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RESUMO

O receptor para manose receptor (RM) é uma glicoproteina transmembrana
que é expressa em varios tipos celulares, mas, pouca ou nenhuma informagao sobre
RM existe em células de Schwann (CS). Mostramos que CS de rato em culturas
primarias de células dissociadas ou em explantes de nervo bem como, numa
linhagem de Schwannoma humano (ST88-14) liga uma neoglicoproteina
manosil/albumina de soro bovino - isotiocianato de fluoresceina (man/BSA-FITC) de
uma maneira altamente especifica. Apos incubagdo com man/BSA-FITC, a analise
por citometria de fluxo demonstra 62% de células ST88-14 e 90% de CS positivas,
uma ligacdo dose-dependente de ligantes marcads e inibicdo quase total pela
competicdo com 250 mM D-manose ou com a proteina (altamente manosilada)
peroxidase de raiz forte (HRP) ~ 1.1 pM. O tratamento de CS cultivadas com
dexametasona (0.1 pg/ml) ou interferon y (IFN-y — 100 U/ml) seguido pela marcagéo
com man/BSA-FITC e analise por citometria de fluxo mostra um acréscimo e um
decréscimo, respectivamente, da captacdo do ligante. Explantes de nervo ciatico
cultivados na presence de IFN-y mostram colocalizagdo de man/BSA-FITC e
imunoreatividade para MHC classe Il. A analise ultra-estrutural de células ST88-14
apods incubacido a 4°C por 40min com HRP-Au coloidal com ou sem subsequente
elevacdo da temperatura para 37°C mostra uma localizagao inicial na superficie,
seguida da internalizacdo do tragador temperatura e tempo-dependente. Células
ST88-14 e CS dissociadas bem como nervos recentemente “esgargados” mostram
reatividade a um anticorpo policlonal contra o dominio C-terminal do RM de
macréfagos murinos (anti-cMR). No caso de nervos “esgargados”, a
imunorreatividade € particularmente abundante em regides topograficamente
homologas as algas para-nodais. Além disso, a imuno-histoquimica ultra-estrutural
de nervo ciatico incluido em Lowicryl mostra reatividade ao anti-cMR, com maxima
deposicdo do anticorpo secundario-Au em pericarios de CS mielinizantes ou nao-
mielinizantes. Proteinas de extratos de CS e ST88-14, separadas por SDS-PAGE, e
analisadas pela ligacdo as lectinas enddégenas mostram que ambos os tipos
celulares compartilham uma proteina ligadora de HRP de ~180 kDa com macréfagos
peritoneais. Uma unica banda de 180 kDa foi também obtida em “immunoblots” com
anti-cMR. Nossos resultados sugerem que células de um Schwannoma e CS
expressam uma proteina MR-semelhante em um estado potencialmente funcional e
que ambos os tipos podem ser modelos uUteis em estudos do papel deste receptor
em diferentes estados infecciosos/inflamatérios ou na homeostase do sistema
nervoso periférico.
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ABSTRACT

The mannose receptor (MR) is a transmembrane glycoprotein that is
expressed in several cell types but little or no information is available on Schwann
cells (SC). We show that rodent SC in primary cultures of dissociated cells or explant
nerve cultures and a human Schwannoma cell line (ST88-14) bind the exogenous
MR ligand neoglycoprotein  mannosyl/bovine serum  albumin-fluorescein
isothiocyanate (man/BSA-FITC) in a highly specific manner. After incubation with
man/BSA-FITC, flow cytometry demonstrates 62% positive ST88-14 cells and 90%
positive SC cells, a dose-dependent increase in tagged ligands and near total
inhibition of binding by 250 mM D-mannose or ~ 1.1 yM of the highly mannosylated
protein horseradish peroxidase (HRP). Treatment of cultured SC with
dexamethasone (0.1 pg/ml) or interferon y (IFN-y — 100 U/ml) followed by tagging
with man/BSA-FITC and analysis by flow cytometry shows an increase and a
decrease, respectively, of the ligand uptake by the putative receptor. Sciatic nerve
explants cultured in the presence of IFN-y show colocalization of man/BSA-FITC and
MHC class Il immunoreactivity. Ultrastructural analysis of ST88-14 cells after
incubation with HRP-colloidal gold without or with subsequent chasing at 37°C
mostra localizacdo inicial na superficie cellular e internalizacdo ation on the cell
surface and temperature- and time dependent internalization of the probe. ST88-14
cells and dissociated SC and recently teased nerves exhibit reactivity to a polyclonal
antibody against the C-terminal domain of the mouse macrophage MR (anti-cMR). In
the case of teased nerves, immunoreactivity was particularly abundant in regions
topographically homologous to paranodal loops. Furthermore, ultrastructural
immunohistochemistry of Lowicryl-embedded sciatic nerve from normal animals
showed reactivity to anti-cMR with maximal deposition of Au-tagged secondary
antibody in myelinating or non-myelinating SC somata. SDS-PAGE separated
proteins studied by endogenous lectin binding of SC and ST88-14 extracts show that
both share a unique HRP-binding protein of about 180 kDa with peritoneal
macrophages. A single band of 180 kDa was also obtained in immunoblots with anti-
cMR. Our results suggest that Schwannoma cells and SC in vitro and in situ express
a MR-like protein in a prospectively functional state and that both types may be
useful models for studies regarding the role of this receptor in different
infectious/inflammatory states or in homeostasis of the peripheral nervous system.
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INTRODUGAO

1.1. Agoes Gerais das Células Gliais

O Sistema Nervoso (SN) é constituido de dois grupos principais de células: os
neurénios e as células gliais. O funcionamento do SN é atribuido principalmente a
atividade dos neurénios, mas é reconhecido o papel crucial das células gliais na
regulacdo e manutencado do tecido nervoso, controlando, dentre outros, o meio
ibnico e disponibilidade de neuro-transmissores, e também o metabolismo neuronal
por meio do sincicio astrocitario (Farahani e cols., 2005). As células gliais participam
ativamente no processo de formagao do SN e persistem ao longo da vida adulta
como mantenedoras da integridade dos neurénios. Durante o desenvolvimento do
SN as células gliais auxiliam a migragao, controlando a extensao, direcionamento,
fasciculacdo e embainhamento dos axénios, além de promover a sinaptogénese
(Barradas e cols., 2005). Além disso, ainda no periodo de desenvolvimento do SN,
as células gliais sdo essenciais na liberagdo de fatores tréficos indutores de
proliferacdo e diferenciagcdo dos neurbnios e também da prépria glia (revisto em
Jessen, 2004). Um numero crescente de trabalhos tem demonstrado a influéncia da
glia sobre a plasticidade sinaptica e também sobre o metabolismo de
neurotransmissores, o que, de certa forma, reflete indiretamente no controle das

interacdes neurais.

1.2. Propriedades Imunolégicas das Células Gliais

Os processos inflamatérios eliciados no Sistema Nervoso Central (SNC)
configuram um desafio aos pesquisadores, considerando o sitio imunologicamente
privilegiado deste sistema. A condicdo de auséncia de uma drenagem linfatica e a
presenca de uma barreira hemato-encefalica torna, por enquanto, incompreensiveis

algumas das etapas da ativagdo imunoldgica eliciada no SNC, principalmente as
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dependentes de linfocitos, comumente observados em outros tecidos. Por outro
lado, ha pouco mais de uma década € sabido que, em determinadas patologias,
linfécitos migrantes sdo capazes de atravessar o endotélio da barreira hemato-
encefalica. Esta condicdo é resultante da inativagdo da via indutora de apoptose
mediada pelas moléculas Fas-L/Fas presentes na superficie das células endoteliais
e dos linfécitos, respectivamente (Nishimura e cols., 1995; Greil e cols., 1998;
Bechmann e cols., 1999). Apesar disso, mesmo nos dias atuais, ainda persiste o
conceito que, em condicdes normais, o encéfalo e a medula espinhal estariam
isolados do sistema imune por uma, hipoteticamente, impenetravel barreira hemato-
encefalica, a qual impede o livre acesso de células do sistema imune ao SNC.
Desde o inicio dessa hipotese de isolamento neuro-immune, evidéncias tém se
acumulado mostrando que esta ndo € uma descricao exata das interacdes entre os
respectivos sistemas (revisto em Reinke e Fabry, 2006).

O debate atual enfoca uma agado muito mais cooperativa e integrada entre os
sistemas nervoso e imune. Admite-se, atualmente, o conceito de moléculas com
significado funcional comum aos dois sistemas e, supostamente, como integrantes
de um mecanismo pelo qual o controle neural da resposta imune é mantido. Ao nivel
molecular, moléculas sinalizadoras como horménios, neurotransmissores,
neuropeptideos, citocinas, além de seus receptores, sdo consideradas como
elementos mediadores desse controle (Armstrong e cols., 2003). Atualmente, ha
evidéncias que confirmam que o SNC pode regular a resposta imune inata atraves
de rotas neurais e hormonais. As respostas neuro-enddcrinas ao “estresse” e
também dos sistemas nervosos simpatico e parassimpatico, geralmente, inibem a
ativagdo do sistema imune inato ao nivel local e sistémico através da inervacéo de
orgaos com fungéo imune (Czura e Tracey, 2005; revisto em Sternberg, 2006). Por

outro lado, o sistema nervoso periférico (SNP), por sua vasta difusdo pelo



organismo, configura uma primeira linha de defesa nos sitios de inflamacé&o, onde a
liberagdo de neuropeptideos tende a amplificar a resposta imune inata local (Czura e
Tracey, 2005; revisto em Sternberg, 2006). Desta forma, o SNP, primeiramente,
ativaria e amplificaria as respostas inflamatorias locais de contencao e/ou eliminagao
de patdégenos invasores através da ativagdo dos macrofagos de nervo e,
possivelmente, das células de Schwann (CS). Numa segunda etapa, os sistemas
nervosos simpatico e parassimpatico encerram esta inflamacao, restabelecendo a
homeostase do hospedeiro (Czura e Tracey, 2005; revisto em Pavlov e Tracey,
2004).

Rotas de comunicagao bidirecionais recentemente descritas entre o SNC e o
sistema imune fornecem pistas sobre uma participagao direta do SNC no controle
dos processos infecciosos e inflamatorios, possivelmente monitorados através das
inumeras redes de nervos que cobrem todo o organismo, inclusive nos préprios
locais de injuria (revisto em Wrona, 2006). N&o obstante, para que estes
mecanismos sejam elucidados € necessario que antes sejam compreendidas as
inter-relagcées neurdnio-glia, tanto ao nivel central, com a participagdo de astrécitos,
microglia e oligodendrdcitos, quanto ao nivel periférico com a participagao de CS, de
células satélites de ganglios e da glia entérica. Pode-se prever que qualquer sinal
regulatério “eferente” ou “aferente” do SNC através de rotas neurais ou mesmo
humorais como proposto por Guijarro e cols. (2006), envolva uma ativagao direta das
células gliais, presentes tanto nos sitios inervados, onde o estimulo foi gerado,
quanto na regido ascendente localizada ao nivel central.

E conhecido que células gliais sob estimulagédo adequada sdo potencialmente
aptas a produzir citocinas e mediadores inflamatorios e, ndo se pode estranhar que,

sob esta condigéo, os neurénios sejam ao mesmo tempo estimuladores e alvos para



essas moléculas, considerando-se ainda o intimo contato entre neurdnios e glia
(Belmadani e cols., 2006).

As propriedades imunolégicas independentes (ndo condicionadas) das células
gliais, aos componentes celulares exdgenos ao SNC, configuram um paradoxo, pois,
sob esta condi¢cdo, alguns dos componentes celulares gliais seriam elevados a
funcdo de agentes analogos as células do sistema imune residentes no SNC (Aloisi,
2001). Algumas fungdes unicamente executadas por células do sistema imune como
reconhecimento antigénico, processamento e apresentagado de antigenos, além da
regulagdo da imunidade adaptativa, tém sido atribuidas a microglia em um processo
que sugere a agao cooperativa dos astrocitos (revisto em Bailey e cols., 2006).
Embora os astrocitos também possam exercer fungdes como células apresentadoras
de antigenos, estes tém a expressdao de moléculas MHC classe |l (complexo
principal de histocompatiblidade do tipo IlI) condicionada a estimulagdo pelo INF-
v (Interferon-gama), sendo considerados, portanto, apresentadores de antigenos
facultativos ou ndo profissionais (Fontana e cols., 1986). A premissa de uma co-
estimulagao astrocitica da microglia aponta para um provavel mecanismo de controle
do perfil anti ou pré-inflamatério da microglia. Os astrécitos, presumivelmente seriam
0s responsaveis pela reversibilidade da ativagao microglial (revisto em Schwartz e
cols., 2006), a qual contraria o antigo conceito de uma invariavel eliminagdo da
microglia ativada por apoptose (Reid e cols., 1993; Rupalla e cols., 1998).

As moléculas com fung¢des imunoldgicas expressas na superficie celular dos
astrécitos e da microglia tém sido frequentemente abordadas em diversos artigos,
incluindo revisdes recentes sobre imunidade inata e adaptativa e seus reflexos na
neuroprotecao e neurodegeneragao (Bonifati e Kishore, 2006; Ralay e cols., 2006).
Existe um foco principal em moléculas com fungdes de receptores envolvidas em

multiplos processos como captura e inativagdo de patdégenos, apresentagao



antigénica e reparo tecidual. Nessa vertente, as bases celulares e moleculares do
reconhecimento e captura de patdogenos por classes de receptores de
reconhecimento de padrées moleculares (PRR) proposto por Medzhitov e Janeway
(2002) em sistemas ndo neurais, tém sido um foco importante de estudo da
neuroimunologia. Diversas classes de PRRs foram detectadas em células gliais do
SNC, sendo a fungdo destes receptores identificada em alguns dos principais
eventos infecciosos e inflamatérios que afetam este tecido (Galea e cols., 2005;
Kielian, 2005).

Dentre os PRRs identificados em sistemas neurais, o receptor para manose
(RM) tem despertado o interesse dos pesquisadores com progressiva intensidade
nos ultimos anos (revisto em Regnier-Vigouroux, 2003). As conhecidas propriedades
do RM como uma molécula de interface entre o sistema imune inato e adaptativo
(revisto em Taylor e cols., 2005), além do papel nas respostas fisioldégicas durante o
reparo e regeneragdo tecidual (Lee e cols., 2002), capacitam-no como uma
molécula-chave nos processos infecciosos e inflamatérios do SNC (revisto em
Regnier-Vigouroux, 2003). No caso do SNP, ainda ndo existem relatos sobre a
expressao e modulagdo do RM em nenhum dos componentes do tecido nervoso

periférico.

1.3. Receptor para manose: estrutura e propriedades

O receptor para manose (RM) € um dos quatro membros de uma familia de
receptores glicoproteicos trans-membranares expresso principalmente em fagocitos
mononucleares. Este receptor compreende a superfamilia de receptores
semelhantes a lectinas onde estdo incluidos também os receptores DEC205,
fosfolipase A, e Endo180. O RM apresenta peso molecular em torno de 180 kDa,

possuindo um dominio amino-terminal rico em cisteina, dois dominios analogos a



fibronectina tipo Il, um dominio transmembranar, um dominio carboxi-terminal
citoplasmatico, além de dominios de ligagao a carboidratos semelhantes a lectina ou
CRDs - “Carbohydrate Recognition Domain” (Taylor e cols.,2005). O dominio rico em
cisteina € conhecido por se ligar a residuos de N-acetilgalactosamina e outros
acucares sulfatados, enquanto suspeita-se que o dominio fibronectina tipo Il
reconhega moléculas de colageno (Leteux e cols., 2000). O quarto dominio CRD
(CRD4) do RM é o mais ativo no reconhecimento e internalizagdo de gliconjugados
contendo residuos terminais de manosil, fucosil e N-acetilglicosamina, em uma
maneira Ca®’—dependente (Stahl e Ezekowitz 1998) (Figura 1). Embora nao
completamente conhecida a sinalizacdo via RM parece envolver a ativagcao da
cascata das MAP-K (quinases ativadoras de mitose) e também a ativagdo do fator

de transcricdo NF-xB (Rivera-Marrero e cols.,, 2002; Zhang e cols., 2004).
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Figura 1. Estrutura do receptor para manose. No esquema estdo representados os multiplos
dominios ativos do receptor como uma regido rica em cisteina (CR) que liga N-acetil galactosaminas
sulfatadas (SO4-(3/4)-GalNAc), duas subunidades de fibronectina tipo Il (FNII) que liga colageno e
oito unidades repetidas para reconhecimento de carboidratos (CRDs), sendo a quarta unidade
especifica para o reconhecimento de manose, fucose e N-acetil glicosamina (GIcNAc).



O RM foi incluido no grupo de PRRs com um papel fundamental na defesa do
organismo, atuando principalmente na captura e processamento de antigenos,
promovendo assim uma ligagdo entre a resposta imune inata e adaptativa (Stahl e
Ezekowitz, 1998). Estudos evidenciam a participagdo do RM na captagao de ligantes
endoégenos como hidrolases lisossomais, tPA (ativador do plasminogénio tecidual),
horménios e peptideos de colageno. Uma outra possivel fungao fisioldgica atribuida
ao RM refere-se a sua capacidade de captacdo da acetil-colinesterase (AChE)
(Klegeris e cols., 1996). A AChE é conhecida por sua atividade enzimatica e
regulagédo da transmissao colinérgica por facilitar a rapida eliminagdo da acetilcolina
(Massoulié e cols., 1993). Desta forma, a captacdo da AchE via RM poderia resultar
em um papel regulador deste receptor na atividade neuronal. Adicionalmente, o RM
atua na fagocitose de microorganismos através do reconhecimento de
polissacarideos constituintes da superficie celular de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, micobactérias, fungos, protozoarios e mais recentemente foi
encontrado ligado também a gp120 (glicoproteina 120) do virus HIV-1 durante a
infecgdo de astrocitos (Blackwell, 1985; Ezekowitz e cols., 1991; Kahn e cols., 1995;
Lefkowitz e cols., 1997; Lopez-Herrera e cols., 2005). No entanto é importante notar
que o RM nao parece ter um papel critico na resposta imune contra fungos, uma vez
que animais nocaute para o receptor ndo apresentam aumento significativo na
suscetibilidade a infecg&o por estes microorganismos (Swain e cols., 2003).

Com relagao a fungado imunolégica do RM em macrofagos, a sua expressao
pode ser modulada in vivo e in vitro por uma variedade de agentes pr6 e anti-
inflamatdrios, sendo o IFN-y um dos principais moduladores negativos dessa
expressdo. Por outro lado, o cortisol e seus analogos sintéticos, como a

dexametasona, atuam como moduladores positivos da expressdo do RM, apesar de
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nao existirem evidéncias concretas sobre o papel fisioldgico dessa regulagao (Cambi
e Figdor, 2003). Resultados semelhantes foram reproduzidos em culturas de
microglia e astrocitos (um fagécito tipo néo-profissional do SNC) pré-tratadas com
IFN-y, sendo observada significativa reducdo da expressdo do RM que, por outro
lado, teve sua expressao aumentada por ocasiao do tratamento por agentes anti-
inflamatoérios como IL-4 e dexametasona (Marzolo e cols., 1999; Burudi e cols.,
1999; Burudi e Régnier-Vigouroux, 2001). Alguns autores tém demonstrado que as
citocinas IL-4 e IFN-y podem agir cooperativamente aumentando a fagocitose
mediada pelo RM, sendo este achado curioso, considerando-se que a IL-4 € uma
citocina Th2 a qual frequentemente tem efeito antagbénico ao IFN-y (Raveh e cols.,
1998; Stahl e Ezekowitz, 1998).

O reconhecimento antigénico via RM ocorre em pH neutro, sendo o complexo
ligante-receptor endocitado e conduzido para o interior de vesiculas pré-lisossomais.
O baixo pH das vesiculas pré-lisossomais promove a dissociagao do complexo e o
retorno do RM a superficie celular através do aparato endocitico, enquanto o ligante
€ encaminhado aos lisossomas (Stahl e Ezekowitz, 1998). O RM pode reconhecer e
processar, através dos seus multiplos dominios uma grande variedade de moléculas
como hormdnios sulfatados e glicolipidios além dos residuos de manose-fucose e N-
acetilglicosamina (Fiete e cols., 1997). Alguns autores demonstraram o envolvimento
do RM com a apresentacdo de lipoarabinomananas, com um papel critico no
processamento de glicolipideos derivados de micobactérias em conjunto com a via
de apresentacdo de antigenos CD1b (Prigozy e cols., 1997). Estas hipoteses
apontam para duas provaveis fungbes do RM em fagdcitos profissionais e nao-
profissionais: a primeira hipotese seria o receptor acelerar o processo de limpeza e
regeneragao dos tecidos apds o processo inflamatoério, e a segunda seria de agir na

captura, processamento e apresentagao antigénica (Sallusto e cols., 1995; Engering



e cols., 1997). Com relacdo a fungdo do RM na apresentagédo antigénica em 6érgéo
linfoides e nao-linféides, este receptor tém sido frequentemente encontrado
expresso constitutivamente em colocalizagdo com moléculas MHC classe I
(Linehan, 2005).

O RM foi inicialmente caracterizado em macrofagos alveolares utilizando-se
neoglicoproteinas como ligantes (Stahl e cols., 1978), sendo posteriormente
identificado também em outras classes de fagocitos mononucleares, incluindo
macrofagos derivados da medula Ossea, macrofagos derivados de mondcitos
circulantes, células de Kupffer, macrofagos peritoneais e mais recentemente na
microglia (Shepherd e cols., 1982; Stahl e Gordon 1982; Marzolo e cols., 1999;
Linehan e cols., 1999). Anteriormente, pensava-se que a expressdao do RM era
restrita a células do sistema fagocitico mononuclear em especial macréfagos
situados as portas de entrada de antigenos (Shepherd e cols., 1982, Lane e cols.,
1998), células dendriticas e de Langerhans (Reis-e-Sousa e cols., 1993, Noorman e
cols., 1997). No entanto, um numero cada vez maior de trabalhos tem mostrado a
expressdo e modulagdo do RM em outros tipos celulares ndo fagocitos, como
células endoteliais, cardiomidcitos, fibroblastos e células musculares lisas (Lew e
cols., 1994; Soeiro e cols., 1999; Linehan e cols., 1999; Sheikh e cols., 2000; Melzer
e cols., 2001; Hespanhol e cols., 2005). No SNC, o RM tem sido detectado na
microglia perivascular, no epitélio pigmentar da retina, astrocitos e neurénios jovens
ambos in vitro e in vivo, mas nao em oligodendrécitos jovens ou maduros (Shepherd
e cols., 1991; Burudi e cols., 1999; Galea e cols., 2005 para revisédo, ver Regnier-
Vigouroux, 2003). No entanto, até onde vai o nosso conhecimento, ndo existem

relatos sobre a expressao constitutiva ou modulada do RM em CS.
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1.4. Componentes Celulares do Sistema Nervoso Periférico

A formacg&o da maior parte do SNP inicia-se quando um grupo de células
progenitoras se separa gradativamente das bordas da placa neural, originando uma
estrutura denominada de crista neural. Este processo ocorre concomitantemente ao
inicio da formacao do tubo neural, estrutura responsavel pela formacado do encéfalo
e medula espinhal. As células multipotentes oriundas da crista neural iniciam um
processo de migragdo marginal ao tubo neural em formacgao, originando, desta
forma, as células pertencentes ao SNP além de melandcitos, células cromafins
dentre outras. Os componentes celulares do SNP oriundos das células da crista
neural incluem os fibroblastos endoneurais (Joseph e cols., 2004), neurdnios
sensitivos, neurdnios ganglionares autonomicos e do sistema nervoso entérico,
células satélites e células de Schwann (CS) (Figura 2). Alguns dos neurdnios e das
células gliais dos ganglios autbnomos da regido da cabega bem como neurénios
sensitivos primarios e da glia do sistema olfatorio se originam dos placodios (Lent,

2001; Barradas e cols, 2005; Marques, 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica sumariando as principais etapas do desenvolvimento do
sistema nervoso. As cristas neurais aparecem em cada lado a partir das células que ficam nas bordas
de fusdo (em verde) da placa neural, quando esta se dobra para formar o tubo neural. Notar que as
células da crista neural migram marginalmente ao tubo neural para formar diversos tipos celulares tais
como os neurdnios ganglionares espinhais e autonémicos, células do sistema nervoso entérico e as
células de Schwann.
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1.4.1. Células de Schwann

As CS sé&o as principais células gliais do sistema nervoso periférico (SNP),
encontradas in vivo como unidades célula glial-axénio. Durante o desenvolvimento,
0s axoOnios que ja atingiram previamente os orgaos-alvos (musculos e pele) servem
como verdadeiros trilhos para as CS migrantes, que utilizam estes axdnios também
como fonte de estimulos mitogénicos. No entanto, no caso da jungdo neuro-
muscular, sabe-se que antes do contato axénio motor com o musculo, as CS ja se
encontram morfologica e funcionalmente diferenciadas. Durante os estagios E12 e
E13 da vida embrionaria dos camundongos, precursores de CS comegam a
expressar trés marcadores de diferenciagao: proteina PO de mielina (Lee e cols.,
2001) GAP43 (proteina associada ao crecimento) (Curtis e cols., 1992) e F-
espondina (Klar e cols., 1992). No estagio E15 até o nascimento, estes precursores
de CS transformam-se em CS imaturas, as quais expressam niveis elevados de
S100pB (Dong e cols., 1999) e a PO em baixos niveis (Lee e cols., 1997). A S100p é
um importante marcador fenotipico das CS, sendo uma proteina ligadora de célcio
intracelular (Spreca e cols., 1989), membro de uma numerosa familia encontrada

somente em vertebrados (Donato, 1999) (Figura 3).
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Figura 3. Representagcdo esquematica sumariando as etapas do desenvolvimento das células de
Schwann. As células da crista neural expressando o receptor de baixa afinidade do fator de
crescimento de nervo (P75NRT) iniciam a diferenciagdo do seu fendtipo em células de Schwann
precursoras, as quais expressam a proteina PO de mielina. Por conseguinte, as células de Schwann
precursoras se diferenciam em células de Schwann imaturas, que sob determinados estimulos
divergem para um dos dois fendtipos das células de Schwann em adultos: mielinizantes e néo-
mielinizantes.
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Apds o nascimento, a SC imatura diferencia-se nos fenétipos mielinizantes,
nao-mielinizantes (Figura 3) e perisinaptico (ou células de Schwann terminais) em
um processo que persiste por diversas semanas (D’ Antonio e cols., 2006; revisto
em Jessen e Mirsky, 2005). Os axdnios fornecem os sinais que regulam a definicao
dos diferentes fendtipos das CS, porém, a identidade das moléculas envolvidas
neste processo, ainda permanece desconhecida. No caso particular da CS
mielinizante, o contato com o axdénio é fundamental para a sua diferenciacdo. Este
processo pode ser verificado nos casos onde a perda do axbénio leva a
desdiferenciagdo da CS mielinizante com drastica redugcado da expressao de genes
para a mielina, a qual é consequentemente perdida. No axdnio em crescimento a
adesao com as CS é parcialmente modulada pelas moléculas N-CAM (molécula de
adesao celular neural), L1 e as caderinas.

As CS sabidamente expressam GDNF (fator neurotréfico derivado de glia) e
seu similar neurturina na vida embrionaria, CNTF (fator neurotréfico ciliar) na vida
pos-natal, e, possivelmente, NT3 (neurotrofina 3) em todas as suas etapas do
desenvolvimento (Jessen e Mirsky, 1999). Estudos recentes demonstraram que a
mielinizacdo pela CS é regulada por distintos fatores de crescimento, incluindo
neurotrofinas (Chan e cols., 2001), GDNF (Hoke e cols., 2003) e neuregulinas
(Michailov e cols., 2004; Taveggia e cols., 2005). A condi¢do que determina se uma
CS ira se diferenciar no fenétipo mielinizante depende da quantidade de NRG1-IlI
(neuregulina-1 do tipo lll) presente tanto na sua superficie de contato com o axénio
como de outros sinais oriundos do préoprio axénio (Taveggia e cols., 2005). Além
disso, a quantidade de NRG1-lll determina também a espessura da bainha de
mielina (Michailov e cols., 2004; Taveggia e cols., 2005). Curiosamente, NRG1-Ill &
ativa somente quando associada a membrana e inativa na sua forma soluvel,

indicando que o contato CS-axénio mediados por moléculas de ades&o celular
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(CAMs) pode ser um pré-requisito para a mielinizagdo. As CAMs estado envolvidas
em varios estagios do desenvolvimento das CS mielinizantes, incluindo a extenséo e
embainhamento axonal, dobramento em espiral, compactacédo e formacédo do n6 de
Ranvier (Lustig e cols., 2001; revisto em Bartsch, 2003; Spiegel e cols., 2006). Um
tipo importante de CAM como a N-caderina tem sido frequentemente eleita como
fundamental na mielinizagdo (Wanner e Wood, 2002), sendo a L1 e a MAG outras
importantes candidatas sugeridas, pelo menos in vitro, para a manutencao da
associagdo CS-axbnio (Seilheimer e cols., 1989). Entretanto, em estudos mais
recentes, alguns autores reivindicam que nem a L1 e nem a MAG (mielina associada
a glicoproteina) estariam envolvidas no inicio ou manutencado da associagdo CS-
axoénio. (Montag e cols., 1994; Haney e cols., 1999).

Os trés tipos de SC diferem ndo somente no tipo de axdnio com os quais
estdo associadas, mas também por sua posigdo ao longo destes axénios. Ainda em
termos morfologicos, os diferentes subtipos de CS também podem ser drasticamente
diferenciados por sua composi¢ao bioquimica. Dentre todos os subtipos de CS, a
mielinizante € a melhor caraterizada bioquimicamente, expressando as proteinas da
mielina, tais como: MBP (proteina basica da mielina), PMP22 (proteina periférica 22
da mielina), PO, MAG e MAL (proteina da mielina e linfocitos). Estas proteinas s&o
criticas para a formacao e a fungcdo da bainha de mielina. As CS nao-mielinizantes
diferem da CS mielinizantes por seus niveis elevados de GFAP (proteina fibrilar glial
acida) (Jessen e cols., 1990), p75NRT, receptor de baixa afinidade do fator de
crescimento de nervo (NGF) (Jessen e cols., 1990) e a molécula L1 de adesé&o
celular (Faissner e cols., 1984).

Ainda em termos de seus diferentes fendtipos, as CS podem ser funcionais e
estruturalmente analogas as populag¢des gliais do sistema nervoso central (SNC).

Assim, as CS nao-mielinizantes seriam similares aos astrocitos, principalmente, nas
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suas fungcbes como células de suporte mecanico e metabdlico, enquanto as CS
mielinizantes seriam semelhantes aos oligodendrocitos (Marques, 2005).

A formagao da mielina periférica inicia-se por ocasiao do estabelecimento do
contato de 1:1 entre uma CS e um segmento axonal. O deslocamento em espiral da
membrana plasmatica da CS mielinizante juntamente com porgdes do conteudo
citoplasmatico que é, subsequentemente, extrudido, resulta em uma estrutura cada
vez mais delgada, culminando com a formagdo de um empilhado de membranas
com as faces citoplasmaticas e extracelulares extremamente compactadas como
uma unica estrutura. A bainha de mielina € constituida pelo envolvimento da
membrana da CS ao redor de um axénio. A cada volta as membranas aderem entre
si pelas proteinas da mielina, sendo compactadas de maneira lameliforme. (Revisto
em Sherman e Brophy, 2005).

O sistema membranoso multilamelar apresenta  compartimentos
individualizados, como algas terminais de regido paranodal, a internodal composta
pela mielina compacta, as incisuras de Schmidt-Lanterman e o componente radial
(Figura 4). Durante este periodo de formag&o da bainha de mielina, a CS além de
organizar as diversas regides do seu corpo celular e a sua membrana plasmatica,
também organiza os seus componentes lipidicos e proteicos formando areas de
mielina compacta e ndo-compacta. Por sua vez, os axdnios também sao capazes de
organizar os seus componentes lipidicos e protéicos concentrando-os em distintas
regides, principalmente, nos locais onde delicadas proje¢cdes do citoplasma de duas
CS contiguas se tocam sem lamelas de mielina. Esta jungc&o entre uma CS e a
seguinte constitui um né ou nodo de Ranvier (Revisto em Sherman e Brophy, 2005).
Nestas regides do n6 de Ranvier a membrana do axénio ou axolema torna-se mais
densa, devido ao grande numero de canais iGnicos. A intensa compactacdo da

bainha de mileina ndo permitiria as trocas metabdlicas se nao fosse pela presenca
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das incisuras de Schmidt-Lanterma, as quais formam fendas que interrompem
obliguamente a bainha de mielina em toda a extensdo das suas multiplas camadas
permitindo a integragdo dessa organela com o citoplasma de outras regides semi-
compactas. Funcdo semelhante também €& executada pelas incisuras longitudinais
que cortam lateralmente a bainha de mielina ligando-se as incisuras de Schmidt-

Lanterman em alguns pontos da bainha (Peters e cols., 1976).

Figura 4. Representagdo esquematica de um segmento axonal mostrando a regido do né de Ranvier
(N), as regides justa para-nodais (JP) e para-nodais (PN). Asteriscos indicam regides do citoplasma
das CS onde se localizam as algas terminais da mielina.
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Pelas propriedades isolantes da mielina e suficiéncia de cargas associadas a
cada potencial de agdo, ocorre um aumento da velocidade de conducao do impulso
nervoso em um processo conhecido como condugéo saltatoria (Gerebtzoff, 1963;
Ritchie e Rogart, 1977). A conducgao saltatoria se faz de n6 a né de Ranvier, sendo
que, quanto mais longo o espaco internodal (dentro de certos limites da CS), maior a
velocidade de condugéo do impulso nervoso através de uma fibra nervosa (Ritchie e
Rogart, 1977; Revisto em Fields e Stevens-Graham, 2002). As fibras nervosas
sensitivas e motoras trafegam ao longo dos nervos reunidas em fasciculos. Os
fasciculos sdo reunidos entre si pelo epinéurio, constituido por fibras colagenas e
que abrigam capilares, vénulas e arteriolas. Cada fasciculo é envolvido por uma
estrutura formada por uma camada de células especializadas denominadas de
perinéurio. As células do perinéurio se unem umas as outras por jungbes muito
fortes e estreitas do tipo “tight junctions”. Em continuidade, a estrutura que delimita
0s axbénios mielinicos e amielinicos em meio a tecido conjuntivo frouxo é
denominada de endonéurio. Este espaco endoneural também é habitado por célula
de origem n&o-neural como fibroblastos, mastocitos e células endoteliais dos
capilares endoneurais (Revisto em Fields e Stevens-Graham, 2002). Tanto no caso
das CS mielinizantes quanto das nao-mielinizantes, a unidade célula glial-axénio é
completamente envolvida pela lamina basal (Bunge e Bunge, 1986),

As hipdteses sobre as propriedades imunolégicas das CS tém aumento
substancialmente devido ao interesse na utilizagcdo deste tipo celular em terapias
celulares de reparo do SNC, além, é claro, da necessidade de compreensao dos
processos infecciosos, inflamatérios e degenerativos do proprio SNP. Ha muito é
sabido da producdo e/ou influéncia de mediadores inflamatoérios nas CS durante a
evolugdo das inumeras patologias que afetam o SNP (Samuel e cols., 1987; Turka e

cols., 1995; Jander e cols., 1996; revisto em Gold e cols., 1999). As CS tém sido
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identificadas como fontes de diversas citocinas, como as pro-inflamatorias TNF-a., IL-
6, IL-1B, e IL-8 (Bergsteindottir e cols., 1991; Bolin e cols., 1995; Wagner e Myers
1996; Rutkowski e cols., 1999) e as anti-inflamatérias IL-10 e IL-4 (Jander e cols.,
1996; Murwani e cols., 1996) além de diversas outras moléculas com fungdo imune
como MCP-1 (proteina quimioatrativa de mondcitos 1), PGE-2 (prostaglandina 2),
TBX-A (tromboxana A), receptores toll-semelhantes 2, moléculas MHC classe | e |I,
entre outras. (Bergsteindottir e cols., 1991; Constable e cols., 1994; Gold e cols.,
1995; Oliveira e cols., 2003) (Figura 5). Nos processos de degeneragdo de nervos
periféricos um combinado de citocinas € frequentemente encontrado nos locais da
lesdo. As citocinas TNF-a, IL-1a e IL-1 estdo muito aumentadas nestes processos
apesar de suas fungdes ainda serem desconhecidas (Shamash e cols., 2002). A IL-6
parece estar envolvida na diferenciagdo de mondcitos, durante a migragao ao nervo,
em macrofagos inflamatdrios, controlando também as suas fungdes no tecido
(Tofaris e cols., 2002). Concomitantemente, a IL-8 induz o acumulo de neutréfilos
nos locais de injuria do nervo, embora a fungao dos neutroéfilos em lesées do nervo
seja desconhecida (Yang e cols., 1994). Admite-se que as citocinas TNF-a, IL-1a €
IL-1B contribuam para o recrutamento dos macréfagos para os sitios inflamados
através da ativacao de células endoteliais com producao de citocinas e quimiocinas
(revisto em Oppenheim, 2001). Outras fung¢des propostas seria a regulacao indireta
do crescimento e sobrevivéncia dos neurénios do SNP e da dor neuropatica através
do controle da producdo de NGF (fator de crescimento de nervo) por fibroblastos
residentes do nervo (Lindholm e cols., 1987; Hattori e cols., 1993; 1994). Além disso,
as CS sob co-estimulagao por TNF-a e INF-y apresentam caracteristicas de células
apresentadoras de antigenos facultativas ou n&o profissionais (Gold e cols., 1995).
Estes fatores em combinagdo geram inumeras possibilidades de atuacao das CS na

defesa e homeostase do SNP, muito além da convencional fungcdo acessoéria de
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sustentagao e estruturacdo dos axdnios atribuida, até recentemente, como principal
funcdo deste tipo celular. Diante destas potencialidades das CS, no controle da
resposta imune, estudos sdo necessarios a fim de identificar outras moléculas
imunoldégicamente ativas, incluindo receptores da superficie celular que medeiam a

producao de citocinas, moléculas da matriz extracelular e radicais livres.
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Figura 5. Esquema ilustrativo indicando a expressdo ou secrecdo de algumas moléculas
com funcgao na resposta imunolégica em CS em cultura.

1.4.2. Células de Schwann e Receptores de Reconhecimento de Padroes

Nas ultimas duas décadas, muitos estudos tém sido desenvolvidos
objetivando substituir células lesadas do SNC, apés trauma ou doengas crdnicas,
tais como transeccdo da medula espinhal, esclerose multipla, acidentes vasculares
cerebrais e outros disturbios neurolégicos. Em modelos animais foi mostrado que,
embora as CS mielinizantes sejam estruturalmente analogas aos oligodendrdcitos

nas suas caracteristicas morfofuncionais, as CS sdo muito superiores a estes na re-
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mielinizagdo de axoénios afetados (Blakemore, 1977; revisto em Jasmin e Ohara,
2002). Alternativamente, as CS tém sido testadas, por serem promissoras em
transplantes autdlogos, considerando-se que os axénios do SNP apresentam
capacidade de regeneragdo e crescimento por longas distancias ao longo de
colunas de CS, rodeadas por lamina basal (Aguayo e cols., 1981). As CS passaram
a ser consideradas como estimuladoras do crescimento de axdnios centrais desde
que os estudos pioneiros de Aguayo e colaboradores (1981) demonstraram que,
apos o implante de segmentos de nervos periféricos em pontos externos a medula
espinhal lesada, axdnios originados de neurdnios medulares associavam-se com CS
e alongavam-se significativamente.

Embora relativamente avancados, os estudos utilizando CS para enxertos
autdlogos na regido de injuria da medula espinhal e do encéfalo apresentam entre
os fatores limitantes ao éxito, o baixo conhecimento sobre as propriedades
imunoldgicas destas células. Este fato é ainda agravado pela dificuldade de
compreensdao do comportamento das CS frente aos componentes celulares
imunologicamente ativos (astrocitos e microglia) na regido do enxerto. Algumas das
acdes e reagbes da glia central, atuantes ou n&o, em conjunto com células
extrinsecas ao SNC, s&o classificadas como as principais responsaveis pela faléncia
regenerativa dos neurénios do SNC. As possiveis interagdes célula-célula, célula-
matriz extracelular, além da influéncia de fatores soluveis, tornam imprescindiveis os
estudos sobre os componentes de superficie celular que medeiam as fung¢des das
CS tanto na regeneracdo quanto nas suas potenciais propriedades imunoldgicas.
Nao existem relatos sobre a expressao e modulagdo de PRRs apds transplantes de
CS no SNC, mas sabe-se que a ativacao de Toll-semelhante 2 em CS humanas bem
como em células ST88-14, uma linhagem obtida a partir de um paciente de

neurofibromatose tipo 1 (Ryan e cols., 1994), induz a apoptose destes tipos celulares
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(Oliveira e cols., 2003). Conforme mencionado, n&do existem dados sobre a
expressdo constitutiva ou modulada do RM em CS ou Schwanomas, mas a
caracteristica deste receptor como uma molécula de interface entre o sistema imune
inato e adaptativo, além do papel nas respostas fisiologicas durante o reparo e
regeneragao tecidual, capacitam-no como uma molécula chave nos processos
inflamatorios do SN.

Alguns indicios da relevancia do RM em CS nos processos patologicos
degenerativos podem ser vistos em camundongos com mutagdes genéticas do tipo
“‘quaking” para a mielinogénese. Estes animais com hipomielinizag&o, principalmente
do SNP, apresentam grandes quantidades de oligossacarideos de manose na
isoforma de baixo peso molecular da MAG (Bartoszewicz e cols., 1995). Outras
alteragdes em glicoproteinas da mielina como a P1 e P2 também sao vistas nestes
mutantes que as expressam em baixos niveis, tendo, porém, a PO aparentemente
nos seus niveis normais (Matthieu, 1978). Além disso, trabalhos mais recentes
mostram a ligagao de oligossacarideos de manose aos residuos serina e treonina da
glicoproteina central da alfa-distroglicana (Seifert e cols., 2000). Essas pistas podem
ser significativas para a proposi¢ao de um papel funcional do RM na formacéo e
manutencio estrutural da mielina periférica além de uma possivel participacdo na
regeneragao axonal, acelerando a captagao da mielina degenerada pelas CS antes
da chegada dos macréfagos aos locais de injuria. Macrofagos hematdgenos
conhecidamente fagocitam a mielina degenerada em um processo que pode ser
inibido pelo tratamento das culturas com beta-manosidase e L-fucosidase, sugerindo
um papel do RM na remogao eficiente dos componentes residuais do nervo em
degeneragao (Bruck e Friede, 1990). Reagbes degenerativas como, por exemplo,
apo6s um dano traumatico ou patolégico em um axdnio mielinizado do SNP geram

uma sequéncia de eventos celulares ao longo do axénio distal ao sitio de injuria em
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um processo conhecido como degeneragdo Walleriana (Brown e cols., 1992; revisto
em Koeppen, 2004). Estudos recentes de degeneragcao Walleriana em nervos
periféericos mostram que as CS, e nado fibroblastos e macréfagos, sdo os
componentes celulares essenciais das fases iniciais da degeneracdo. Assim,
ocorreria uma ativagao inicial e transitoria de erbB2 que levaria, dentro de horas, a
formagdo de “debris” da bainha de mielina ou “ovoides” que se acumulam no
citoplasma da CS. Desta forma, um sistema de captacdo eficiente de hidrolases
lisossomais (altamente oxidantes) nos estagios iniciais da lesdo podem ser
determinantes para a prevengao da extensdo do dano e comprometimento do tecido.
Subsequentemente a “desmielinizacdo” relatada, em aproximadamente trés dias,
inicia-se a fase de proliferagdo de CS (Guertin e cols., 2005).

Comparativamente, a superioridade regenerativa dos axénios periféricos em
relacdo aos centrais é atribuida ao eficiente sistema de remocgdo de debris
executado, principalmente, pela entrada macica de macrofagos hematégenos no
nervo (Stoll e cols.,, 1989). Ao nivel central, em modelos murinos para
estrangulamento do nervo optico, alguma regeneracéao foi observada por ocasiao da
aplicacado de enxertos de células mieldides oriundas do estroma de medula éssea
(Dezawa, 2002; Okada e cols., 2005; Caicedo e cols., 2005). Além disso, a
expressao de receptores endociticos de macrofagos, como no caso do RM em CS,
poderia capacita-las a executar fungbes parcialmente analogas a estes fagodcitos

durante o reparo tecidual.
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Geral

OBJETIVOS

Investigar a ocorréncia do RM em células de Schwann (normais e
transformadas), caracterizando sua funcionalidade putativa e susceptibilidade

a imuno-modulacéo.

Especificos

1.

Detectar e analisar quantitativamente a ocorréncia e especificidade de uma
proteina com sitios lectinicos para manose em células da linhagem ST88-14
(Schwannoma) e em culturas primarias de CS de nervo adulto por
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo.

Analisar os efeitos do IFN-y e dexametasona como moduladores da captagao
de man/BSA-FITC por células de Schwann ;

Verificar a ocorréncia de colocalizagdo da marcacdo com man/BSA-FITC e
imunorreatividade para MHC classe Il nas células de Schwann como
evidéncia da fungéo participativa de uma proteina de ligagcdo a manose na
apresentacao antigénica;

Estudar os processos de adesédo e destino intracelular do complexo HRP-Au
coloidal em células ST88-14.

Verificar a expressao do RM de macréfagos nas células de Schwann e células
ST88-14 através de ensaios por imuno-citoquimica e “western blot”;

Verificar a expressédo constitutiva do RM em fibras nervosas isoladas por
‘esgarcamento” e em fragmentos de nervo por microscopia confocal a laser e

imuno-histoquimica ultra-estrutural, respectivamente.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Todos os experimentos foram executados de acordo com as normas de
seguranga estabelecidas pelo comité de ética para uso de animais (CEUA) da
FIOCRUZ, licenca sob numero 0049003 e pelas normas internacionais dos cuidados
na manipulagdo de animais e agentes infecciosos. Neste trabalho foram utilizados
ratos Wistar fémeas e machos, com idade de 30 a 35 dias. Os animais foram
fornecidos pelo centro de criagdo de animais de laboratério (CECAL) biotério central

da FIOCRUZ.

3.2. Culturas isoladas de células de Schwann

Apos eutanasia dos animais em camara de COz, o nervo ciatico foi rapidamente
removido e colocado em PBS 10mM pH 7,4 estéril (137mM de NaCl; 2,7mM de KCl;
6,4 Na;HPOy4; 0,88mM de KH,PO4 em 1L de agua). O perineurio foi removido e o
nervo cortado em pequenos fragmentos. Em seguida os fragmentos foram aderidos
em laminulas de vidro previamente revestidas com laminina. Apos o trigésimo dia de
crescimento em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 1mM de
L-glutamina, 1000U/mL de penicilina e 50ug/mL de estreptomicina, os fragmentos
foram tratados em pernoite a 37°C em uma solugdo de colagenase tipo | (0.5
mg/mL) e dispase Il (1 mg/mL). Apos o tratamento, as células dissociadas foram
cultivadas em presencga dos indutores de crescimento: 2 yM de forscolina e 20ug/mL
de extrato de pituitaria bovina. As células de Schwann foram aderidas em laminulas
ou em placas de Petri, conforme o experimento e, em seguida cultivadas por trés
dias em meio DMEM suplementado em estufa a 37°C em atmosfera umida de 5% de

CO..
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3.3. Linhagem tumoral humana de células de Schwann — ST88-14

As células tumorais ST88-14 obtidas de um paciente com Schwanoma
(Neurofibromatose tipo I) foram cedidas por J. A. Flechter (Instituto do Cancer Dona
Farber, Boston, EUA) e mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 5% de
soro fetal bovino 1mM de L-glutamina, 1000U/mL de penicilina e 50ug/mL de
estreptomicina em estufa a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO,. As culturas
foram expandidas e as passagens feitas apds o terceiro dia de crescimento, pela
dissociagao das células com 10mM de EDTA a 37°C. As células foram aderidas em

laminulas ou em placas de Petri, conforme o experimento.

3.4. Obtencao de macrofagos peritoneais

Os animais foram “desafiados” com o indculo de 3mL de tioglicolato de sédio
(agente indutor de inflamacao) a 3% diretamente na cavidade peritoneal. No quarto
dia poés-injecdo os animais foram sacrificados em camara de CO,, a cavidade
peritoneal exposta, procedendo-se a lavagem do peritoneo com meio RPMI. Os
macrofagos foram recolhidos em tubos falcon e mantidos em gelo até o
plagueamento. As células em suspensao foram quantificadas em camara de
Neubauer e plaqueadas na densidade de 1x10° células em placas de petri de 35mm
diametro. Apds a adesédo, as células foram cultivadas em meio RPMI suplementado
com 5% de soro fetal bovino 1mM de L-glutamina, 1000U/mL penicilina e 50ug/mL
de estreptomicina por trés dias em estufa a 37°C em atmosfera umida de 5% de

CO..

3.5. Isolamento e preparagao do nervo ciatico
Os animais anestesiados foram fixados por perfusao intracardiaca iniciada com
solugdo salina 0,9% por 5 min, seguida de solugao fixadora de PFA a 4% em tampéo

fosfato 0,1M pH 7,4 por 20 min e 4% de PFA com 10% de sacarose por mais 15 min.
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Nesta etapa os nervos ciaticos de alguns animais foram recolhidos e processados
também para microscopia eletrénica de transmiss&o (ver sub-segdo 11.2). Apds a
fixacdo, o nervo ciatico foi dissecado e pods-fixado, por 2h, em PFA a 4% com 10%
de sacarose. Posteriormente, os nervos mantidos em 0,1M de tampé&o fosfato pH 7,4
com 30% de sacarose foram “esgargados” e aderidos em laminas revestidas com

poli-L-lisina na concentracdo de 400mg/mL.

3.6. Anticorpos e neoglicoproteina

3.6.1. Primarios - contra o RM (produzido por Anne Regnier-Vigouroux,
Universidade de Heidelberg, Alemanha), Anti-S100 (monoclonal sub-unidade f
Sigma Chemical, MO; 1:500), marcador de células de Schwann, anti-MHC classe |l
de rato (Santa Cruz, CA; 1:100).

3.6.2. Secundarios - contra IgG de camundongo, conjugados a Cy3 (Sigma;
1:200) ou fluoresceina (Santa Cruz; 1:25), contra IgG de coelho, conjugados a Cy3
(Sigma; 1:300) ou fluoresceina (Santa Cruz; 1:25), contra IgG de coelho conjugado
ao Alexa Fluor 405 (Molecular Probes), contra IgG de coelho conjugado a biotina (Kit
biotina-avidina; 1:20).

3.6.3. Neoglicoproteina - Glicoproteina sintética Man-BSA-FITC (Sigma) que se

liga especificamente a por¢cado CRD-4 do RM.

3.7. Citometria de Fluxo

Uma monocamada de células de Schwann ou células ST88-14 aderidas em
placas de Petri foram dissociadas através da exposicdo a 10mM de EDTA em PBS,
pH 7,4 a 37°C por 10 min e mecanicamente apds repetidas ressuspensdes com
pipetas Pasteur. Em seguida, as células foram lavadas em solugdo de Ringer e
incubadas a 37°C por 1h com 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100,0 pg/mL da

neoglicoproteina Manosil-soro albumina bovina conjugada fluoresceina (Man-BSA-
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FITC, Sigma) diluida em solugdo de Ringer contendo 5mM de CaCly, 1% de BSA,
0.1% de saponina e 20mM de NH4CIl. Apds duas sucessivas lavagens em Ringer as
células foram mantidas em gelo até a analise. Os controles foram obtidos incubando-
se as ceélulas em 250mM de D-manose (Hespanhol e cols., 2005) ou em ~ 1,1 uM
(50ug/mL) de peroxidase (HRP) diluida também em solu¢cdo de Ringer contendo
5mM de CaCl2, 1% de BSA, 0.1% de saponina e 20mM de NH4ClI a 37°C por 40 min
e em seguida foram lavadas e incubadas com 50 ug/mL da Man-BSA-FITC como
descrito acima. Alguns experimentos foram executados com células levemente
fixadas com 1% de paraformaldeido (PFA) em PBS a 4°C por 15min e entédo
incubadas com Man-BSA-FITC como descrito a acima. As amostras foram
analisadas em um aparelho Becton & Dickinson FACsCalibur (Mountain View, CA).
O “gating” com a morfologia das células foi fixado, sendo coletados 10000 eventos
para cada amostra. Os dados foram analisados pelo “softwear” WinMDI 2.8 (Seattle,

WA).

3.8. Tratamento das Culturas com Interferon-gama e Dexametasona

Culturas de explantes de nervo ciatico de ratos neonatos ou culturas de células
de Schwann, macréfagos peritoneais e células ST88-14 foram incubadas com
0,1ug/mL de dexametasona (DM) ou com 100U/mL de interferon-gama (IFN-y -
SIGMA) por 18h a 37°C em meio Eagle suplementado com 10% SFB. Apos o
tratamento as culturas foram incubadas com 50 ou 100ug/mL da neoglicoproteina
Man/BSA. Nos experimentos de colocalizacdo do RM e moléculas MHC classe Il as
culturas de explantes com 7 dias de cultivo foram tratadas com DM ou IFN-y e
marcadas com o anticorpo monoclonal anti-MHC classe Il de rato e em seguida

incubadas com a neoglicoproteina Man/BSA a 37°C por 1h. Apds incubagdo com a
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neoglicoproteina, as células foram processadas para analises por citometria de fluxo

(item 5) ou para microscopia confocal a laser CSLM Meta 510 (Zeiss).

3.9. Imuno-quimica e identificacao de ligante do RM em células isoladas,
culturas de explantes ou nervos “esgargados”

As amostras (células isoladas, culturas de explantes ou nervos “esgar¢ados”)
foram lavadas com 0,3% de PBS-Triton X-100 (5x de 5 min), em seguida foi feito o
bloqueio das reagdes inespecificas com 10% soro normal de cabra (NGS) em 0,3%
de PBS-Triton por 1h. Apds esse periodo, o material foi novamente lavado e
incubado com o anticorpo primario (conforme listados no item 5.1) diluido em 0,3%
de PBS-Triton / 1% de albumina de soro bovino (BSA), em pernoite. As amostras
foram submetidas a novas lavagens com 0,3% de PBS-Triton (5x de 5 min), ao
término das lavagens o material foi incubado com anticorpo secundario (conforme
listados no item 5.2) diluido em 0,3% de PBS-Triton / 1% de BSA por 1h e em
seguida lavadas em PBS pH 7,4 (5x de 5 min). As culturas foram marcadas com
50ug/mL da neoglicoproteina Man/BSA (conforme listada no item 5.3). Apds esta
incubagao as amostras foram lavadas em PBS pH 7,4 e montadas em uma solucéo
de p-fenilenodiamina em glicerol (5mg de fenilenodiamino em 500ul de PBS 0,15M,
3,5mL de glicerol e 1TmL de tamp&o carbonato-bicarbonato pH 8,9) e analisadas por

microscopia de fluorescéncia e confocal.

3.10. Bioquimica para o RM

3.10.1. Extracao de proteina

Culturas de células de Schwann, macrofagos peritoneais e células ST88-14
foram lavadas com PBS pH 7,4 (2x de 5min) sobre uma superficie gelada e, em

seguida incubadas por 10 minutos com 200ul de tampé&o ripa (100ul de Triton X-100
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a 1%; 1mL de Tris-HCL a 10mM pH 7,6; 100ul de NP-40 a 1%; 500ul de EDTA a
5mM; 0,01g de SDS a 0,1%; 100ul de NaCl a 150mM; em 10mL H,O Mili-Q).
Posteriormente, as células foram raspadas com o auxilio de um “cell scraper”. O

lisado obtido foi agitado em um vortex (6x de 5 min) e centrifugado por 40 minutos a

14000 rpm a 4°C.

3.10.2. Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi efetuada através do kit baseado no &cido
bicinconinico (BCA — Protein Assay Reagent, Pierce), tendo como proteina padréo a
albumina sérica bovina (BSA). Para este procedimento os reagentes de trabalho
foram mesclados de acordo com as instrugdes do fabricante: 25 partes do reagente
MA,; 24 partes do reagente MB e 1 parte do reagente MC.

Para a realizagdo da curva padrao apdés o experimento foi preparada uma
solugéo estoque de BSA. A curva padrao consisti em 12 partes de 0,5 ug/mL até 200
ug/mL de BSA. Foram adicionadas nas amostras do padrao, 150 ul do reagente de
trabalho e completado até 300ul com 0,2% SDS. Para a dosagem de proteina dos
extratos, foram utilizadas 150 ul do reagente de trabalho, 40ul de H,O, 10 ul das
amostras e 100 ul de SDS a 0,3%. Apds 2 horas a 37°C, foi realizada a leitura das

amostras no comprimento de onda 562 nm.

3.10.3. Eletroforese

As amostras foram fervidas por 5 minutos em tamp&o de amostra (0,5M de
Tris-HCL pH 6,8; 0,8mL de Glicerol; 1,6mL de SDS a 10%; e 1% de azul de
Bromofenol em 3,6mL H,0). A separagdo das proteinas das amostras de interesse
foi realizada por eletroforese em 7,5% de gel de poliacrilamida, na presenga de SDS,

de acordo com o método Laemmli (1970). O espaco entre as placas foi preenchido
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com a solugéo do gel de separacao (4mL de Acrilamida/Bisacrilamida a 30%; 2,5mL
de Tris-HCL a 1,5 M pH 8,8; 100ul de SDS a 10%; 3,35mL de H,O deionizada; 50ul
de persulfato de aménia a 10% e 5ul de Temed) até o limite definido e recoberto
cuidadosamente com H,O deionizada. Depois da polimerizagao do gel (40 min,
aproximadamente), a agua foi desprezada e os espacos entre as placas foi secado
com papel de filtro e preenchido com a solugéo do gel de empilhamento (665 ul de
Acrilamida/Bisacrilamida a 30%; 1,25mL de Tris-HCL a 0,5M pH 6,8; 50ul de SDS a
10%; 3,05 mL de H,O deionizada; 25ul de persulfato de aménia a 10% e 5ul de

Temed) sobre o gel de separacgdo. O pente foi inserido entre as placas e aguardada

a polimerizagéo.

3.10.3.1. Corrida

O pente foi cuidadosamente retirado do gel e as placas fixadas na cuba de
corrida. Em seguida, a cuba foi preenchida com tampao de corrida (Bio-Rad) e
aplicados nos “slots” 25ug de cada amostra. Por ultimo, foram aplicados 5ul dos
padrées de pesos moleculares (Sigma) completando-se o volume com tamp&o de
amostra. A fonte foi ligada e ajustada para correr na amperagem constante de 25
mA/gel durante 40 minutos. O fronte de corrida foi acompanhado e a fonte desligada
proximo ao término da corrida. Um dos géis foi corado com azul de Comassie para
verificacdo das bandas, enquanto o outro, foi utilizado para a transferéncia das

proteinas.
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3.10.3.2. Transferéncia

As proteinas separadas no gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, mediante corrente constante de 100 volts, durante 120 minutos,

segundo protocolo da Bio-Rad.

3.10.4. “Immunoblotting” e “Overlay”

ApoOs a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram submetidas a
reacdo para deteccdo do RM. As membranas com as proteinas transferidas foram
incubadas em solugdo de bloqueio (2% de BSA diluido em PBS/Tween 20 a 0,05%)
por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo continua e mantida em pernoite a
4°C. Em seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario anti-
cRM 1/1000 ou 2ug/mL de HRP-biotina diluidos em PBS/Twenn 20 e mantidas em
pernoite a 4°C, no caso da marcagao com anti-cRM e, por 3h a 37°C, no caso da
HRP-biotina. Apds este periodo, as membranas foram lavadas com PBS/Tween por
4h com intervalo de 30 minutos entre cada troca do PBS/Tween. A membrana
reagida com o anti-cRM, ao término das lavagens, foi incubada com o anticorpo
secundario biotinilado anti IgG de coelho 1/1000 por 1 hora, seguido de novas
lavagens com PBS/Tween 20 (6x de 20min). Apds este periodo, a membrana
reagida com o anti-cMR ligado ao anticorpo secundario biotinilado e a membrana
reagida com a HRP-biotina foram incubadas com 0,04 pg/mL de extravidina
conjugada a peroxidase por 40 min e lavadas com PBS/Twenn 20 (6x de 5 min). A
reacao foi revelada pelo método WB-ECL através da impressdao das bandas
marcadas em um filme tipo Hyperfilm-ECL ou pela incubagdo das membranas com

0,03% de H20, usando o 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) como aceptor.
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3.11. Microscopia Eletronica de Transmissao

3.11.1. Inclusao em resina Epon

As amostras foram fixadas em diferentes tempos em 2,5% de glutaraldeido
em 0.1M de tampéao cacodilato, pH 7.2, com 2,5mM de CaCl, por 2 horas a
temperatura ambiente; pos-fixadas com 1% de OsO4, desidratadas em série
crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e incluidas em epon. Apos
polimerizado o material foi cortado (semifino e ultrafino) recolhido em grades de
cobre de 300 mesh, contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e

posteriormente observados no microscopio eletrénico EM 10C da Zeiss.

3.11.2. Inclusao em resina Lowicryl

As amostras foram fixadas por 1h a 4°C em 4% de paraformaldeido com 0,1%
de glutaraldeido (GA) e 0,2% de &cido picrico diluidos em 0,1M tampao cacodilato
com 3,5% de sacarose. Em seguida, lavadas com o mesmo tampao por 3 vezes/10
min cada; incubadas em PBS com cloreto de aménio 50mM por 30 min a 4°C e
lavadas em PBS 3 vezes/10min cada. O material foi desidratado em bateria
crescente de metanol 30%, 50% por 5 min cada a 4°C e metanol 70% e 90% por 7
min cada a (-10°C). Apds a desidratagao as células foram impregnadas na resina
Lowicryl em metanol:Lowicryl 2:1 por 24h, metanol:Lowicryl 1:1 por 24h,
metanol:Lowicryl 1:2 por 24h e Lowicryl puro por 14 dias. A seguir, o material foi
emblocado em Lowicryl puro por 5 dias a (-20°C) e mais 2 dias a temperatura

ambiente.

3.11.3. Imunohistoquimica ultra-estrutural
Apds o processamento e inclusdo das amostras em resina Lowicryl, foram
obtidos cortes ultrafinos recolhidos em grades de niquel. Os cortes foram hidratados

em tampdo salina (TBS - “tris saline buffer’) por 3 vezes (10 min/cada) e
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posteriormente incubados por 20 min em uma solugéo de NH4Cl 50mM (bloqueio de
aldeidos livres). Apos 3 sucessivas lavagens (10 min/cada) em TBS contendo 4%
albumina bovina e 1% de Tween 20. As grades contendo os cortes foram incubadas
por 1h-37°C com o anticorpo primario (especifico para o RM). Posteriormente, os
cortes foram lavados e incubados por 20 min/37°C com o anticorpo secundario
conjugado a particulas de ouro coloidal de 15nm (proteina A/Au). Em seguida as
amostras foram novamente lavadas em TBS contendo 4% albumina bovina e 1% de
tween 20, e 2 vezes em agua tridestilada deionizada. Apds contrastagao por 7 min
em acetato de uranila as amostras foram observadas ao microscopio eletronico de

transmissao.

3.11.4. Citoquimica Ultra-estrutural

Para a detecgao ultra-estrutural dos receptores presentes na superficie de
células ST88-14, as culturas foram incubadas com o ligante especifico previamente
acoplado a ouro coloidal (HRP-Au) diluido em PBS/BSA 1% contendo 5mM de CaCl,
por 30 min a 4°C. Apds os 30 min, parte das amostras foi fixada com 2,5% de GA e
as demais mantidas por até 3h, com a temperatura elevada para 37°C. Apds o
tempo de incubagdo, as amostras foram processadas como de rotina para

microscopia eletrénica de transmissao.
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RESULTADOS

Como premissa para o desenvolvimento desse trabalho, utilizamos o
anticorpo anti-S100, um marcador especifico de célula de Schwann, a fim de garantir
que as culturas primarias obtidas a partir do nervo ciatico e a linhagem celular ST88-
14 eram constituidas das células alvo desta tese. Nossos resultados obtidos por
microscopia correlativa de imagens geradas por microscopia de contraste de fase e
por imunofluorescéncia demonstraram que aproximadamente 96% das células de
culturas primarias foram marcadas pelo anticorpo anti-S100 (Fig. 6A) e que
virtualmente todas as células ST88-14 apresentaram marcagcdo (dado nao
mostrado). Desta forma, os objetivos propostos e os resultados obtidos passam a

ser descritos como se segue:

4.1. Marcacgao de CS e células ST88-14 com neoglicoproteina manosilada

A incubagao das células fixadas com man/BSA-FITC em meio contendo Ca**
revelou uma evidente marcacao distribuida por toda a superficie celular das CS de
culturas primarias de nervo ciatico (Fig. 6B). A omissdo do anticorpo primario anti-
S100 (Fig. 6D) ou a incubagdo com altas concentragcbes de D-manose (Fig. 6E)

resultou na perda das respectivas marcagdes (ver também Fig. 6F).
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Figura 6. Microscopia de fluorescéncia mostrando a marcagao com ligante do receptor para manose
em células de Schwann de culturas primarias de nervo ciatico. A: mostra a marcagao das células com
o anticorpo anti-S100 de cérebro revelada pelo anticorpo secundario conjugado ao Cy3. Em B: o
mesmo campo marcado com a neoglicoproteina man/BSA-FITC. C: mostra os nucleos das células
deste mesmo campo marcados com DAPI. D, E e F: mostram outro campo apds a omisséo de anti-
S100 (D), incubagdo com 250 mM D-manose antes da marcagdo com man/BSA-FITC (E) e fusdo da

marcacao do DAPI com contraste de fase. Barra = 20um.
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Para informacgdes adicionais sobre a natureza de CS das células ST88-14 e
também para confirma-la com um modelo adequado para estudos fisiopatologicos
das CS, as células ST88-14 foram marcadas com Man/BSA/FITC e com anticorpo
anti-S100 e examinadas por microscopia confocal a laser (7A - 7L).

Células ST88-14 fixadas e incubadas com man/BSA-FITC, mostraram
evidente marcacédo com distribuicdo ampla por toda a superficie celular (Fig. 7A) e
também em dominios intracelulares (Fig. 7D e 7G). No maximo didmetro do nucleo
houve uma intensa marcagdo com man/BSA-FITC na regido perinuclear (Fig. 7D). A
marcagdo com o anticorpo anti-S100 concentrou-se predominantemente no
citoplasma (Fig. 7E e 7H) e ausente na membrana plasmatica (Fig. 7B). O merge da
marcagdo com Man/BSA-FITC e S100 mostrou uma significativa colocalizagao
destes marcadores (Fig. 7F e 71) sugerindo um percentual intracelular importante de
uma proteina ligante de manosil. Consideravel sobreposi¢cao pixel a pixel de
Man/BSA-FITC e S100 foi observada através das diversas sec¢des de cortes dpticos
na série z. O pré-tratamento das células ST88-14 com 250mM D-manose (Fig. 7J,
Cf. marcagao do nucleo na Fig. 7L) ou ~1.1 uM (50ug/mL) HRP (ndo mostrado)
resultou na perda da marcagdo com a Man/BSA-FITC. Nao foram detectadas

marcagodes inespecificas com o anticorpo secundario em células controle (Fig. 7K).
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Figura 7. Imagens de microscopia confocal mostrando a marcagdo com ligante do receptor para
manose e S100 de cérebro em uma linhagem tumoral humana de Schwannoma (ST88-14). As trés
linhas a partir do topo mostram imagens de uma célula tomada de diferentes cortes Oopticos
selecionados da série-z. Colunas mostram a marcagdo com man/BSA-FITC (coluna da esquerda),
imunomarcagdo com S100 (coluna do meio) e a colocalizagédo entre as marcagées (coluna da direta).
A linha do topo representa um corte éptico préximo a superficie livre da membrana enquanto as duas
linhas seguintes mostram dois planos através do nucleo (maximo diametro do nucleoem D, E e F). A
linha da base mostra outra célula marcada com TO-PRO (J), reagidas apenas com o anticorpo
secundario conjugado ao Cy3 (K) e incubada com man/BSA-FITC em presenga de D-manose (L).
Estes dados sdo representativos de cinco experimentos separados. Barra (para A-L) = 20um.

4.2. Citometria de Fluxo para a marcagcdao de CS e células ST88-14 com
neoglicoproteina manosilada.

Os ensaios de saturagao da captagao da neoglicoproteina man/BSA-FITC em
células ST88-14 e CS por citometria de fluxo mostraram um aumento gradual de
receptores marcados de maneira concentragao-dependente de neoglicoproteina

(dado ndo mostrado). O RM foi eficazmente saturado em células ST88-14 e em CS

39



na concentragcao de 50ug/mL de man/BSA-FITC (Fig. 8A e 8B). A marcagdo com
Man/BSA-FITC revelou 62% de células ST88-14 positivas (Fig. 8A) enquanto o
percentual de SC positivas foi de 90% (Fig. 8B). A pré-incubagao de células ST88-14
e SC com ~ 1,1 uM (50ug/mL) HRP (dado ndo mostrado) ou com 250mM D-manose
inibiu a ligagdo de Man/BSA-FITC (Fig. 8A). Os resultados foram essencialmente
idénticos quando as células foram primeiro fixadas e entdo marcadas com Man/BSA-
FITC, porém a intensidade de marcacéo foi mais fraca (dados n&o mostrados) em

comparagao ao encontrado com a marcacao das ceélulas vivas.
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Figura 8. Marcagdo com ligante do receptor para manose em uma linhagem tumoral humana de
Schwannoma (ST88-14) e em células de Schwann de culturas primarias (CS). A-B: Andlise por
citometria de fluxo da captacdo da man/BSA-FITC nas células ST88-14 (A) e CS (B). As analises
foram realizadas nas regides especificadas (R1). As células foram incubadas com man/BSA-FITC na
concentragao de 50 ug/mL (histograma com preenchimento) ou na mesma concentragdo em células
pré-incubadas com D-manose por 40 min (histograma sem preenchimento). A e B: mostram 62% e
90% de ceélulas ST88-14 e CS positivas para Man/BSA-FITC, respectivamente. Estes dados sao
representativos de trés experimentos separados.
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4.3. Células ST88-14 internalizam o ligante manosilado HRP

Para o estudo do papel funcional do RM de CS na endocitose mediada pelo
receptor, as culturas de ST88-14 foram incubadas com o ligante manosilado HRP
acoplado ao ouro coloidal e avaliadas por microscopia eletronica de transmissao. A
incubacéo das células com HRP/Au a 4°C por 40 min, seguida de lavagem e fixagao,
resultou na evidenciacdo de numerosas particulas aderidas sobre a superficie
celular (Fig. 9A). O destino intracelular da HRP/Au foi acompanhado apos lavagem
das culturas com Ringer para a retirada de particulas ndo aderidas, seguida da
elevacdo da temperatura para 37°C. Apds incubacio das células por 1Th com HRP-
Au, algumas particulas foram encontradas ainda aderidas a superficie celular,
enquanto outras foram visualizadas nas invaginagées da membrana, bem como no
interior de pequenas vesiculas proximas a face interna da membrana plasmatica
(Fig. 9B). Apos 3h de incubagao, ndo foram mais encontradas particulas aderidas a
membrana, porém foi possivel observar varias vesiculas contendo particulas do
complexo HRP-Au dispersas pelo citoplasma (Fig. 9C). A especificidade da ligagéo
foi testada pela incubagao das culturas com HRP/Au em presenca de 250 mM D-
manose, 0 que resultou em substancial redu¢ao no numero de particulas aderidas

(dados n&o mostrado).
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Figura 9. Analise ultra-estrutural da endocitose da HRP com caracteristicas de ocorrer via receptor
para manose em células ST88-14. A: mostra numerosas particulas de HRP/Au restritas a membrana
plasmatica de uma célula ST88-14 apds incubagéo a 4°C por 40 min com o ligante. Em B: apds
lavagem e aumento gradual da temperatura até 37°C por 1h, as particulas de ouro foram encontradas
ainda aderidas a superficie celular (setas) e, em numerosas invaginacdes da membrana (setas
largas), bem como em pequenas vesiculas préoxima a face citoplasmatica da membrana plasmatica
(cabecgas de seta). Com o tempo de 3h pos-incubagéo a 37°C com HRP/Au, virtualmente todas as
particulas sdo encontradas no interior de pequenas vesiculas (setas). Inserido mostra em maior
aumento, detalhe das vesiculas concentrando numerosas particulas de HRP/Au. Barras = 0,5um.
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4.4. Internalizagdo de neoglicoproteina manosilada por CS é regulada por
imunomoduladores

A regulacdo do MR foi testada pelo tratamento das CS com mediadores de
funcdo imune. As culturas primarias de CS foram estimuladas por 18 h com
interferon-gama (IFN-y) ou dexametasona (DM). Apds este periodo a captagdo da
Man/BSA-FITC foi determinada pela analise por citometria de fluxo (Fig. 10). A
incubacdo com DM induziu um substancial aumento no sinal de fluorescéncia das
células marcadas com Man/BSA-FITC (média geométrica - Gmean: 36.10 + 0.71)
em comparagao com as células controle ndo estimuladas (Gmean: 21.31 £ 0.45).
Em contraste, o tratamento com IFN- y induziu a redugao no sinal de fluorescéncia
(Gmean: 11.98 £ 0.11) em comparagao as mesmas celulas controle ndo estimuladas

(Gmean: 21.31 £ 0.45).
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Figura 10. Ensaio por citometria de fluxo mostrando a influéncia dos moduladores do RM interferon-
gama (IFN-y) e dexametasona (DM) na captagcdo da man/BSA-FITC por CS de culturas primarias.
Células pré-incubadas com IFN-y ou DM por 18h ou mantidas sem tratamento (C). Todas as células
foram incubadas com 50 ug/mL man/BSA-FITC, sendo os controles obtidos pela incubagéo prévia a
marcagao com a neoglicoproteina com 250 mM D-manose (D-manose) por 40 min. Histograma
mostra que o tratamento com IFN-y reduziu a expressao basal do RM de CS em 42%, sendo que o
tratamento nas mesmas condicbes com a DM induziu um aumento de 71%. Os dados séao
representativos da média geométrica de trés experimentos em separados.
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4.5. O RM colocaliza com moléculas MHC classe Il em sitios intracelulares de
CS.

Anadlise por microscopia confocal de culturas de explantes de nervos
duplamente marcados para o RM e MHC classe Il revelou a colocalizacdo destes
dois marcadores em sitios intracelulares de células identificadas fenotipicamente
como CS através da marcagdo com S100 (Fig. 11A). Nas culturas previamente
tratadas por 18h com INF-y pontos em amarelo resultantes da colocalizag&o pixel a
pixel da neoglicoproteina marcada com FITC e o anticorpo anti-MHC classe Il
revelado pelo Cy3 foram observados no citoplasma das CS, concentrados,
principalmente em dominios préximos ao nucleo (Fig. 11B). O MHC classe |l nao foi
detectado nas culturas de explantes mantidas sem tratamento ou tratadas pela DM
(dados nao mostrados). A incubagdo com o isotipo controle para o MHC classe Il e
a incubacgao das culturas em presenca de 250 mM D-manose resultou na perda
dasrespectivas marcacdées em SC reveladas pelo anticorpo anti-S100 e pelo

anticorpo secundario conjugado ao Alexa Fluor 405 (dados ndo mostrados).

44



Figura 11. Andlise por microscopia confocal mostrando a colocalizagdo do ligante de RM e MHC
classe Il em CS egressas de explantes de nervo ciatico tratados por 18h com INF-y. Em A: CS
marcadas pelo anticorpo anti-S100 de cérebro e reveladas pelo anticorpo secundario conjugado ao
Alexa Fluor 405. B: pontos em amarelo préximos ao nucleo de CS sao resultantes da colocalizagao
pixel a pixel da neoglicoproteina marcada com FITC e o anticorpo anti-MHC classe Il revelado pelo
Cy3. Setas em B apontam a colocalizagdo dos dois marcadores em regides do citoplasma proximas
ao nucleo da CS. Estes dados sao representativos de trés experimentos separados. Barra = 25um.
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4.6. Células de Schwann, células ST88-14 e macréfagos expressam uma

proteina de mesmo peso molecular que se liga a HRP e ao anticorpo anti-RM
Os ensaios de “overlay” usando a HRP como ligante permitiu a identificacao

de uma unica banda de aproximadamente 180 kDa em extratos de CS, células

ST88-14 e em macréfagos peritoneais (Fig. 12).
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Figura 12. Ensaio de “overlay” mostrando a ligagdo da HRP a uma proteina de 180 kDa de extratos
de proteinas de CS primarias, macrofagos peritoneais e células ST88-14. As proteinas de extratos
totais das culturas foram separadas em 8.5 % de SDS-PAGE em condicbes nao redutoras e
imobilizadas em membranas de nitrocelulose. As membranas foram reagidas com 2,0ug/mL de HRP-
biotinilada seguida de incubagdo com extravidina-peroxidase e revelada com H,O, e 3-amino-9-
etilcarbazol (AEC). Bandas de aproximadamente 180 kDa sao observadas em todas as culturas apoés
revelacao da reacgdo. Estes dados sao representativos de trés experimentos separados.

Os ensaios por “Immunoblotting” com o anticorpo policlonal para regidao C
terminal do RM confirmou a proteina de 180 kDa que se liga a HRP dos extratos de

SC e células ST88-14 como semelhante ao RM de macrofagos (Fig. 13).
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Figura 13. Andlise por “western blot” mostrando a expressado do RM in vitro. As proteinas de extratos
totais das culturas de células de Schwann (CS — 25ug), células ST88-14 (ST — 25ug) e macrofagos
(M@1 — 25ug; MJ2 — 6ug) foram aplicadas e separadas em 7.5 % de SDS-PAGE em condigdes ndo
redutoras, imobilizadas em membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo policlonal anti-
RM. A reagdo com o secundario HRP foi revelada pelo método WB-ECL através da impressao das
bandas marcadas em um filme tipo Hyperfiim-ECL Bandas de aproximadamente 180 kDa sao
observadas em todas as culturas apds revelagdo da reagao. Estes dados sao representativos de dois
experimentos separados.
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4.7. Imunocitoquimica para o RM de CS e Células ST88-14

Ensaios de imunofluorescéncia com o anticorpo anti-RM confirmou o RM
como responsavel pelo reconhecimento de ligantes manosilados nas culturas de CS
primarias (Fig. 14A) e células ST88-14 (Fig. 15A). Em ambos os tipos celulares o RM
foi localizado na superficie celular e também em regides do citoplasma préximos ao
nucleo (Fig. 14A e 14B e Fig. 15A e 15B). A omissdo do anticorpo primario e
incubacdo com o anticorpo secundario conjugado ao Cy3 resultou em perda da

marcagéao (Fig. 14C e 14D e Fig. 15C e 15D).

Figura 14. Microscopia de fluorescéncia mostrando a imunoreatividade para o RM em CS. A: mostra
células cultivadas e incubadas com o anticorpo policlonal anti-RM e o anticorpo secundario conjugado
ao Cy3. B e D: o nucleo das células esta corado pelo DAPI. C: Omissdo do anticorpo primario e
incubagdo com o anticorpo secundario conjugado ao Cy3. Estes dados s&o representativos de trés
experimentos separados. Bar = 20um.
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Figura 15. Microscopia de fluorescéncia mostrando a imunorreatividade para o RM em células ST88-
14. A: mostra células cultivadas e incubadas com o anticorpo policlonal anti-RM e o anticorpo
secundario conjugado ao Cy3. B e D: o nucleo das células estd corado pelo DAPI. C: Omisséo do
anticorpo primario e incubagao das células com o anticorpo secundario conjugado ao Cy3. Estes
dados sé&o representativos de trés experimentos separados. Bar = 20um.
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4.8. Marcacao in situ do RM de SC

Com o objetivo de investigar a ocorréncia in situ do RM em CS, ensaios de
imunomarcacédo do RM foram realizados em preparagdes para microscopia de luz e
eletrdnica de transmissdo. Em nossas preparagdes para microscopia de
fluorescéncia e confocal analisamos a expresséao constitutiva do RM em CS de fibras
isoladas por “esgargamento”. O RM foi localizado nas regides para-nodais
concentrados, principalmente, nas areas de mielina nao-compacta como o
citoplasma das algas terminais das CS (Fig. 16A). A ocorréncia de ligagdes
inespecificas foi testada com a omissdo do anticorpo primario e incubagdo com o

secundario conjugado ao Cy3, a qual resultou na auséncia de marcacgao (Fig. 16B).

Figura 16. Nervo ciatico de rato adulto com fibras isoladas por “esgargcamento” mostrando
imunorreatividade para o anticorpo policlonal anti-RM. Notar a marcacdo do RM em regides da
membrana externa (setas) e também nas regides para-nodais, concentrados predominantemente em
regides topograficamente homoélogas as algas terminais de duas CS (cabegas de setas). B: omissao
do anticorpo primario e incubagao das células com o anticorpo secundario conjugado ao Cy3. Nucleo
das células em B estéo corados pelo DAPI. Barra = 30um.
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Nas preparagdes analisadas por microscopia confocal detectamos marcagdes
para o RM proximos ao nucleo de CS bem como na membrana externa e interna em

contato com o axolema. N&o foram detectadas marcacgdes na regido axonal (Fig.17).

Figura 17. Analise por microscopia confocal de nervo ciatico de rato adulto com fibras isoladas por
“esgargamento” e reagidas com o anticorpo policlonal anti-RM. Notar a marcagdo do RM em regides
da membrana externa e interna e também em regides préximas ao nucleo das CS. Barra = 25um.
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Para o estudo morfoldgico ultra-estrutural do nervo ciatico as preparagdes
foram processadas como de rotina para microscopia eletrénica de transmissao, com
fixagdo primaria em GA, poés-fixagdo em OsO4 e inclusdao em Epon. Estas analises
permitiram a identificagcdo morfolégica das CS mielinizantes e ndo-mielinizantes (Fig.

18), bem como estruturas e outras populagdes celulares caracteristicas do nervo

(Fig. 18).

Figura 18. Segéo transversal de nervo ciatico de rato adulto fixado com ésmio, incluido em resina
“Epon” e contrastado com citrato de chumbo e acetato de uranila. Setas apontam células de Schwann
nao-mielinizantes e cabegas de setas apontam células de Schwann mielinizantes.

a = axobnio. Barra = 1um.
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Para ensaios imunohistoquimico as preparagcbes de nervo ciatico foram
incluidas na resina hidrofilica Lowicryl e cortadas transversalmente. Apds reacéo dos
cortes ultrafinos com anticorpo anti-cMR e revelagao pela proteina A ouro coloidal foi
observada uma intensa marcacdo do RM nas CS identificadas morfologicamente
como mielinizantes e ndo-mielinizantes (Fig. 19 e Fig. 20 comparar com Fig. 18). Em
ambos os fendtipos, grandes quantidades de particulas de ouro foram encontradas
distribuidas por todo o citoplasma das CS, sendo raramente encontradas no interior
dos axonios tanto mielinicos quanto amielinicos (Fig. 19A e 19B e Fig. 20A, 20B e
20C). Curiosamente, nas CS nao-mielinizantes (Fig. 19A e 19B) numerosas
particulas foram encontradas na membrana interna das CS circundando o axolema
de fibras amielinicas (Fig. 19B). No caso das CS mielinizantes (Fig. 20A, 20B e 20C)
m numero reduzido de particulas foi encontrado nas regides da mielina compacta

(Fig. 20C).
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Figura 19. Secao transversal de nervo ciatico de rato adulto incluido em resina hidrofilica “Lowicryl”.
O RM foi detectado in situ através da reagéo de cortes ultra-finos reagidos com o anticorpo anti-RM e
Proteina A acoplada a ouro coloidal e examinados a microscopia eletrénica de transmissédo. A:
particulas de ouro s&o vistas distribuidas na membrana externa (cabeca de seta) e por todo o
citoplasma (seta) de uma CS mielinizante. Em B notar em maior aumento a distribuigado das particulas
de ouro na membrana externa e citoplasma de uma regido de CS indicada pelo asterisco a esquerda
em A. Em C notar detalhes de uma regido de CS referente ao asterisco da direita em A indicando a
localizagdo ocasional de particulas de ouro em regides de mielina compacta possivelmente extraida

durante o processamento das amostras na auséncia de fixagdo pelo 6smio. a = axénio. Barras = 1um.
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Figura 20. Secao transversal de nervo ciatico de rato adulto incluido em resina hidrofilica “Lowicryl”.
O RM foi detectado in situ através da reagéo de cortes ultra-finos reagidos com o anticorpo anti-RM e
proteina A acoplada a ouro coloidal e examinados a microscopia eletrénica de transmissao. A e B:
particulas de ouro sao vistas distribuidas por todo citoplasma de uma CS nao-mielinizante (setas em
B) Em B notar detalhes de uma regido de CS referente ao asterisco em A indicando a localizagéo de
particulas de ouro na membrana interna da CS alinhadas e circundando o axolema (cabegas de setas
em B). a = ax6nio. Barras = 0,5 um.
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No entanto, devido a limitagdes técnicas durante o processamento das
amostras, principalmente pela auséncia da fixagdo com o6smio, ndo foi possivel
determinar, se esta baixa marcacdo foi ocasionada por extracbes durante o
processamento das amostras, comprometendo a conservacido dos componentes
lipidicos. Algumas particulas dispersas na regido endoneural também foram
observadas, presumivelmente, provenientes de fibroblastos endoneurais
expressando o RM. A ocorréncia de ligagbes inespecificas foi testada com a
omissdo do anticorpo primario e incubagdo com a proteina A conjugada a ouro

coloidal, a qual resultou na auséncia de marcacéo (Fig. 21).
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Figura 21. Secao transversal de nervo ciatico de rato adulto incluido em resina hidrofilica “Lowicryl”.
A e B: mostram a auséncia de marcacao apdés a omissdo do anticorpo anti-RM e incubagdo com
proteina A acoplada a ouro coloidal. Em B em maior aumento uma CS mielinizante mostra a auséncia

de particulas de ouro. Barra = 1um.
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DISCUSSAO

Nos ultimos 25 anos pouco mais de 100 artigos foram publicados abordando
diretamente as fungdes imunologicas das CS (Zalewski e Silvers, 1980; Karanth e
cols., 2006; revisto em Constantin e cols., 1999; Gold e cols., 1999; Wohlleben e
cols., 1999; Lewis, 2005). Devido a pouca atengao dada a este topico, ha questdes
ainda obscuras sobre o curso de disturbios fisiopatologicos do SNP. Este fato,
juntamente com problemas atuais sobre terapias celulares envolvendo transplantes
de CS em regides do SNC, tornam imperiosa a compreensao, pelo menos parcial,
de algumas das propriedades imunologicamente ativas das CS. Nesta linha de
pensamento, nés nos propusemos a descrever, em CS de culturas primarias e em
CS oriundas de uma linhagem tumoral humana de Schwanoma, a expresséo e
modulagao do RM, um receptor do sistema imune inato frequentemente considerado
como envolvido na depuragdo homeostatica, defesa e reparo tecidual (Martinez-
Pomares e cols., 2001; Lee e cols., 2002; Linehan, 2005).

A natureza de CS das células ST88-14 foi confirmada através da marcagéao
com a proteina S100, identificador fenotipico de CS (Spreca e cols., 1989). A
ocorréncia do RM nas células ST88-14 ndo esta relacionada a transformagao
neoplasica, visto que em nossos ensaios por citometria de fluxo, tanto o percentual
de eventos marcados (células Man/BSA positivas) quanto a frequéncia de expressao
por evento foi substancialmente menor que os encontrados em CS de culturas
primarias. Esta identidade das células ST88-14 com CS primarias em nosso sistema,
juntamente com dados de outros autores para a caracterizagcdo de marcadores
fenotipicos compativeis com CS normais, tais como a proteina merlina e MAG (Ryan
e cols., 1994; Scherer e Gutmann, 1996; Oliveira e cols., 2003) capacitam as células
ST88-14 como um bom modelo para o estudo das propriedades imunoldgicas e

fisiologicas das CS.

58



Uma proteina com peso molecular compativel com o RM foi encontrada em
nossos ensaios de ligagcado da glicoproteina HRP com extratos de proteinas totais
obtidas de macrofagos peritoneais inflamatérios, CS e células ST88-14 e
imobilizadas em membranas de nitrocelulose. O mesmo procedimento realizado com
um anticorpo anti-cMR em substituicdo a HRP confirmou a semelhanga da proteina
de 180 kDa da CS e células ST88-14 com o RM de macrofagos. Estes dados de
semelhancga de peptideo(s) c-terminal e de um dominio tipo lectina sugerem, ainda
que preliminarmente, uma certa homologia entre uma proteina de CS que se liga a
carboidratos tal como o RM de macrofagos. Esta mesma identidade foi encontrada
entre macrofagos e células do epitélio pigmentar da retina, tipo celular derivado do
tubo neural, enquanto as CS derivam da crista neural, ou seja, sdo também
derivados do ectoderma. No caso de macrofagos e do epitélio pigmentar foi
encontrado 100% de identidade entre as regides N-terminal e transmembranar do
RM (Greaton e cols., 1996).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram por microscopia
confocal a colocalizagdo da neoglicoproteina Man/BSA e da proteina S100 em
células ST88-14. Esses dados se justificam considerando-se que a proteina S100 é
estritamente ou majoritariamente citoplasmatica e que o RM também é
frequentemente encontrado no citoplasma, principalmente proximo ao nucleo. Este
nosso resultado, embora n&o avaliado em termos percentuais, € compativel com a
distribuicdo de aproximadamente 85% de RM do citoplasma de macrofagos descrito
previamente por Pontow e colaboradores (1996). Este percentual, pelo menos no
caso dos macroéfagos, refere-se a grande afinidade deste receptor por alguns dos
seus ligantes, principalmente os carboidratos manose e fucose, aliada a intensa
atividade endocitica do RM estimulada apds o reconhecimento destes ligantes.

Desta forma, pode-se prever, ao menos nas células fixadas previamente a marcacgao
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do receptor, que em condi¢gdes basais, um numero reduzido de RM encontra-se
expresso na superficie celular, ao passo que um numero majoritario de receptores é
encontrado em compartimentos citoplasmaticos. Uma parte destes RM
citoplasmaticos estaria possivelmente recém dissociada de seus ligantes e, portanto,
dentro de pequenas vesiculas e em rota de reciclagem para a superficie celular,
enquanto outra parte préxima ao nucleo, estaria em sintese recente sendo,
possivelmente, glicosilada em regides do complexo de Golgi.

O estudo das propriedades imunoldgicas das CS mostra-se de fundamental
importancia para o entendimento das agressdes (infecgdes, disturbios auto-imunes,
dentre outras) que afetam o SNP, incluindo traumas, onde ocorre a transeccao de
nervos. Pode-se prever que qualquer dano por ocasido de traumas mecanicos ou
processos patolégicos no SNP envolva um sistema eficiente de captagdo de
residuos celulares enddgenos e exdgenos, além de moléculas da matriz extracelular,
com a finalidade de limitar a extensao destes danos. Este processo sabidamente
envolve componentes celulares presentes no micro ambiente do nervo, sendo
classicamente atribuida aos macréfagos a participagdo fundamental nessa limpeza
tecidual dos nervos lesionados (Bruck e Friede, 1990). Neste trabalho propomos,
com base nos resultados da expressdo e modulacdo do RM, que as CS participam,
no minimo cooperativamente para este processo e atuam, possivelmente, sob
influéncia de agentes pré e anti-inflamatérios, frequentemente presentes nestes
locais de injuria. Estes dados s&o corroborados por achados recentes que mostram
que homogenados de nervos induzem a produgdo de MCP-1 por CS, sendo este
processo parcialmente reduzido pelo anticorpo de bloqueio para o receptor toll-
semelhante 4 (Karanth e cols., 2006). Desta forma, pode-se prever uma agéo
cooperativa entre as CS e os macréfagos, recém recrutados via MCP-1, durante a

reorganizagdo e regeneragdo de nervos. Os fibroblastos, um outro importante
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fagdcito ndo profissional presente no microambiente do nervo, também devem ser
considerados como atuantes em lesdes de nervos, porém a reduzida capacidade
endocitica do RM neste tipo celular poderia ser um fator limitante na execugao dessa
funcdo. A baixa atividade do RM de fibroblasto foi constatada através de sua
discreta endocitose de neoglicoproteinas e pelo extenso tempo de 24h de interagéo
parasito-célula hospedeira, necessario para moderadas taxas de infeccdo por
promastigotas de Leishmania amazonensis (Hespanhol e cols., 2005). Os parasitas
do género Leishmania utilizam o RM para a infecgdo do hospedeiro, sendo que este
processo ocorre em tempos curtos de interagdo, com imediata indugao da fagocitose
do parasita apds contato do RM de macr6fagos com os residuos manosil presentes
na superficie do parasita (Blackwell, 1985).

A marcacgéo das CS primarias e das células ST88-14 com a neoglicoproteina
Man/BSA foi intensa, o que é um fato curioso, considerando-se as caracteristicas
dessas ceélulas como fagdécitos né&o-profissionais e, portanto, de agao tardia em
relacdo a fagocitose. Comparativamente a outros fagocitos n&o profissionais do SN
(astrécitos, ver Burudi e cols., 1999), as CS primarias e as células ST88-14
apresentaram um padrdao de marcagao maior ou igual para o RM. A forte atividade
de captagcdo do RM em CS foi confirmada em nossos ensaios de saturagdo do
receptor nas células ST88-14 e nas CS primarias, a qual foi alcancada em
concentragbes elevadas de Man/BSA de 50 e 100ug/mL, respectivamente.
Estimamos que nossos experimentos tenham englobado a distribuicao total do RM
celular, tanto da superficie celular como citoplasmatico através da prevencao da
perda da marcacéo intracelular ocasionada pela dissociacido do complexo Man/BSA
e fluorocromo nos compartimentos acidicos do citoplasma. Esta prevencao foi obtida

incubando-se as culturas vivas com NH4Cl previamente a marcacdo com a

61



neoglicoproteina, induzindo assim a alcalinizagdo dos vesiculas acidicas (Amenta e
Brocher, 1980).

Em nossos ensaios ultra-estruturais da atividade endocitica do RM em células
ST88-14 encontramos um comportamento inusual com a fungdo de fagoécito nao-
profissional, onde observamos uma intensa captacdo da HRP-Au mesmo em
periodos curtos de incubagdo de 1 a 3h. A HRP é uma glicoproteina desprovida de
carboidratos fosforilados, rica em grupos manosil e N-acetilglicosamina e que, por
conter dois ligantes de alta afinidade para o RM, tem sido usada frequentemente
para a detecgcdo deste receptor em tecidos normais e parasitados (Straus, 1981;
Soeiro e cols., 1999; Hespanhol e cols., 2005). A nossa analise ultra-estrutural,
utilizando a HRP como sonda acoplada a ouro coloidal, possibilitou verificar que, em
baixa temperatura (4°C), a localizagdo da sonda ficou restrita a superficie celular.
Esta afinidade nao foi alterada apds sucessivas lavagens, indicando que o processo
de adesado ocorreu de maneira especifica, sendo descartada a possibilidade de
adsorcao da sonda a superficie celular. Podemos inferir que a adesdo da sonda foi
capaz de induzir a via de endocitose das CS, sendo que a elevacado da temperatura
ao nivel fisiolégico resultou na total internalizagdo das sondas. Surpreendentemente,
apo6s 1h de incubacdo a grande maioria das particulas estava internalizada em
pequenas vesiculas proximas a face citoplasmatica da membrana, ao passo que,
apos 3h de interagdo, as particulas foram encontradas agregadas no interior de
vesiculas no citoplasma, compativeis com compartimentos de fases mais tardias da
endocitose. A falta de outros tracadores, principalmente os relacionados a
reciclagem de receptores para a superficie celular, nos impediu uma avaliagéo direta
da origem das vesiculas observadas. Desta forma, mais experimentos s&o
necessarios para aprofundar os estudos sobre o destino, reciclagem e

processamento de sondas durante a endocitose de ligantes via RM em CS.
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A ligagdo do anticorpo anti-cRM na superficie de células de Schwann em
cultura foi confirmada por dois outros modelos experimentais: (i) fibras nervosas
isoladas pelo “esgargamento” de nervos e examinadas ao microscopio optico de
fluorescéncia e confocal e (ii) fibras nervosas in situ, examinadas em cortes ultra-
finos a microscopia eletrbnica de transmissdo. Embora tenhamos realizado um
numero reduzido de experimentos, os resultados sugerem que o RM é expresso
constitutivamente em CS. Ademais, o RM estaria particularmente concentrado no
corpo celular das CS e nas regides para-nodais, isto €, de mielina ndo compacta,
evidenciadas em cortes ultra-finos transversais e em fibras “esgargadas”,
respectivamente.

A colocalizagdo do RM com moléculas MHC classe || em CS & compativel
com a fungéo proposta para este receptor como agente ativo na clivagem proteolitica
de glicoproteinas enddgenas e exdgenas para posterior acoplagem dos peptideos
gerados a moléculas de MHC classe Il em 6rgéos linféides e nao linféides (Linehan,
2005). Em nossos experimentos, a colocalizacdo de RM e moléculas MHC classe |l
ocorreu em sitios intracelulares ao redor do nucleo sugerindo uma localizagdo em
vesiculas endossomais intermediarias anteriores a reciclagem do receptor e,
consequentemente, antes do processo de hidrolise do ligante nos lisossomos. Alem
disso, estes nossos dados confirmam o resultado de outros autores para a fungao
das CS como células apresentadoras de antigenos facultativas dependentes de
estimulag&o por INF-y (Samuel e cols., 1987; Kingston e cols., 1989).

No caso especifico dos astrocitos, um tipo de fagécito nao profissional da glia
central, a apresentacdo antigénica envolve a expressdo do MHC classe |l
juntamente com as moléculas co-estimulatorias B7 e CD40, sendo este complexo
critico para ativacdo de linfocitos T. Semelhantemente ao atribuido as CS, a

expressao do MHC classe Il em astrocitos € dependente da estimulacio prévia com
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as citocinas TNF-a e INF-y, sendo esta expressao inibida tanto por agentes proé
quanto anti-inflamatérios como TGF-B, INF-B, IL-4, IL-1, norepinefrina, glutamato,
peptideo intestinal vasoativo e 6xido nitrico (revisto em Dong e Benveniste 2001).
Em verdade, é ainda discutido um papel critico dos astrécitos na condugao das
respostas Th1 e Th2 no SNC na presenga ou ndo dos estimulos gerados pelas
moléculas B7 e CD40 e seus ligantes. Na presenca de moléculas co-estimulatorias
ocorreria a ativagao e proliferacdo de células T CD4+ favorecendo a inflamacéo,
enquanto a auséncia de qualquer delas levaria a apoptose e/ou anergia dos
linfécitos T CD4+ modulando negativamente a inflamagdo (revisto em Dong e
Benveniste, 2001). Embora o baixo conhecimento sobre as propriedades
imunoldgicas das CS, um analogo dos astrécitos no SNP, ndo permita maiores
extrapolacdes para este tipo celular pode-se supor que, de maneira semelhante aos
astrdcitos, as CS nao mielinizantes ou recém desdiferenciadas no fenétipo imaturo
atuem como moduladoras das respostas pro ou anti-inflamatoérias no SNP.

Em nosso sistema, a expressdo do RM em CS mostrou-se eficazmente
regulada por agentes moduladores como inicialmente demonstrado em células do
sistema fagocitico mononuclear (Shepherd e cols., 1994; Marzolo e cols., 1999) e,
mais recentemente, em astrocitos (Burudi e cols., 1999). Esta semelhanga entre a
regulacdo do RM de astrécitos e CS pode ser significativa em termos funcionais,
considerando-se que as CS, pelo menos no caso das nao mielinizantes, sao
descritas como fenotipicamente analogas aos astrécitos e, portanto, potencialmente
capazes de atuar como estes durante as respostas infecciosas e inflamatorias do
seu tecido de origem.

O RM é um dos principais receptores PRRs de macréfagos, estando
envolvido em mecanismos da ativagao celular como o reconhecimento e endocitose

de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPSs) e a transdugao de sinais
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intracelulares (revisto em Taylor e cols., 2005). A ativacdo do RM através da ligagao
com componentes microbianos ou um potencial patégeno dispara uma série de
eventos de sinalizag&o intracelular que conduzem a ativagdo do NF-kB (Zhang e
cols., 2004) e, possivelmente, também da cascata das MAPK (c-Jun N-terminal
kinase, p38 e ERK) (Rivera-Marrero e cols., 2002). O resultado desta ativagao do
RM ¢é a liberagao de citocinas e quimiocinas, a producao de intermediarios reativos
de oxigénio, além de outros elementos também regulados pelos fatores de
transcricdo NF-xB e AP-1 (Berton e Gordon, 1983; Clohisy e cols., 1987; Rivera-
Marrero e cols., 2002; Zhang e cols., 2004). Estas fungdes para o RM de macrofagos
poderiam ser analogamente reproduzidas em CS. Esta proposta é particularmente
relevante considerando o baixo conhecimento sobre os mecanismos ativadores
constitutivos ou regulados das CS, os quais s&o responsaveis pela produgao de
citocinas, receptores da superficie celular, moléculas de adesio celular, além de
componentes do citoesqueleto e da matriz extracelular (Bunge e Bunge, 1986; Gold
e cols., 1995; Murwani e cols., 1996; Tofaris e cols., 2002). Aléem disso, respostas
mimeéticas da ativagcdo do NF-xB via RM de macrofagos, poderiam ser
particularmente interessantes no caso do RM de CS, considerando que o NF-xB
neste tipo celular tem sido descrito como um elemento essencial para a progressao
da associagao CS-axénio dentro do fendtipo mielinizante (Nickols e cols., 2003). N&ao
obstante, recentemente também foi mostrado que o NF-kB estaria envolvido na
eliminagcdo de CS por apoptose apds desdiferenciagdo em CS imaturas induzidas
pelo TNF-o, (Boyle e cols., 2005). Em resumo, a expressao de RM em CS levanta
diversas questdes sobre o0s mecanismos operantes durante o0s processos
fisioldgicos de manutencdo da homeostasia do nervo e também nas inumeras
interacdes celulares, além da compreensao das vias de ativagao e respostas a

agentes infecciosos, inflamatérios e processos auto-imunes que acometem o SNP.

65



Estas questbes seriam também pertinentes no caso de interagdes glio-gliais por
ocasiao de transplantes de CS para o SNC.

Uma outra fungdo que tem sido atribuida ao RM é a de prover um mecanismo
de depuracdo e degradagao de glicoproteinas séricas no figado e no bago (Lee e
cols., 2002). Estudos com animais nocaute para o RM (RM-/-) mostraram que o nivel
sérico de proteinas inflamatorias estava elevado devido a reducédo da depuracao das
mesmas. Considerando-se que indutores de inflamag&o levam a regulagédo negativa
do RM, enquanto imunossupressores causam regulagdo positiva, os dados
mencionados levaram a proposi¢cao de que o RM teria um papel fundamental na
remogao de agentes inflamatorios (Lee e cols., 2002). Em sintese, a expresséo do
RM estaria reprimida nos estagios iniciais da inflamacado e aumentada na fase de
resolucao, o que concorreria para limitar danos ao tecido. Uma limitagao da duracgao
e/ou amplitude da inflamagdo poderia ter grande importancia no caso do tecido
nervoso tanto central quanto periférico, tendo em vista os danos produzidos pela
exacerbacgdo da inflamagéo nos mesmos tecidos (revisto em Perry e cols., 2003).

Em suma, investigagdes adicionais sobre a expressdo do RM em modelos de
patologias experimentais infecciosas e inflamatérias do SNP sdo necessarias para
demonstrar o envolvimento deste receptor como um dos mediadores da resposta
imune no nervo. Alternativamente, o RM poderia ser fundamental na homeostase do
SNP facilitando a eliminagdo de glicoproteinas manosiladas que possam ser
liberadas por ocasido de dano ou morte celular ou até mesmo que necessitem ser

renovadas como a AChE.
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CONCLUSOES

Células de um Schwannoma ST88-14 e CS de culturas primarias expressam
uma proteina RM-semelhante em um estado potencialmente funcional. Por
conseguinte, ambos os tipos celulares podem ser modelos uteis em estudos do

papel deste receptor em diferentes estados fisiopatoldgicos do SNP.

As CS sofrem influéncia dos agentes moduladores do RM — dexametasona e
INF-y — alterando as respostas na captagdo altamente especifica de ligantes

manosilados.

As propriedades de células apresentadoras de antigenos facultativas da CS
mostraram-se, no minimo, parcialmente acopladas ao sistema de endocitose
via RM, o que é coerente com a fungao imunoldgica proposta para este tipo

celular.

As CS expressam constitutivamente o RM em regides de mielina ndo compacta

e, particularmente, abundante em regides topograficamente homologas a algas

para-nodais.
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Abstract

The mannose receptor (MR) is a transmembrane glycoprotein that is expressed in several cell types but
little or no information is available on Schwann cells (SC). We show that both rodent SC in primary
cultures and a human Schwann cell line (ST88-14) bind the exogenous MR ligand neoglycoprotein
mannosyl/bovine serum albumin-fluorescein isothiocyanate (man/BSA-FITC) in a highly specific
manner. After incubation with man/BSA-FITC, flow cytometry demonstrates 62% positive ST88-14
cells and 90% positive SC cells, a dose-dependent increase in tagged cellular proteins and near total
inhibition of binding by 250 mM D-mannose or ~ 1.1 uM of the highly mannosylated protein
horseradish peroxidase (HRP). In addition, endogenous lectin binding shows that SC and ST88-14
share a unique HRP-binding protein of about 180 kDA with peritoneal resident macrophages.
Ultrastructural analysis of ST88-14 cells after incubation with HRP-colloidal gold without or with
subsequent chasing at 37C shows an initial location on the cell surface and temperature- and time-
dependent internalization of the probe. Treatment of cultured SC with interferon y (IFN-y — 100 U/ml)
or dexamethasone (0.1 pg/ml) followed by tagging with man/BSA-FITC and analysis by flow
cytometry shows down- and upregulation, respectively, of the putative receptor. Our results suggest
that Schwann and Schwannoma cells express a MR-like protein in a prospectively functional state and
that both types may be useful models for studies regarding the role of this receptor in different

infectious/inflammatory states of the peripheral nervous system.

Key words: Neuroimmunology, Immune response, Homeostasis, Glia, Inflammation
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Introduction

The mannose receptor (MR) is both a pattern recognition receptor (Stahl and Ezekowitz, 1998) and an
adhesion receptor expressed in antigen-presenting cells, being involved in phagocytosis of foreign
ligands during early phases of the immune response (for review, see Taylor et al., 2005). MR is a
transmembrane glycoprotein of approximately 175 kDa with several domains such as the Ca2+-
dependent lectin-like carbohydrate recognition domains (CRDs), responsible for the binding to
mannose, fucose, and N- acetylglucosamine (Fiete et al., 1998; for review, see Martinez-Pomares et al.,
2001), constituents of various pathogens and of glycoproteins from different sources (Linehan et al.,
2001). MR is able to recognize a wide range of bacteria, fungi and protozoa (Makrides et al., 1983;
Wilson and Pearson, 1986; Ezekowitz et al., 1991; Chatterjee and Khoo, 1998; Hwa and Khoo, 2000;
Mansour et al., 2002). In summary, MR is a constitutive receptor, which acts as a pivotal molecule of
innate immune response and homeostasis, being important for the recognition and internalization of
infectious agents, and also of self-antigens (for reviews, see Linehan et al., 2001; Allavena et al., 2004).
Nevertheless, the mechanisms by which the MR mediates the immune response in the tissues are still
under investigation (for review, see Cambi and Figdor, 2003).

It was previously thought that MR expression was restricted to tissue macrophages including
perivascular microglia but it is currently known that it is expressed in other cells such as subsets of
endothelial cells, cardiomyocytes, fibroblasts, smooth muscle cells, myeloid cells, and Kaposi sarcoma
cells (Lew et al., 1994; Uccini et al., 1997; Soeiro et al., 1999; Linehan et al., 1999; Sheikh et al., 2000;
Melzer et al., 2001; Galea et al., 2005; Hespanhol et al., 2005) In addition, MR has been detected in
ameboid microglia, retinal pigment epithelium, astrocytes and young neurons both in vitro and in vivo

(Shepherd et al., 1991; Burudi et al., 1999; 2001; Marzolo et al., 1999; for review, see Regnier-
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Vigouroux, 2003). However, little information is available on the expression of MR in Schwann cells,
the major glial type of the peripheral nervous system (PNS).

Schwann cells ensheath all axons in peripheral nerves and are classified into myelinating and
non-myelinating types, which may interconvert during adult life under the control of TGFB1 that
suppresses the expression of genes that characterize the different phenotypes of SC (Bunge et al. 1986;
Wood et al., 1990; Jessen and Mirsky, 1999; Awatramani et al., 2002). Myelinating Schwann cells
form insulating sheaths around axons that are comparable in structure and function to those made by
the oligodendrocytes, a type of cell devoid of MR in the intact adult brain (Burudi et al., 2001). Non-
myelinating Schwann cells show similarities to astrocytes and are likely to have metabolic and
mechanical support functions and either type may be able to restore the blood-brain barrier after
transplantation into brain regions devoid of astrocytes (Felts and Smith, 1996) particularly in the case
of human cells.

Schwann cells have been considered as immunocompetent cells, able to drive the immune
response in PNS (Toews et al., 1998; Rutkowski et al., 1999) and, in fact, they can display a large
repertoire of immune-related properties. Such properties include participation to antigen presentation,
at least, in some conditions such as in leprosy is which it has been proposed that infected Schwann cells
process and present antigens of Mycobacterium leprae to antigen-specific, inflammatory type 1 T cells
(Spierings et al., 2000). Furthermore, it has been shown that Schwann cells secrete chemokines and
anti- and proinflammatory cytokines such as those that initiate the process of Wallerian degeneration
(Rutkowski et al., 1999; Deprez et al., 2001). Although in vivo and in vitro studies have confirmed the
immune capabilities of Schwann cells (Toews et al., 1998; Teare et al., 2004), questions on the

initiation, regulation and termination of immune response in the PNS are still open.
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In view of the potential competence of Schwann cells and, particularly, of an interest in their
character of antigen-presenting cells, we have tested the occurrence of MR in primary Schwann cell
cultures (SC) and in ST88-14 cells, a human Schwann cell line that expresses some phenotypical
markers of normal Schwann cells, including merlin, a protein similar to components of the ezrin,
radixin, moesin family (Ryan et al., 1994; Scherer and Gutmann, 1996; Oliveira et al., 2003). We have
found specific binding of mannosylated exogenous proteins and recognition of a ~ 180 kDa
endogenous protein of SC and ST88-14 cells, presumptively identical to MR of peritoneal resident
macrophages. In addition, we have demonstrated that the highly mannosylated HRP protein binds to
the surface of ST88-14 and is internalized. Furthermore, we have shown that the MR-like component
of Schwann cells is down-modulated by interferon y (IFN-y) and up-modulated by dexamethasone,
modulators of MR in several cell types, including microglia (Zimmer et al., 2003). The ensemble of our
results, thus, suggesting that the MR-like protein of Schwann and Schwann-like cells undergoes traffic

compatible with a functional receptor.
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Materials and Methods

Primary Schwann cells cultures. SC were obtained from adult Wistar rats according to a modification
by P.M. Wood of the procedure described by Morrissey et al. (1991). Briefly, sciatic nerves were
harvested in Leibovitz’s L 15 Medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), fragmented and cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen) containing heat-inactivated 10% fetal
bovine serum (FBS; Cultilab, Campinas, Brazil) (D-10). The medium was changed 3 times a week.
After 30 days, the nerve fragments were treated with 0.5 mg/ml collagenase type I (Worthington
Biochemicals, New Jersey , NJ) and 1 mg/ml dispase II (Roche Molecular Biochemicals; Indianapolis,
IN) in the CO2 incubator at 37°C overnight to dissociation. After washes, the cells were cultivated in
dishes covered poly-L-lysine (200 pg/mL, Sigma Chemical, St. Louis, MO), in DMEM containing 10%
FBS, 100 units/mL penicillin (Invitrogen), 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen), 2 uM forskolin
(Calbiochem, La Jolla, CA), and 20 pg/ml bovine pituitary extract (Biomedical Technologies;
Stoughton, MA). After the first passage, Schwann cells were further selected from fibroblasts by an
anti-mouse Thy 1.1 antibody (undiluted hybridoma culture supernatant, American Tissue Culture
Collection, Manassas, VA) and rabbit complement (Sigma). This resulted in approximately 95% purity
Schwann cell cultures as assessed by S100 (DAKO, Carpinteria, CA) immunoreactivity. SC enriched

cultures were maintained in a humidified air/CO2 (95%/5%) atmosphere at 37°C.

Cell line cultures. The ST88-14 tumor cell line was established from malignant Schwannomas
(neurofibrosarcomas) from patients with neurofibromatosis type 1 (Ryan et al., 1994), and was
generously donated by J.A. Flechter (Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA). The cells were grown
in RPMI 1640 medium supplemented with 5% fetal calf bovine FCS, ImM glutamine, 1000U/mL

penicillin, and 50pg/mL streptomycin. All chemicals were from Sigma. The cells, plated in culture

Journal of Neuroscience Research



Page 7 of 36 Journal of Neuroscience Research

dishes or cover slips in 24-well plates (Falcon, Franklin Lakes, NJ), were maintained in a humidified

air/CO2 (95%/5%) atmosphere at 37°C for 24h.

Peritoneal resident macrophages. Murine macrophages were obtained from adult Swiss mice by
harvesting of the peritoneal cavity, followed by plating of the cell suspension in 24-well culture dishes
and incubation in DMEM in a humidified 95% air/5% CO2atmosphere at 37°C for 1 hr. Afterward,

non-adherent cells were removed by washing and the adherent cells were cultured in complete medium.

HRP biotinylation. Inactivated HRP (Sigma) was labeled with biotin (Sigma) using the FluoReporter
Mini-biotin XX protein-labeling kit (Molecular Probes, Eugene, OR) according to the manufacturer

instructions.

Flow cytometry. Flow cytometry was performed according to conventional protocols. Confluent
monolayers of SC or ST88-14 cells were harvested by exposure to 10mM EDTA (Sigma) in pH 7.4
phosphate buffered saline (PBS) at 37°C for 10 min. After repeated pipetting to ensure a single cell
suspension, cells were washed three times in Ringer solution and incubated with 6.25, 12.5, 25.0, 50.0,
and 100.0pug/ml of the neoglycoprotein man/bovine serum albumin-FITC-conjugated (man/BSA-FITC,
Sigma) diluted in Ringer solution containing SmM CaCl2 and 1% BSA plus 0.1% saponin at 37°C for 1
h. After washed twice in Ringer solution, the cells were maintained on ice until analysis. Controls were
obtained by the addition of a large excess of D-mannose (250mM) (Hespanhol et al., 2005) or with ~
1.1 uM (50 pg/mL) HRP diluted in the same labeling solution at 37°C for 40 min, followed by two
washes in Ringer and incubation with 50pg/ml man/BSA-FITC as described above. After washing, the

cell suspensions were also kept on ice. Some assays were also performed with cells lightly fixed by 1%
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paraformaldehyde (Sigma) in PBS at 4°C for 15 min and then incubated with man/BSA-FITC. Samples
were analyzed on a Becton Dickinson FACsCalibur (Mountain View, CA). Gating was set on large

granular cells, and 10,000 gated events were collected from each sample. Data were analyzed by using

WinMDI 2.8 (Seattle, WA).

Treatment of SC with MR modulators. In order to investigate the regulation of the presumptive MR in
SC, cultures were incubated or not with [FN-y (100 U/ml) or dexamethasone (0.1ug/ml) for 18h and

then tagged with man/BSA-FITC, and analyzed by flow cytometry.

SDS-PAGE and overlay assay. Cell extracts were prepared from SC, ST88-14, and peritoneal resident
macrophages and their protein content was measured by the bicinchoninic acid method. Twenty five ug
of protein were loaded on 8.5% SDS-PAGE gels and electrophoresis was performed under non-
reducing conditions. Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes and these were blocked
overnight with Tris-buffered saline containing 0.05% Tween 20 (TBS/T) and 2% BSA for subsequent
incubation with biotinylated HRP. Membranes were incubated with biotin-labeled HRP at 2 pg/ml in
TBS/T-1% BSA at 37°C for 3 h, washed with TBS/T and incubated with (0.04 pg/ml) streptavidin-
HRP conjugate (Sigma) in TBS/T-1% BSA at room temperature for 30 min. The reacting bands were
developed with 0.03% hydrogen peroxide, using 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) as coupler. The

specificity of the reaction was assessed by omitting biotinylated HRP in control membranes.

Detection of mannosylated protein binding and S100 immunocytochemistry. In order to approach the

occurrence of MR in SC and ST88-14 cells, a cytochemistry assay with man/BSA-FITC (Sigma)

binding was performed. Cells adhered on coverslips were fixed in 1% paraformaldehyde (Sigma) at

Journal of Neuroscience Research



Page 9 of 36 Journal of Neuroscience Research

4°C for 15 min. After fixation, the samples were washed three times in Ringer solution and incubated
with 50pg/mL man/BSA-FITC diluted in Ringer solution containing SmM CaCl2 and 1% BSA plus
0.1% saponin at 37°C for 1 h. Controls were obtained by incubation of the cells with 250mM D-
mannose or ~ 1.1 uM HRP diluted in the same labeling solution followed by washing and incubation
with 50pg/mL mannosyl/BSA-FITC as described above.

For unequivocal characterization of the Schwann-like nature of ST88-14 cells and identification
of SC from sciatic nerve cultures, cells were treated with a polyclonal brain S100 (Sigma) antibody and
man/BSA-FITC. For this purpose, fixed cells were washed five times with Tris-buffered saline (TBS) —
0.1% saponin (Sigma) and blocked with 10% normal goat serum for 30min. After this, the cells were
incubated overnight with the primary antibody (1:100) in TBS - 0.1% saponin - 1% BSA, washed once
with PBS-0.3 % Triton X-100 and incubated with a CaCl2-containing mixture in Ringer solution, with
1:400 anti-rabbit IgG-Cy3 and man/BSA-FITC (as previously described). In controls experiments, the
anti-S100 antibody was omitted and the cell nuclei were stained with 0.1pug/mL 4°, 6-diamino-
phenylindole (DAPI — Sigma) or 1 uM TO-PRO (Molecular Probes, Eugene, OR) at room temperature
for 1 h. After this period, the cells were washed in Ringer solution followed by 0.85% NaCl and the
coverslips were mounted on slides with 0.1% p-phenylenodiamine (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) in
TBS : glycerol : pH 9.0 carbonate— bicarbonate buffer (1:7:2) and examined in a Zeiss epifluorescence

photomicroscope or a Meta 510 Zeiss confocal microscope.

Ultrastructural cytochemistry. Due to limitations on cell yield in primary cultures, a follow-up of the
fate of a putative MR was done in ST88-14 cells only. Living ST88-14 cells adhered to 35mm Petri
dishes were incubated in HRP coupled to 10 nm colloidal gold (HRP/Au) (Sigma) diluted 1:5 (v/v) in

Ringer solution containing SmM CaCl2 plus 1% BSA at 4°C for 40 min. After incubation, all cultures
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were rinsed in the same labeling solution to remove non-adhered particles. Some samples were fixed
immediately in 2.5% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer pH 7.2 at 4°C for 1 h.
Other cultures were submitted to chase in labeling solution at 37°C for 1 and 3 h. Negative controls
were obtained by preincubating the cells with 250 mM D-mannose at 4°C for 40min. Cells were
scraped out of dishes on ice, centrifuged at 900 g for 10min, and post-fixed in 1% osmium tetroxide
(Sigma) in 0.1 M sodium cacodylate buffer containing 3.5% sucrose at 4°C for 30 min. Cells were then
washed in the same buffer, dehydrated in acetone, and embedded in PolyBed 812 (Polyscience,,
Philadelphia, PA). Thin sections were obtained in an OmU3 Reichert ultramicrotome, stained with

aqueous 2% uranyl acetate, and examined in a Zeiss EM 10C transmission electron microscope.
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Results
Correlative microscopy of images obtained in phase-contrast optics and S100 immunofluorescense
demonstrated that virtually all ST88-14 cells were S100 reactive (not shown) and revealed ~96% purity

in our primary SC cultures (Fig. 1A, C).

Schwann and ST88-14 cells bind mannosyl neoglycoprotein. After incubation of fixed cells with
man/BSA-FITC in Ca*"-containing medium there was evident labeling, widely distributed on the
surface of Schwann cells from primary nerve cultures (Fig. 1B). In fact, occasional S100-negative cells,
presumed to be fibroblasts, were labeled by the neoglycoprotein (compare Fig. 1A and 1B), in
agreement with the expression of MR in fibroblasts (Sheikh et al. 2000; Hespanhol et al., 2005).
Omission of the anti-S100 antibody (Fig. 1D) or incubation of cells with man/BSA and high
concentrations of D-mannose (Fig. 1E) eliminated the respective labeling (see also Fig. 1F).

To gather information that may confirm the usefulness of a human Schwann-like cell lineage in
pathological models, ST88-14 cells were double-labeled with the mannosyl neoglycoprotein and anti-
S100 antibody and examined at the confocal microscope. After incubation of fixed cells with the
man/BSA-FITC, there was evident labeling with this marker, widely distributed on the cellular surface
(Fig. 2A) and also in the intracellular domain (Fig. 2D, G). At the level of the maximal nuclear
diameter, there is intense labeling for man/BSA-FITC in perinuclear regions (Fig. 2D). S100 labeling
was localized predominantly in the cytoplasm (Fig. 2E, H) and absent from the membrane (Fig. 2B).
Merging of man/BSA-FITC and S100 labeling showed that there is significant co-localization of these
markers (Fig. 2F, I) suggesting that a major percentage of the mannosyl-binding protein pool is
intracellular. Considerable pixel-to-pixel overlap of man/BSA-FITC and S100, which encompassed
several optical sections in the z-series, was observed. Pretreatment of ST88-14 cells with 250mM D-

mannose before the incubation with man/BSA-FITC (Fig. 2J, Cf. nuclear staining in Fig. 2L) or ~1.1
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uM (50pg/mL) HRP (not shown) resulted in virtual absence of this label. Non-specific labeling due to

the secondary antibody was not detected in control sections (Fig. 2K).

Flow cytometry shows high percentages of neoglycoprotein-labeled Schwann and Schwannoma cells.
The assays of detection and saturation of the presumptive MR in ST88-14 cells and SC by flow
cytometry showed a gradual man/BSA-FITC dose-dependent increase in the number of tagged
receptors (data not shown). The putative MR was efficaciously saturated in ST88-14 cells and SC at
50pg/mL man/BSA concentration (Fig. 3A). Man/BSA-FITC tagging revealed 62% of positive ST88-
14 cells (Fig. 3A) while the percentage of positive SC cells reached 90% (Fig. 3A). Preincubation of
ST88-14 cells or SC with ~1.1 uM (50pug/mL) HRP (data not shown) or 250mM D-mannose inhibited
the binding of the man/BSA-FITC (Fig. 3A). Results were essentially identical when the cells were
first fixed and then labeled with man/BSA-FITC but the intensity of label was weak (data not shown)

in comparison to that found after tagging of living cells.

Schwann and Schwannoma cells and macrophages express an HRP-binding protein of the same
weight. The overlay assay using HRP as the ligand allowed the identification of a single ~180kDa band

in ST88-14 cells or SC extracts as also found for peritoneal resident macrophages (Fig. 3B).

ST88-14 cells take up and internalize the mannosylated ligand HRP. To initiate studies of the function
of the putative MR expressed on ST88-14 cells, experiments of HRP/Au internalization were
performed. Incubation of the cells with HRP/Au at 4°C for 40 min, followed by washing and fixation,
resulted in numerous HRP/Au particles adhered onto the cellular surface (Fig. 4A). In the chasing

experiments in which cells were kept in the labeling solution and the temperature was increased to
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37°C for 1 h, some gold particles remained adhered to the cellular surface while others were localized
in membrane invaginations as well as within small vesicles next to the internal face of the plasma
membrane (Fig. 4B). After 3 h of chase at 37°C, no adhered gold particle was observed on the cellular
surface (Fig. 4C), but vesicles containing one or more gold particles were seen throughout the
cytoplasm (Fig. 4C). The specific binding of HRP/Au at the cell surface was clearly demonstrated by
co-incubation of the cultures with HRP/Au and 250 mM D-mannose, which resulted in an apparently

major reduction in the number of adhered gold particles in agreement with the flow cytometry data.

An MR-like protein in SC is regulated by IFN-y and DM. In subsequent experiments, regulation of MR
was tested by treatment with mediators of the immune function. SC cultures were stimulated for 18 h
with IFN-y or dexamethasone (DM) after which RM expression was determined by flow cytometry
(Fig. 5). DM induced a substantial increase in the fluorescent signal in comparison to unstimulated SC
(Gmean: 36.10 £ 0.71 versus 21.31 £ 0.45). In marked contrast, IFN-y treatment induced a moderate
reduction in fluorescent signal with respect to control cultures (Gmean: 11.98 £ 0.11 versus 21.31

+ 0.45).
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Discussion

In this work, we have described the expression of a putative MR in both rodent SC in primary cultures
and in a cell line, derived from a human peripheral sheath tumor, that shows Schwann cell phenotypic
markers such as myelin-associated glycoprotein, the Ca2+ binding S100 protein, and the merlin protein
(Ryan et al., 1994; Scherer and Gutmann, 1996; Oliveira et al., 2003). It should, in fact, be noted that
the occurrence of this putative MR is not linked to neoplastic transformation since the proportion of
man/BSA-binding cells is lower in ST88-14 than in SC from primary cultures. It is also noteworthy
that the putative MR receptor of both Schwann and Schwannoma cells has a molecular weight similar
to that of peritoneal resident macrophages. An analogous situation has been known to exist concerning
the MR in macrophages and in retinal pigment epithelium, a cell type derived from the neural tube
rather than of the neural crest, but also an ectodermic derivative (Greaton et al., 1996). Indeed, there is
100% identity between the N-terminus and transmembrane regions of macrophage and retinal pigment
epithelium mannose receptor transcripts.

It is interesting to note that MR is expressed in both normal and dystrophic retinal pigment
epithelium with no more than a two-fold difference in the level of expression between the normal and
the dystrophic condition (Wilt et al., 1999). In our judgement, it is likely that MR is important for SC
function in physiologic or physiopathologic conditions and that the cell line ST88-14 should be a good
model to study the immune function of Schwann cells, including the expression of MR, an endocytotic
receptor mediating efficient uptake of glycosylated antigens (Linehan, 2005).

The prospective functionality of MR receptor has been inferred from the fate of the
mannosylated ligand HRP after uptake by ST88-14 cells. HRP is a glycoprotein devoid of
phosphorylated carbohydrates and rich in mannose and N-acetylglycosamine groups (Clarke and
Shannon, 1976) that has been usually reported as a label for cytochemical detection of mannosyl

binding sites in normal tissue and in parasite-infected cells (Hespanhol et al., 2005 Straus, 1981; Soeiro
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et al., 1999). Thus, we used HRP with multiple purposes, namely, as a competitor for man/BSA
binding assay, as a probe for the molecular mass of the putative MR and as a probe of the localization
and fate of endogenous lectin(s)/ MR in an electron microscopic approach. We have not investigated
whether HRP enters recycling endosomes as shown recently for man/polyacrylamide-FITC in
transfected CHO cells (Su et al., 2005).

Both confocal and electron microscopy provided clues to the synthesis or internalization and
distribution pathway of MR in ST88-14 cells. Double labeling with mannosyl-BSA and S100 showed
that there is significant co-localization of these markers suggesting that a major percentage of the MR
cellular pool is intracellular. In HRP/Au ultrastructural experiments, the tracer was found initially
adhered to the cellular surface and, after chasing and incubation at 37° C (1 — 3h), in membrane
invaginations and then inside small vesicles. Such invaginations and vesicles are probably early
endosomes due to their localization near the internal face of the plasma membrane. However, multiple
times of incubation are necessary in order to provide additional details on the initial steps of MR-
mediated endocytosis in ST88-14 cells. For instance, longer times could allow the characterization of
other endosomal compartments such as late endosomes and lysosomes. Thus, studies are needed to
further characterize the intracellular pathway of MR in ST88-14 cells.

In non-neural systems, it has been proposed that MR acts in the clearance system of proteins
from the bloodstream and extracellular space (Lansink et al., 1999), enhancing the uptake of lysosomal
hydrolases, tissue plasminogen activator, neutrophil-derived myeloperoxidades, and collagen
propeptides (Lee et al., 2002; Pontow et al., 1992). However, a role for Schwann cells in such functions
may be rather limited under physiological conditions, in view of the occurrence of the perineurial
blood-nerve-barrier (see also Regnier-Vigouroux, 2003). Nevertheless, it is known that the blood-nerve

barrier may not be as efficient as the blood-brain barrier and there may be regional differences among
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different nerves as demonstrated for different regions of the same dorsal root ganglion (Hirakawa et al.,
2004).

Schwann cells synthesize (and secrete) many neurotrophic and growth factors, cell adhesive
molecules, basement membrane components as well as several receptors during various stages of life
(for review, see Jessen and Mirsky, 1999). There is evidence that Schwann cells may promote the
successful regeneration and restoration of function of damaged nerves in a process that may involve
their functioning as non-professional phagocytes, by engulfing cell debris, prior to the guidance of
regrowing processes (Band et al., 1986; Kury et al., 2001; Lilje, 2002; Vedeler and Fitzpatrick-Klove,
1990). This engulfment of cell debris may require the occurrence of MR, a receptor involved in
“scavenging” activities such as the killing and ingestion of microorganisms.

The response of the MR-like preotein in Schwann and Schwann-like cells to the MR
modulators, IFN-y and dexamethasone is similar to that of professional and non-professional
phagocytes including microglia (Marzolo et al., 1999; Zimmer et al., 2003) and antigen-presenting cells
such as monocyte-derived dendritic cells (Allavena et al., 1998; Longoni et al., 1998; Piemonti et al.,
1999). An important implication of the MR in Schwann cells concerns their proposed use in
transplantation for regeneration of lesions of the Central Nervous System (CNS), particularly, those
accompanied by cavitation. There is evidence that secondary cavitation in CNS lesion involves both the
complement receptor type 3 b2-integrin and the macrophage MR receptor (Fitch et al. 1999). More
recently, attempts have been made to clarify the behavioral outcome of using these MR modulators in
the acute phase of contusive cord lesions followed, after a delay of days, by SC grafts. Although the
beneficial effects of these therapies were not always additive, there were indications that a combination
of methylprednisolone and interleukin-10 together with grafts of SC and olfactory ensheathing glia

may improve behavioral outcome in spinal cord lesions (Pearse et al., 2004). The authors also
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emphasized the need to understand the action of those protective agents (actually, MR enhancers) —
interleukin-10 and a glucocorticoid — in the transformation of the milieu of the injured spinal cord as
such transformation influences the response to transplanted Schwann and other cells.

Our present results reinforce the notion that Schwann cells may have a role in the immune
response. Although poorly understood, the presumptive immune function of Schwann cells has been
demonstrated in several PNS pathologies (Rutkowski et al., 1999), for instance, acting as facultative
antigen-presenting cells during inflammation, in whose course they process and present endogenous
and exogenous antigens (Lilje, 2002). Thus, the expression of MR can have important implications not
only for understanding how Schwann cells recognize self or non-self molecules, but also for
understanding the trigger mechanisms for the production of cytokines by these cells. A cautionary note
has, however, been provided in a recent study in transfected fibroblasts in which it was claimed that
MR has no general role in the processing and presentation of antigens (Napper and Taylor, 2004).

In summary, our current study documents for the first time the presence of MR in Schwannn
and Schwann-like cells, thus reinforcing the importance of these cells as models for the possible role of
the peripheral glia in host defense in infectious diseases, neoplasia, and in other degenerative disorders

as well as for their participation in cellular therapy.
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Legends to the figures

Figure 1. Fluorescent microscope images showing expression of MR in Schwann cells (SC) cultured
from adult sciatic nerve. A shows cultured cells incubated with anti-brainS100 antibody and Cy3-
labeled secondary antibody; B shows the same field after incubation with man/BSA-FITC. C shows the
DAPI-stained cell nuclei of this field. Notice, by comparing A, B, C that all S100+ cells in A and
occasional S100-negative cells (remaining fibroblasts) are labeled with the neoglycoprotein in B. D, E
and F show another field after omission of anti-S100 (D), incubation with 250 mM D-mannose prior to
man/BSA-FITC (E) and merged image of DAPI staining and phase contrast optics. Bar = 50um.

Abbreviation: man/BSA-FITC = mannosyl/bovine serum albumin-fluorescein isothiocyanate.

Figure 2. Confocal microscope images showing expression of MR and brain S100 in a human Schwann
(ST88-14) cell line. The three top rows show images of a cell, taken from different optic planes,
selected from z-series. Columns show man/BSA-FITC binding (left-hand column), S100
immunoreactivity (middle), and their co-localization (right-hand column). The top row represents an
optic plane at or near the free surface of the membrane whereas the two following rows show two
planes through the nucleus (nuclear maximal diameter in D, E, F). The bottom row shows another cell,
stained with TO-PRO (L), treated with man/BSA-FITC plus D-mannose (J), and Cy3-labeled
secondary antibody only (K). These results are representative of five separate experiments. Bar (for A-
L) =20 pm. Abbreviation: man/BSA-FITC = mannosyl/bovine serum albumin-fluorescein

isothiocyanate.
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Figure 3. Figure 3. MR expression in a Schwann cell lineage and in Schwann cells from primary
cultures. A-B. Flow cytometric analysis of the expression of MR in ST88-14 cells (A) and SC (B). The
analysis was performed in the specified region (R1). Cells were incubated with man/BSA-FITC at 50
mg/mL (shaded histogram) or at the same concentration after preincubation of the cells with 250mM
D-mannose for 40 minutes (unshaded histogram). Data are representative of three separate
experiments. (C). Proteins from crude extracts of resident peritoneal resident macrophages, ST88-17
cells, and SC were separated by 8.5 % SDS-PAGE under non-reducing conditions and blotted onto
nitrocellulose membranes. Nitrocellulose transfers were overlayed with 2.0 ug/mL biotinylated HRP
followed by streptavidin-peroxidase conjugate and revealed with H202 and 3-amino-9-ethylcarbazole

(AEC). Arrow points to the ~180 kDa band.

Figure 4. Figure 4. Ultrastructural analysis showing the localization of MR in ST88-14 cells after
incubation with the ligand (HRP) without and with chasing at different time intervals. A. Incubation of
cells with HRP/Au at 4C for 40 min reveals numerous gold particles restricted to the cell membrane
(arrows). B. After washing of HRP/Au and a gradual increase of the temperature to 37°C, maintained
for 1 hr, gold particles are still found at the cell surface (arrows) and become abundant in membrane
invaginations (thick arrow) as well as within small vesicles (arrowheads) next to the internal face of the
plasma membrane. C. After chasing for 3 hr at 37C, virtually all gold particles are found in small
vesicles (arrows), indicating MR internalization. The inset is a high magnification view with arrows

pointing to some of the numerous HRP/Au-containing vesicles. Bars = 0.5um.

Figure 5. Figure 5. Regulation of MR expression in SC by interferon-y (IFN- y) and dexamethasone

(DM). Cells were preincubated with IFN-y or DM for 18 h or left untreated. All cells were incubated
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with man/BSA-FITC at 50 pg/mL, with controls for neoglycoprotein labeling being preincubated with
250 mM D-mannose (D-man) for 40 minutes. IFN- y induced about 42% decrease whereas DM
induced 71% increase in the fluorescent signal. The experiment was performed three times and

quantitative analysis carried out on the geometric means of the data.
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Figure 1. Fluorescent microscope images showing expression of MR in Schwann cells (SC)
cultured from adult sciatic nerve. A shows cultured cells incubated with anti-brain S100
antibody and Cy3-labeled secondary antibody; B shows the same field after incubation
with man/BSA-FITC. C shows the DAPI-stained cell nuclei of this field. Notice, by
comparing A, B, C that all S100+ cells in A and occasional S100-negative cells (remaining
fibroblasts) are labeled with the neoglycoprotein in B. D, E and F show another field after
omission of anti-S100 (D), incubation with 250 mM D-mannose prior to man/BSA-FITC
(E) and merged image of DAPI staining and phase contrast optics. Bar = 50 H m.
Abbreviation: man/BSA-FITC = mannosyl/bovine serum albumin-fluorescein
isothiocyanate.
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Figure 2. Confocal microscope images showing expression of MR and brain S100 in a
human Schwann (ST88-14) cell line. The three top rows show images of a cell, taken from
different optic planes, selected from z-series. Columns show man/BSA-FITC binding (left-
hand column), S100 immunoreactivity (middle), and their co-localization (right-hand
column). The top row represents an optic plane at or near the free surface of the
membrane whereas the two following rows show two planes through the nucleus
(nuclear maximal diameter in D, E, F). The bottom row shows another cell, stained with
TO-PRO (L), treated with man/BSA-FITC plus D-mannose (J), and Cy3-labeled secondary
antibody only (K). These results are representative of five separate experiments. Bar (for
A-L) = 20 H m. Abbreviation: man/BSA-FITC = mannosyl/bovine serum albumin-
fluorescein isothiocyanate.
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Figure 3. MR expression in a Schwann cell lineage and in Schwann cells from primary
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cultures. A-B. Flow cytometric analysis of the expression of MR in ST88-14 cells (A) and

SC (B). The analysis was performed in the specified region (R1). Cells were incubated

with man/BSA-FITC at 50 mg/mL (shaded histogram) or at the same concentration after
preincubation of the cells with 250mM D-mannose for 40 minutes (unshaded histogram).
Data are representative of three separate experiments. (C). Proteins from crude extracts
of resident peritoneal resident macrophages, ST88-17 cells, and SC were separated by 8.5
% SDS-PAGE under non-reducing conditions and blotted onto nitrocellulose membranes.
Nitrocellulose transfers were overlayed with 2.0 (] g/mL biotinylated HRP followed by
streptavidin-peroxidase conjugate and revealed with H202 and 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC). Arrow points to the ~180 kDa band.
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Figure 4. Ultrastructural analysis showing the localization of MR in ST88-14 cells after
incubation with the ligand (HRP) without and with chasing at different time intervals. A.
Incubation of cells with HRP/Au at 4C for 40 min reveals numerous gold particles
restricted to the cell membrane (arrows). B. After washing of HRP/Au and a gradual
increase of the temperature to 37°C, maintained for 1 hr, gold particles are still found at
the cell surface (arrows) and become abundant in membrane invaginations (thick arrow)
as well as within small vesicles (arrowheads) next to the internal face of the plasma
membrane. C. After chasing for 3 hr at 37C, virtually all gold particles are found in small
vesicles (arrows), indicating MR internalization. The inset is a high magnification view

with arrows pointing to some of the numerous HRP/Au-containing vesicles. Bars = 0.5 L]
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Figure 5. Regulation of MR expression in SC by interferon- ) (IFN- ;| ) and

dexamethasone (DM). Cells were preincubated with IFN- Y or DM for 18 h or left
untreated. All cells were incubated with man/BSA-FITC at 50 ug/mL, with controls for
neoglycoprotein labeling being preincubated with 250 mM D-mannose (D-man) for 40
minutes. IFN- T induced about 42% decrease whereas DM induced about 71% increase
in the fluorescent signal. The experiment was performed three times and quantitative
analysis carried out on the geometric means of the data.
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