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RESUMO

A Hanseniase, causada pelo Mycobacterium leprae, apresenta como sintoma clinico mais
relevante lesbes no sistema nervoso periférico. As estratégias utilizadas pelo M. leprae para
infectar e se multiplicar nas células de Schwann (CS) sao, contudo, pouco conhecidas. Neste
trabalho investigamos o efeito anti-apoptético do M. leprae sobre a célula hospedeira, a
semelhanc¢a do observado na literatura com outros patégenos intracelulares obrigatérios. Para tal,
CS humanas da linhagem ST88-14 foram tratadas ou ndo com a bactéria e incubadas em meio
RPMI sem soro para induzir a apoptose. A viabilidade celular foi avaliada por trés métodos: i)
reducdo enzimatica de Metiltetrazdlio (MTT), ii) capacidade celular de exclusdo do corante Azul de
Tripan e iii) coloracao vital com diacetato de fluoresceina e brometo de etideo. Apds 24-48h de
incubacdo, as células tratadas com M. leprae apresentaram indices de sobrevivéncia de 70-100%,
contrastando com as culturas ndo tratadas com a bactéria que apresentaram indice de
sobrevivéncia entre 30-60%. M. leprae foi capaz de proteger as CS da morte de maneira dose-
dependente. A reducdo de células entrando em apoptose pela presen¢a do bacilo também foi
observada através da avaliacao do potencial de membrana mitocondrial com o corante DiOCe por
Citometria de Fluxo. Em seguida demonstramos que fatores sollveis secretados pela célula
incubada com M. leprae estdo envolvidos na protegéo, visto que o meio condicionado proveniente
de culturas tratadas também promoveu a sobrevivéncia de CS. Possiveis candidatos para estes
fatores de sobrevivéncia seriam os Fatores de Crescimento semelhantes a Insulina, IGF-1 e IGF-II.
Confirmamos, entdo, a capacidade de M. leprae induzir a expressédo de IGF-lI e IGF-Il em CS
através da técnica de RT-PCR. Também demonstramos que IGF-I recombinante adicionado as

culturas foi capaz de proteger as CS ST 88-14 de morte induzida por privagédo de soro. A agéo do



IGF-I é possivelmente mediada pelo seu receptor IGF-IR, cuja expresséo foi comprovada através
de Western blot e Citometria de Fluxo. Finalmente, o pré-tratamento das CS com trés inibidores
distintos de NF-«B - a talidomida, o peptideo SN50 e a gliotoxina- neutralizou o efeito protetor do
M. leprae sobre as CS. Nossos dados sugerem uma importante estratégia para colonizacédo bem
sucedida do nervo pelo M. leprae, baseada na manutencdo da sobrevivéncia da célula hospedeira

através da inducao pelo patdgeno da producédo de IGF e ativacdo de NF-kB na CS.

ABSTRACT

The lesions of the peripheral nervous are considered the most relevant symptoms of Leprosy, a
chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. The strategies employed by M. leprae
to infect and multiply inside Schwann cells (SC) are, however, poorly understood. In this study we
investigated whether, similarly to other obligate intracellular pathogens, M. leprae promotes an anti-
apoptotic effect on the host cell. Human SC lineage ST88-14 was treated or not with the bacteria
and incubated in serum-free RPMI medium to induces apoptosis. The cell viability was monitored
by three methods: i) cell capacity to reduce the methyltetrazolium salt (MTT); ii) Tripan blue
exclusion and iii) cell staining with fluorescein diacetate and ethidium bromide. After 24-48h
incubation, cells treated with M. leprae showed 70-100% of survival, contrasting with 30-60% in the
untreated cultures. M. leprae anti-apoptotic effect was shown to be dose dependent. Reduction of
cells undergoing apoptosis in cultures treated with M. leprae was also observed through DiOCs
staining by flow cytometry, a method that monitors the mithocondrial membrane potential. In a next
step the conditioned medium of cells treated with M. leprae was shown to mimic the anti-apoptotic
effect of the bacteria, suggesting that soluble factors secreted by SC in response to M. leprae
were involved in cell survival. One possible candidate for these soluble factors would be Insulin-
Like Growth Factors, IGF-I and IGF-II. In fact, the capacity of M. leprae to induce the expression of
IGF-1 and IGF-Il on SC was confirmed by RT-PCR. Also, when added to ST88-14 cells,
recombinant IGF-I was able to protect the cells from apoptosis induced by serum withdrawn. IGF-I
action is possibly mediated by the IGF-I receptor (IGF-IR), as ST88-14 cells were shown to express
this receptor by Western blotting and FACS analysis. Finally, we showed that the pre-treatment of

SC with one of the NF-kB inhibitors, thalidomide, glyotoxin and SN50 completely abolished the



anti-apoptotic effect of M. leprae. Altogether, our results suggest a important strategy for the
successful colonization of M. leprae in the nerve, based on the survival maintenance of the host

cell through induction of IGF production and NF-«xB activation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

1.1.1 Consideracfes Gerais

A hanseniase € uma doenca causada pelo Mycobacterium leprae que afeta
principalmente os nervos periféricos, a pele e a mucosa nasal. A rota de
transmissdo da hanseniase ainda ndo esta definitivamente comprovada, mas

acredita-se que seja atraves das vias respiratorias, embora ndo seja descartada a



possibilidade de infeccdo via lesdes de pele. Os tecidos primeiramente infectados
pelo M. leprae séo sitios superficiais da pele e nervo devido a sua preferéncia por
baixas temperaturas. Porém outros 6rgaos internos podem ser afetados quando a
doenca ndo €& controlada. Apresenta um longo periodo de incubacdo e as
primeiras manifestacdes clinicas podem ocorrer entre dois a dez anos apos a
infeccdo (Jopling,1989). Acredita-se que mais de 90% da populacdo seja
resistente a infeccdo pelo M. leprae e ndo apresente sintomas clinicamente
detectaveis (Godal et al., 1972).

O diagnéstico da hanseniase € clinico, baseado no aparecimento de
manchas hipopigmentadas ou avermelhadas com alteragbes na sensibilidade,
assim como na pesquisa de bacilos em esfregaco de linfa (baciloscopia) e exame
histopatolégico das lesbes cutaneas. A hanseniase se manifesta segundo um
espectro de formas clinicas resultante do grau de resposta imune celular
desenvolvida por cada individuo contra o M. leprae. A classificacdo atualmente
adotada de Ridley e Jopling (1966), combina critérios clinicos, bacterioldgicos e,
principalmente, imunoldgicos e histopatologicos, definindo as seguintes formas
clinicas: tuberculdide tuberculdide (TT), “borderline”-tuberculéide (BT), “borderline-
borderline” (BB), “borderline”-lepromatoso (BL), lepromatoso-lepromatoso (LL) e
indeterminado (I) (Figura 1.1). As formas TT, BT e | sdo chamadas de formas
paucibacilares (PB), devido ao limitado niumero de bacilos encontrados. Ja as
formas BB, BL e LL constituem as formas multibacilares (MB), apresentando uma
elevada carga bacilar. A forma TT é considerada a forma mais benigna. Devido a
uma eficiente resposta imune celular, as lesdes apresentam granulomas bem
formados e constituidos de macrofagos diferenciados em células epiteldides, com
a rara presenca de bacilos. No pélo lepromatoso encontram-se individuos que
apresentam numerosos bacilos devido a deficiente resposta imune celular.
Histologicamente as lesdes caracterizam-se pela presenca de um infiltrado
inflamatorio constituido predominantemente por macrofagos e raros linfécitos. A
hanseniase comumente manifesta-se sob uma forma branda inicial, denominada
de forma indeterminada. Os pacientes com a forma indeterminada podem evoluir
para a forma tuberculdide, “borderline” ou lepromatosa, regredir ou permanecer

como indeterminada por um longo periodo.

Formas Clinicas da Hanseniase

Individuos Hanseniase
Sadios Indeterminada




Figura 1.1: Formas clinicas da Hanseniase.

BB, “borderline-borderline”; BL, “borderline”-lepromatoso; BT, “borderline”-tuberculdide; LL,
lepromatoso-lepromatoso; PB, paucibacilar; MB, multibacilar; TH1, linfécito T helper 1; TH2,
linfocito T helper 2. Modelo adaptado de http://svm369.vetmed.lsu.edu/LADAMS2.htm

Durante o curso da doenca os pacientes podem ainda sofrer com
fenbmenos imunologicos chamados de estados reacionais. As reacdes sao
episodios de inflamacédo aguda que se nao tratados adequadamente podem ser
extremamente graves, principalmente, pelas lesdes neurais que estao associadas
as lesBes cutaneas. As reacfes sao classificadas como reacao reversa (RR) e
eritema nodoso (ENL). A RR pode ser observada em pacientes paucibacilares ou
multibacilares e em maior freqiiéncia nos pacientes em tratamento. E
caracterizada pela aparéncia avermelhada e edemanciada de lesGes de pele
antigas e o surgimento de novas lesdes devido ao aumento da imunidade
mediada por células. O ENL ocorre principalmente em pacientes multibacilares e

€ clinicamente caracterizado pelo aparecimento de nédulos subcutadneos


http://svm369.vetmed.lsu.edu/LADAMS2.htm

eritematosos e dolorosos, febre, artralgia e perda de peso (Britton e Lockwood,
2004).

A dapsona foi o primeiro antibidtico efetivo contra o M. leprae. Porém
devido as expressivas notificacbes de resisténcia do bacilo, em 1982 a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) implantou o tratamento com a
multidrogaterapia (MDT). O tratamento consiste na administragdo de um conjunto
de drogas: clofazimina, dapsona e rifampicina. A OMS estabeleceu, ainda, a
classificacdo operacional dos pacientes em paucibacilares e multibacilares para
delimitar melhor os esquemas terapéuticos. Os pacientes PB e MB recebem
tratamento de 6 meses e 12 a 24 meses, respectivamente (Britton e Lockwood,
2004).

1.1.2 Situacido Global da Hanseniase

A MDT contribuiu significativamente para a diminuicdo da prevaléncia da
hanseniase com cerca de 85% de cura em mais de 9 milhGes de pacientes em
todo o mundo (WHO, 1998). Mas, apesar do sucesso da implementacdo da MDT,
a erradicacdo da doenca parece algo distante em alguns paises. O Brasil, por
exemplo, atualmente ocupa o primeiro lugar em taxa de prevaléncia (4,52 a cada
10 mil habitantes), a frente da india (3,2/10 mil habitantes), e o segundo em
nameros absolutos (79.908 casos em registro ativo) de acordo com o informe de
salude RADIS da Fundagdo Oswaldo Cruz (2004). Hoje h& no mundo
aproximadamente 500 mil pacientes de hanseniase e 20 milhdes de ex-pacientes.
india, Brasil, Madagascar, Mocambique, Nepal e Indonésia contribuem com 83%
dos casos registrados e representam os paises mais endémicos do globo (Tabela
1.1). Destes, cerca de 64% ocorrem somente na india. Em nosso Pais, os
estados das regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste detém o maior nimero de
doentes. Em alguns municipios dos estados do Maranhdo e do Para, os indices
sao alarmantes, chegando a 50 casos para cada 10 mil habitantes.

A taxa de prevaléncia tem apresentado um satisfatorio declinio desde a
implementagdo da MDT em 1985, mas o0 numero de novos casos tem se mantido

alto. Em 2002, foram registrados 597.000 casos contra 719.000 novos casos em



2000. A OMS tem atribuido esta persisténcia a varios fatores, como os esforgos
na deteccdo de novos casos, a alta transmissdo em certas areas onde existam
pacientes assintomaticos, porém transmissores da doenca, ou ainda, uma
reincidéncia de casos tratados. No Brasil ocorrem aproximadamente 50.000

Novos casos a cada ano.

Tabela 1.1: Paises mais endémicos para a Hanseniase no mundo.

WHO, 2003.
Casos registrados no final de | Casos detectados durante 2002
Regido 2002 (Taxa de prevaléncia a (Taxa de prevaléncia a cada
cada 10 mil habitantes) 100 mil habitantes)

india 344 377 (3.3) 473 658 (46.0)
Brasil 71 139 (4.1) 38 365 (22.3)
Madagascar 6 602 (4.0) 5482 (33.4)
Mocambique 7 136 (3.6) 5830 (29.1)
Nepal 7 291 (3.0) 13 830 (56.5)
Tanzania 7 063 (2.1) 6 497 (19.0)
Total: 443 608 (3.4) 543 662 (41.9)

1.1.3 O Dano Neural na Hanseniase

A lesdo do sistema nervoso periférico constitui 0 evento mais grave da
Hanseniase impondo, ainda, grandes desafios no controle desta endemia. A
Hanseniase constitui a principal causa de neuropatia periférica ndo traumatica em
todo o mundo. O dano ao nervo ocorre em todas as formas clinicas da doenca, a
despeito da cura bacteriologica conseguida com a MDT (Ganapati e Revankar,
1989). Esta, se ndo reconhecida e tratada a tempo, resulta em deformidades e
incapacidades permanentes que tanto estigmatizaram a doencga desde tempos
remotos. O dano primario ao nervo provoca altera¢cdes das fungbes sensitivas,
motoras e autondmicas. Estas alteracdes predispdem ao dano secundario,

decorrente de trauma, pressao anormal e infecgdes (Van Brakel e Khawas, 1994).



Vinte e cinco por cento dos pacientes com hanseniase sofrem algum grau de
incapacidade durante a evolugédo da doenca e a metade destes permanecem com
deformidades incapacitantes (OMS, 1998). Os dados acima mencionados
ressaltam a importancia de se estudar e melhor compreender os mecanismos que
desencadeiam a lesdo neural na hanseniase. Os dados gerados nestes estudos
poderdo auxiliar na definicdo de marcadores precoces de lesdo neural promovida
pelo M. leprae, assim como no desenvolvimento de novas ferramentas para a
prevencao e tratamento da neuropatia hansénica.

Histologicamente, as lesdes de pele de pacientes TT apresentam perda da
integridade estrutural dos nervos, presenca de granulomas com poucos bacilos
nas CS e macréfagos. Assim, 0S nervos sensoriais e motores da pele séo
afetados levando a perda da sensibilidade. Ja em pacientes LL existem poucas
evidéncias de formagédo de granuloma e um menor envolvimento dos nervos da
pele. Entretanto, ocorre um comprometimento mais profundo que leva a perda da
funcdo muscular e consequentemente, a paralisia. Altos titulos de M. leprae sao
encontrados no endoneuro, no interior de CS e macrofagos, e em menor grau no
perineuro (revisto por Vissa e Brennan, 2002).

Embora os mecanismos patogénicos do dano ao nervo ndo sejam ainda
bem compreendidos, diversos fatores estdo possivelmente envolvidos tais como
as alteracfes bioquimicas nas células de Schwann decorrentes da presenca per
se do bacilo, e a resposta imune local desencadeada pela liberacdo de
mediadores imunoinflamatérios no nervo. Conforme sera detalhado mais adiante,
varios trabalhos vém demonstrando que o M. leprae é capaz de alterar o
metabolismo da célula de Schwann, interferindo assim, na relacao funcional desta
com o axoénio. Reforcando a presenca deste efeito direto do bacilo sobre o nervo,
um estudo recente demonstrou que a desmielinizacdo de CS durante a infec¢cao
pelo M. leprae pode ocorrer mesmo na auséncia de células do sistema imune
(Rambukkana et al., 2002). Ja a resposta imune especifica mediada por células T
contra antigenos de M. leprae tem sido associada com a patogénese das lesbes

nervosas nas formas tuberculdides (Merja et al., 1999).



1.2 A Biologia do Mycobacterium leprae

O M. leprae é a Unica bactéria patogénica capaz de invadir os nervos

periféricos no ser humano. Trata-se de um patégeno intracelular obrigatério e
apresenta um tropismo pelas CS e fagdcitos mononucleares (Bloom, 1986;
Kaplan e Cohn, 1986). Foi descoberto por Gerhard Henrik Armauer Hansen em
1873 como o primeiro agente causador de uma doencga infecciosa.
O M. leprae € um bacilo alcool-acido resistente, ou seja, uma vez corado pela
fucsina ndo se descora pela lavagem com 4&lcool e &cido (Método de Ziehl-
Neelsen). E uma bactéria de crescimento lento, fazendo uma divisdo binaria a
cada 12-14 dias (Laboratory Techniques for Leprosy, WHO 1987).

Compartilha com outras micobactérias caracteristicas como a abundancia
de lipidios na forma de acidos micdlicos (acidos graxos saturados de elevado
peso molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em seu envelope celular, conforme
pode ser observado na figura 1.2. Além disso, mais externamente, apresenta
glicolipidios, com destaque para o glicolipidio-fendlico | (PGL-l) presente
exclusivamente no M. leprae. O PGL-I foi descrito inicialmente em 1981 por
Shirley Hunter e Patrick Brennan e desde entdo desperta interesse no que diz

respeito a sua utilizacdo como diagnostico precoce da infeccdo (Hunter e



Brennan, 1981), bem como seu papel relevante na interacdo patégeno-célula
hospedeira (Schlesinger e Horwitz, 1991).

Até os dias atuais o M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro. Este fato
compromete seriamente o estudo de sua biologia e os mecanismos pelo qual se
utiliza para causar a infeccdo dos nervos periféricos. Em 1960, Shepard
demonstrou que o coxim plantar de camundongos infectados com 10° a 10*
bacilos promovia uma multiplicagéo limitada do M. leprae durante 9 a 12 meses.
O tatu de nove bandas (Dasypus novencinctus) permite o crescimento do bacilo
de forma disseminada durante 18 a 24 meses. Os 6rgdos mais afetados sé@o o
figado e o bacgo, além do comprometimento da pele, medula 6ssea, linfonodos,
pulmdes e olhos (Kirchheimer e Storrs, 1971). Ap6s sua descoberta, em 1971,
como um hospedeiro naturalmente suscetivel, consegue-se mais de 10° bacilos
por grama de tecido e desde entéo, esta tem sido a origem da massa bacteriana
utilizada para os estudos bioquimicos, imunoldgicos e de biologia molecular.

Outra fonte de M.leprae utilizada para estudos é derivada de camundongos
congenitamente (nude) ou experimentalmente atimicos. Estes animais sao
extremamente susceptiveis a infec¢do pelo M. leprae — o qual requer um alto grau
de imunodeficiéncia em hospedeiros experimentais. Nao sobrevivem mais do que
alguns meses apoés inoculacdo desta micobactéria. 2 x 107 bacilos inoculados no
coxim plantar de camundongos nude permite a obtencédo de 0,5 a 1 x 10%° bacilos
num periodo de, aproximadamente, 6 meses apo6s o inéculo. Apés purificacao, os
bacilos podem ser utilizados vivos por até uma semana ou letalmente irradiados
(Truman & Krahenbuhl, 2001).

O sequenciamento do genoma do M. leprae foi recentemente concluido por
Cole e colaboradores (Cole et al., 2001) e gerou grande expectativa sobre o
conhecimento de sua funcionalidade na patogenia da hanseniase. Apenas 49,5%
do genoma do M. leprae contém genes que codificam para proteinas e o restante
sendo constituido de 1.116 pseudogenes ou genes degenerados (genes que
apresentam perda de regibes necessarias a sua transcricdo e/ou traducgdo).
Quando comparamos seu genoma ao do Mycobacterium tuberculosis verificamos
uma perda macica de genes pelo M. leprae, o que poderia explicar o seu longo
tempo de geragdo e sua incapacidade de se multiplicar in vitro. Analises do

genoma tém revelado defeitos em vias catabolicas, sua regulacéo e sistemas de



transporte, justificando assim, o fato do M. leprae ser um patdgeno intracelular

obrigatdrio (revisto por Vissa e Brennan, 2002).
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Figura 1.2: Modelo esquematico do envelope celular do Mycobacterium leprae. LM:
lipomanana; LAM: lipoarabinomanana; TMM: trealose monomicolato; PIMs: fosfatidilinositol

manosideos; PDIM: ftiocerol dimicocerosato; PL: fosfolipidio. (Vissa e Brennan, 2001).




1.3 A Célula de Schwann

A lesdo neural observada na hanseniase se deve ao tropismo do M. leprae
pelo sistema nervoso periférico. No nervo, o bacilo de Hansen ¢
preferencialmente encontrado no interior de células de Schwann (CS) de fibras
amielinicas (Antia e Shetty, 1997).

As CS se originam da crista neural e constituem as células gliais do
sistema nervoso periférico onde desempenham importante papel na homeostasia
tecidual. Por acdo das neuregulinas secretadas pelos neurénios, as CS passam
pelos estagios de CS precursora e CS imatura até chegar a CS diferenciada
apresentando o fenétipo mielinizante ou ndo-mielinizante nos nervos maduros
(revisto por Mirsky e Jessen, 1999). A formacao de bainha de mielina pela CS é
dependente da presenca dos axbnios e da lamina basal que circunda a fibra
nervosa (Bunge, 1993). Esta lamina basal € composta principalmente por
laminina-2, colageno IV, heparan sulfato, entre outros componentes da matriz
extracelular que sao produzidos principalmente pela CS (revisto por Chernousov e
Carey, 2000).

Além da producéo da bainha de mielina e da lamina basal, as CS possuem
funcdo primordial no processo de regeneragao dos nervos periféricos, fornecendo

substrato e fatores tréficos que irdo permitir o apoio e o crescimento dos axdnios



lesionados. Um aspecto critico da biologia destas células que permite sua
atuacdo nos processos de regeneracdo do nervo esta na sua capacidade de
sobreviverem mesmo na auséncia do axénio (revisto por Misrky e Jessen, 1999).
Meier e seus colaboradores (1999) mostraram que enquanto CS precursoras sao
dependentes de fatores neuronais para a manutencédo de sua sobrevivéncia, as
CS maduras sao capazes de secretar fatores de crescimento que através da sua
acdo autécrina e paracrina promovem sua sobrevivéncia. Importantes
componentes destes sinais de sobrevivéncia sdo os IGFs (fatores de crescimento
semelhantes a Insulina), NT3 (neurotrofina-3) e PDGF-BB (fator de crescimento

derivado de plaquetas).

1.4 Fatores de Crescimento Semelhantes a Insulina (IGFs)

A identificacdo de fatores tréficos importantes no controle da viabilidade
das CS tem permitido a utilizacdo terapéutica destes na regeneracao dos nervos
periféricos em situacdes de traumas fisicos, quimicos e/ou patolégicos. Dentre
estes, destaca-se o IGF-I, que além de sua acdo sobre as CS, promove a
sobrevivéncia e regeneracdo possibilitando seu emprego clinico em doencas
neuroldgicas (Apfel, 1999). Outros relatos reforcam seu papel neuroprotetor in
vivo em neuropatias onde a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias é
observada (Venters et al., 2000).

Os fatores de crescimento semelhantes a Insulina, IGF-I e IGF-II, s&@o
polipeptideos ubiquitinados sintetizados e secretados por muitos tecidos que
podem agir localmente como fatores autdcrinos ou paracrinos ou, ainda, como
fatores enddcrinos circulantes no plasma agindo em sitios distantes. Cerca de
97% dos IGFs estéo ligados a membros da familia de seis proteinas — as IGFBPs
(“IGF-binding proteins”). Estas proteinas se ligam a IGF-I ou IGF-Il com afinidade
equivalente ou maior do que estes aos seus receptores. A formacdo deste
complexo proporciona aos IGFs uma meia-vida prolongada no plasma e contribui
para a formacdo de um reservatorio destes hormonios para sua utilizagdo nos
tecidos. As IGFBPs também contribuem para a inibicdo da acdo dos IGFs quando

estes se encontram em excesso no organismo, assim, a formagédo de complexos



biologicamente inativos ndo permite sua ligacdo aos receptores especificos nas
células (revisto por Rechler e Clemmons, 1998).

As acdes bioldgicas dos IGFs dependem da ativacdo de receptores
especificos. Os receptores de IGFs, IGF-IR e IGF-IIR sdo estruturalmente e
funcionalmente similares ao receptor de insulina. Ambos 0s receptores séo
glicoproteinas compostas de duas subunidades extracelulares (o) e duas
subunidades transmembrana (B). A cadeia B do receptor de IGF € uma tirosina
kinase que fosforila muitos substratos intracelulares desencadeando mdultiplas
vias de sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia, crescimento e proliferagéo
(revisto por Shu-Lian Li et al., 1993). Embora IGF-I possa ligar-se ao receptor de
IGF-Il e ao receptor de insulina sob certas condi¢cfes, sua agcdo mitogénica e anti-
apoptoética € somente mediada por sua ligacdo ao IGF-IR (revisto por Rosen e
Pollak, 1999).

A acao anti-apoptética de IGF-l sobre as células de Schwann foi
inicialmente descrita por Delaney e col. (1999). Os autores utilizaram como
modelo células de Schwann isoladas de nervo ciatico de ratos e verificaram que
IGF-I promoveu a sobrevivéncia de CS cultivadas em meio sem soro por até trés
dias. Neste estudo, também evidenciaram que o horménio IGF-I utiliza a via de
sinalizacdo Pl 3-K (fosfatidilinositol 3-quinase) para prevenir a ativacdo de
caspase-3, que ocorre rapidamente ap0s a retirada de soro. Muitos processos
celulares sdo regulados por esta via, como metabolismo e transporte de glicose,
sintese de proteinas, mitose e diferenciacdo (Marte et al., 1997), além de estar
especialmente relacionada a inibicdo de apoptose (revisto por Butler et al., 1998).
Ainda em 1999, Syroid e col. utilizaram o mesmo modelo descrito por Delaney et
al. (1999) para mostrar a participacdo de IGF-I na regulacdo da sobrevivéncia de
CS mediada por seu receptor especifico IGF-IR. Um componente integral da via
Pl 3-K é a proteina quinase B (PKB), também chamada de Akt (serine/threonine
kinase), pode ser estimulada pelo IGF-IR. Estudos mostram que a prevencao de
apoptose mediada por IGF-I é diminuida em células expressando um dominante
negativo de Akt (Dudek et al., 1997; Kulik e Weber, 1997).



1.5 A Interacido do M. leprae com a Célula de Schwann

Para o entendimento da patogenia do M. leprae no nervo periférico, se faz
necessario um estudo detalhado da interacdo do M. leprae com sua célula
hospedeira, a CS. E nos momentos iniciais da infec¢do, a Unica ferramenta
disponivel consiste na utilizagdo de modelos in vitro constituidos de culturas de
CS purificadas ou co-culturas de CS e neurbnios. Somente recentemente 0s
mecanismos utilizados pelo M. leprae para infectar a CS, assim como os efeitos
da infeccdo na morfologia e metabolismo da célula hospedeira, comecaram a ser
estudados. Sabe-se hoje, por exemplo, que para aderir e infectar as CS, o M.
leprae se liga especificamente ao dominio globular da cadeia (12 da laminina-2, a
isoforma mais abundante de laminina presente na lamina basal que envolve a CS
(Rambukkana et al., 1997). Esta ligacdo parece ocorrer através de duas adesinas
principais presentes na superficie do M. leprae: o glicolipidio fendlico-lI (Ng et al.,
2000) e a proteina LBP/HIp (Shimoji et al.,, 1999; Marques et al., 2000).
Complementando estes estudos, o complexo distroglicana (DG) foi identificado
como um dos possiveis receptores de laminina-2 presentes na membrana da CS
e envolvido na adeséo bacteriana (Rambukkana et al.,1998).

Uma vez no interior da célula hospedeira, os efeitos do M. leprae sobre a
fisiologia da CS ainda s&o pouco conhecidos. Em nosso laboratorio, Alves e
colaboradores (2004), verificaram que a internalizardao do M. leprae na CS ST88-

14 ¢é dependente de vias de sinalizagdo celular envolvidas no processo de



fagocitose. No mesmo trabalho, verificou-se a localizagdo do bacilo vivo em
vesiculas nao acidificadas na CS ST88-14 e macrofagos da linhagem RAW,
contrastando com a localizacéo preferencial dos bacilos irradiados em lisosomas.
Estes resultados indicam que o patégeno é capaz de modular ativamente a via
endocitica na CS, inibindo a fusdo fagolisossomal e favorecendo sua
sobrevivéncia.

Estudos mais recentes mostram que CS infetadas com M. leprae
apresentam alteracdes tanto na morfologia quanto na expressao de moléculas de
adesao celular (Hagge et al., 2002). Um outro dado que indica uma modulacédo do
metabolismo da CS pelo M. leprae é a observacéo recente em nosso laboratorio
mostrando uma modulacdo negativa da expressdo do gene PHEX (gene
regulador de fosfato com homologia a endopeptidases no cromossomo X) da
célula hospedeira. Este gene esta envolvido na regulacdo do metabolismo de
fosfato e seu bloqueio pelo M. leprae pode estar associado a hipocalcemia
observada nos pacientes com hanseniase (Tempone et al, manuscrito submetido

a publicacao).



1.6 Apoptose e Infeccio

Um aspecto ainda pouco estudado no contexto da interacdo CS-M. leprae é a
modulacdo de vias apoptoéticas na célula hospedeira pela bactéria. Conforme
sera discutido mais adiante, esta modulacdo representa uma estratégia muito
importante de sobrevivéncia para patdégenos intracelulares na célula hospedeira.
Os dados da literatura acumulados até hoje revelam que os microorganismos
patogénicos desenvolveram a propriedade de modular as vias de apoptose como
uma estratégia importante no estabelecimento da infeccdo. Os virus, por exemplo,
sdo patdgenos intracelulares e a resposta natural das células infectadas é sofrer
apoptose. Contudo, para driblar esta via de defesa do hospedeiro, os virus
desenvolveram mecanismos de bloqueio de apoptose. J4 as bactérias,
inicialmente descritas como indutoras de apoptose, possuem a capacidade de
tanto ativar como inibir este processo.

Antes de discutir o mecanismo pelo qual as bactérias modulam a apoptose, vale a
pena relembrar alguns aspectos importantes desta via de morte celular.

1.6.1 Vias Sinalizadoras de Apoptose

A palavra grega apoptosis significa “o ato de cair” em referéncia as folhas

que caem das arvores no outono, e foi escolhida por Kerr e colaboradores (1972)



por sugerir “perdas necessarias”, indicando um papel crucial deste tipo de morte
celular para a manutencdo da homeostasia dos tecidos, além de participar da
patogénese de certas doencas. Apoptose €, entdo, um mecanismo muito bem
regulado de morte celular geneticamente programada que ocorre naturalmente.

A apoptose é essencial ao desenvolvimento embrionario, para a
manutencdo do numero de células nos tecidos e contribui para a eliminacdo de
linfécitos auto-reativos e de células infectadas. Este processo € altamente
conservado evolutivamente, sendo bem caracterizado em nematodos como o
Caenorhabditis elegans (Hengartner, 1998).

A sequéncia de eventos celulares ocorridos durante a apoptose inclui
alteracdes morfologicas e bioquimicas: inicialmente a ativacdo de caspases leva a
alteracdes no potencial da membrana mitocondrial acompanhada do aumento
intracelular de Ca*™ e do pH. A permeabilidade da membrana externa da
mitocbndria permite a liberacdo de proteinas para o citoplasma, incluindo
citocromo c¢ (Green e Reed, 1998) e outros fatores pré-apoptéticos. Logo, ocorre a
perda da assimetria lipidica observada pela translocacdo de residuos de
fosfatidilserina (PS) para a camada externa da membrana plasmatica. A
exposicdo de PS tem um importante papel na opsonizacdo dos corpos
apoptoticos e subsequente fagocitose (revisto por Holdenrieder e Stieber, 2004).
A ativacdo de endonucleases especificas leva a clivagem da cromatina em
fragmentos de aproximadamente 200pb e finalmente, o processo culmina com a
desintegracdo da célula em corpos apoptoéticos que serdo removidos através da
fagocitose por outras células, sem que um processo inflamatério seja iniciado
(revisto por Vermes et al., 2000).

Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada é através
dos receptores da morte presentes na superficie celular, que séo ativados em
resposta ao acoplamento de ligantes especificos. Além dos receptores da morte,
a apoptose pode também ser deflagrada por sinais de estresse intracelular que
resultem em disfungcdo mitocondrial, tais como lesdo do DNA (via gene p53),
alteracdes nas vias metabodlicas (aumento do célcio intracelular, reducdo do pH,
estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privacdo dos fatores de crescimento

(revisto por Parolin e Reason, 2001).



Um ponto central durante a ativacao da cascata de sinalizagéo que envolve
a apoptose, sem duvida, € a participacdo das caspases. Estas sdo sintetizadas
como precursores inativos sendo ativadas apdés clivagem proteolitica em residuos
de aspartato. Os sinais de ativacdo incluem a ligacdo de sinais de morte
extracelulares a receptores de superficie ou a liberacdo de proteinas especificas
da mitocOndria induzida pela auséncia de fatores de crescimento (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Vias sinalizadoras de apoptose.



A via intrinseca ou mitocondrial é ativada pela auséncia de fatores troficos enquanto a via
extrinseca € desencadeada pela ligacdo de “sinais de morte” extracelulares a receptores de
superficie. Fonte: BioAgency: www.hioagency.com.br

Uma vez ativadas, as caspases podem clivar outras caspases resultando
numa amplificacdo de uma rede que, efetivamente, levara a célula a um ponto
irreversivel no processo de morte celular denominado “point of no return” (Green,
1998; Wolf e Green, 1999). Particularmente, a caspase-3 tem um papel-chave em
vérias vias de transducdo de sinal que levam a apoptose. Seu papel efetor
contribui na clivagem de citoqueratina, exposicdo de PS (necessaria para a
fagocitose da célula apoptotica por macrofagos), inibicdo de genes responsaveis
pela estabilidade, integridade e ao reparo do DNA e ativacdo de endonucleases
que causam a caracteristica fragmentacéo da cromatina (revisto por Holdenrieder
e Stieber, 2004).

A morte celular por apoptose mediada pela ativacdo de caspases tem sido
extensamente estudada e atualmente, trés vias sinalizadoras de apoptose sao
aceitas de acordo com a caspase iniciadora ativada. S&o elas: a via dos
receptores de morte, utilizando a caspase-8; a via mitocondrial, na qual a
liberacdo de proteinas do interior da mitocéndria leva a ativacdo de caspase-9 e a
via de estresse do reticulo endoplasmatico, atribuida a ativacdo de caspase-12
(revisto por Guimaraes e Linden, 2004).

Muitos dos receptores de morte pertencem a familia de genes do TNF
(Fator de Necrose Tumoral), séo eles: Fas (CD95 ou Apo-1), TNF-R1, DR3 (Apo-
3), DR4 e DR5 (Apo-2). Os ligantes que ativam estes receptores sao moléculas
estruturalmente relacionadas, que pertencem a superfamilia do TNF, tais como:
FasL (ligante de Fas), TNF-q, linfotoxina a, Apo3L, Apo2L ou TRAIL (Ashkenazi e
Dixit, 1998). Estes ligantes especificos induzem a trimerizacdo do receptor e
ocorre a associacao de proteinas intracelulares aos dominios de morte, formando
o DISC (“death-inducing signaling complex”). No caso dos receptores
Fas/Apol/CD95, a pro-caspase 8 se associa ao complexo formado e é ativada
por autoclivagem. Logo apos, caspases efetoras séo ativadas, como caspases—3,

-6 e —7 levando a célula a apoptose (Wallach et al., 1999). Enquanto que o TNF-
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R1 usa uma via intracelular alternativa como JNK/AP-1 e NF-«B, que estdo
envolvidas na resposta imune, diferenciacao e proliferacdo (Nagata,1997).

A via mitocondrial de inducdo de apoptose ocorre devido a auséncia de
fatores de crescimento essenciais a sobrevivéncia celular e acarreta a
permeabilidade da membrana externa da mitocéndria seguida pela liberacdo de
citocromo ¢, Smac/Diablo, AIF (“apoptosis inducing factor”) e endonuclease G. O
citocromo c € normalmente encontrado na face interna da membrana mitocondrial
e estd associado com cardiolipinas, exclusivamente encontradas na mitocondria.
Evidéncias sugerem que a dissociacdo de citocromo c¢ das cardiolipinas € uma
etapa critica para a liberacdo de citocromo c para o citosol e a inducdo de
apoptose (Orrenius, 2004). Apos sua liberagéo, o citocromo ¢ forma um complexo
denominado apoptossomo, contendo Apaf-1 (“apoptosis protease-activing factor-
1”), o iniciador pré-caspase-9 e o citocromo c. Este complexo leva a clivagem de
pré-caspase-9 e inicia a cascata de caspases efetoras como pro-caspases—3, —6
e —7. A liberacdo de Smac/Diablo contribui para a inibicdo de IAPs (apoptotics
proteins), impedindo a ativacdo de caspases pelo blogueio da clivagem destas
pré-enzimas. A translocacdo do AIF para o nucleo inicia a condensacdo da
cromatina e, finalmente, a fragmentacdo do DNA (revisto por Martinvalet et al.,
2005).

Sao reconhecidos dois mecanismos que levam a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa. O primeiro envolve a inducdo da abertura do
poro de transicdo de permeabilidade (“permeability transition”, PT), seguida pela
expansdo da matriz mitocondrial devido a sua hiperosmolaridade. Ocorre, entéo,
a ruptura da membrana mitocondrial externa e posterior liberagdo de citocromo ¢
(Crompton, 1999; Gogvadze et al., 2001). O segundo mecanismo envolve a
participacdo de membros da familia Bcl-2. A proteina Bcl-2 (“B-cell
lymphoma/leukemia”) € encontrada na face citoplasmatica da membrana externa
da mitocondria, no reticulo endoplasmatico e no envelope nuclear (revisto por
Sorenson, 2004). Existem membros anti-apoptéticos como Bcl-2 e Bcl-XL que
inibem a liberacdo de proteinas indutoras de apoptose e membros com atividade
pré-apoptoética, como Bax e Bak. Adicionalmente, a homo-oligomerizagéo destas
com as proteinas Bid e Bim tém um importante papel pré-apoptotico (revisto por
Orrenius, 2004).



Além dos receptores de morte e da auséncia de fatores de crescimento,
agentes patogénicos também podem induzir o processo de morte celular por
apoptose, bem como inibi-lo para seu proprio beneficio (revisto por Knodler e

Finlay, 2001) durante o processo infeccioso, conforme sera discutido a seguir.

1.6.2 Modulacdo da Apoptose por Bactérias Intracelulares Facultativas

A adesdo e posterior fagocitose de bactérias pode desencadear atividades
antimicrobianas essenciais na resposta imune inata do individuo. Entretanto,
mesmo fagocitos altamente especializados em destruir agentes bacterianos
podem ser levados a apoptose. Inimeras sao as citacbes onde bactérias
modulam a apoptose em macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, entre outros tipos
celulares (revisto por DelLeo, 2004). Bactérias gram-negativas como Yersinia
enterocolitica (Mills et al., 1993) e Legionella pneumophila (Muller et al., 1996)
tém sido mostradas como indutoras de apoptose.

A Legionela pneumophila € uma bactéria intracelular facultativa que invade
e se replica dentro de macrofagos alveolares, mondcitos e células epiteliais
alveolares e efetivamente bloqueia a maturacdo do fagossomo ao longo da via de
endocitica (Kwaik, 1998). Entretanto este patégeno induz apoptose durante os
estagios iniciais da infeccdo através de seu contato com receptores de morte na
superficie de macrofagos e células epiteliais, e subsequentemente ativando
caspase-3 (Gao e Kwaik, 1999). Estes dados traduzem uma interessante
estratégia deste patdgeno para invadir, proliferar e, eventualmente, escapar da
célula hospedeira.

Shigella flexneri, agente causador da disenteria bacilar e Salmonella
typhimurium, responséavel por uma inflamacao intestinal aguda muito semelhante
a provocada por Shigella, utilizam mecanismos similares de inducédo de apoptose
em macrofagos in vivo e in vitro. As moléculas lapB da Shi. flexinari e SipB da
Salmonella spp. secretadas no citosol de macrofagos interagem com caspase-1
para desencadear apoptose (Hilbi et al., 1998; Hersh et al., 1999). Evidéncias
indicam que a apoptose induzida pela Salmonella poderia contribuir para o

escape da bactéria devido a extincdo de nutrientes ou até mesmo pelo fim da



replicacdo bacteriana (Lundberg et al., 1999), favorecendo sua disseminacao.
Sabe-se, também, que estas bactérias ndo induzem apoptose em células
epiteliais (Lundberg et al., 1999), entretanto, 0 mecanismo tecido-especifico de
inducdo de apoptose induzida por Shigella e Salmonella ainda ndo é bem
compreendido.

A Yersinia induz apoptose in vivo e in vitro de varias células de mamiferos
pela translocacdo da molécula YopJ para o interior da célula através do sistema
de secrecdo do tipo Ill. Esta molécula se liga a proteinas quinase quinase
mitdégeno-ativada (MAPKK), reprimindo a ativacado de NF-kB (Mills et al., 1993).

1.6.3 Modulacdo da Apoptose por Bactérias Intracelulares Obrigatérias

A inducdo e/ou inibicho de apoptose por patdgenos intracelulares
obrigatorios tem um importante papel na patogenia de uma variedade de doencas
infecciosas. Durante a infeccao, a apoptose pode funcionar como um mecanismo
protetor para o hospedeiro, evitando a disseminacdo do antigeno e eliminando-o
sem suscitar processos inflamatérios que causam dano ao tecido. Por outro lado,
a morte da célula hospedeira resulta na impossibilidade de sobrevivéncia do
agente invasor, por isso a modulacdo de diferentes vias que resultam na apoptose
confere uma excelente estratégia de sobrevivéncia ao patdégeno.

Na literatura encontramos diversos exemplos de bactérias intracelulares
obrigatorias, incluindo Rickettsia rickettsii (Clifton et al., 1998), Chlamydia
trachomatis (Fan et al., 1998), Chlamydia psittaci (Coutinho-Silva et al., 2001) e
Chlamydia pneumoniae (Rajalingam et al., 2001) que ativamente bloqueiam a
apoptose em suas células hospedeiras.

Diferentemente da inducdo da apoptose por Yersinia através da inibicdo de
NF-kB, dados da literatura indicam a participacéo deste fator transcricional sendo
essencial para o bloqueio da apoptose em células endoteliais infectadas por R.
rickettsii (Clifton et al., 1998).

O género Chlamydia, por sua vez possui um duplo papel na apoptose, pois
ora induz a apoptose, ora inibi este processo e isto constitui uma estratégia
utilizada em diferentes estagios da infec¢édo (Fan et al., 1998; Ojcius et al., 1998).

Este género possui trés espécies que sao patogénicas para o ser humano: C.



trachomatis, C. psittaci e C. pneumoniae; todas estas com potencial de infec¢éao
cronica e aguda em diferentes tecidos (revisto por Fischer et al., 2001). Este
patogeno intracelular obrigatorio requer de 2 a 3 dias para sua replicacdo e
dispersédo para as células adjacentes (revisto por Gao e Kwaik, 2000) e por isso
necessita de um ambiente favoravel no hospedeiro. Assim, a acao anti-apoptética
exercida por esta bactéria durante o inicio da infeccdo contribui para a
manutencdo de atividades metabdlicas da célula infectada. Este patégeno utiliza
diferentes mecanismos para inibir a apoptose da célula hospedeira, dentre eles
podemos citar a ativacdo de NF-xB via receptor do tipo Toll-Like, inducéo de
proteinas anti-apoptoticas como IAP (“inhibitors of apoptosis protein”) e Bcl-2
(revisto por Byrne and Ojcius, 2004).

Sabe-se que a viruléncia das micobactérias esta intimamente relacionada a
sua capacidade de interferir na maquinaria da célula hospedeira e sobreviver
dentro do fagossomo, como uma alternativa para garantir sua disseminacao.
Vérios trabalhos descrevem a capacidade de M. tuberculosis (Malik et al., 2003;
Maiti et al., 2001) e moléculas relacionadas como LAM (Vergne et al., 2003) e
fosfatidilinositol (Fratti et al., 2003), em prevenir a maturacao do fagossomo.

Em 2003, Hernandez e colaboradores demonstraram a inducdo de
apoptose em macrofagos infectados com M. leprae. Ainda neste trabalho, os
autores demonstraram a expressdo de RNA mensageiro para 0os genes Bax e

Bak, que estdo diretamente envolvidos na regulacédo da apoptose.

1.6.4 O Fator Transcricional NF-kB

As vias de sinalizacao iniciadas a partir da ligacdo de padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) aos diferentes receptores do tipo Toll-like
(TLRs) culmina com a ativacao de NF-[IB (revisto por Naumann, 2000). Este fator
transcricional tem sido descrito por seu papel na expressdo de genes que estao
envolvidos na resposta inflamatéria através da sinalizacdo por TLR, entretanto
sua ativacao também esta relacionada a resisténcia a apoptose. Patdgenos como

Salmonella, Shigella, Listeria, Rickettsia, Chlamydia, Helicobacter, M. tuberculosis



ativam NF-[1B levando a modulagcdo de mecanismos pré e/ou anti-apoptoticos na
célula hospedeira (revisto por Gao and Kwaik, 2000).

Rel ou NF-KB compreende uma familia de fatores de transcricdo
relacionados estruturalmente e encontrada em eucariotos. Estd envolvida no
controle da expressdo de um grande numero de genes que controlam processos
essenciais como respostas imunes e inflamatérias, crescimento celular e
apoptose (Burstein and Duckett, 2003). O fator de transcricdo NF-[IB é um
heterodimero, composto de duas subunidades. O heterodimero primeiramente
descrito e mais abundante em varios tipos celulares consiste de uma subunidade
de 50kDa (p50-NF[1B1) e outra de 65kDa (p65;RelA), o qual se encontra no
citoplasma associado a uma proteina inibitéria de sua atividade, a IL1B (Mercurio e
Manning, 1999). A atividade dos complexos Rel/NF-[1B & regulada pela interagao
com os membros da familia de inibidores I1B, os quais interagem com a
sequéncia de localizacdo nuclear, localizada na por¢do carboxi-terminal do
dominio RHD (“Rel homology domain”) das subunidades de NF-[IB, inibindo a
translocacdo do fator de transcricdo do citoplasma para o nucleo (Baeuerle,
1998).

NF-xB é ativado por diversos estimulos, incluindo citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-1, ésteres de forbol, toxinas bacterianas como LPS, virus,
radiacdo e uma variedade de mitégenos (Karin and Ben-Neriah, 1999). Estes
estimulos ativam o complexo I[JB quinase, levando a fosforilagdo de IkB. Apds
fosforilacdo, IkB sofre degradagcédo dependente de ubiquitinacdo pelo proteassoma
26S, resultando no desligamento e subseqiente translocacdo do complexo
p50/RelA para o nacleo (May and Ghosh, 1998).

Recentemente, Pereira e col. (2005) demonstraram a participacdo do fator
transcricional NF-kB na resposta de CS a infec¢do por M. leprae. Neste trabalho
mostraram a translocacdo de NF-xkB apoOs tratamento com M. leprae e o
predominio de repressdo transcricional em CS ST88-14. Entretanto, apesar
destes autores mostrarem claramente a translocacdo de NF-kB para nucleo em
CS tratadas com M. leprae, os efeitos moleculares e fisiologicos na célula desta

translocacdo néo foram definidos.



1.7 Influéncia do M. /eprae na Sobrevivéncia e Proliferacio de

Células de Schwann

Dados da literatura sugerem uma relagédo harmoniosa entre o M. leprae e a
CS. Por isso, € amplamente aceito que uma vez dentro da CS o bacilo se
multiplique lentamente durante anos. Mukherjee e Antia (1985) obtiveram
significativa multiplicacdo do M. leprae sem evidéncias de toxicidade celular em
culturas de ganglios de raiz dorsal (DRG) de camundongos neonatos.

Mais recentemente, em 2002, Rambukanna e colaboradores demonstraram
que o M. leprae promove desmielinizacdo contato-dependente na auséncia de
células do sistema imune sem causar morte das CS. Ao contrério, diante este
efeito direto do M. leprae, as CS proliferam significantemente tanto in vitro quanto
in vivo aumentando o numero de CS amielinicas, que constituem as células
hospedeiras preferenciais do bacilo. O fato das CS mielinizantes serem
extremamente resistentes a invasao pelo M. leprae reforcam a hipétese de que o
processo de desmielinizagcdo por esta micobactéria constitui uma interessante
estratégia de sobrevivéncia. Os dados mencionados sugerem gue pelo menos no
inicio da infeccdo, quando o infiltrado inflamat6rio ainda € escasso no nervo, pode
existir uma relacdo harmoniosa entre o M. leprae e a célula hospedeira,
permitindo assim a manutencdo de um nicho favoravel para sua sobrevivéncia e
proliferagao.

A interagcdo do bacilo de Hansen com a CS durante a fase inicial da

infeccdo constitui uma etapa crucial para o estabelecimento e disseminacao da



doenca. Desse modo, a compreensao das estratégias utilizadas pelo M. leprae
para a colonizacdo bem sucedida do nervo periférico pode ser utilizada no

desenvolvimento de novas ferramentas para o controle desta doenca.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Investigar o efeito anti-apoptético do M. leprae sobre a célula de Schwann e o possivel papel

dos horménios IGF-I e IGF-II nesta protec¢éo.

Objetivos especificos:

Estabelecer um modelo de indugcdo de morte celular por caréncia de soro em células de

Schwann humanas da linhagem ST88-14;

= Avaliar o efeito protetor do M. leprae induzido por caréncia de soro em células da linhagem
ST88-14;

= Caracterizar morfologicamente a linhagem ST88-14 em meio sem soro e incubadas com M.

leprae;

= Analisar pardmetros indicativos de morte celular por apoptose induzida por priva¢éo de soro

em culturas da linhagem ST88-14 na presenca de M. leprae;

= Avaliar a capacidade do meio condicionado de culturas da linhagem ST88-14 tratadas com
M. leprae de prevenir a morte celular;

» Verificar a capacidade de M. leprae induzir a expressdo de RNAm para IGF-I e IGF-Il na
linhagem ST88-14;



» Demonstrar a expressao do receptor de IGF-I na linhagem de células de Schwann ST88-14;

= Avaliar o efeito protetor do IGF-I sobre a morte celular induzida por caréncia de soro em CS
ST88-14;

= Verificar se o efeito anti-apoptético do M. leprae sobre as CS ST88-14 é mediado pela

ativacdo de NF-kB.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencdo de Células de Schwann da Linhagem ST88-14

A linhagem de células de Schwann ST88-14 foi isolada de um paciente
com neurofiboromatose tipo | e doada pelo Dr. Jonathan A. Fletcher do
Departamento de Patologia do Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical
School, Boston, EUA. Esta linhagem é estocada em aliquotas, no nitrogénio
liquido, em solucdo contendo 90% de soro fetal bovino (CULTILAB, Campinas,
SP, Brasil) e 10% de DMSO (Sigma).

Para o inicio de cultivo, as células eram descongeladas em banho-maria a
37°C, ressuspensas em um volume de 10mL de meio RPMI 1640 (Invitrogen,
E.U.A) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 mM de HEPES, 100 U/mL
de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 1 mM de L-Glutamax (Invitrogen), pH
7,4. As células eram centrifugadas a 500 x g por 10 min para a retirada do
crioprotetor DMSO e, entédo, ressuspensas novamente em meio RPMI completo
com soro. As culturas eram mantidas em garrafas de cultura (NUNC) de 25 cm?
até obter uma confluéncia de aproximadamente 70% em atmosfera de 5% de CO:
a 37°C.

Por serem células aderentes, seu repique era feito retirando-se o
sobrenadante da cultura, lavando a monocamada com PBS e adicionando-se
0,125% de tripsina, 0,2% de EDTA (Invitrogen) por até 2 min em estufa a 37°C.
Logo apos, adicionava-se meio RPMI completo com soro e a suspensao celular
centrifugada por 10 min a 500 x g. Posteriormente as células eram ressuspensas

em meio RPMI completo com 10% de soro, contadas em camara de Neubauer e



aproximadamente 3,5x10° células eram transferidas para uma nova garrafa de
cultura. Apds a sexta passagem, as culturas eram desprezadas e nova aliquota

estoque da linhagem era descongelada e o cultivo reiniciado.

3.2 Mycobacterium leprae

Para o estudo da interacdo do M. leprae com as células de Schwann foram
utilizadas duas fontes diferentes de micobactérias letalmente irradiadas, conforme
descrito a seguir:

1) M. leprae proveniente de tecidos infectados de tatus foi doado pelo Dr.
Patrick J. Brennan do Departamento de Microbiologia da Colorado State
University, Fort Collins, CO, EUA. Estes bacilos foram obtidos através de
purificacdo de tecidos de figado e baco de animais infectados utilizando o método
de Draper (Hunter et al., 1982).

2) M. leprae proveniente do coxim plantar de camundongos atimicos (nude)
infectados foi gentilmente cedido pelo Dr. James Krahenbuhl, do National
Hansen’s Disease Laboratory, School of Veterinary Medicine, Baton Rouge, LA,
EUA.

Para a realizacdo dos ensaios de interacdo do M. leprae com a célula de
Schwann na presenca de inibidores de NF-xB foram utilizadas bactérias
purificadas de camundongos nu/nu. Os demais ensaios foram realizados com M.
leprae proveniente de tatus.

O numero de bacilos recuperados foi determinado utilizando o método de
Shepard e McRae (1968). Para tal, retira-se uma pequena aliquota para
preparacao de esfregacos em laminas de vidro, para coloracdo pelo Método de
Kynion fazendo diluicbes de 10 e 100 vezes ou sem diluicdo do material. Os
esfregacos eram fixados com formol-leite em vapor de formaldeido e calor. Os
bacilos eram corados pelo método de Kynion utilizando fucsina basica por 5 min,
lavando-se com agua corrente, lavados ligeiramente com solucao alcool-acida e
lavados novamente com agua para a retirada de excesso do corante. Finalmente,

os esfregacos eram corados com azul de metileno por 3 min e lavados com agua



para a retirada do excesso do corante. A contagem do numero de bacilos foi
realizada em microscépio 6ptico com lente de imersdo de 1000x (Nikon Eclipse

E400). Os bacilos eram, entdo, estocados a —20°C até sua utilizacao.

3.3 Cultivo, tratamento com M. leprae e ensaios de viabilidade de
células de Schwann ST88-14

3.3.1 Reacdo Enzimética de Reducgédo do Sal Metiltetrazolio (MTT)

Cerca de 2x10* CS ST88-14 por poco foram plaqueadas em microplaca de
96 pocos (NUNC - fundo chato) com 50 uL de meio RPMI completo
suplementado com 10% de soro e tratadas ou ndo com M. leprae. Posteriormente
a microplacaplaca foi centrifugada a temperatura ambiente por 10 min a 400 x g.
As culturas foram mantidas a 37°C em estufa de 5% de CO:2 e apos atingirem
uma confluéncia de aproximadamente 80%, os poc¢os foram lavados duas vezes
com PBS esteéril contendo CaClz para posterior adicdo de meio RPMI sem soro e
retorno das culturas a estufa.

Para a avaliagdo da viabilidade celular nos tempos zero, 24 e 48 horas
apos a retirada de soro, cada poco da cultura foi incubado com 10 uL de MTT (1,0
mg/mL - Sigma) por 4 horas a 37°C na estufa de 5% de CO:. Apés este periodo,
100 uL de SDS a 10% foi adicionado, as culturas homogeneizadas e a
absorbancia determinada em leitor de ELISA a 590nm (Syroid et al., 1999). Os
resultados apresentados foram expressos em valores de densidade 6tica (D.O.),
correspondentes a redugdo enzimatica do MTT e, transformados em porcentagem
de sobrevivéncia celular, onde as médias da leitura do tempo zero

corresponderam a 100% de viabilidade celular.

3.3.2 Ensaio de exclusio de azul de Tripan
Foram plaqueadas 3x10* CS ST88-14 por poco em placa de 24 pog¢os num
volume de 500uL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Apdés um

periodo de 6 horas incubadas a 37°C em estufa de 5% de COz2, as células foram



tratadas ou ndo com M. leprae e a placa centrifugada a 400 x g por 10 min a
temperatura ambiente e devolvida a estufa. Apds incubagcdo por cerca de 18
horas, o meio foi removido e os pocos lavados por duas vezes com PBS estéril
contendo CaCl2 e o meio RPMI sem soro adicionado as culturas. As culturas
foram mantidas a 37° C em estufa de 5% de CO: e foram feitas contagens do
namero total de células vivas e mortas nos tempos zero, 24 e 48 horas. Para a
realizacdo deste ensaio, 0 meio contendo as células ndo aderentes foi transferido
para microtubos e as células aderentes foram removidas utilizando tripsina a
0,125%, diluida em PBS. Em seguida as células descoladas da placa foram
reunidas as células ndo aderentes e centrifugadas a 325 x g, por 10 minutos, a
temperatura ambiente em microcentrifuga. As células foram, entdo, ressuspensas
em 20 uL de PBS e tratadas com 20 uL de azul de Tripan a 0,2% para a imediata
contagem do numero de células viaveis e mortas em camara de Neubauer.

Para a representacao dos resultados a porcentagem de sobrevivéncia das

células em cada condicédo foi determinada pela seguinte férmula:

% de sobrevivéncia = n° de células viaveis em 24 ou 48h x 100

n° de células viaveis no tempo zero

3.3.3 Coloracido com Diacetato de Fluoresceina e Brometo de Etideo

Utilizamos a coloracdo por diacetato de fluoresceina e brometo de etidio
para a determinacdo de células viaveis (coradas em verde) e mortas (coradas em
vermelho) em ensaio de sobrevivéncia idéntico ao modelo descrito no item
anterior. Para tal, nos tempos zero, 24 e 48 horas, as células tratadas ou ndo com
M. leprae foram lavadas com PBS estéril acrescido de CaClz e coradas com 500
uL da solucdo contendo 2 ug/mL de diacetato de fluoresceina e brometo de
etideo a 4 ug/mL por 5 min. Logo apos, as imagens das culturas foram geradas
através de observacdes ao microscopio de fluorescéncia invertido Nikon TE 300

diretamente na placa de 24 pocos.



3.4 Avaliac3do do potencial da membrana mitocondrial

Para tal procedimento, cerca de 1,5 x10° células ST88-14 eram cultivadas
em placas de 6 po¢os num volume de 2,0 mL de meio RPMI contendo 10% de
SFB. As culturas eram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por um
periodo de 6h antes do tratamento com M. leprae na proporgdo bactéria:célula de
50:1. Apés adicdo das bactérias, as placas eram centrifugadas a 400 x g por 10
min a temperatura ambiente e levadas a estufa por 18h. Os pocos foram, entéo,
lavados duas vezes com PBS estéril contendo CaClz e meio RPMI fresco sem
sorofoi adicionado aos pocos.

Para a analise de induc&o de apoptose, as células eram retiradas da placa,
nos tempos zero, 2, 4 e 6 h apods a retirada de soro, com 500 pL de tripsina diluida
em PBS e centrifugadas a 500 x g a temperatura ambiente por 10 min. Apés a
centrifugagdo, as células foram ressuspensas em 1,0 mL de PBS e incubadas
com 10nM de iodeto de 3,3-dihexyloxacarbocianina (DiOCes — Molecular Probes),
um corante lipofilico incorporado pela matriz mitocondrial (Petit et al., 1995), por
15 min a temperatura ambiente, protegido da luz (Lecoeur et al., 2001). Logo
depois as células foram novamente lavadas, centrifugadas para a retirada de
fluorocromos livres, ressuspensas em 500uL de PBS e mantidas a 4°C até o
momento da leitura. lodeto de propideo (PI) a 0,7 ug/mL foi adicionado aos tubos
em cada condicdo 5 minutos antes da leitura (Faria, 2004). Foram adquiridos
10.000 eventos nos canais FL-1 e FL-3 para DIOCs e PI, respectivamente, em

FACScan (Becton & Dickinson) e analisados pelo programa WinMDI.

3.5 Coloracdo de nticleos com Bis—-benzemida

Com a finalidade de investigar a morfologia nuclear cerca de 3x10* células

ST88-14 por pocgo foram plaqueadas em placa de 24 pocos sobre laminulas de



vidro (Fisherbrand, Pittsburg, E.U.A) tratadas com silane a 4%. As culturas foram
mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO:2 por 6 h. Em seguida algumas
culturas foram tratadas com M. leprae previamente marcado com FITC na
proporcao bactéria:célula de 50:1, as placas foram centrifugadas a 400 x g por 10
min a temperatura ambiente e permaneceram por mais 18 h na estufa. Logo apaés,
as ceélulas foram lavadas com PBS contendo CaCl. e meio RPMI sem soro
adicionado aos pocos. Nos tempos zero e 48 h apls a retirada de soro, o
sobrenadante das culturas foi removido e os pocos lavados com PBS contendo
CaCl: e fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS por 10 min. As laminulas
foram transferidas para uma placa-molde de cera para a lavagem com PBS e
posterior coloracdo com solucdo de bis-benzemida por 5 min e uma ultima
lavagem com PBS (Chuenkova et al., 2001). Colocou-se uma gota de “anti-fading”
(Merck) em uma lamina de vidro. As laminulas foram, entdo, transferidas para
laminas, de modo que ficassem voltadas para a lamina. As laminulas foram
posteriormente imobilizadas utilizando uma gota de Entellan sobre outra laminula
gue foi colocada sobre a lamina com a cultura. Posteriormente as laminas foram

observadas ao microscopio de fluorescéncia.

3.6 Ensaios de Viabilidade com Meio Condicionado

Ensaios de viabilidade celular foram realizados e avaliados conforme
descrito no item 3.3.2. O sobrenadante (meio condicionado) das culturas tratadas
ou ndo com M. leprae na proporcdo bactéria:célula de 50:1 foi coletado apo6s 24 e
48 h de incubacdo em meio sem soro, em microtubos e centrifugados a 325 x g
por 10 min a temperatura ambiente em microcentrifuga. O meio condicionado foi
recolhido e transferido para novos microtubos e mantidos a 4°C até sua utilizacéo
em novas culturas.

Novas placas foram preparadas com 3x10* células ST88-14 por poco e
mantidas a 37°C em estufa de 5% de CO:2 por 24 horas. Os pocgos foram lavados
duas vezes com PBS contendo CaClz e adicionado meio condicionado de culturas

tratadas ou ndo com M. leprae.



A viabilidade das culturas foi analisada através da coloracdo por azul de
Tripan por até 48 h apos a adicdo do meio condicionado. Culturas controles
(incubadas em meio RPMI fresco sem soro) foram adicionadas aos experimentos

e avaliadas pela mesma metodologia.

3.7 Extracdo e Purificacdo de RNA Total de Células de Schwann

Extraiu-se o RNA total de células ST88-14 cultivadas em meio RPMI
complementado com 10% de SFB em placa de 6 pogos e tratadas ou hdao com M.
leprae na proporgdo bactéria:célula de 10:1, de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante do reagente utilizado (Trizol - Invitrogen).

ApOs a retirada do sobrenadante das culturas, as células aderidas foram
lavadas duas vezes com PBS e, entdo, lisadas pela adicdo de 200 [IL do
reagente Trizol. O material era imediatamente processado, ou estocado a — 70° C.

Para a purificacdo do RNA total foram adicionados 200 (L de cloroférmio
para cada 1,0 mL do reagente Trizol. Posteriormente as amostras foram
incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 x g por
15 minutos a 4°C. Apé6s a centrifugacédo, observou-se o aparecimento de fases
com densidades distintas, sendo recolhida, entdo, a fase aquosa (superior) e
transferida para um novo tubo. A estas amostras foram adicionados 500 [IL de
isopropanol. Ap6s 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente o
sobrenadante foi desprezado e as amostras foram novamente centrifugadas a
12.000 x g por 10 minutos a 4°C e foram realizadas lavagens com 1,0 mL de
etanol gelado a 75% do precipitado através de centrifugacdes a 7.500 x g por 5
minutos a 4°C. Em seguida, ressuspendeu-se o precipitado em 20 [IL de agua
deionizada previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).

Apbés a purificacdo, o RNA total das células foi quantificado em
espectrofotometro Ultraspec 2100 Pro (Amershan, Biosciences) e sua integridade
avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 1,2 % na presenca de

formaldeido.



3.8 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total (5ug) de cada uma das amostras foi tratado com Dnase | livre
de Rnase (Invitrogen) por 1 hora a temperatura ambiente com o objetivo de evitar
contaminagcdes com DNA gendmico, de acordo com as recomendacbes do
fabricante.

As amostras foram ressuspensas em 10 [IL de agua deionizada tratada com
DEPC. Cada amostra foi dividida em duas aliquotas de 5 [IL cada e utilizadas
em reacdes de sintese de cDNA na presenca ou auséncia da enzima
transcriptase reversa (Superscript Il — Invitrogen), usando oligo dT como
iniciadores para gerar, respectivamente, e “cDNA good” e “cDNA mock” . As

reagOes foram realizadas de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

3.9 Reacio da Polimerase em Cadeia (PCR)

As reagOes da polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas utilizando-se
como DNA molde os diferentes cDNAs sintetizados conforme descrito no item
anterior.

A enzima utilizada nas reacdes de PCR foi a Tag DNA polimerase,
recombinante (Invitrogen). As reagdes foram realizadas em um volume final de 25
uL sob as seguintes condi¢des: 2,5 uL do tampéo 10X da Taq polimerase, 200
mM de trifosfatos de desoxirribonucleotideos (dNTPs), 0,5 uL de cada
oligonucleotideo utilizado, 2 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 1 unidade (U)
da enzima Taq polimerase e, como molde, utilizou-se 1 uL de cada uma das
reacoes de sintese de cDNA descritas no item 3.9.

A reacdo de PCR foi realizada em uma maquina PTC-100 (M.S.
RESEARCH). O programa de ciclagem das reacdes de amplificacéo foi realizado
da seguinte forma: 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1min e 72°C por 1min e

uma etapa final de extenséo de 72°C por 7min.



Tabela 3.2: Seqliéncia de oligonucleotideos utilizados e tamanho aproximado dos

fragmentos esperados apos a Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR).

Produto Seqiiéncia dos iniciadores Tamanho esperado
amplificado do produto (pb)
GAPDH 1 5" GGGAAACTGTGGCGTGAT 3’ 309
5 AAAGGTGGAGGAGTGGGT 3
IGF-I 5 CAGCAGTCTTCCAACCC 3 425
5 GGCGCTGGGCACGGACAG 3’
IGF-II 5 ACCGCCCCAGTGAGACCCT 3’ 383
5 TTTGGCCTCCCTGAACG ¥

3.10 Eletroforese em Gel de Agarose

As reacbes de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
2%, em TAE 1x e visualizadas sob luz ultravioleta apds coloracdo com solucéo de
brometo de etideo (0,5 ng/mL).

Os fragmentos amplificados foram submetidos a analise densitométrica
(Alpha DigiDOC TM, Alpha Innotech Corporation) pelo programa KODAK 1D 3.6.
Os gréaficos apresentados foram feitos a partir do calculo da razédo entre valores
de densitometria dos genes IGF-I, IGF-Il e GAPDH e os resultados foram

expressos em unidades arbitrarias.

3.11 Obtencdo de Lisado Total de Células de Schwann

Culturas confluentes de CS humanas ST88-14 em meio RPMI
complementado 10% de SFB cultivadas em garrafas de 25 cm? foram lavadas

duas vezes com PBS estéril e lisadas com 200 uL de tampéo de lise (RIPA)




(Current Protocols in Molecular Biology) contendo inibidores de proteases por 15
min no gelo. Os extratos celulares foram passados em seringa de 1,0mL para a
quebra do DNA e centrifugados a 14.000 x g por 15 min a 4°C. Em seguida, o
material precipitado foi descartado e as proteinas contidas no sobrenadante foram
dosadas com acido Bicinconinico (Kit BCA — PIERCE, E.U.A), utilizando a
albumina bovina sérica (BSA) como proteina padrdo. As amostras foram

imediatamente aplicadas em gel de poliacrilamida ou estocadas a — 20°C.

3.12 Eletroforese em Gel de Poliacrilamina na presenca de
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

Para tal procedimento, 50 ug de proteina diluidas em tampao de amostra e
fervidas durante 10 min foram aplicadas em gel de 8,5% de poliacrilamida. O
padrdo de massa molecular (Amershan, Uppsala, Suécia) utilizado é composto
pelas seguintes proteinas: Fosforilase (94 kDa), Albumina de soro bovino (67
kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase carbbnica (30 kDa), inibidor de tripsina
soybean (20,1 kDa) e Lactalbumina-a (14,4 kDa).

A eletroforese foi realizada em tampéo de corrida Tris/Glicina com 0,1% de
SDS, utilizando-se a cuba Mighty Small I SE250/SE260 (Amershan) sob
amperagem constante de 20 mA. O tempo de corrida foi de aproximadamente 2

horas.

3.13 Western blot

ApoOs a eletroforese, o gel e a membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) foram
equilibrados em tampéo de transferéncia e montados no suporte da cuba de
transferéncia. O sanduiche montado (esponja, papel de filtro, gel, membrana de
nitrocelulose, papel de filtro e esponja) foi colocado na cuba e em seguida, 0
tampdo de transferéncia. A transferéncia foi realizada na mini cuba de

transferéncia (Bio-Rad) utilizando corrente de 100V durante 1 hora.



Apés a transferéncia, a membrana foi corada com solucdo amido black
para a identificacdo do padrédo de massa molecular e descorada por trés lavagens
de 5 min com TBS/T. Em seguida, a membrana foi bloqueada com solucédo de
leite 3% (p/v) em TBS/T (TBS/T/leite) por 2 horas. Logo apds a membrana foi
incubada por 1 hora com 1 pg/mL do anticorpo primario IGF-IR-a. (Santa Cruz)
diluido em TBS/T/leite. Apos este periodo, a membrana foi lavada trés vezes com
TBS/T por 10 min e, entdo, incubadas por 40 min com o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:12.000 em
TBS/T/leite. A membrana foi lavada trés vezes com TBS/T por 10 minutos e
transferida para um cassete de revelacao.

A revelagdo foi realizada adicionando-se sobre a membrana 1,0 mL de
substrato quimioluminescente (ECL Advance Western Blotting Detection Kit,
Amershan). Um pedaco de filme (Hyperfilm ECL, Amershan) foi colocado sobre a
membrana, no escuro, por 3 min e, entdo, o filme foi revelado utilizando-se

procedimento convencional.

3.14 Marcacdo Intracelular por Citometria de Fluxo

Culturas confluentes de CS ST88-14 em meio RPMI contendo 10% de soro
cultivadas em garrafas de 25 cm? foram tripsinisadas e centrifugadas a 500 x g
por 10 min a 4°C. As células precipitadas foram lavadas duas vezes com PBS sob
centrifugacfes a 500 x g por 10 min a 4°C. Os procedimentos de marcacao
intracelular foram realizados de acordo com protocolo recomendado pela empresa
R&D Sistems.

Cerca de 4 x 10° células foram distribuidas em microtubos e fixadas em
paraformaldeido a 4% por 10 min a temperatura ambiente sob agitacdo. Logo em
seguida as células foram lavadas mais uma vez em PBS por centrifugacédo a 600
X g por 10 min a 4°C. Apos a centrifugagédo, o PBS foi descartado e as células
foram incubadas com soro AB humano (1:2) por 1 minuto, a temperatura
ambiente. As células foram novamente centrifugadas e, entdo, ressuspensas em

2,0 mL da solucdo de permeabilizacdo contendo 0,1% de saponina. Ap0s nova



centrifugacéo, parte da solucdo de permeabilizacéo foi retirada, permanecendo
apenas 200uL desta solucdo nos tubos para posterior incubacdo com o0s
anticorpos primarios anti-IGF-IR- (Santa Cruz, E.U.A) ou anti-S-100
(DAKOCytomation) por 30 min a temperatura ambiente. As células foram, entéo,
lavadas com a solucdo de permeabilizacdo e incubadas por 30 minutos com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Apds nova lavagem com solucdo de permeabilizacdo, as células foram
ressuspendidas em PBS e centrifugadas mais uma vez. Finalmente, as células
foram fixadas com paraformaldeido 1% e submetidas a aquisicdo de 10.000

eventos em FACSCalibur (Becton & Dickison) em canal de fluorescéncia FL-1.

3.15 Ensaios de viabilidade celular na presenca de inibidores do
fator transcricional NF-«xB

Cerca de 3x10* CS ST88-14 foram cultivadas em 500 uL de meio RPMI
contendo 10% de SFB em placa de 24 pocos e mantidas a 37°C em estufa de 5%
de CO2. Apds 6 horas, os inibidores — em concentracdes adequadas de maneira a
assegurar sua especificidade — descritos na tabela 3.1 ou DMSO (veiculo) e
SN50m (peptideo analogo ao SN50, mas ndo ativo) foram adicionados por 15 min
antes do tratamento com M. leprae na propor¢do bactéria:célula de 50:1. Nestes
ensaios foram utilizadas bactérias letalmente irradiadas, provenientes de
camundongos nude. Apo6s centrifugacdo a 400 x g por 10 min a temperatura
ambiente, as placas retornaram a estufa e, no dia seguinte, o soro foi retirado pela
lavagem dos pocos com PBS contendo CaClz e adicionou-se meio RPMI sem
soro. As culturas foram mantidas na estufa por até 48h apds a remocéao de soro.

A viabilidade celular foi avaliada por azul de Tripan, conforme previamente

descrito, nos tempos zero, 24 e 48 horas apoés a retirada de soro.

Tabela 3.3: Inibidores farmacoldgicos que agem sobre a via de NF-OB e que foram utilizados

neste trabalho.



Inibidor Concentracao Referéncia
Talidomida (Calbiochem) 25 pg/mL Pereira et al., 2005
Gliotoxina (Sigma) 0,2 Oug/mL Ward et al., 1999
SN50 (Calbiochem) 9mM Shou et al., 2002

3.16 Marcacido do M. Jeprae com Isotiocianato de Fluoresceina

(FITC)

Os bacilos utilizados nos experimentos que verificaram a morfologia do
nacleo de CS foram marcados com 0,1 mg/mL de FITC incubados por 1 hora em
PBS a temperatura ambiente. A suspensdo de micobactérias foi centrifugada a
14000 x g em microcentrifuga, e o sedimento foi ressuspenso em 1,5 mL de PBS
e centrifugado mais uma vez. Este procedimento foi repetido novamente para a
retirada de fluorocromo livre (Drevets et al., 1991). As micobactérias marcadas
foram, entdo, ressuspensas em PBS. A eficiéncia da marcagédo foi verificada
através da observacdo em microscopio de fluorescéncia. As micobactérias
marcadas foram aliquotadas e estocadas no freezer —70°C até a sua utilizacao,
sendo uma aliguota separada para determinag¢édo da concentracdo do numero de

bacilos.

3.17 Limpeza de laminulas e tratamento com Silane

As laminulas (Fisherbrand, Pittsbur, PA, EUA) foram colocadas em placas
de vidro comum sobre um pedaco de gaze, embaladas, esterilizadas em
autoclave e, entdo, colocadas em solugdo de silane a 4%
(aminopropytietroxsylane) (Sigma) em etanol absoluto (v/v) por 4 min. Em
seguida, foram transferidas para etanol absoluto por 2 min por duas vezes. Logo
apos, foram lavadas com agua destilada estéril duas vezes por 2 minutos e,

entdo, acondicionadas em embalagens estéreis e colocadas na estufa a 37° C por



24 horas para a secagem. As laminulas foram estocadas em recipiente seco e

estéril até o momento do uso.

3.18 Analise Grafica e Estatistica

Os ensaios eram realizados em duplicatas ou triplicatas e a média de cada
experimento era calculada, além de seu desvio padréo e os valores eram plotados
em graficos de barras utilizando o programa MicroCal Origin.

Foi utilizado o teste t para a comparacdo das medias dos experimentos e
determinacao das diferencas estatisticas considerando as diferencas significativas

para valores de p<0,05.

3.19 Solucdes

Meio RPMI 1640 (Invitrogen, E.U.A)

1x Meio RPMI 1640 (desidratado)
10 mM HEPES
1 mM Glutamax

100 U/mL  Penicilina

100 U/mL  Estreptomicina

1L Agua deionizada (g.s.p)

Esta solucdo era esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22um de
porosidade e estocada a 4° C. No momento de sua utilizacao adicionava-se 10%

(v/v) de soro fetal bovino.

Salina tamponada com Fosfato (PBS)
136 mM NaCl

2 mM KCI

10 mM Na2HPO4



1mM KH2PO4
O pH era ajustado para 7,2 e, em seguida, a solucdo era esterilizada por filtracao

e estocada a 4°C.

Tripsina/EDTA (1x)

0,125% Tripsina
0,2% EDTA

Esta solucao era aliquotada e estocada a —20°C.

Silane (4%)

2 mL Aminopropyltietroxylane
48 mL Etanol absoluto

Solucdo preparada para uso imediato, podendo ser estocada por até cinco dias.

Solucodes para coloracao

Coloragao de Kynion
409 Fucsina basica

20 mL Etanol 95%

Dissolver o corante sob agitacéo lenta e adicionar:
100 mL Agua deionizada

8 mL Fenol liquefeito

Filtrar em papel de filtro e estocar a temperatura ambiente.

Azul de Tripan (0,2%)
100 mg Azul de Tripan
50 mL NaCl 0,9%

Solugdo mantida a temperatura ambiente



Bis-Benzemida (1,25 mg/mL)
25 mg Bis-Benzemida
20 mL PBS

Solucéo aliquotada e estocada a —20°C.

Brometo de Etideo (0,5mg/mL)

50 mg Brometo de etideo
100 mL Agua deionizada
Solucéo aliquotada e estocada a —20°C.

Diacetato de Fluoresceina (bmg/mL)

100 mg Diacetato de fluoresceina
20 mL Acetona

Solucéo aliquotada e estocada a —20°C, protegida da luz.

Isotiocianato de Fluoresceina (FITC — 1mg/ml)

Solucéo aliquotada e estocada a —20°C, protegida da luz.

Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE)

Tampio de Lise de Proteinas (RIPA)

50 mM Tris-HCI pH 7,5
1% Nonidet p40
0,25% Deoxicolato de Sadio

0,1% SDS



1 mM
1mM

NaF
Ortovanadato de Sodio

1comprimido Complete Mini com EDTA (mistura de inibidores de protease)

Gel de Corrida (contendo 8,5% de acrilamida)

2,32 mL
1,26 mL
1,42 mL
50 uL
25 pL
2,5 uL

Agua deionizada

Tris-HCI 1,5M pH 8,8

Acrilamida 30% / Bis-acrilamida 0,8%
SDS 10%

Perssulfato de amoénia 10%

TEMED

Gel de empilhamento (contendo 4% de acrilamida)

1,22 mL
500 pL
260 uL
20 pL
14 uL
2,8 uL

Agua deionizada

Tris-HCI 0,5M pH 6,8

Acrilamida 30% / Bis-acrilamida 0,8%
SDS 10%

Perssulfato de amoénia 10%

TEMED

Tampio de Corrida Tris/Glicina contendo SDS

25 mM
192 mM
0,1%

Tris
Glicina
SDS

Tampio de amostra de Proteinas (6x)

250 pL

Azul de Bromofenol 0,05%



7 mL Tris-HCI 0,5M pH 6,8

3 mL Glicerol

1g SDS

0,93 ¢ DTT

10 mL Agua deionizada (q.s.p)

Solucoes para “Western blot”

Solucio Amido Black

0,1% Amido Black
10% Metanol
2% Acido Acético

100 mL Agua deionizada (q.s.p)

Tampio de Transferéncia

25 mM Tris
192 mM Glicina
20% (v/v)  Metanol

Salina Tamponada com Tris—HCI (TBS)
150 mM NaCl
10mM Tris-HCI pH 8,0

TBS/Tween (TBS/T)

150 mM NacCl

10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,05% Twenn 20



Solucdo de Bloqueio (TBS/T/leite)

5% Leite desnatado
150 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,05% Twenn 20

Solucoes para eletroforese em gel de agarose

Tampio de Amostra de DNA

0,25% Azul de Bromofenol
0,25% Xileno Cianol
0,25% Orange G

30% Glicerol

Tris—-Acetato EDTA (TAE)

4 mM Tris-acetato
1mM EDTA

Solucdes para Citometria de Fluxo

Solucido de Fixac3o

4% Paraformaldeido
1x (v/v) PBS
Solucéo estocada a 4°C por até 2 semanas.



Soluc¢do de Permeabilizacio

0,1% Saponina
0,05% Azida Sddica
1x (viv) Hanks (HBSS) liquido

Solucéo estocada a 4°C, por até 1 més.

Iodeto de Propideo (PI — 100mg/mL)
100 mg Pl
1 mL Agua deionizada

Solucéo aliquotada e estocada a 4°C, protegida da luz.

4. RESULTADOS

4.1 Curva de sobrevivéncia de células de Schwann humanas da
linhagem ST88-14 ap6s remoc¢io de soro

Em nosso estudo utilizamos a linhagem de células de Schwann humanas
ST88-14 devido a sua facilidade de obtencdo e manutencdo quando comparadas
a obtencdo de culturas primérias. Estas células ja haviam sido previamente
utilizadas no nosso laboratério como modelo in vitro para o estudo da interacao de
M. leprae com sua célula hospedeira, mostrando bom grau de infeccéo
(aproximadamente 50%) e mecanismo de adesdo bacteriana semelhante ao
observado em culturas priméarias de CS (Shimoji e col., 1999; Marques e col.,
2000; Alves e col., 2004).

Adotamos um modelo classico de inducdo de apoptose através da
diminuicdo de fatores troficos do meio pela remocédo do soro. Inicialmente,

determinamos a curva de sobrevivéncia das células ST 88-14 em meio sem soro.



Para tal, culturas com 80% de confluéncia mantidas em microplacas de 96 pocos
foram privadas de soro por até 48h e a viabilidade da cultura avaliada pela
reducdo enzimatica do MTT nos tempos de 24 e 48h. Como mostra a figura 4.4,
a cultura apresentou uma viabilidade de 66% +7,2% ap0s 24h, caindo para 42%

+2,5% quando mantida na auséncia de soro num periodo de 48h.
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Figura 4.4: Curva de sobrevivéncia de células ST88-14 ap6s remocao de SFB. 2x10* células
por poco foram cultivadas em placa de 96 pocos com 50uL de meio RPMI com 10% de SFB e
incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% de CO.. Apés este periodo o meio foi removido e
substituido por novo meio RPMI sem soro. As culturas foram mantidas na estufa por até 48h e a
viabilidade celular foi avaliada pela reducdo enzimética de MTT. Os resultados estdo expressos
como média (XxSD) de triplicatas de um experimento representativo. Dois experimentos foram

realizados com resultados semelhantes.

4.2 Efeito do M. leprae na morte celular induzida por privac¢ido de
soro em CS humanas ST88-14: anilise através da reducdo
enzimatica do Sal Metiltetrazolio (MTT)

Estabelecidas as condicbes de inducdo de morte celular, passamos a
investigar o efeito do M. leprae na sobrevivéncia da célula hospedeira.
Inicialmente realizamos ensaios em microplaca de 96 pocos e monitoramos a
sobrevivéncia da cultura através da reducédo enzimética de MTT. Para isso, apos
plaqueadas, as células eram incubadas ou ndo com o bacilo na relagdo bactéria-
célula 5:1 por periodos de até 48h em meio RPMI completo. Apés este tempo de
incubacdo, as bactérias ndo aderidas e/ou internalizadas eram removidas e
adicionava-se meio sem soro aos pocos analisando a viabilidade das culturas por
um periodo adicional de até 48 horas.

Como mostra a figura 4.5, nas culturas controle — néo tratadas com M.
leprae — observamos 58% +2% e 41,6% +2,5% de sobrevivéncia apos 24 e 48h
de privacdo de soro, respectivamente. Interessantemente, as culturas onde M.

BN

leprae foi adicionado mostraram-se mais resistentes a morte celular, com um



indice de sobrevivéncia de cerca de 118,3% 4% e 69% +5% apds 24 e 48h da

remocao de soro, respectivamente.
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Figura 4.5: Efeito do M. leprae na morte celular induzida por caréncia de soro em CS
humanas ST88-14. 2x10* CS por poco foram cultivadas em placa de 96 pocos em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB. M. leprae foi adicionado na proporcéao bactéria-célula 5:1 e as
culturas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 18h. Apds esse tempo, 0 meio foi
removido e substituido por meio sem soro e as culturas incubadas por até 48h. A sobrevivéncia
das culturas foi determinada pela reacdo enzimética de reducdo de MTT e os resultados estéo
expressos como médias (X+SD) de ftriplicatas de um experimento representativo. Dois
experimentos foram realizados com resultados semelhantes. (*) Diferencas estatisticamente
significativas para os valores das culturas tratadas com M. leprae quando comparadas com as

ndo-tratadas calculadas através do teste t, com p<0,05.

4.3 Protecdo da morte de células de Schwann privadas de soro
por M. leprae: andlise através da exclusio de azul de Tripan

Para confirmacdo dos resultados obtidos anteriormente, realizamos novos
ensaios determinando agora a viabilidade celular através da capacidade de
exclusdo do corante azul de Tripan. Para isso, CS ST88-14 foram cultivadas em
placas de 24 pocos em meio RPMI com soro e M. leprae (10:1) foi adicionado as
culturas por um periodo de 18h. No dia seguinte, o meio foi removido e
substituido por meio RPMI sem soro por até 2 dias. O numero de células ndo
coradas pelo azul de Tripan (células vivas), assim como o de células azuis
(células mortas) foi, entdo, determinado através de contagem em camara de
Neubauer, tanto no sobrenadante (células que perderam a adesdo), como na
populacédo celular aderida ao plastico apds tripsinizacéo.

O numero total de células vivas, células mortas e a porcentagem de
sobrevivéncia destas culturas esta representado nas figuras 4.6 A, B e C,
respectivamente. Como mostra a figura 4.6C, cerca de 66% * 12,5% das células
permaneceram viaveis apds 48h de carenciamento, contrastando com 86% * 10%

de viabilidade das culturas incubadas com M. leprae pelo mesmo periodo.
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Figura 4.6: Efeito protetor do M. leprae em células de Schwann privadas de soro. 3x10* CS
ST88-14 por poco foram cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB em placa de 24 pogos por 6
horas quando, entdo, M. leprae foi adicionado na proporcdo bactéria-célula 10:1. A placa foi
mantida em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por mais 18h. Apés este periodo, o meio foi removido e
substituido por meio sem soro e as culturas incubadas por um tempo adicional de 24 ou 48h. O
namero total de células vivas (A) e mortas (B) nos sobrenadantes das culturas e na populacao de
células aderidas foi obtido através da coloracdo com azul de Tripan. A porcentagem de
sobrevivéncia foi calculada em (C). Os valores representam a média (X+SD) de trés experimentos
diferentes realizados em duplicatas. (*) Diferenca estatisticamente significativa entre os valores
das culturas tratadas com M. leprae quando comparadas com as nao-tratadas calculada através

do teste t, com p<0,05.

4.4 O efeito anti—apoptético do M. leprae sobre as células de
Schwann ST88-14 ¢ dose—-dependente

O passo seguinte foi determinar se o efeito anti-apoptotico do M. leprae
sobre a CS era dependente da relacdo bactéria:célula utilizada. Nesta etapa,
assim como em experimentos subsequentes, passamos a adotar o método de
exclusdo do azul de Tripan para avaliacao da viabilidade das culturas.

Conforme podemos observar na figura 4.7, o efeito protetor do M. leprae
mostrou ser dose-dependente. As culturas ndo tratadas apresentaram um grau de
sobrevivéncia de 26% + 9,8% em 48h de privacdo de soro. J& as culturas
tratadas com M. leprae apresentaram um grau crescente de protecao
correlacionado com a relacdo bactéria:célula utilizada. Assim, os valores de
porcentagem de sobrevivéncia na proporcdo bactéria:célula 1:1, 10:1 e 50:1
foram, respectivamente, 54,6% + 11,2%, 93% * 4,6% e 120,7% = 3,8%.
Passamos, entdo, a utilizar a relacdo 50:1 em experimentos subsequentes,

visando otimizar o efeito protetor observado.
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Figura 4.7: O efeito anti-apoptdtico do M. leprae na célula de Schwann é dose-dependente.

A, B e C representam o resultado de um mesmo experimento apds 48 horas de incubagéo das CS



ST88-14 na auséncia de soro. Os dados mostram contagens de células vivas (A) e mortas (B) por
azul de Tripan. Em (C) os resultados estéo expressos em % de sobrevivéncia. Os valores foram
expressos como médias (X+SD) de um experimento realizado em duplicata. Quatro outros
experimentos foram realizados com resultados similares. (*) Diferencas estatisticamente
significativas para os valores das culturas tratadas com M. leprae quando comparadas com as

nao-tratadas calculadas através do teste t, com p<0,05.

4.5 Anéilise morfologica de células de Schwann humanas ST88-14
tratadas com M. leprae

O efeito de protecdo promovido pelo M. leprae nas CS ST88-14, foi
também observado apos coloracdo das culturas com diacetato de fluoresceina
(células vivas coradas em verde) e brometo de etideo (células mortas em
vermelho) e visualizacdo ao microscopio invertido de fluorescéncia. Nestes
experimentos alguns pocos foram submetidos a contagens de células viaveis e
mortas utilizando azul de Tripan, conforme anteriormente detalhado, para efeitos
comparativos.

A figura 4.8 mostra imagens de campos representativos das culturas no
tempo zero — correspondente ao aspecto da cultura antes da retirada do SFB — e
culturas privadas de soro e tratadas ou ndo com M. leprae na proporgéo
bactéria:célula de 50:1. Podemos verificar que as células mantidas em meio com
soro (tempo zero) apresentavam-se aderidas ao substrato e com morfologia
distendida, bi ou multipolar, aspecto caracteristico destas células. Ja nas culturas
desprovidas de soro uma grande quantidade de células encontrava-se em
suspensao, com morfologia arredondada e coradas pelo brometo de etideo

(células mortas) e por isso ndo puderam ser visualizadas nesta imagem. Um



namero reduzido de células permaneciam aderidas a placa, e uma grande parte
destas, coradas em verde, mostravam-se arredondadas, com morfologia alterada.
J& nas culturas tratadas com M. leprae e privadas de soro, o numero de células
mortas em suspensao era menor, com boa parte das células ainda aderidas ao
substrato, mas j& com alguma alteracdo morfolégica. A quantificacdo da
viabilidade pelo azul de Tripan em pocos ndo corados com o diacetato de
fluoresceina/brometo de etideo confirmou a maior viabilidade das -culturas

tratadas com M. leprae (Fig. 4.8D).
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Figura 4.8: Morfologia em microscopia de fluorescéncia de células de Schwann incubadas
ou ndo com M. leprae e privadas de soro. 3x10* CS ST88-14 foram cultivadas sobre laminulas e

tratadas ou ndo com M. leprae (50:1) por 18h. As células foram, entdo, mantidas em meio sem



soro por 48 horas, coradas com diacetato de fluoresceina e brometo de etideo e analisadas ao
microscopio de fluorescéncia (aumento de 20x) (A, B, C). Em (D), o percentual de viabilidade foi
determinado por contagens com azul de Tripan. Os resultados estdo expressos como média
(X+£SD) de um experimento representativo realizado em duplicatas. Outros dois experimentos

foram realizados com resultados similares.

4.6 Anélise do efeito anti—apoptético do M. leprae em CS ST88-

14 por Citometria de Fluxo

4.6.1 Comparacdo dos padrdes de espalhamento luminoso de CS
privadas de soro e tratadas ou n3do com M. leprae

Além dos marcadores convencionais utilizados para identificar a apoptose,
em muitos casos pode-se utilizar o padrdo de espalhamento luminoso das células
quando analisadas por Citometria de Fluxo. Tais parametros revelam o tamanho e
a granulosidade celular — FSC (“Forward Scatter’) e SSC (“Side Scatter”),
respectivamente — 0s quais encontram-se alterados ap6s inducdo de apoptose.
Durante os estagios iniciais de apoptose as células perdem seu volume normal
enquanto a membrana plasmética ainda permanece intacta. Como consequéncia
desta mudanca no volume celular, o FSC diminui e o0 SSC pode aumentar ou
permanecer inalterado (revisto por Vermes et al., 2000). Isso ocorre devido a
formacdo de corpos apoptoticos que sdo detectados como particulas com baixas
propriedades luminosas.

Para melhor monitorar as mudancas morfologicas induzidas pela privacéo
de soro e/ou tratamento com M. leprae, CS foram analisadas em graficos de

espalhamento luminoso utilizando o programa WinMDI. Em todos os graficos da



figura 4.9 observa-se claramente a presenca de duas populacbes celulares: as
células apoptoéticas em estagio tardio, constituida de células com menor volume
celular (area a esquerda), e as células viaveis e/ou em fase precoce de apoptose
(area a direita). As culturas no tempo zero, tratadas ou ndo com M. leprae
apresentaram padrdes FSC x SSC similares (Figura 4.9A, B). Ja nas culturas
incubadas por 4 horas em meio sem soro, grande parte das células pré-tratadas
com M. leprae mantiveram os padrées FSC x SSC comparaveis aos
apresentados nas culturas controle (tempo zero), diferindo das culturas nao
tratadas com a bactéria onde a propor¢cdo de células apoptéticas tardias

a%\ryentou consideravelmente (Figura 4.9%)D).
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Figura 4.9: Analise de espalhamento luminoso por Citometria de Fluxo. Gréficos de
densidade representando os parametros FSC X SSC de culturas de CS ST88-14. 1,5x10° CS
foram cultivadas em placa de 6 pocos em meio RPMI com 10% de SFB. Ap6s 6h de incubacao a
37°C em estufa de 5% de CO: foram tratadas ou ndo com M. leprae (50:1) por 18h. Passado este
periodo os pogos foram lavados e meio RPMI sem soro foi adicionado as culturas por 4h. A figura
mostra dados de um experimento representativo. Outros trés experimentos foram realizados

obtendo-se resultados semelhantes.

4.6.2 Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial de CS tratadas

ou n3o com M. leprae e privadas de soro.

A apoptose distingue-se da necrose por eventos Unicos que incluem
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e posterior liberagcdo de fatores
indutores de apoptose (revisto por Vermes et al., 2000). Para avaliar o potencial
da membrana mitocondrial de CS tratadas ou ndo com M. leprae e privadas de
soro, utilizamos o corante lipofilico iodeto de 3,3-dihexyloxacarbocianina (DiOCe)
para a analise da inducéo de apoptose através de Citometria de Fluxo.

As CS ST88-14 foram cultivadas e tratadas ou ndo com M. leprae,
conforme descrito na figura 4.9, permanecendo por até 6h em meio sem soro.
Passado este periodo, as células foram retiradas da placa e coradas com DiOCs
por 15 minutos a temperatura ambiente e submetidas a analise em citdmetro de
fluxo.

Os resultados obtidos sdo mostrados nos histogramas da figura 4.10. A
regido de analise pode ser visualizada na figura 4.10A. Restringimos nossa
analise para esta populacdo de células ja que a segunda populacdo exibe
caracteristica de células em uma fase mais tardia de apoptose, como a
diminuicdo do volume celular e coloracdo por iodeto de propideo (dado nao
mostrado). Nas culturas correspondentes ao tempo zero e tratadas com M.
leprae, as células apresentaram bom potencial de sua membrana mitocondrial,
caracterizado por sua intensa marcagdo com o corante DiOCe (Figura 4.10B).

Durante a incubagcéo de 6h em meio sem soro as células foram gradativamente



perdendo a intensidade de fluorescéncia pela perda da polarizacdo da membrana

mitocondrial.

Interessantemente, as células

incubadas com M.

leprae na

proporcdo 50:1 mantiveram o padrdao de marcacdo com DiOCs, comparavel as

células mantidas em meio com 10% de SFB (Fig. 4.10C, D).
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Figura 4.10: Avaliacao da permeabilidade da membrana mitocondrial de CS tratadas com M.
leprae. 1,5x10% CS ST88-14 por poco foram cultivadas em placa de 6 pocos e tratadas ou nao
com M. leprae (50:1). Ap6s 18h, os pogos foram lavados com PBS e adicionado meio sem soro.
Alguns pocos ndo tratados com M. leprae foram mantidos em meio com 10% de SFB (azul). As
células foram coradas com DiOCs nos tempos de zero, 2 e 6h apés a troca do meio. (A) Gréfico
bidimensional de pontos mostrando o padrédo FSC x SSC da populacéo de células analisadas. (B)
Histograma de culturas no tempo zero tratadas (preto) ou ndo (verde) com a bactéria. (C, D)
Culturas acompanhadas por 2 e 6 horas apés a lavagem dos pocos e adigdo de novo meio RPMI
sem soro, respectivamente. As células foram detectadas por canal FL-1. Estes dados séo
representativos de trés experimentos. Med, mediana da intensidade média de fluorescéncia.

Em outra andlise mostrada na figura 4.11, coramos as mesmas ceélulas
com a combinacdo DiOCe e iodeto de propideo (Pl) que permite a discriminagéo
entre células viaveis, células em estagio precoce de apoptose e células em
estagio mais avancado de apoptose. Células em estagio tardio de apoptose e
necrose secundaria perdem a integridade da membrana plasmética, sendo
permeaveis ao corante iodeto de propideo que se incorpora ao DNA. Apds
coloragdo com DiOCs, Pl era, entdo, adicionado 5 minutos antes da leitura em
citobmetro de fluxo. Nesta analise, ficou igualmente evidente que as células
incubadas previamente com M. leprae (50:1) conseguiram manter a intensidade
da coloracdo por DIOCes. Como esperado, as células da regido analisada ndo se
coraram com PI, compreendendo esta regido o somatorio de células viaveis e em
estagio inicial de apoptose. Estes resultados reforcam a idéia de que a presenca
da bactéria torna as CS mais resistentes a apoptose induzida pela privacdo de

Soro.
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Figura 4.11: Analise do efeito anti-apoptotico do M. leprae através de coloragéo por DiOCs e
PI. CS humanas foram tratadas conforme descrito anteriormente. A suspenséo celular foi incubada
por 15 minutos com DiOCes e PI foi adicionado 5 minutos antes da leitura. (A) Padrdo de
espalhamento luminoso mostrando a populagdo analisada. (B, C) Gréficos de culturas no tempo
zero. (D-G) Culturas privadas de soro por 4 e 6h e tratadas ou ndao com M. leprae 50:1 As
amostras foram detectadas pelos canais de fluorescéncia FL-1 (DiOCs) e FL-3 (PI) em citémetro

de fluxo. Dados representativos de trés experimentos independentes.

4.7 Avaliacio em microscopia de fluorescéncia da morfologia
nuclear através de coloracio com bis—benzemida

Uma etapa tardia da morte celular programada consiste na condensacéo
da cromatina seguida de fragmentacao nuclear. Sendo assim a morfologia nuclear
constitui um bom parametro para a identificacdo de células em processo de
apoptose. Nesta etapa do trabalho células ST88-14 - plaqueadas e tratadas ou
ndao com M. leprae conforme descrito anteriormente - tiveram seu ndcleo corado
por bis-benzemida e a morfologia observada ao microscoépio de fluorescéncia.

A figura 4.12 mostra imagens de campos representativos de culturas no
tempo zero e culturas tratadas ou ndo com M. leprae e mantidas em meio sem
soro por 48h. Em 4.12A pode-se observar a morfologia nuclear arredondada,
caracteristica de células vivas, enquanto que em 4.12B os nlcleos mostram-se
menores e alterados caracterizando a condensacdo da cromatina encontrada em
células em apoptose. Quando observamos a imagem da cultura tratada com a
bactéria (Fig. 4.12C), percebemos que a morfologia dos nudcleos foi preservada,
indicando maior sobrevida das células. Interessantemente, células que
internalizaram ou ndo o M. leprae apresentaram nucleo com morfologia
preservada, sugerindo que a secrecao pelas CS de algum fator soltvel, induzida
pela fagocitose do M. leprae, poderia estar contribuindo para a manutencdo da

sobrevivéncia das células adjacentes.
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Figura 4.12: Morfologia nuclear de células de Schwann tratadas ou ndo com M. leprae e privadas de
soro. 3x10* CS ST88-14 foram cultivadas em pogos com laminulas de placas de 24 pogos em meio RPMI
com 10% e mantidas a 37°C em estufa de 5% de CO2 por 6h. Logo apds, as culturas foram tratadas ou ndo
com M. leprae (ponta de seta) previamente marcado com FITC (verde) e hovamente mantidas na estufa por
um periodo de 18h antes da lavagem dos pogos. Os nucleos (seta) foram, entdo, corados com bis-benzemida
(azul) apos 48h da retirada do soro. (A) cultura no tempo zero; (B) células sem soro e (C) células tratadas em

meio sem soro. Aumento de 20x.

4.8 Meio condicionado de CS tratadas com M. /eprae promove a

sobrevivéncia de células privadas de soro

CS podem sustentar sua sobrevivéncia através da secrecdo de fatores
como IGFs, PDGF-BB e NT-3, que agem de maneira autécrina e paracrina,
blogueando a morte celular (Meier et al., 1999). Nesta etapa do trabalho
investigamos a possivel participacdo de fatores sollveis secretados por CS na
sobrevivéncia promovida pelo M. leprae. Realizamos ensaios de sobrevivéncia
nas mesmas condi¢bes descritas anteriormente para a avaliagdo da viabilidade
celular por azul de Tripan. Os sobrenadantes (meio condicionado) das culturas
tratadas ou ndo com M. leprae por 24 e 48 horas privadas de soro, foram
coletados e estocados a 4°C em microtubos. Novas culturas foram, entéo,
preparadas e os meios condicionados (MC) de 24 e 48 horas adicionados ao
invés do meio RPMI sem soro. As culturas foram mantidas por até 48h sob
monitoramento da inducédo de morte celular por azul de Tripan.

Os dados de sobrevivéncia da cultura utilizada para gerar os meios
condicionados estao representados na figura 4.13A, onde verificamos a protecao
das CS incubadas com M. leprae frente a inducdo de apoptose. O meio
condicionado coletado tanto em 24h quanto em 48h de culturas n&o tratadas com
M. leprae néo foi capaz de promover a sobrevivéncia das CS e a sobrevida destas
culturas pbde ser comparada as culturas controle (Fig. 4.13A). Ja 0 meio
condicionado de 24, mas ndo o de 48 horas de culturas tratadas com M. leprae
demonstraram efeito protetor de morte celular (Fig. 4.13B). Nossos resultados

sugerem que a secrecao de fatores de crescimento por CS estaria envolvida



nesta protecao, visto que o meio condicionado de culturas tratadas com M. leprae

também promoveu a sobrevivéncia destas células.
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Figura 4.13: Efeito anti-apoptético induzido por meio condicionado de culturas de CS

incubadas com M. leprae. (A) Cultura para obtencao de meio condicionado de culturas tratadas



ou ndo com M.leprae na proporcdo 50:1. Os sobrenadantes foram recolhidos apds 24 e 48h de
privacdo de soro e transferidos para novas culturas contendo cerca de trinta mil CS para avaliacdo
da sobrevivéncia ap6s 48 horas de incubacéo através da coloracédo por azul de Tripan. (B) Efeito
dos Meios condicionados de 24h (MC24) e 48h (MC48). Os dados representam a média (X£SD)
de duplicatas de um experimento representativo. Outros trés experimentos foram realizados e
mostraram resultados similares. (*) Diferencas estatisticamente significativas para os valores das
culturas tratadas com M. leprae quando comparadas com as nao-tratadas calculadas através do

teste t, com p<0,05.

4.9 Inducdo em CS da expressio de RNAm para IGF-I e IGF-II

por M. leprae

Tendo em vista os resultados anteriores e dados da literatura (Meier et al.,
1999, Syroid et al., 1999 e Delaney et al., 2001) apontando o papel neuroprotetor
de IGF-I e IGF-Il, consideramos que estes seriam possiveis candidatos para a
acao protetora da bactéria nas CS. Para avaliar esta hipotese resolvemos
investigar a capacidade de M. leprae em induzir a expressao de RNAm para IGF-I
e IGF-Il em CS ST88-14. Para atingir este objetivo, CS foram cultivadas em
placas de 6 pocos em meio RPMI contendo 10% de soro e tratadas ou ndo com
M. leprae na proporcdo 10:1. Apés periodos de 4 e 24 horas de incubacgédo, os
pocos foram lavados e as células lisadas com reagente Trizol. O RNA total foi
isolado e submetido ao tratamento com a enzima transcriptase reversa para a
sintese de DNA complementar. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose e visualizadas sob luz ultravioleta apds coloracéo
com brometo de etideo.

Observando a figura 4.14A verificamos que o tratamento com M. leprae
induziu a expressdo de IGF-l em CS nos periodos de 4 e 24 horas. Ja a
expressdo de RNAm para IGF-1l s6 péde ser observada apés 24h de tratamento
com a micobactéria (Fig. 4.14B). Nao foram observadas amplificacbes para

ambos os genes nas reagfes controle (células ndo tratadas com M. leprae).
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Figura 4.14: M. leprae induz a expressdo de RNAm para IGF-I e IGF-Il em CS humanas ST88-
14. Foram utilizados DNA complementares obtidos a partir de RNA total de CS ST88-14 incubadas
ou ndo com M. leprae 10:1 em meio RPMI contendo 10% de SFB. (A, B) produtos de amplificacéo
para IGF-I e IGF-Il, respectivamente, obtidos em gel de agarose 2%, TAE 1X e corados com

brometo de etidio. (1) Marcador 1000pb ladder; (2-7) amplificacdo do gene gliceraldeido 3-fosfato



desidrogenase (GAPDH) expresso de forma constitutiva (gel superior) e para o gene para IGF-I
(A) e IGF-II (B); (2, 3) culturas controle; (4, 5) culturas tratadas com M. leprae por 4 horas; (6, 7)
culturas tratadas com M. leprae por 24 horas. (C, D) Analise densitométrica dos géis. UA,

unidades arbitréarias.

4.10 Expressio de IGF-IR em CS humanas ST88-14

A atividade biologica de IGF-I requer a ligacdo a um receptor
transmembrana especifico, o IGF-IR. Com o0 objetivo de verificar a expressao
deste receptor, células ST88-14 foram lisadas com tampao RIPA. As proteinas do
lisado celular foram fracionadas em SDS-PAGE 8,5% e transfereridas para
membrana de nitrocelulose que foi, entdo, incubada com anticorpo especifico

para o receptor IGF-IR. A figura 4.15A mostra o resultado do “western blot”
realizado, indicando a presenca de uma banda de ~94 kDa, correspondente a
subunidade beta do IGF-IR no lisado de células ST88-14.

Utilizamos, ainda, outra metodologia para verificar a expressdo deste
receptor nas células ST88-14. Células ST88-14 foram tripsinizadas e incubadas
com anticorpo anti-IGF-IRp para a marcacéo intracelular da cadeia  do receptor
de IGF-1 e submetidas a analise por Citometria de Fluxo. Utilizamos como
marcador especifico para CS o anticorpo anti-S-100. A figura 4.15B mostra a

expressdo de IGF-IR em todas as células ST88-14 analisadas.
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Figura 4.15: Expresséo de IGF-IR em CS humanas ST88-14. Culturas de CS humanas ST88-14
foram crescidas em meio contendo 10% de soro. (A) Lisado total de CS (50ug de proteinas) foi
fracionado em gel de 8,5% de acrilamida e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. A

membrana foi revelada com anticorpo anti-IGF-IRJ utilizando substrato quimioluminescente. (B)



Analise por Citometria de Fluxo com marcagéo intracelular para a cadeira p de IGF-IR (verde) e S-
100 (preto).

4.11 Efeito anti—apoptético de IGF-I em CS humanas ST88-14

A ligacdo do IGF-I ao seu receptor induz a ativacéo de vias de sinalizacao,
incluindo a de fosfatidil inositol 3-quinase (Pl 3-K) que est& relacionada a inibicao
de apoptose (revisto por Butler et al., 1998). Sendo assim, resolvemos investigar
a funcionalidade do receptor de IGF-I expresso em CS ST88-14 através da
inducdo de apoptose pela remocdo de soro. Foram realizados ensaios de
sobrevivéncia, onde culturas de CS em meio RPMI com 10% de soro foram
mantidas a 37°C em estufa de 5% de CO:2 por 24h e ap0s este periodo 0s pog¢os
foram lavados e adicionado novo meio RPMI sem soro acrescido de doses
crescentes de IGF-I recombinante. As culturas foram incubadas a 37°C por mais
48h e a viabilidade monitorada pela coloragédo com Azul de Tripan.

Através deste ensaio demonstramos que IGF-I foi capaz de proteger CS
ST88-14 de morte quando adicionado em culturas sem soro, de maneira dose-
dependente (Fig. 4.16).
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Figura 4.16: IGF-I previne a morte de CS mantidas em meio sem soro. Cerca de 3x10* CS
ST88-14 por poco foram plagueadas em meio contendo 10% de soro em placa de 24 pocos. No
dia seguinte, o meio foi removido e os pocos foram lavados com PBS. Meio RPMI sem soro
contendo ou ndo IGF-I (5-20 ng/mL) foi adicionado e a viabilidade das culturas monitorada apés
48h. A média (X+SD) do percentual de sobrevivéncia foi calculada a partir da contagem de células

viaveis em 48h através da coloragcdo com azul de Tripan.



4.12 Participacdo de NF—«B na protecdo de morte celular por

M. leprae

Varios patdgenos inibem a morte celular das células do hospedeiro através
da ativagcdo do fator transcricional NF-kB, uma via anti-apotoética classica (revisto
por Gao e Kwaik, 2000).

Com o objetivo de investigar o envolvimento deste fator transcricional no
efeito anti-apoptoético do M. leprae na CS, numa etapa seguinte deste trabalho
realizamos ensaios de sobrevivéncia na presenca de conhecidos inibidores de
NF-xB. Utilizamos as mesmas condi¢des de tratamento para indugéo de apoptose
ja descritas na figura 4.6, contudo, em alguns pocos o M. leprae era adicionado
juntamente com uma das seguintes drogas: talidomida, gliotoxina ou SN50. A
figura 4.17 mostra que o pré-tratamento das culturas com Talidomida (Fig. 4.17A)
resultou na neutralizacédo do efeito protetor do M. leprae sobre as CS. Este efeito
nao foi observado quando o veiculo da droga (DMSO) foi adicionado aos poc¢os-
controle. Resultados semelhantes foram vistos utilizando Gliotoxina como inibidor
(Fig. 4.17B). A figura 4.17C mostra que apoés tratamento com SN50 as culturas
atingem niveis de morte celular comparaveis as culturas nao tratadas com M.
leprae. Ja a utilizacdo do peptideo-homélogo ndo ativo SN50m néo alterou a

capacidade de M. leprae em manter a sobrevida das células.
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Figura 4.17: O efeito anti-apoptético do M. leprae sobre as CS é bloqueado por inibidores de
NF-kB. Células ST88-14 foram pré-tratadas com os inibidores Talidomida (A), Gliotoxina (B) e
SN50 (C) por 15 min antes da adicdo de M. leprae na propor¢cédo 50:1. Apdés 48h em meio sem
soro, a viabilidade celular foi avaliada pela coloracdo com azul de Tripan e o percentual de
sobrevivéncia calculado a partir da média (X+SD) de trés experimentos independentes. (*)
Diferencas estatisticamente significativas para valores obtidos nas culturas tratadas com M. leprae
e com inibidor em relagdo as tratadas com M. leprae na auséncia de inibidor determinadas através

do teste t, com p<0,05.



5. DISCUSSAO

A capacidade de microorganismos patogénicos de modular as vias de
apoptose nas células do hospedeiro tem se revelado como um mecanismo
bastante difundido utilizado para o estabelecimento bem sucedido da infeccao
(revisto por Gao e Kwaik, 2000). O M. leprae é um patégeno intracelular
obrigatorio e seu tropismo pelas CS causa inflamacéo, fibrose, desmielinizacdo e
degeneracdo dos nervos periféricos. Contudo, os mecanismos de patogenia do
bacilo no nervo séo ainda pouco conhecidos. No presente trabalho investigamos o
efeito anti-apoptético do M. leprae na célula de Schwann, com o intuito de
contribuir para a definicdo dos mecanismos adotados por esta bactéria para a
colonizac@o bem sucedida do nervo periférico.

O carater crénico da hanseniase, aliado a auséncia de um modelo
experimental que mimetize a infeccdo no homem, impde a utilizacdo de modelos
in vitro de culturas de CS purificadas ou co-culturas de CS-neurdnios para
investigar a interacdo patdgeno-célula hospedeira nos estagios iniciais da
infeccdo. Neste trabalho utilizamos a linhagem de CS humana ST88-14 devido as
dificuldades de obtencdo e manutencdo de culturas primarias. Apesar de serem
isoladas de um tumor maligno nos nervos periféricos (Fletcher et al., 1991),
justificamos nossa escolha pelo fato de serem células de facil cultivo e por
apresentarem similaridades com culturas primérias. Além disso, apresentam uma
boa taxa de associacdo apds apenas 2 horas de incubagdo com M. leprae (Alves,
2003) e 0 mecanismo de adesdo bacteriana a estas células se assemelha ao
descrito em culturas primarias (Marques et al., 2000).

Inicialmente nos preocupamos em padronizar um modelo de apoptose nas
células ST88-14. Como a privacdo de fatores de crescimento do meio através da
retirada de soro € classicamente utilizada em estudos de induc¢do de morte celular
por apoptose em CS (Delaney et al., 1999; Syroid et al., 1999; Chuenkova et al.,
2001), utilizamos este protocolo nas culturas de CS ST88-14. Avaliamos a



viabilidade celular através da capacidade das células viaveis de reduzir o sal
metiltetrazolio (MTT). A avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de reducao
enzimatica do MTT é feita por quantificacdo colorimétrica de um produto formado
(formazan) a partir da acdo de desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas
sobre o0 substrato exégeno (Mosmann, 1983; Berridge e Tan, 1993). Esta
metodologia tem sido utilizada em diversos sistemas celulares e se mostrou
eficiente em condi¢cdes experimentais, conforme descrito por Syroid e col. (1999)
e Valente e col. (2000). A curva de sobrevivéncia das células ST88-14 privadas
de soro por 48 horas mostraram um percentual de células vivas de 30 a 60%,
comparavel aos resultados previamente obtidos com culturas de CS primarias de
nervo ciatico de ratos (Campana et al., 1999).

Uma vez estabelecido o nosso modelo de indugdo de apoptose in vitro,
partimos para uma proxima etapa do trabalho, onde comparamos o grau de
sobrevivéncia de culturas de CS ST88-14 pré-tratadas ou ndo por 18 horas com
M. leprae. Para a avaliacdo da viabilidade, inicialmente repetimos o ensaio de
reducdo do MTT. Nossos resultados mostraram que as células ST88-14 pré-
tratadas com M. leprae mantinham capacidade integral de reducdo de MTT apds
24 horas de privacdo de soro, contrastando com as culturas ndo-tratadas com M.
leprae. O efeito do M. leprae era, contudo, transitério, uma vez que com 48 horas
de incubacao as culturas tratadas com a bactéria apresentavam baixo indice de
reducdo de MTT semelhante as culturas ndo tratadas com M. leprae.

Em sistemas in vitro o processo de apoptose celular evolui para um estagio
terminal denominado de necrose, caracterizado pela perda da seletividade da
membrana celular. Uma metodologia classica de avaliacdo desta perda se baseia
na propriedade das células de excluir o corante vital azul de Tripan. A
quantificacdo de células em apoptose secundaria foi, entdo, determinada em
culturas pré-tratadas ou ndo com M. leprae e privadas de soro por 48 horas. Os
resultados obtidos ratificaram aqueles gerados com MTT, confirmando um efeito
anti-apoptoético do M. leprae sobre as células ST88-14. Além disso, essa protecéo
mostrou ser dependente da concentracdo de bacilos utilizada. Variando esta
concentracdo de 1 a 50 bactérias por célula, observamos um efeito crescente nos

indices de sobrevivéncia com os valores préximos a 100% na relacéo 50:1.



A protecao fornecida pelo M. leprae a CS foi também observada através da
coloracdo com diacetato de fluoresceina e brometo de etideo seguida de andlise
nas culturas em microscopio de fluorescéncia invertido. Neste ensaio, a atividade
de enzimas esterases, abundantes no citoplasma das células, € avaliada pela
capacidade de hidrélise do corante lipofilico diacetato de fluoresceina que
fluoresce unicamente apos hidrolise. As células vivas se coram, assim, em verde,
engquanto que as mortas sdo contracoradas com brometo de etideo que penetra
rapidamente nestas células, caracterizando a perda de seletividade na sua
membrana plasmatica. Além de confirmar uma menor taxa de morte nas culturas
pré-tratadas com M. leprae, a aplicacdo desta metodologia permitiu também
monitorar mudancas na morfologia das células que reforcaram ainda mais o dado
do efeito protetor fornecido pela bactéria a CS.

O efeito protetor do M. leprae sobre as CS ficou também evidente quando
analisamos um marcador precoce de células apoptéticas. Todos os metdédos até o
momento empregados no nosso estudo medem parametros que ocorrem em
estagios tardios da morte celular. Visando complementar estes resultados,
avaliamos numa etapa seguinte do trabalho a perda de potencial da membrana
mitocondrial (Aym), descrita como um evento inicial que ocorre durante a
apoptose. Alteracdes na mitocondria, como a queda no potencial da membrana
desta organela, tém sido consideradas determinantes na cascata de sinalizacéo
qgue culmina na ativagéo de caspases (revisto por Orrenius, 2004). A avaliacdo do
Aym tem também sido utilizada para indicar a indugdo de apoptose em linhagem
de macrofagos murinos infectados com diferentes cepas de uma outra
micobactéria, o M. tuberculosis (Abarca-Rojano et al., 2003). O Aym nas CS foi
determinado no nosso trabalho por citometria de fluxo utilizando metodologia
classica baseada na coloracdo com o corante mitocondrial lipofilico DiOCe.
Enquanto as células ST88-14 nao tratadas com M. leprae mostraram perda de
potencial da membrana mitocondrial j& com duas horas de privacdo de soro, as
células pré-tratadas com M. leprae mantiveram o Aym inalterado, mesmo apoés 6
horas na auséncia de soro, apresentando um perfil comparavel as células
mantidas em meio com 10% de SFB.

J& os experimentos de coloracdo dos nucleos de CS com Bis-Benzemida

em culturas de CS tratadas com bactérias previamente marcadas com FITC



permitiram avaliar a morfologia nuclear de células que haviam fagocitado ou néo
as bactérias. As culturas nao-tratadas com M. leprae revelaram a morfologia
alterada, caracteristica da condensacdo da cromatina ocorrida durante a
apoptose. Ao contrario, as culturas tratadas com M. leprae e mantidas também
em meio sem soro pelo mesmo periodo, preservaram a morfologia do nucleo,
indicando o bem-estar da cultura. As imagens obtidas permitiram visualizar um
dado muito relevante. Mesmo as células que nao internalizaram a micobactéria
mantinham a morfologia nuclear, sugerindo que a secrecado pelas CS de algum
fator soltvel, induzida pela fagocitose do M. leprae, poderia estar contribuindo
para a manutencdo da sobrevivéncia de células adjacentes.

Passamos, entdo, a investigar os mecanismos utilizados pelo M. leprae
para modular as vias apoptoticas da CS. Inicialmente geramos meio condicionado
de CS tratadas com M. leprae e observamos que a semelhanca da incubacao
com a bactéria, este meio promovia a sobrevivéncia de culturas tratadas com a
mesma. Estes experimentos confirmaram a presenca de fatores solUveis no meio
de cultura das células tratadas que promoviam a sobrevivéncia.

Estes dados nos levaram a buscar possiveis candidatos para este efeito.
Dentre os potenciais candidatos para o efeito protetor do M. leprae estariam o
IGF-I e o IGF-II, que tém sido apontados como fatores neurotréficos em diversos
trabalhos (Cheng et al., 2001; Delaney et al., 2001; Delaney et al., 1999; Meier et
al., 1999). Dados na literatura ja haviam comprovado a capacidade de CS de
promoverem sua propria sobrevivéncia através da secrecdo de fatores de
crescimento, dentre eles IGF-I e IGF-Il, pelo estabelecimento de um circuito
autocrino e paracrino (Meier et al., 1999). Em 1999, Delaney e colaboradores
descreveram o efeito anti-apoptético do IGF-I mediado pela inibicdo da ativacéo
de caspase-3. Eles utilizaram CS provenientes de nervo ciatico de ratos de 3 dias
e induziram a apoptose pela retirada de soro do meio por até 72 horas. O
tratamento das culturas com IGF-I foi, contudo, capaz de proteger,
significativamente, as CS de apoptose. Realizamos experimentos similares com a
CS ST88-14 e a incubacdo com 5-20 ng/mL de IGF-I recombinante protegeu de
maneira dose-dependente a apoptose de células incubadas em meio sem soro.
Um resultado relevante foi demonstrar por RT-PCR que o tratamento com M.
leprae induz a expresséo de IGF-I e IGF-Il em células ST88-14. Todos estes



dados sugerem a inducédo pelo M. leprae dos hormonios IGF-I e IGF-II como
provavel estratégia para inibir vias apoptoticas na CS de forma a garantir sua
sobrevivéncia.

Os resultados obtidos com IGF-1 recombinante também indicaram que as
células ST88-14 expressam o receptor funcional para o IGF-I, o IGF-IR, dado que
foi confirmado por western blot e citometria de fluxo. A expressdo de IGF-IR foi
observada em CS embrionarias e adultas por Cheng e colaboradores em 1996, e
desde entdo seu papel na transducdo de sinais de sobrevivéncia mediados por
IGF-1 tem sido elucidados. Apesar de IGF-I também poder se ligar ao receptor de
insulina e ao IGF-IIR, dados da literatura apontam o IGF-IR como principal
desencadeador da resposta anti-apoptética mediada por IGF-I (Jones e Clemons,
1995). A ligacdo de IGF-1 ao seu receptor ativa duas vias de sinalizacdo na célula
que levam, respectivamente, a ativacdo de MAP quinases e de PI 3-K (Campana
et al., 1999; Cheng et al., 2001), estando esta Ultima via especialmente implicada
na inibicdo de apoptose (revisto por Butler et al., 1998).

Finalmente, a ativacdo de NF-«xB em células ST88-14 tratadas com M.
leprae observada por Pereira e col. (2005), aliada a atividade anti-apoptética
comumente associada a esta via (revisto por Hacker e colaboradores, 2005), nos
levaram a investigar a participacdo deste fator transcricional no efeito protetor do
M. leprae sobre as CS evidenciado em nosso estudo. O pré-tratamento das CS
com trés inibidores distintos de NF-xB, a talidomida, o peptideo SN50 e a
gliotoxina neutralizou o efeito protetor do M. leprae sobre as CS cultivadas em
meio sem soro por 48 horas. Estes dados indicam o envolvimento do NF-kB na
atividade anti-apoptética promovida pelo M. leprae em CS.

O efeito anti-apoptético do M. leprae sobre a CS observado em nosso
trabalho complementa os resultados recentemente obtidos por Rambukkana e
Tapinos (2005). Estes autores verificaram a inducdo pela bactéria da proliferacao
de CS primarias humanas infectadas por até 30 dias. Além disso, nenhum sinal
apoptético ou citotoxico foi evidenciado nestas culturas. Os efeitos nao téxicos do
M. leprae ja haviam sido previamente observados em trabalhos anteriores (Antia e
Mukherje, 1985; Hagge et al., 2002; Rambukkana et al., 2002).

Inimeros fatores certamente influenciam a capacidade das bactérias

patogénicas de induzirem ou inibirem as vias apoptoéticas. Dentre estes fatores, 0



estiio de vida do microorganismo no hospedeiro representa um importante
aspecto a ser levado em conta. Assim, bactérias extracelulares, bactérias
intracelulares facultativas e bactérias intracelulares obrigatorias interagem em
graus diferentes e com diferentes exigéncias com as células do hospedeiro
provocando efeitos diversos nas vias de apoptose que irdo, em ultima andlise
favorecer o estabelecimento da infeccdo. No caso das bactérias intracelulares
obrigatorias, efeitos preferencialmente anti-apoptoticos tém sido relatados sobre a
célula hospedeira, devido a sua restrita necessidade de replicacdo intracelular. A
preservacdo da vida da célula hospedeira se torna para estes patdégenos, um
aspecto critico para sua propria sobrevivéncia, multiplicacdo e persisténcia no
hospedeiro.

A capacidade do M. leprae de modular as vias apoptéticas da célula
hospedeira vem se somar aos efeitos previamente descritos de outras bactérias
intracelulares nestas vias (revisto por Gao e Kwaik, 2003 e Hacker et al., 2005). A
modulacdo das vias apoptoéticas por microorganismos se da comumente pela
interferéncia em vias de sinalizacdo que de alguma forma regulam o delicado
equilibrio entre fatores apoptéticos e anti-apoptéticos no interior da célula,
alterando assim a susceptibilidade da célula aos inUmeros sinais apoptéticos que
pode receber.

As bactérias ativam um conjunto complexo de vias de sinalizacdo nas
células do hospedeiro que varia dependendo do tipo celular e do estado
fisiolégico da célula. Muitos destes sinais sdo mediados pelos receptores tipo Toll
(TLR). Os TLR constituem os principais receptores celulares que reconhecem
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS) (revisto por Iwasaki and
Medzhitov, 2004). O estudo da ativacdo destes receptores tem tornado possivel
estabelecer os mecanismos de resposta da célula hospedeira frente a diversas
infeccdes. Muitas espécies de bactérias e produtos bacterianos atuam através
destes receptores, ora induzindo ora inibindo a morte celular.

Especialmente duas vias de sinalizagdo ativadas por TLR tem efeito anti-
apoptotico: as vias que levam a ativagdo de NF-xB e a via de PI-3K (revisto por
Hacker et al., 2005). A ativacdo da via classica de NF-xB induz o aumento da
expressdo de quimiocinas, citocinas, moléculas de adesdo e mediadores

inflamatoérios secundarios. Além desta funcdo, o NF-xB tem um papel claro na



inibicdo de apoptose. Algumas proteinas com importante papel na resisténcia a
apoptose, como Bcl-X., Bfl-1/A1 e c-FLIP séo reguladas por NF-xB, contudo o
mecanismo preciso de como protege de apoptose ndo estd muito claro na maioria
das circunstancias (revisto por Karin and Lin, 2002; Bonizzi and Karin, 2004). A
ativacdo de NF-«kB e consequente efeito anti-apoptotico tem sido descrito no
contexto da infeccdo por varios agentes infecciosos. Um exemplo € o caso da
bactéria intracelular R. rickettsii, que claramente protege sua célula hospedeira, a
célula endotelial, de morte por apoptose via ativacdo de NF-xB. Quando este
fator transcricional é bloqueado, as células tornam-se susceptiveis a apoptose,
sugerindo que genes regulados por NF-kB sejam necessarios para inibir a
apoptose induzida pela bactéria (Clifton et al., 1998).

Uma segunda via anti-apoptética € aquela mediada por Pl 3-K/Akt. Esta via
pode ser ativada através da sinalizacdo por TLR ou por vias independentes de
TLR. Como mencionado anteriormente, a ativacdo de Pl 3-K/Akt também é
utilizada pelo IGF-1 para mediar seu efeito anti-apoptotico (Campana et al., 1999).
Os mecanismos utilizados por esta via para proteger contra apoptose inclui a
fosforilacdo de Bad, a inducéo de fatores de transcricdo e conseqiente mudanca
na expressao génica e através de “cross talk” com a via de NF-kxB (revisto por
Datta et al., 1999). A utilizacdo da via de Pl 3-K/Akt por patégenos na modulacao
da sobrevivéncia da célula hospedeira pode ser exemplificada pelo trabalho
recente de Chuenkova e colaboradores (2001). O Trypanosoma cruzi € um
protozoario intracelular obrigatério com capacidade de invadir diversos tecidos,
incluindo as CS dos nervos periféricos. Estes autores demonstraram que CS eram
resgatadas significativamente da apoptose induzida por privacdo de soro pela
infeccdo com o T. cruzi por meio da sinalizacéo através de Pl 3-K/Akt.

Espécies do género Chlamydia constituem um exemplo intrigante de
manipulagdo das vias apoptéticas por microorganismos patogénicos. Estas
bactérias sdo importantes patdégenos intracelulares obrigatdrios responsaveis pela
infeccdo de milhdes de pessoas anualmente. As clamidias podem infectar uma
gama de células diiferentes no organismo. A semelhanca de outros
microorganismos, as clamidias expressam ligantes para os TLR (especialmente

TLR2 e TLR4) que podem tanto ativar sinais apoptéticos como anti-apoptoticos,



como a ativacdo de NF-xB. Contudo, além da interferéncia nas vias de
sinalizacdo celular, estas bactérias desenvolveram estratégias diretas de inibicdo
da apoptose, independente do reconhecimento por receptores celulares. A
necessidade do desenvolvimento por estas bactérias, a semelhanca de outros
patdgenos intracelulares como os virus, de mecanismos potentes de inibicdo de
apoptose tem sugerido que as células, quando infectadas, percebem a presenca
do patdgeno e respondem naturalmente a esta infeccdo sofrendo apoptose. De
fato, a inducdo de apoptose por estas bactérias também tem sido demonstrada
em certas circunstancias, o que a principio poderia ser considerado uma
contradicdo (revisto por Hacker et al., 2005).

Provavelmente a capacidade de inibir ativamente vias apoptoticas na célula
hospedeira representa uma importante estratégia de patogenia para patégenos
intracelulares obrigatorios. Como estes agentes infecciosos ndo podem se
replicar fora do ambiente intracelular, a apoptose da célula hospedeira colocaria
um fim na infeccdo e dessa forma representaria um mecanismo de defesa anti-
microbiano efetivo. O mecanismo de inibicdo direta da apoptose desenvolvido
pelas clamidias se soma a via anti-apoptoética dependente de NF-kB também
ativada por estas bactérias, e se baseia na degradacao, apoés infeccao, de todos
0s membros das sub-familias pré-apoptéticos de Bcl-2. Esta degradacao parece
ser mediada pela proteina denominada CPAF que é injetada pela bactéria no
citoplasma da célula atravées de um sistema tipo lll de secrecdo (Byrne and
Ojcius, 2004; Hacker et al., 2005).

Os resultados deste trabalho sugerem que, a semelhanca das clamidias,
o M. leprae poderia ativar vias anti-apoptoticas da célula hospedeira utilizando
dois mecanismos. Segundo nossos dados, o reconhecimento do M. leprae ou
componentes da bactéria pela CS induz a expressao de IGF-I e IGF-Il. A
secrecdo destes fatores agiria de maneira autocrina e/ou paracrina através do
IGF-IR, ativando a via anti-apoptética de Pl 3-K/Akt. Em paralelo, esta
micobactéria também ativaria a via anti-apoptética de NF-xB, garantindo a
sobrevivéncia da CS na auséncia de soro (Figura 5.18). A ativacado de NF-«xB, por
sua vez, poderia resultar de um “cross talk” com a via de Pl 3-K através da
fosforilacdo por Akt da IkB quinase (Ozes et al., 1999; Romashkova e Makarov,

1999), ou através de uma via independente ativada, por exemplo, pela ligacao de



componentes do M. leprae aos TLRs da CS. Esta hipotese esta embasada nos
seguintes achados: 1) M. leprae inibiu a morte celular por apoptose de CS ST88-
14 privadas de soro; 2) Meio condicionado de CS previamente tratadas com M.
leprae mimetizou o efeito anti-apoptético promovido pela bactéria em si; 3) O
tratamento de CS com M. leprae induziu a expressdo de RNA mensageiro para
GF-I e IGF-II; 4) IGF-I recombinante teve efeito protetor sobre CS cultivadas em
meio sem soro; 5) CS ST88-14 expressam IGF-IR; 6) Inibidores da ativacédo de
NF-xB foram capazes de bloquear a acdo anti-apoptética do M. leprae em

culturas de CS privadas de soro.

Meio extracelular

M. leprae

o P13%</Akt\\ l CS
o O - i\ . v
@ \ Sobrevivéncia e NF-«B
IGF-II _
IGF-1 _/_—f
_ Sobrevivéncia

Figura 5.18: Possivel mecanismo utilizado pelo M. leprae para proteger CS de morte. Duas
vias, representadas por setas em vermelho e azul, respectivamente, poderiam estar atuando nas
CS infectadas pelo M. leprae modulando positivamente sua sobrevivéncia. A inducdo da
expressdo de RNAm para IGF-I e IGF-1I pela bactéria, por uma via ainda desconhecida, levaria &
producdo e secrecdo destas proteinas, as quais poderiam se ligar aos seus respectivos

receptores. Estes, por sua vez, podem ativar vias de sinalizacdo envolvidas na manutencdo da




sobrevivéncia, como PI 3-K/Akt. Por outro lado, M. leprae também ativaria o fator trancricional NF-
kB que, classicamente, promove a sobrevivéncia da célula por diversos mecanismos. Uma
possivel via da ativacdo do NF-kB pelo M. leprae seria através do reconhecimento de moléculas

da sua parede celular por TLR-2 ou através de um “cross talk” com a via Pl 3-K/Akt (seta verde).

A ativacdo de vias anti-apoptoticas pelo M. leprae pode representar uma
forma de garantir um nicho apropriado para sua sobrevivéncia e proliferacdo no
nervo periférico. Em particular, a inducdo da expressdo dos IGFs teria
implicagbes bastante interessantes em vista das suas propriedades
neuroprotetoras em condigcbes de producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatérias (Venters et al., 2000). Dentre as citocinas com papel relavante na
hanseniase, destaca-se o TNF-a, cuja producdo durante episédios de reacao
reversa (RR) em pacientes com hanseniase esta fortemente relacionado ao
carater neurodegenerativo da doenca (Sarno et al., 1991). Na literatura,
encontramos alguns trabalhos mostrando o efeito apoptético do TNF-a sendo
bloqueado por IGF-I (Wu et al., 1996; Remacle-Bonnet et al., 2000).

Relatos recentes da literatura indicam o envolvimento de TLR-2 no
reconhecimento de M. leprae por fagécitos mononucleares, sendo a lipoproteina
de 19 kDa identificada como um ligante deste receptor (Krutzik et al., 2003). A
expressdo de TLR-2 foi demonstrada em CS, sugerindo que este receptor
também participa do reconhecimento do M. leprae por estas células (Oliveira e
col., 2003). Estes autores também demonstraram que a sinalizacdo via TLR-2,
ativada pela lipoproteina de 19 kDa, induz tanto a producédo de citocinas (IL-1 e
IL-8) como também a apoptose nas células CS ST88-14. Ainda neste trabalho, os
autores demonstraram a presenca de CS apoptéticas em lesdo de pele de
pacientes com hanseniase, sugerindo que a sinalizagcéo via TLR-2 pode contribuir
para o dano neural observado na hanseniase. Mais recentemente Oliveira e
colaboradores (Oliveira et al., 2005) demonstraram que M. leprae promovia
apoptose em cerca de 10-15% das células CS ST88-14.

Embora os resultados acima mencionados possam parecer contraditorios
aos efeitos anti-apoptoticos descritos no presente estudo, a propriedade do M.
leprae de induzir apoptose nestes trabalhos reforca a existéncia de mecanismos

desenvolvidos por deste patdogeno para ativar vias anti-apoptoticas como forma de



garantir a sobrevivéncia da célula hospedeira e sua prépria sobrevivéncia. Como

mencionado anteriormente, multiplos sinais externos e/ou internos sédo capazes

de regular o balanco delicado entre fatores apoptoticos e anti-apoptoticos no

interior da célula. Assim, o resultado final do encontro entre as células do

hospedeiro e o M. leprae e/ou seus componentes € um processo muito

contextual, podendo alterar-se durante o curso de uma infeccdo cronica entre

promocado de sobrevivéncia ou aumento de susceptibilidade a morte em funcéo,

por exemplo, do surgimento de uma resposta imuno-inflamatoria local.

Como perspectivas para a continuidade deste estudo, as seguintes etapas

de investigagao estéo previstas:

utilizag&o de anticorpos neutralizantes contra os hormonios IGF-I e IGF-
Il, além de IGF-IR, com o objetivo de esclarecer se a inibicdo da
apoptose pelo M. leprae é dependente desta via.

comprovacdo do envolvimento da via de sinalizagdao Pl 3-K/Akt na
sobrevivéncia mediada pelo M. leprae através da utilizacdo de
inibidores especificos e grau de fosforilacao de Akt;

avaliacdo do envolvimento de TLR-2 no efeito anti-apoptotico
observado;

comprovacdo dos efeitos anti-apoptoticos de M. leprae em culturas
primarias de CS humanas;

comparacao dos efeitos de prevencdo de morte de CS por M. leprae
vivo e M. leprae letalmente irradiado;

identificacdo de componentes bacterianos que mimetizem o efeito

obsevado neste trabalho.



6. CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados podemos concluir que:

1. Ensaios de inducéo de morte celular demonstraram que a linhagem de célula de
Schwann humana ST88-14 tem indices de sobrevivéncia entre 30-60% apés 24 e

48 horas sem soro;

2. Células ST88-14 previamente tratadas com M. leprae se mostraram mais
resistentes a morte, com indices de sobrevivéncia de 70-100% apdés 24 e 48 horas

de remocéo de soro;

3. M. leprae promoveu de maneira dose-dependente a sobrevivéncia da linhagem

ST88-14 incubada em meio sem soro;

4. Meio condicionado proveniente de culturas da linhagem ST88-14 tratadas com M.
leprae promoveu a sobrevivéncia de células ndo tratadas com M. leprae e
privadas de soro. Este dado sugere que fatores sollveis secretados pela CS em
resposta ao M. leprae seriam responsaveis pelo efeito protetor observado;

5. M. leprae induziu a expressdo de RNAm para os genes IGF-I e IGF-Il em células
ST88-14,

6. A linhagem ST88-14 expressa o receptor de IGF-I (IGF-IR) e ensaios de
sobrevivéncia demonstraram que IGF-I promoveu a sobrevivéncia da linhagem

ST88-14 incubada em meio sem soro;

7. Ensaios utilizando inibidores de NF-kB demonstraram a participacdo deste fator de
transcricdo na protecdo de morte da linhagem ST88-14 mediada pela incubacéo

com M. leprae.
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8. ANEXO

Tabelas de dados de experimentos representados como gréaficos nas figuras

Figura 4.4: Curva de sobrevivéncia de células ST88-14 ap6s remocéo de SFB

O Ensaio de Reducdo enzimatica de MTT - D.O. 590nm

Condicéo 1 2 3 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 0,340 0,376 0,323 0,346 0,02706
24h Sem Soro 0,2 0,235 0,25 0,228 0,02566
48h Sem Soro 0,147 0,155 0,14 0,147 0,00751

O Ensaio de Reducdo enzimatica de MTT — Percentual de Sobrevivéncia

Condicéo 1 2 3 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 100 100 100 100 0
24h Sem Soro 58 68 72 66 7,2111
48h Sem Soro 42 45 40 42 2,51661

Figura 4.5: Efeito do M. leprae na morte celular induzida por caréncia de soro em CS humanas ST88-14

O Ensaio de Reducdo enzimatica de MTT - D.O. 590nm

Condicao

Média

Desvio Padrao




Oh 10% SFB 0,447 0,446 0,438 0,443 0,00493
24h Sem Soro 0,268 0,25 0,26 0,259 0,00902
M. leprae 5:1 0,546 0,515 0,514 0,525 0,01819
48h Sem Soro 0,165 0,176 0,188 0,186 0,0115
M. leprae 5:1 0,305 0,283 0,33 0,306 0,02352

Q Ensaio de Reducao enzimatica de MTT — Percentual de Sobrevivéncia

Condicao 1 2 3 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 100 100 98 99 1,1547
24h Sem Soro 60 56 58 58 2
M. leprae 5:1 123 116 116 118,3 4,04145
48h Sem Soro 37 39 42 41,6 2,51661
M. leprae 5:1 69 64 74 69 5

Figura 4.6: Efeito protetor do M. leprae em células de Schwann privadas de soro

Q Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan

Experimento 01:

Células Vivas Condicdo 1 2 Média Desvio Padréao
Oh 10% SFB 26100 26500 26300 282,84271
24h Sem Soro 24400 23600 24000 565,68542
M. leprae 10:1 25800 24800 25300 707,10678
48h Sem Soro 21400 19800 20600 1131,37085
M. leprae 10:1 25400 26000 25700 424,26407
Células Mortas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 1300 1400 1350 70,71068
24h Sem Soro 8200 8600 8400 282,84271
M. leprae 10:1 5400 6800 6100 989,94949
48h Sem Soro 11400 14600 13000 2262,7417
M. leprae 10:1 13800 12200 13000 1131,37085
% Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo




Sobrevivéncia

Oh 10% SFB 100 100 100 0
24h Sem Soro 93,5 89 91,2 3,18198
M. leprae 10:1 98,8 93,6 96,2 3,67696
48h Sem Soro 82 74,7 78,4 5,16188
M. leprae 10:1 97,3 98,1 97,7 0,56569
Experimento 02:
Células Vivas Condicao 1 2 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 32500 34000 33250 1060,66017
24h Sem Soro 28750 28900 28825 106,06602
M. leprae 10:1 27980 27800 27890 127,27922
48h Sem Soro 17000 18500 17750 1060,66017
M. leprae 10:1 25900 26800 26350 636,3961
Células Mortas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh 10% SFB 850 1100 975 176,7767
24h Sem Soro 6000 7500 6750 1060,66017
M. leprae 10:1 5680 6100 5890 296,98485
48h Sem Soro 16000 15000 15500 707,10678
M. leprae 10:1 8500 7350 7925 813,1728
% Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Sobrevivéncia
Oh 10% SFB 100 100 100 0
24h Sem Soro 86,4 86,9 86,6 0,35355
M. leprae 10:1 84,1 83,6 83,8 0,35355
48h Sem Soro 51,1 55,6 53,3 3,18198
M. leprae 10:1 77,8 80,6 79,2 1,9799
Experimento 03:
Células Vivas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 31000 29000 30000 1414,21356
24h Sem SFB 27650 28200 27925 388,90873
M. leprae 10:1 28754 29100 28927 244 65895
48h Sem SFB 18200 21500 19850 2333,45238




M. leprae 10:1 23400 25500 24450 1484,92424
Células Mortas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 850 980 915 91,92388
24h Sem SFB 5980 6900 6440 650,53824
M. leprae 10:1 5400 5740 5570 240,41631
48h Sem SFB 15500 17000 16250 1060,66017
M. leprae 10:1 9100 8400 8750 49497475
% Condicao 1 2 Média Desvio Padréo
Sobrevivéncia
Oh SFB 100 100 100 0
24h Sem SFB 92,1 94 93 1,3435
M. leprae 10:1 95,8 97 96,4 0,84853
48h Sem SFB 60,6 71,6 66,1 7,77817
M. leprae 10:1 78 85 81,5 4,94975

Figura 4.7: O efeito anti-apoptdtico do M. leprae na célula de Schwann é dose-dependente

O Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan

Células Vivas Condicdo 1 2 Média Desvio Padréao
Oh SFB 24000 18800 21400 3676,95526
Sem SFB 28600 21400 25000 5091,16882
24h M. leprae 1:1 31000 27000 29000 2828,42712
M. leprae 10:1 30800 30800 30800 0
M. leprae 50:1 30200 27200 28700 2121,32034
Sem SFB 7200 4200 5700 2121,32034
48h M. leprae 1:1 10000 13400 11700 2404,16306
M. leprae 10:1 19200 20600 19900 989,94949
M. leprae 50:1 26400 25300 25850 777,81746
Células Mortas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 1200 400 800 565,68542
Sem SFB 5200 6000 5200 565,68542
24h M. leprae 1:1 4400 5000 4400 424,26407




M. leprae 10:1 3800 3200 3800 424,26407
M. leprae 50:1 1800 2600 1800 565,68542
Sem SFB 23600 23000 23300 424,26407
48h M. leprae 1:1 11200 16000 13600 3394,11255
M. leprae 10:1 7600 11000 9300 2404,16306
M. leprae 50:1 9200 9600 9400 282,84271
% Condicao 1 2 Média Desvio Padrao
Sobrevivéncia
Oh SFB 100 100 100 0
Sem SFB 100 133,6 116,8 23,75879
24h M. leprae 1:1 145 126 135,5 13,43503
M. leprae 10:1 144 143,9 143,9 0,07071
M. leprae 50:1 141 127 134 9,89949
Sem SFB 33,6 19,6 26,6 9,89949
48h M. leprae 1:1 62,6 46,7 54,6 11,243
M. leprae 10:1 96,3 89,7 93 4,6669
M. leprae 50:1 123,4 118 120,7 3,81838

Figura 4.8: Morfologia em microscopia de fluorescéncia de células de Schwann incubadas com M. leprae e

privadas de soro

O Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan

Células Vivas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 31000 32000 31500 707,10678
24h Sem SFB 26000 21000 23500 3535,53391
M. leprae 50:1 28000 29000 28500 707,10678
48h Sem SFB 8300 12100 10200 2687,00577
M. leprae 50:1 28000 30000 29000 1414,21356
Células Mortas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 800 600 700 141,42136
24h Sem SFB 3000 6000 4500 2121,32034
M. leprae 50:1 1500 1000 1250 353,55339
48h Sem SFB 23000 17000 20000 4242,64069




M. leprae 50:1 5000 6000 5500 707,10678
% Condicao 1 2 Média Desvio Padrao
Sobrevivéncia
Oh SFB 100 100 100 0
24h Sem SFB 82,5 66,6 74,5 11,243
M. leprae 50:1 88,8 92 90,4 2,26274
48h Sem SFB 26,3 38,4 32,3 8,55599
M. leprae 50:1 88,8 95,2 92 4,52548

Figura 4.13: Efeito anti-apoptdtico induzido por meio condicionado de culturas de CS incubadas com M.

leprae

Q Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan

Figura 4.13A:
Células Vivas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 29000 28000 28500 707,10678
24h Sem SFB 27000 28000 27500 707,10678
M. leprae 50:1 28000 25000 26500 2121,32034
48h Sem SFB 14000 16000 15000 1414,21356
M. leprae 50:1 23000 21000 22000 1414,21356
Figura 4.13B:
Células Vivas Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 29000 28000 28500 707,10678
MC 24h Sem SFB 15000 12000 13500 2121,32034
M. leprae 50:1 29000 29000 29000 0
MC 48h Sem SFB 17000 14000 15500 2121,32034
M. leprae 50:1 20000 16000 18000 2828,42712




Figura 4.16: IGF-I previne a morte de CS mantidas em meio sem soro

O Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan

% Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Sobrevivéncia

Oh SFB 100 100 100 0

24h Sem SFB 95 88 91,5 4,94975
5ng/mL de IGF-I 92 104 98 8,48528
10ng/mL de IGF-I 117 139 128 15,55635
20ng/mL de IGF-I 120 120 120 0

48h Sem SFB 30 32 31 1,41421
5ng/mL de IGF-I 82 69 75,5 9,19239
10ng/mL de IGF-I 98 104 101 4,24264
20ng/mL de IGF-I 132 152 142 14,14214

Figura 4.17: O efeito anti-apoptético do M. leprae sobre as CS é bloqueado por inibidores de NF-«B.

O Ensaio de Viabilidade por Azul de Tripan)

Experimento 01:

% Sobrevivéncia Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo

Oh SFB 100 100 100 0

48h Sem SFB 57 64 60,5 4,94975

DMSO 56 60 58 2,82843

Talidomida 60 50 55 7,07107

M. leprae 95 73 84 15,565635

M. leprae + DMSO 69 82 75,5 9,19239

M. leprae + Talidomida 53 60 56,5 4,94975

DMSO 48 37 42,5 7,77817




Gliotoxina 44 47 45,5 2,12132
M. leprae + Gliotoxina 57 47 52 7,07107
SN50m 55 57 56 1,41421
SN50 53 50 51,5 2,12132
M. leprae + SN50m 89 73 81 11,31371
M. leprae + SN50 63 46 54,5 12,02082
Experimento 02:
% Sobrevivéncia Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 100 100 100 0
48h Sem SFB 53 50 51,5 2,12132
DMSO 49 50 49,5 0,70711
Talidomida 46 50 48 2,82843
M. Ieprae 83 80 81,5 2,12132
M. leprae + DMSO 69 82 75,5 9,19239
M. leprae + Talidomida 49 50 49,5 0,70711
DMSO 56 60 58 2,82843
Gliotoxina 43 47 45 2,82843
M. leprae + Gliotoxina 33 43 38 7,07107
SN50m 57 50 53,5 4,94975
SN50 64 63 63,5 0,70711
M. leprae + SN50m 85 79 82 4,24264
M. leprae + SN50 57 60 58,5 2,12132
Experimento 03:
% Sobrevivéncia Condigéo 1 2 Média Desvio Padréo
Oh SFB 100 100 100 0
48h Sem SFB 70 58 64 8,48528
DMSO 60 63 61,5 2,12132
Talidomida 65 68 66,5 2,12132
M. leprae 86 88 87 1,41421
M. leprae + DMSO 83 86 84,5 2,12132
M. leprae + Talidomida 45 68 56,5 16,26346
DMSO 60 63 61,5 2,12132
Gliotoxina 53 70 61,5 12,02082
M. leprae + Gliotoxina 50 53 51,5 2,12132




SN50m 55 57 56 1,41421
SN50 53 50 51,5 2,12132

M. leprae + SN50m 89 73 81 11,31371
M. leprae + SN50 63 46 54,5 12,02082




