clumps and finally
submitted to the adherence assay as described above.

Affinity chromatography on collagen-Sepharose
- Collagen I was covalently linked to CNBr-activated
Sepharose 4B (Amersham) according to the manufac-
turer’s recommendations. Briefly, 5 mL of gel swollen
in distilled water was washed with 20 mL 1 mM HCI
followed by 200 mL phosphate buffered saline (PBS)
(10 mM phosphate buffer pH 7.2, 0.15 M NaCl). The
gel was then resuspended in 25 mL PBS containing col-
lagen I at the concentration of 1 mg/mL and incubated
overnight at 4°C under gentle agitation. The remaining
active groups were blocked by washing the gel with
200 mL 100 mM Tris-HCI1 pH 8.0. The collagen cou-
pling efficiency ranged between 95-99%. Fractions con-
taining soluble extracts of M. bovis BCG were prepared
as described previously (Menozzi et al. 1996) and chro-
matographed at a flow rate of 1.5 mL/min over 5 mL
of collagen-Sepharose matrix packed in a glass column
(1-cm diameter) and equilibrated with PBS. At the end of
the sample loading step, the gel was washed with 100 mL
PBS and the bound material was eluted by a 0-1 M NaCl
linear gradient in 100 mL PBS. Fractions of I mL were
collected and their protein concentrations were deter-
mined by using the bicinchoninic acid method (Pierce)
and bovine serum albumin (BSA) as a standard.

Protein identification - The protein band correspond-
ing to the M. bovis BCG collagen-binding protein was
excised from the Coomassie-stained polyacrylamide gel,
washed twice with 50% acetonitrile prepared in 20 mM
ammonium hydrogenocarbonate and finally digested
overnight within the gel fragment using 50 ng trypsin
(Promega, Madison, WI, USA). The resulting peptides
were eluted, desalted with a ZIPTIP CI8 column (Mil-
lipore, Billerica, MA) and spotted on a Maldi plate with
0.5 uL of freshly dissolved a-cyano-4-hydroxycinnaminic
acid at 5 mg/mL in 50% acetonitrile and 0.1% trifluoroa-
cetic acid. After drying, the spots were washed with 3 pL
of 20 mM diammonium citrate pH 4.5 and mass spec-
trometry analyses were performed by using a matrix-as-
sisted laser desorption ionization/time-of-flight Voyager-
DE-STR (Applied Biosystems, Palo Alto, CA). Peptides
were analyzed by using the following setting parameters:
positive and reflector modes, acceleration voltage of
20 kV, grid voltage of 61%, 90 ns of delayed extraction
time and low mass gate 500 Da. The spectra were cali-
brated externally by using the [M+H*] monoisotopic ions
of peptides resulting from trypsin-digested lyzozyme.
Database search based on the peptide masses observed
was performed against the NCBInr database using the
MS-FIT algorithm (Protein Prospector; 128.40.158.151/
mshome3.4.htm) or the ProFound algorithm (prowl.rock-
efeller.edu/profound bin/WebProFound.exe).

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting analysis
- SDS-PAGE was performed using a 12-15% gel and pro-
teins were stained with Coomassie brilliant blue R-250
(ICN) or silver (Sigma). Alternately, proteins were trans-
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ferred onto nitrocellulose membranes (Protran BASS,
Schleicher & Schuell) as described. Immobilized pro-
teins were probed with the 5G9 anti-rLBP/HIp monoclo-
nal antibody (1:1000) (Marques et al. 2000). The mem-
branes were then washed three times with TBS/T and
incubated with a goat anti-mouse alkaline phosphate-
conjugated antibody. The substrates nitro blue tetrazo-
lium and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate were
used for colour development.

Scanning electron microscopy (SEM) - M. bovis BCG
grown in Sauton medium to mid log phase in the absence
or the presence of 25 pg/mL collagen I were resuspended
in PBS (OD,, of ~1.0). The bacteria were then fixed for
5 h at room temperature (RT) in a 1.25% (v/v) glutaral-
dehyde solution prepared in 100 mM sodium cacodylate
buffer (pH 7.0). A similar fixation step was applied to a
collagen I solution at 50 pg/mL prepared in PBS. Next,
the samples were filtered through 25 mm diameter/0.2
pm porosity Anodisc (Whatman) and the filters were
rinsed five times for 10 min in 25 mL cacodylate buffer.
Post-fixation was performed for 3 h in 1% OsO, solution
prepared in cacodylate buffer, followed by five washes
in ultrapure water. The samples underwent progressive
dehydration by successive soaking in 50%, 70%, 95%
and 100% ethanol. Soaking in isopentyl acetate was
performed before critical point drying in CO,, using an
EMSDCOPE CPD 750 apparatus. The filters were then
attached to large SEM stubs and coated with gold/pal-
ladium by cathodic spreading in a Polaron E5100 coater.
Sample observation and microphotographs were done in
a JEOL JSM35CF scanning electron microscope, oper-
ating at a voltage of 10 kV.

Preparation of recombinant full-length LBP/HIp
and truncated forms - The recombinant M. bovis BCG
LBP/Hlp protein was obtained using the same proce-
dure previously described for cloning and expression
of the Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
LBP/HIp-encoding gene (Lefrangois et al. 2011). The
M. bovis LBP/Hlp-encoding gene (GenBank accession
GQ259334) was amplified by polymerase chain reac-
tion from chromosomal DNA of M. bovis BCG strain
1173P2 using the Pfu DNA polymerase (Promega) and
two synthetic oligonucleotides (Sigma) with the fol-
lowing sequences: 5S’TATACATATGCACCACCACCA
CCACCACATGAACAAAGCAGAGCTCATTGACG
-3> (BCG-LBP/Hlp S) and 5-TATAGCGGCCGCCT-
ATTTGCGACCCCGCCGAGCGG-3* (BCG-LBP/Hlp
AS), containing an Ndel and Not/ sites, respectively. The
oligonucleotide BCG-LBP/HIp S sequence was designed
to produce a hybrid protein carrying a His-tag at the N-
terminal position used for affinity purification of the re-
combinant protein. Recombinant full-length M. leprae
LBP/HIp (rLBP/Hlp) and truncated forms of the protein
corresponding to the N-terminal (residues 1-110; rLBP/
Hlp-N) and the C-terminal (residues 111-200; rLBP/
HIp-C) were obtained as previously described (Marques
et al. 2000, Lima et al. 2005).

Binding assays in microplates of recombinant BCG
LBP/HIp to collagen I - To investigate the capacity of M.
bovis BCG rLBP/HlIp to bind to collagen, 1.0 pg/mL of

collagen I (Sigma, St. Louis, MO) in 50 pL 0.1 M car-
bonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) was used to coat the
wells of a polystyrene microplate (Corning, New York,
NY). The microtitre plate was incubated overnight at 4°C.
The wells were then washed with PBS and blocked for
2 h with 200 pL. PBS-3% BSA at RT. After washing with
PBS/0.05% Tween 20 (PBS/T), 50 pL of increasing con-
centrations of M. bovis BCG rLBP/Hlp were added to the
wells and incubated at 37°C for 2 h. The wells were then
rinsed with PBS/T and incubated with the anti-LBP/HIp
monoclonal antibody 5G9 (1:500) for 1 h at 37°C. After
washing with PBS/T, rabbit anti-mouse IgG peroxidase
conjugate (Sigma; 1:1000) was added and incubated for
an additional 50 min at 37°C. Peroxidase activity was re-
vealed with hydrogen peroxide and o-phenylenediamine
(OPD). The reaction was stopped with HCI and read at
490 nm with a TitertekPlus microplate reader (ICN Bio-
medicals Inc, Costa Mesa, CA). Control wells coated
with BSA were included in all binding assays.

Mapping the collagen-binding site of M. leprae LBP/
HlIp - To monitor the binding of different types of solu-
ble collagens to M. leprae rLBP/Hlp or truncated forms,
5 pg/mL of each protein in 0.1 M carbonate buffer pH
9.6 (50 uL) were used to coat the wells of polystyrene mi-
croplates (Corning, New York, NY). Plates were incubated
overnight at 4°C. The wells were then washed with PBS
and blocked for 2 h at RT with 200 pL PBS containing
2% BSA. Upon washing with PBS/T, 50 pL of increasing
concentrations of biotinylated collagens I, III, IV or VI
(Sigma; 0-80 pg/mL) were added to the wells and incuba-
tion was performed at RT for 2 h. The wells were rinsed
with PBS/T and incubated with streptavidin-peroxidase
(Pierce, Rockford, IL) at 0.5 pg/mL. Peroxidase activ-
ity was revealed with hydrogen peroxide and OPD. The
reaction was stopped with HCI and read at 490 nm in a
TitertekPlus microplate reader. In control wells, collagen
was omitted and specific collagen-binding activity was
determined by subtracting the absorbency resulting from
non-specific binding detected in the control wells.

RESULTS

Collagen-induced agglutination of M. bovis BCG
- To investigate the interaction of M. bovis BCG with
collagen, we first cultivated the mycobacteria in Sauton
medium in the absence or the presence of collagen I at
the concentration of 25 pg/mL. In the control culture,
the mycobacteria formed a thin layer that stuck loosely
to the bottom of the Roux flask and the cells were eas-
ily resuspended by repeated shakings of the flask. When
collagen I was added to the culture medium, the bacte-
rial layer was more firmly bound to the flask surface and
required the use of a cell scraper to completely detach the
cells. In addition, once in suspension the mycobacteria
were not evenly dispersed, but most of them remained
agglutinated in small clumps. To examine the structure
of these clumps, mycobacteria were observed by SEM.
As shown in Fig. 1A and Supplementary data, M. bo-
vis BCG cells grown in the absence of collagen failed
to form aggregates and most of the bacteria appeared
isolated on the filter membrane. In contrast, large bacte-
rial aggregates were observed using M. bovis BCG from
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cultures performed in the presence of collagen I (Fig.
1B, Supplementary data). An amorphous and fibrillar
material in contact with the bacteria was also observed
within these aggregates. Because this material could
represent collagen fibres cross-linked by glutaraldehyde
during the sample preparation, collagen I was fixed and
observed in the same conditions. Collagen appeared as
long and entangled filaments exhibiting various thick-
nesses (Supplementary data). Since this aspect was quite
similar to that of the extracellular material detected
within the mycobacterial clumps, it suggests that M. bo-
vis BCG may interact directly with collagen fibres.

Exogenous collagen I increases the cytoadherence of
M. bovis BCG - Because collagen is a predominant con-
stituent of the extracellular matrices of epithelial cells
(Kreis & Vale 1993), we assayed the cytoadherence of
M. bovis BCG in the presence of increasing collagen I
concentrations ranging from 0-100 pg/mL. These assays
were performed using human type II A549 pneumocytes,
but also U937 human macrophages since mycobacteria
display a tropism for monocyte-derived phagocytic cells
(Stokes et al. 1993, Ernst 1998). As shown in Fig. 2, a
dose-dependent effect was observed for both cell lines.
Compared with the control, a ca. three-fold increase in
adherence was observed with the A549 pneumocytes in
the presence of 40 pg/mL collagen I. The use of high-
er collagen concentrations did not further increase the
mycobacterial adherence, indicating a saturable mecha-
nism. The effect of collagen I on the interaction of M.
bovis BCG with U937 macrophages was also shown

BCG

BCG

+
collagen |

Fig. 1: Mycobacterium bovis BCG grown in the absence or the pres-
ence of collagen I. Bacilli grown in the absence (A) or the presence
(B) of 25 pg/mL collagen I were fixed and observed by scanning elec-
tron microscopy. The arrow indicates collagen fibres that surround
mycobacteria.
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to be saturable, but it appeared more pronounced since
a four-fold increase in adherence was observed in the
presence of 20 pg/mL collagen 1.

Pretreatment of M. bovis BCG with collagen I in-
creases its cytoadherence - In order to investigate the
molecular mechanism leading to the increased cytoad-
herence of M. bovis BCG in the presence of exogenous
collagen I, the bacilli were incubated in TBS containing
50 pg/mL collagen I prior to the cytoadherence assay. At
the end of 30 min incubation at 37°C, the mycobacteria
were washed twice with TBS and then assayed for their
capability to adhere to A549 pneumocytes and U937
macrophages. As shown in Fig. 3, such a collagen I pre-
treatment induced a ca. three-fold increase in the myco-
bacterial adherence onto both A549 pneumocytes and
U937 macrophages. This observation suggests that M.
bovis BCG may recruit exogenous collagen which may
in turn favour the attachment of the bacilli to the eu-
karyotic cell surface. Such a recruitment was confirmed
by the SDS-PAGE analysis of M. bovis BCG pretreated
with collagen I followed by three washing steps with
TBS. Indeed, the Coomassie blue staining of the gel re-
vealed that collagen was present in the whole-cell lysate
derived from mycobacteria pretreated with collagen
(data not shown). This finding indicates that collagen I
binds compounds probably associated with the M. bovis
BCG surface. Therefore, these compounds could act as
adhesins through their collagen-binding activity.

A proteinaceous M. bovis BCG compound is required
for the collagen-dependent adherence - The recruitment
of collagen by M. bovis BCG led us to characterize the
mycobacterial surface compounds involved in this activ-

20 4 A549 pneumocytes U937 macrophages
S\ S N\
£
o 154
(5]
c
[0
]
£
e
@ 10 A
o
5
?
O T
Q 4
g8 s . 1
= 1
0
Control Collagen | Control Collagen |
pretreatment pretreatment

Fig. 2: effect of exogenous collagen I on the Mycobacterium bovis
BCG interaction with pneumocytes and macrophages. Exponentially-
growing bacilli were incubated for 2 h with A549 type Il human pneu-
mocytes or with human U937 macrophages using a multiplicity of in-
fection of 10 in the presence of increasing concentrations of collagen
1. After washing to remove unbound mycobacteria, colony forming
units associated with both cell lines were counted by plating serial
cell lysate dilutions onto 7H11 agar. The data represent averages for
quadruplicate experiments and standard deviation bars are shown.



178 Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 707(Suppl. 1), 2012

ity. We first assayed the cytoadherence of mycobacteria
pretreated for 30 min with porcine pancreas trypsin at the
concentrations of 0.1 or 1 pg/mL. These conditions were
chosen because neither modified the viability of M. bovis
BCQG, as observed by CFUs determination following the
trypsin pretreatment (data not shown). Pretreatment of the
bacilli with trypsin at 1 pg/mL did not significantly modi-
fy the mycobacterial interaction with U937 macrophages,
suggesting that this interaction does not mainly involve
proteinaceous adhesins (Supplementary data). In contrast,
such a trypsin pretreatment induced a ca. 60% reduction of
the M. bovis BCG attachment to the A549 pneumocytes.
This finding is in agreement with the fact that HBHA,
which is the major epithelial adhesin produced by both
M. bovis BCG and M. tuberculosis, exhibits a surface-ex-
posed heparin-binding adhesive domain highly sensitive
to proteolytic degradation (Pethe et al. 2002, Dupres et
al. 2005). When bacilli pretreated with 0.1 pg/mL trypsin
were used in the cytoadherence assay run in the presence
of 50 ng/mL exogenous collagen I, the increase in myco-
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Fig. 3: effect of collagen pretreatment on the Mycobacterium bovis
BCG cytoadherence. Exponentially-growing M. bovis BCG were pre-
treated or not with 50 pg/mL collagen I and then assayed for their
interaction with A549 pneumocytes or U937 macrophages using a
multiplicity of infection of 10. Colony forming units associated with
target cells were counted by plating serial cell lysate dilutions on
7HI11 agar. The data with standard deviations represent averages for
quadruplicate experiments.

bacterial adherence to both A549 pneumocytes and U937
macrophages was reduced by ca. 55% compared to un-
treated M. bovis BCG assayed in the presence of collagen
(Supplementary data). This inhibitory effect of trypsin
was confirmed by using M. bovis BCG pretreated with
1 pg/mL trypsin, as shown by the complete abolition of
the collagen-induced stimulation of adherence onto A549
pneumocytes and U937 macrophages. This observation
suggests that M. bovis BCG surface proteins are involved
in the collagen-dependent cytoadherence.

LBP/HlIp binds immobilized collagen I - In order to
isolate the M. bovis BCG compounds that bind colla-
gen I, exponentially-growing mycobacteria were lyzed
by sonication and centrifuged. Then, the centrifugation
supernatant corresponding to the soluble material was
collected and directly chromatographed onto a colla-
gen I-Sepharose matrix equilibrated in PBS. Fractions
corresponding to the eluted material were analyzed by
SDS-PAGE and immunoblotting (Fig. 4A). Coomassie
blue staining of the polyacrylamide gel revealed the
presence of a protein exhibiting an apparent molecu-
lar weight of ca. 32 kDa. The gel band containing this
protein was excised and submitted to trypsin digestion.
Mass spectrometry analysis of the resulting peptides re-
vealed peptide masses corresponding to the previously
described mycobacterial LBP/HIp. To confirm the colla-
gen-binding capacity of BCG LBP/Hlp, the recombinant
protein was successfully obtained (Supplementary data)
and shown in microplate binding-assays to interact with
collagen I (Fig. 4B). Finally, we cultivated M. smegmatis
wt and Albp/Alp strains in 7H9 medium in the absence
or presence of collagen I at the concentration of 25 pg/
mL. When cultures reached an OD,, of 1.8, bacteria
were fixed, acid-fast stained and visualised under light
microscope. Fig. 4C shows that, as expected, the mutant
strain was unable to form large clumps, in contrast to
the wt strain, indicating a decrease capacity to interact
with collagen fibres when compared with the wt strain.
These results confirmed the direct interaction between
the mycobacterial LBP/Hlp and collagen.

Recombinant M. leprae LBP/Hlp binds collagen -
M. leprae LBP/HIp shares 84% sequence identity with
the BCG homologue and it has been characterized as
an important adhesin mediating bacterial interaction
with host cells (Shimoji et al. 1999, Marques et al. 2000,
Lima et al. 2005, Portugal et al. 2008). Next, we then
tested the capacity of recombinant M. leprae LBP/HIp
to bind collagen in a solid phase interaction assay. For
this purpose, microplate wells were coated with M. /e-
prae r(LBP/HIp and following a blocking step with BSA,
increasing concentrations of biotinylated collagen 1
were added to the wells. The complexes were finally
developed using a streptavidin-peroxidase conjugate.
As shown in Fig. 5A, BSA displayed no significant
collagen-binding activity for collagen I. In contrast, M.
leprae rLBP/HIp was demonstrated to bind collagen I in
a dose-dependent and saturable manner.

Recombinant LBP/Hlp binds different collagen types
via its C-terminal domain - The NaCl elution of M. bovis
BCG LBP/HIp from a chromatographic matrix bearing
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covalently immobilized collagen I suggested that ionic in-
teractions were more likely involved in the adhesin inter-
action with collagen. The C-terminal half of LBP/Hlp is
highly positively charged and exhibits homology with the
eukaryotic class H1 histones (Lee et al. 1998, Prabhakar
et al. 1998). In a recent investigation, we have used trun-
cated recombinant M. leprae LBP/Hlp molecules corre-
sponding to the N-terminal (residues 1-110, rTLBP/HIp-N)
or the C-terminal (residues 111-200, rLBP/HIp-C) do-
mains and showed that the C-terminal half of the protein
constitutes the major laminin and heparin-binding site of
the adhesin (Lima et al. 2005, Portugal et al. 2008). We
then tested if the C-terminal domain of LBP/HIp was the
collagen-interacting site of the protein. For this purpose,
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Fig. 4A: sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
and immunoblotting analyses of Mycobacterium bovis BCG collagen-
binding protein. The Coomassie-blue staining of a polyacrylamide gel
containing a clarified lysate of M. bovis BCG prior application onto a
collagen-Sepharose matrix (Lane 1) and the salt-eluted material (Lane
2); B: recombinant M. bovis BCG laminin-binding histone-like protein
(LBP/HlIp) binds collagen. Microplate wells coated with 1 pg/mL of
collagen I were incubated with increasing concentrations of M. bovis
BCG recombinant-LBP/HIp. The wells were then incubated with the
anti-LBP/HIp monoclonal antibody 5G9 and, finally, with a rabbit an-
ti-mouse IgG peroxidase conjugate; C: the Mycobacterium smegmatis
wild-type (wt), but not the Aklp strain, was able to form large clumps
in the presence of collagen 1. M. smegmatis wt and the mutant for the
hip gene (Ahlp) were grown in complete Middlebrook 7H9 broth sup-
plemented or not with type 1 calf skin collagen at the concentration
of 25 pg/mL. When cultures reached an OD,, of 1.8, mycobacteria
were acid-fast stained by Kynion and visualized under light micro-
scope with 400X magnification; BSA: bovine serum albumin.

M smegnatis
Albp/hip

we assayed the collagen-binding activity of the M. leprae
LBP/HlIp truncated forms which were previously shown
to coat microplate wells with identical efficiencies (Lima
et al. 2005). Fig. 5A shows overlapping of the collagen I-
binding curves obtained with rLBP/Hlp and rLBP/HIp-C,
while no collagen I-binding activity was observed using
rLBP/HIp-N. This finding indicates that the interaction
of LBP/HIp with collagen I is mediated by the C-terminal
half of the adhesin. In contrast, rLBP/HIp-N displayed
very limited binding capacity to collagen I. Finally, we
next tested the capacity of full-length rLBP/Hlp and trun-
cated forms to bind to other collagen types. As shown in
Fig. 5B, the rLBP/Hlp and rLBP/Hlp-C were also able to
significantly bind collagens III, IV and VI. These results
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Fig. 5: Mycobacterium leprae laminin-binding histone-like protein
(LBP/Hlp) binds to different collagen types by its C-terminal domain.
Microplate wells coated with 5 pg/mL of full-length M. leprae recom-
binant-LBP/HIp, truncated N-terminal (rfLBP/Hlp-N) or C-terminal
(rLBP/HIp-C) domains were incubated with increasing concentra-
tions of biotinylated collagen I (A) or 40 pg/mL of collagens I, I11, IV
or VI (B). Binding is expressed in absorbency units at 490 nm. Data
represent the mean +/- standard deviation of a typical experiment
done in duplicate. Five experiments were performed with similar re-
sults. BSA: bovine serum albumin.
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suggest that, similarly to its interaction with heparin and
laminin, LBP/HIp binds collagen mainly through inter-
actions involving the lysine-rich repeats present in the
C-terminal domain of the adhesin.

DISCUSSION

Because specific interactions with host cells repre-
sent a crucial and early step in any infectious process,
pathogenic microorganisms have evolved adhesins ca-
pable to bind membrane receptors or compounds present
in the eukaryotic extracellular matrices (Westerlund &
Korhonen 1993). Pathogenic mycobacteria synthesize a
wide panel of adhesins involved in the bacterial interac-
tion with epithelial cells and/or monocyte-derived pro-
fessional phagocytes (Hoppe et al. 1997, Sidobre et al.
2000, Diaz-Silvestre et al. 2005, Kinhikar et al. 2006,
Ragas et al. 2007, Hickey et al. 2010). Several proteina-
ceous mycobacterial adhesins have been demonstrated
to recognize mammalian extracellular matrix compo-
nents. Such an adhesive activity has been demonstrated
for the proteins belonging to the antigen 85 complex and
the fibronectin attachment protein, which both bind fi-
bronectin (Abou-Zeid et al. 1991, Peake et al. 1993, Zhao
et al. 1999), the HBHA which interacts with heparan
sulphate-containing proteoglycans (Delogu & Brennan
1999, Pethe et al. 2002) and the LBP/HIp (also called
MDP1) that binds laminin, heparan sulphate chains and
HA (Shimoji et al. 1999, Aoki et al. 2004, Lima et al.
2005, Lefrancois et al. 2011).

Evidence strongly suggests that LBP/Hlp displays a
bi-functional role in the biology of mycobacteria, acting
both in nuclei acid metabolism (Prabhakar et al. 1998)
and as an adhesin. In this regard, LBP/HIp was initially
characterized as a LBP, mediating the binding and inva-
sion of SC by M. leprae (Shimoji et al. 1999, Marques et
al. 2000). Recombinant LBP/HIp was able to avidly bind
laminin in solid phase assays and the exogenous addition
of the protein significantly enhances bacterial binding to
SC (Marques et al. 2000). These data, together with the
recent finding indicating that M. leprae actively expresses
LBP/HIp during the human infection (Lima et al. 2005),
have reinforced the involvement of LBP/HIp in the suc-
cessful invasion and colonization of the peripheral nerve
system by M. leprae. More recently, LBP/Hlp was also
shown to play an important role in mycobacteria-lung epi-
thelial cell interaction. Both M. tuberculosis and M. bovis
BCG were shown to bind and invade A549 human lung
epithelial cells through the interaction of LBP/Hlp with
HA presence on the cell surface (Aoki et al. 2004).

Collagenous proteins, which are predominant con-
stituents of the mammalian extracellular matrix, can
also function as receptors for the adhesion of micro-
bial pathogens. The collagen-binding microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules
(MSCRAMMs) that are synthesized by both Gram-pos-
itive and Gram-negative bacteria constitute a large fami-
ly of proteins involved in the bacterial attachment to host
tissues (Patti et al. 1994). Therefore, it is not surprising
that collagen-binding MSCRAMMs may represent im-
portant virulence factors such as the CNA, YadA, Cpa
and Dr adhesins, which are produced by Staphylococ-

cus aureus, Yersinia enterocolitica, Streptococcus pyo-
genes and Escherichia coli, respectively and which play
a role in the establishment and progression and/or per-
sistence of the infection (Gripenberg-Lerche et al. 1994,
Selvarangan et al. 2004, Xu et al. 2004, Kreikemeyer
et al. 2005). Besides adhesins that bind collagen, more
recently bacterial collagen-like surface proteins have
been characterized and shown to play a role in microbial
pathogenesis by mediating attachment to host cell col-
lagen receptors (Caswell et al. 2008). So far, no studies
have reported the interaction of mycobacteria with col-
lagen. Here, we show for the first time that mycobacte-
ria may interact directly with collagen proteins via the
surface-exposed LBP/HIp adhesin.

Evidence that mycobacteria can interact with collagen
was initially obtained from the observation that collagen
I was able to induce aggregation of bacterial cells. Images
generated by SEM also showed collagen fibres interact-
ing with the surface of bacterial cell. This interaction was
confirmed by the observation that exogenous collagen was
able to increase mycobacterial adherence to human type
I A549 pneumocytes and U937 human macrophages in a
saturable and dose-dependent manner. An affinity chro-
matography performed on collagen I-Sepharose allowed
the purification of a collagen-binding component from
BCG cell lysate that was identified by mass spectrometry
as the LBP/Hlp protein. Furthermore, when produced in
the recombinant form, BCG LBP/HIp protein was able to
bind collagen in microplate solid phase assays confirming
that LBP/Hlp is also a collagen-binding protein. LBP/HIp
is a highly conserved protein detected on the surface of
all mycobacterial species so far investigated (Lefrangois
et al. 2011). To show that LBP/Hlp is the major collagen-
binding protein present on mycobacterial surface, we ana-
lyzed the interaction of collagen fibres with M. smegma-
tis Ahlp, the only hlp null mutant so far available in the
context of mycobacterial species. This mutant has been
characterized and used in several previous studies (Lee et
al. 1998, Marques et al. 2000, Biet et al. 2007). In contrast
to the wt strain, M. smegmatis Ahlp was unable to inter-
act and form large clumps when grown in the presence
of collagen I, suggesting that LBP/HIp represents a major
component on bacterial surface mediating microbial in-
teraction with collagen.

Mycobacterial LBP/HIp is about twice the size of oth-
er bacterial Hlps. The C-terminal half of mycobacterial
HIp is absent from most other bacteria and has an unusu-
al amino acid composition owing to a high alanine, lysine
and proline content, which resembles the C-terminal re-
gion of eukaryotic class H1 histones (Prabhakar et al.
1998). This highly positive domain was recently shown
to mediate the interaction of LBP/HIp with laminin and
heparan sulphate and also with SC (Lima et al. 2005). To
map the region of LBP/HIp responsible for the collagen
binding activity, truncated versions of the adhesin cor-
responding to the N-terminal and C-terminal half of the
protein were generated and tested in a solid phase col-
lagen binding assay. These experiments clearly demon-
strated that the lysine-rich C-terminal region holds most
if not all of the collagen-binding properties of the protein.
Both full-length protein and the C-terminal domain were
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able to bind very similarly to collagen type I, while inter-
action with collagen III, IV and VI was partially medi-
ated by the C-terminal domain. These data reinforce the
idea that LBP/HIp C-terminal domain is responsible for
most if not all of the adhesive property of this protein.

The definition of the molecules used by M. tuberculo-
sis and M. leprae to gain access and colonize different tis-
sues of the human body may provide clues for the devel-
opment of new therapeutic and/or prophylactic strategies
to better control tuberculosis and leprosy. The capacity
of LBP/HlIp to bind different collagen types here demon-
strated reinforces its potential role as a virulence factor of
pathogenic mycobacteria. The binding properties of LBP/
HIp to multiple extracellular matrix components suggest
that this protein may play an important role in distinct
moments during the natural course of human infection.
As previously suggested, early during infection, LBP/
HIp might play, in conjunction with HBHA, a key role on
bacterial attachment to respiratory epithelial cells (Aoki
et al. 2004). We can also speculate on the involvement
of LBP/HIp in bacterial dissemination inside the human
body that occurs both in leprosy and tuberculosis (Pes-
solani et al. 2003). During this process, the bacilli might
need to interact with distinct basal membranes, which are
essentially composed of laminin and collagen IV (Kreis
& Vale 1993). Finally, LBP/HIp may also participate of
the colonization of vulnerable tissues such as the pe-
ripheral nerve system by M. leprae through interaction
mainly with laminin (Shimoji et al. 1999, Marques et al.
2000) and the bones and joints by M. tuberculosis, which
are rich in collagen I (Kreis & Vale 1993).
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Scanning electron micrographs of Mycobacterium bovis BCG grown in the absence or the presence of collagen I. Mycobacteria grown in Sauton
medium (Panel A) or in Sauton medium supplemented with 25 pg/mL collagen I (Panel B) were resuspended in phosphate buffered saline (PBS)
and fixed for scanning electron microscopy (SEM) examination. A similar fixation step was applied to a collagen I solution prepared in PBS,
followed by SEM observation (Panel C).
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Effect of trypsin pretreatment on the Mycobacterium bovis BCG cytoadherence. Exponentially-growing mycobacteria were pretreated with
0.1 pg/mL or 1 pg/mL trypsin and then assayed for their interaction with A549 pneumocytes or U937 macrophages (multiplicity of infection of
10) in the absence or presence of 50 pg/mL exogenous collagen I. Colony forming units associated with target cells were counted by plating serial
cell lysate dilutions on 7H11 agar. The data with standard deviations represent averages for quadruplicate experiments.
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Purity and integrity of the BCG recombinant-laminin-binding histone-like protein (LBP/Hlp). Purified BCG rLBP/HIp was subjected to 15%

sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis. A: gel stained with silver; B: immunoblotting developed with anti-LBP/Hlp (5G9)
monoclonal antibody. The molecular weight markers are indicated on the left.




