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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Avaliação do papel funcional de IDO-1 e de seus metabólitos na imunopatogênese da Hanseníase 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Jéssica Araujo da Paixão de Oliveira 

 

Os metabólitos de triptofano e a Indoleamina 2,3 Dioxigenase-1 (IDO-1) estão envolvidos tanto 
em ambientes microbicidas quanto em ambientes tolerogênicos, e diversos trabalhos do nosso 
grupo demonstraram que essa enzima é diferencialmente regulada nas diferentes formas clínicas 
da hanseníase. Esse estudo teve como objetivo investigar avaliar o papel de IDO-1 e dos 
metabólitos do tiptofano na imunopatogênese da Hanseníase. Para isso, pacientes participantes 
do estudo foram recrutados no Ambulatório Souza Araújo (ASA) da Fiocruz e os buffy coats 
foram obtidos de doadores saudáveis pelo serviço de hemoterapia do Hospital Universitário 
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), os monócitos foram 
obtidos a partir de células mononucelares derivadas de monócitos (PBMCs) por seleção positiva. 
Para diferenciar as mDCs, os monócitos foram estimulados com GM-CSF e IL-4 durante 6 dias. 
O fenótipo destas células e a expressão de IDO-1 foram avaliados por citometria de fluxo. A 
atividade de IDO-1 foi avaliada por HPLC e a produção de citocinas nos sobrenadantes foi 
determinada por ELISA. A imunofluorescência foi utilizada para as análises de expressão de 
IDO-1 e CD1a nas formas clínicas na hanseníase. O espectrofotômetro foi utlizado para a análise 
da concentração de NO (Óxido Nítrico) e atividade de Arginase-1 (Arg-1). A viabilidade de M. 
Leprae foi realizada utilizando a técnica de RT-PCR. Para um estudo mais robusto, 
paralelamente ao estímulo do M. leprae utilizamos as frações de membrana (MLMA) e solúvel 
(MLSA). O estimulo com M. leprae foi capaz de aumentar a expressão da proteína IDO-1 e sua 
atividade em mDCs. Entre os estímulos estudados, o MLMA induziu a produção de citocinas pró-
inflamatórias em mDCs, enquanto que MLSA induziu a produção de citocinas anti-inflamatórias. 
A ausência de TLR2 em culturas de mDCs levou a diminuição da atividade de IDO-1 induzida 
por M. leprae e MLMA, mostrando o envolvimento de TLR2 na indução de IDO-1. O bloqueio do 
TNF em mDCs estimuladas por M. leprae e suas frações levou a diminuição da atividade de IDO-
1. Nossos dados demonstraram que a pré-incubação de mDCs com M. leprae induziu um 
aumento na frequência de células T reg CD4+CD25+FoxP3+ em culturas estimuladas com M. 
leprae e MLSA quando comparadas com as culturas não estimuladas, o que foi revertido na 
presença do inibidor de IDO-1, o 1 metil triptofano (1-MT). Foram observadas diferenças 
morfológicas e fenotípicas entre as mDCs de pacientes paucibacilares e multibacilares, a 
expressão e atividade de IDO-1 foi aumentada em pacientes multibacilares quando comparado 
aos paucibacilares, e a concentração de NO e atividade de Arg-1 foi aumentada em pacientes 
paucibacilares. Observou-se que os metabólitos 3-HAA e QUIN afetavam a viabilidade das 
mDCs, e também foi mostrado que IDO-1 e metabólitos do triptofano são importantes para a 
sobrevivência do bacilo. Além disso, esses metabólitos modularam a produção de CXCL-10, IL-
10 e TNF. Em conjunto, nossos dados mostram que IDO-1 e os metabólitos do triptofano estão 
envolvidos na imunopatogênese da hanseníase, sendo capazes de mediar os mecanismos 
tolerogênicos observados na forma multibacilar e ao mesmo tempo mediar os mecanismos 
microbicidas observados na forma paucibacilar. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Evaluation of the functional role of IDO-1 and its metabolites in the immunopathogenesis of leprosy 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Jéssica Araujo da Paixão de Oliveira 

 

Tryptophan metabolites and Indoleamine 2,3 Dioxygenase-1 (IDO-1) are involved in both 
microbicidal and tolerogenic environments, and several studies by our group have shown that this 
enzyme is differentially regulated in different clinical forms of leprosy. This study aimed to 
investigate the role of IDO-1 and typtophan metabolites in the immunopathogenesis of leprosy. 
For this, patients participating in the study were recruited at the Souza Araújo Ambulatory (ASA) 
of Fiocruz and the buffy coats were obtained from healthy donors by the hemotherapy service of 
the Clementino Fraga Filho University Hospital of the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ), 
monocytes were obtained from monocyte-derived mononuclear cells (PBMCs) by positive 
selection. To differentiate mDCs, monocytes were stimulated with GM-CSF and IL-4 for 6 days. 
The phenotype of these cells and the expression of IDO-1 were evaluated by flow cytometry. IDO-
1 activity was evaluated by HPLC and cytokine production in the supernatants was determined 
by ELISA. Immunofluorescence was used to analyze the expression of IDO-1 and CD1a in clinical 
forms of leprosy. The spectrophotometer was used to analyze the concentration of NO (Nitric 
Oxide) and Arginase activity. The viability of M. Leprae was performed using the RT-PCR 
technique. For a more robust study, in parallel with the stimulation of M. leprae, we used 
membrane (MLMA) and soluble (MLSA) fractions. Stimulation with M. leprae was able to increase 
the expression of the IDO-1 protein and its activity in mDCs. Among the stimuli studied, MLMA 
induced the production of pro-inflammatory cytokines in mDCs, while MLSA induced the 
production of anti-inflammatory cytokines. The absence of TLR2 in mDC cultures led to a 
decrease in IDO-1 activity induced by M. leprae and MLMA, showing the involvement of TLR2 in 
the induction of IDO-1. Blockade of TNF in mDCs stimulated by M. leprae and its fractions led to 
a decrease in IDO-1 activity. Our data demonstrated that pre-incubation of mDCs with M. leprae 
induced an increase in the frequency of CD4+CD25+FoxP3+ reg T cells in cultures stimulated with 
M. leprae and MLSA when compared to unstimulated cultures, which was reversed. in the 
presence of the IDO-1 inhibitor, 1-methyl tryptophan (1-MT). Morphological and phenotypic 
differences were observed between the mDCs of paucibacillary and multibacillary patients, the 
expression and activity of IDO-1 was increased in multibacillary patients when compared to 
paucibacillary patients, and the concentration of NO and Arg-1 activity was increased in 
paucibacillary patients. The metabolites 3-HAA and QUIN were observed to affect the viability of 
mDCs, and it was also shown that IDO-1 and tryptophan metabolites are important for the survival 
of the bacillus. Furthermore, these metabolites modulate the production of CXCL-10, IL-10 and 
TNF. Together, our data show that IDO-1 and tryptophan metabolites are involved in the 
immunopathogenesis of leprosy, being able to mediate the tolerogenic mechanisms observed in 
the multibacillary form and at the same time mediate the microbicidal mechanisms observed in 
the paucibacillary form.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Hanseníase: aspectos históricos e culturais 

  

A hanseníase é uma doença infecciosa humana de curso crônico. A 

doença resulta da infecção por Mycobacterium leprae ou Mycobacterium 

lepromatosis (Han & Silva, 2014) M. leprae é um parasito intracelular obrigatório 

que infecta predominantemente macrófagos, células endoteliais e células de 

Schwann, sendo a única espécie de micobactéria capaz de infectar nervos 

periféricos (Scollard et al., 2006). Mais recentemente foi descoberto que por esse 

motivo ao longo do curso da infecção os pacientes podem desenvolver lesões 

com falta de sensibilidade, deformidades e alto poder incapacitante, principal 

responsável pelo estigma e discriminação das pessoas acometidas pela doença. 

As sequelas podem ser por vezes permanentes, comprometendo a vida do 

paciente e sua inserção ou manutenção no mercado de trabalho (MS, 2002). 

A palavra lepra teve origem em traduções bíblicas do hebraico para o 

grego. No entanto, em 1976, no Brasil, esse termo foi substituído por 

hanseníase, em homenagem a Gerhard Hansen, que descreveu o patógeno 

causador da doença (Trautman, 1984). Essa substituição foi devido à conotação 

pejorativa do termo anterior, numa tentativa de amenizar o forte estigma social 

remetido à palavra. Entretanto, somente em 1995, com a lei federal 1.010/95, foi 

terminantemente proibida a utilização do termo lepra no Brasil (Monot et al., 

2005). 

A doença é associada a um grande estigma social com registros que 

datam de mais de dois mil anos. A hanseníase parece ter se originado na África 

Oriental ou na Índia (Monot et al., 2005). Os primeiros registros escritos com 

descrições clínicas geralmente aceitas como “lepra” datam de 600 a. C. A 

doença se espalhou com sucessivas migrações humanas, e acredita-se que 

exploradores europeus e o provável comércio de escravos introduziram a 

hanseníase na África Ocidental e nas Américas nos últimos 500 anos (Bennett 

et al., 2008). 

De acordo com Bennett et al. (2008) desde os tempos antigos, existe uma 

ligação entre a hanseníase e o pecado. Devido as potenciais deformidades 

graves e desfiguração associadas a doenças não tratadas, existe uma história 
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de medo, estigma e repulsa em relação às vítimas ao longo do tempo e em todas 

as culturas. Nessa época, os indivíduos que tinham a doença eram excluídos 

da sociedade ou enviados aos leprosários, pois a doença era vinculada a 

personificação de forças malignas, ao pecado, castigo divino ou impureza. Por 

medo de contágio, os enfermos eram proibidos de entrar em igrejas, tinham que 

usar vestimentas especiais e carregar sinetas que alertassem sobre sua 

presença (Fiocruz, 2013).  

No Brasil, os primeiros casos de hanseníase foram notificados na década 

de 60, na cidade do Rio de Janeiro, onde, mais tarde, foi criado o primeiro 

lazareto, local destinado a abrigar os doentes com “lepra”, que também 

eram chamados na época de lazarentos ou doentes de Lázaro. (Andrade, 1996; 

Eidt, 2004). 

Pela falta de conhecimento específico, a hanseníase era muitas vezes 

confundida com outras doenças, principalmente doenças dermatológicas e 

venéreas, por isso o preconceito em relação ao seu portador; tendo em vista que 

sua transmissão pressupunha um contato corporal, muitas vezes de natureza 

sexual e, portanto, relacionado ao pecado (Andrade, 1996). 

De acordo com Penna et al. (2011) a hanseníase figura entre as doenças 

de notificação compulsória pela sua magnitude, incapacidades e deformidades. 

A doença apresenta vulnerabilidade pela inexistência de vacina específica, 

acometendo, sobretudo, adultos jovens, acarretando altos custos econômicos, 

tanto diretos, relacionados ao tratamento e à reabilitação, quanto indiretos, pela 

perda de anos produtivos, além do estigma social ainda associado à doença. 

Mesmo com uma etiologia já bem descrita, ainda hoje existe uma 

hostilidade legalizada pela qual passam os pacientes com hanseníase. Alguns 

países ainda possuem legislação que permite discriminação e segregação dos 

pacientes. Essas leis vão desde a retirada do paciente do convívio social até a 

falta de oferta de tratamento pelo poder público (Zamparoni, 2017). 

 

1.2 Hanseníase: aspectos imunes e clínicos  

 

Por apresentar um amplo espectro de manifestações clínicas, 

imunológicas e histopatológicas, a compreensão da hanseníase requer um 
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sistema de classificação. As classificações mais usadas no Brasil são as de 

Madri (1953) e de Ridley e Jopling (1966). 

Na Conferência de Madri em 1953, foi sugerida uma classificação que 

dividiu a doença em quatro formas clínicas. Dois grupos estáveis: tuberculóide e 

lepromatoso (virchowiano) e dois grupos instáveis: indeterminado e borderline 

(dimorfo) (Basombrio et al., 1953). A forma virchowiana recebeu esse nome 

graças ao norueguês Rudolf Virchow, que publicou uma obra conhecida até os 

tempos atuais sobre a história da lepra, o que contribuiu para despertar o 

interesse da ciência sob a hanseníase (Bechler, 2012). 

A classificação de Ridley & Jopling (1966) identifica a doença como 

espectral, apresentando assim dois polos extremos, de um lado os pacientes 

lepromatosos (LL) e de outro os pacientes tuberculóides (TT) (Figura 1).  Essa 

classificação permitiu uma melhor compreensão dos aspectos da hanseníase, 

baseada em aspectos clínico-evolutivos, imunológicos, baciloscópicos e 

histopatológicos. Além disso, suas subdivisões possuem correlação direta com 

o número de bacilos detectados nas lesões, o qual é geralmente expresso como 

uma escala logarítmica que varia de 0 a 6 de índice baciloscópico (IB).  

As manifestações clínicas polares se apresentam com nítida dicotomia da 

resposta imune Th1/Th2. No polo TT é caracterizado por uma resposta imune 

celular Th1, com citocinas como IFN-γ e IL-2, respostas de células T ao antígeno 

de M. leprae, onde os indivíduos são resistentes, apresentando lesões 

localizadas, bem demarcadas e com poucos bacilos. Já o polo LL a resposta é 

do tipo humoral Th2, com citocinas como IL-4 e IL-10 e formação de complexo 

de anticorpos, onde os indivíduos exibem uma forma disseminada da doença, 

apresentando muitos bacilos e múltiplas lesões (Misch et al., 2001). 

Apesar da caracterização específica nas formas polares da doença, a 

maioria dos pacientes se enquadram em uma forma intermediária conhecida 

como borderline, está ainda é subdividida em borderline lepromatosa (BL), 

borderline borderline (BB) e borderline tuberculóide (BT) (Scollard et al., 2006). 

Nas formas borderlines, a resposta imune celular é mais intensa de acordo com 

a proximidade aos polos (Lastoria & Abreu 2013). 
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Figura 1. Espectro de formas clínicas da hanseníase segundo a classificação de Ridley & 

Jopling, 1966. Cerca de 95% dos indivíduos expostos à M. leprae são resistentes à infecção ou 

a removem assintomaticamente. Cerca 5 % restantes irão desenvolver a doença em uma das 

formas clínicas dependendo da capacidade da resposta imune mediada por células frente aos 

antígenos de M. leprae. Nos pacientes PB, o hospedeiro apresenta uma boa resposta imune 

celular à M. leprae, formando granulomas epitelióides e secretando citocinas pró-inflamatórias, 

combatendo eficientemente a infecção. Neste polo há um pequeno número de bacilos presentes 

e de lesões. Já os pacientes do polo lepromatoso apresentam uma resposta imune humoral e 

secreção de citocinas anti-inflamatórias. Neste polo há intensa proliferação bacilar e múltiplas 

lesões com a presença de macrófagos espumosos cheios de bacilos no seu interior. Os 

pacientes “borderline” apresentam características intermediárias, se aproximando mais de um 

polo ou outro de acordo com seu perfil de resposta imunológica à M. leprae. Durante o curso 

clínico da doença podem ocorrer os episódios reacionais, que são responsáveis por grande 

destruição de ramos nervosos e consequentes incapacidades. Há dois tipos principais: a reação 

reversa (RR) ou reação do tipo 1, que ocorre principalmente nas formas “borderline”, e o eritema 

nodoso da hanseníase (ENH) ou reação do tipo 2, que ocorre principalmente no polo 

lepromatoso. 

Fonte: Adaptado de Misch et al., 2010. 
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Por conta das grandes dificuldades encontradas na classificação proposta 

por Ridley e Jopling, esta classificação ficou restrita aos centros especializados 

e trabalhos de pesquisa. Mediante a isso, a OMS criou uma classificação mais 

simples, conhecida como classificação operacional, utilizada em áreas 

endêmicas para o diagnóstico e controle da doença. Esta classificação consiste 

em duas categorias: doença paucibacilar (PB), que inclui as formas TT e BT, e 

doença multibacilar (MB), que inclui as formas LL e BL. Com relação ao número 

de lesões os PB apresentam até cinco lesões cutâneas no total e os casos MB, 

seis ou mais lesões cutâneas (MS, 2010).   

Os pacientes PB com alto grau de imunidade mediada por células e 

hipersensibilidade tardia, apresentam uma lesão única, bem delimitada com 

hipopigmentação central e hipoestesia. As biópsias granulomatosas revelam 

inflamação e raros bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) nos tecidos (Figura 

2). Em contrapartida, os pacientes MB não apresentam resistência aparente a 

M. leprae, esses pacientes apresentam numerosas lesões mal demarcadas, 

elevadas ou nodulares em todas as partes do corpo, cujas biópsias revela 

camadas de macrófagos espumosos na derme contendo um grande número de 

bacilos e microcolônias chamadas globias (Figura 3) (Scollard et al., 2006). 

 

 

Figura 2. Hanseníase tuberculóide. Lesão única com bordas bem definidas e elevadas na 

mão. Fonte: Talhari et al. 2015 
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Figura 3. Hanseníase lepromatosa. Infiltração difusa da face com envolvimento bilateral dos 

pavilhões auriculares. Fonte: Talhari et al. 2015 

 

Apesar de não ter sido descrita por Ridley & Jopling, uma outra forma 

clínica possível no curso da hanseníase é a forma neural pura, que corresponde 

ao desenvolvimento de neuropatia periférica na ausência de lesões cutâneas. A 

confirmação de um diagnóstico de neural pura requer identificação de M. leprae 

em um fragmento de qualquer nervo sensitivo afetado (Pannikar et al., 1983). 

Os pacientes podem ainda apresentar episódios reacionais, que são 

descritos como episódios agudos de inflamação associados a alterações da 

resposta imune, que podem ocorrer durante o curso da doença, antes, durante 

ou, como na maioria dos casos, após o tratamento (MS, 2002).  

Existem dois tipos de episódios reacionais. A reação reversa (RR), que 

também é conhecida como a reação do tipo I e o Eritema nodoso lepromatoso 

(ENL) ou reação do tipo II. A RR é um episódio de autoreatividade dos linfócitos 

T aos antígenos da micobactéria, resultado de uma inflamação aguda da pele e 

dos nervos periféricos, ocorrendo principalmente nos pacientes borderline 

(Patnaik et al., 2015). A reação do tipo II se manifesta em pacientes do polo 

lepromatoso. As lesões de pele são normalmente eritematosas e nodulares. 
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Ainda se observam sintomas sistêmicos, tais como febre, mal-estar, artralgia e 

edema, comprometendo inúmeros órgãos (Kamath et al., 2014). 

 

1.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da hanseníase é realizado através do exame clínico, 

quando se busca sinais dermatoneurológicos da doença. O roteiro de 

diagnóstico clínico constitui-se: i) história clínica e epidemiológica; ii) avaliação 

dermatológica (identificação de lesões de pele com alteração de sensibilidade); 

iii) avaliação neurológica (identificação de neurites, incapacidades e 

deformidades); iv) diagnóstico dos estados reacionais; v) diagnóstico diferencial; 

e vi) classificação do grau de incapacidade física (MS, 2002). 

A baciloscopia é um exame complementar para o diagnóstico e deve ser 

solicitado pelo médico da unidade básica em caso de dúvida na classificação 

operacional, diagnóstico diferencial com outras doenças dermatoneurológicas ou 

em casos suspeitos de recidiva. O exame baciloscópico de esfregaços cutâneos 

apresenta baixa sensibilidade e alta especificidade, e ainda possui fácil 

execução e baixo custo (MS, 2010). O exame é realizado através da contagem 

de bacilos de M. leprae em microscópio óptico após a coloração do esfregaço 

pelo método de Ziehl-Nilsen) (MS, 2010b). No entanto, é válido ressaltar que 

existem algumas variáveis possíveis de comprometer a confiabilidade do 

resultado, como, por exemplo, a subjetividade da análise, as variações na 

coloração e no tamanho do bacilo, a qualidade óptica do microscópio e o 

treinamento do profissional (Sampaio, 2008). 

Os bacilos podem ser observados ao microscópio de forma isolada ou em 

grupamentos denominados “globias”, presentes no interior de macrófagos ou 

das células de Schwann (Figura 4) (Hussain, 2007). Do ponto de vista 

morfológico, M. leprae pode apresentar-se nas formas de bacilo íntegro, 

fragmentado ou granuloso (Figura 5). Os bacilos fragmentados e os granulosos 

são considerados inviáveis ou mortos e são frequentemente observados em 

esfregaço de pacientes após término do tratamento (MS, 2010b). 
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Figura 4.  M. leprae visto em globia e isolados. (Ziehl- Neelsen 100x). 

Fonte: MS, 2010b 

 

 

Figura 5.  Diagrama representativo das diferentes formas de M. leprae. 

Fonte: MS, 2010b 

 

Embora raramente necessária, devido às dificuldades operacionais, a 

biópsia cutânea, um exame histopatológico, deverá ser feita por profissional 

capacitado, sendo destinada a centros especializados e trabalhos de pesquisa. 

Nesse caso, os bacilos presentes nas biópsias podem ser detectados através da 

coloração pelo método de Wade (Cocito & Delville, 1985). 

O glicolipídio fenólico 1 (PGL-1) é um antígeno específico de M. leprae e 

constitui 2% da massa total bacteriana, podendo ser facilmente encontrado nos 

tecidos infectados, sangue circulante e urina de pacientes multibacilares. A 

detecção do anticorpo anti-PGL-1 pode sugerir infecção por M. leprae (Hunter & 

Brennan, 1981). Ensaios imunoenzimáticos visam a detecção do antígeno PGL-

1 foram desenvolvidos, esses ensaios são capazes de indicar os títulos de 
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anticorpos da classe IgM anti-PGL-1, que são indicativos de exposição M. leprae. 

Apesar da detecção de anticorpos anti-PGL-1 não ser utilizada como um teste 

de diagnóstico ela ele pode auxiliar neste processo junto com outros dados 

clínicos. Além do ELISA detecção de anti-PGL-1 também pode ser realizada 

através de testes de aglutinação com partículas de gelatina (MLPA), dipstick e 

através do teste fluxo lateral (Bührer-Sékula, 2008). 

Além dos métodos descritos acima, os testes moleculares vêm ganhando 

uma maior atenção atualmente, possibilitando maiores avanços nos estudos 

diagnósticos em hanseníase. A técnica molecular baseada em RT-PCR (do 

inglês, Real-time polymerase chain reaction) apresenta uma grande vantagem 

pela sua alta sensibilidade e especificidade, sem a necessidade de cultura 

bacteriana. Isso é muito importante para detecção de DNA do M. leprae, uma 

vez que o bacilo não é cultivável in vitro (Goulart et al., 2007). A identificação 

molecular do M. leprae consiste na amplificação de regiões específicas do DNA 

do bacilo, para isso, diferentes genes-alvo de M. leprae têm sido utilizados e 

comparados, tais como o elemento repetitivo RLEP, Ag85B e o 16S RNA 

ribossomal (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2009; Martinez et al., 2011).  

Recentemente, um novo teste diagnóstico conhecido como “Kit NAT 

Hanseníase” foi desenvolvido por pesquisadores da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz) em parceria com o Instituto Carlos Chagas (Fiocruz Paraná) e o 

Instituto de Biologia Molecular do Paraná (IBMP), e pode facilitar na detecção 

precoce da doença. Este método é baseado na técnica de RT-PCR, que permite 

a detecção de marcadores específicos do material genético de M. leprae extraído 

de biópsia de pele ou de nervos. O teste deve ser realizado por profissionais da 

área de saúde com conhecimento específico em biologia molecular, em 

laboratórios com infraestrutura adequada para realização de testes moleculares 

e o mesmo obteve o registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) 

recentemente (Fiocruz, 2021). 

 

1.4 Transmissão  

 

Existem várias teorias sobre a forma de transmissão da doença, a mais 

aceita é que a hanseníase é transmitida por meio de contato próximo de uma 

pessoa suscetível (com maior probabilidade de adoecer) com um doente com 
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hanseníase que não está sendo tratado. Para que essa transmissão ocorra, é 

necessário que haja contato direto e prolongado com o doente não tratado 

(Santos, Faria & Menezes, 2008).  

A principal via de eliminação e infecção do indivíduo pelo bacilo, são as 

vias aéreas superiores: mucosa nasal e orofaringe. Existe, também, a 

possibilidade de um indivíduo doente e não tratado eliminar bacilos por meio das 

lesões de pele podendo infectar indivíduos sadios que não estejam com a pele 

íntegra (MS, 2010b). 

O aparecimento da doença e suas diferentes manifestações clínicas 

dependem da resposta do sistema imunológico do indivíduo, frente ao bacilo, 

podendo ocorrer após um longo período de incubação, em média de dois a sete 

anos (MS, 2002).  

Indivíduos PB apresentam uma resposta imunológica melhor e abrigam 

um pequeno número de bacilos em seu organismo que é insuficiente para 

infectar outras pessoas, não sendo considerados importantes fontes de 

transmissão da doença, no entanto, indivíduos MB, devido sua elevada carga 

bacilar são considerados fonte importante de infecção e manutenção da cadeia 

epidemiológica da doença (MS, 2010b). 

M. leprae possui alta infectividade e baixa patogenicidade e isto pode ser 

corroborado com o fato de que mais de 95 % dos indivíduos que habitam áreas 

endêmicas são considerados resistentes à infecção pelo bacilo e não 

apresentam sintomas clinicamente detectáveis, o que sugere que a imunidade 

do hospedeiro desempenha um papel importante na progressão e controle da 

doença. Pode-se dizer que (Godal et al., 1972). 

Mesmo que a doença atualmente se mantenha nos países mais pobres e 

nas populações menos favorecidas, não se sabe ao certo o peso de variáveis 

como: moradia, estado nutricional, co-infecções, e infecções prévias por outras 

micobactérias no processo dinâmico do desenvolvimento da hanseníase (Van 

Beers, De Wit & Klatser, 1996). O papel de fatores genéticos, bem como a 

distribuição da doença em conglomerados, famílias ou comunidades com 

antecedentes genéticos comuns, sugere uma importante contribuição do 

componente genético na susceptibilidade à doença (Cardoso et al., 2011). 

Estudos recentes sugerem que vários genes envolvidos na diferenciação e 

respostas Th1, Th2 e Th17 foram encontrados associados à hanseníase. (Mi et 
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al., 2020).  Desse modo, a interrupção da transmissão da doença pode estar 

relacionada com fatores ambientais, sócio-econômicos, resposta imune e 

predisposição genética de cada indivíduo, representando um grande desafio 

para os programas de controle da doença (MS, 2002).   

 

1.5 Tratamento  

 

O óleo de chaulmoogra era utilizado como tratamento para os pacientes 

com hanseníase nos leprosários até a década de 40, esse óleo é um 

medicamento fitoterápico natural da Índia que era administrado através de 

injeções ou por via oral, e provavelmente os casos curados devido ao seu uso 

regrediram para cura de forma espontânea (Opromolla, 1997). Mediante aos 

avanços da indústria farmacêutica e das pesquisas laboratoriais, no final da 

década de 40 a primeira droga utilizada no tratamento da hanseníase foi a 

sulfona (Opromolla, 1997). Entretanto, no fim da década de 70, foram relatados 

vários casos de resistência medicamentosa e muitos países apresentaram taxas 

alarmantes de resistência secundária à sulfona (Oliveira, Oliveira e Andrade, 

1989). Em vista disso, intensificou-se o temor da perda de um dos medicamentos 

mais importantes no tratamento da hanseníase. Conscientes disso, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), propôs, em 1977, a associação de 

medicamentos para o tratamento da doença; e em 1981, após avaliação de 

especialistas, a poliquimioterapia (PQT) passou a ser adotada em seu 

tratamento (Lombardi et al., 1998).   

A PQT é constituída pelo conjunto dos seguintes medicamentos: 

rifampicina, dapsona e clofazimina, que têm efeitos bactericidas e 

bacteriostáticos.  Esse esquema terapêutico tem sido fornecido pela OMS 

gratuitamente a todos os países endêmicos desde 1995 (Noordeen, 2000). 

No esquema multibacilar é utilizada uma combinação da rifampicina, 

dapsona e de clofazimina, acondicionados numa cartela, no seguinte esquema. 

Rifampicina: uma dose mensal de 600 mg (2 cápsulas de 300 mg) com 

administração supervisionada; clofazimina: uma dose mensal de 300 mg (3 

cápsulas de 100 mg) com administração supervisionada e uma dose diária de 

50mg auto-administrada; e dapsona: uma dose mensal de 100mg 

supervisionada e uma dose diária autoadministrada; duração do tratamento: 12 
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doses mensais supervisionadas de rifampicina; critério de alta: 12 doses 

supervisionadas em até 18 meses (MS, 2002). 

No antigo esquema, os pacientes PB eram tratados com uma combinação 

da rifampicina e dapsona, acondicionados numa cartela, no seguinte esquema: 

Rifampicina: uma dose mensal de 600 mg (2 cápsulas de 300 mg) com 

administração supervisionada; dapsona: uma dose mensal de 100mg 

supervisionada e uma dose diária autoadministrada.; duração do tratamento: 6 

doses mensais supervisionadas de rifampicina; critério de alta: 6 doses 

supervisionadas em até 9 meses (MS, 2002), entretanto, em 2018, a Comissão 

Nacional de Incorporação de Tecnologias no Sistema Único de Saúde (Conitec), 

por meio do Relatório de Recomendação N. 399/2018², recomendou ao 

Ministério da Saúde a ampliação do uso do medicamento clofazimina para 

tratamento da hanseníase paucibacilar no âmbito do SUS, o que significa dizer 

que os pacientes acometidos pela forma clínica paucibacilar também deverão 

ser tratados com poliquimioterapia composta por três medicamentos (rifampicina 

+ dapsona + clofazimina). A análise da Comissão ateve-se apenas à composição 

da associação medicamentosa, permanecendo, portanto, inalterado o tempo de 

tratamento, sendo de seis meses (MS, 2021b). 

As prescrições para uso da associação rifampicina + dapsona + 

clofazimina, passaram a figurar com a denominação “Poliquimioterapia Única – 

PQT-U” (Figura 6), tanto para casos PB, quanto para MB, diferenciando apenas 

em relação ao tempo de tratamento, para PB são 6 meses e para MB são, 

normalmente, 12 meses (MS, 2021b). 
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Figura 6. Esquema da Poliquimioterapia Única – PQT-U. 

Fonte: MS, 2002 

 

Após a administração do número de doses preconizadas pelo esquema 

terapêutico, o paciente com hanseníase recebe a denominada alta por cura, e 

regularidade ao tratamento, de forma que o paciente sai do registro ativo e não 

mais será computado nos coeficientes de prevalência da doença (MS, 2002). 

O tratamento torna inviável o bacilo, porém não recupera nem reverte as 

deformidades físicas já instaladas. Concomitante ao tratamento farmacológico, 

medidas de avaliação e prevenção das incapacidades físicas e atividades de 

educação para a saúde, incluindo o autocuidado, devem ser desenvolvidas (Eidt, 

2004). 

No caso das reações, o tratamento é específico para cada tipo de episódio 

reacional, mas o tratamento poliquimioterápico não deve ser interrompido neste 

período. Na reação do tipo 1, o tratamento é realizado com corticosteróide, 

geralmente prednisona. Já na reação do tipo 2, tem-se a talidomida, porém 

alguns critérios precisam ser levados em conta por conta dos seus efeitos 

colaterais, como é o caso das gestantes. Devido a esses efeitos, em países a 

talidomida é proibida o tratamento da reação é realizado com prednisona (Naafs, 

1998; Ito & Handa, 2012).  
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O objetivo das estratégias globais de hanseníase publicadas pela OMS é 

reduzir a carga da doença em todo o mundo. A detecção precoce e o tratamento 

imediato com a PQT são os princípios básicos do controle da hanseníase. Em 

suma, as estratégias se concentram em diminuir a cadeia de transmissão e 

detecção ativa de novos casos da doença. As recomendações incluem equidade 

e justiça social, enfatizando a inclusão de pessoas afetadas pela hanseníase, 

reduzindo o estigma e a discriminação dos indivíduos (WHO, 2021). 

 

 

1.6 Epidemiologia da Hanseníase 

 

Em 2020, foram reportados à Organização Mundial da Saúde (OMS) 

127.396 casos novos da doença no mundo. Desses, 19.195 (15,1%) ocorreram 

na região das Américas e 17.979 foram notificados no Brasil, o que corresponde 

a 93,6% do número de casos novos das Américas. Brasil, Índia e Indonésia 

reportaram mais de 10.000 casos novos, correspondendo a 74% dos casos 

novos detectados no ano de 2020 (WHO, 2021). Nesse contexto, o Brasil ocupa 

o segundo lugar entre os países com maior número de casos no mundo, atrás 

apenas da Índia (Brasil, 2022). 

Dados atuais sobre a distribuição geográfica dos novos casos de 

hanseníase em 2020 estão apresentados na Figura 7. Pode-se observar que a 

maioria dos países com altas taxas de detecção de novos casos concentra-se 

na África, Sudeste Asiático e no Brasil. Dos 127 países que notificaram em 2020, 

31 notificaram 0 novos casos, 31 notificaram 1-10, 16 notificaram 11-100 e 34 

notificaram 101-1000 novos casos (WHO, 2021).  
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Figura 7. Distribuição geográfica dos novos casos de Hanseníase ao redor do mundo. O 
Brasil e a Índia são os países que apresentam as maiores taxas de detecção de novos casos. 

Fonte: WHO, 2021. 
 

 A detecção da hanseníase em crianças é um indicador da transmissão 

ativa da infecção na comunidade, importante sinalizador para o monitoramento 

da endemia (MS, 2020). Os dados sobre casos infantis foram fornecidos por 124 

países, dos quais 62 notificaram novos casos. No ano de 2020 foram detectados 

8629 casos novos em crianças, o que corresponde a 6,8% do total de casos 

novos (WHO, 2021). No período de 2011 a 2020, foram diagnosticados no Brasil 

19.101 casos novos de hanseníase em menores de 15 anos. Em relação à taxa 

de detecção de casos novos nessa população, o país apresentou uma redução 

de 61,9%, passando de 5,22 em 2011 para 1,99 em 2020, com mudança do 

parâmetro muito alto para médio (Brasil, 2022). 

  No Brasil, entre os anos de 2011 a 2020 foram diagnosticados 284.723 

casos novos de hanseníase. A taxa de detecção geral de casos novos, nesse 

período, apresentou uma redução de 51,9%, passando de 17,65 em 2011 para 

8,49 casos por 100.000 habitantes em 2020. O parâmetro de endemicidade do 

país mudou de alto para médio. Essa mudança de parâmetro também foi 

observada em 16 Unidades da Federação (UF) no ano de 2020. Todas as 

regiões apresentaram redução na taxa de detecção geral de casos novos de 

hanseníase entre 2011 a 2020 (Figura 8) (Brasil, 2022). 
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Figura 8. Taxa de detecção geral de casos novos de hanseníase por 100.000 habitantes 
segundo região de residência. Fonte: Brasil, 2022 (Sinan). 

 

Em 2020, o Mato Grosso foi a UF que que apresentou a maior taxa de 

detecção geral, 71,44 casos novos por 100.000 habitantes; sua capital, Cuiabá, 

registrou a taxa de 29,78 casos por 100.000 habitantes. O Tocantins ocupou a 

segunda posição entre as UF, com 53,95 casos novos por 100.000 habitantes, 

e sua capital, Palmas, registrou uma taxa de 118,51 casos por 100.000 

habitantes, a maior entre as capitais do país. As UF do Rio Grande do Sul e 

Santa Catarina, assim como suas capitais, apresentam baixa endemicidade 

(Figura 9). 
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Figura 9. Taxa de detecção de novos casos de Hanseníase em função da unidade de 
federação e capital de residência. Número de casos novos por 100 mil habitantes. Fonte: 

Brasil, 2022 (Sinan). 
 

Em função do grande impacto da pandemia de COVID-19, esses dados 

precisam ser avaliados com cautela nos Sistemas de Saúde. Embora se observe 

uma diminuição dos casos de hanseníase ao longo dos anos, a redução mais 

acentuada nos últimos dois anos pode estar relacionada à menor deteção de 

casos ocasionada pela pandemia de covid-19 (Brasil, 2022).  

 

1.7 Biologia do bacilo 

 

 M. leprae foi identificado em 1873, na Noruega, por Gerhard Henrik 

Armauer Hansen. Pertence à família Mycobacteriacea da ordem 

Actinomycetales. É um parasito intracelular obrigatório que infecta 

preferencialmente células de Schwann, macrófagos e o endotélio vascular, 

sendo a única espécie de micobactéria capaz de infectar o nervo periférico 

(Scollard et al., 2006).  

 Apresenta-se como um bacilo reto ou levemente curvado, variando de 1 

a 8 μm de comprimento e 0,2 a 0, 5 μm de diâmetro. Assim como outras 
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micobactérias, é considerado um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), pois se 

cora em vermelho pela fucsina e é resistente à descoloração pela lavagem com 

solução álcool-ácida (Ress, 1985).  

 O bacilo é imóvel, divide-se por bipartição, não forma esporos, e o tempo 

de geração varia, em média, de 12 a 14 dias, o mais longo já relatado entre as 

bactérias.  A temperatura ideal para o crescimento de M. leprae é entre 27 e 33º 

C, o que pode explicar a sua predileção por áreas superficiais do corpo como a 

pele e nervos periféricos (Shepard, 1965). 

O envelope do bacilo é constituído por três compartimentos: membrana 

plasmática, parede celular e a cápsula e constitui 40% do peso seco da bactéria 

e, como para todos os membros do gênero Mycobacterium, contém lipídeos, 

glicolipídeos, proteínas e porinas. A membrana plasmática é uma bicamada 

assimétrica composta principalmente de fosfolipídeos e proteínas. O 

lipoarabinomannan (LAM), componente de M. leprae, encontra-se ancorado à 

membrana plasmática via fosfatidilinositol. A parede celular consiste de 

peptídeoglicana covalentemente ligada a arabinogalactana, que por sua vez se 

liga aos ácidos micólicos (Figura 10) (Vissa & Brennan, 2001).  

 

 

Figura 10. Modelo esquemático do envelope celular de M. leprae. M. leprae apresenta uma 

parede celular sobreposta à membrana plasmática. Esta parede é constituída por uma região 
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eletrondensa, composta por peptideoglicana, galactana, arabinomana, lipomanana, 

lipoarabinomana, uma região eletrontransparente, constituida por arabinogalactana ligada a 

micolatos, lipomanana, lipoarabinomanana, e uma cápsula formada por fosfatidilinositol 

manosídeos, glicolipídeo fenólico 1, fosfolipídeos, monomicolato de trealose e ftiocerol 

dimicocerosato. Abreviaturas: LM, lipomanana; LAM, lipoarabinomanana; PL, fosfolipídeo; TMM, 

monomicolato de trealose; PIMs, fosfatidilinositol manosídeos; PGL-1; PDIM, ftiocerol 

dimicocerosato.  

Fonte: Adaptado de Vissa & Brennan, 2001. 

 

O parasito apresenta uma densa cápsula de lipídeos, externa à parede 

celular, rica em PDIM, no glicolipídeo ligado a resíduos de manosil-fosfatidil-mio-

inositol (PIM) e em PGL-1, uma molécula exclusiva do M. leprae composta por 

um trissacarídeo, ligado a um grupamento fenólico e este a um core lipídico de 

fitiocerol esterificado por duas moléculas de ácido micocerossídicos. Esta 

cápsula vem sendo relacionada à resistência a radicais livres, permitindo a 

sobrevivência intracelular da micobactéria e limitando a penetração de drogas 

antimicrobianas (Hunter et al., 1982). 

Ao longo dos anos, os antígenos derivados de M. leprae cultivados em 

tatu ou de proteínas recombinantes têm sido utilizados como reagentes 

diagnósticos por diversos grupos de pesquisa em ensaios sorológicos. Tanto os 

lipídios da parede celular quanto as proteínas citosólicas têm sido estudados por 

sua utilidade no sorodiagnóstico (Kumar et al., 2010). Descobriu-se que essas 

proteínas estão envolvidas em várias vias metabólicas, revelando a 

complexidade do envelope da célula micobacteriana (Marques et al., 2008). 

As proteínas presentes na fração MLMA (do inglês, Cell Membrane 

Fraction Mycobacterium leprae) foram separadas por gel de eletroforese 

bidimensional (2-DE) e identificadas por espectrometria de massa. Dessas 

proteínas, 16 eram novas, ou seja, ainda não haviam sido relatadas 

anteriormente. Foram identificadas, proteínas de membrana associada ao 

metabolismo de lipídico e respiração, além das MMP-I e MMP-II (do inglês, Major 

membrane protein I and II) que são proteínas características de membrana 

(Marques et al., 2004).  

Um outro estudo examinou as respostas sorológicas a proteínas 

recombinantes, bem como a antígenos de glicolipídios e carboidratos para 

determinar se eles são preditivos da posição de um paciente no espectro da 
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Hanseníase. No geral, as respostas a ML2028 (Ag85B) e ML2038 

(bacterioferritina) foram consistentemente altas nos em pacientes MB e PB, e 

fracas ou ausentes nos controles endêmicos, enquanto as respostas a outros 

antígenos mostraram variabilidade considerável. A fração MLSA (do inglês, 

Cytosol Fraction Mycobacterium leprae) foi utilizada para examinar respostas 

ativas a anticorpos e a LAM. Pacientes MB geralmente apresentaram respostas 

de anticorpos muito altas para LAM (Spencer et al., 2011). 

Já foi demonstrada que tanto o lisado total quanto os antígenos de MLSA 

foram capazes de inibir a fosforilação de ERK ½ e p38 MAPK, levando à 

diminuição da expressão de CD25 e CD69, marcadores de ativação inicial de 

linfócitos, e consequentemente à inibição da ativação de células T in vitro (Dagur 

et al., 2010).  

No atual diagnóstico de Hanseníase é necessário avaliações 

dermatológicas e clínicas, o que dificulta sua rapidez. Assim, novos testes 

sorológicos baseados em antígeno proteico e ou combinações antigênicas são 

requeridos. Resultados mostram que imunoblot da fração MLSA apresenta uma 

maior ativação sorológica aos anticorpos IgG, quando comparado as frações 

MLMA e MLCwA (do inglês, M. leprae total cell wall antigen), enquanto que a 

fração MLMA têm maior número de antígenos para ativar IgA e IgM. Esses 

resultados sugerem que futuramente peptídeos poderão ser utilizados baseados 

em combinação sinérgica para teste sorodiagnóstico da Hanseníase (Kumar et 

al., 2014). 

Embora os testes para anticorpos IgM anti-PGL-I tenham sido favoráveis 

para certas aplicações no diagnóstico da Hanseníase, a maioria não é adequada 

para aplicação epidemiológica (Lobato et al., 2011). No entanto, os dois novos 

antígenos, MLCwA e MLSA-LAM, um antígeno solúvel do M. leprae sem 

lipoglicanos micobacterianos, principalmente lipoarabinomanana, mostraram-se 

promissores em estudos de hipersensibilidade tardia DTH (do inglês, Delayed-

type hypersensitivity) (Rivoire et al., 2014).  

 

1.8 Aspectos gerais da interação M. leprae - célula hospedeira e a 

importância das células dendríticas 
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Na hanseníase a resposta inata é mediada principalmente por 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (DCs). Essa resposta inicial é 

eficiente para detectar características dos agentes patogênicos através de 

estruturas conhecidas como PAMPs (do inglês, Pattern-associated molecular 

patterns) porém, os PAMPs não são exclusivos de patógenos (Iwasaki & 

Medzhitov, 2010). Em contrapartida, a resposta adaptativa é mediada pelos 

linfócitos T e B que utilizam receptores de antígeno altamente específicos 

(Iwasaki & Medzhitov, 2015). Sabe-se que após a ativação, as células T CD4 

naïve podem se diferenciar em várias subpopulações, como: Th1, Th2, Th9, 

Th17 e Linfócitos T reguladores Treg (do inglês, T regulatory cells), que 

participam de diferentes tipos de respostas imunes, em função da natureza do 

patógeno (Zhu & Paul, 2010). 

A localização do bacilo constitui um dos principais mecanismos de escape 

do sistema imune (Frehel & Rastogi 1987). A bactéria se protege da imunidade 

humoral dentro de uma célula hospedeira, nos macrófagos acredita-se que o 

bacilo iniba com sucesso a fusão do fagossoma com o lisossomo, evitando sua 

digestão pelas enzimas lisossomais (Montoya & Modlin 2010). A fagocitose de 

micobactérias ocorre através de receptores de manose, receptores de lectina do 

tipo C, como o CD209, receptores do complemento 1, 3 e 4 e receptores 

“scavenger”, como o CD163 (Maeda et al., 2003; Moura et al., 2012). A formação 

do fagolisossomo é essencial para liberação das enzimas digestivas, bem como 

as espécies reativas de oxigênio ROS (do inglês, Reactive oxygen species) e 

nitrogênio NO (do ingles, Nitric oxide), e sua inibição contribui para a 

sobrevivência do bacilo no meio intracelular onde o bacilo passa a se multiplicar 

(Maeda et al., 2003). 

Assim como os macrófagos, as DCs atuam na primeira linha de defesa do 

sistema imune a entrarem em contato com M. leprae (Modlin et al., 1984). As 

DCs se origenam na medula óssea e migram para tecidos como pele, fígado e 

intestino, e vão realizar um papel de vigilância imunológica. O reconhecimento e 

internalização de antígenos oriundos de patógenos pelas DCs ainda imaturas 

(iDCs) induz sua migração e maturação tornando-as aptas para a apresentação 

de antígenos para linfócitos através dos complexos de histocompatibilidade MHC 

I e MHC II (do inglês, Major histocompatibility complex) definido como HLA 

(Human Leucocyte Antigen) nos humanos (Sieling et al., 1999). De acordo com 
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o perfil de expressão de moléculas co-estimulatórias e citocinas produzidas 

pelas DCs diferentes tipos de resposta imune podem ser ativados (Kalinski et al., 

1999). 

A resposta inata é importante na definição do curso da infecção da 

hanseníase. Os bacilos são reconhecidos por vários receptores imunes inatos, 

incluindo receptores da família Toll TLR (do inglês, Toll-like receptors). O bacilo 

é reconhecido predominantemente pelo heterodímero TLR2/1 expresso na 

membrana de células imunes como macrófagos e DCs. Esse reconhecimento 

leva à ativação de vias celulares para iniciar a morte de M. leprae (Krutzik et al., 

2003). Já foi demonstrado que os receptores TLR1 e TLR2 são mais expressos 

em lesões de pacientes PB em comparação com lesões de MB. Além dessas 

células, já foi observado que as células de Schwann também podem expressar 

TLR2 e sua ativação contribui para o dano neurológico na Hanseníase (Oliveira 

et al., 2003). 

As DCs são caracterizadas em subpopulações e esta classificação refere-

se à função, localização e expressão de moléculas em sua superfície. As Células 

de Langerhans (LCs) são descritas como residentes da epiderme e expressam 

moléculas apresentadoras de lipídeos CD1a e CD207 (Langerina) e são mais 

abundantes em lesões tuberculoides (Hirai et al., 2016). O aumento no número 

de LCs foi observado nos dois tipos reações da hanseníase (Mi et al., 2020). 

Outra subpopulação de DCs são conhecidas como células dendríticas 

plasmocitoides (pDCs) que expressam CD123 e dendrócitos dermais (DDs) em 

sua superfície e são especializadas na produção de interferon tipo 1. Semelhante 

as LCs, são mais encontradas em lesões de PB em comparação com lesões de 

MB (Hirai et al., 2016). Pode-se dizer que a atuação das pDCs podem contribuir 

com a predominante resposta imune celular encontrada no polo de resistência a 

doença devido ao seu papel de captura e apresentação antigênica nos 

linfonodos regionais bem como ativação dos linfócitos (Mi et al., 2020). 

Macrófagos e alguns subgrupos de DCs expressam em sua superfície um 

receptor de lectina do tipo C chamado DC-SIGN (do ingles, Dendritic cell-specific 

ICAM-grabbing non-integrin) que funciona como receptor de entrada para 

patógenos, e ao contrário do que foi visto para as outras subpopulações LCs e 

pDCs, a sua detecção foi maior nas lesões de pacientes MB (Krutzik et al., 2005). 

Além disso, as DCs que expressam DC-SIGN mostraram funções 
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imunossupressoras relacionadas a secreção da IL-10. Contudo, sabendo que a 

resposta imune adaptativa se desenvolve em resposta ao estímulo dado 

primeiramente pelas APCs (do inglês, Antigen presenting cells), o conjunto de 

moléculas expressas bem como citocinas que são secretadas nesse 

microambiente de ativação é determinante na resposta imunológica da 

Hanseníase (Kumar et al., 2013). 

Um subgrupo de DCs chamadas de mDCs (do inglês, Dendritic cells 

derived from monocytes) de indivíduos saudáveis e pacientes com hanseníase 

apresentaram aumento na expressão de moléculas coestimulatórias como 

CD40, CD80, CD86 e HLADR quando estimuladas com antígeno sonicado do M. 

leprae, independente da forma clínica. Entretanto, não foi observada a 

expressão do marcador mais importante de maturação de DCs, a molécula CD83 

(Braga et al., 2015). Somado a isso, pacientes MB produziram níveis baixos de 

IL-12p70, a forma bioativa da IL-12, o pode estar diretamente relacionado com a 

incapacidade destes indivíduos em produzirem uma resposta Th1 eficiente 

contra o bacilo (Braga et al., 2015). 

A polarização de células T é induzida pelo reconhecimento e resposta aos 

bacilos e a produção de citocinas pelas DCs que regulam a inflamação local. As 

DCs de pacientes com a forma tuberculóide da hanseníase, assim como seus 

macrófagos ativados, são capazes de produzir citocinas pró-inflamatórias, como 

IL-12, que estimulam uma resposta imune do tipo Th1. Porém as DCs de 

pacientes com a forma lepromatosa da doença produzem IL-4 e IL-10, 

polarizando a resposta para um perfil Th2 (Maeda et al., 2003). 

Os linfócitos T reguladores (Treg) se enquadram em uma população 

heterogênea que modula as respostas imunes promovendo a tolerância 

periférica contra antígenos próprios e evitando a exacerbação de respostas 

contra patógenos, mas pode suprimir respostas efetivas contra agentes 

infecciosos, facilitando sua permanência no hospedeiro (Boer, Joosten, & 

Ottenhoff, 2015). Os Tregs caracterizam-se pela produção de IL-10 e TGF-β, 

além da expressão do fator de transcrição FoxP3 (do inglês, Forkhead box 

protein P3) (Sehrawat & Rouse, 2011). A ocorrência de células supressoras 

antígeno específicas na hanseníase é descrita há muito tempo, e parece estar 

associada com a forma disseminada da doença representada pelos pacientes 

MB (De Souza Sales et al., 2011; Palermo et al., 2012). 
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Outra população de linfócitos descrita é a Th17, essas células produzem 

uma citocina chave desse perfil, a IL-17A, que estimula a expressão de 

mediadores inflamatórios em macrófagos e células endoteliais. As Th17 

diferenciam-se por influência de TGF-β, IL-6, IL-1β e IL-23 e tem como fator de 

transcrição RORγt (do inglês, Retinoic acid-related orphan receptor gamma t) 

(Volpe et al., 2008). Essas células apresentam papel importante na defesa contra 

patógenos, em especial nas mucosas, além de participar de processos auto-

imunes (Muranski & Restifo, 2013). Dados recentes da literatura mostram que 

uma combinação de respostas Th1/Th17 podem exercer um efeito protetor 

durante a infecção pelo bacilo (Santos et al., 2017). Os níveis de Il-17 estão 

diminuídos em pacientes com hanseníase, principalmente em MB (Attia et al., 

2014; De Almeida-Neto et al., 2014), entretanto já foi observado níveis elevados 

dessa citocina em ENH (Martiniuk et al., 2012), o que sugere um papel da IL-17 

na resposta contra M. leprae. 

 

1.9 Papel de IDO e de seus metabólitos: aspectos gerais e importância na 

hanseníase  

 

Desde a década de 70 acredita-se que a primeira etapa da via da 

quinurenina é realizada por qualquer uma das duas enzimas: Indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) e Triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) dependendo do tipo de 

célula e tecido (Ball et al., 2009). Essas enzimas executam a primeira etapa do 

catabolismo do triptofano (Tryp), um aminoácido essencial para mamíferos, 

como a maioria dos microrganismos depende desse aminoácido para sua 

sobrevivência, sua degradação por células do sistema imune inato foi apontada 

como um importante mecanismo microbicida (Mello & Munn, 2004). Sabe-se que 

a enzima IDO apresenta duas isoformas, IDO-1 e IDO-2. A IDO1 é caracterizada 

pelo seu papel imunomodulador e neuroativo bem conhecidos, enquanto a IDO-

2 é expressa constitutivamente no fígado, cérebro e tireóide e, ao contrário da 

IDO-1, foi descoberta mais recentemente (Ball et al., 2007).  

Vários tipos de células, como macrófagos, células epiteliais e DCs 

produzem a enzima IDO-1, cuja expressão pode ser induzida por citocinas pró-

inflamatórias, principalmente o IFN-γ, através de ligantes TLRs, como 

lipopolissacarídeos (LPS) e interações entre células imunes através de 
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moléculas co-estimuladoras, como CD80 e CD86. Sabe-se que a enzima IDO-1 

pode afetar a imunidade através de dois mecanismos não exclusivos: 1) pelo 

estabelecimento de uma resposta local com privação de aminoácidos que inibe 

a proliferação celular e patogênica; 2) através da produção de metabólitos das 

quinureninas, que apresentam funções imunomoduladoras ou citotóxicas (De 

Araújo et al., 2017). 

O primeiro passo da degradação de Tryp é a sua conversão em N-

formilquinurenina via a enzima IDO-1. A N-formilquinurenina é inicialmente 

convertida em quinurenina, dando o nome a essa via metabólica. Em seguida, 

pela ação da enzima KMO (do inglês, Kynurenina 3-monooxygenase) é 

convertida à 3-HK (do inglês, 3-hydroxykynurenine). Ambas, quinurenina e 3-HK 

podem ser oxidadas pela enzima quinureninase à AA (do inglês, Anthranilic acid) 

ou à 3-HAA (do inglês, 3-hydroxyanthranilic acid), respectivamente. Estes 

metabólitos podem também ser convertidos pelas enzimas KAT I ou KAT II (do 

inglês, Kynurenine aminotransferase I or II) à KYNA (do inglês, Kynurenic acid) 

ou XA (do inglês, Xanthurenic acid), respectivamente. O metabólito 3-HAA, por 

sua vez, pode ser oxidado pela enzima 3-HAO (do inglês, 3-hydroxyanthranilate 

oxidase) à QUIN (do inglês, Quinolinic acid), enquanto que outra enzima é capaz 

de metabolizar 2-aminomucânico 6-seminaldeído à AP (do inglês, Picolinic acid) 

(Figura 11) (Hu et al., 2017). 
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Figura 11. Via da quinurenina no metabolismo do triptofano. 
Fonte: Adaptado de Schwarcz et al., 2012 

 

A enzima IDO-1, inicialmente foi descrita como um mecanismo bactericida 

ou ligada à imunossupressão de células T e tolerância. Entretanto, nos últimos 

anos, têm-se acumulado evidências de que esta enzima também desempenha 

um papel importante durante infecções virais (HIV, influenza e hepatites), 

infecções por protozoários (Toxoplasma gondii) e bacterianas (Mycobacterium 

tuberculosis) (Schmidt & Schultze, 2014; Clement et al., 2017; Sasai et al., 2018). 

Em infecções bacterianas já foi demonstrado que o aumento da atividade de 

IDO-1 induz uma potente restrição do crescimento bacteriano, além da indução 
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de ROS e NOS, a atividade de IDO-1 auxilia na degradação de Tryp, contribuindo 

para o starvation (privação de nutrientes) nas bactérias auxotróficas (Schmidt & 

Schultze, 2014). Um outro efeito bactericida relacionado a ativação da enzima 

IDO-1 é a produção de metabolitos tóxicos de quinurenina. O recrutamento de 

células Treg e níveis crescentes de radicais livres podem ajudar com feedback 

negativo para encerrar as respostas inflamatórias (Figura 12) (Schmidt & 

Schultze, 2014). 

 

 

Figura 12. Visão esquemática do papel central do IDO-1 nas respostas imunes a infecções 
bacterianas.  
Fonte: Adaptado de Schmidt & Schultze, 2014 
 

Dados da literatura já mostraram um aumento de células IDO-1+ em 

lesões de pele de pacientes MB, além disso, já foi observado que há um aumento 

significativo da atividade de IDO-1 nos soros de pacientes MB quando 

comparados a pacientes PB e voluntários sadios (De Souza Sales et al., 2011).  

Outros estudos demonstraram que M. leprae induz um aumento da 

expressão gênica e protéica de IDO-1 em monócitos humanos por um 
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mecanismo dependente de IL-10. De acordo com esse trabalho, nas lesões 

lepromatosas também foi observado um aumento de CD163. Foi demonstrado 

que o CD163 tem um papel duplo na célula, aumentando os estoques 

intracelulares de ferro, o que é benéfico ao bacilo e, funcionando como um co-

receptor para a entrada do bacilo na célula. Esses dados sugeriram um papel 

tolerogênico de IDO-1 na imunopatogênese da hanseníase (Moura et al., 2012). 

No entanto, um trabalho mais recente demonstrou um aumento de IDO-1, 

dependente de IFN-γ, em células de lesão de pele de pacientes MB que 

desenvolveram reação reversa (Andrade et al., 2015). Juntos esses dados 

sugerem que a IDO-1 pode apresentar efeitos antagônicos na patogenia da 

doença. 

Os estudos sobre atividades imunoreguladoras em relação aos 

metabólitos da via de quinureninas ainda são escassos. Sabe-se que o Tryp é 

metabolizado ao longo da via das quinureninas podendo produzir AP ou QUIN, 

mas apenas o AP é capaz de inibir o crescimento de M. tuberculosis em culturas 

de DCs in vitro, em contraste, macrófagos infectados com micobactérias 

patogênicas produziram QUIN, em vez de AP, o que não reduz o crescimento de 

M. tuberculosis (Blumenthal et al., 2012). A administração de 3-HAA demonstrou 

diminuir a inflamação induzida por células Th17 e proteger camundongos contra 

encefalite autoimune (Platten et al., 2005). Outros dados mostraram que o 3-

HAA tem propriedades imunoreguladoras e pode inibir células Th1 e Th2 e 

aumentar a porcentagem de Tregs (Hayashi et al., 2007). Além disso, o 

tratamento de DCs com 3-HAA diminuiu a capacidade dessas células de 

estimular a ativação e diferenciação de células T in vitro e in vivo, além da 

diminuição das moléculas co-estimulatórias CD40, CD80, CD86 (Lee et al., 

2013). 3-HAA e 3-HK foram capazes de inibir a proliferação de células T, induz 

o desenvolvimento de células Treg e prolonga a sobrevivência do aloenxerto de 

córnea. 

Propriedades neuroativas vêm sendo atribuídas aos metabólitos da via 

das quinureninas. Uma vez no cérebro, a quinurenina é absorvida pelas células 

da glia, onde sua metabolização é iniciada. Ao longo da via, os metabólitos como 

ácido 3-HK e QUIN são reconhecidos por seus efeitos neurotóxicos, podendo 

promover neurodegeneração (Allegri et al., 2003; De La Cruz et al., 2012). O 

aumento nos níveis de QUIN e 3-HK no fluido cerebrospinal humano foi 
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correlacionado com disfunções cognitivas e motoras, nas doenças de Huntington 

e Parkinson, e em doenças psiquiátricas como ansiedade, depressão e 

esquizofrenia. Acredita-se que a neurotoxicidade da 3-HK ocorra devido à sua 

capacidade de induzir estresse oxidativo e apoptose neuronal. 3-HK produz ROS 

e induz a clivagem do DNA nuclear, promovendo assim a apoptose (Okuda et 

al., 1998; Carvalho et al., 2017). 

O metabólito QUIN é um agonista do receptor N-metil-D-aspartato 

(NMDA) e a estimulação desses receptores glutamatérgicos aumenta o influxo 

de cálcio nos neurônios, contribuindo para a geração de ROS e radicais livres; 

estimulando ainda a peroxidação lipídica da membrana, e comprometendo, 

assim, a sua fluidez e permeabilidade, o que pode, eventualmente, conduzir ao 

dano neuronal (Carvajal et al., 2016). Enquanto QUIN atua como agonista do 

NMDA e pode causar excitotoxicidade neural, KYNA tem um papel neuroprotetor 

através de sua atuação como antagonista do receptor NMDA (Stone, 2001). A 

estimulação do receptor glutamatérgico NMDA aumenta o influxo de cálcio nos 

neurônios, contribuindo para a produção de espécies reativas de oxigênio e 

radicais livres, além de estimular a peroxidação lipídica da membrana, 

contribuindo para o dano neural (Carvalho et al., 2017). KYNA foi descrito como 

um ligante endógeno do GPR35 (receptor 35 acoplado à proteína G). A ativação 

de GPR35 inibe a liberação do fator de TNF por macrófagos, sob condições 

inflamatórias e destaca a importância do KYNA na regulação das funções 

imunes, sugerindo seu possível efeito anti-inflamatório (Carvalho et al., 2017). 

De acordo com Carvalho et al. (2017) a quinurenina periférica bem como 

o Tryp atravessam a barreira hematoencefálica e atingem o sistema nervoso 

central (SNC), onde serão metabolizados. As citocinas IL-4 e IL-10 reduzem a 

atividade da IDO, consequentemente reduzindo o catabolismo do Tryp, sem 

comprometer a produção de 5-HT (do inglês, 5-hydroxytryptophan). Entretanto, 

o IFN-α e o TNF-α estimulam a atividade da IDO, aumentando o metabolismo de 

Tryp, comprometendo assim a síntese de 5-HT e favorecendo a via e a produção 

de metabólitos neurotóxicos como 3-HAA e o QUIN. O KYNA age como 

antagonista dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e dos receptores α7-

nicotínico de acetilcolina (α7nAChR), exercendo ação neuroprotetora (Figura 

13). 
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Figura 13. Efeito neurotóxico e neuroprotetor dos metabólitos da via das quinureninas. 

Fonte: Carvalho et al., 2017 

O catabolismo do triptofano pode ainda ser desviado para a via da 

serotonina, principalmente quando a via das quinureninas é downregulada. A 

partir da hidrólise do triptofano ocorre a formação de 5-HTP, que é rapidamente 

metabolizado à serotonina e posteriormente em melatonina (MEL) pela ação de 

transferases (Majumdar et al., 2019). Em torno de 95% do Tryp obtido da dieta 

é metabolizado pela via das quinureninas, e cerca de apenas 1% do Tryp é 

convertido em 5-HT no sistema nervoso central (SNC), enquanto o restante é 

direcionado à síntese de proteínas e de melanina (Botting, 1995). A melatonina 

também é sintetizada, enzimaticamente, a partir de L-triptofano, sendo 

considerada o produto final da via da serotonina (Calvo et al., 2013).  

Dados antigos já mostram que a administração de MEL a camundongos 

aumenta a apresentação de antígenos pelos macrófagos esplênicos às células 

T, e esse efeito é consistente com um aumento na expressão de moléculas de 

MHC de classe II e produção de IL-1 e TNF (Piolo et al., 1993). O tratamento de 

células PC12, células de feocromocitoma adrenal de rato, com MEL regula 

positivamente a expressão da proteína FoxO1 (do inglês, Forkhead box protein 
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O1) e induz a expressão de IDO-1, sendo a via de sinalização JNK importante 

na regulação positiva de IDO-1 induzida por melatonina (Li et al., 2017). 

 Além dos metabólitos da via de Tryp, outras moléculas também são 

capazes de regular a ativação de IDO-1. Estudos in vivo indicam que o NO 

produzido pela iNOS (do inglês, Nitric oxide synthase) inibe a atividade da IDO-

1 interagindo diretamente com a enzima e promovendo sua degradação pela via 

do proteassoma (Samelson-Jones & Yeh, 2006). A Arginase (Arg-1) compartilha 

o mesmo substrato, ou seja, L-arginina, com iNOS. Arg-1 hidrolisa a L-arginina 

em L-ornitina e ureia. Sabe-se que a L-ornitina favorece o crescimento de 

parasitas (Li et al., 2012).  

 

1.10 Justificativa 

 

Nossos dados anteriores demonstraram que M. leprae é capaz de induzir 

a expressão gênica e proteica de IDO-1 em monócitos humanos por um 

mecanismo dependente de IL-10 (De Sousa Sales et al., 2011; Moura et al., 

2012), contribuindo para a imunossupressão observada em pacientes 

multibacilares. Por outro lado, em um estudo mais recente avaliando a expressão 

de IDO-1 em amostras de pacientes multibacilares que desenvolveram reação 

reversa, um episódio inflamatório agudo mediado por IFN-γ (Andrade et al., 

2015), foi observado o aumento da expressão gênica de IDO-1 nas lesões, 

associado a um declínio da carga bacilar. Diante de algumas possibilidades, nos 

questionamos se antígenos de M. leprae poderiam estar modulando 

diferencialmente o padrão de resposta imune e se a indução de IDO-1 por 

diferentes componentes micobacterianos poderia estar associado a tolerância 

ou ativação celular. Por outro lado, sabe-se que a IDO-1 é uma enzima chave no 

metabolismo do triptofano e que, no contexto da inflamação é a principal enzima 

do metabolismo das quinureninas e que os metabólitos desta via possuem uma 

série de funções biológicas importantes. Assim, o presente trabalho justificou-se 

pela necessidade de avaliarmos o impacto de diferentes frações 

micobacterianas na indução de IDO-1 em células apresentadoras de antígeno, 

bem como na funcionalidade dessas APCs. Em conjunto, uma vez que há 

escassez de dados sobre o papel dos metabólitos da via das quinureninas na 

patogênese de doenças causadas por micobactérias, o presente trabalho 



 

32 
 

buscou avaliar o impacto dos diferentes metabólitos na viabilidade tanto da célula 

hospedeira quanto na viabilidade do bacilo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral: Avaliar o papel de IDO-1 e dos metabólitos do triptofano na 

imunopatogênese da Hanseníase. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

• Investigar se M. leprae e suas frações antigênicas são capazes de induzir 

a expressão e atividade de IDO-1 em mDCs; 

• Determinar o papel de IL-10 e TNF-α na indução de IDO-1 nas mDCs; 

• Investigar o envolvimento da via TLR2 na indução de IDO-1 por M. leprae 

e suas frações em mDCs; 

• Avaliar a capacidade das mDCs estimuladas ou não com M. leprae de 

induzir um fenótipo regulador nos linfócitos T; 

• Determinar o fenótipo das mDCs de pacientes com as formas polares da 

hanseníase; 

• Determinar a expressão de IDO-1 e CD1a nas mDCs de pacientes com 

as formas polares da hanseníase; 

• Avaliar a atividade enzimática de IDO-1 e Arginase no soro de pacientes 

com as formas polares da hanseníase; 

• Avaliar a produção de NO no soro de pacientes com as formas polares da 

hanseníase. 

• Analisar a viabilidade das mDCs na presença dos metabólitos da via das 

quinureninas; 

• Analisar o papel dos diferentes metabólitos na viabilidade de M. leprae; 

• Avaliar o efeito dos metabólitos da via das quinureninas na Hanseníase. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Biossegurança e Permissão ética 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

Oswaldo Cruz, parecer número 1.538.467. Os pacientes participantes do estudo 

foram recrutados no Ambulatório Souza Araújo (ASA) da Fundação Oswaldo 

Cruz (FIOCRUZ). Foram selecionados pacientes entre 18 e 65 anos 

diagnosticados com hanseníase pela primeira vez. Foram excluídos pacientes 

menores de 18 anos, maiores de 65 anos, coinfectados com o vírus da 

imunodeficiência humana adquirida (HIV) e casos de reação e recidiva da 

hanseníase. O consentimento livre e esclarecido foi obtido por todos os 

indivíduos incluídos no estudo. Todas as coletas foram realizadas por 

profissionais habilitados utilizando materiais descartáveis e/ou esterilizados 

visando minimizar o desconforto dos pacientes, e de acordo com as normas de 

biossegurança. As amostras biológicas de pacientes com hanseníase, 

diagnosticadas de acordo com a classificação de Ridley e Jopling (1966), 

foram manipuladas na câmara de fluxo laminar, em ambiente estéril, respeitando 

as normas preconizadas para a manipulação de material biológico. 

 

Identificação Forma Clínica  Sexo Data de nascimento IB ILB 

HD01 - M 26/08/1985 - - 

HD02 - F 29/04/1974 - - 

HD03 - M 24/04/1974 - - 

HD04 - F 12/06/1983 - - 

HD05 - M 12/04/1965 - - 

HD06 - M 12/10/1973 - - 

HD07 - M 14/11/1979 - - 

HD08 - F 12/09/1991 - - 

HD09 - M 22/02/1991 - - 

HD10 - M 11/10/1991 - - 

HD11 - F 28/03/1962 - - 

HD12 - F 16/05/1962 - - 

HD13 - F 15/10/1976 - - 

HD14 - M 06/04/1981 - - 

HD15 - F 20/04/1991 - - 

HD16 - F 17/10/1981 - - 

HD17 - M 11/12/1992 - - 

HD18 - M 09/06/1987 - - 
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HD19 - F 01/06/1990 - - 

HD20 - F 02/03/1994 - - 

HD21 - M 26/01/1987 - - 

HD22 - F 05/03/1978 - - 

HD23 - F 28/10/1976 - - 

HD24 - F 30/03/1979 - - 

HD25 - M 06/03/1982 - - 

HD26 - F 23/11/1991 - - 

HD27 - F 25/09/1990 - - 

PB01 TT F 15/09/1957 0 0 

PB02 BT F 18/03/1965 0 0 

PB03 BT M 20/11/1954 0 0 

PB04 BT M 18/01/1978 0 0 

PB05 BT M 23/01/1984 0 0 

PB06 BT M 29/10/1967 0 0 

PB07 BT F 02/08/1952 0 0 

PB08 BT M 05/07/1961 0 0 

PB09 BT M 06/09/1948 0 0 

PB10 BT M 01/08/1981 0 0 

PB11 BT M 22/01/1957 0 0 

PB12 BT M 13/01/1981 0 0 

PB13 BT F 20/01/1944 0 0 

PB14 BT F 15/09/1942 0 0 

PB15 BT F 06/05/1971 0 0 

PB16 BT F 27/09/1947 0 ni 

PB17 BT M 05/10/1996 0 0 

PB18 BT M 28/05/1946 0,57 0 

PB19 BT F 01/10/1995 0 0 

PB20 BT F 20/01/1984 0 0 

PB21 BT M 19/05/1956 0 0 

PB22 BT M 23/12/1957 0 0 

PB23 BT M 25/02/1961 0 0 

PB24 BT F 14/09/1984 0 0 

PB25 BT F 28/03/1961 0 ni 

PB26 BT M 16/02/1935 0 0 

PB27 BT F 03/09/1962 0 0 

PB28 BT F 09/03/1981 0 0 

PB29 BT F 23/08/1948 0 0 

PB30 BT F 07/05/1925 0 0 

PB31 BT F 10/08/1953 0 0 

PB32 BT F 06/04/1944 0 0 

PB33 BT M 10/11/1953 0 0 

PB34 BT F 20/03/1944 0 0 

PB35 BT F 14/05/1962 0 0 

PB36 BT M 12/04/1988 0 0 

PB37 BT F 02/07/1974 0 0 



 

36 
 

PB38 BT F 07/04/1966 1 0 

MB01 BL M 12/06/1985 4,5 3,3 

MB02 LL M 03/11/1973 5,5 3,6 

MB03 LL M 13/08/1983 5,5 5 

MB04 LL M 04/01/1975 5 5,95 

MB05 LL M 14/05/1998 5 ni 

MB06 LL F 05/02/1959 5 ni 

MB07 BL F 25/11/1969 4 4,85 

MB08 BL M 25/10/1948 1,5 3,5 

MB09 BL M 04/03/1956 0,5 2,7 

MB10 BL M 01/08/1969 2,5 4,5 

MB11 BL F 05/03/1981 1 2,6 

MB12 BL M  14/12/1959 5 3,5 

MB13 BL F 12/06/1960 1 3,5 

MB14 BL M 28/02/1970 4,25 4,8 

MB15 BL F 10/05/1955 3,75 3,7 

MB16 BL M 17/11/1954 1 0 

MB17 BL M 28/01/1964 4,76 4,5 

MB18 BL M 25/07/1990 0 3,5 

MB19 BL F 18/10/1965 4,5 3,4 

MB20 BL M 14/09/1933 4,57 4,85 

MB21 BL M 30/01/1960 3,75 3,5 

MB22 BL M  24/07/1951 4,25 4,85 

MB23 BL M 15/09/1942 0 3,85 

MB24 BL M  09/02/1955 1+ 4,7 

MB25 BL F 10/09/1986 4,25+ 4,5 

MB26 LL F 07/05/1977 4+ 0 

MB27 LL F 02/10/1981 5,5 5,6 

MB28 LL F  15/05/1988 4,75 5,9 

MB29 LL M 03/09/1971 5 5,85 

MB30 LL M  24/09/1964 4,75 4,6 

MB31 LL M 29/08/1963 0 5,5 

MB32 LL M 02/04/1975 5 5,6 

MB33 LL M 20/12/1979 5 4,8 

MB34 LL F 06/10/1988 4,25 5,85 

MB35 LL F 12/05/1941 4,5 4,8 

MB36 LL M 20/12/1971 4,8 5,6 

MB37 LL M  02/11/1969 5+ 4,9 

MB38 LL M 13/09/1962 4,25 4,3 

MB39 LL M 10/04/1985 4 5,8 

MB40 LL M 12/04/1988 5 5,95 

MB41 LL F 04/12/1958 5 5,86 

MB42 LL F 31/03/1980 5,75+ 5,85 

MB43 LL M 24/05/1987 4,25 5,9 

MB44 LL F 07/02/1978 3 5,95 

MB45 LL M  12/06/1989 ni 3,5 



 

37 
 

MB46 LL M 26/01/1990 5,25 5,85 

MB47 LL F 18/10/1987 4,75 5,9 

MB48 LL M 06/02/1980 5+ ni 

MB49 LL M 11/06/1957 3,25 3,6 

MB50 LL M 29/05/1947 ni 5,95 

MB51 LL M 22/06/1954 5,5 5,9 

MB52 LL M 18/07/1952 5 3,8 

MB53 LL F 10/11/1988 4 5,95 

MB54 LL F 18/10/1987 4,75 5,9 

MB55 LL M 12/02/1993 5,25+ 5+ 

 

Tabela 1. Dados dos pacientes e voluntários envolvidos no estudo. Tabela de identificação 
das amostras utilizadas no estudo, forma clínica, sexo, idade, IB (índice baciloscópico) e ILB 
(índice logarítmico de biópsia), ni = não identificado. HD (do inglês, healthy donors), PB e MB.  

 

3.2 Obtenção das buffy coats 

 

As buffy coats foram obtidas de doadores sadios pelo serviço de hemoterapia do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ) através de parceria técnico-científica aprovada pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz, sob o parecer 1.538.467. Os 

critérios de inclusão e exclusão foram os mesmos utilizados para a triagem em 

bancos de sangue, tendo sido excluídos nesse estudo voluntários com menos 

de 18 anos e cuja triagem sorológica tenha sido positiva para Hepatite B (HbsAg 

e Anti-HBc), Hepatite C (Anti-HCV), AIDS/SIDA (HIV I/II – teste combinado 

Ag+Ac), Doença de Chagas (Anti-T. cruzi), Sífilis (VDRL – não treponêmico), 

HTLV-I e HTLV-II, Malária e Citomegalovírus (CMV). Também foram excluídos 

pacientes com doenças autoimunes, gestantes e pacientes com anemia. 

 

3.3 Separação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

O sangue foi diluído em tampão fosfato salina (PBS) e posteriormente adicionou-

se Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia) em cada tubo para separação das 

células por gradiente de densidade. Após a rotação de 2000 rpm por 30 minutos 

à temperatura ambiente, foi coletada a nuvem de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) e posteriormente lavadas com PBS. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas novamente. O 

sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi ressuspenso em 2 mL de 
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meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). A viabilidade das 

células foi verificada através da técnica de exclusão por Azul de Tripan 0,4% 

(Sigma-Aldrich) na diluição 9 partes de Tripan para 1 de células e a contagem 

foi realizada em Câmara de Neubauer.Após a contagem, as células foram 

ressuspensas em meio RPMI (Gibco Invitrogen Corporation 1640, EUA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco Invitrogen Corporation, 

EUA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 2mM, penicilina a 

100U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 100μg/mL 

(meio completo). Para os experimentos utilizando M. leprae viável o antibiótico 

utilizado foi ampicilina a 50 μg/mL (Sigma-Aldrich, EUA). 

 

3.4 Obtenção de células dendríticas derivadas de monócitos (mDCs) 

 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) obtidas de doadores 

sadios foram marcadas com beads magnéticas CD14+ (20μl de MicroBeads para 

107 de células/ MACS Miltenyi Biotec) por 15 minutos a 4°C. Após esse tempo, 

as células foram lavadas com uma solução contendo 5% soro fetal bovino, 1mM 

EDTA e PBS. Em seguida, foi feita a separação em uma coluna magnética, e as 

células CD14+ foram obtidas através da seleção positiva. Após a separação 

magnética, as células CD14+ foram cultivadas na presença de meio contendo IL-

4 (10 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) (PeproTech, NJ, USA) por 6 dias a 37 °C 

em 5% de CO2, para a diferenciação das células CD14+ em células dendríticas 

derivadas de monócitos (mDCs). 

 

3.5 Estimulação das culturas de PBMCs, monócitos e células dendríticas 

 

Estímulo Concentração Marca 
M. leprae irradiado 0.1, 1 e 10 μg/mL BEI Resources (NIH/ATCC) 

M. leprae viável   MOI 10:1 Instituto Lauro de Souza Lima, SP 

MLSA  0.1, 1 e 10 μg/mL BEI Resources (NIH/ATCC) 

MLMA  0.1, 1 e 10 μg/mL BEI Resources (NIH/ATCC) 

1-MT 200 μM Sigma Aldrich 

Pam3Cys 10 g/mL Sigma Aldrich 

anti-human TNF-α 500 μg/mL Peprotech 

rabbit anti-human IL-10 100 μg/mL Peprotech 

MAb-mTLR2 1 μg/mL InvivoGen 

Brefeldina A 5 mg/mL BioLegend 

peptídeo inibitório MyD88 100 μM IMGENEX, San Diego, CA, EUA 
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Ácido quinolínico (QUIN) 62,5, 125, 250 e 
500 μM 

Sigma Aldrich 

Ácido quinurênico (KYNA) 62,5, 125, 250 e 
500 μM 

Sigma Aldrich 

Ácido picolínico (AP) 62,5, 125, 250 e 
500 μM 

Sigma Aldrich 

Ácido 3-hidroxiantranílico 
(3-HAA) 

62,5, 125, 250 e 
500 μM 

Sigma Aldrich 

Melatonina (MEL) 50, 100, 150 e 200 
μM 

Sigma Aldrich 

 

Tabela 2. Estímulos utilizados nas culturas celulares. 

 

3.6 Obtenção dos linfócitos autólogos 

 

Como dito no item 3.4, inicialmente foi feita uma separação positiva dos 

monócitos pela marcação magnética com beads CD14+, após esta etapa as 

células em suspensão passaram por uma coluna imantada ficando retidos 

monócitos. As células eluídas foram agora separadas pela marcação com beads 

magnéticas CD4+ (20μl de MicroBeads para 107 de células/ MACS Miltenyi 

Biotec) por 15 minutos a 4°C. Após esse tempo, as células foram lavadas com 

uma solução contendo 5% soro fetal bovino, 1mM EDTA e PBS. Em seguida, 

essas células foram passadas numa coluna de separação magnética, e as 

células CD4+, obtidas através da seleção positiva, foram avaliadas quanto a 

expressão de CD4 por citometria de fluxo (Milteny Biotec, Auburn, CA, EUA). 

 

3.7 Co-cultura de mDCS com linfócitos autólogos e marcação celular 

avaliada por citometria de fluxo 

 

Para avaliar o papel funcional do IDO-1, mDCs foram obtidos conforme descrito 

anteriormente e plaqueados em placas de 96 poços (2 × 104). Após o período de 

estímulo, linfócitos autólogos foram adicionados na proporção de 1 (mDC): 20 

(linfócitos) por 5 dias a 37 ° C 5% CO2. Posteriormente, as células foram 

coletadas, lavadas e marcadas com anticorpos anti‐FoxP3- Alexa Fluor 488/ 

CD4-PE ‐ Cy5/ CD25-PE de acordo com as especificações do True ‐ Nuclear 

Human Treg Flow Kit (BioLegend, San Diego, CA, EUA). As células foram 

analisadas por citometria de fluxo (FACS Aria IIu). 
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3.8 Ensaio Imunoenzimático 

 

Os sobrenadantes das culturas de mDCs foram recolhidos após o período de 

incubação e congelados a –20ºC. As citocinas foram dosadas por ELISA com 

kits específicos. Foram avaliadas: TNF-α, IL-6, IL-10, IL-15 e CXCL-10 conforme 

as instruções do fabricante (eBioscience). A leitura de absorbância foi obtida em 

leitor de ELISA SpectraMax 190 (Molecular Devices - EUA/Canadá) à450 nm 

com correção de comprimento de onda ajustada em 540 nm com uma faixa de 

detecção variável de acordo com cada kit. Para a análise dos dados foi utilizado 

o software SoftMax versão 5.3 (Molecular Devices - EUA/Canadá) e para a 

plotagem dos gráficos foi utilizado o programa Graph Prism 6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EUA). 

 

3.9 Citometria Intracelular 

 

Nos ensaios para análise da expressão intracelular de citocinas foi utilizado 

Brefeldina A (BioLegend) na concentração 5 mg/mL, por 12 horas nas culturas. 

Para a marcação intracelular, após o tempo de estimulação as células foram 

transferidas da placa para mini tubos de citometria. As células foram lavadas e 

posteriormente fixadas (PFA 2%). Em seguida, bloqueadas e permeabilizadas 

(Saponina 0.15%). Subsequentemente as células foram incubadas por 30 

minutos e protegidas da luz, com anticorpos monoclonais anti-IDO-1-PE (R&D) 

ou anti-TNF AlexaFluor700 (eBioscience). Ao término da incubação, as células 

foram lavadas, ressuspensas para posterior a leitura em citômetro de fluxo (BD 

Accuri). Para cada amostra, um mínimo de 10.000 eventos foram adquiridos. A 

análise foi realizada no software BD FlowJo. 

 

3.10 Extração de RNA 

 

O RNA total das culturas de mDCs foi extraído utilizando o regente TRIzol® (Life 

technologies, EUA) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Após os 

períodos de estimulação, o sobrenadante das culturas foi retirado e aliquotado, 

e então adicionado 500 μL de TRIzol® em cada poço, para lise das células 

aderentes. Posteriormente, adicionou-se 200 μL de clorofórmio (Merck, 
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Alemanha) em cada tubo e os mesmos foram homogeneizados por inversão até 

se obter um aspecto leitoso. Após isso, os tubos foram centrifugados a 12000 x 

g por 15 min a 4º C. A fase aquosa contendo o RNA (fase superior) foi transferida 

para novos tubos de 1,5 mL contendo 500 μL de isopropanol (Sigma-Aldrich, 

EUA), misturada por inversão e incubada a -70º C por no mínimo um dia. As 

fases intermediária e orgânica foram armazenadas a -20 ºC para posterior 

extração de DNA e proteína. Após o período de incubação, foi adicionado 2 μL 

de GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor visualização do 

sedimento, e então centrifugados a 14000 x g por 20 min a 4º C. Os 

sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado com 500 μL 

de etanol 70% por centrifugação a 10000 x g por 10 min a 4º C. Em seguida os 

sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos à temperatura ambiente 

por cerca de 10 min e em seguida ressuspensos em 20 μL de água tratada com 

dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life technologies, EUA). 

 

3.11 Quantificação de ácidos nucleicos 

 

A quantificação dos ácidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria 

utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). 

Inicialmente foi lido 1 μL de água ultrapura para determinar o “branco”. Em 

seguida, 1 μL de cada amostra foi lido contra o “branco” no comprimento de onda 

de 260 nm. A avaliação da pureza foi determinada pela razão da absorbância 

(A) em dois comprimentos de onda: A260/280 indica o grau de contaminação por 

proteínas, enquanto A260/230 indica o grau de contaminação por compostos 

orgânicos. As amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as 

razões A260/280 e A260/230 apresentaram valores > 1,8. 

 

3.12 Análise da integridade do RNA 

 

A integridade do RNA extraído foi avaliada por gel desnaturante de 1,2% de 

agarose (Life technologies, EUA) em tampão MOPS (do inglês, 3-(N- 

morpholino) - propanesulfonic acid) 1X (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente as 

amostras foram desnaturadas adicionando-se 200 ng de RNA a 35% formamida, 

MOPS 1X, 0,125% corante azul de bromofenol e 1 μL de SYBR Green II 100X 
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(Life technologies, EUA). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho 

seco a 65º C por 15 minutos e depois aplicadas no gel. A corrida de eletroforese 

foi realizada em corrente elétrica de 100 V por 50 minutos. Após esse período, o 

gel foi analisado por sistema de fotodocumentação (L-Pix touch, Loccus 

biotecnologia, SP). O RNA foi considerado íntegro quando observadas as 

subunidades ribossomais esperadas (28S e 18S). 

 

3.13 Tratamento do RNA com DNAse 

 

Após a quantificação e confirmada a integridade do RNA extraído, o mesmo foi 

submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-

free™ (Life tecnhologies, EUA) seguindo as recomendações do fabricante, em 

uma reação com volume final de 30 μL. Inicialmente, em tubos de 0,6 mL, foi 

adicionado 3 μg de RNA, 0,1 ml de tampão de enzima 10X e 1 μL da enzima 

Turbo DNAse, seguido por incubação a 37º C durante 30 min. Após o período 

de incubação, foi adicionado 0,1 volume do reagente de inativação enzimática. 

Em seguida, os tubos foram incubados à temperatura ambiente durante 5 min, 

agitando os tubos manualmente 2-3 vezes durante esse período para 

homogeneizar o conteúdo. Após isso, os tubos foram centrifugados a 10000 xg 

por 2 min, os sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente 

transferidos para novos tubos e o RNA novamente quantificado como descrito 

no item 4.5.3. 

 

3.14 Síntese de cDNA 

 

O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de mDCs mediante o uso 

da enzima transcriptase reversa Superscript III® (Life 33L33hnologies, EUA) em 

uma reação com volume final de 20 μL. Inicialmente, 500 ng de RNA e de Oligo 

(dT) (para a análise da expressão gênica de mdTHP-1) ou Random Primer (para 

análise da expressão gênica de micobactérias) foram incubados a 65º C por 5 

min para a linearização da molécula de RNA. Após a incubação foi adicionado o 

tampão da enzima em concentração de 1X, dNTP 0,125 mM, DTT 10 mM, 40 U 

de RNAse Out® e 200 U da enzima Superscript III®. Essa mistura foi incubada 

a 50º C por 1 hora para transcrição, seguida de incubação a 70º C por 5 min para 
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inativação da enzima. Após a incubação as amostras foram armazenadas a -20º 

C. 

 

3.15 Viabilidade de M. leprae 

 

Para os ensaios de viabilidade do bacilo, a fase intermediária armazenada a  

-20º C foi utilizada para a extração de DNA para a realização dos experimentos 

de viabilidade bacteriana. Em cada tubo foi adicionado 100 μL de tampão TE 

(5mM Tris; 0,1 mM EDTA) e 150 μL de clorofórmio. A mistura foi homogeneizada 

no aparelho FastPrep® 120 (MP biomedicals, EUA) na configuração de 

velocidade a 6,5 metros por segundo (m/s) por 45 seg. Os tubos foram incubados 

no gelo por 5 min e centrifugados a 12000 x g por 10 min à temperatura ambiente. 

A fase aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL contendo 

300 μL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA), misturada por inversão e 

armazenada a -70º C por no mínimo um dia. A fase orgânica resultante foi 

armazenada a -20º C para posterior extração de proteínas. Após a incubação, 

foi adicionado 2 μL GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor 

visualização do pellet, e então centrifugados a 12000 xg por 30 min em 

temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e o material 

sedimentado lavado com 500 μL de etanol 70% por centrifugação a 12000 x g 

por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida os sobrenadantes foram 

removidos, os sedimentos secos à temperatura ambiente por 15 min e 

ressuspensos em 20 μL de água ultrapura. 

A viabilidade do M. leprae foi avaliada como previamente descrito (Martinez et 

al., 2009), sendo calculada a partir dos níveis de RNA ribossomal 16S 

normalizados contra os níveis medidos de DNA 16S, usando um ensaio de PCR 

em tempo real TaqMan. 

 

3.16 Cromatografia Líquida de alta Eficiência (HPLC) 

 

A determinação da atividade de IDO nos sobrenadantes de cultura de mDCs foi 

realizada para determinação dos níveis de quinurenina e triptofano (De Souza 

Sales et al., 2011) por HPLC. Em um tubo eppendorf, 165 μl do sobrenadante 

de cultura foram homogeneizados com 5 μl de tirosina e 25 μl de ácido 
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tricloroacético (TCA). Os tubos foram então centrifugados por 10 minutos a 

15800 xg. Após a centrifugação, o sobrenadante foi coletado e foram injetados 

50 μl na coluna de fase reversa C18. A detecção da corrida foi feita em 365 nm, 

para detectar a quinurenina, e 285 nm, para detectar o triptofano e o 

normalizador interno, tirosina. A atividade de IDO foi avaliada através da razão 

da concentração de quinurenina sobre triptofano. 

 

3.17 Imunofluorescência 

 

Após o tempo de estímulo/infecção as células foram fixadas por 20 minutos com 

PFA 4% à temperatura ambiente, lavadas com tampão fosfato salina (PBS) 

(Gibco Invitrogen Corporation, USA), bloqueadas e permeabilizadas com 0,5% 

de Triton X-100 + 10% de Soro Normal de Cabra (NGS) (Sigma-Aldrich, USA) e 

5% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) em PBS por 1h. Foi 

utilizado o anticorpo monoclonal feito em coelho anti-IDO (Santa Cruz, Texas, 

USA 1:100 – cat. SC25808) e o anticorpo monoclonal feito em mouse anti-CD1a 

(DAKO, 1:50 – cat. M0732). Os anticorpos primários foram incubados overnight 

a 4ºC. Após a lavagem, as células foram incubadas com o anticorpo secundário 

anti-coelho IgG 568 e 488 (Molecular Probes, Oregon, USA 1:1000 – cat. 

A11011), e 4',6-diamidino-2- fenilindol (DAPI) (Molecular Probes, Oregon, USA) 

para visualização do núcleo. A montagem das lâminas foi feita com o meio de 

montagem ProlongTM Diamond Antifade Mountant (InvitrogenTM – Cat. 

P36961). As marcações foram visualizadas através do Microscópio Confocal 

Zeiss LSM 510 META Microscopy (Heidelberg, DEU). 

 

3.18 Marcação celular com Anexina V e Iodeto de Propídeo  

 

A porcentagem de células viáveis, em apoptose e/ou em necrose foi determinada 

através do kit FITC Annexin V Apoptosis Detection (BD Pharmingen™, 

Califórnia, USA) e contabilizada em citômetro de fluxo. Após o tempo de 

estímulo, as células foram transferidas para tubos de citometria apropriados e 

lavadas duas vezes com PBS gelado. Posteriormente, as células foram 

ressuspensas em 100μL de tampão de ligação e incubadas com 1,5μL de anti-

anexina V-FITC por 15 minutos no escuro à temperatura ambiente. Após a 
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incubação, foram adicionados 200μL de tampão de ligação e 1,5μL de iodeto de 

propídio (PI). Em seguida as amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo 

(FACScalibur) em um intervalo de até 30 minutos conforme instruções do 

fabricante. Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos no gate. A 

análise foi realizada no software BD FlowJo. 

 

3.19 Detecção de Óxido Nítrico  

O soro de pacientes e HD foram utilizados para determinar a concentração de 

NO. Foi utilizado um ensaio colorimétrico onde estes níveis são calculados 

através da razão dos níveis de Nitrito/ Nitrato pelo kit "Nitric Oxide (NO2
-/NO3

-) 

detection kit" (Enzo Technology). A leitura de absorbância foi obtida em leitor de 

ELISA SpectraMax 190 (Molecular Devices - EUA/Canadá) à 540 - 570 nm. 

3.20 Atividade de Arginase 

 

A atividade da Arginase foi determinada medindo a conversão de L-arginina em 

L- ornitina e uréia usando a metodolgia descrita por da Silva et al., 2012. 

Resumidamente, 25 μl de amostra de soro foram solubilizados com 25 μl de 

tampão de lise contendo 0,1% Triton X-100, 10 mM MnCl2 e 50 mM Tris-HCl (pH 

7,5). A arginase foi ativada por aquecimento durante 7 min a 56°C. A hidrólise 

da L-arginina foi feita incubando o lisados com 50 μl de L-arginina (pH 9,7) a 

37°C por 60 min. A reação foi interrompida por a adição de 400 μl de solução 

ácida [H2SO4 (96%) /H3PO4 (85%) /H2O,1:3:7, v/v/v]. A concentração de Ureia 

foi medida a 540 nm após a adição de 20 μl de α-isonitrosopropiofenona (ISPF, 

dissolvido em etanol 100%; Sigma, St. Louis, MO, EUA) usando um 

espectrofotômetro (TECAN, EUA) seguido de aquecimento a 100°C por 45 min. 

A atividade de uma unidade de enzima (ARG) é definida como a quantidade de 

enzima que catalisou a formação de um μMol de ureia por 60 segundos. 

 

3.21 Análise Estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão. A análise dos 

experimentos in vitro foi realizada pelo teste Kruskall-Wallis, Mann-Whitney ou 
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One-Way ANOVA. Para todas as análises estatísticas o valor de p <0,05 foi 

considerado significante. As análises estatísticas foram realizadas através do 

programa GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EUA). 
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4. RESULTADOS 

4.1 M. leprae e MLMA aumentam a atividade de IDO-1 em mDCs 

 No intuito de investigar se M. leprae e suas frações eram capazes de 

induzir um aumento na expressão proteica de IDO-1 em mDCs, as células 

foram estimuladas com M. leprae, MLMA e MLSA em diferentes 

concentrações (0,1, 1 e 10 g/mL) por 24 h e a expressão de IDO-1 foi 

avaliada por citometria de fluxo. O gate apresentado na figura 14A mostra a 

população de mDCs após diferenciação com GM-CSF e IL-4. Observamos 

que cerca de 68% das células se diferenciaram para mDCs. A curva de dose 

resposta mostra um aumento do percentual de células IDO-1 positivas quando 

estimuladas por M. leprae e MLMA nas concentrações de 10 e 50 g/mL, 

entretanto, o estímulo com a fração antigênica MLSA não apresentou nenhum 

efeito significativo. (Figura 14B). A partir desses resultados, a concentração 

de 10 g/mL foi utilizada para os demais experimentos. Na figura 14C os 

histogramas representativos mostram que cerca de 1% das mDCs não 

estimuladas são IDO-1+, essa semelhança de baixa expressão da proteína 

IDO-1 também foi observada no estímulo com a fração antigênica MLSA 

(2,3%), entretanto, M. leprae e fração antigênica MLMA foram capazes de 

induzir, respectivamente, 12,1% e 7,4% de células IDO-1+. 

Para avaliar se o aumento da expressão de IDO-1 se refletiria em um 

aumento de sua atividade enzimática, avaliamos a razão quinurenina/triptofano. 

Para isto, mDC foram estimuladas com 10 g/mL de M. leprae, MLMA e MLSA 

por 24h. Após este período os sobrenadantes foram coletados e analisados por 

HPLC. Conforme observado na Figura 14D, M. leprae e MLMA na concentração 

de 10 g/mL foram capazes de aumentar significativamente a atividade 

enzimática de IDO-1, o mesmo não foi observado pela fração MLSA.  
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Figura 14. Expressão e atividade de IDO-1 em mDCs. mDCs diferenciadas foram 

plaqueadas (1x106 células por poço). (A) Estratégia de gate para análise de citometria de 

fluxo. (B) Expressão de IDO-1 em mDCs estimuladas ou não com M. leprae, MLMA ou MLSA 

a 0,1, 1 ou 10 μg/mL, por 24 horas. Após esse período, as células foram marcadas com 

anticorpo intracelular anti-IDO-1. A aquisição foi realizada na citometria de fluxo BD FACSAria 

e a análise realizada no software FlowJo. (C) Histogramas representativos de mDCs 

estimulados com ML ou suas frações antigênicas (10 μg/mL) avaliadas quanto a expressão 

proteica de IDO-1 por citometria de fluxo. (D) Os sobrenadantes das culturas celulares com 

as concentrações de 10 μg/mL foram coletados e a atividade do IDO-1 foi avaliada pela razão 

quinurenina/triptofano (kyn/tryp) por HPLC. Os gráficos representam a média ± desvio padrão 

de quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 **p < 0,01 (Mann-Whitney). 

(NS) do inglês, not stimulated – células não estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fração de 

membrana de M. leprae e (MLSA) fração solúvel de M. leprae.  

 

4.2 TNF é importante na indução da atividade da IDO-1 por M. leprae e 

suas frações em mDCs 
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Nas DCs, INF-γ e TNF ativam a via de sinalização JAK/STAT (do inglês, 

Janus kinase and Signal transducer activator of transcription), bem como o 

fator regulador IRF3 (do inglês, Interferon regulatory factor 3), uma vez 

ativada, essa cascata de sinalização é capaz de ativar IDO-1 (Robinson et al., 

2005). A figura 15A-D mostra histogramas representativos de mDCs 

estimuladas com M. leprae, MLMA e MLSA e a capacidade desses estímulos 

em induzir a expressão de células IDO+TNF+. Pode-se observar que a fração 

MLMA foi capaz de induzir um aumento na frequência de células duplamente 

positivas, IDO-1+TNF+, quando comparadas com células não estimuladas 

(Figura 15E).  

 

 

 

Figura 15. MLMA induziu um aumento na frequência de células IDO-1+TNF+. mDCs foram 

plaqueadas (1x106 células por poço) e estimuladas ou não com ML, MLMA ou MLSA na 

concentração de 10 µg/mL por 24h. Após esse período, as células foram lavadas e marcadas 

com anticorpos intracelulares anti-IDO-PE e anti-TNF-Alexa Fluor 700. A aquisição foi realizada 

em citômetro de fluxo BD FACSAria e a análise realizada usando o software FlowJo. (A-D) Dot 

plots representativos de mDCs estimuladas com ML ou suas frações antigênicas (10 µg/mL) 

avaliadas quanto a expressão de células IDO+TNF+. (E) Gráfico representando o resultado a 
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porcentagem de expressão de células IDO+TNF+. O gráfico representa a média ± desvio padrão 

de quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do 

inglês, not stimulated – células não estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fração de membrana 

de M. leprae e (MLSA) fração solúvel de M. leprae. 

 

Ao contrário do TNF, a IL-10 é uma das citocinas anti-inflamatórias 

capazes de regular a inflamação suprimindo a resposta de DCs e macrófagos 

e induzindo um aumento de linfócitos Tregs via IDO-1 (Couper et al., 2008). 

Analisamos então a frequência de células IDO+IL-10+ por citometria de fluxo, 

no entanto, M. leprae e suas frações antigênicas não foram capazes de induzir 

um aumento na frequência de células IDO-1+IL-10+ (Figura 16).  

 

 

Figura 16. M. leprae e suas frações não foram capazes de induzir um aumento na 

frequência de células IDO-1+IL-10+. mDCs foram plaqueadas (1x106 células por poço) e 

estimuladas ou não com ML, MLMA ou MLSA na concentração de 10 µg/mL por 24h. Após esse 

período, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos intracelulares anti-IDO-PE e anti-

IL-10-APC. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo BD FACSAria e a análise realizada 

usando o software FlowJo. O gráfico representa o resultado da porcentagem de expressão de 

células IDO+IL-10+. O gráfico representa a média ± desvio padrão de quatro experimentos 

realizados independentemente. (NS) do inglês, not stimulated – células não estimuladas, (ML) 

M. leprae, (MLMA) fração de membrana de M. leprae e (MLSA) fração solúvel de M. leprae. 
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de cultura de mDCs. Conforme observado na Figura 17, M. leprae não foi capaz 

de modular significativamente a produção das citocinas testadas. No entanto, 

MLMA foi capaz de induzir um aumento estatisticamente significativo nas 

concentrações de TNF e IL-6 (Figura 17A e 17C) quando comparado com células 

não estimuladas. Em contraste, MLSA induziu um aumento nos níveis de IL-10 

(Figura 17B). Não houve alteração na produção de IL-15 pelas mDCs após os 

estímulos com M. leprae e suas frações (Figura 17D). 

 

Figura 17. Efeitos antagônicos das frações de M. leprae na indução de citocinas por mDCs. 

mDCs foram plaqueadas (1x106 células por poço) e estimuladas ou não com ML, MLMA ou MLSA 

na concentração de 10 µg/mL por 24h. Após esse período, os sobrenadantes dessas culturas 

foram coletados e as concentrações das citocinas (A) IL-6, (B) IL-10, (C) TNF e (D) IL-15 foram 

avaliadas por ELISA. Os gráficos representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos 

independentemente realizados. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglês, not stimulated – 

células não estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fração de membrana de M. leprae e (MLSA) 

fração solúvel de M. leprae. 
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Como observado anteriormente, a estimulação com MLMA induziu um 

aumento na produção de TNF pelas mDCs, enquanto que a estimulação com 

MLSA levou a produção de IL-10 nessas mesmas células. Mediante a isso, 

fomos investigar o papel de IL-10 e TNF na indução da atividade de IDO-1 por 

M. leprae e suas frações em mDCs. Conforme mostrado na Figura 18A-C, o 

bloqueio de TNF com anticorpo neutralizante, αTNF, levou a uma diminuição 

significativa da atividade de IDO-1 em culturas de mDCs estimuladas tanto com 

M. leprae quanto com as frações antigênicas MLMA e MLSA, sugerindo um papel 

importante desta citocina na indução de IDO-1. Entretanto, o mesmo efeito não 

foi observado após o bloqueio de IL-10 com o anticorpo neutralizantes, αIL-10, 

para os estímulos por M. leprae e MLMA. Observamos que o bloqueio de IL-10 

reduziu a atividade de IDO-1 apenas em mDCs estimuladas com MLSA (Figura 

18 A-C). 
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Figura 18. Importância do TNF na indução da atividade de IDO-1 em mDCs estimuladas 

por M. leprae e suas frações antigênicas. mDCs foram plaqueadas (1x106 células por poço) e 

1 hora antes da adição dos estímulos, os anticorpos neutralizantes αIL-10 humano (100 μg/mL) 

ou αTNF humano (500 μg/mL) foram adicionados nas culturas e, em seguida, estimuladas com 

ML, MLMA ou MLSA na concentração de 10 μg/mL por 24 horas. Após esse período, os 

sobrenadantes foram coletados e a atividade de IDO-1 foi avaliada pela razão 

quinurenina/triptofano (kyn/trp) por HPLC. (A) ML (B) MLMA (C) MLSA. Os gráficos representam 
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a média ± desvio padrão de quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 

(Mann-Whitney). (NS) do inglês, not stimulated – células não estimuladas, (ML) M. leprae, 

(MLMA) fração de membrana de M. leprae e (MLSA) fração solúvel de M. leprae. 

 

4.3 TLR2 é importante para a indução da atividade de IDO-1 em mDCs 

Sabendo que a membrana de M. leprae contém lipoproteínas que 

podem ativar a sinalização de TLR2, e que a mesma é capaz de induzir uma 

resposta inflamatória (Montoya & Modlin, 2010), fomos investigar o possível 

envolvimento da via de TLR2 na indução de IDO-1 em mDCs estimuladas por 

M. leprae, MLMA e MLSA.  

Para avaliar a participação de TLR2 na indução de IDO-1, utilizamos 

um anticorpo neutralizante (αTLR2). Para a maior compreensão do papel de 

TLR2, usamos também o agonista de TLR2, Pam3Cys, como controle 

positivo. Conforme observado na Figura 19A, o Pam3Cys foi capaz de induzir 

o aumento estatisticamente significativo da atividade de IDO-1 quando 

comparado a cultura de mDCs não estimuladas. Quando as mDCs foram 

estimuladas apenas com o anticorpo neutralizando, αTLR2, essas células não 

foram capazes de induzir a atividade de IDO-1. O bloqueio de TLR2 diminuiu 

significativamente a atividade de IDO-1 em mDCs induzida por M. leprae e por 

suas frações antigênicas, demonstrando que esse processo de ativação 

enzimática de IDO-1 envolve TLR2.  

Já foi demonstrado que a via de sinalização TLR-MyD88-NF-κB é 

requerida para promover o desenvolvimento doenças inflamatórias (Shon et 

al., 2015). Mediante a isso e a tudo que fora mostrado nos dados anteriores, 

utilizamos um inibidor peptídico da proteína adaptadora MyD88 (pMyD88), a 

fim de confirmar a participação da ativação de TLR na modulação da atividade 

de IDO-1. Foi possível observar uma diminuição na atividade de IDO-1 

quando o peptídeo inibidor foi adicionado às culturas de M. leprae e das 

frações antigênicas MLMA e MLSA (Figura 19B). 
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Figura 19. TLR2 é importante na indução da atividade do IDO-1 em mDCs. mDCs foram 

plaqueadas (1x106 células por poço) e 1 hora antes do estímulo, foi adicionado o agonista de 

TLR2, Pam3Cys (controle positivo) (10 µg/mL), o anticorpo neutralizante αTLR2 humano (1 
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μg/mL) ou o peptídeo inibidor de MyD88 (pMyD88) (MyD88i; IMGENEX, San Diego, CA) (1 

μg/mL), em seguida, as células foram estimuladas com ML, MLMA ou MLSA a 10 μg/mL, por 

24 horas. Após esse período, os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e a atividade 

do IDO-1 foi avaliada pela razão quinurenina/triptofano (kyn/Tryp) por HPLC. (A) αTLR2 (B) 

pMyD88. Os gráficos representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos 

realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglês, not stimulated – 

células não estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fração de membrana de M. leprae e (MLSA) 

fração solúvel de M. leprae. 

4.4 M. leprae e suas frações influenciam o perfil tolerogênico dos 

linfócitos 

Com o intuito de verificarmos se o aumento na expressão e atividade de 

IDO-1 influenciam no fenótipo dos linfócitos após o priming pelas mDCs, foi 

realizado um ensaio de co-cultura utilizando as mDCs previamente estimuladas 

com M. leprae e suas frações antigênicas por 24 horas e, posteriormente, foi 

adicionado os linfócitos autólogos na proporção de 20 linfócitos: 1 mDC.  Após o 

período de 5 dias de cultura, fomos analisar o fenótipo desses linfócitos por 

citometria de fluxo analisando a expressão de células CD4+CD25+FoxP3+, ou 

seja, células Tregs. Foi possível observar um aumento no percentual de células 

CD4+CD25+FoxP3+ nas culturas estimuladas com M. leprae e MLSA quando 

comparadas as células não estimuladas, mas não nas culturas estimuladas com 

MLMA (Figura 20 A-D).  

 Um análogo sintético do Tryp, o 1-metil triptofano (1-MT), é um inibidor 

seletivo da atividade enzimática da IDO-1 (Lewis et al., 2017). O 1-MT foi 

utilizado nas culturas com a intenção de avaliarmos se esse fenótipo Tregs 

dos linfócitos induzidos pelas mDCs era dependente da atividade de IDO-1. 

Como observado na figura 20E-H, os dot plots representativos mostram que 

com a inibição de IDO-1 ocorreu uma diminuição na indução da expressão de 

células CD4+CD25+FoxP3+ nas culturas estimuladas com M. leprae e as 

frações antigênicas MLMA e MLSA. O gráfico representa as diferenças 

estatisticamente significativa em relação ao aumento da expressão de células 

Tregs por M. leprae e MLSA que são diminuídas na presença do 1-MT. 
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Figura 20. M. leprae e MLSA induzem um aumento na expressão de células Treg. 

mDCs foram plaqueadas (1x104 células por poço) e 1 hora antes e estimulados, o 1-MT (inibidor 

de IDO-1) foi adicionado a cultura, em seguida, as células foram estimuladas com ML, MLMA ou 

MLSA a 10 μg/mL, por 24 horas. Após esse período, as células foram lavadas e os linfócitos 

autólogos (20 linfócitos: 1 mDC) foram cultivados por 5 dias. Em seguida, as células foram 

marcadas com anticorpos intracelulares anti-CD4, CD25 e Foxp3 ou anticorpos isotipos. A 

aquisição foi realizada na citometria de fluxo BD FACSAriaIIu e a análise realizada no software 

A B C D

E F G H

NS ML MLSAMLMA

1MT ML + 1MT MLSA + 1MTMLMA + 1MT

I

CD4+CD25+FoxP3+

0

5

10

15

*

*

ML -
-MLMA

MLSA -
-
-

+ -

-
+1-MT -

-
+

-

+-
-
-

- -

+-

-
-

+

-
+

+

-

+ -

-+

C
é
lu

la
s
 (

%
)



 

58 
 

FlowJo. (A-D) Dot plots representativos de co-culturas (20 linfócitos: 1 mDC) estimuladas com 

ML ou suas frações antigênicas (10 µg/mL) avaliadas quanto a expressão de células 

CD4+CD25+FoxP3+. (E-H) Dot plots representativos de co-culturas (20 linfócitos: 1 mDC) 

estimuladas com 1-MT, ML ou suas frações antigênicas (10 µg/mL) avaliadas quanto a 

expressão de células CD4+CD25+FoxP3+. (I) Gráfico representando o resultado a porcentagem 

de expressão de células CD4+CD25+FoxP3+. O gráfico representa a média ± desvio padrão de 

quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglês, 

not stimulated – células não estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fração de membrana de M. 

leprae e (MLSA) fração solúvel de M. leprae. 

 

 

4.5 Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares 

 

 Sabendo que M. leprae é capaz de induzir um aumento da expressão e 

atividade de IDO-1 em mDCs de voluntários sadios e que suas frações 

antigênicas MLMA e MLSA apresentam efeitos antagônicos que podem estar 

envolvidos na resposta imunológica da Hanseníase, fomos avaliar as mDCs de 

pacientes MB e PB. Para isso, monócitos provenientes de sangue periférico de 

pacientes MB e PB foram diferenciados em mDCs, na presença de GM-CSF e 

IL-4, por 6 dias. Após esse período, avaliamos a expressão de CD1a, um 

marcador característico de mDCs, e IDO-1 por imunofluorescência. O resultado 

mostra um perfil de diferenciação das mDCs morfologicamente distinto entre os 

dois grupos testados, observamos que as mDCs de PB apresentam uma 

morfologia mais arredondada e com menos dendritos quando comparada as 

mDCs de pacientes MB (Figura 21A-B). Além disto, fomos avaliar o percentual 

de células CD1a+ nessas células. Apesar de não ter sido observado uma 

diferença significativa na porcentagem de células CD1a+ entre as formas clínicas 

(Figura 21C), foi detectado um aumento significativo tanto no percentual de 

expressão de IDO-1 (Figura 21D), quanto na porcentagem de células CD1a+IDO-

1+ nos pacientes MB quando comparado aos PB (Figura 21E).  
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Figura 21. mDCs de pacientes multibacilares induzem um aumento da expressão de 

células CD1a+IDO-1+. mDCs de pacientes PB e MB foram plaqueadas (1x105 células por poço), 

fixadas e imunomarcadas com anticorpos específicos para anti-CD1a Mouse (verde), anti-IDO-1 

rabbit (vermelho). O núcleo celular foi marcado com DAPI (azul). As imagens da 

imunofluorescência foram obtidas através do microscópio LSM 710 (Zeiss) e a análise realizada 

no programa ZENsoftware. (A) A imagem representa a lâmina de mDCs de um paciente PB 

representativo do grupo. (B) A imagem representa a lâmina de mDCs de um paciente MB 

representativo do grupo. (C) O gráfico representa a expressão de mDCs CD1a+. (D) O gráfico 

representa a expressão de mDCs IDO-1+. (E) O gráfico representa a expressão de mDCs 

CD1a+IDO-1+. As barras de aumento representam 50 µm. As setas indicam o local onde ocorre 

a dupla marcação dos anticorpos anti-CD1a e anti-IDO-1. Os gráficos representam a média ± 

desvio padrão dos dados obtidos. *p < 0,05 (Kruskal-Wallis). (PB n=5/ pacientes BT e TT) e (MB 

n=4/ pacientes BL e LL). 

 

 Para confirmar se a diferença de expressão de IDO-1 em mDCs 

observada entre pacientes MB e PB se refletiria ao nível sistêmico, o soro de 

pacientes com as formas MB (BL e LL) e PB (BT e TT) foram avaliados quanto 

a razão quinurenina/triptofano (kyn/tryp) que nos permite avaliar a atividade de 

IDO-1. Como observado na figura 22, a atividade enzimática de IDO-1 foi maior 

em pacientes MB quando comparado aos PB. 
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Figura 22. Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares. Amostras de soros 

dos pacientes foram utilizadas e a atividade IDO-1 foi avaliada pela razão quinurenina/triptofano 

(kyn/Tryp) por HPLC. O gráfico representa a média ± desvio padrão dos dados obtidos. *p < 0,05 

(Kruskal-Wallis). (HD= 4) (PB n=5/ pacientes BT e TT) e (MB n=4/ pacientes BL e LL). 

 

 

 NO é um importante regulador da enzima IDO-1. No sistema imunológico, 

NO é produzido pela iNOS. NO inibe a enzima IDO-1 impedindo assim sua 

expressão induzida por IFN-γ (Salmelson-Jones & Yeh, 2006). A fim de avaliar 

a influência de NO nas diferentes formas clínicas da Hanseníase, dosamos a 

concentração de NO em soro de pacientes PB e MB. Observamos que a 

concentração de NO foi maior em pacientes PB quando comparados aos 

voluntários sadios. Observamos também que os soros de pacientes PB 

apresentam um aumento na concentração de NO significativamente maior 

quando comparado aos soros dos pacientes MB (Figura 23). 
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Figura 23. Concentração de NO aumentada em pacientes paucibacilares. Amostras de soros 

dos pacientes foram utilizadas em um ensaio colorimétrico onde os níveis NO foram calculados 

através da razão dos níveis de Nitrito/ Nitrato pelo kit "Nitric Oxide (NO2
-/NO3

-) detection kit" (Enzo 

Technology). O gráfico representa a média ± desvio padrão dos dados obtidos. *p < 0,05 ***p < 

0,001 (Kruskal-Wallis). (HD= 8) (PB n=10/ pacientes BT e TT) e (MB n=19/ pacientes BL e LL). 

 

Mondanelli et al. (2017) descreveram que a atividade de Arg-1 é 

importante para a indução de IDO-1 em mDCs. Além disso, sabe-se que 

macrófagos ativados convertem L-arginina em L-citrulina, NO e NRS (do inglês, 

reactive nitrogen species) e que esse é o principal mecanismo citotóxico dessas 

células. Mediante a isso, fomos investigar o envolvimento de Arg-1 na nas 

diferentes formas clínicas da Hanseníase. Como observado na figura 24, a 

atividade de Arg-1 foi significativamente aumentada tanto em pacientes PB 

quanto em pacientes MB quando comparados aos voluntários sadios.  
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Figura 24. Atividade de Arg-1 aumentada em pacientes paucibacilares e multibacilares. 

Amostras de soros dos pacientes foram utilizadas em um ensaio de atividade de Arg-1 que mediu 

a conversão de L-arginina em L- ornitina e uréia. A concentração de Ureia foi medida a 540 nm 

usando um espectrofotômetro (TECAN, EUA). O gráfico representa a média ± desvio padrão dos 

dados obtidos. ***p < 0,001 (Kruskal-Wallis). (HD= 14) (PB n=19/ pacientes BT e TT) e (MB n=19/ 

pacientes BL e LL). 

 

4.6 Metabólitos do triptofano afetam a viabilidade das mDCs 

 A ativação de IDO-1 pode produzir efeitos imunossupressores através 

dos metabólitos da via das quinureninas, uma das principais vias do 

metabolismo do Tryp (Dounay, 2015). Os metabólitos analisados nesta etapa 

do projeto foram: ácido picolinínico (AP), ácido quinurênico (KYNA), ácido 3-

hidroxiantranílico (3-HAA) e o ácido quinolínico (Quin). Além da via das 

quinureninas, o Tryp pode ser metabolizado à melatonina (MEL) que, assim 

como os metabólitos das quinureninas, inibe a produção de NO. (Gilad et al., 

1998). Para compreender melhor a participação destes metabólitos na 

Hanseníase, inicialmente foi analisado o envolvimento de AP, KYNA, 3-HAA, 

QUIN e MEL na viabilidade das mDCs. Para isso, foram adicionadas 

concentrações crescentes dos diferentes metabólitos nas culturas de mDCs 

purificadas. A viabilidade celular foi analisada por ensaios de citometria de 

fluxo avaliando a expressão de marcadores de morte celular como Anexina-

V, gráficos à esquerda, e a incorporação de Iodeto de propídeo (PI, do inglês 

Propidium Iodide), gráficos à direita. O resultado observado mostra que tanto 
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AP quanto KYNA não afetaram a viabilidade das mDCs em nenhuma das 

concentrações utilizadas (Figura 25A - D), entretanto, o metabólito 3-HAA na 

concentração de 125 µM, foi capaz de aumentar significativamente a morte 

celular por apoptose das mDCs, com mais de 90% de células AnexinaV+PI+ 

(Figura 25F). O QUIN induziu a necrose apenas na concentração de 500 µM 

(Figura 25G), entretanto foi observado células AnexinaV+PI+ na presença de 

62,5uM de QUIN, sugerindo também morte por apoptose destas células 

(Figura 25H).  Também observamos que a MEL não foi capaz de afetar a 

viabilidade das mDCs em nenhuma das concentrações utilizadas (Figura 25I 

- J).  
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Figura 25. 3-HAA e QUIN afetam a viabilidade das mDCs. mDCs foram plaqueadas (1x106 

por poço) e estimuladas na presença de ácido picolínico (AP) (A-B), ácido quinurênico (KYNA) 

(C-D), ácido 3-hidroxiantranílico (3-HAA) (E-F) e ácido quinolínico (QUIN) (G-H) nas 

concentrações de 62, 125, 250 e 500 µM ou melatonina (MEL) (I-J) nas concentrações de 50, 

100, 150 e 200 µM. Após 24 h, a viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo usando 

o anticoprpo anti-Anexina V-FITC e o corante PI. A aquisição foi realizada na citometria de 

fluxo BD FACSAriaIIu e a análise realizada no software FlowJo. Para cada amostra, foram 

analisados no mínimo 10.000 eventos. Os gráficos representam a média ± desvio padrão de 

quatro experimentos realizados independentemente. * p <0,05 (Mann-Whitney).  

 

 A partir dos dados do efeito dos metabólitos de Tryp sobre a 

citotoxicidade de mDCs e sabendo que alguns deles apresentam efeitos 

protetores e outros efeitos citotóxicos, fomos avaliar se os mesmos afetariam 

a viabilidade intracelular de M. lepra. Com o objetivo explorarmos um pouco 

mais o impacto desses metabólitos na Hanseníase, a sobrevivência de M. 

leprae foi avaliada na presença das seguintes moléculas: AP, KYNA, 3-HAA, 

QUIN e MEL. Como observado na Figura 26, apenas 3-HAA, QUIN e MEL 

foram capazes de aumentar significativamente a viabilidade de M. leprae. 

Esses dados demonstram que esses metabólitos são importantes para a 

sobrevivência do bacilo em mDCs.  
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Figura 26. Metabólitos do triptofano são importantes para a sobrevivência de M. leprae. 

mDCs foram plaqueadas (1x105 células por poço) e infectadas com M. leprae viável (MLV) no 

MOI de 10:1 (10 bactérias:1 célula) e incubadas por 4h. Após esse período, essas células foram 

estimuladas com ácido picolínico (AP) (A), ácido quinurênico (KYNA) (B), ácido 3-

hidroxiantranílico (3HAA) (C) e ácido quinolínico (QUIN) (D) nas concentrações de 62, 125, 250 

e 500 µM ou melatonina (MEL) (E) nas concentrações de 50, 100, 150 e 200 µM e incubados 

por 24 horas. Em seguida, a viabilidade intracelular de M. leprae foi estimada a partir da razão 
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entre 16S RNA e 16S DNA detectada por RT-PCR. Os gráficos representam a média ± desvio 

padrão de quatro experimentos realizados independentemente. * p <0,05 (Mann-Whitney). (NS) 

do inglês, not stimulated – células não estimuladas e (MLV) M. leprae viável. 

 

 A expressão de CXCL-10 é observada em muitas doenças inflamatórias 

do tipo Th1, onde seu papel é importante no recrutamento de células T para 

locais de inflamação tecidual (Dufour et al., 2002). Com intuito de analisar se o 

efeito desses metabólitos sobre as mDCs afetaria a produção de algumas 

citocinas, avaliamos a produção de CXCL-10, IL-10 e TNF no sobrenadante de 

mDCs estimuladas ou não com M. leprae viável e os metabólitos de Tryp.  Como 

observado na figura abaixo, M. leprae foi capaz de reduzir significativamente a 

produção de CXCL-10 em culturas de mDCs estimuladas com 3-HAA e QUIN, 

nas concentrações de 62,5 e 125 µM, respectivamente. (Figura 29C-D). 

Entretanto, M. leprae induziu um aumento da produção de CXCL-10 em mDCs 

estimuladas com MEL (Figura 29E). 
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Figura 27. Produção de CXCL-10 por mDCs infectadas ou não com M. leprae. mDCs foram 

plaqueadas (1x105 células por poço) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1 

célula), ou não, por 4 horas. Após esse período, essas células foram estimuladas com ácido 

picolínico (AP) (A), ácido quinurênico (KYNA) (B), ácido 3-hidroxiantranílico (3HAA) (C) e ácido 

quinolínico (QUIN) (D) nas concentrações de 62, 125, 250 e 500 µM ou melatonina (MEL) (E) 

nas concentrações de 50, 100, 150 e 200 µM por 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram 

coletados e a produção de CXCL-10 foi avaliada por ELISA. Os gráficos representam a média ± 

desvio padrão de três experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA). 

(NS) do inglês, not stimulated – células não estimuladas e (MLV) M. leprae viável. 

 

 A IL-10 suprime muitas funções de células T, principalmente ao impedir a 

produção de citocinas pro-inflamatórias pelas APCs (Trinchieri, 2007). Nesse 

contexto, também analisamos a produção IL-10 nesses ambientes. 

Diferentemente do que observamos no dado anterior, a infecção por M. leprae 

foi essencial para aumentar a produção de IL-10 quando as mDCs foram 

estimuladas com AP e KYNA (Figura 28A-B). No entanto, a produção dessa 

citocina não regulada por M. leprae frente aos outros metabólitos utilizados no 

estudo (Figura 28C-E). 
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Figura 28. Produção de IL-10 por mDCs infectadas ou não com M. leprae. mDCs foram 

plaqueadas (1x105 células por poço) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1 

célula), ou não, por 4 horas. Após esse período, essas células foram estimuladas com ácido 

picolínico (AP) (A), ácido quinurênico (KYNA) (B), ácido 3-hidroxiantranílico (3HAA) (C) e ácido 

quinolínico (QUIN) (D) nas concentrações de 62, 125, 250 e 500 µM ou melatonina (MEL) (E) 

nas concentrações de 50, 100, 150 e 200 µM por 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram 

coletados e a produção de IL-10 foi avaliada por ELISA. Os gráficos representam a média ± 

desvio padrão de três experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA). 

(NS) do inglês, not stimulated – células não estimuladas e (MLV) M. leprae viável. 
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O TNF em conjunto com o IFN-γ desempenha um papel importante no 

recrutamento de linfócitos (Hasan et al., 2004). Posteriormente, analisamos a 

produção de TNF por mDCs infectadas com M. leprae na presença dos 

metabólitos. Na figura 31 observamos que M. leprae foi capaz de diminuir 

significativamente a produção de TNF quando as culturas foram estimuladas 

com todos os metabólitos estudados, mostrando que esse pode ser um dos 

mecanismos utilizado pelo bacilo para manter sua sobrevivência na célula 

hospedeira. 
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Figura 29. Produção de TNF por mDCs infectadas ou não com M. leprae. mDCs foram 

plaqueadas (1x105 células por poço) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1 

célula), ou não, por 4 horas. Após esse período, essas células foram estimuladas com ácido 

picolínico (AP) (A), ácido quinurênico (KYNA) (B), ácido 3-hidroxiantranílico (3HAA) (C) e ácido 

quinolínico (QUIN) (D) nas concentrações de 62, 125, 250 e 500 µM ou melatonina (MEL) (E) 

nas concentrações de 50, 100, 150 e 200 µM por 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram 

coletados e a produção de TNF foi avaliada por ELISA. Os gráficos representam a média ± desvio 

padrão de três experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA). (NS) 

do inglês, not stimulated – células não estimuladas e (MLV) M. leprae viável. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A enzima IDO-1 catalisa a primeira etapa da via de degradação do 

aminoácido essencial triptofano e é expressa por células apresentadoras de 

antígenos profissionais (APCs), células epiteliais, endotélio vascular e células 

tumorais. Os produtos catabólicos mediados por IDO-1, que são denominados 

quinureninas, exercem importantes funções imunossupressoras principalmente 

através da regulação da anergia das células T efetoras e induzindo a proliferação 

de células T reguladoras (Wu et al., 2018). A enzima IDO-1 tem sido implicada 

em vários processos na saúde e na doença, mas seu papel na tolerância 

imunológica ainda é controverso. Inicialmente, a IDO-1 foi descrita associado a 

processos bactericidas relacionados à imunossupressão e tolerância de células 

T (Harden & Egilmez, 2012; Mellor & Munn 2014). Nos últimos anos, IDO-1 é 

reconhecida como uma molécula reguladora da imunidade em uma variedade 

de situações fisiopatológicas, incluindo infecções, transplantes e câncer 

(Schmidt & Schultze, 2014; Laurans et al., 2018; Song et al., 2021). 

A caracterização de ambientes infecciosos é importante para definir como 

a imunidade inata influencia o desenvolvimento subsequente da imunidade 

adaptativa. Mecanismos regulatórios que operam em ambos os estágios da 

imunidade também são críticos para determinar como a resposta imune ditará a 

gravidade de um processo infeccioso. Nesse contexto, exploramos os 

mecanismos regulatórios exercidos pela enzima IDO-1 através da infecção por 

M. leprae. No pólo lepromatoso da hanseníase, a alta expressão de IDO-1 

juntamente com altos níveis de IL-10 e TGF-β podem ser responsáveis pela 

redução pronunciada da resposta imune celular antígeno-específica observada 

nesses pacientes (De Souza Salles et al., 2011; Moura et al., 2012). No polo 

tuberculóide da doença, onde predomina a expressão de IFN-γ, a IDO-1 seria 

induzida principalmente por essa citocina (Andrade et al., 2015) e poderia estar 

associada à atividade microbicida, sugerindo que na hanseníase a IDO-1 pode 

ter um duplo papel, sendo tolerogênico ou microbicida dependendo do ambiente 

e das citocinas envolvidas em sua indução. 

Nas lesões de pele de pacientes com hanseníase, além dos bacilos 

intactos, algumas frações de membrana e do citosol de M. leprae, expostas após 
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a morte do parasito, resultante tanto da resposta imune do hospedeiro quanto do 

tratamento com PQT, podem ser reconhecidos por diferentes tipos de receptores 

de reconhecimento padrão e, consequentemente, desencadearem padrões de 

resposta imune diferentes (Scollard et al., 2006). No presente estudo, além do 

uso de M. leprae irradiado, as mDCs foram estimuladas pelas frações 

antigênicas MLMA e MLSA, de modo a entendermos como as diferentes frações 

modulam a função de mDCs. 

Demonstramos que M. leprae é capaz de induzir um aumento na atividade 

de IDO-1 em mDCs quando comparado a células não estimuladas. Em paralelo, 

a expressão intracelular de IDO-1 foi analisada por citometria de fluxo e 

observamos que M. leprae e suas frações aumentaram a expressão de IDO-1, 

sendo este aumento maior após estimulação com MLMA. Já foi demonstrado 

que a infecção por M. tuberculosis leva à regulação positiva da expressão de 

IDO-1 em macrófagos murinos (Blumenthal et al., 2012). Além disso, a atividade 

elevada de IDO-1 foi descrita em muitas síndromes inflamatórias crônicas, 

incluindo câncer, infecções, alergias e também durante a gravidez (Huang et al., 

2010; Bigenzahn et al., 2017; Zhai et al., 2018; Liu et al., 2021; Esmaeili & Hajavi 

2022). 

A produção de citocinas nesses ambientes foi avaliada. Ressalta-se que 

entre os estímulos estudados, MLMA induziu um aumento na produção de 

citocinas inflamatórias, como TNF e IL-6. Observou-se também que a fração 

MLMA foi capaz de induzir um aumento na frequência de células IDO+TNF+. O 

TNF tem sido sugerido como uma das citocinas mais importantes para a indução 

de IDO-1. A contribuição do TNF para a ativação de IDO-1 induzida por LPS já 

foi observada (Fujigaki et al., 2001). Além disso, o TNF medeia a depressão 

induzida pelo estresse regulando positivamente a enzima IDO-1 (Liu et al., 2015). 

O TNF modula a resposta à citotoxicidade e à produção de citocinas 

inflamatórias (Chu, 2013), portanto, nossos dados sugerem que a fração MLMA 

pode estar envolvida em um efeito microbicida. 

A relação IDO-1 e IL-10 tem sido descrita na literatura, em estudos de 

infecção de células por E. coli foi mostrado a associação de altos níveis de IDO-

1 e IL-10 (Kassianos et al., 2012). Makala et al. (2011) mostraram que o bloqueio 

de IDO-1 diminuiu a produção de IL-10, o que se correlacionou com a redução 

da inflamação local e da carga parasitária de Leishmania major. Outro dado 
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interessante que mostra essa relação, foi evidenciado por Tounsi et al. 2015, que 

observaram que a lisofosfatidilcolina (LPC) reverteu o equilíbrio imunológico IL-

10 versus TNF e IL-6, em direção a um fenótipo tolerogênico, através da 

regulação positiva de IDO-1 (Tounsi et al., 2015). Nossos resultados mostraram 

que M. leprae e MLSA induziram um aumento na secreção de IL-10, o que 

poderia sugerir um efeito regulatório, uma vez que um estudo anterior (Moura et 

al., 2012) demonstrou que M. leprae foi capaz de induzir IDO-1 tanto ao de 

expressão gênica quanto proteica em monócitos humanos por um mecanismo 

dependente de IL-10. 

Sabe-se que os principais ligantes de TLR2 são encontrados entre os 

compostos micobacterianos, incluindo lipoproteínas, lipomanana (LM) e 

fosfatidilinositol-manosídeos (PIMs). A resposta imune desencadeada pelos 

vários glicolipídios ou lipoproteínas micobacterianas nas APCs é equilibrada, 

dependendo dos receptores de reconhecimento de padrão, como por exemplo, 

os TLRs, DC-SIGN e receptor de manose, que estão envolvidos entre uma 

resposta inflamatória protetora caracterizada pela síntese de IL -12 e IFNɤ, e 

uma resposta com liberação de IL-10 levando a uma inibição de células T 

(Moigne et al., 2020). 

Nossos dados também mostram que o bloqueio de TNF diminui a 

atividade de IDO-1 em mDCs por M. leprae e suas frações, diferentemente do 

bloqueio de IL-10. Esses resultados nos levaram a levantar a hipótese de que o 

TNF é induzido em diferentes níveis por diferentes antígenos presentes no 

citosol e na membrana celular do bacilo e que esta citocina é importante para a 

expressão e atividade de IDO-1 em mDCs humanas. Em contraste, a IL-10 não 

é tão eficiente na indução da expressão e atividade de IDO-1 em mDCs como 

observado anteriormente em monócitos humanos estimulados com M. leprae 

(Moura et al., 2012). 

O reconhecimento de componentes da parede celular micobacteriana, 

como açúcares, lipídios e peptídeos, pode induzir os macrófagos a secretar TNF 

e outras citocinas essenciais para o desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória (Underhill et al., 1999). A ativação de TLR2 através de LAM é capaz 

de induzir um aumento na produção de TNF em macrófagos infectados por M. 

tuberculosis (De Araújo et al., 2017). Estudos anteriores mostraram ainda que a 
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expressão de IDO-1 em DCs pode ser induzida por citocinas inflamatórias e 

ligantes de TLRs (De Araújo et al., 2017). 

Nossos dados mostram que a presença do agonista de TLR2 (Pam3Cys) 

induziu um aumento na expressão e atividade de IDO-1 em mDCs. Além disso 

demonstramos que a ausência de TLR2 em mDCs foi suficiente para diminuir a 

atividade de IDO-1 induzida por M. leprae e por MLMA. Portanto, é possível que 

as lipoproteínas formadoras de membrana do M. leprae induzam IDO-1 em 

mDCs por um mecanismo que envolve a ativação de TLR2, levando a um efeito 

microbicida com a produção de citocinas inflamatórias. 

A sinalização via TLR2/1 ativa as células de Schwann humanas, via 

lipoproteína de 19 kDa, causa um aumento no número de células apoptóticas, 

produção de citocinas inflamatórias como IL-6 e IL-8, que podem contribuir para 

danos nos tecidos, incluindo danos nos nervos periféricos na hanseníase 

(Oliveira et al., 2003). As lipoproteínas de M. tuberculosis, como a de19kD e 

ManLAM, são ligantes de TLR2 e envolvem o desenvolvimento de respostas 

imunes regulatórias (Gehring et al., 2003; Liu et al., 2006; Garg et al., 2010). 

Estudos anteriores mostraram que o LPC subverte a sinalização mediada por 

TLR em DCs, o que impulsiona a diferenciação celular para um fenótipo 

tolerogênico (Tounsi et al., 2015). Os efeitos tolerogênicos induzidos por IDO-1 

dependem da sinalização de JNK induzida por TLR2/6 por Faecalibacterium 

prausnitzii e atividade de ectonucleotidase (Alameddine et al., 2019). Nossos 

dados demonstraram que M. leprae induz um aumento na expressão e atividade 

de IDO-1 em mDCs, e que os componentes da membrana do bacilo 

desempenham um papel importante neste contexto via sinalização TLR2 

associada à produção de citocinas inflamatórias. IDO-1 pode exigir sinalização 

TLR-MyD88-NF-κB para promover o desenvolvimento de colite (Shon et al., 

2015). Como a ativação de NF-κβ depende de MyD88, realizamos ensaios com 

um inibidor de MyD88 e observamos que a ausência de MyD88 em culturas de 

mDCs leva a uma diminuição da atividade de IDO-1 em culturas estimuladas 

com M. leprae e suas frações. 

Um mecanismo chave envolvido na imunossupressão mediada por mDCs 

é a expressão de IDO-1 (Mellor et al., 2017). Nossos dados de co-cultura 

mostraram que M. leprae e MLSA, que induziram aumento da secreção de IL-

10, são capazes de aumentar a expressão de linfócitos T reguladores 
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CD4+CD25+FOXP3+. A interação de DCs com TLR2 e TLR4 infectadas com 

Trichinella spiralis, bem como seus produtos excretores-secretores de larvas 

musculares (ES L1) promovem a expansão de células CD4+ CD25highFoxp3high 

produtoras de IL-10 e TGF-β na forma dependente de IDO-1 (Ilic et al., 2018). 

As DCs tratadas com FICZ (6-Formilindolo(3,2-b)carbazol), um ligante AhR de 

alta afinidade, são capazes de induzir a diferenciação de linfócitos T virgens em 

células T reguladoras (Jurado-Manzano, 2017). Esses achados fornecem uma 

nova visão sobre os mecanismos do fenótipo tolerogênico induzido pelo receptor 

Toll em DCs, o que pode ajudar a entender melhor os processos envolvidos na 

indução e resolução da inflamação crônica e tolerância. 

Estudos recentes demonstraram que o sistema imune inato também 

trabalha para direcionar a resposta imune adaptativa, não apenas apresentando 

antígenos, mas também fornecendo os principais sinais para a diferenciação de 

células T CD4 virgens em subtipos funcionalmente distintos, como Treg e Th17 

(Walsh & Mills, 2013). In vitro, a perda do equilíbrio Th17/Treg é mediada pela 

IDO-1 levando à manutenção de um estado inflamatório crônico pelo HIV (Favre 

et al., 2010). O equilíbrio imunológico mediado pelo eixo IDO/AhR é fundamental 

para determinar o equilíbrio entre as células Th17/Treg e controlar a gravidade 

da paracoccidioidomicose pulmonar (De Araujo et al., 2017). Nossos dados 

demonstraram que M. leprae induz um aumento na expressão e atividade de 

IDO-1 em mDCs, e que os componentes da membrana do bacilo desempenham 

um papel importante neste contexto via sinalização de TLR2 associada à 

produção de citocinas inflamatórias. Além disso, demonstramos que essas 

mDCs estimuladas com M. leprae e MLSA induzem as células T a um perfil 

regulatório por um mecanismo dependente de IDO-1, mas não afetam a 

produção de IL-17 (dados não mostrados). 

Nesse trabalho, demonstramos pela primeira vez uma mudança 

morfológica nas mDCs diferenciadas de pacientes MB quando comparado a 

pacientes PB. A expressão de proteínas CD1a em mDCs especifica 

subconjuntos funcionalmente distintos com diferentes propriedades inflamatórias 

(Simon et al., 2012). Ambos pacientes apresentaram células com expressão 

CD1a, corroborando com dados da literatura (Mester et al., 2015). As mDCs de 

MB apresentaram-se em forma não-arredondada, com vários dendritos, já as 

mDCs de pacientes PB diferenciaram-se de forma mais arredonda. Já foi 
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observado que DCs infectadas com Theileria annulata no décimo quinto dia pós-

infecção diferenciou-se de forma arredondada e em proliferação contínua (Liu et 

al., 2019). 

Nosso grupo vem demostrando ao longo dos anos que M. leprae induz o 

aumento de IDO-1 em tipos celulares diferentes e levando a funcionalidades 

imunológicas diferentes (De Souza Sales et al., 2011; Moura et al., 2012; Oliveira 

et al., 2021). Nesse trabalho mostramos que as mDCs de MB induziram um 

aumento da expressão de células IDO-1+, quando comparado aos pacientes PB. 

Concomitantemente, o soro de MB apresenta significativamente atividade 

enzimática de IDO-1 aumentada. Trabalhos anteriores mostraram que a 

imunohistoquímica de biópsias granulomatosas de pele de diferentes doenças 

infecciosas detectaram a enzima IDO-1 dentro do infiltrado granulomatoso 

inflamatório (Bubnoff et al., 2011). Um trabalho posterior mostrou que a infecção 

por Paracoccidiodomicose aumentou o número de pDCs pulmonares 

expressando IDO-1, um efeito imunorregulador foi observado com um aumento 

de células Treg (Frank de Araújo et al., 2016). Já foi observado também que M. 

tuberculosis induziu a expressão de IDO-1, em macrófagos e nos pulmões de 

camundongos e macacos com doença ativa, sendo assim a supressão da 

atividade de IDO-1 reduziu a carga bacteriana, patologia e sinais clínicos de 

doença, levando ao aumento da sobrevida do hospedeiro (Gautam et al., 2018). 

Recentemente foi demonstrado que a infecção pelo Vírus Sincicial Respiratório 

(RSV) reduziu a produção de KYNA e inibiu a transformação de Tregs Th17 para 

Foxp3+ (balanço Th17/Treg) pela modulação de moléculas de IDO-1 em pDCs 

(Jin et al., 2020). 

Pacientes PB também apresentaram um aumento na concentração de 

NO. O NO que é conhecido por contribuir para a patogênese de várias doenças 

neurológicas têm sido detectado em tecidos e urina de pacientes com (Boga et 

al., 2010). O NO desempenha um papel não apenas na limitação do crescimento 

bacteriano, mas também na limitação das consequências imunopatológicas da 

infecção crônica por micobactérias (Elesawy et al., 2015). NO, iNOS, heme 

oxigenase (HO-1) e IDO-1 são expressos simultaneamente em macrófagos 

murinos estimulados com IFN-γ e LPS. O NO produzido por iNOS suprime a 

expressão de IDO-1 e também induz a expressão de HO-1 (Oh et al., 2004). 

Estudos in vivo indicam que NO produzido pela iNOS inibe a atividade da IDO-1 
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interagindo diretamente com ela e promovendo sua degradação pela via do 

proteassoma (Samelson-Jones et al., 2006). 

Nossos dados mostraram um aumento na atividade de Arg-1 no soro de 

pacientes PB e MB, quando comparados aos voluntários sadios. Já foi 

observado que macrófagos de pacientes com hanseníase aumentam a 

expressão de Arg-1 (De Sousa et al., 2016). Dados mais recentes mostram que 

a infecção por Leishmania major induziu um aumento na produção de 

quinurenina pela IDO-1 e a atividade da Arg-1 em detrimento da iNOs (Tounsi et 

al., 2015). 

Os metabólitos do triptofano formados ao longo da via das quinureninas 

podem afetar a proliferação celular e a função tecidual (Matysik-Woźniak et al., 

2017). Mediante a esse contexto realizamos ensaios de viabilidade celular com 

as mDCs estimuladas com os metabólitos AP, KYNA, 3-HAA e QUIN. 

Observamos que apenas 3-HAA e QUIN foram capazes de induzir a apoptose 

nas mDCs. Dados anteriores mostram que o 3-HAA foi tóxico para culturas 

primárias de neurônios de insetos (Cerstiaen et al., 2003). Um outro dado mais 

recente demonstrou que concentrações de 5-20 μM de QUIN levaram à 

diminuição da viabilidade de células PC12, uma linhagem celular derivada de um 

feocromocitoma de rato, e concomitantemente a um aumento da expressão de 

proteínas relacionadas à apoptose (Huang et al., 2016). Em relação aos 

metabólitos de Tryp, apenas o 3-HAA e QUIN levaram a um aumento da 

viabilidade do bacilo de maneira significativa. O 3-HAA é um metabólito que 

possui atividade anti-inflamatória. O pré-tratamento de 3-HAA inibe 

acentuadamente a produção de NO e citocinas em culturas de células Raw 264,7 

(Lee et al., 2016). Um trabalho recente mostrou que alguns extratos de 

Mixobactérias, bactérias que pertencem à classe das δ-proteobactérias, podem 

atenuar significativamente a formação de ROS e NO induzidas por QUIN de 

neurônios humanos (Dehhaghi et al., 2019).  

Sabe-se que em torno de 95% do triptofano obtido da dieta é metabolizado 

pela via das quinureninas, e o restante é oxidado em serotonina e seu derivado, 

a melatonina (Botting et al., 1995). Nas últimas décadas, vários estudos 

documentaram que a melatonina, uma molécula antioxidante natural 

amplamente distribuída entre os organismos vivos, desempenha um papel 

fundamental na neuroimunomodulação (Ren et al., 2017). Além disso, a 
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melatonina mostrou ter propriedades oncostáticas e pró-apoptóticas em uma 

infinidade de modelos de tumores experimentais e em diferentes linhagens de 

células tumorais humanas (Moreno et al., 2013). Não foram observadas 

alterações na viabilidade das mDCs frente ao estímulo com MEL, porém 

observou-se um aumento na viabilidade de M. leprae frente a esse mesmo 

estímulo. Dados publicados mostram que a viabilidade de bactérias e a 

fagocitose podem ser afetadas por esse metabólito, uma vez que 1 mM de MEL 

após 60 min de incubação aumenta em cerca de 76% o número de 

Staphylococcus aureus viáveis dentro do neutrófilo de (De Oliveira Silva et al., 

2006). Um estudo retrospectivo recente forneceu evidências de que a infecção 

por COVID-19 pode ser notavelmente menos comum naqueles que usam 

melatonina suplementar. Sugere-se que este fenômeno pode refletir o fato de 

que, através da indução do regulador de informação silenciosa 1 (Sirt1), a 

melatonina pode regular positivamente a poliubiquitinação K63 da proteína de 

sinalização antiviral mitocondrial, aumentando assim a indução mediada por 

vírus de interferons tipo 1 (DiNicolantonio et al., 2021). 

Alterações nos níveis de expressão de CXCL-10 em leucócitos, 

neutrófilos, eosinófilos, monócitos, epitélios e queratinócitos têm sido associadas 

a doenças inflamatórias, incluindo doenças infecciosas (Liu et al., 2011). Em 

nossos dados podemos observar que houve uma diminuição significativa na 

produção de CXCL-10 quando adicionamos M. leprae viável à cultura de células 

tratadas com 3-HAA e QUIN, em contrapartida, observamos um aumento de 

CXCL-10 nas culturas tratadas com MEL. Um dado recente do grupo mostrou 

que pacientes com hanseníase que não reduziram o índice baciloscópico após 

a PQT apresentaram diminuição nos níveis séricos de CXCL-10. Além disso, 

uma análise das respostas imunes celulares contra antígenos de M. leprae 

revelou que células de pacientes que apresentaram redução do índice 

baciloscópico após a liberação da PQT aumentaram a produção de CXCL-10 em 

resposta ao M. leprae (Ferreira et al., 2021). 

Nossos dados ainda demonstram que o MLV foi capaz de diminuir a 

produção de IL-10 e aumentar a produção de TNF nas culturas estimuladas com 

os diferentes metabólitos de triptofano. Esse efeito antagônico observado nessas 

culturas parece permitir uma maior sobrevivência do bacilo em resposta aos 

metabólitos da via. A literatura fala que M. leprae favorece sua infecção por 
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evocar pouca reação do hospedeiro através da indução de baixos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias, mas uma quantidade substancial de citocinas 

imunossupressoras (Suzuki et al., 1993). Corroborando com os nossos dados, 

M. leprae viável em cultura de macrófagos induziu uma diminuição de IL-1 β, IL-

6 e TNF e aumento de IL-10 e expressão de CD163 (Yang et al., 2016). 

Contudo, nossos dados nos levam a imaginar que o eixo IDO-1 induzido 

por M. leprae pode desempenhar um papel importante no controle da imunidade 

e gravidade da Hanseníase. Em termos clínicos, nossa hipótese é que em 

pacientes MB, o alto fluxo de bacilos vivos e mortos induz IDO-1 por um 

mecanismo dependente de IL-10, que por sua vez leva a um efeito tolerogênico, 

diminuindo a resposta imune celular. Nos pacientes PB, a exposição dos 

antígenos de membrana do bacilo favorece um contexto semelhante ao descrito 

após a estimulação das mDCs com MLMA, ou seja, o aumento da IDO-1 devido 

à ativação do TNF, que consequentemente leva à um aumento da resposta pró-

inflamatória e pode contribuir para a diminuição da carga bacilar. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 

• M. leprae e suas frações são capazes de aumentar a expressão e 

atividade de IDO-1 em mDCs. 

• O TNF é importante na indução da atividade da IDO-1 por M. leprae e 

suas frações em mDCs. 

• TLR2 é importante para a indução da atividade de IDO-1 em mDCs. 

• M. leprae e suas frações influenciam o perfil tolerogênico dos linfócitos. 

• As mDCs de pacientes paucibacilares e multibacilares apresentam 

diferenças morfológica e fenotípicas. 

• Expressão e atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares 

quando comparado aos paucibacilares. 

• A concentração de NO e atividade de Arg-1 estão aumentadas em 

pacientes paucibacilares. 

• Os metabólitos 3-HAA e QUIN afetam a viabilidade das mDCs. 

• 3-HAA, QUIN e MEL foram capazes de aumentar significativamente a 

viabilidade de M. leprae. 

• M. leprae foi capaz de reduzir a concentração de CXCL-10 em culturas 

estimuladas com 3-HAA e QUIN. 

• AP e KYNA foram capazes de aumentar significativamente a produção de 

IL-10 com a infecção pelo M. leprae viável. 

• M. leprae foi capaz de diminuir significativamente a produção de TNF 

quando as culturas foram estimuladas com todos os metabólitos 

estudados. 
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8. ANEXOS 

8.1 Artigo Científico  
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