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AVALIACAO DOS MECANISMOS IMUNOPATOGENICOS ASSOCIADOS A INFECGAO NEURAL
NA HANSENIASE

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Beatriz Junqueira de Souza

A neuropatia da Hanseniase é a doencga neurodegenerativa do sistema nervoso
periférico, de origem infecciosa mais comum, cujo hospedeiro preferencial é a célula
de Schwann. A compreensao da relagdo célula de Schwann - M. leprae é fundamental
para entender a progressdo da doencga tanto em modelos experimentais, como em
pacientes. Além disso, é de suma importancia entender como as bactérias viaveis e
mortas afetam a biologia do hospedeiro, uma vez que esse contexto é amplamente
desconhecido. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a relacéo entre a célula
de Schwann — e o M. leprae no contexto da lesdo neural, utilizando o modelo de
interagdo patdgeno-hospedeiro in vitro, ex vivo e in vivo. Para isso, a linhagem
humana ST88-14 foi utilizada para determinar como bactérias viaveis e mortas
modificam a expressdo génica global em resposta a infecgdo enquanto CSPM de
camundongo contribuiram para identificar a relagéo entre infec¢édo, desmielinizagéo e
a viabilidade de M. leprae. Além disso, usamos biépsias de nervo de pacientes
controles e com Hanseniase para correlacionar os achados experimentais, com o
padréo de resposta durante a progresséo da doenca humana. A partir dos resultados,
foi possivel correlacionar alterac@es histopatoldgicas com o perfil de expresséo génica
induzida pela infeccdo. Ademais, demonstrou-se, pela primeira vez, uma correlacdo
significativa entre a assinatura génica dos estagios iniciais e as alteracdes
histopatolégicas na neuropatia hanseniana. Além disso, observamos que a
mielinofagia é fundamental para a manutencgdo da viabilidade bacteriana em células
mielinizantes. O presente trabalho, portanto, avanca o conhecimento das bases
moleculares e celulares da neuropatia da Hanseniase, através de diferentes modelos
experimentais, abrindo portas para novas perspectivas na compreensédo da doenga
Humana.
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EVALUATION OF IMMUNOPATHOGENIC MECHANISMS ASSOCIATED WITH NEURAL
INFECTION IN LEPROSY

ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Beatriz Junqueira de Souza

Leprosy neuropathy is the most common infectious neurodegenerative disease
of the peripheral nervous system, whose preferred host is the Schwann cell.
Understanding the relationship between Schwann cell - M. leprae is essential to
comprehend the disease progression both in experimental models and in patients.
Furthermore, it is of paramount importance to understand how viable and dead
bacteria affect the biology of the host, since this context is largely unknown. Therefore,
the objective of this work was to investigate the relationship between the Schwann cell
— and M. leprae in the context of neural injury, using the in vitro, ex vivo and in vivo
pathogen-host interaction model. For this, the human strain ST88-14 was used to
determine how viable and dead bacteria modify global gene expression in response to
infection, while myelinated primary Schwann cells from mice contributed to identify the
relationship between infection, demyelination and M. leprae viability. In addition, we
used nerve biopsies from both control and leprosy patients to correlate the
experimental findings with the pattern of response during human disease progression.
From the results, it was possible to correlate histopathological changes with the
infection-induced gene expression profile. Furthermore, for the first time, a significant
correlation between the gene signature of early stages and histopathological changes
in leprosy neuropathy was demonstrated. Moreover, we observed that myelinophagy
is essential for the maintenance of bacterial viability in myelinated cells. The present
work, therefore, advances the knowledge of the molecular and cellular bases of leprosy
neuropathy, through different experimental models, opening doors to new perspectives
in the understanding of the Human disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacdo do problema

A Hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo patégeno
intracelular obrigatério Mycobacterium leprae (M. leprae) e Mycobacterium
lepromatosis (M. lepromatosis) (DEPS e COLLINS, 2012; SINGH et al, 2015). Ambos
possuem tropismo pelos nervos periféricos e pele, devido a sua preferéncia por
regides do corpo com baixa temperatura (em torno de 28 a 30°C) e por outros
mecanismos de predilecdo patdégeno-hospedeiro ainda pouco esclarecidos
(SCOLLARD et al.,, 2006; ANTUNES et al., 2012; WHO, 2016). Apds entrar no
organismo, o bacilo apresenta uma longa janela de incubagdo, periodo no qual as
manifestacdes clinicas da doenca tendem a aparecer, sendo em torno de dois a dez

anos, apos a instalagdo da infeccdo priméria (BRASIL, 2010).

O M. leprae se estabelece, principalmente, nas células que sintetizam a bainha
de mielina no nervo periférico, isto é, as células de Schwann, comumente conhecidas
como a glia do sistema nervoso periférico (SNP) (MIETTO et al., 2016;
VERKHRATSKY et al., 2019; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Estas células da glia estao
envolvidas no suporte de inmeras fungdes fisiolégicas do SNP, incluindo na
velocidade da propagacdo do potencial de acdo neuronal e na manutengdo da
homeostase e integridade do axdénio (VERKHRATSKY et al., 2019; MIETTO et al.,
2021; SARDELLA-SILVA et al., 2021). De modo curioso, a habilidade particular de
preferencialmente invadir as células de Schwann, com certo grau de afinidade por
outras células do microambiente neural (ex.: macréfagos), torna a Hanseniase uma
doenga complexa e multifatorial (SCOLLARD, TRUMAN, & EBENEZER, 2015;
SERRANO-COLL et al., 2018). Tal colonizagao perturba a fungao de diferentes células
do nervo, ocasionando, dessa forma, grave degeneragao do tecido nervoso, com uma
grande importancia clinica, especialmente pela incapacidade fisica gerada nos
pacientes acometidos pela doenca (ANTUNES et al., 2012; JARDIM et al., 2021). E
sobre esse complexo mecanismo de interacdo patégeno-célula de Schwann, ainda
tdo pouco compreendido ao nivel molecular e celular que leva a destruicdo do nervo

periférico, que a presente tese é baseada.
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1.2 Histérico, epidemiologia e transmissao

A Hanseniase é uma das doengas mais antigas que acometem a humanidade.
Com registros histéricos que datam de 6.000 anos a.C., a doenga também é citada na
biblia hebraica, no livro de Levitico, como “tsaraath”, que significa desonra, vergonha
ou desgraca (EIDT, 2004). Devido a auséncia de entendimento a respeito do modo de
transmissdo da doenca, acreditava-se, naquela época, que a manifestacao
sintomatolégica da doencga era decorrente do “castigo devido ao pecado carnal’. Desta
maneira, o individuo acometido carregava, além das debilidades oriundas da doenca,
um grande estigma social. A antiga “lepra” trazia o fardo da discriminagéo, onde o
isolamento era a Unica forma de controlar a doenca e banir o “portador da desonra”
(BRASIL, 2010). Por ser uma doenga predominantemente de paises
subdesenvolvidos e pelo fato de a Hanseniase atingir as camadas socioecondmicas
mais desfavorecidas, especialmente no Brasil, o estigma e o preconceito sofrido pelos
pacientes culminaram na necessidade de trocar o termo lepra, por outra terminologia.
Esta mudanca ocorreu em 1995, a partir da na lei n® 9.010, que oficializou a mudanca
do nome da doenga para Hanseniase, em homenagem ao pesquisador Gerhard
Armauer Hansen, responsavel pela identificar o agente etiolégico M. leprae como
causador da doenca (FEMINA et al., 2007).

Apesar do Ministério da Salde ter aperfeicoado e intensificado as medidas
integrativas de educacao social, a respeito da doenga na rede basica de saude e nas
midias sociais, o Brasil ainda considera a Hanseniase como um problema de salde
publica, contando com mais de 28 mil novos casos por ano (Figura 1) (WHO, 2021).
Para que se seja considerada erradicada, o nimero de casos precisa estar abaixo de
10 casos por 100 mil habitantes, meta que ainda n&o foi cumprida (BRASIL, 2020).
Ainda, a incapacidade fisica e as deformidades nos membros, decorrentes das lesdes
neuroldgicas carregam o fardo do preconceito social. O diagnéstico tardio € uma das
principais razbes que levam a incapacidade fisica, uma vez que o acesso aos
cuidados de saude basica pelas classes sociais economicamente desfavoraveis ainda
€ um grande entrave a ser melhorado em nossas politicas publicas (ANTUNES et al.,
2012; LASTORIA et al., 2014).
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Numero de novos casos, 2019

Figura 1 — Mapa de novos casos de Hanseniase no mundo em 2019.
Em 2019, 118 paises apresentaram novos casos da doenga, predominantemente
paises subdesenvolvidos, onde 79% do total global aconteceram no Brasil, na india e
na Indonésia. Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2021). Boletim
estratégico para erradicagdo da Hanseniase. ISBN: 978-92-9022-850-9.

Segundo o boletim estratégico para erradicagdo da Hanseniase (2021-2030),
elaborado pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2021), no ano de 2019 a
Hanseniase foi prevalente em 161 paises e, mais especificamente, 118 paises
detectaram casos novos da doenga, num total de 202.256 novos casos em 2019
(Figura 2). Desses novos casos, 79% foram relatados na india, Brasil e Indonésia,

regides de alta prioridade no desenvolvimento da doenga (WHO, 2021).
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Deteccdo mundial por regites, 2009-2019
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Figura 2 — Progressédo de novos casos de Hanseniase no mundo por regides,
entre 2009 e 2019.

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2021). Boletim estratégico para
erradicacdo da Hanseniase. ISBN: 978-92-9022-850-9.

Dentro da incidéncia de 2019, 10.816 casos apresentaram avancado
comprometimento neurolégico, culminando em incapacidade fisica no momento do
diagnéstico, incluindo, dentre esses, 370 criangas. Este dado mostra que o
diagnéstico ainda esta ocorrendo de modo muito tardio e isso pode ser associado, por
exemplo, a uma auséncia da conscientizacdo da populacdo, associada também a
pouca assisténcia de saude para a populagdo mais carente (Figura 3) (WHO, 2021).
Dos novos casos, 38,9% eram do sexo feminino e 7,4% eram criancas. Sabendo-se
do longo tempo de incubagédo necessaria a manifestagdo sintomatoldgica, a detecgao
de casos infantil & considerada um indicador de transmissao recente na comunidade.
N&o obstante, a disparidade de género observada também se apresenta no Brasil,
onde individuos do sexo masculino sdo mais acometidos e, de modo geral, pessoas
gue ndo completaram o ensino fundamental. Complementarmente, a populacdo parda
apresenta o maior nimero de casos acometidos (BRASIL, 2021).
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Figura 3 — Grau de incapacidade fisica (GIF) no Brasil.

Proporcdo de casos de Hanseniase avaliados quanto aos graus de incapacidade
fisica 1 — no inicio do comprometimento neurol6gico, e 2 — em um estado mais
avancado do comprometimento neurolégico, no momento do diagndstico no ano de
2020. Brasil, 2020.

Atualmente, ja é sabido que o principal mecanismo de transmissdo da doenga
se da pelas vias aéreas, uma vez que foi demonstrada a presenca do bacilo viavel em
secre¢des nasais, sendo, portanto, transmitido por goticulas de modo inalatério
(FADLITHA et al., 2019). Nao se descarta, entretanto, a possibilidade da via de
transmissao cutanea, uma vez que o bacilo viavel pode ser encontrado em lesdes de
pele. Deve-se ressaltar, porém, que além do homem, o tatu de nove bandas —
Dasypus novemcintus — também é um hospedeiro natural do M. leprae, e, além do
mais, pode ser infectado pela mesma cepa, sugerindo a possibilidade da transmissao
cruzada entre as espécies (TRUMAN et al., 2001). E comum, em algumas partes do
Brasil, a alimentacdo pela caca de carne de tatu selvagem, sendo essa uma
proposicdo de um possivel mecanismo de propagagcdo de cepas diferentes,

especialmente na regido centro-oeste do Brasil (SILVA et al., 2018).

1.3 Agente etioldgico

O M. leprae é um bacilo pertencente ao género Mycobacterium, com morfologia
de bastonete com aproximadamente 1-8 um um de comprimento e 0,3 um de didametro
(TRUMAN et al., 2001). E uma bactéria Gram-positiva, apesar de néo ser corada, de
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modo efetivo, pela coloracdo de Gram, devido a alta quantidade de lipidios na sua
superficie. O envoltério celular de M. leprae é constituido pela membrana plasmatica,
parede celular, folheto externo de pseudo-bicamada e uma céapsula (VISSA e
BRENNAN, 2001). Esta impermeabilidade se deve & uma camada hidrofébica rica em
lipidios complexos, os quais sdo distintos de outras bactérias Gram-positivas ou
Gram-negativas, que recobrem a superficie externa dessas micobactérias (VISSA e
BRENNAN, 2001; BHAMIDI et al., 2011). Esses lipidios sao caracterizados como
acidos graxos ramificados, denominados de &cidos micélicos, unicamente
encontrados neste género, além de glicolipidios, como o lipoarabinomanana e de seu
precursor lipomanana (LM) (VISSA e BRENNAN, 2001; BHAMIDI et al., 2011,
ANTUNES et al., 2012). O M. leprae possui um importante componente em seu folheto
externo, o glicolipidio fendlico 1 (PGL-1), molécula presente exclusivamente neste
bacilo, que néo apresenta reagdo cruzada com outras micobactérias, em especial ao
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), sendo, portanto, uma molécula alvo
para sua identificagdo (LETURIONDO et al., 2019). Além deste glicolipidio,
encontram-se também como componentes da capsula o ftiocerol dimicocerato e o
fosfatidilinositol manosideo, além de outros fosfolipidios (Figura 4) (VISSA e BENNAN,
2001; SCOLLARD et al., 2006); BHAMIDI et al., 2011).

|PL

Cépsula PIMs_\—\‘ J H e T ] ﬂpom
| [» ..TMM
L [P

b 4 e o o
Folheto externo da o8
. LA d {23
pseudo bicamada -H T W ﬂ ‘[ H

Arabinano

"

Zona elétron
transparente

Parede

celular y
Zona elétron
Galactana densa

L Peptidoglicano

e

M0
CHERRERany

Membrana celular

(i 'u' ! 'l m
T i

Figura 4 — Envoltério celular de M. leprae.
O envoltério celular de M. leprae composto por membrana plasmatica, parede celular,
folheto externo e capsula. Adaptado de VISSA e BRENNAN, 2001.
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No ano de 2001, o genoma do M. leprae foi completamente sequenciado
(COLE et al., 2001). Apesar da expectativa sobre a compreensao de quais genes
estariam relacionados a fisiopatologia da doenca, menos da metade do seu genoma
(49,5%, ou seja, 1.605 genes) é capaz de codificar proteinas, ou seja, mais da metade
do seu conteido genético é constituido por pseudogenes (COLE et al., 2001).
Tragando-se um paralelo com o M. tuberculosis, o M. leprae perdeu muitos genes
relacionados ao crescimento bacteriano, além de outros relacionados as vias
catabdlicas e do metabolismo energético (OLIVEIRA et al., 2021). Comparando-se 0s
dois genomas, o M. leprae possui apenas dois genes que expressam lipases,
enquanto M. tuberculosis dispde de mais de 20 genes responsaveis pela hidrélise
lipidica (COLE et al.,, 2001). O decaimento genético de genes relacionados a
reproducéo bacteriana poderia explicar, portanto, o seu longo tempo de multiplicacéo
intracelular (VISSA e BRENNAN, 2001).

O M. leprae apresenta crescimento lento em comparacdo com outras
micobactérias e, além disso, por ser um parasito intracelular obrigatério, a maquinaria
da célula hospedeira é essencial para sua sobrevivéncia (Figura 5). O bacilo leva em
torno de 14 dias para se replicar. Além disso, até hoje, nenhum grupo foi capaz de
cultivar essa bactéria in vitro (MARTINEZ et al., 2009). Seu cultivo, entretanto, para
experimentacdo foi iniciado em 1965, por SHEPARD e colaboradores, que
demonstraram o aparecimento de uma lesdo focal, tipica da doenga, através da
inoculacdo de 102 bacilos no coxim plantar de camundongos atimicos (SHEPARD et
al., 1965). Este animal ainda é o principal modelo experimental de cultivo in vivo da
bactéria, que demanda cerca de seis meses, em média, para obtencéo de um volume
adequado para uso em experimentacao cientifica (Figura 6) (MARTINEZ et al., 2009).
O tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) também é capaz de manifestar a
forma disseminada da Hanseniase, cerca de 18 a 24 meses apos infeccdo
(KIRCHHEIMER e STORRS, 1971; SILVA et al., 2018; ZHOU et al., 2021).
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Figura 5 — Micrografia de biépsia de pele apresentando numerosos bacilos (M.
leprae), evidenciados por coloracdo de Ziehl-Neelsen (400x).
Fonte: CHIARATTI et al, 2016.

A respeito do sitio de tropismo, o M. leprae possui especial preferéncia em
infectar os nervos periféricos, persistindo principalmente no interior das células de
Schwann (SCOLLARD et al., 2012). Nao obstante, é sabido que o M. leprae também
é capaz de infectar outras células ndo neuronais que constituem o nervo, tais como
macréfagos, células endoteliais, adipdcitos e fibroblastos (MADIGAN et al., 2017b;
PINHEIRO et al., 2018; ANDRADE et al., 2019; HOOJI e GELUK, 2021; ROSA et al.,
2021) Neste contexto, € importante compreender as caracteristicas
anatomofisiolégicas do sistema nervoso periférico, a fim de se estabelecer uma
relacdo entre tecido, células e a manutencdo da infeccdo do M. leprae no nervo

periférico.
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Figura 6 — Modelo de cultivo de M. leprae em coxim plantar de camundongos
nude.

Pata de camundongo nude seis meses apos a inoculagdo, a pata atinge uma carga
bacilar suficiente para ser utilizada experimentalmente. Este modelo € uma das Unicas
formas de cultivo do bacilo para uso experimental. Fonte: SCOLLARD et al., 2006.

1.4 O Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico (SNP) compreende uma complexa e extensa rede
de prolongamentos nervosos, que possibilitam a integracdo e comunicagcdo do
sistema nervoso central com os demais tecidos do corpo (KANDEL et al., 2012).
Anatomicamente, 0 SNP se organiza em ganglios periféricos, nos prolongamentos dos
nervos e nas terminacdes nervosas (PURVES et al., 2010; MIETTO et al., 2011). Os
ganglios periféricos abrigam os corpos celulares dos neur6nios somaticos sensitivos
e dos neurbnios autondmicos motores, enquanto os axénios dos neurdnios, em
associagdo com as células ndo-neuronais (ex.. células da glia, do sistema
imunolégico, vascular, entre outros) do SNP se organizam em forma de nervos. Os
nervos do SNP podem ser classificados em nervos espinais — que se comunicam com
0s centros superiores a partir da medula espinal — ou em nervos cranianos — onde 0s
corpos celulares desses neurdnios tém origem no encéfalo (KANDEL et al., 2012;
SONNE e LOPES-OJEDA, 2021).

Apesar de existirem diferentes tipos de neurdnios, todos obedecem a uma
estrutura principal, composta por 3 elementos: O corpo celular, os dendritos e o axénio

(Figura 7) (LENT et al., 2010). O corpo celular é a regido onde se localizam a maioria
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das organelas do neurdnio bem como o nucleo celular. Desta maneira, grande parte
das proteinas e metabdlitos sdo produzidos nesta regido, tornando o corpo celular ndo
somente o centro metabdlico do neurénio, mas também a regido mais eletron-densa
do mesmo (PURVES et al., 2010). Os dendritos, por sua vez, sao responsaveis dela
deteccéo e recepcao de informagdes eletroquimicas externas, advindas por meio das
sinapses, que serdo transduzidas, integradas e processadas no neurénio. Ja o axonio
€ a porcao mais extensa do neur6nio, podendo chegar a 1 metro de comprimento, em
humanos. Este prolongamento possui uma membrana altamente especializada,
dotada de canais i6nicos dependentes de voltagem, que permitem a geragdo de um
potencial de acdo elétrico, responsavel pela transmissdo de informagfes entre os
neurdnios e células-alvo (PURVES et al., 2010; KANDEL et al., 2012).
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Figura 7 — Representacdo esquemaética do neurdnio.
O neurénio é célula fundamental responséavel pela transmissao do impulso nervoso.
As setas indicam suas divisdes estruturais. Adaptado de NELLIKKATTIL et al., 2016.

1.4.1 Anatomiado nervo periférico

Um nervo periférico é formado pela associacdo de varias fibras nervosas:
axonios, associados as células da glia (Figura 8). Cada fibra nervosa possui um
envoltério de lamina basal, circundada de tecido conjuntivo — denominado de
endoneuro. O perineuro, por sua vez, € uma segunda camada de tecido conjuntivo eu
agrupa varias fibras nervosas (JESSEN e MIRSKY, 2005; MIETTO et al., 2011). O
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perineuro constitui parte da barreira hemato-nervosa, dificultando o acesso de
diversas moléculas e agentes nocivos a intimidade das fibras nervosas (JESSEN e
MIRSKY, 2005). Varios feixes nervosos, por sua vez, constituirdo o nervo
propriamente dito. A uni&o entre os feixes se da por uma camada envoltdria de tecido
conjuntivo denso, denominada epineuro. Os nervos mais calibrosos possuem
multiplos fasciculos, enquanto os nervos mais delgados podem ser formados por
fasciculo Unico (LENT et al., 2010). No SNP, caracterizam-se as fibras nervosas como
mielinizadas e ndo mielinizadas. As fibras mielinizadas sdo formadas por um Unico
axonio, associada a inumeras células de Schwann, que se enovelam ao longo do eixo
axonal, de modo paralelo, compondo, cada trecho, uma estrutura denominada de
bainha de mielina (MIETTO et al., 2011). As fibras ndo mielinizadas, no entanto, se
caracterizam por serem circundadas por uma fina camada citoplasmética, onde uma
Unica célula de Schwann é capaz envolver diversos axénios de pequeno calibre. Esta
estrutura é denominada de feixes de Remak (NAVE e TRAPP, 2008).
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Figura 8 — Anatomia do nervo periférico.

A figura ilustra as caracteristicas anatdmicas do nervo periférico, que conta com uma
organizacao estrutural de fibras nervosas, organizadas em feixes, delimitados por
fasciculos nervosos, que compreendem trés camadas de isolamento: o epineuro,
tecido conjuntivo que delimita o nervo per se, o perineuro, que delimita cada fasciculo
nervoso e o endoneuro, que delimita cada fibra nervosa. Cada fibra nervosa é
composta pela associagdo entre um axdnio e as células de Schwann que enovelam
este axbnio. Fonte: Adaptado de KULIASHA et al., 2018.

De modo interessante, diferentes doencgas séo caracterizadas por perturbacdes
nas fibras sensitivas e/ou motoras dos nervos periféricos, tendo como possivel gatilho
indmeros fatores, incluindo causas infecciosas, genéticas e idiopaticas. A esse
quadro, da-se o nome de neuropatia (NINDS, 2014). Algumas neuropatias podem
acometer as fibras nervosas periféricas de forma seletiva, como no caso do Diabetes
mellitus (MATSUTOMO et al., 2005; RICHERSON et al., 2005), ou de forma mais
gradativa, como a Sindrome do Tunel do Carpo (NISHIMURA et al., 2004) e a prépria
Hanseniase (VILLAROEL et al., 2007). Em todos esses contextos, uma caracteristica
em comum é a perturbacdo na funcdo das células de Schwann. Tal condi¢cdo modifica
as atividades fisiolégicas da glia periférica e, de certo modo, culminam na gradual
degeneracdo do nervo acometido. Portanto, faz-se fundamental entender a
fisiopatologia das células de Schwann, no contexto da salude e doenga do nervo
periférico, a fim de avancar o conhecimento sobre as causas moleculares e celulares

das neuropatias periféricas.

1.4.2 A biologia da célula de Schwann

As células de Schwann (CS) foram primeiramente descobertas em 1839 por
Theodor Schwann e posteriormente identificadas como as principais células
garantidoras da homeostase do SNP (SCHEIB e HOKE, 2013; SARDELLA-SILVA et
al., 2021). No que se refere seu contexto embrionério, as células de Schwann passam
por diferentes periodos de diferenciagcdo, como descrito a sequir: i) 0 estagio de célula
de Schwann precursora, onde entram em contato com 0s ax0nios primitivos que estéo
sendo formados no embrido, ii) seguido pelo estagio de célula de Schwann imatura
(JESSEN e MIRSKY, 2019a). Nesse momento do desenvolvimento embrionério, a
célula de Schwann imatura pode se diferenciar na célula de Schwann adulta ou em

fibroblastos residentes do nervo. Quando axénios e células de Schwann imaturas
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chegam ao momento do enovelamento, a célula de Schwann imatura envolve o
axonio, alterando sua morfologia. A célula de Schwann imatura que, gradativamente
se torna em uma célula adulta mielinizante, ird enovelar o axdnio, enquanto as células
adultas do tipo Remak envolverdo diversos axénios amielinicos. Portanto, na fase
adulta, podemos diferenciar dois fen6tipos da glia periférica: as células de Schwann
mielinizantes e as células de Schwann ndo mielinizantes (JESSEN e MIRSKY, 2015;
JESSEN e MIRSKY, 2019a). Morfologicamente, as células de Schwann mielinizantes
produzem proteinas relacionadas a composicdo da bainha de mielina, como a
proteina zero de mielina (MPZ) e a proteina basica de mielina (MBP), além de
componentes da matriz extracelular que compde a lamina basal, como a Laminina-2,
0 colageno tipo 1V, o heparan-sulfato dentre outros polissacarideos (CHERNOUSQOV
e CAREY, 2001).

1.4.2.1 As células de schwann mielinizantes

Por muitos anos, acreditou-se que o propésito da bainha de mielina seria,
unicamente, impulsionar a funcao eletrofisiolégica do nervo, além de proporcionar o
principio de conducao saltatéria, por meio do aumento da velocidade de conduc¢édo do
potencial de agdo. Tal mecanismo é justificado pela composicdo bioquimica da
mielina, onde 75% de sua massa total é constituida de &acidos graxos livres (JESSEN
e MIRSKY, 2005). O fendtipo de célula de Schwann mielinizante resulta da ativagao
de uma cascata de sinalizagdo de fatores de transcricdo pré-mielinizantes, que sdo
desencadeados inicialmente pelos fatores Sox2, NF-kB e Egrl (Figura 9) (JESSEN e
MIRSKY, 2022). A medida que as fibras nervosas amadurecem, os axonios se
segregam e a fase pro-mielinizacéo se inicia, levando a inibigdo de dois conjuntos de
fatores — Pouf3fl e Pouf3f2- que levam a regulagéo positiva de KROX20 (SVAREN e
MEIJER, 2008; HE et al., 2010; SALZER et al., 2015), juntamente ao fator de
transcricdo SOX10 (KAO et al., 2009). O KROX20 é considerado um fator regulador
mestre da mielinizacdo no SNP, pois apresenta o papel de conduzir a transcri¢cao de
proteinas estruturais da mielina bem como os demais componentes lipidicos da
mielina (LE et al., 2005b; SALZER, 2015). Concomitantemente a esses
acontecimentos, ocorre uma massiva regulagao de lipidios durante o processo de
mielinizagdo. As proteinas de ligacdo do elemento regulador de esteréis (SREBP) sédo
reguladas positivamente, tendo papel fundamental na construcéo estrutural da mielina
nas células de Schwann (CAMARGO et al., 2009). A célula de Schwann apresenta
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como caracteristica marcante a capacidade de modulacédo genética para assumir um
fenotipo transcricional de célula mielinizante ou célula Remak. A distingdo no padrédo
de expresséo génica se da pelo equilibrio na represséao transcricional na qual SOX2 e
cJUN inibem a expressédo de KROX20 e vice-versa (SALZER, 2015). Dentre as vias
de sinalizagdo pro-mielinizantes, destaca-se a regulacéo da Neuregulina-1 (NRG1)
para a ativacdo de vias candnicas intracelulares ativadas por ErbB2/3 (LEMMON e
SCHLESSINGER, 2010), uma das principais vias responsaveis pela diferenciacao da

célula de Schwann.
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Figura 9 — Regulagédo transcricional da célula de Schwann mielinizante.

Célula de Schwann imatura se diferenciando, ativando uma cascata de sinalizagao
que levara a biossintese de esteréis e proteinas de mielina, sob agdo principal da
inducdo de KROX20 para a manutencdo do fenétipo de célula de Schwann
mielinizante madura. Fonte: Adaptado de SALZER et al., 2015.

Dentro do nervo, a populagdo celular majoritaria sdo as células de Schwann,
que formam aproximadamente 91% das células componentes de um nervo sadio
(MUELLER et al., 2003; CAMPANA et al., 2007). Além dessas, outras populacdes
celulares compde a estrutura nervosa, tal qual macréfagos residentes e fibroblastos
(SCHUBERT e FRIEDE, 1981). Todas essas populagdes celulares promovem a
funcionalidade do nervo, entretanto, as células de Schwann apresentam papel

fundamental e critico em resposta a estimulos externos (SALZER et al., 2015).
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Funcionalmente, as células de Schwann cooperam na manutencdo do metabolismo
neuronal, na garantia da integridade do axonio e, de modo especial, pelo fornecimento
de fatores tréficos aos neurénios (BRINKMANN et al., 2008; MIETTO et al., 2021).
Dada a importancia do papel fisioldgico das células de Schwann para a fungdo do
nervo, é importante destacar aspectos extremamente particulares no que tange a sua
morfofisiologia para o funcionamento do microambiente nervoso. Durante o periodo
de desenvolvimento pds-natal, as células de Schwann mielinizantes apresentam a
habilidade intrinseca de se alongar acompanhando o crescimento axonal, além de
participar ativamente da construcdo das regides intermodais e de bandas longitudinais
conhecidas como bandas de Cajal, que sdo estruturais citoplasmaticas longitudinais
presentes em células de Schwann, responsaveis por seu enlongamento (GOMEZ-
SANCHEZ et al.,, 2017; ARTHUR-FARRAJ e COLEMAN, 2021). COURT e
colaboradores (2004) observaram que células de Schwann que ndo arquitetavam
bandas de Cajal durante seu desenvolvimento pés-natal, apresentavam um
crescimento axonal ruim, e como consequéncia, as distancias intermodais eram mais
curtas e a velocidade de condug&o do nervo, menor. Isso se deve ao fato de que, por
essas bandas, metabdlitos importantes sdo captados do espago extracelular,

contribuindo para a nutricdo e metabolismo axonal (Figura 10).

Figura 10 — Bandas de Cajal na célula de Schwann.
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Micrografia de fluorescéncia mostrando bandas de Cajal em uma porc¢éo de uma fibra
mielinizada de nervo isquiatico de rato adulto. Observa-se que numa fibra sadia, a
estrutura da célula de Schwann apresenta inUmeras bandas para o fluxo de
metabdlitos, enquanto no animal “knockout” — incapaz de arquitetar as bandas, o
crescimento axonal sera prejudicado. Fonte: Adaptado de COURT et al., 2004.

Nas fibras mielinizadas, observa-se ainda a presenca de fendas
citoplasméticas transversais cOnicas, presentes no internodo, que percorrem toda a
bainha de mielina — da face externa ao nucleo da célula de Schwann — denominadas
incisuras de Schmidt-Lantermann (ISL) (TERADA et al., 2019). Essas fendas
escalonadas formam canais de comunicagado entre as camadas envoltérias de mielina
(TERADA et al., 2019). MIETTO e colaboradores (2021) recentemente demonstraram
as ISL como sitio de proteinas transportadoras de ferro para as mitocondriais axonais,

necessarias para o reparo adequado do nervo (MIETTO et al., 2021).

1.4.2.2 Aspectos patolégicos: o que acontece com a célula de Schwann quando

o nervo sofre umainjuria?

A glia periférica possui um papel fundamental ndo somente na manutencéo da
integridade do axdnio, como também para o metabolismo neuronal (BRINKMANN et
al., 2008; VALENZUELA et al., 2016; MIETTO et al., 2021). A neuroplasticidade de
reparo observada no SNP, diferentemente do central, ocorre devido a capacidade das
células de Schwann adultas adquirirem um terceiro fenétipo funcional, denominado de
fenétipo de reparo (JESSEN e MIRSKY, 2015; SALZER, 2015; WONG et al., 2017).
O mecanismo primordial que ocorre nesta etapa é a mudanca do perfil genético da
célula de Schwann, caracterizado pela repressdo de genes de mielina com
concomitante indugdo de genes de suporte (ARTHUR-FARRAJ et al., 2012; MASAKI
et al., 2013; SALZER, 2015; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Essa mudanca no perfil
genético caracteriza uma nova capacidade funcional da célula de Schwann, que
favorece a capacidade de restauracdo da funcdo do nervo. Neste sentido, é
importante, primeiramente, entender como ocorre o processo de degeneragéo da fibra

nervosa pos lesao.

1.4.3 Degeneracdo Walleriana

Apos a lesdo, seja por corte, esmagamento ou processo adicional (ex.: quimico,

metabdlico, infeccioso, dentro outros), a porc¢ao distal do axénio entra em um processo
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degenerativo, coletivamente conhecido por degeneracdo Walleriana (DW)
(CONFORTI et al., 2014; MIETTO, 2015; SALZER, 2015). A DW é caracterizada por
degeneracéo retrégrada, distal ao local da lesédo (Figura 11) (PERRY et al., 1990;
CONFORTI et al., 2014). O esqueleto axonal por sua vez, se desintegra e a membrana
basal do axénio se rompe. Este processo apresenta caracteristicas bioquimicas
marcantes, como um abrupto e robusto influxo de Célcio (Ca?*) e o déficit energético
(ATP) no sitio da lesdo, gerando espécies reativas de oxigénio, que promovem o
desmantelamento axonal (WANG et al., 2012). O neurdnio acometido, por sua vez,
modifica sua expressao génica, induzindo a transcricdo de diversos fatores pro-
regeneracdo (DORON-MANDEL et al., 2015).
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Figura 11 — Degeneracdo Walleriana.

Micrografias de fluorescéncia 37h (A e B), 40h (C e D), 42h (E e F) e 44h (G e H) apés
esmagamento e se¢do axonal mostrando a DW comecando distalmente e envolvendo
a fragmentacéo total dos axénios. Fonte: Adaptado de BEIROWSKI et al., 2005.

Durante o curso da DW, nos momentos iniciais, a bainha de mielina sofre uma
extensa fragmentacdo (MIETTO et al., 2015; MARTINEZ e CANAVARRO, 2000),
previamente a chegada de macréfagos hematogénicos, consolidando o papel critico
da prépria célula de Schwann em induzir a destruigdo da sua prépria bainha de mielina
(MUELLER et al.,, 2003). Dada a composicdo lipidica da mielina, formada
aproximadamente por 70% de lipideos compondo sua massa total, as lipases — como
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a fosfolipase A2 (PLA2) — apresentam um importante destaque no contexto da DW,
no processo da degradacgdo estrutural, promovendo a hidrélise de fosfolipidios de
membrana (MARTINI et al., 2008). As Incisuras de Schmidt-Lantermann, por sua vez,
também apresentam um papel critico no curso da destruicdo mielinica. Quando ocorre
0 processo de injuria, os filamentos de actina presentes nas ISL irdo promover uma
constricdo da fibra que resultara na fragmentagdo mielinica em formato de ovoides de
mielina (JUNG et al., 2011). Concomitantemente, as células de Schwann mielinizantes
e ndo mielinizantes distais ao sitio da lesdo, modificam sua expressdo génica,
silenciando os genes de enovelamento, passando a transcrever genes relacionados
ao suporte regenerativo, caracterizando, morfologicamente a célula de Schwann em
modo de reparo (ARTHUR-FARRAJ et al., 2012). Esta habilidade é exclusiva do SNP,
uma vez que os oligodendrdcitos ndo apresentam o fendtipo de diferenciacdo de
reparo, ficando a cargo dos astrécitos realizarem o processo cicatricial no encéfalo e

medula, quando a leséo ocorre (KANDEL et al., 2012).

1.4.4 As fases do reparo: O clearance de mielina

Existem dois acontecimentos principais desencadeados na célula de Schwann,
envolvidos no mecanismo imediato pos lesdo: a desdiferenciacéo e a ativagao celular.
No primeiro momento, as células de Schwann mielinizantes deixam de realizar a sua
expressdo génica padrdo, incluindo os genes relacionados ao seu fendtipo,
caracterizando este processo como a desdiferenciagcdo (NAMGUNG, 2014; JESSEN
e MIRSKY, 2015; JESSEN e MIRSKY, 2019a; JESSEN e MIRSKY, 2022). Ndo
obstante, simultaneamente, ocorre a indugdo da expressdo de genes de reparo,
caracterizando o mecanismo de ativagéo pré-nervo (JESSEN e MIRSKY, 2015). Desta
maneira, a associacdo de tais mecanismos caracterizam a desdiferenciacdo celular
(Figura 12) (JESSEN e MIRSKY, 2015).
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Figura 12 — A célula de Schwann de reparo.

O diagrama representa os principais estagios de desenvolvimento da célula de
Schwann. Seta preta: Desenvolvimento normal; seta vermelha: resposta a lesédo das
células de Schwann. Seta tracejada: formacado pés-reparo de células de Schwann
mielinizantes e ndo mielinizantes. Adaptado de JESSEN e MIRSKY (2015).

Ao se caracterizar o0s principais eventos que ocorrem durante a
desdiferenciagdo, ressalta-se a reducdo da expressdo de genes relacionados a
inducdo da mielinizagdo em células de Schwann em desenvolvimento, como o gene
KROX20, que leva a transcri¢do do fator Egr2 — fator chave para a produ¢éo da bainha
de mielina e, enzimas relacionadas a sintese de colesterol; as proteinas estruturais
MPZ, MBP e p75NTR. Desta maneira, a célula de Schwann de reparo pode ser vista
como uma célula de Schwann de fenétipo imaturo, uma vez que ainda ndo expressa
suas caracteristicas de célula adulta (JESSEN e MIRSKY 2015; JESSEN e MIRSKY,
2019a). Outra caracteristica marcante da desdiferenciacdo é o aumento da expressao
génica de neurotrofinas, fatores de crescimento vasculares e genes relacionados a
resposta imune inata. O fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) e o fator de
crescimento neural (NGF) constituem as neurotrofinas mais diferencialmente
expressas, enquanto o fator de necrose tumoral alfa (TNF), a interleucina 1 (IL-1a),
interleucina 1-B (IL-1B) e a proteina quimioatraente de monécitos-1 (MCP-1) estéo
consideravelmente em maior expressao génica pelas células de Schwann distais
(SUZUKI et al. 2015). De modo particular, esses fatores proé-inflamatorios induzidos,
irdo, por conseguinte induzir ao recrutamento de macréfagos no nervo, auxiliando no

processo fagocitico tardio dos debris celulares e mielinicos (GOMEZ-SANCHEZ et al.,
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2015). E importante ressaltar que no contexto da Hanseniase, ao passo que a bactéria
interage com a ceélula de Schwann, também desencadeia tais mecanismos de
desdiferenciagdo, levando ao fenétipo imaturo e, por conseguinte, induzindo um
processo facilitador da infeccdo do nervo, que serdo descritas mais a frente
(RAMBUKKANA et al., 2002; PETITO et al., 2013; MADIGAN et al., 2017).

1.4.5 A destruicdo autofagica da mielina

O processo inicial de remocao dos debris de mielina, no entanto, ocorre por um
mecanismo recentemente descrito: a mielinofagia. Durante os primeiros dias ap6s a
lesdo, a célula de Schwann se encarrega de realizar a remocao de cerca de 50% da
mielina, pelas vias da autofagia (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). Sendo a mielina um
componente citoplasmatico das células de Schwann mielinizantes, ocorre, portanto, a
organizacao dos debris de mielina em ovoides, que seréo digeridos pelos lisossomos,
por uma via autofagica seletiva, mediada pela proteina alvo da rapamicina (nTOR),
porém diferente da via classica dependente de mTOR (THUMM e SIMONS, 2015;
GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015; GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Dessa maneira, 0s
ovoides de mielina séo envolvidos por um autofagossomo de dupla membrana, que
segue para a degradagao lisossomal (Figura 13). ApGs esta primeira etapa e, a partir
da ativacdo de genes de resposta imune, os macréfagos concluem a remogao dos
debris de mielina que estéo localizados no microambiente neural (GOMEZ-SANCHEZ
et al., 2015).
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Figura 13 — Mielinofagia na célula de Schwann mielinizante saudével.

Fases da mielinofagia. (A) Ax6nio integro. (B) Quando a degeneragdo Walleriana é
iniciada, o ax6nio entra em degeneracéo. (C) A célula de Schwann entdo internaliza
fragmentos de mielina. (D) Em seguida, os fragmentos de mielina resultantes sao
recolhidos em fagossomos. Adaptado de THUMM e SIMONS, 2015.

Na célula de Schwann imatura, um gene em especifico — JUN — da origem a
proteina cJUN, sendo essa altamente expressa na célula de reparo, apesar de sua
baixissima expressao nas células de Schwann precursoras (JESSEN e MIRSKY,
2015; JESSEN e MIRSKY, 2022). Observa-se o aumento deste fator de transcri¢céo
em nervos lesionados (SHY et al., 1996). Entende-se, a partir de dados da literatura,
que essa proteina € a responsavel por induzir o processo de desdiferenciacéo,
atuando de modo antagbnico principalmente na supressdo do gene de mielina
KROX20, além de outros genes relacionados a produgdo de mielina (ARTHUR-
FARRAJ et al., 2012). Uma das principais caracteristicas da célula de Schwann de
reparo é sua morfologia extensa — esta é associada a qualidade necessaria de
estiramento para promover uma ponte de reconexao para 0s axdnios lesionados. Seu

processo de alongamento celular é desencadeado apés a perda de contato com o
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ax6nio (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Células de Schwann Remak, por exemplo,
ao modular sua morfologia para célula de reparo, podem chegar ao triplo de seu
comprimento apos quatro semanas de lesdo. De modo similar, células de Schwann
mielinizantes chegam ao dobro de seu tamanho quando adquirem o fenétipo de
reparo. Na maioria das vezes, o fenétipo de reparo forma ramifica¢cdes ao longo do
eixo da célula. Este processo auxilia o crescimento axonal na orientagdo correta, com
vistas a obter uma regeneracéo efetiva ao nervo lesionado (GOMEZ-SANCHEZ et al.,
2017; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Ap6s a degeneragdo e a remogdo da mielina e
residuos celulares ocasionados pela lesdo, o microambiente nervoso esta apto ao
processo de regeneracdo. Neste sentido, a célula de Schwann de reparo € capaz de
modular uma cascata de sinalizagdo promovendo alteragdes na expressdo génica,
onde a mesma é capaz de modular seu fenétipo para um fenétipo de célula de
Schwann adulta mielinizante (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Este dado consolida
ainda a notavel habilidade de remodelamento apresentada pela CS, que pode entrar
num processo de encurtamento celular de até sete vezes; as CS em modo de reparo
sdo bastante alongadas, e os axdnios regenerados apresentam um padrdo
morfolégico de nodos de Ranvier mais proximos, onde a mielina internodo é mais curta
(Figura 14) (JESSEN e MIRSKY, 2015; ARTHUR-FARRAJ et al., 2012). A morfologia
das células de Schwann de reparo de origem mielinizante ou ndo mielinizante é
bastante similar. A plasticidade e capacidade de adaptacdo ao estimulo ao qual o
nervo é exposto € uma caracteristica singular das células de Schwann, para a

manutenc¢ao do sistema nervoso periférico como um todo.
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Figura 14 — Células de Schwann mielinizantes, ndo-mielinizantes (Remak) e em
modo de reparo (Bugner) in vivo.

A imunofluorescéncia ilustra em verde, as células de Schwann mielinizantes e néo-
mielinizantes, em nervo nao lesionado. Em vermelho, uma célula de Schwann de
reparo apos 4 semanas de lesdo. Em azul, a organizagdo da célula de reparo para
formacao de trilhas de regeneracéo (bandas de Bungner), cercada por lamina basal.
Fonte: Adaptado de GOMEZ-SANCHEZ (2017) e JESSEN e MIRSKY (2019a).

Em algumas circunstancias crénicas, o processo de regeneracdo nao é
eficiente; nestes casos, ocorre a destruicdo do nervo, abalando o processo de
desencadeamento do potencial de ac&o, levando a uma condicdo denominada
neuropatia periférica.

1.5 A neuropatia da Hanseniase

Estima-se que a prevaléncia das neuropatias periféricas na populagdo em geral
seja de 2,4%, e em adultos com mais de 55 anos, possa atingir até 8% da populagdo
em geral (IASP, 2017). Doengas metabolicas como o Diabetes mellitus e doengas
infecciosas como a Hanseniase sdo as principais causas dessa comorbidade,
juntamente com distdrbios genéticos, doengas autoimunes e processos traumaticos
(NINDS, 2014; IASP, 2017).
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A Hanseniase é a principal doenca infecciosa causadora de neuropatia
periférica no mundo. O alto grau de morbidade e de incapacidade fisica se deve ao
grave acometimento do nervo infectado, que resulta em uma irreversivel perda da
funcdo motora e sensitiva periférica, acarretando sérios prejuizos a qualidade de vida
do paciente (RAMBUKKANA et al., 2002; JARDIM et al., 2003; ANTUNES et al., 2012;
PINHEIRO et al., 2018). A Hanseniase apresenta multiplas e variaveis manifestacéo
sintomatolégica que, de certo modo, estdo relacionadas com a resposta imune celular
gue cada individuo elabora contra M. leprae. Devido a essa gama diversificada de
sinais e sintomas, existe um espectro de classificacdo das formas clinicas da
Hanseniase. O correto diagnéstico da forma clinica é fundamental para o manejo
adequado do tratamento ao paciente (WHO, 2016; BRASIL, 2010).

Em 1966, RIDLEY e JOPLING postularam uma classificacdo para a
Hanseniase, baseada nos sinais e sintomas e nas caracteristicas imunoldgicas e
histopatologicas apresentadas pelos pacientes. Esta classificagdo apresenta dois
extremos: 0 paciente com baixa carga bacilar — tubercul6ide (TT) e o paciente com
alta carga bacilar — lepromatoso (LL), além de classificagdes intermediarias: borderline
tuberculoide (BT), borderline borderline (BB) e borderline lepromatoso (BL) (RIDLEY
e JOPLING, 1966). Os pacientes TT apresenta resposta imune celular (Th1l) bastante
efetiva, o que resulta num combate ao patdgeno que leva a apenas uma lesdo com
baixa carga bacilar. No sitio da lesédo, ha uma consideravel expressao de interleucina
12 (IL-12) e interferon-gamma (IFN-¥) Sua imunidade humoral, no entanto, € pouco
pronunciada, e o individuo apresenta poucos anticorpos especificos para M. leprae
(PARK et al., 2016). Os pacientes do polo oposto, LL, apresentam a modulagdo da
resposta imune celular (Th2) e humoral oposta ao TT. Neste paciente, a resposta
imune humoral é bastante efetiva, com alta quantidade de anticorpos especificos
(PARK et al., 2016). E possivel observar aumento de citocinas anti-inflamatérias no
sitio da lesdo, como Interleucina-4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10). No entanto, a
imunidade celular é muito pouco elaborada, o que resulta num paciente com alta carga
bacilar e multiplas lesdes de pele (WHO, 2010). Por esta dificuldade no controle da
carga bacilar, esta forma clinica € a mais contagiosa (JOPLING e MC DOUGALL,
1988). Nas formas clinicas borderline — BB, BL ou BT a resposta imune celular sera
maior de acordo com a proximidade ao polo tuberculéide (PARK et al., 2016).

Em 1982, a OMS desenvolveu um novo sistema de classificagdo da

Hanseniase, baseado no nimero de lesGes e na intensidade da carga bacilar (WHO,
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2016). Neste sistema, classificam-se como paucibacilares (PB) os individuos com até
cinco lesdes de pele e indice baciloscopico nulo, enquanto classificam-se como
multibacilares (MB) individuos com seis ou mais lesdes de pele e baciloscopia positiva
(BRASIL, 2010).

1.5.1 Episddios reacionais

A resposta imunolégica do paciente contribui em muito no curso da doenga,
mesmo que durante ou apés o tratamento. Neste sentido, é importante ressaltar
alguns quadros inflamatérios, sistémicos e agudos, resultantes de mudangas no
balan¢o imunolégico do hospedeiro em relagdo ao patdgeno: os episddios reacionais
(ANDRADE et al., 2016). Tais episédios sdo divididos em duas categorias: A reagdo
de tipo 1 é caracterizada por uma reacgao de hipersensibilidade tardia devido a uma
alteracdo subita na imunidade celular (BRITTON, 1993), em decorréncia da presenca
de antigenos hansenianos. Esta reagdo também é conhecida como reagédo reversa
(RR); isso se deve ao fato de que a resposta imune aparenta estar diminuindo,
entretanto, em seguida, reverte o quadro e se torna muito mais intensa. Durante esse
percurso observa-se um aumento do infiltrado de linfécitos T CD4+ nas les6es focais
de nervo e o aumento da resposta celular, gerando a hipersensibilidade tardia, onde
ocorre mudanca no perfil da resposta Th2 para Thl, apresentando notério aumento
da producéo de IFN-v (COOPER et al., 1989). Esse quadro pode surgir na fase inicial
da doenca, durante o tratamento com a poliquimioterapia (PQT), ou até mesmo anos
apos o término do tratamento (ROSE, 1991). A fase inicial do tratamento com a PQT
esta correlacionada ao aparecimento da reagdo reversa; isso se deve ao fato,
possivelmente, devido ao rapido exterminio do bacilo, que permite que o sistema
imune se recupere. Desta forma, neste tipo de reagao, desenvolve-se um forte quadro
inflamatério, que afeta principalmente pele e nervos (Figura 15) (SCOLLARD et al.,
2012).
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Figura 15 — Episédio reacional tipo 1 (Reagcdo Reversa). Lesdes com borda
definida, caracterizadas por rubor e calor.
Fonte: Instituto Lauro Souza Lima. SVS, DVDT, Ministério da Saude (2017).

Ja a reacdo de tipo 2, denominada Eritema Nodoso Hansénico (ENH), ocorre
predominantemente em pacientes multibacilares lepromatosos (Figura 16). Esta
reagdo ocorre em cerca de 50% dos pacientes LL, que podem desenvolver les6es
eritematosas, papulas inflamatérias além de sintomatologia sistémica em casos
graves como febre alta, ulceragdo, edema e inflamagdo nos nervos sensitivos,
caracterizando um processo denominado neurite. A neurite pode ter sérias
consequéncias, incluindo a lesdo irreversivel do nervo, perda de funcdo e
incapacidade fisica. A histopatologia dos nédulos inflamatérios ressalta a presencga de

infiltrado de neutroéfilos e células mononucleadas (HASLETT et al., 2005).

Figura 16 — Episodio reacional tipo 2 (Eritema Nodoso Hansénico). N6dulos e
papulas dolorosas.
Fonte: Instituto Lauro Souza Lima. SVS, DVDT, Ministério da Saude (2017).

A intensidade inflamatdria dos episédios reacionais tem como consequéncia
especialmente o comprometimento da funcéo nervosa, que pode evoluir para uma

disfuncdo permanente, desencadeando a neuropatia hanseniana (JARDIM et al.,
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2003). Esses episodios agudos sdo a causa principal da disfungdo neurolégica que
culmina na incapacidade fisica (JIH et al.,, 2002). Observa-se frequentemente na
literatura, um aumento da resposta de interleucinas IL-2, IL-12, TNF e IFN-v,
configurando um aumento da resposta celular no sitio da lesdo, que pode
desencadear o quadro de neurite hanseniana (JIH et al., 2002). As reacdes
comumente estdo presentes no momento do diagnéstico, em torno de 20% dos novos
casos no Brasil apresentam algum tipo de reagdo. O acompanhamento da avaliagdo
da fungdo neuroldgica é fundamental no contexto da RR. Isso se da devido a
possibilidade de neurite silenciosa (BRASIL, 2017). A neurite silenciosa pode levar a
destruicdo do nervo sem sinais aparentes, como a auséncia de dor, por exemplo.
Muitos estudos tém sido realizados para identificar biomarcadores que predispde a
reacao de tipo 1, entretanto, ndo h& resultados concretos. A lesao neural pode ocorrer
ao longo de todo espectro clinico; entretanto, existe ainda uma forma clinica da
Hanseniase que ndo apresenta caracteristicas cabiveis ao sistema Ridley e Jopling e

tampouco ao sistema da OMS: a Hanseniase Neural Pura (NP) (Figura 17).

1.5.2 Classifica¢cdo independente: Hanseniase neural pura

Nesta forma clinica, que posteriormente foi inserida na classificacdo de Madrid,
ocorre o desenvolvimento exclusivamente de lesdo de nervo, sem sinais de pele, que
culminam em neuropatia periférica do ramo nervoso acometido, resultando em
disfunc@o sensitiva, motora ou sensitivo-motora (JARDIM et al., 2003). Dentre os
principais sintomas da Hanseniase neural pura no que diz respeito ao
comprometimento sensitivo, relata-se parestesia, hipoestesia ou anestesia tatil,
térmica e dolorosa, dor neuropatica no trajeto do nervo (JARDIM et al., 2003). Dentre
as formas de acometimento do bacilo, j& se sabe que as células de Schwann néo
mielinizantes sédo o sitio de predilecdo da bactéria (EBENEZER e SCOLLARD, 2021).
Tais células compbe especialmente as fibras aferentes sensitivas, uma vez que
apresentam calibre mais fino. Este dado é corroborado pela sintomatologia inicial da
neuropatia da Hanseniase, que é a perda da sensibilidade periférica; tal fenémeno em
seguida evoluira para o acometimento de fibras mielinizadas, podendo haver

progressdo também para as vias eferentes motoras (RAMBUKKANA et al., 2004).

Uma vez que ndo ha lesdes cutaneas nesta forma clinica, o diagnéstico deve
ser o0 mesmo para pacientes com neuropatia periférica, por avaliagdo morfofuncional
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do ramo nervoso, por meio de testes quantitativos de sensibilidade, avaliagdo
eletroneuromiografica e biépsia de nervo (ANGST et al., 2020). A sele¢éo do nervo
biopsiado sera realizada a partir da avaliagdo eletroneurofisioldgica, sob os critérios
de alteracdo na amplitude do potencial de acdo, diminuicdo da velocidade de
conducgédo ou auséncia de resposta neural pos estimulo elétrico. Atualmente, o padréo
ouro de identificagdo da Hanseniase neural pura € a realizagdo da reacéo em cadeia
da polimerase quantitativa (RT-qPCR) para identificacdo de material genético de M.
leprae nos fragmentos de bidpsia de nervo (BRASIL, 2020; JARDIM et al., 2021). No
entanto, esta € uma realidade dos centros de referéncia em Hanseniase, ndo fazendo
parte da realidade da maior parte das unidades de saude do Brasil (CASTRO, 2012).

PB MB
" Lesdo Neurolégica t
Tyl

[ T2
IL-2 T
|2 \\Alimunidade Mediada por Células - IL-13

Reacdao Reversa

Figura 17 — Classificac8es vigentes para categorizagao das formas clinicas da
Hanseniase.

O espectro da Hanseniase varia de acordo com a carga bacilar, resposta imune do
hospedeiro, caracteristicas histopatolégicas e episédios reacionais. *TT:
Tuberculoide-tuberculoide; *BT: Borderline-tuberculoide; *BB: Borderline-borderline;
*BL: Borderline-lepromatoso; *LL: Lepromatoso-lepromatoso; *PB: Paucibacilar; *MB:
Multibacilar; *ENH: Eritema Nodoso Hanseniano. Fonte: Adaptado de LOCKWOOD e
SAUNDERSON, 2012.

1.6 O rearranjo metabdlico

A desmielinizag&o tem sido recorrentemente citada na literatura como o marco
deflagratério do inicio da destruicdo das fibras periféricas, em células de Schwann
mielinizantes infectadas com M. leprae, sendo anterior, inclusive, ao recrutamento
inflamatdrio pela imunidade inata (SPIERINGS et al., 2000; PINHEIRO et al., 2018).
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O impacto da desmielinizacdo pode néo resultar somente na inducéo do fenétipo de

reparo, mas em mecanismos nutricionais para a célula hospedeira.

Nos Ultimos anos, o laboratério de Hanseniase, bem como diversos
pesquisadores no mundo tém reportado diversas alteracfes desencadeadas em
células de Schwann ndo mielinizantes infectadas; tais alteragfes favorecem a
sobrevivéncia intracelular do bacilo, como por exemplo a inducdo do aumento de
corpusculos lipidicos (BARISCH e SOLDATI, 2017; ELAMIN, STEHR e SINGH, 2012;
KAUR e KAUR, 2017; MATTOS et al., 2011; MATTOS et al., 2012), a modulacdo do
metabolismo de glicose (MEDEIROS et al, 2016), e a reprogramacéo celular
(MASAKI et al.,, 2013; PETITO et al.,, 2013). De modo particular, o sucesso do
estabelecimento da infeccao por M. leprae se da pela sua habilidade natural em induzir
o fendbmeno de desmielinizacdo apds entrar em contato com fibras nervosas
mielinizadas (Figura 18) (RAMBUKKANA et al, 2002; TAPINOS et al., 2006).

Infeccdo por  Célula de Schwann em reprogramacéo Degeneragdo axonal

Desmiglinizacdo  Produgdo de mediadores inflamatorios Processe inflamatério
Desdiferenciagdo Desordens no metabolism energético Fibrose

iﬁ_\e@ =

Figura 18 — O impacto de M. leprae na célula de Schwann.

A interacdo no M. leprae com seu sitio preferencial de infecgao, a célula de Schwann,
acarreta diversas modificages genéticas e funcionais, que por sua vez, culminam em
um processo de perda da funcéo do nervo e consequente fibrose do tecido. Adaptado
de MIETTO et al., 2015.

Entretanto, as alteragfes metabolicas decorrentes da quebra da mielina para a
fisiologia da bactéria foram muito pouco exploradas. E importante dizer que, durante
0 processo da quebra de mielina, a maior parte dos lipideos derivados da mielina
formam os ovoides de mielina, que por seguinte sao utilizados para a construgdo dos
corpusculos lipidicos, que serdo reutilizados, posteriormente pelas células de
Schwann, para a reconstru¢do da bainha de mielina. (BROSIUS-LUTZ et al., 2017;
GOODRUM et al., 1994). Como consequéncia do decaimento massivo do namero de
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genes de M. leprae ao longo do curso dos anos, a estratégia de sobrevivéncia do
bacilo envolve a capacidade de subverséo do metabolismo da célula hospedeira para
seu proéprio beneficio (ELAMIN et al., 2012; KAUR e KAUR, 2017; MATTOS et al.,
2012; MEDEIROS et al., 2016). A célula hospedeira infectada por M. leprae, apresenta
uma caracteristica morfoldgica que é a produgéo e acumulo de corpusculos lipidicos;
tal evento tem sido associado a sobrevivéncia da mesma (Figura 19). O acumulo de
corpusculos lipidicos j& vem sendo descrita como uma caracteristica patolégica que
ocorre em diversas outras infeccdes por bactérias intracelulares obrigatorias
(BARISCH e SOLDATI, 2017).

Ajuda na
sobrevivéncia
e persisténcia

Evasdo do
hospedeiro
Serve como

fator de para o
viruléncia bacilo
Fonte de
nutrientes

Figura 19 — Multiplos papéis dos lipideos na sobrevivéncia micobacteriana.
Representagdo esqueméatica mostrando as diversas de atuacdo dos lipideos desde
fonte de nutricao, rigidez, evasdo da resposta imune do hospedeiro, bem como servir
como fatores de viruléncia. Adaptado de KAUR e KAUR, 2017.
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1.6.1 O comportamento inflamatério da CS frente ao bacilo viavel e morto

No curso da infeccdo pelo M. leprae, estudos anteriores do presente grupo
ressaltaram alteracdes significativas de certas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias (TELES et al., 2007; PETITO et al.,, 2013; MARQUES et al., 2015;
ANDRADE et al., 2016; de OLIVEIRA et al., 2022). Dentre tais moléculas, o fator de
necrose tumoral (TNF) é uma das citocinas produzidas pela célula de Schwann frente
a infeccdo. Dos estudos mais recentes, demonstra-se que é papel da bactéria morta
levar a este perfil de atividade inflamat6ria, onde ocorre uma forte indugéo de infiltrado
macrofagico, resultando num processo inflamatério focal que gerara o dano no nervo
(LIEFNER et al., 2000). TELES e colaboradores (2007) observaram que, além da
expressdo aumentada de TNF, ocorre também o aumento da sintese dos receptores

TNFR1 e TNFR2 em amostras de fragmentos de nervo de pacientes com a
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Hanseniase NP. Tais dados foram posteriormente corroborados por outro estudo do
presente grupo, onde ANDRADE e colaboradores (2016) demonstraram
experimentalmente in vitro 0 aumento ndo somente na expressado génica, mas da
expresséo proteica de TNF de membrana em células de Schwann; ndo somente, o
grupo demonstrou que, na presenca de TNF exdgeno, as células de Schwann
induziram o aumento da secre¢do sollvel das interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), ja
discriminadas anteriormente na literatura pelo seu papel na lesdo axonal (ANDRADE
et al., 2016). O recrutamento de macréfagos para o sitio da lesdo, bem como o
aumento da resposta inflamatéria também é intensificado pelo aumento da expresséo
de metaloproteases (MMPs), ja descritas no envolvimento das células de Schwann
infectadas, em especial no envolvimento secundario da resposta imune adaptativa,
que contribui para a aceleracdo da destruicdo da bainha de mielina e da perda da
integridade axonal (TELES et al., 2007; CHATTOPADHYAY et al., 2007). A Tabela 1
dispde o histoérico da literatura pertinente ao comportamento da célula de Schwann

frente ao bacilo viavel e morto, e seus efeitos na célula hospedeira (Tabela 1).
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Tabela 1 — Mecanismos celulares e moleculares de interagéo do M. leprae viavel

e morto com nervo periférico.

Modelo
experimental
Coculturade CSe

Ganglio da raiz
dorsal de
camundongos.

CS primaria de
rato

Linhagem de CS
humanas ST88-
14 e CS primaria
humana

Linhagem de CS
humana ST8814

CS primarias e
cocultura de SC
mielinizante-
neurénio.

Linhagem de CS
humana ST8814
e biépsias de
nervo (ex vivo)

Viabilidade

M. leprae
morto

M. leprae
viavel

Lipopetideo
19-kDA do
M. leprae

M. leprae
morto

M. leprae

morto

M. leprae
morto

Resultados

M. leprae induz rapida
desmielinizagdo por um mecanismo
dependente de contato, na auséncia de
células imunes, num modelo de cultura de
nervo in vitro de camundongos com
deplecdo para RAG1. CS mielinizantes
foram resistentes a invas@o do M. leprae,
mas entraram em desmielinizagdo ao
contato com a bactéria, enquanto CS néo-
mielinizantes apresentaram grande
ndmero de M. leprae intracelular.

As CS mantiveram 56% de
viabilidade a 33°C por 3 semanas.
Apresentaram alteracdes morfologicas e
expressaram moléculas de adesdo, mas
foram capazes de manter a interagdo
celular. Coculturas de neur6nio-CS,
infectadas ap6s mielinizagdo, nédo
apresentaram alterag6es morfologicas na
arquitetura da mielina a 33°C por 30 dias,
mantendo 53% de viabilidade do M.
leprae.

TLR2 foi expresso em niveis
moderados em comparagdo ao MHC-I,
mas em maiores niveis para 0 MHC-II. A
lipoproteina 10-kDa do M. leprae inicia
apoptose e induz inflamacdo. A presenca
de células apoptéticas aumenta na
presenca de TLR2 e da lipoproteina 19-
kDa do M. leprae.

Presenca de receptores de TNF e
TGF na membrana nas CS. A combinacao
de TNFa/TGF-B1 bem como a infecgédo por
M. leprae desencadeou 0 aumento na taxa
de apoptose nas culturas de CS. Além
disso, RT-gPCR mostrou que o M. leprae
aumentou a expressao dessas citocinas e
seus receptores nas CS.

O M. leprae se liga e ativa
diretamente a proteina de ancoragem
ErbB2, induz a cascata de sinalizagao

Erkl/2 e em seguida induz a
desmielinizac&o.
M. leprae e TNF induzem o

aumento de MMP-2 e MMP-9 além de
aumentar a secrecdo dessas enzimas em
culturas de ST88-14. Os efeitos do TNF e
do M. leprae foram sinérgicos. Nervos com

55

Referéncia

Rambukkana
etal., 2002

Hagge et al.,
2002

Oliveira et al.,
2003

Oliveira et al.,
2005

Tapinos et al.,
2006

Oliveira et al,
2010



Linhagem de CS
humana ST88-14

CS primarias de
camundongo

CS primérias de
camundongo

Biopsia de nervo
humana

Linhagem de CS
humana ST88-14

Modelo de peixe-
zebra

M. leprae
morto

M. leprae
viavel e M.
leprae morto

M. leprae
viavel

M. leprae
morto

M. leprae
viavel

M. leprae
viavel e M.
marinum
expressando
PGL-1

infiltrado inflamatério e fibrose
apresentaram maior sintese de RNAm
para TNF, MMP-2 e MMP-9 em
comparagdo ao controle. Bidpsias de
pacientes sem alteragbes inflamatdrias
também demonstraram aumento de MMP-
2 e MMP-9. Bibdpsias com infiltrado
endoneural e granulomas epitelioides
apresentaram maior expressdo génica
para MMP-2 e MMP-9.

CS se transdiferenciam em
miofibroblastos produtores de matriz
extracelular sob estimulo de TGFB-1, por
mecanismo desencadeado pelo M. leprae.

O M. leprae sequestra a
capacidade de reprogramacdo de CS
adultas para o estagio de células tronco
progenitoras pela  diminuicéo da
expressdo de genes de diferenciagcdo de
CS e pelo aumento da expressdo de
genes do desenvolvimento embrionario. A
reprogramacdo leva ao aumento do
potencial migratério e imunomodulatorio
das células infectadas.

A inducéo da reprogramacédo de
CS adultas em células pSLC induzem
muitos genes relacionados a resposta
imune, em especial de imunidade inata e
genes associados a quimiocinas, desde 0s
primeiros momentos da infecgdo na CS,
atingindo seu maximo quando a célula se
desdiferencia totalmente.

M. leprae é capaz de contribuir
para uma resposta mediada por TNF
induzindo a producdo de TNF de
membrana e aumentando 0s receptores
TNFR1, tornando as CS mais sensiveis
aos niveis de TNF exégenos do nervo, que
advém de macrofagos residentes nos
estégios iniciais da lesdo e num segundo
momento, de células inflamatérias.

A infeccéo por M. leprae foi capaz
de modular o metabolismo de glicose da
CS, gerando um aumento marcante na
captacdo de glicose. Adicionalmente, a
infeccd@o por M. leprae reduziu o potencial
de membrana mitocondrial e a liberacéo
de lactato pelas CS, resultando no controle
de radicais livres.

A aproximagao de macréfagos infectados
ao axonio induz a desmielinizagdo. O
PGL-1 é o responsavel pela resposta
neurotoxica pela indugdo de ROS e RNS,
causando dano mitocondrial que leva a
desmielinizacéo.
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CsS primaria M. leprae Diminuicdo da expressdao de Nogueiraetal.,
humana e de morto neurotrofinas como NT-4, NGF e BDNF 2018
camundongo em CS humanas estimuladas com M.

leprae, enquanto observou-se aumento da

expressdo de NT-3 em camundongos

estimulados com M. leprae. Essas

alteragdes podem levar a lesdo neural.
Linhagem de CS M. leprae PGL-1 induziu a expressdo de Dias Acosta et
humana ST88-14  viavel MR/CD206 e PPAR-y em CS infectadas. ' al., 2018

Tais moléculas podem auxiliar no

reconhecimento, invas@o e sobrevivéncia

do bacilo. Essa sinalizagdo também induz

0 acumulo de corpusculos lipidicos nas

Cs.
Linhagem de CS M. leprae M. leprae utiliza o metabolismo de Borah et al,
humana ST88-14  viavel glicose do hospedeiro como fonte de 2019

carbono para biossintetizar a maioria de

seus aminoacidos. A enzima fenolpiruvato

carboxilase é necessaria para a dieta

intracelular do M. leprae.
CS priméria de M. leprae M. leprae infecta a S e acelera a Mietto et al,
camundongo viavel destruicao da mielina pelo mecanismo de 2020

mielinofagia, que leva ao aumento de

corpusculos lipidicos, principais organelas

de persisténcia da infec¢do nas CS
Fonte: Adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2022.

1.7 O Estado da arte

As células de Schwann — as principais células gliais do sistema nervoso
periférico — sdo o hospedeiro preferencial para a entrada, persisténcia e replicagcao do
M. leprae dentro do nervo (SCOLLARD et al., 2015; MIETTO et al., 2016; SERRANO-
COLL et al., 2018; DIAZ ACOSTA et al., 2018; de OLIVEIRA et al., 2022). Portanto,
muita atencdo tem sido dada as alteragées moleculares e celulares causadas pelo M.
leprae nessas células, a fim de identificar as razdes subjacentes que culminam na
neuropatia grave observada nos pacientes. A resposta imune elicitada no
microambiente nervoso contra os bacilos € um componente chave que pode levar as
distintas manifestacdes clinicas (PINHEIRO et al., 2018). As células de Schwann
infectadas produzem um amplo painel de quimiocinas e citocinas inflamatérias, que,
acompanhadas de resposta imune celular, tém sido associadas a manifestacéo de dor
neuropatica e a neurite hanseniana em pacientes (SPIERINGS et al., 2000a e 2000b;
ANDRADE et al.,, 2016; ANGST et al., 2020). Este perfil de imunomodulacio
observado em células de Schwann infectadas € de grande importancia, e observou-
se na literatura que tal fendbmeno ocorre antes da reprogramagdo das células de

Schwann para o fenétipo de célula de Schwann imatura, destacando o papel crucial
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da rede de sinalizagdo imune no contexto dos estagios iniciais da infec¢do por M.
leprae (MASAKI et al., 2014; HOOKI e GELUK, 2021). Além disso, a infeccdo por M.
leprae nas células de Schwann tem sido associada a altera¢Ges na via metabdlica de
glicose/lactato (MEDEIROS et al.,, 2016; BORAH et al.,, 2019), acumulo de
lipidios/colesterol (MATTOS et al., 2011; ROSA et al., 2021), disfungdo mitocondrial
(OLIVEIRA et al., 2021) e a destruicdo da bainha de mielina (MIETTO et al., 2016;
MADIGAN et al., 2017; MIETTO et al., 2020).

Algumas dessas alteragBes também foram confirmadas em pacientes com
Hanseniase e sdo sugeridas como causadoras da neuropatia em curso e da fibrose
tecidual observada, além da perda da funcdo neuroldgica periférica comumente
apresentada por esses pacientes (PETITO et al., 2013; ANDRADE et al., 2016). No
entanto, embora esses eventos possam surgir de modifica¢Bes da fungdo de suporte
do nervo da CS, as altera¢des que acompanham o perfil de expresséo génica nessa
célula hospedeira sdo amplamente desconhecidas. Estudos mostraram que o
glicolipidio fendlico 1 (PGL-1), um dos principais componentes patogénicos da parede
celular de M. leprae, é essencial para a internalizagdo de M. leprae nas células de
Schwann e tem sido amplamente atribuido a indugdo do processo patolégico in vitro
e em modelos infecciosos experimentais (NG et al., 2000; MADIGAN et al., 2017, DIAS
ACOSTA et al.,, 2018). A compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos
relacionados a lesdo nervosa em pacientes com Hanseniase é fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o controle da neuropatia
hanseniana. O tratamento de danos nos nervos com esteroides é eficaz, mas pelo
menos 40% dos pacientes recaem e requerem um novo ciclo de esteroides (WALKER
etal., 2011; LOCKWOOD et al., 2017).

Como a neuropatia da Hanseniase é uma doenca complexa e ainda intrincada,
na qual tanto M. leprae viavel quanto o morto podem ter um papel prejudicial na
progressao da doenga, € necessario compreender e decifrar a contribuicdo de
bactérias viaveis e mortas na alteracdo da biologia da célula de Schwann. Na
literatura, sugere-se que bacilos mortos, ao contrario de M. leprae viaveis, tornam as
células de Schwann suscetiveis ao ataque de células “natural killers” (STEINHOFF et
al., 1991). Além disso, bactérias mortas e seus componentes estruturais, como a LAM,
também foram relatados como causadores de dano neural via modulagdo do fluxo

autofagico (SILVA et al, 2017) e do ataque de proteinas do sistema de complemento
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no nervo (BAHIA EL IDRISSI et al., 2015). Apesar da imensuravel importancia das
células de Schwann para a compreensdo de diversos mecanismos relevantes a
respeito da manutencdo e do reparo do sistema nervoso periférico, ainda se
encontram muitas dificuldades para o estabelecimento e obtencdo de culturas
primarias, que, por limitacdes amostrais e éticas, impde a necessidade da utilizacéo
de outros métodos de estudo. Uma das metodologias mais utilizadas para o avanco
na compreensdo do metabolismo e fisiologia das células de Schwann é o estudo em
linhagens celulares, especialmente da linhagem de células ST88-14, isolada de um
tumor maligno de paciente portador de neurofiboromatose | (YAN et al., 1995). Tal
linhagem é capaz de expressar proteinas enddgenas classicas como o marcador S-
100 e é capaz de ser invadido por microrganismos como o M. leprae. Nao obstante,
vé-se como fundamental a busca de novas estratégias de infeccdo, como a utilizagdo
de modelo in vivo, tal qual demonstrado por MADIGAN (2017) em peixe-zebra, com
vistas a compreender o impacto nos sistemas biolégicos bem como a possibilidade de

investigacao dos efeitos da infecgdo em longo prazo.

1.8 Justificativa

A Hanseniase é a principal causa de neuropatia periférica ndo traumatica em
paises endémicos. A neuropatia € frequentemente silenciosa ao longo de sua
evolucao, o que dificulta o seu diagndstico nos estagios iniciais e impede que sejam
estabelecidas medidas capazes de prevenir o dano neural. Visto que as células de
Schwann oferecem um ambiente ideal para a preservacao e proliferacéo de M. leprae,
o entendimento dos mecanismos envolvidos na infecgdo e modulacdo dessas células
pelo bacilo representam um passo crucial para a melhor compreensao do dano neural
na Hanseniase. Uma grande limitacdo para os estudos na area deve-se ao fato da
Hanseniase ser uma doenga desmielinizante, no entanto, as linhagens celulares
estudadas e, mesmo a célula primaria humana ndo sédo mielinizantes, o que limita em
muito os estudos. Assim, o uso de células murinas pode auxiliar na maior
compreensdo dos processos especificamente associados com a desmielinizacdo. Um
dos principais desafios atuais, para as areas endémicas da Hanseniase, é o
tratamento efetivo da neurite, bem como a deteccdo precoce de dano neural,
prevenindo as incapacidades permanentes. Atualmente, os pacientes com neuropatia
hanseniana séo tratados com poliquimioterapia (PQT) e corticosterdides, que ndo tém

sido eficazes em impedir a evolucdo da neuropatia periférica. Assim, estudos com o
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objetivo de contribuir para o entendimento da patogénese da neuropatia, usando tanto
células humanas ndo mielinizantes quanto células mielinicas murinas, podem auxiliar

em futuras intervencdes mais especificas e efetivas.

1.9 Hipdtese

A hipétese da presente tese baseia-se na conjectura que o M. leprae modula a
biologia da célula de Schwann, de modo a favorecer sua sobrevivéncia e instalagio
no nervo periférico. Estas alteragBes favoreceriam a atividade intracelular do
patégeno, ao passo que levariam ao dano neural observado na neuropatia da

Hanseniase.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a capacidade do M. leprae em modular a expressédo de genes

associados a biologia da célula de Schwann em células da linhagem ST88-14, em

células primérias de camundongo e em biépsias de nervo, bem como determinar os

mecanismos imunopatogénicos associados com a desmielinizagéo na Hanseniase.

2.2 Objetivos Especificos

9
o

Analisar o perfil de expressdo de transcritos envolvidos na neuropatia
periférica, na plasticidade de células gliais, no mecanismo de reparo neural e
no perfil inflamatério em bidpsias de nervos de pacientes com e sem
Hanseniase e em células de Schwann da linhagem humana ST88-14
infectadas ou estimuladas com M. leprae;

Analisar o perfil de expressdo de mediadores inflamatérios secretados por
células de Schwann infectadas ou estimuladas com M. leprae;

Correlacionar os dados de expressao génica aos achados histopatolégicos de
bidpsias de NP e controle;

Investigar o envolvimento de genes de autofagia na infec¢do de células de
Schwann primérias mielinizantes de camundongo (CSPM);

Investigar a correlacdo entre a inducao de corpusculos lipidicos pela infecgao

por M. leprae e a viabilidade bacteriana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Parte 1: Modelo murino

O presente estudo foi realizado no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/ FIOCRUZ) e
foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
namero de aprovagdo L-033-2015. Para a obtencao de células de Schwann primarias
com mielina, foram utilizados camundongos BALB/c machos, com 21 dias de idade,
conforme modelo adaptado de GOMES-SANCHEZ (2015). Inicialmente, os
camundongos foram eutanasiados por CO2. Apds, 0s nervos isquiaticos (direito e
esquerdo) foram dissecados e mantidos em meio L15 gelado. Em seguida, o0 epineuro
foi cuidadosamente removido em ambiente estéril, com auxilio de uma lupa, e os
nervos foram mantidos in vitro, por 48h, a 37°C/5%CO,, para que ocorresse o
processo de degeneracdo natural, em meio de cultura Eagle Dulbecco Modificado
(DMEM F12), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e os antibiéticos
penicilina- estreptomicina (PEES) a 100 U/mL. Apos esse periodo, os segmentos de
nervo foram submetidos ao processo de degeneracédo enzimatica utilizando 0,005%
de Colagenase A (#C0130, Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e 1,2 U/mL de Dispase
(#17105041, Gibco®, Estados Unidos) em meio de cultura DMEM/F12 suplementado
com antibiéticos penicilina-estreptomicina (PEES) a 100 U/mL por 18h. No dia
seguinte, foi realizada a dissociagdo mecanica, utilizando agulha de 26 G, e os
fragmentos de nervo e células foram centrifugados a 500 g por 5 minutos. O pellet
celular foi ressuspendido em meio completo (descrito anteriormente) e as células
foram plaqueadas, em placas de cultura de 24 pogos, previamente tratadas com
5 pg/mL de laminina (#23017015, Natural Laminin, ThermoFisher Scientific®, Estados
Unidos) por 5 horas a 37°C/5% CO2. Apo6s, o sobrenadante foi descartado, deixando
aderidas as células de Schwann primérias mielinizantes (CSPM), as quais foram
lavadas 3x com tampdo fosfato-salina (PBS) para remocéo de debris celulares e um
novo meio suplementado foi inserido. Em determinado grupo experimental, as CSPM
foram tratadas com inibidor JINK (#SP600125, Enzo Life Sciences®, Estados Unidos)

diluido em meio de cultura, numa concentragao final de 40uM.
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3.1.1 Purificacdo e infeccao por M. leprae

A cepa Thai-53 de M. leprae, gentilmente doada pelo Instituto Lauro Souza
Lima (Sao Paulo, Brasil), foi selecionada para o estudo, pois é a cepa mais prevalente
em circulagdo no mundo. Apesar de ndo ser a cepa mais prevalente no Brasil, ela
apresenta similaridade genética de 99,9% com as cepas 4N e 3l, predominantes no
Brasil (MONOT et al., 2009). Foi purificada do coxim plantar de patas de camundongos
nude infectados, conforme descrito por MEDEIROS e colaboradores (2016). Para os
experimentos de infecgéo in vitro, as CSPM foram incubadas com M. leprae em uma
proporcdo de multiplicidade de infecgdo de 100 bactérias por célula (MOI 1:100). O
experimento foi incubado de acordo com os pardmetros 33°C/5%/CO», para
manutenc¢do da atividade bacteriana. Apds os pontos de 24h e 72h de infec¢éo, as
CSPM foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% e
processadas para as técnicas de imunocitoquimica e rea¢do em cadeia da polimerase
em transcricdo reversa quantitativa (RT-gPCR). Para a imunomarcagao, foi realizada
o experimento de infeccdo com M. leprae corado com a sonda fluorescente PKH67
“Green Fluorescent Cell Linker Kit” (Sigma #MKCF0773), de acordo com as instru¢des

do fabricante.

3.1.2 Imunofluorescéncia e Microscépio de fluorescéncia

Para a realizacdo da imunomarcagdo, as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS 0,1M por 15 minutos. Em seguida, as CSPM foram
lavadas por 3 vezes em PBS e permeabilizadas numa solucdo de bloqueio contendo
0,03% de Triton 100X + Normal Goat Serum (NGS) a 5% + Albumina de Soro Bovino
(BSA) em PBS por 1 hora. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos
em temperatura ambiente com os seguintes anticorpos primarios diluidos em solugéo
de bloqueio: anticorpo monoclonal de rato anti-MBP (1:300 Millipore, MAB386) e
anticorpo policlonal de coelho anti- LC3 (1:100 Novus Biological, NB100-2220). As
células foram lavadas por 3 vezes em PBS e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente, em solugdo de bloqueio contendo o marcador fluorescente
intercalante de DNA 4’,6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI) (1:500, Invitrogen®, Molecular
Probes, Estados Unidos) juntamente aos anticorpos secundarios cabra anti-rato 488
e cabra anti-coelho 594, ambos a proporcdo de diluicdo de 1:500 (Invitrogen®,
Molecular Probes). As CSPM foram em seguida lavadas 2 vezes em PBS e 1 vez em

agua destilada. As laminulas foram montadas em seguida com o meio de montagem
63



Fluoromount (#00-4958-02, Sigma-Aldrich®). Os corpusculos lipidicos foram corados
com Oil Red O e observados em microscopia de fluorescéncia, enquanto os ovéides
de mielina foram observados em campo claro. Ambas as quantificacdes foram feitas

no software ImageJ® (NIH, Estados Unidos).

Todas as imagens foram realizadas no microscépio invertido Zeiss
AxioObserver Z1 (Carl Zeiss®, Alemanha), utilizando o sistema de iluminagéo
estruturada Apotome, nas lentes de 40X e 60X com imersdo em 6leo. A fonte de luz
HXP-120 foi utilizada para excitagédo das células imunomarcadas e as imagens foram
adquiridas utilizando a caAmera Zeiss HMRc, controlada pelo “software” AxionVision

verséo 4.8 (Carl Zeiss®, Alemanha).

3.1.3 RT-qPCR - Reagdo em cadeia da polimerase em transcricdo reversa

guantitativa

Ap6s a infecgdo no tempo estabelecido, 0 RNA total das células das CSPM foi
extraido e isolado utilizando o reagente Trizol® (ThermoFisher Scientific, Estados
Unidos), de acordo com as instru¢des do fabricante. A fita de DNA complementar
(cDNA) foi transcrita a partir do RNA, por meio do kit SuperScript Il First-Strand
Synthesis (Invitrogen, #18080-400). O cDNA foi, portanto, amplificado utilizando a
sonda SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, Estados Unidos). Para as
andlises de RT-gPCR, foram utilizadas as sequéncias de pares de primers conforme

a Tabela 2:

Tabela 2 — Sequéncias de pares de primers utilizados para avaliacdo da
expressédo génica por RT-qPCR.

Gene Sigla Forward Reverse

Proteina Bésica de MBP AATCGGCTCACAA | TCCTCCCAGCTTAA

Mielina GGGATTCA AGATTTTGG

Proteina Zero de MPZ CGGACAGGGAAA | TGGTAGCGCCAGG

Mielina TCTATGGTGC TAAAAGAG

Proteina 2 de resposta | EGR2 AGGCCCCTTTGAC | AAGATGCCCGCAC

de crescimento precoce CAGATGA TCACAAT

Beclina-1 BCN1 GCCTGGGCTGTG | CCAGCCTCTGAAA
GTAAGTAA CTGGACA
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Proteina 2 de interagdo | Wipi-2 GCTGTTGGTAGTA | GCTTTGAGGCTGA

com fosfoinositideo do AGTCCGGG CAATGGC

dominio de repeticdo

WD

Cinase-1 ativadora de ULK-1 TGCGCATAGTGTG | AACATCGTGGCGC

autofagia tipo unc-51 CAGGTAG TGTATGA

Lipase Horménio HSL TCGGGGAGCACT | CACGCAACTCTGG

Sensivel ACAAACG GTCTATGG

Lipase de triacilglicerol | ATGL GGTGCCAACATTA | AAACACGAGTCAG

de adipécito TTGAGGTG GGAGATGC

Perilipina PLIN GTCCCTATCCGAT | GCGTCCGCCTCTG
GCCCTGAAG CTGAAG

Gliceraldeido-3-fosfato | GAPDH | TGCACCACCAACT | GGATGCAGGGATG

desidrogenase GCTTAG ATGTTC

Além das CSPM, biépsias de nervo humanas também foram processadas para
extragdo do RNA total e obtencéo da fita de cDNA, para elaboracéo e analise do RT-
gPCR. Foi utilizado o kit de PCR array Human Autophagy (Genone, #HATPL-I) e o kit
de PCR array Human Schwann Cell Biology (ScienCell Research Laboratories®,
#GK096). Todos os experimentos de RT-gPCR foram realizados em triplicata e
corridos no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems®, Estados
Unidos). Os resultados foram analisados pelo método AACT apds normalizagdo com
0 gene enddgeno GAPDH.

A expresséo génica de M. leprae também foi avaliada por express@o génica,
por meio do protocolo previamente descrito por MARTINEZ (2009). As CSPM
infectadas por M. leprae, tratadas ou ndo com JNKi, foram submetidas & extracédo de
DNA e RNA bacteriano a partir do protocolo de extragdo utilizando Trizol®. O RNA
total foi reversamente transcrito utilizando primers randémicos e o kit GoScript
(Promega®, #A2801), de acordo com as instrugdes do fabricante. Niveis quantitativos
de RNA ribossomal 16S foram determinados a partir da razdo com o DNA ribossomal

16S, quantificado por meio do PCR em tempo real utilizando a sonda TagMan.

3.1.4 Analise estatistica
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Para analise estatistica, foi utilizado o “software” Prism (GraphPad®, Estados
Unidos) versdo 7.0, onde os graficos foram gerados. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Para os resultados do RT-gPCR, os
dados foram avaliados estatisticamente pelo teste Mann-Whitney, enquanto para as
andlises de imunomarcacéo, foram avaliadas por meio do teste T. Para este trabalho,

o nivel de significancia foi considerado 5%.

3.2 Parte2

3.2.1 Avaliacdo da expressao génica em fragmentos de nervo

Biopsias de nervo de oito pacientes com diagnéstico de Hanseniase neural
pura (NP) foram obtidas de voluntarios recrutados no Ambulatério Souza Aradjo
(Laboratério de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz)
(Tabela 3). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz
(nuimero de parecer: 2.227.887). Fragmentos de bidpsia de nervo dos pacientes foram
utilizados para coloracdo histopatol6gica e analise de RT-gPCR. Para o presente
estudo, foram selecionados pacientes com NP que ndo apresentavam qualquer sinal
histopatoldgico de fibrose endoneural, para garantir que 0s espécimes nervosos
selecionados estivessem nos estagios iniciais da progressdo da neuropatia da
Hanseniase. A sele¢do das amostras foi realizada apos andlise da coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) e tricrdmico de Gomori (TG) ao microscépio de campo
claro, seguindo protocolo previamente publicado (ANTUNES et al. 2012). Os critérios
de exclusdo foram pacientes com coinfec¢cdo, comorbidades metabdlicas como
diabetes e sinais de fibrose endoneural, gestantes e pacientes menores de 18 anos.
Para o grupo controle, espécimes de bidpsia de nervo de trés individuos submetidos
a cirurgia do plexo braquial foram gentilmente doados pelo Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ).

Tabela 3 — Dados clinicos de pacientes com NP incluidos neste estudo (n=8).
*NP= Hanseniase Neural Pura; *RR= Reac¢do Reversa

Idade Forma Grau de
Género Clinicada | Reagao PQT Incapacidade
(anos) P .
Hanseniase fisica
67 feminino NP RR + Nao 0
Neurite
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26 masculino NP RR + Nao 0
Neurite

34 feminino NP Nao N&o 0

48 masculino NP RR + Nao 0
Neurite

47 feminino NP RR Néao 2

22 masculino NP RR Néao 2

22 feminino NP Nao N&ao 0

48 feminino NP N&o Néao 0

3.2.2 Culturade células de Schwann

A linhagem celular de Schwann humana, ST88-14, foi utilizada no presente
estudo para os ensaios in vitro. Antes dos ensaios, as células foram cultivadas em
meio RPMI (Gibco®, EUA) suplementado com 1% de penicilina, 1% de estreptomicina,
2 mM de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em
ambiente controlado a 37°C/5%CO.. Para os ensaios, células ST88-14 foram
suspensas em meio de cultura sem penicilina-estreptomicina e cultivadas a uma
densidade de 5x10° células/poco em placas de cultura de 6 pogos. A cultura de células
foi infectada com M. leprae viavel, gentilmente doado pelo Instituto Lauro de Souza
Lima (S&o Paulo, Brasil) ou estimulado com M. leprae morto (irradiado com raios
gama), obtido através do BEI Resources® (#NR-19326), com uma multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 50 bacilos/célula (50:1). Apds 24h de incubacéo, os sobrenadantes
foram colhidos e mantidos congelados a -20°C até a quantificagdo das quimiocinas e
citocinas inflamatérias. Além disso, as culturas de células de Schwann foram

submetidas a procedimentos de extracdo de RNA total.
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3.2.3 Extracdo de RNA e matriz RT-qPCR

Culturas de células de Schwann e fragmentos de bidpsia de nervo foram
triturados mecanicamente e ressuspendidos em 1 mL de TRIzol® (Gibco, Estados
Unidos) e o RNA foi obtido seguindo as orientagBes do fabricante e armazenado a -
70°C até o uso. Apds, 10 ng de RNA total foram transcritos reversamente para cDNAs
usando o kit Superscript 1l (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e entdo amplificados
usando o SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, EUA) ou TagMan
probes (ThermoScientific®, Estados Unidos). O kit GeneQuery™ Human Schwann cell
PCR Primer library array (Realtime Primers®, EUA #GK096) foi usado para perfilar a
expressdo génica total em células de Schwann e bidpsias de nervos humanos. A lista
completa de genes esta disponivel em https://www.sciencellonline.com/genequerytm-
human-Schwann-cell-biology-gpcr-array-kit.html” (acessado em 27 de janeiro de
2022). As sondas TagMan Fast Universal PCR Master Mix e Human TagMAn MGB-
Probe (ThermoScientific®), foram usados para determinar a expresséo de RNAm de
TNF (HS-99999043 m1), IL23A (HS-0037334324_m1), CCL2 (HS-00234140_m1) e
CXCL10 (HS-0017042_m1). O array de RT-qPCR foi realizado em triplicata e as
amplificagcdes foram realizadas no sistema ViiA7 Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). O método AACT (Livak e Schmittgen, 2001) foi
usado para analisar os dados obtidos apds normalizagéo usando o controle endégeno
do gene enddgeno RPL13, para andlise SYBR Green, ou normalizado usando o gene
enddgeno gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH; HS -02758991 gl), para

ensaios TagMan.

3.2.4 Ensaio de imunoabsorc¢éo enzimatica (ELISA)

Para avaliagdo da secrecdo de citocinas/quimiocinas sollveis, o0s
sobrenadantes de culturas ST88-14 de controles e culturas ST88-14 infectadas com
M. leprae (viavel ou morto) foram colhidos apds 24h e armazenados a -20°C até o
uso. Os seguintes mediadores inflamatérios (TNF, TGF-B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10,
MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10) foram quantificados pela técnica de ELISA seguindo

as orientagdes do fabricante (R&D Systems®, EUA).

3.2.5 Analise estatistica
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As analises dos experimentos foram realizadas por Teste t ndo pareado, teste
de Kruskal-Wallis ou ANOVA one-way. Para todas as andlises estatisticas, o valor de
p=<0,05 foi considerado significativo. As analises estatisticas foram realizadas com o
software Prism versdo 7.0 (GraphPad® Software, EUA). Alternativamente, um
correlograma foi gerado para avaliar a correlacdo entre as caracteristicas
histopatoldgicas em bidpsias de nervo e o seu padrdo de expressdo génica. A
correlagdo de Pearson foi aplicada a cada par de variaveis presentes nos dados. O
valor da correlagédo varia entre -1 e 1, com valores negativos implicando a existéncia
de correlac@o negativa e valores positivos implicando correlagdo positiva. A for¢ca da
correlagao é medida pela proximidade do valor a 1 ou -1, com valores mais proximos
a estes sugerindo uma correlagdo mais forte. Cada regresséo foi realizada usando a
expressdo génica como variavel de resposta e inicialmente tanto o PCR quanto os
bacilos &cido-resistentes (BAAR) como covariaveis. Cada coeficiente teve sua
significancia estatistica testada pelo teste t para coeficientes de regressao. Nos casos
em gque uma das variaveis ndo foi estatisticamente significativa, 0 modelo foi ajustado
novamente utilizando apenas a covariavel estatisticamente significativa. Por fim, a
qualidade de ajuste do modelo foi avaliada usando R2, uma medida estatistica que

avalia o quanto da variagdo na variavel de resposta é explicada pelas covariaveis.
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4 RESULTADOS

4.1 Partel

4.1.1 Ainfeccdo por M. leprae acelera a quebra de mielina

Com o objetivo de investigar as consequéncias da quebra e degradacao da mielina
durante o curso da infec¢do por M. leprae, utilizou-se CSPM de nervo isquiatico de
camundongo como modelo experimental. Inicialmente, observamos uma taxa de 98%
de infeccdo das CSPM pela bactéria apds 3 dias de incubacéo in vitro (div) (Figura
20).
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Figura 20 — Aumento da degradacdo da mielina em resposta a entrada do M.
leprae nas células de Schwann primarias mielinizantes de camundongo.
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CSPM de nervo isquiatico de camundongo foram infectadas com M. leprae corado em
verde por PKH (MOI 100:1, 3 div). (A, B) O bacilo invade com sucesso as CSPM e
reside em estreita associagcdo com a degradacdo de ovdides de mielina, conforme
indicado nas secOes ortogonais. Os ovoides podem ser observados devido a
imunomarcacao com anticorpo anti Proteina Basica de Mielina (MBP), em vermelho,
enguanto o nucleo das células de Schwann esta marcado em azul, por DAPI. na Taxa
de infeccdo expressa como média + Desvio Padrdo de quatro experimentos
independentes com pelo menos 80 células contadas por experimento. O nivel de
significancia foi considerado quando p<0,05. *p<0,05 ****p<0,0001.

Além disso, foi constatado que as bactérias estavam localizadas em areas
citoplasméticas ricas em ovoides de mielina (Figura 21A), resultando em uma

colocalizacédo de aproximadamente 80% (Figura 21B).
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Figura 21 - Interacdo do M. leprae com ovéides de mielina em CSPM de
camundongo infectadas representando a interagdo M. leprae-mielina.
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CSPM de nervo isquiatico de camundongo infectadas com M. leprae corado em verde
por PKH (MOI 100:1, 3 div) interagindo com ovéides de mielina, marcado com
anticorpo anti Proteina Béasica de Mielina (MBP), em vermelho e nucleo das células
de Schwann marcado por DAPI (em azul). Elucidacdo de duas células distintas (Ai e
Aii), ilustrando o posicionamento da bactéria junto aos ovolides de mielina. (B)
Porcentagem de bacilos associados aos ovoides por célula de Schwann. A taxa de
interacdo foi expressa como média + Desvio Padrdo de quatro experimentos
independentes com 80 a 200 ovdides de mielina contados por cada experimento. A
quantificacéo foi realizada utilizando o software ImageJ. O nivel de significancia foi
considerado quando p<0,05. *p<0,05. ****p<0,0001.

ApoOs observar a interagdo das bactérias em regides de maior abundancia de
mielina, buscou-se compreender se a infeccdo por M. leprae poderia impactar o
processo de destruicdo da mielina em CSPM. Para responder esse questionamento,
a area de mielina foi mensurada e comparada entre CSPM infectadas e sem infec¢éo
(controle), num periodo de 0h, 1 dia in vitro (div) e 3 div (Figuras 22A, 22B e 22C). O
resultado foi estratificado de acordo com a porcentagem de CSPM contendo
pequenos ovdides (0-350 ym?), médios ovoides (350-700 um?) e grandes ovdides (>
700 um?) em degeneracao.

Observou-se que nas culturas de CSPM controle, no periodo de 1 div e 3 div,
apresentou-se uma gradual reducdo de seu contetdo de mielina de pequenos
ovoides, médios ovdides e grandes ovdides, do seguinte modo, respectivamente:
36,2%, 40,9% e 22,3% (1 div) (Figura 22D) e 43,4%, 30,7% e 16,8% (3 div) (Figura
22E). Este dado reflete o processo natural de degeneragdo progressiva da mielina
dentro das CSPM.

De modo interessante, apds 1 div de infec¢do, as CSPM tiveram uma redugao
significativa da area de mielina dos grandes ovdides em 2,3 vezes, que refletiu em um
aumento de 1,6 vezes na porcentagem de pequenos ovoides (Figura 22D). Além
disso, no periodo de 3div de incubagéo, foi observada uma redugéo ainda maior de
grandes ovodides, resultando num aumento de 6 vezes na porcentagem de células
contendo ovoéides médios, que culminou numa reducdo da area de mielina em 79%
das CSPM (Figura 22E).
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Figura 22 — Aumento da quebra de mielina em resposta a entrada do M. leprae
nas CSPM de camundongo.

Imunofluorescéncia da mielina nas culturas de CSPM de camundongo mostrando o
curso progressivo da degradacgdo de mielina em células (A) —h — sem infec¢édo; (B) 3
div sem infeccéo e (C) 3 div infectado e o contetido dos ovoéides de mielina por célula
em diferentes condicdes (Ai-Ci). (D) Quantificacdo da area dos ovoides de mielina por
célula 1 div e (E) 3 div, estratificadas em pequenos ovéides (0-350 um), médios
ovoides (350-700 um) e grandes ovdides (> 700um). As barras em preto representam
as culturas ndo infectadas e as barras em branco, as culturas infectadas por M. leprae
(MOI 100:1). Os gréficos foram representados por média *+ desvio padrdo. A
quantificacdo foi realizada por meio do software ImageJ. O nivel de significancia foi
considerado quando p<0,05. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Para confirmar o fendtipo de degradagdo da mielina observado por
microscopia, analisou-se também o efeito da infecgdo ao nivel transcricional. Para
isto, foram avaliados os niveis de RNAm para dois genes que codificam duas
proteinas de mielinizagdo: MBP e MPZ. Também foi analisado o gene que codifica o
fator transcricional KROX-20, que regula a mielinizagdo na célula de Schwann. O
resultado mostra que, concomitante com o aumento da degradacdo da mielina,
também foi observada uma redugéo estatistica nos niveis de RNAm para MBP, MPZ
e KROX20 no grupo infectado por M. leprae em comparagdo com as CSPM nao

infectadas (Figura 23), que é consistente com o efeito do M. leprae em induzir, desde
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0s estagios iniciais, a reprogramacgdo de CSPM para um fenétipo ndo produtor de

mielina.
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Figura 23 — M. leprae modula negativamente genes pré-mielinizantes em CSPM
de camundongo.

Diminuicdo significativa na expressdo de transcritos de mielina — MBP, MPZ e
KROX20 - in vitro, a partir da infeccdo por M. leprae (MOI 100:1, 3 div) de células de
Schwann primarias de camundongo, avaliado por RT-gPCR. A linha horizontal
representa os niveis de expressdo génica em células néo infectadas (controles). Os
resultados estdo expressos em média + Desvio Padrdo. Experimento realizado em
triplicata. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Para analisar ainda mais as alteracdes nos transcritos de mielina durante a
infeccdo da Hanseniase, os mesmos genes foram investigados em fragmentos de
nervo de pacientes com Hanseniase. Foi observado que, nessas amostras, houve
uma regulagdo negativa de transcritos de RNAm de MBP e MPZ, quando comparados
com pacientes controle (sadios (Figura 31). Coletivamente, esses dados mostram que
M. leprae é capaz de entrar em CSPM e se agrupar em torno de ovoides de mielina e
que, essa interacdo patdgeno-hospedeiro resulta na aceleracdo da degradacdo da
mielina que acompanhada pela regulacdo negativa em um conjunto de genes chave

envolvidos na produgéo de mielina.
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Figura 24 — M. leprae modula negativamente genes pré-mielinizantes em
biépsias de nervo.

Diminuic&o significativa na expresséo de transcritos de mielina — MBP e MPZ — ex
vivo, a partir de fragmentos de bidpsias de nervo de pacientes com Hanseniase Neural
Pura (NP) (n=8), avaliado por RT-gPCR. A linha horizontal representa os niveis de
expressdo génica em bidpsias controle (n=3). Os resultados estdo expressos em
média + Desvio Padrdo. Experimento realizado em triplicata. O nivel de significAncia
foi considerado quando p<0,05. *p < 0,05.

4.1.2 M. leprae induz a degradacdo da mielina por autofagia e aumenta o

nimero de corpulsculos lipidicos

Dados da literatura mostram que em CSPM, os ovoéides de mielina séo
progressivamente degradados por um mecanismo de macroautofagia denominado
mielinofagia (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015; JANG et al., 2016). Portanto, nosso
proximo passo foi estudar se a destruicdo avancada da mielina, observada nas CSPM
infectadas, estaria relacionada com possiveis alteragBes na via de destruicédo
autofagica. Para tanto, CSPM foram infectadas ou ndo com M. leprae e arelagdo entre
a formacéo de ovodides de mielina e a autofagia foi avaliada através da andlise do
ndamero de ovdéides de mielina positivos para o marcador de autofagossomo LC3.
Embora as CSPM néo infectadas apresentem cerca de 26% de ovéides de LC3*
puncta-mielina, em células infectadas com M. leprae, observou-se um aumento

significativo de até 82% (Figura 25).
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Figura 25 — M. leprae induz a destruicdo da mielina pelo mecanismo de
mielinofagia.

Micrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia, ilustrando o acumulo de
punctos de LC3, elucidado pela marcacdo com anticorpo anti-LC3 (em vermelho) em
ovoides de mielina em degeneracédo, elucidado pela marcagdo com anticorpo anti-
MBP (em verde, setas apontam para o MBP) em (A) CSPM néo infectadas e (B)
infectadas por M. leprae (MOI 100:1, 3 div). (C) grafico mostrando o efeito da infec¢édo
na porcentagem de ovoides de mielina com punctos de LC3 expressos por média +
Desvio Padréo de trés experimentos independentes, com pelo menos 130 ovéides de
mielina analisados por experimento. (D) Andlise da expressdo génica em CSPM
infectadas por M. leprae, avaliadas por RT-gPCR. A linha horizontal representa a
expressdo génica em células ndo infectadas (controles) do efeito da infecgdo na
expressdo dos genes relacionados a formacédo do autofagossomo (BCN1, WIPI2 e
ULK). O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. *p < 0,05, ****p
<0,0001.

A andlise expressédo de genes envolvidos nos estagios iniciais da formacgéao do
autofagossomo BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7 mostra um aumento estatisticamente
significativo em CSPM infectadas com M. leprae quando comparado a condi¢do ndo
infectada (Figura 25D). Resultados semelhantes foram observados em fragmentos de
nervo de pacientes com Hanseniase em comparagao com nervo de individuos sadios

Figura 26.
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Figura 26 — Aumento dainducgéo de autofagia em bidpsias de nervo de pacientes
com Hanseniase

Aumento significativo na expressdo de transcritos relacionados a formacgdo do
autofagossomo — BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7 — ex vivo, a partir de fragmentos de
bidpsias de nervo de pacientes com Hanseniase NP (n=8), avaliados por RT-qPCR.
A linha de base representa os niveis de expressado génica em biopsias controle (n=3).
Os resultados estéo expressos em média + Desvio Padrdo. Experimento realizado em
triplicata. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. *p < 0,05.

Sabe-se que a quebra da mielina pode resultar na formagéo corpusculos
lipidicos (BROSIUS-LUTZ et al., 2017; GOODRUM et al., 1994), e conhecendo a
importancia dos lipidios para as bactérias intracelulares (BARISCH & SOLDATI, 2017;
ELAMIN et al., 2012) e de modo especial, para o estabelecimento da infec¢do pelo M.
leprae (MATTOS et al., 2011a; MATTOS et al., 2011b; MATTOS et al., 2012; KAUR e
KAUR, 2017; ROSA et al., 2022), avaliou-se se a formagao destas organelas lipidicas
teria alguma rela¢@o com o tamanho dos ovéides de mielina em CSPM néo infectadas
e infectadas com M. leprae ap6s 3 div, para isso, os corpusculos lipidicos foram
corados por Oil Red O, .que marca lipideos neutros, e tamanho dos ovoides de mielina
foi avaliado lipidios neutros bem como o tamanho dos ovéides de mielina em CSPM

ndo infectadas e infectadas com M. leprae apds 3 div (Figura 27).
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Figura 27 — M. leprae induz o aumento de corpusculos lipidicos a partir da
guebra de mielina em CSPM.

Coloracédo em Oil Red O (em vermelho) para marcacao de corpusculos lipidicos (setas
brancas) em (A) CSPM néo infectadas e (B) CSPM infectadas por M. leprae viavel.
Pode-se observar a associagao do bacilo aos corpusculos lipidicos (Bi). Esses dados
estdo corroborados através da quantificagdo dos corpusculos lipidicos em ambas as
condicdes (C). Os resultados estdo expressos em média + Desvio Padrdo de trés
experimentos independentes, com pelo menos 40 células por experimento. Foi
também quantificada a area dos ovoides de mielina das CSPM infectadas e néo
infectadas, ilustrando a reducdo do tamanho dos ovéides (D). Tal resultado esti
expresso em média + Desvio Padréo de trés experimentos independentes, com no
minimo 100 ovoides contabilizados por experimento. O nivel de significancia foi
considerado quando p<0,05. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001.

Os resultados do experimento revelaram que, embora as CSPM ndo infectadas
exibissem uma média de cerca de 5,6 corpusculos lipidicos por célula, esse nimero
aumentou estatisticamente trés vezes mais no grupo infectado por M. leprae, atingindo
uma média de cerca de 17 corpusculos lipidicos por CSPM, observados por coloragao
Oil Red O (Figura 27C). Também foi observada uma reducgéo estatistica de cerca de
40% no tamanho dos ovdides de mielina em CSPM infectadas com M. leprae (Figura
27D), o que se correlaciona muito bem com a quebra avancada de mielina e
corpusculos lipidicos induzidos pela infecgdo por M. leprae. De modo consistente,
observou-se em CSPM infectadas, uma inducéo de 8,7 vezes na expressdo de RNAm
de perilipina — um gene (PLIN) que codifica uma proteina associada a corpusculos

lipidicos — observou-se também uma regulacéo negativa estatisticamente significativa
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de 40% e 55% nos genes que codificam lipase de triglicerideos adiposos (ATGL) e
nos transcritos de lipase horménio-sensivel (HSL) (ambos relacionados a lipdlise),
respectivamente, quando comparados com os valores observados em células ndo

infectadas (Figura 28).
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Figura 28 — M. leprae induz a expressdo de transcritos para formacgédo de
corpusculos lipidicos e para regulacéo negativa de lipases.

Diminui¢&o significativa na expressao de transcritos relacionados a quebra de lipidios
— HSL e ATGL - e aumento significativo do gene da perilipina — PLIN — responséavel
pela construgdo de corpusculos lipidicos, em CSPM de camundongo infectadas (MOI
100:1, 3 div), avaliadas por RT-qgPCR. A linha horizontal representa os niveis de
expressao génica em células nao infectadas (controle). Os resultados estédo expressos
em média + Desvio Padrdo. Experimento realizado em ftriplicata. O nivel de
significancia foi considerado quando p<0,05. *p < 0,05.

Assim, esses resultados indicam um aumento na mielinofagia observada por
uma regulacé@o positiva de transcritos envolvidos na formacdo de autofagossomos
levando ao aumento da formacao de corpusculos lipidicos como resposta a infecgéo

por M. leprae em CSPM.

4.1.3 A degradacdo da mielina favorece a viabilidade de M. leprae dentro das

células de Schwann

Levando em consideracdo que a degradacdo da mielina é um provavel
mecanismo benéfico para a persisténcia do M. leprae dentro da célula hospedeira,
nosso préximo passo foi verificar se a prevengdo da degradacgdo da mielina reduziria

a viabilidade da bactéria. Assim, a degeneracdo da mielina foi farmacologicamente
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inibida, por meio do tratamento das culturas de CSPM com o inibidor JINK SP600125
(INKi). Estudos in vitro j& mostraram que este composto bloqueia a degradagéo da
mielina em células de Schwann (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). Como esperado, o
tratamento com JNKi impediu a degradacao de ovoides de mielina em células néo
infectadas e infectadas por M. leprae cultivadas por 3 div, mantendo seus valores de
mielina semelhantes aos observados em CSPM néao infectadas recém-plagueadas em
Oh (Figura 29).

CSPM sem infecgdo (0h) B CSPM sem infeccao (3div)

CSPM + M. leprae (3div)| D CSPM sem infec¢do +INKi (3div)

= CSPM + M. leprae +JNKi (3div)

20 um
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Figura29— A inibicdo farmacol6gica da degradacdo de mielina altera a fisiologia
do M. leprae.

Imunomarcacgéo de mielina a partir de anticorpo anti MBP (em vermelho) em CSPM
de camundongo (A) sem infec¢do (Oh de experimento); (B) sem infec¢&o (3 div); (C)
infectadas (3 div); (D) sem infeccéo, incubada com inibidor de JNK (3 div); (E)
infectadas e incubadas com inibidor de JNK (3 div). (F) Quantificacdo da area média
dos ovoides de mielina nos diferentes grupos de células estudados (eixo x). O software
utilizado para quantificacé@o foi o ImageJ. Os resultados estdo expressos como média
desvio padrdo com pelo menos 200 células analisadas por experimento. Experimento
realizado em triplicata. O nivel de significAncia foi considerado quando p<0,05. *P <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Notavelmente, a inibicdo da quebra da mielina resultou na significativa reducédo
de cerca de 3,3 vezes na quantidade de M. leprae intracelular, se comparado as

células infectadas sem o inibidor (Figura 30).
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Figura 30 — A viabilidade bacteriana é afetada pela inibicdo farmacolégica de
JINK.

Quantificacéo da porcentagem de bactérias viaveis, em CSPM de camundongo (barra
em preto) e nas células que foram incubadas com inibidor de JNK (JNKi) (barra em
branco). O gréfico mostra que o bloqueio da degradacgéo de mielina pela inibicdo da
via JNK leva a diminui¢&o da viabilidade bacteriana. A quantificac&o foi realizada pelo
software ImageJ. Os resultados estdo expressos em média + Desvio Padrdo, de
quatro experimentos diferentes. O nivel de significancia foi considerado quando
p<0,05. *p<0,05. ****p < 0.0001.

Esses resultados forneceram, pela primeira vez, evidéncias de que a
degradacdo da mielina € um dos principais contribuintes para a persisténcia de M.
leprae nas CSPM, sugerindo o papel central da degradacao da mielina favorecendo a
sobrevivéncia intracelular do patégeno da Hanseniase no nervo periférico de

pacientes infectados.

4.2 Parte 2: modelo humano

4.2.1 Analise de expressdo génica em fragmentos de nervo de pacientes com

neuropatia hanseniana

Com o objetivo de estudar a assinatura genética dos nervos de pacientes com
neuropatia hanseniana, a presente tese investigou a expresséo de diferentes genes
envolvidos em mdultiplos aspectos da neuropatia periférica, como a seguir: i)
plasticidade e reprogramacdo das células de Schwann; ii) suporte neuronal e iii)
neuropatia. Em relacdo aos genes relacionados a neuropatia, alguns alvos foram
significativamente elevados em nervos de pacientes com NP, como HLA-DRB1,
APOB e WNK, enquanto outros foram regulados negativamente, incluindo HLA-DQB1
e PLP1 (Figura 31). Curiosamente, HLA-DRB1, previamente descrito por influenciar a
suscetibilidade & Hanseniase (da SILVA et al., 2009), foi regulado positivamente 60
vezes mais em nervos hansenianos quando comparados a nervos ndo hansenianos.
APOB e WNK também foram aumentados nos nervos de pacientes com NP 10 e 4
vezes mais, respectivamente (Figura 31).

Ao examinar o perfil de RNAm envolvido na desdiferenciacéo das células de
Schwann, observamos que JUN, GDNF e MAPK14 apresentaram aumento
significativo, enquanto ERBb2, GJA1l, BDNF e MAPK3 foram significativamente
diminuidos em nervos de pacientes com NP (Figura 31). Embora as neurotrofinas,

como o BDNF, sejam necessérias para a regeneragéo do axbnio, no presente estudo,
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identificou-se que o BDNF foi regulado negativamente em pacientes com NP, o que
esta de acordo com um relato anterior que investigou a expressao desta neurotrofina
na infecgdo por M. leprae (NOGUEIRA et al., 2020).

Em resumo, a presente analise das assinaturas genéticas mostrou
notavelmente que a maioria dos genes envolvidos na regeneracdo do nervo estava
aumentada nas biopsias do nervo da Hanseniase, possivelmente sugerindo um
equilibrio continuo da degeneracdo do nervo e uma tentativa de regredir o dano

durante o curso da infecc¢éo in vivo.

RT-qgPCR de pacientes NP
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Figura 31 — Alteragdo na expressédo génicadabiologia da célulade Schwann em
pacientes com Hanseniase NP.

Andlise do perfil de expressdo génica de transcritos de RNAm diferencialmente
expressos, de vias de sinalizacédo envolvidas com neuropatia periférica, regeneragéo,
suporte neuronal, plasticidade e desdiferenciagcdo da célula de Schwann. A analise foi
realizada em biopsias de nervo de pacientes com Hanseniase NP (n=8) (A- barras
pretas) e em bhidpsias controle (n=3) (A- linha horizontal). Os resultados estédo
representados como média + Desvio padrdo. O nivel de significAncia foi considerado
quando p<0,05. *p < 0.05; ** p < 0.01, ** p< 0.001, **** p < 0.0001.

4.2.2 Os genes funcionais das células de Schwann sdo modulados

diferencialmente de acordo com a viabilidade do bacilo

O dano neural na Hanseniase tem sido associado ao papel desempenhado por

bactérias viaveis e mortas apds o contato com células de Schwann (MASAKI et al.,
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2013; DIAZ ACOSTA et al., 2018). Entretanto, pouco foi explorado como a viabilidade
da bactéria, vidvel ou morta, poderia interferir no perfil genético da célula hospedeira
infectada. Portanto, a proxima etapa deste estudo foi investigar possiveis diferencas
na assinatura genética das células de Schwann humanas, apds precoce exposi¢do ao
M. leprae viavel e morto. Para tanto, células de Schwann da linhagem ST88-14 foram
infectadas com M. leprae viavel e estimuladas com M. leprae morto (MOI 50:1) e, apds
1 div, o RNAm foi extraido para o procedimento de PCR array, também utilizado no
experimento anterior. Conforme observado na Fig. 32B-D, o M. leprae morto
aumentou a expressdo de WNK, IFNB, IKBKA e HLA-DQA1 (genes relacionados a
neuropatia periférica), além de GJA1l e RAF1 (para reprogramacdo de células de
Schwann) e KCNJ10, OLIG1, SHH e SOSTDC1 (para regeneragdo neural).
Curiosamente, M. leprae viavel pareceu modular genes relacionados a plasticidade e
desdiferenciacdo das células de Schwann como BDNF, JUN, SOX10, ERBB2 e
MAPK11 (Figura 32D).

Genes de neuropatia periférica
101 [ M. leprae morto

Il M. leprae viavel

Fold Change
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Figura 32 — Padrédo de expressdo génica envolvidos na biologia da célula de
Schwann.

Analise do perfil de expressdo génica de transcritos de RNAm diferencialmente
expressos, de vias de sinalizacdo envolvidas com neuropatia periférica, regeneragéo,
suporte neuronal, plasticidade e dediferenciacéo da célula de Schwann. Também, em
células de Schwann humanas ST88-14 infectadas com M. leprae morto (n=10) (barras
brancas) ou com M. leprae viavel (n=10) (barras pretas). Os resultados estédo
representados como média + Desvio padrdo. O nivel de significancia foi considerado
quando p=0,05. *p < 0.05; ** p < 0.01, ** p< 0.001, *** p < 0.0001.

Em resumo, este primeiro conjunto de analises aponta para a ideia de que M.
leprae morto induz maior expressao de genes relacionados a neuropatia periférica e
genes de suporte a regeneracado neural enquanto M. leprae viavel atua modulando
genes relacionados a plasticidade e desdiferenciagdo das células de Schwann. Essa

intersecdo de genes foi sintetizada em um diagrama de Venn (Figura 33).
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Figura 33 — Diagrama de Venn de genes da biologia da célula de Schwann
diferencialmente mais expressos, relacionados a assinatura genética na
Hanseniase.

O diagrama de Venn foi utilizado para identificar clusters de transcritos de RNAm
sobrepostos e ndo sobrepostos, com aumento de expresséo génica nas bidpsias de
nervo de pacientes com Hanseniase e em células de Schwann infectadas ou
estimuladas com M. leprae viavel e ndo viavel (MOI 50:1, 1div).

4.2.3 Analise de perfil inflamatério sugere que M. leprae morto e viavel

aumentam a expressdo de CCL2

O objetivo seguinte foi analisar o perfil do microambiente inflamatério em
biépsias de nervos de pacientes diagnosticados com Hanseniase e sadios (controles),
bem como corroborar esta andlise com dados in vitro, oriundos das células de
Schwann desafiadas com bactérias viaveis e mortas. A andlise das bidpsias de nervo
humano indicou que 1L23, TNF, CXCL10 e CCL2 estavam aumentados em pacientes
com NP quando comparados com biépsias de controle (Fig. 34a). Além disso, ao se
analisar as alteragGes nas células de Schwann in vitro, foi observado que M. leprae
morto induziu uma maior expressédo de TNF, CXCL10 e IL6 nas células de Schwann

guando comparadas com aguelas infectadas com bacilos viaveis (Fig. 34B). Ainda,
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células infectadas com M. leprae viavel aumentaram a expresséo de 1L23 e CCL2

quando comparadas com culturas ndo estimuladas.

Esses resultados reforcam a hipétese de que o bacilo morto provavelmente
est4 envolvido na inducéo de um perfil pré-inflamatério, sugerindo que tais mediadores

pré-inflamatérios sejam induzidos por bactérias mortas presentes no local da infecgéo.
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Figura 34 — Analise do perfil inflamat6rio na infecgdo por Hanseniase NP.
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Andlise por dos transcritos de RNAm de citocinas/quimiocinas por RT-gPCR em (A)
biopsias de nervo de pacientes com Hanseniase NP (n=8) (barras pretas) em
comparacdo a bidpsias de nervo controle (n=3) (linha horizontal — Fold Change) e (B)
em células de Schwann humanas ST88-14 estimuladas com M. leprae morto (n=10)
(barras brancas) e infectadas com M. leprae viavel (n=10) (barras pretas) (MOI 50:1
por 24h), em comparagéo a células ST88-14 nao infectadas (n=10). Os experimentos
foram realizados em triplicata e os resultados estao representados em média + Desvio
padrédo. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. * p < 0.05; ** p < 0.01,
*** n< 0.001, **** p < 0.0001.

4.2.4 M. leprae viaveis e mortos promovem uma resposta inflamatéria distinta

em células de Schwann

Para consolidar os achados relacionados a expressdo génica anteriormente
apresentada, foram avaliadas a producdo de citocinas em células de Schwann
desafiadas com bacilos viaveis e mortos. Para isso, realizou-se a andlise dos niveis
de citocinas em sobrenadantes de 1 div, e identificou-se que M. leprae morto causou
um aumento nos niveis de TNF, IL-8, MCP-1/CCL-2 e CXCL-10 em comparagdo com
culturas de controle (ndo estimuladas) (Figura 35). Por outro lado, a infec¢do por M.
leprae viavel levou ao aumento de TGF-B, IL-8, IL-6, IL-10, MCP-1/CCL2 e CXCL-10
em comparag&o com controles ndo estimulados. Também se observou uma redugéo
estatistica nos niveis de TNF apds infeccéo por M. leprae quando comparados a

culturas estimuladas com o bacilo morto e com o grupo controle (Figura 35).

Juntos, esses resultados ressaltam mais uma vez que M. leprae morto induz
mediadores pro-inflamatérios em células de Schwann humanas, enquanto M. leprae
viavel promove preferencialmente citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-3 e
producédo reduzida de TNF (Figura 35).
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Figura 35 - Padrdo de expressdo de citocinas e quimiocinas solaveis

sintetizadas diferencialmente ap6s infecgéo ou estimulo com M. leprae viavel ou
morto em células de Schwann humanas.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) demonstrando o padréo de secrecéo de citocinas e
quimiocinas pro e anti-inflamatdrias em células de Schwann humanas néo infectadas
(controle — barra cinza), estimuladas com M. leprae morto (barra branca) e infectada
com M. leprae viavel (barra preta), apés 24h de estimulo in vitro (MOI 50:1) (n=10).
Os resultados foram realizados em triplicata e estdo dispostos pela média + desvio

padrédo. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. * p < 0.05; * p < 0.01,
*** p< 0.001, **** p < 0.0001.

425 CCL2 correlaciona-se com diminuicdo de
histopatologia, BAAR e PCR

fiboras nervosas na
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Em seguida, realizou-se uma matriz de correlagcdo para analisar uma possivel
relagdo entre alteracdes histopatolégicas e modulagdes no perfil genético das células
de Schwann, a fim de avaliar os principais candidatos a assinatura molecular durante
0s estagios iniciais do dano neural em pacientes com Hanseniase. Os achados
histopatoldgicos de nervo estéo listados no eixo y da Figura 36. Por meio da matriz de
correlacdo, observou-se que, axdnios em bulbo de cebola, regeneragdo axonal,
desmielinizacdo e proliferacdo de células de Schwann foram positivamente
correlacionados com SHH, TYRP1, ERBB2 e MAPK14 genes (Figura 36). A
remielinizacdo foi positivamente correlacionada com os genes NTN1, OLIG1 e
UNCS5B. Macréfagos espumosos foram correlacionados com IL6 e granulomas foram
positivamente correlacionados com GDNF, GJAl e SHH (Figura 36). CCL2 foi
negativamente correlacionado com infiltrado linfocitario, infiltrado perineural e
infiltrado epineural; além disso, foi positivamente correlacionado com diminuicdo de
fibras e proliferacéo de células de células de Schwann (Figura 36).
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O eixo y indica as principais alteracdes histopatolégicas focais observadas em
pacientes com Hanseniase NP; o eixo x mostra os genes da biologia da célula de
Schwann avaliados nestes pacientes. A cor verde representa forte correlagdo (valor
proximo de 1) enquanto a cor vermelha representa correlacéo fraca (valor proximo a
-1) entre 0 gene expresso e a alteragdo histopatoldgica especificada.

A coloracao de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR) em les@es neurais e 0
PCR positivo sdo duas ferramentas comumente usadas para diagnosticar a
Hanseniase NP na clinica. Assim, foi investigada, em seguida, uma associagao
potencial entre a presenga do bacilo no nervo e altera¢des na expressao génica. Uma
correlacdo positiva entre a expressdo de CCL2 e CDH1 com BAAR foi observada,
enquanto uma correlagdo negativa foi observada entre a expresséo de CCL2 e GDNF
com PCR (Tabela 3).

Tabela 4 — Regresséao linear entre PCR para M. leprae e BAAR em relagédo a
expressdo génica global.

Dentre todos os genes avaliados, CCL2, CDH1 e GDNF apresentaram diferenca
significativa para BAAR e/ou PCR.

Variavel Estimativa Desvio padrao Valor p
CCL2
Intercepto 0.622 1.112 0,5998
BAAR 5.247 1.435 0.0147*
PCR -4.445 1.284 0.0180*
R? 0.778
CDH1
Intercepto 0.108 0.253 0,6818
BAAR 1.014 0.412 0.0493*
R? 0.502
GDNF
Intercepto 3.119 0.503 0.000815***
PCR -1.596 0.581 0.033469*
R? 0.557
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5 DISCUSSAO

A neuropatia da Hanseniase é considerada como a doenga neurodegenerativa
periférica de origem infecciosa mais comum (SCOLLARD et al., 2015; SERRANO-
COLL et al.,, 2018). Estudos recentes da literatura argumentam que existem
mecanismos potenciais impulsionados pelo M. leprae no desencadeamento da
desmielinizagédo ap6s o contato com fibras mielinizadas (RAMBUKKANA et al., 2002;
TAPINOS et al., 2006; SCOLLARD et al., 2015; MIETTO et al., 2016; MADIGAN et al.,
2017; SERRANO-COLL et al., 2018; MIETTO et al., 2020). No entanto, a relagdo entre
a degradacdo da mielina e seus possiveis efeitos sobre o M. leprae foi muito pouco
explorado. Existe pouca literatura a respeito dos subprodutos da degeneracdo da
mielina. Neste trabalho, foi proposto que tais moléculas ofereceriam condi¢des para
promover a viabilidade de M. leprae dentro da célula hospedeira, a partir da hipétese
de que a quebra de mielina forneceria abundantes elementos lipidicos, sendo,
portanto, uma estratégia vantajosa induzida pelo M. leprae para sobreviver na célula

hospedeira.

Inicialmente, confirmou-se que M. leprae era capaz de entrar em células de
Schwann priméarias mielinizantes, uma capacidade que foi estudada inicialmente por
RAMBUKANNA e colaboradores (2002), entretanto pouco aprofundamento foi dado a
este assunto. Além disso, utilizando o modelo de CSPM, observou-se uma
interessante afinidade do patdégeno por ovoides de mielina em degeneracgao.
Curiosamente, os macréfagos, apos serem infectados com M. leprae, promovem
desmielinizagdo neural seguida de fagocitose de debris de mielina (MADIGAN et al.,
2017), que, de fato, podem fornecer fragmentos de mielina para as bactérias
intracelulares. Coletivamente, foi proposto uma nova e inesperada predile¢do de M.
leprae por detritos de mielina em degeneracdo, que sdo, sem davida, os principais
abrigos protetores enriquecidos com lipidios dentro da célula hospedeira. Futuros
estudos serdo necessarios para elucidar essa parceria metabdlica, com vistas a

reconhecer se M. leprae é capaz de metabolizar elementos derivados da mielina.

A consequéncia da infeccdo por M. leprae para a degeneracdo da mielina
intracelular foi amplamente subestimada. O presente estudo, por outro lado, abordou
essa questdo mostrando que a infeccdo por M. leprae acelerou significativamente a

taxa de degradacdo da mielina de forma dependente do tempo. Além disso, esse
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aprimoramento na digestdo da mielina foi seguido por uma evidente supressdo dos
principais genes promotores da mielina, como os transcritos de MBP, MPZ e KROX20.
Os achados também foram validados em biépsias de nervos humanos de pacientes
com Hanseniase NP e sdo consistentes com relatérios anteriores que documentaram
o desligamento de vérios genes de mielina, incluindo o indutor de mielina KROX20,
em células de Schwann infectadas por M. leprae (MASAKI et al., 2013;
CASALENOVO et al., 2019).

A fim de entender os mecanismos subjacentes ligados a degradagéo avancada
da mielina observada em CSPM infectadas, a atencdo foi novamente voltada para a
via de destruicdo autofagica da mielina, ou seja, a mielinofagia. Os presentes dados
evidenciam o aumento da mielinofagia, em cerca de trés vezes mais em CSPM
infectadas por M. leprae em comparagdo com as ndo infectadas. Isso também foi
confirmado in vitro e in vivo pela regulacéo positiva de transcritos-chave envolvidos
na formacdo inicial do autofagossomo (BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7). Esse complexo
fendmeno regulatério que destréi a mielina dentro da célula de Schwann é comumente
observado durante a resposta a lesédo de nervo, como trauma (GOMEZ-SANCHEZ et
al., 2015) e distarbio inflamatério (JANG et al., 2016). Na presente tese, nos
fornecemos evidéncias adicionais sobre o envolvimento dessa via em um distarbio

infeccioso do nervo periférico.

Devido & importancia dos corpusculos lipidicos para a fisiologia de M. leprae
(BARISCH & SOLDATI, 2017; MATTOS et al., 2011, 2012), o presente estudo buscou
verificar a formagdo dessas organelas na modelagem in vitro da infeccéo por CSPM.
De fato, foi quantificado um aumento significativo no nimero desses corpusculos, que
também foram correlacionadas com uma reducéo significativa de 1,6 vezes no
tamanho geral dos ovdides de mielina em CSPM infectadas com M. leprae, em
comparacdo com as ndo infectadas. Tal fato se correlaciona muito bem com a
aceleragdo da degradagdo da mielina e aumento do aparecimento de corpusculos
lipidicos induzidos pelo M. leprae. Esse achado foi corroborado por anélise
quantitativa de PCR que confirmou uma regulacdo positiva de 8,7 vezes mais no
RNAm da perilipina (PLIN), juntamente com uma regulacdo negativa estatistica de
cerca de duas vezes em HSL e ATGL em CSPM infectadas por M. leprae.
Curiosamente, lesbes cutaneas de pacientes com Hanseniase e macréfagos

infectados por M. leprae aumentaram a expressdo de perilipina tanto em nivel de
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RNAm quanto de proteina (TANIGAWA et al., 2008). E importante ressaltar que a
perilipina atua como uma proteina de suporte promovendo a sintese e o crescimento
dos corpusculos lipidicos (IKURA & CALDWELL, 2015; SUN et al., 2014) e prevenindo
a lipolise (STRAUB et al., 2008).

Coletivamente, o presente trabalho acredita que a elevada mielinofagia
induzida por M. leprae beneficiard o patdgeno pelo menos por dois mecanismos: i) a
ativacdo da mielinofagia, um importante mecanismo central que promove a
reprogramacéo das células de Schwann (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015), ii) digestao
aumentada da mielina que contribui para o aumento dos niveis de corpusculos
lipidicos, como demonstrado aqui, e em artigos anteriores (BROSIUS-LUTZ et al.,
2017; GOODRUM et al., 1994). Como a quebra da mielina leva a formacéo de
corpusculos lipidicos, é concebivel que o M. leprae induza a degeneragdo da mielina
para garantir a disponibilidade de lipidios e, portanto, seu funcionamento intracelular
adequado. Dessa forma, ao se inibir farmacologicamente a degradacdo da mielina,
observou-se por RT-qPCR uma reducdo significativa de 3,3 vezes na viabilidade do

M. leprae.

O presente trabalho investigou o contexto da infeccdo da célula de Schwann e
seu comportamento para a manutencéo da infeccédo. Além da investigagdo do papel
da mielina, discutida acima, outra vertente de grande importancia no contexto da
infeccdo deste hospedeiro foi abordada: O padréo genético de resposta da célula de
Schwann frente ao patégeno — M. leprae —viavel ou morto. A compreenséo da relagdo
entre a célula de Schwann e o M. leprae é fundamental para entender a progressao
da doenca tanto em modelos experimentais, bem como em pacientes com
Hanseniase NP. Além disso, é de suma importancia entender como as bactérias
vidveis e mortas afetam a biologia da célula de Schwann, uma vez que esse contexto
€ amplamente desconhecido e pouco explorada no campo. No presente trabalho, foi
também utilizado o modelo de interacao patégeno-hospedeiro in vitro para determinar
como bactérias viaveis e mortas modificam o perfil de expresséo génica global assim
que a bactéria entra em contato com as células de Schwann. Além disso, essas
alterag6es precoces foram associadas ao perfil genético das células de Schwann em
resposta a infeccdo, bem como na analise de biopsias de nervo de pacientes NP,
estabelecendo uma conexao com o padréo de resposta precoce durante a progressao

da doenca em individuos com Hanseniase.
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Inicialmente, foi realizada uma analise exploratéria de expressédo génica das
células de Schwann desafiadas com bactérias viaveis ou mortas, juntamente com
dados obtidos de bidpsias de nervos. As seguintes familias de genes foram
investigadas: neuropatia periférica, rede inflamatdria, plasticidade/desdiferenciacéo
das células de Schwann e suporte a regeneracdo nervosa. Entre a expressao génica
global, HLA-DRB1, MAPK14, GAP43, FABP7, NTN1 e LRRTM4 foram regulados
positivamente em bidpsias nervosas de pacientes com NP e em células de Schwann
infectadas com M. leprae viavel e morto, em comparagdo com 0s respectivos grupos
controle. Tem sido descrito que os alelos do antigeno leucocitario humano (HLA)
afetam a resposta imune do hospedeiro contra 0 M. leprae (de SOUZA-SANTANA et
al., 2015; DALLMANN-SAUER et al., 2020). O HLA-DRB1 é um dos genes mais
regulados na esclerose mdltipla, tendo um papel especial na indugdo da
desmielinizacdo (SIMON et al.,, 2020). Além disso, este ftranscrito esta
consistentemente relacionado a forma clinica da Hanseniase tubercul6ide (T-Lep),
enquanto o HLA-DQBL1 tem forte relagdo com a forma clinica L-Lep (MARCOS et al.,
2000). No presente estudo, HLA-DQBL foi regulado negativamente em pacientes com
NP, em comparagdo com as amostras nervosas ndo infectadas. Além disso, os
receptores para a molécula de orientagdo axdnica, netrin-1 (NTN1), sdo expressos
pelas células de Schwann e desempenham um papel na regeneracéo periférica e

induzem o fenétipo de regeneracéo (DUN et al., 2017).

Ao avaliar o conjunto de genes relacionados a plasticidade e desdiferenciacéo
das células de Schwann, algumas serina/treonina quinases, como a proteina quinase
14 ativada por mitégeno (MAPK14), amplamente conhecida por seu papel nas vias do
inflamassoma na neuroglia (SHE et al.,, 2018), foi regulada positivamente em
pacientes com NP. No entanto, ha uma caréncia de informagdes sobre a MAPK14 na
Hanseniase. GAP43, a principal proteina do cone de crescimento do ax6nio que
desempenha um papel no crescimento do axénio (KAWASAKI et al., 2018) e na
regeneracgdo, também foi regulada positivamente, o que sugere um papel provisério
para o crescimento axonal no nervo infectado. SHH, WNK e KCNJ10 foram regulados
positivamente em bidpsias de nervos de Hanseniase e em células de Schwann
infectadas com M. leprae morto. O gene Sonic Hedgehog (SHH), que ja foi relatado
anteriormente em danos nos nervos (BENITO et al., 2017; WAGSTAFF et al., 2021),

também pode desencadear a regeneracdo e induzir a proliferacdo de células de
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Schwann, na tentativa de neutralizar o dano causado pelos bacilos (WAGSTAFF et
al., 2021). KCNJ10 codifica o canal de potéssio retificador para dentro (canal Kir4.1).
A alteragdo da expressdo do gene KCNJ10 esté relacionada a neuropatias, como a
sindrome East/SeSAME da doenga de Huntington, caracterizada por epilepsia, ataxia
e retardo mental, que eleva os niveis de K®*) extracelular, o que consequentemente
leva a uma excitabilidade neuronal anormal (TONG et al., 2014; MORIN et al., 2020)
. Foi demonstrado em camundongos que a inflamac¢é&o pode silenciar os canais Kir4.1,
levando a hiperalgesia e dor trigeminal (TAKEDA et al., 2011). Apesar da auséncia de
estudos relacionando o gene KCNJ10 e a infecgdo pelo M. leprae, parece que a
modulacdo deste gene pode ser uma via potencial a ser explorada para a neurite
hansénica no futuro. JUN foi o Unico gene estatisticamente regulado positivamente
em bidpsias de NP e células de Schwann infectadas com M. leprae viaveis em
comparagdo com os respectivos controles. (JUN é um regulador mestre de células de
Schwann envolvido na transicdo de um fendtipo diferenciado para um estagio
semelhante a células-tronco/progenitoras (JESSEN e MIRSKY, 2005) e foi relatado
anteriormente como regulado positivamente, entre outros genes de desenvolvimento
e da crista neural, durante Infeccdo por M. leprae em células de Schwann de
camundongo (MASAKI et al., 2013). PLP1, SOSTDC1, RAF1, ARTN, OLIG1, MAPK1,
IFNB e TYRP1 foram regulados positivamente em células de Schwann infectadas com
M. leprae viavel e morto, mas nédo nas biopsias de NP. A proteina 1 relacionada a
tirosinase (TYRP1) desempenha um papel na via biossintética da melanina, sendo
expressa principalmente pelos melandcitos (DENNIS et al, 2015). Tem sido
documentado que pacientes com Hanseniase podem apresentar lesdes hiper ou
despigmentagdo devido a uma transferéncia defeituosa de melanina (GASQUE e
JAFFAR-BANDJEE, 2015). Os melandécitos tém sido recentemente associados a
resposta imune inata, produzindo citocinas inflamatérias, como a IL-1B (GASQUE e
JAFFAR-BANDJEE, 2015). Mas o papel da via TYRP1 no nervo periférico requer mais
investigacdo. Foi documentado que o interferon beta (IFN-B) é aumentado durante
condicdes de estresse celular, mas a falta dessa proteina leva a neuroinflamagéo
(EJLERSKOV et al., 2015; INACIO et al., 2015). O IFNB é essencial para iniciar a via
de destino celular impulsionada pelo NUPR1, uma assinatura génica que contribui
para uma infecgdo progressiva em células humanas (ANDRADE et al., 2019). O fator
de transcricdo de oligodendrécitos 1 (OLIG1) é uma importante proteina do fenétipo
de remielinizagdo, geralmente suprarregulada apés um distirbio no microambiente

celular (SCHMID et al., 2014). Esta bem descrito que durante a neuropatia diabética,
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a falta de insulina leva ao fenétipo de desmielinizacdo devido a uma regulacédo
negativa de OLIG1 (SCHMID et al., 2014). Por outro lado, neste estudo, alguns genes
como MAPK3 (ERK1), uma importante quinase regulada por sinal extracelular e
molécula de migracao e proliferacao de células de Schwann (MANTUANO et al., 2015)
foram regulados negativamente em pacientes com NP. Da mesma forma, ERbB2, um
conhecido indutor de desmielinizacdo e Connexind3 — GJAl — também foram
significativamente reduzidos em pacientes com NP. Apesar da falta de informacdes
sobre GJAL na Hanseniase, isso tem sido descrito em comprometimento neural, como
na patogénese da doenca de Alzheimer, onde a regulacdo negativa de GJAL leva a
niveis reduzidos de ApoE (KAJIWARA et al., 2018; MENTIS et al., 2021).

Embora se saiba que a polaridade da Hanseniase pode resultar do perfil de
resposta inflamatdria do hospedeiro, também podem ocorrer multiplas caracteristicas
de envolvimento neurolégico. Por exemplo, polimorfismos em certos genes como
IL10, ninjurina 1 e TNF tém sido associados a suscetibilidade a Hanseniase
(CARDOSO et al., 2007; TARIQUE et al., 2015; TARIQUE et al., 2020). No presente
trabalho, foi possivel correlacionar o padrdo de alteracdes histopatoldgicas com
alteracdo no perfil de expresséo génica induzida pela infecgdo pelo M. leprae. A
andlise do correlograma demonstrou, pela primeira vez, uma correlagdo
estatisticamente significativa entre a assinatura génica dos estagios iniciais — antes
da fibrose — e as alteragcdes histopatolégicas do dano nervoso na neuropatia
hanseniana. Em relagéo as caracteristicas histopatoldgicas, a expresséo de TYRP1,
SHH e MAPK14 foi fortemente correlacionada com axoénios de bulbo de cebola,
regeneracdo de axdnios, desmielinizacdo e proliferacdo de células de Schwann,
enquanto MCP1/CCL2 foi fortemente correlacionada negativamente com infiltrado
inflamat6rio no nervo: epineural, endoneural, perineural e infiltrados linfocitarios. E
importante perceber que a fraca correlacdo com fibrose endoneural, perineural e
epineural deveu-se aos critérios de inclusdo deste estudo, que selecionou pacientes

sem sinais de fibrose.

A correlagdo bisserial demonstrou que 0 gene que expressa a proteina
quimioatraente de mondcitos 1 (MCP1/CCL2) foi positivamente correlacionado com
BAAR e negativamente correlacionada com PCR, o que indica fortemente a
correlagdo do aumento da expressao deste gene por bactérias viaveis. Esse achado

corrobora um estudo anterior do nosso grupo, que mostrou ativacdo do sistema

99



micobacteriano ESX-1 pelo M. leprae viavel, levando a ativagdo do gene OASL e a
indugéo da proteina CCL2, prejudicando a resposta bactericida do hospedeiro, que
ndo foi observado com estimulos de M. leprae mortos em células THP-1 (de TOLEDO-
PINTO et al., 2016). Mais do que isso, independentemente, as células de Schwann
séo responsaveis pelo desencadeamento da resposta ao dano nervoso através do
inicio da depuragdo dos detritos pela mielinofagia, seguida do recrutamento de
macrofagos, que é especialmente regulado pelo CCL2 (MEDEIROS et al., 2015).
Nesse sentido, vé-se a relevancia da ativagdo do gene CCL2 ndo apenas como
mecanismo protetor na manutencdo da viabilidade micobacteriana, mas também
como marcador biolégico indicativo de BAAR positivo. O CCL2 foi descrito como um
dos genes da imunidade inata ativados imediatamente no contexto da infeccdo in vitro
(MASAKI et al., 2013). Assim, apesar dos achados relevantes, ainda h4 um caminho
a percorrer em termos de compreensdo do papel dessa quimiocina na infec¢éo e no

dano nervoso durante a Hanseniase.

Para fortalecer os dados obtidos a partir da assinatura génica da infeccao por
M. leprae, foi avaliado o perfilimunomodulador secretado por células de Schwann sem
infecgdo e desafiadas com M. leprae viavel e morto. Observamos um perfil pré-
inflamatério elicitado pelos bacilos mortos, enquanto um microambiente anti-
inflamatorio parece ser promovido pela infeccdo com as bactérias viaveis. Estudos
tém demonstrado que a infeccdo de macrofagos por M. leprae viavel leva a uma
resposta de células T reguladoras em vez de uma resposta de células T citotoxicas, o
gue contribui para a persisténcia da infeccdo no hospedeiro (MONTOYA et al., 2009;
MODLIN, 2010). Essa caracteristica ja& € bem demonstrada em pacientes com L-lep,

0 que leva a uma alta carga bacilar.

No presente trabalho, demonstrou-se que as células de Schwann também
induzem o fendtipo anti ou pré inflamatério de acordo com a viabilidade do bacilo.
Como nos episodios reacionais hd uma mistura de bacilos vidveis e mortos, é
interessante destacar o papel das células de Schwann, e ndo apenas dos macrofagos,
como moduladores do processo de reagdo no nervo, podendo levar até mesmo a
neurite hanseniana (ANDRADE et al., 2016).
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6 PERSPECTIVAS

A presente tese se conclui no contexto da pandemia de COVID-19. Muitos
dados ainda seriam executados, entretanto, foi-se necessario retornar do doutorado
sanduiche devido ao surto pandémico. Do mesmo modo, a continuidade dos estudos
em camundongos no presente trabalho foi interrompida devido as ac¢bes de trabalho
apenas emergenciais no campus, uma vez que a FIOCRUZ é o centro de referéncia
brasileiro no controle de doencas. Muitas perspectivas surgem deste trabalho, como
descrito abaixo, que poderdo avangar e trazer luz ao conhecimento da fisiopatologia
da neuropatia da Hanseniase:

1- O desenvolvimento de alvos moleculares a partir da assinatura genética da

histopatologia do nervo infectado apresentada;

2- A possibilidade de averiguagdo dos subprodutos especificos de mielina

como alvos farmacoldgicos para a inibicdo da viabilidade da bactéria e da

progressédo da doenga.
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7 CONCLUSOES

Na presente tese, o estudo no modelo de CSPM de camundongo propde um
novo papel sobre a degradagao da mielina favorecendo a sobrevivéncia M. leprae nas
células de Schwann. Propde-se ainda, que a quebra de mielina é uma estratégia
evolutiva vantajosa perpetrada pelo M. leprae para garantir a disponibilidade de
lipidios e sobreviver por mais tempo no nervo periférico. Paralelamente, foi identificado
o0 impacto precoce de bactérias viaveis e mortas, independentemente, na modificagao
do perfil de expressédo génica de células humanas de Schwann in vitro. Também foi
descrito uma assinatura molecular associada a dano neural em estagios iniciais de
Hanseniase neural pura de pacientes. A Hanseniase é uma doengca complexa e
intrincada e a identificacdo desse perfil genético pode contribuir para o completo
entendimento da patogénese da neuropatia hanseniana e identificar essas vias como
alvos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes. Reconhece-se o
namero relativamente limitado de amostras de nervos humanos, pois no presente
desenho experimental reduziu-se a analise a biopsias de nervos de pacientes com
Hanseniase sem sinais de fibrose neural e nos estagios iniciais de dano neural.
Portanto, trabalhos futuros com amostras adicionais de nervos de individuos com
Hanseniase, em estagios clinicos distintos, sdo importantes para avancar essas

interacdes hospedeiro-patdégeno e analise genética associada em coortes maiores.
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9 APENDICE A - DOUTORADO SANDUICHE

9.1 Introducéo

Em complementaridade a presente tese, parte do doutoramento desta autora
foi realizado no exterior, a partir da contemplacdo no Programa Institucional de
Internalizacéo (Print) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), por meio da aprovagao
no edital do ano de 2019 da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), do Ministério da Educacdo (MEC) na modalidade Doutorado
Sanduiche no Exterior (PDSE). Esse periodo foi realizado na Universidade da
California em San Diego, nos Estados Unidos (UCSD/USA), sob supervisao da Dra.
Cressida Ariana Madigan, no Laboratério Cressida Madigan (Cressida Madigan Lab).

O presente laboratério € um dos pioneiros no mundo na execucéo de infecgBes
bacterianas no modelo in vivo de peixe-zebra (Danio rerio), sendo, portanto, uma
importante fonte de investigacédo para a elaboracdo de um modelo in vivo de estudo,
inédito para a infeccdo em longo prazo por M. leprae. O peixe-zebra apresenta
caracteristicas bastante favoraveis para utilizagcdo enquanto animal de laboratério. A
espécie se popularizou nos estudos da biologia do desenvolvimento, uma vez que sdo
hospedeiros geneticamente manipulaveis, por apresentar alta fecundidade, colocando
em torno de 300 ovos pds copula e pelo curto intervalo entre a fase larval e adulta
(Figura A1) (MADIGAN et al., 2017a).

.

i
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Figura Al — Diferentes estagios de vida do peixe-zebra.

Na esquerda, o peixe em estagio larval (72h pds oclusao do ovo). No meio, a transigao
de larva para a morfologia adulta (aproximadamente 21 dias pds oclusdo). Na direita,
o peixe adulto (aproximadamente 90 dias de idade). Fonte: The Zebrafish Information
Network.

Ndo obstante as vantagens genéticas do peixe-zebra, outro grande
favorecimento é a transparéncia 6ptica do embrido e do estagio larval. Observa-se na
Figura A2 os embribes 72h apds a desova. E possivel se manipular o mutante
desejado, uma vez que o genoma deste animal ja foi completamente sequenciado
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(HOWE et al., 2013). O modelo de infeccdo de embrides no estagio larval -
aproximadamente 50-72h de idade — tem sido utilizado na literatura para caracterizar
0s primeiros eventos apos infeccdo (MADIGAN et al., 2017b; DUGGAN e MOSTOWY,
2018 et al). Nesta etapa do desenvolvimento, o embrido ainda ndo desenvolveu
imunidade adaptativa; portanto, é possivel se estudar os fatores de viruléncia
determinados a partir da interacdo unicamente com a imunidade inata do embrido
(MADIGAN et al., 2017a).

Figura A2 — Ovos fecundados de peixe-zebra, 72h ap6s a desova pela fémea.

A transparéncia optica do peixe-zebra e de seu ovo, permitem a observagdo das
caracteristicas morfoloégicas em seu interior. Observa-se o embriéo e o saco vitelinico
no interior do ovo. Cada fecundacao resulta em aproximadamente 300 ovos que serdo
postos 6h apés a fertilizagdo. Fonte: Autora.
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9.2 Justificativa

Uma das principais caracteristicas que tornam a Hanseniase uma doenca tao
antiga e ainda sem uma compreensao profunda sobre o dano neural é a auséncia de
modelos experimentais para o estudo da mesma. O peixe-zebra apresenta uma
caracteristica especifica que é a sua temperatura de sobrevivéncia: em torno de 30°C.
Nos estudos com hanseniase, uma das principais dificuldades apresentadas pelos
modelos animais € a temperatura interna mais elevada, em torno de 37°C, que
inviabiliza a replicacdo bacteriana. Desta forma, além de todas as caracteristicas
favoraveis a manipulagdo genética e ambiental, este se torna um modelo promissor
para o estudo da infec¢do neural pelo M. leprae, podendo-se, pela primeira vez, se ter

um modelo experimental in vivo para a Hanseniase.

9.3 Objetivos

Identificar o padréo de transcricdo génica do hospedeiro — peixe-zebra — e do
patégeno — M. leprae — no contexto da infeccdo, para identificar os padrbes de

resposta global do patégeno sobre o hospedeiro e do hospedeiro sobre o patégeno.

9.3.1 Objetivos especificos

- Realizar a andlise da expressdo génica global do eucarioto e do procarioto
por meio da técnica dual RNAseq;

- Elaborar e identificar o melhor protocolo de extracdo de RNA para
aproveitamento maximo de RNA integro do eucarioto e do procarioto, utilizando a
plataforma “tapestation”;

- Identificar o impacto da imunidade adaptativa no contexto da lesédo de nervo,

a partir de peixe-zebra knockout para RAGL1.

9.4 Materiais e métodos

A criacdo dos peixes-zebra foi inicialmente realizada na Universidade de
Washington, de acordo com o comité de ética em pesquisa Animal da Universidade e
com as diretrizes no Instituto Nacional de Saude Americano, do inglés “National

Institute of Health — NIH”. Conforme publicado anteriormente por COSMA e
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colaboradores (2006), os peixes-zebra foram criados em sistemas de aquarios
préprios para laboratério (Aquatic Habitats, Florida) e transferidos para um sistema de
fluxo, para o experimento de infeccdo. Foram mantidos entre 10 a 12 peixes por
tanque de 9 litros. Os tanques foram mantidos nas condi¢6es determinadas pelo
Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais: Temperatura da agua de 28 -
30°C, pH de aproximadamente 7,4 e condutividade de aproximadamente 1.500
Siemens (uS).

Para a anestesia, os animais adultos (aproximadamente 3 meses de idade)
foram transferidos para placa de petri e em seguida foram anestesiados com 0,1% de
acido 3-aminobenzdico etil ester (Tricaina) diluido na agua. Em seguida, os peixes
foram infectados por injecdo intraperitoneal com 5x10° M. leprae viavel, isolados de
patas de camundongos “nude”, previamente descritos nesta tese. A viabilidade
bacteriana foi avaliada por radiorespirometria.

Para mimetizar a infeccdo de longo prazo, os grupos foram definidos,
primeiramente, em relagdo ao seu genétipo. Por meio da técnica CRISPR/Cas9, foi
realizada a deplecdo do gene de ativagdo de recombinacdo 1 (RAG1). Este gene é
fundamental para maturagdo dos linfocitos B e T, componentes fundamentais da
imunidade adaptativa (JONES et al., 2004). Neste modelo, portanto, seria viavel se
estudar as influéncias exclusivas da imunidade inata no contexto do curso da infecgao
pelo M. leprae, comparando-as com as manifestagées apresentadas no contexto da
infecgdo nos peixes imunocompetentes (selvagens).

Foram utilizadas duas linhagens de peixe nesse estudo: o peixe-zebra
selvagem** (do inglés “wildtype”), e o homozigoto RAG1”. Os animais foram
observados duas vezes ao dia, e eutanasiados por overdose de tricaina em cada
“timepoint” experimental. Caso os animais apresentassem caracteristicas fisicas
moribundas, também seriam eutanasiados. Para averiguar a viabilidade bacteriana ao
longo do curso da infecgéo, foi realizado o ensaio de viabilidade baseado na razédo
16S/23S conforme proposto por MARTINEZ e colaboradores (2009). Os peixes
mutantes para deplecdo do gene RAG1” ndo séo capazes de produzirem linfocitos T
e B maduros, similarmente ao que ocorre nos camundongos nude, capazes de
crescerem o M. leprae no coxim plantar (SHEPARD, 1965; MARTINEZ et al., 2009).
A auséncia de resposta adaptativa nos peixes-zebra poderia, portanto, elucidar o
papel da resposta imune inata no curso do processo infeccioso da Hanseniase.

Para cada grupo selvagem e mutante, foram definidos sete (7) sub-grupos

experimentais, com diferentes tempos de infec¢éo. Todos os peixes foram infectados
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por 5x10° unidades de M. leprae viavel (Figura A3). O Grupo B foi infectado e
imediatamente eutanasiado, para se avaliar se as possiveis alteragdes observadas
seriam em decorréncia da infec¢@o crdnica ou do processo imediato da injecéo
intracaudal. O Grupo C foi infectado por sete (7) dias; o grupo D por 30 dias (1 més);
O Grupo E por 120 dias (4 meses); o grupo F por 180 dias (6 meses); o grupo G por
240 dias (8 meses) e o grupo H por 360 dias (12 meses).

Selvagem controle Selvagem infectado
— 2 =
= =
- - -
Mutante Ragl-/- P | _, Mutante Ragl-/-
controle —_—— @i——=—=x= infectado

4 meses de
infecgdo (n=13)

—— Oh infectado (n=10)

6 meses de
infecgdo (n=15)

1 més de infecgdo ‘ infeccdo (n=13)
(n=10)

12 meses de
GrupoH |
infeccdo (n=12)

Figura A3 — Desenho experimental do modelo de infecgdo em peixe-zebra.

Os grupos experimentais foram definidos de acordo seu gendtipo (selvagem ou
mutante RAG17) e com o tempo de infec¢do. Grupo B — Oh; Grupo C — 7 dias; Grupo
D — 30 dias; Grupo E — 4 meses; Grupo F — 6 meses; Grupo G — 8 meses; Grupo H —
12 meses. Todos os grupos foram infectados com 5x10°de M. leprae viavel.

1 semana de infecgdo
‘ (n=8)

9.4.1 Processamento para RT-gPCR e RNAseq

O RNAseq é uma técnica que vislumbra a identificacdo da expresséo génica
total de um organismo num dado momento. Haja vista que o peixe-zebra é o Unico
modelo animal total para a infecgdo por M. leprae, e que é muito recentemente
utilizado na literatura, dispondo-se poucos dados informativos, o objetivo desta etapa
do estudo foi realizar um dual RNAseq, que avaliaria a expressdo génica total tanto
do hospedeiro — peixe-zebra— como do patégeno — M. leprae. Esta técnica é de grande
interesse, uma vez que poder-se-ia acessar informacoes inéditas a respeito de como

ocorre o impacto da bactéria do contexto da infec¢éo crdnica em um organismo total,
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bem como o impacto da resposta imune do hospedeiro frente a biologia molecular do
patégeno. Mais que isso, este procedimento permite se avaliar a expressao génica no
animal selvagem e mutante para RAG1™". Primeiramente, para obtenc&o do RNA total
do peixe-zebra e do M. leprae, foram testados dois protocolos de extracdo de RNA,
uma vez que ndo ha dados robustos na literatura para este tipo de experimento,
considerando ambos o0s organismos vivos. Outrossim, também é importante
considerar que o0 peixe-zebra & um peixe escamoso, e para acessar o material nuclear

das células, muitas barreiras necessitam ser lisadas (Figura A4).

Figura A4 — Maceracéo dos peixes-zebra em N; liquido seguido de TRIzoI®.
Os animais foram triturados em nitrogénio liquido. Ap6s a evaporagédo de N2, o material
biol6gico seguiu para processamento em TRIzol para extragao de RNA. Fonte: Autora.

Para a extrac@o de RNA total, foram elaborados dois protocolos, assessorados
pela Illumina®, com o objetivo de alcangar uma maior quantidade de RNA total na
melhor integridade possivel. Desta maneira, os peixes infectados foram submetidos a
dois métodos: a homogeneizagédo ultrassénica direta por “beads” magnéticas o

método de lise diferencial (Figura A5). No método de homogeneizacao ultrassénica
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por beads, foram utilizadas beads magnéticas de zirconia, de calibre 0.1mm em 1 mL
de TRIzol® + amostra bioldgica. A homogeneizagéo é realizada por 60 segundos. Em
seguida, a amostra é dissociada das beads e segue para precipitacdo em cloroférmio.
No processo de lise diferencial, onde a amostra em TRIzol® é centrifugada em alta
velocidade 20.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, o precipitado é lisado por meio
do homogeneizador ultrassénico com o auxilio de beads magnéticas de zirconia, do

tamanho 0,1mm. Apés essa lise, a amostra é precipitada em cloroférmio para posterior

’ : @ —— Cloroférmio
y =)

! ) Homogeneizador
— beads de Zirconia 0.1mm T
: ultrassonico

extragdo de RNA total.

Método
—| Beadsde
zirconia

| Método Centrifugagaoem alta Lise do pellet por @
Lise diferencial velocidade(20 min) homogeneizador oroformio

Figura A5 — Protocolos teste para extracédo de RNA total do hospedeiro eucarioto
e do patégeno procarioto.

Dois métodos foram utilizados para melhor aproveitamento da extragdo de RNA total
do hospedeiro e do patégeno: O método de homogeneizagao ultrassdnica por beads
e 0 método de lise diferencial. Fonte: Autora.

9.4.2 Avaliacdo daintegridade do RNA

Devido ao fato de ambos os protocolos de extragdo de RNA total do hospedeiro
e do patdgeno terem sido desenhados para esse experimento, é fundamental que se
avalie se as técnicas preservaram a integridade do RNA de ambos os organismos.
Para avaliacdo da integridade do RNA, foram utilizados dois procedimentos: o sistema
Agilent TapeStation® para identificar a integridade do RNA do eucarioto (peixe-zebra)
e 0 RT-qPCR para ver a expresséo génica dos genes endégenos do M. leprae e do
peixe-zebra (Figura A6).
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Figura A6 — Avaliacdo de integridade do RNA total do hospedeiro (peixe-zebra)
e do patdégeno (M. leprae).

Diagrama ilustrando os processos envolvidos para andlise de integridade do RNA do
patégeno — procarioto — e do hospedeiro — eucarioto. A integridade RNA do peixe
zebra foi avaliada pela plataforma Agilent 2100 Bioanalyser System — RNA Tape
Station. O RNA do M. leprae foi avaliado pela amplificacdo dos genes enddgenos da
bactéria, pela técnica de RT-qgPCR. Genes enddgenos do peixe-zebra também foram
avaliados para controle de qualidade. Fonte: Autora.

O sistema Agilent TapeStation € um sistema de eletroforese automatizado em
“chip” para o controle de qualidade de amostras de DNA e RNA. O sistema integra um
instrumento, “software” de processamento de dados, reagentes e dispositivos
“ScreenTape” especificos para DNA e RNA. Por meio desta plataforma também foi
possivel avaliar, além da quantidade e integridade, o grau de degradacdo de RNA de
cada amostra. O Numero Equivalente a Integridade do RNA (RIN®) resulta no grau de
gualidade de cada amostra, onde superior a 7 (>7) excelente qualidade; entre 4 e 6

média qualidade; inferior a 3 (<3) alto grau de degradacao (Figura A7).
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Figura A7 — Andlise da integridade e degradac@o do RNA na plataforma Agilant
TapeStation

Os picos presentes no grafico sinalizam o gene endégeno de mRNA eucarioto (18S)
e 0 gene enddgeno de rRNA (28S). No primeiro gréafico, observa-se apenas a
presenca do RNA integro (RIN=10). No segundo grafico, observa-se no inicio do curso
temporal a presenca de RNA degradado, e ao mesmo tempo, a presenca de RNA
integro (RIN=5). No Ultimo grafico, ndo é possivel observar os picos de RNA de genes
endogenos, resultando em um RNA degradado e impréprio para o uso (RIN = 3).
Fonte: MUELLER et al., 2004.

9.4.3 RNAseq

Para o padréo ouro, foram desenvolvidas, especialmente para o presente
trabalho, novas sondas para deplecdo de RNA ribossomal (rRNA) de M. leprae e
peixe-zebra. A preparacdo da biblioteca serd realizada com o lllumina Truseq
Stranded RNAm kit® seguido de sequenciamento com o Novaseq library prep
sequencing SP100 kit®. As bibliotecas seréo sequenciadas no sistema Novaseq6000

(Mlumina®) em leituras de 50 bp de extremidade Unica.
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9.5 Resultados

No estudo com modelo de peixe-zebra infectado, foram extraidos o RNA total
de peixes-zebra selvagem e mutantes RAG17, no curso temporal de 0 a 12 meses de
infecgdo. Para a andlise da integridade do RNA, a eletroforese automatizada
“Tapestation” foi utilizada para o controle de qualidade das amostras. Como 0 RNA
mensageiro (RNAm) compreende em torno de 1-3% do total de RNA celular, ele ndo
é facilmente detectavel. O RNA ribossomal (RNAr), por sua vez, corresponde a
aproximadamente 80% do total de RNA, sendo a maioria composta pelas espécies
18S e 28S eu eucariotos (CLARK et al., 2013). A qualidade do RNAm ¢é avaliada a
partir da quantidade de qualidade do RNAr, onde os picos de 18S e 28S sugerem
RNAm intacto. Foram analisadas aproximadamente 280 amostras, onde (n=35)
peixes-zebra selvagens controle; (n=35) peixes-zebra RAG1™". controle; (n=35)
peixes-zebra selvagens infectados com M. leprae viavel; (n=35) peixes-zebra RAG1™"
infectados com M. leprae vivo. Todas as amostras foram analisadas ap6s extracéo de
RNA pelo método de lise diferencial e pelo método das beads de zircodnia, descritas
na sessdo de materiais e métodos.

Foram considerados RNA com alto grau de integridade, os que apresentaram
RIN igual ou superior a 7,0 (Figura A8). A intensidade de fluorescéncia emitida pela
amostra com RIN superior a 7,0 se concentra nos picos de integridade de RNAr 18S
e 28S, elucidando sua integridade. Por outro lado, amostras que emitiram
fluorescéncia ao longo do tempo da corrida da eletroforese caracterizam banda de
arraste, ou seja, RNA com grau de degradacdo, que ndo deve ser, portanto,

considerado para avaliacdo da expresséo génica do hospedeiro (Figura A8).

No estudo com modelo de peixe-zebra infectado, foram extraidos o RNA total
de peixes-zebra selvagem e mutantes RAG1™, no curso temporal de 0 a 12 meses de
infeccdo. Para a analise da integridade do RNA, a eletroforese automatizada
“Tapestation” foi utilizada para o controle de qualidade das amostras. Como 0 RNA
mensageiro (RNAm) compreende em torno de 1-3% do total de RNA celular, ele néo
é facilmente detectavel. O RNA ribossomal (RNAr), por sua vez, corresponde a
aproximadamente 80% do total de RNA, sendo a maioria composta pelas espécies
18S e 28S eu eucariotos (CLARK et al., 2013). A qualidade do RNAm ¢é avaliada a
partir da quantidade de qualidade do RNAr, onde os picos de 18S e 28S sugerem
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RNAm intacto. Foram analisadas aproximadamente 280 amostras, onde (n=35)
peixes-zebra selvagens controle; (n=35) peixes-zebra RAG1". controle; (n=35)
peixes-zebra selvagens infectados com M. leprae viavel; (n=35) peixes-zebra RAG1"
infectados com M. leprae viavel. Todas as amostras foram analisadas apds extragédo
de RNA pelo método de lise diferencial e pelo método das beads de zircénia, descritas

na sessdo de materiais e métodos.

Foram considerados RNA com alto grau de integridade, os que apresentaram
RIN igual ou superior a 7,0 (Figura A8). A intensidade de fluorescéncia emitida pela
amostra com RIN superior a 7,0 se concentra nos picos de integridade de RNAr 18S
e 28S, elucidando sua integridade. Por outro lado, amostras que emitiram
fluorescéncia ao longo do tempo da corrida da eletroforese caracterizam banda de
arraste, ou seja, RNA com grau de degradacdo, que ndo deve ser, portanto,

considerado para avaliagdo da expressdo génica do hospedeiro (Figura A8).
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Figura A8 — Andlise do controle de qualidade do RNA total extraido de peixe-
zebra infectado eutanasiado e do peixe-zebra infectado encontrado morto.

Avaliacdo da integridade do RNA eucarittico utilizando a plataforma Bioanalyser
Tapestation.(A) Analise de mostra de peixe-zebra eutanasiado para analise, com bom
grau de estabilidade para os picos 18S e 28S de RNAr. (B) Analise de amostra de
peixe-zebra post-mortem, com alto graude degradacédo de RNA e picos 18S e 28S
difusos. Foram utilizados 10 ng de RNA para performance na microeletroforese.

Os picos 18S e 28S s6 analisam, no entanto, a integridade do RNA do eucarioto
— 0 hospedeiro. Entretanto, no presente sistema biolégico avaliado, o interesse é
identificar a integridade do RNA também do patégeno — M. leprae. Para isso, genes
enddgenos da biologia do M. leprae foram analisados, de modo a identificar se o

sistema de extragdo de RNA total proposto no presente trabalho poderia estar
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degradando o RNA do bacilo. E importante ressaltar, no entanto, que o acesso do
RNA bacteriano tende a ser mais dificultado devido a parede celular presente no M.
leprae.

Para identificar a presenga de RNA integro, a expressao génica dos genes
enddgenos do M. leprae - 23S, 16S, hspl8 e sodA foi avaliada e comparada aos
resultados obtidos na integridade do hospedeiro. Foi possivel observar a amplificacédo
dos genes enddgenos do M. leprae (Figura A9) nas amostras submetidas a extracao
por lise diferencial. Todas as amostras estudadas, de peixes-zebra controle e
infectado, selvagem e mutante (RAG17) foram submetidas a analise de integridade.

Curva de fusdo

-d(RFUNT

Temperatura (*C)

Figura A9 — Curve de “melting” para trés genes endégenos no sistema
patégeno-hospedeiro peixe-zebra-M.leprae.

O gréafico representa as reagdes de PCR quantitativo plotadas como a primeira
derivada negativa da temperatura versus a fluorescéncia (-dRFU/dT). A andlise da
curva de fusdo é uma avaliagdo das caracteristicas de dissociagdo do DNA de dupla
fita, elucidando a presenca da transcricdo desses genes enddgenos, indicando a
preservagdo do RNA do patdégeno — para os genes 23S e 16S — e do RNA do
hospedeiro — 18S.

9.5.1 O método de extracdo de RNA interfere na qualidade da integridade

A partir dos dados obtidos, avaliou-se, portanto, se os métodos de extragdo de
RNA total interferem o padrao de integridade da amostra, tanto para o RNA eucariético
como para o RNA procariético. Observou-se que o método de lise diferencial

preservou a integridade do RNA do hospedeiro, como exemplificado pela Figura A10.
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Figura A10 — Método de extracdo de RNA por lise diferencial mantem a
conservacdo da integridade do RNA do hospedeiro (peixe-zebra) em
comparagdo com o método de lise por beads de zirconia.

Andlise da integridade e estabilidade do RNA eucariético avaliado pela plataforma
Bioanalyser Tape Station utilizando (A) o protocolo de lise por beads magnéticas de
zircdnia e (B) o protocolo de lise diferencial da amostra bioldgica — peixe zebra. Neste,
observa-se o pico de RNAr 28S preservado.

Os resultados foram sumarizados na Tabela 4. Os peixes foram plotados de
acordo com o tipo de extragdo de RNA, onde o sufixo “nb” indica que o processo de
lise ndo passou por beads magnéticas, configurando a o protocolo de lise diferencial.
Observa-se que, de modo geral, as amostras processadas por lise diferencial

apresentaram maior grau de integridade do RNA extraido (acima de 7,0), onde foi
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obtida concentragéo significativa de RNA total. Do mesmo modo, observou-se que,
para ambas as técnicas, o RNA do M. leprae foi preservado, conforme demostra a
amplificacdo dos genes endogenos 23S, 16S, hsp18 e sodA, configurando, portanto,
a lise diferencial como método mais adequado para a obtencéo de maior preservagdo
do RNA no sistema biolégico patégeno hospedeiro, para futuro prosseguimento na

avaliacao transcriptbmica do dual RNAseq.

Tabela Al: Avaliacdo da integridade do RNA extraido pelos protocolos de lise
diferencial e lise por beads de zirconia.

Coluna 1: nomenclatura dos peixes-zebra selvagens; coluna 2: infec¢éo; coluna 3:
tempo pds-infeccdo (em dias). Coluna 4: Namero de Integridade do RNA, adequado
para andlise transcriptdmica (em verde); parcialmente degradado (em amarelo) e ndo
apto para avaliagdo (em vermelho). Observa-se também a avaliagdo do RNA
eucaridtico, analisado pelos genes enddgenos do M leprae 23S, 16S, hsp18 e SodA.

Tape Station PCR
Peixe (WT) |Infectado|dias pés-infec. [RIN [RNA] M. leprae 235Ct  |M. leprae 165 Ct |M. leprae HSP18 Ct (M. leprae SodA Ct

Bl Sim o 83 128.0 3.7 26.8 38.8 38.6

Blnb Sim 0 81 107.3 3L.3 25.3 37.5 39.3
Bl Nio o 88 94.4

Blnb Nio 0 85 100.2
C1 Sim 7 6,3 63.4 32.3 27.4 36.5

Clnb Sim 7 7.5 75.9 32.5 27.2 38.9 38.7
C1 Nio 7 204

Clnb Nio 7 6,4 69.8
D1 Sim 30 312 30.1 26.1 X

Dinb Sim 30 7.3 92.3 29.3 28.5 39.5 39.3
El Sim 120 6,6 40.1 312 27.3 38.4 38.7

Elnb Sim 120 8,1 86.5 30.9 26.3 38.6 38.9
D1 Nio 30 | TR

Dinb Nio 30 77 67.8
E1 N&o 120 5.8 44.6

Elnb Nio 120 71 7.7

9.6 Discusséo

Como parte do doutorado-sanduiche, a presente tese desenvolveu estudos
com o modelo in vivo de peixe-zebra, para estabelecimento da infe¢cdo crénica por
modelo experimental. Tal modelo tem um grande potencial para se investigar diversas
questdes que ainda ndo podem ser respondidas por modelo ex vivo ou in vitro. Foi
possivel estabelecer um método de extragdo e preservacédo do RNA total do sistema
patégeno-hospedeiro, viabilizando a investigacdo das alteragdes transcriptbmicas
promovidos pelo M. leprae e pelo peixe-zebra, observando o impacto de cada
organismo no contexto da infecc¢do. Tais dados viabilizardo a realizacdo do dual RNA-

seq, que contribuird para o campo da Hanseniase em varios niveis: i) a possibilidade
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de avaliar diferentes aspectos da infeccdo pelo M. leprae em um sistema de cultura -
com um organismo inteiro - para um patdégeno ndo cultivavel, possibilita a
compreensdo da expressdo génica de variaveis induzidas pelo patégeno em
diferentes locais de infec¢éo; ii) a possibilidade de realizar diferentes tempos de
experimento trara maior precisdo na progressédo da doenga; iii) como todo o M. leprae
disponivel para pesquisa € cultivado em camundongos “nude” ou em tatus infectados,
provar que a replicagdo bacteriana in vivo pode trazer grande vantagem, pois o peixe-
zebra é mais barato e mais facil de abrigar e cada ciclo reprodutivo € muito mais curto
e gera um grande descendéncia; iv) a manipulacdo do peixe-zebra também pode ser
colocada sob a selec@o de antibiéticos, o que ndo é possivel com camundongos e
tatus, abrindo um leque de possibilidades para o entendimento da resisténcia do M.

leprae e tantos outros patégenos ndo cultivaveis.

9.7 Perspectivas

O presente estudo tem imenso potencial exploratério para aprimorar os estudos de
patégenos nao cultivaveis. Com a abordagem dual RNA-seq, espera-se compreender
molecularmente as caracteristicas cronicas da Hanseniase pela primeira vez em um
modelo animal completo, em um periodo de infeccéo inédito, o que é fundamental por

se tratar de uma doenca cronica que pode levar pelo menos 3 anos para se manifestar.
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Peripheral neuropathy is the main cause of physical disability in leprosy patients.
Importantly, the extension and pattern of peripheral damage has been linked to how the
host cell will respond against Mycobacterium leprae (M. leprae) infection, in particular,
how the pathogen will establish infection in Schwann cells. Interestingly, viable and
dead M. leprae have been linked to neuropathology of leprosy by distinct mechanisms.
While viable M. leprae promotes transcriptional modifications that allow the bacteria
to survive through the use of the host cell’s internal machinery and the subvert of
host metabolites, components of the dead bacteria are associated with the generation
of a harmful nerve microenvironment. Therefore, understanding the pathognomonic
characteristics mediated by viable and dead M. leprae are essential for elucidating leprosy
disease and its associated reactional episodes. Moreover, the impact of the viable and
dead bacteria in Schwann cells is largely unknown and their gene signature profiling
has, as yet, been poorly explored. In this study, we analyzed the early differences in
the expression profile of genes involved in peripheral neuropathy, dedifferentiation and
plasticity, neural regeneration, and inflammation in human Schwann cells challenged
with viable and dead M. leprae. We substantiated our findings by analyzing this genetic
profiling in human nerve biopsies of leprosy and non-leprosy patients, with accompanied
histopathological analysis. We observed that viable and dead bacteria distinctly modulate
Schwann cell genes, with emphasis to viable bacilli upregulating transcripts related to glial
cell plasticity, dedifferentiation and anti-inflammatory profile, while dead bacteria affected
genes involved in neuropathy and pro-inflammatory response. In addition, dead bacteria
also upregulated genes associated with nerve support, which expression profile was
similar to those obtained from leprosy nerve biopsies. These findings suggest that early
exposure to viable and dead bacteria may provoke Schwann cells to behave differentially,
with far-reaching implications for the ongoing neuropathy seen in leprosy patients, where
a mixture of active and non-active bacteria are found in the nerve microenvironment.
leprosy,

leprae, nervous system, Schwann cell, host-pathogen interaction
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INTRODUCTION

Leprosy neuropathy is a chronic neurological condition,
caused by the infection of the nerve by its etiologic agents,
Mycobacterium leprae and Mycobacterium lepromatosis (1-5). M.
leprae infection provokes early pathological changes in the host
cell that are, to some extent, associated with the late degenerative
appearance of the infected nerves (6, 7). Schwann cells, the
glial cells of the peripheral nervous system, are the preferable
host for M. leprae entry, persistence, and replication within the
nerve (8-11). Therefore, much attention has been given to the
molecular and cellular alterations driven by leprosy bacilli once
inside Schwann cells in order to identify the underlying reasons
that culminate in the severe neuropathy seen in patients.

The immune response elicited in the nerve microenvironment
against the bacilli is a key component that may lead to the distinct
clinical manifestations (4). Infected Schwann cells produce a
broad panel of inflammatory chemokines and cytokines, that
accompanied with cell-mediated immune have been
linked to the manifestation of neural pain and leprosy neuritis
in patients (12-15). Of importance, this immunomodulation
profile seen in infected Schwann cells was reported to occur
before the reprogramming of the Schwann cells to the immature
phenotype, highlighting the crucial role of the immune signaling
network in the context of the early stages of M. leprae infection
(16, 17). Additionally, M. leprae infection of Schwann cells
has been associated with alterations in the glucose/lactate

Despite these observations, the early effects of viable and dead
M. leprae on the global Schwann cell gene expression profile that
may belinked to primary neural leprosy are still largely unknown.
Therefore, in the present study, we analyzed the expression
profile of transcripts involved in neuropathy, glial cell plasticity,
nerve repair, and the inflammatory network in leprosy and non-
leprosy nerve biopsies and after challenging Schwann cells with
viable and dead M. leprae independently. Our utmost goal was to
provide novel evidence of how viable and dead bacteria modulate
Schwann cell gene expression responses along with a detailed
statistical correspondence to several histopathological findings
commonly observed in nerve biopsies from leprosy and non-
leprosy patients.

MATERIALS AND METHODS

Human Nerve Biopsy

Nerve biopsy specimens from eight patients diagnosed with pure
neural leprosy (PNL) were obtained from volunteers recruited at
the Souza Araujo Outpatient Unit (Leprosy Laboratory, Oswaldo
Cruz Institute, Oswaldo Cruz Foundation) (Table 1). Nerve
biopsy fragments, as well their nerve sections, were available
for histopathological staining and PCR analysis. For the present
study, patients with PNL were selected who did not present
any sign of nerve endoneurial fibrosis to ensure the chosen
nerve specimens were in the early stages of leprosy neuropathy
prog This selection was made after analyzing the nerve

metabolic pathway (18, 19), lipid/chol 1 accumulation (20,
21), mitochondrial dysfunction (11), and myelin dismantling
(22-24). Some of these changes were also confirmed in leprosy
patients, and are suggested to cause the ongoing neuropathy
and the observed tissue fibrosis and loss of nerve function
experienced by leprosy individuals (14, 25). However, while these
events may arise from modifications of the host Schwann cell’s
supportive function of the nerve, the accompanying changes in
gene expression profile are largely unknown.

Studies have shown that the phenolic glycolipid 1 (PGL-
1), a major M. leprae cell wall pathogenic component, is
essential for M. leprae internalization into Schwann cells and
has also been extensively attributed to induce pathology in
vitro and in experimental infectious models (10, 23, 26). The
understanding of the immunopathogenic mechanisms related to
nerve damage in leprosy patients is pivotal for the development
of new therapeutic strategies to control leprosy neuropathy. The
treatment of nerve damage with steroids is effective but at least
40% of patients relapse and require a further course of steroids
(27,28).

Because leprosy neuropathy is an intricate complex disease,
in which both viable and dead M. leprae may have a detrimental
role for disease progression, it is necessary to fully understand
and decipher the contribution of viable and dead bacteria in
altering Schwann cell biology. For example, it was suggested
that dead bacilli, unlike viable M. leprae, make Schwann cells
susceptible to attack by killer cells (29). Moreover, dead bacteria
and its cc such as lip bi (LAM), were
also reported to cause neural damage via modulation of the
autophagic flux (30) and the complement attack of the nerve (31).

section stained with the hematoxylin and eosin and Gomori
trichrome stains under a light microscope following previously
published protocol (6). Exclusion criteria were patients with
coinfection, metabolic comorbidities such as diabetes, and signs
of endoneurial fibrosis, pregnant women and patients under 18
years. For the control group, nerve biopsy specimens from three
individuals who underwent brachial plexus surgery were kindly
donated by the University Hospital Clementino Fraga Filho
(HUCFF-UFR]). This study was approved by the Oswaldo Cruz
Foundation Ethics Committee (number of purports: 2.227.887).

Schwann Cell Culture

The human Schwann cell line, ST88-14, was used in the
present study for the in vitro assays. Prior to the assays, cells
were cultured in RPMI media (Gibco BRL, Grand Island,
NY, USA) supplemented with 1% penicillin, 1% streptomycin,
2mM L-glutamine, and 10% fetal bovine serum. The cells were
maintained in a controlled environment at 37°C and 5% CO,.
For the assays, ST88-14 cells were suspended in culture medium
without penicillin-streptomycin and cultured at a density of
5 x 10° cells/well on six-well culture plates. The cell culture
was infected with viable M. leprae, gently donated by Lauro de
Souza Lima Institute (Sao-Paulo, Brazil) or stimulated with dead
(gamma-irradiated) M. leprae, obtained through BEI Resources
(#NR-19326), at a multiplicity of infection (MOI) of 50 bacilli/cell
(50:1). After 24h of incubation, supernatants were harvested
and kept frozen at —20°C until quantification of inflammatory
chemokines and cytokines. Additionally, Schwann cell cultures
were subjected to total RNA extraction procedures.
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TABLE 1] Cinical data from PNL patients included in the present study (1 = 8).

Age (years) Gender Leprosy clinical form Leprosy reaction Multidrug therapy Physical disability level
67 female PNL RR + Neuritis No 0
26 male PNL RR + Neuritis. No 0
34 female PNL No No 0
48 male PNL RR + Neuritis No 0
47 female PNL RR No 2
22 male PNL RR No 2
22 female PNL No No 0
48 female PNL No No 0

PNL, Pure Newral Leprosy; RR, Reverse Reacton.

RNA Extraction and RT-qPCR Array

Schwann cell cultures and nerve biopsy fragments were
mechanically grinded and resuspended in 1 mL TRIzol (Gibco
BRL) and RNA was obtained following the manufacturer’s
orientations and stored at —70°C until use. After, 10 ng of total
RNA was reverse-transcribed to ¢cDNAs using the Superscript
III kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and then amplified
using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) or TagMan assays (ThermoScientific).
The GeneQuery™ Human Schwann cell PCR Primer library
array kit (Realtime Primers, Elkins Park, PA, USA #GK096) was
used to profile total gene expression in Schwann cells and human
nerve biopsies. The full list of genes is available on https://

ine.com/ yu

analyses the value of p < 0.05 was considered significant.
Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism
version 8.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Alternatively, a correlogram graph was generated to evaluate
the correlation between histopathological characteristics in nerve
fragments and the pattern of gene expression. A Pearson’s
correlation was applied to each pair of variables present in
the data. The correlation value varies between —1 and 1, with
negative values implying the existence of negative correlation and
positive values implying positive correlation. The strength of the
correlation is measured by the proximity of the value to 1 or
—1, with values closer to these suggesting stronger correlation.
Each regression was performed using the gene expression as the

www.sciencellonl q -human-sch -cell-

variable and initially both PCR and Acid Fast Bacilli

biology-qpcr-array-kit.html” (accessed on 27th Jan 2022).
The TaqMan Fast Universal PCR Master Mix and Human
TagMAn MGB-Probe assays (ThermoScientific), were used
to determine mRNA expression of TNF (HS-99999043_ml),
IL-23A (HS-0037334324_ml), CCL2 (HS-00234140_ml) and
CXCL10 (HS-0017042_m1). The RT-qPCR array was performed
in triplicate, and the amplifications were carried out in the ViiA7
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). The AACT method (32) was used to analyze the
obtained data after nor using the endog control
of the housekeeping gene RPLI3, for SYBR Green analysis,
or normalized using the housekeeping gene glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; HS-02758991_gl), for
TaqMan assays.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

For cytokine/chemokine release evaluation, the supernatants
from control ST88-14 cultures and M. leprae (viable or dead)
infected ST88-14 cultures were harvested after 24 h and stored
at —20°C until use. The following inflammatory mediators
(TNE TGF-B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, MCP-1/CCL2, and IP-
10/CXCL10) were quantified by ELISA technique following
the manufacturer’s orientations (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA).

Statistical Analysis
Analyses of the experiments were performed by unpaired t-
test, Kruskal-Wallis test or one-way ANOVA. For all statistical

(AFB) as covariates. Each coefficient had its statistical significance
tested by the t-test for regression coefficients. In the cases where
one of the variables was not statistically significant, the model
was fitted again using only the statistically significant covariate.
Finally, the model’s goodness of fit was evaluated using R’ a
statistical measure that evaluates how much of the variation on
the response variable is explained by the covariates.

RESULTS

Gene Profiling Analysis of Leprosy and
Non-leprosy Nerve Biopsies

In order to identify the molecular pathways related to primary
neural leprosy (PNL), a Schwann cell biology PCR array
was performed comparing gene expression in nerve fragments
from PNL patients and non-leprosy controls. As illustrated in
Figure 1A, differentially expressed patterns of genes related to
peripheral neuropathy, Schwann cell plasticity/reprogramming,
and nerve support could be observed. Regarding neuropathy-
related genes, some targets were statistically elevated in nerves
from PNL patients, such as HLA-DRBI, APOB, and WNK,
while others were downregulated, including HLA-DQBI and
PLPI. Interestingly, HLA-DRBI, previously reported to influence
leprosy susceptibility (33), was upregulated 60-times more in
leprosy nerves when compared to non-leprosy nerves. APOB and
WNK were also augmented in leprosy nerves, by 10- and 4-times
more, respectively.
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By examining the mRNA profile involved in Schwann cell
dedifferentiation, we observed that JUN, GDNF, and MAPK14
were statistically upregulated, while ERBB2, GJA1, BDNF, and
MAPK3 were significantly decreased in nerves from PNL
patients. Although neurotrophins, such as BDNE, are required for
axon regeneration, here we found that BDNF was downregulated
in PNL patients, which is in agreement with a previous
report that investigated neurotrophin expression in leprosy
infection (34).

In summary, our PCR array analysis remarkably showed
that most genes involved in nerve regeneration were
significantly increased in leprosy nerve biopsies, possibly
suggesting a continuous balance of nerve degeneration
and an attempt to regrow during the course of infection
in vivo.

Viable and Dead M. leprae Distinctly
Modulate Schwann Cell Functional Genes
Neural damage in leprosy has been associated with the role
played by viable and dead bacteria after being in contact with
Schwann cells (10, 35). Therefore, we were interested in exploring
the early effect of M. leprae infection on Schwann cell biology
genes. For that, we infected human Schwann cells with viable
and dead M. leprae and screened changes in the mRNA levels
after 24h of infection using the Schwann cell biology PCR
array. As observed in Figures 1B-D, dead M. leprae increased
the expression of WNK, IFNB, IKBKA, and HLA-DQAI (genes
related to neuropathy), in addition to GJAI and RAFI (for
Schwann cell reprogramming) and KCNJ10, OLIG1, SHH, and
SOSTDCI (for neural regeneration). Interestingly, viable M.
leprae appeared to modulate genes related to Schwann cell

plasticity and dedifferentiation, such as BDNF, cJUN, SOX10,
ERBB2, and MAPKI11. In summary, this first set of analysis
points to the notion that dead M. leprae induces greater
expression of peripheral neuropathy and nerve regeneration
support genes whereas viable M. leprae acts by modulating
genes related to Schwann cell plasticity and dedifferentiation.
We have summarized this gene intersection in a Venn diagram
(Figure 2).

Inflammatory Network Analysis Suggests
That Dead and Viable M. leprae Increase
CCL2 Expression

We next aimed to analyze the inflammatory network profile
in leprosy and non-leprosy nerve biopsies, as well as in
vitro, using Schwann cells challenged with viable and dead
bacteria. The human nerve analysis indicated that IL23,
TNF, CXCL10, and CCL2 were increased in PNL patients
when compared with control biopsies (Figure3A). In
addition, when we analyzed changes in Schwann cells in
vitro, we observed that dead M. leprae induced a higher
expression of TNF, CXCLI0, and IL6 in Schwann cells
when compared with those infected with viable bacilli
(Figure 3B). Furthermore, cells infected with viable M.
leprae increased IL23 and CCL2 expression when compared
to non-stimulated cultures. These results support the notion
that dead bacteria are likely involved in the induction of a pro-
inflammatory profile, suggesting that such pro-inflammatory
mediators, in the context of neural involvement shown by
the biopsies, are induced by dead bacteria present at the site
of infection.

Leprosy nerve
biopsy

GJA1

HLA-DRB1

HLA-DQA1

IKBKA

FIGURE 2 | The Ve diagram of differentially upregulated genes related to Schwann cel biology genetic signature in leprosy. The Venn diagram was used to identity
dlusters of overlapping and non-overlapping MANA transcripts, upregulated in leprosy nerve biopsies and in Schwann cells infected with viable and dead M. leprae

Viable M.leprae-infected

Schwann cells
BDNF

SOX10 SOX2

ERBB2

MAPK11

CDH1

Dead M.leprae-infected
Schwann cells
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Viable and Dead M. leprae Promote a
Distinct Inflammatory Response in
Schwann Cells

We substantiated our transcriptional analysis by evaluating the
cytokine network production in Schwann cells challenged with
viable and dead bacilli. For that, we performed analysis of
cytokine levels in 24-h supernatants, and found that dead M.
leprae caused an increase in the TNE IL-8, MCP-1/CCL-2,
and CXCL-10 levels in comparison to non-stimulated control
cultures (Figure 4). Conversely, viable M. leprae infection led to
increased TGF-f, IL-8, IL-6, IL-10, MCP-1/CCL2, and CXCL-
10 in comparison to non-stimulated controls. We also observed
a statistical reduction in TNF levels after viable M. leprae
infection when compared to dead stimulated cultures and
controls. Together, these results suggest that dead M. leprae
induces pro-inflammatory mediators in human Schwann cells,
whereas viable M. leprae preferably promote anti-inflammatory
cytokines like IL-10 and TGF-§ and reduced TNF production
(Figure 4).

CCL2 Correlates With Decreased Fiber in
Histopathology, AFB and PCR From Nerve
Fragments

We next applied a correlation matrix to analyze a potential
relationship of histopathological findings and changes in gene
profiling of Schwann cells in order to evaluate top molecular
signature candidates during the early stages of nerve damage in
leprosy patients. The overall nerve pathological findings are listed
on the y-axis of Figure 5. Using this correlogram, we observed
that, onion bulb axons, axonal regeneration, demyelination,
and Schwann cell proliferation were positively correlated with
SHH, TYRPI, ERBB2, and MAPKI4 genes. With regards
to remyelination appearance, this was positively correlated
with NTNI, OLIGI, and UNC5B genes. Foamy macrophages
correlated with IL6 and granulomas were positively correlated
with GDNF, GJAl, and SHH (Figure 5). CCL2 was negatively
correlated with lymphocytic, perineurial, and epineurial infiltrate
and positively correlated with decreased fibers and Schwann cell
proliferation (Figure 5).
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FIGURE 5 | Correlation matrix between leprosy histopathological alterations and gene expression profile in PNL patients. The y-axis indicates major nerve
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stronger correlation while the red color (closer to —1 value) means weaker correlation between the gene expression and the spedific histopathological alteration,
respectively.

Acid Fast Bacilli (AFB) staining in nerve lesions and positive ~ in gene expression. It was statistically relevant that the
PCR are two commonly used tools for diagnosing PNL at  expression of CCL2 and CDHI positively correlated with AFB,
clinics. Thus, we next searched for a potential association  while, CCL2 and GDNF expression negatively correlated with
between the presence of the bacilli in nerve and changes PCR (Table 2).
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TABLE 2| Linear regression between M. loprae PCR and AFB values against the
global gene expression.

Variable Estimative Standard deviation P-value
ccL2

Intercept 0.622 1112 0.5998
FAB 5.247 1.435 0.0147*
PCR —4.445 1.284 0.0180"
R* 0.778

CDH1

Intercept 0.108 0.253 06818
BFAB 1.014 0412 0.0493"
R* 0.502

GDNF

Intercept 3119 0.503 0.000815**
PCR -1.596 0.581 0.033469"
R 0.557

Among al the genes evauated, CCL2, CDH1, and GDNF presented a statistical
significance with AFB and/or PCR. *p < 0.05,"p < 0.001.

DISCUSSION

The comprehension of Schwann cell-M. leprae pathological
interactions is vital to fully understand disease progression in
experimental models as well as in leprosy patients. Moreover,
how viable and dead bacteria affect Schwann cell biology is largely
unknown and poorly explored in the field. Therefore, in the
present work, we used the in vitro host-pathogen interaction
model to determine how viable and dead bacteria modify the
global gene expression profile as soon as the bacteria comes in
contact with the Schwann cells. Furthermore, we extended these

(Figure 1A). Additionally, receptors for the axon guidance
molecule, netrin-1 (NTN1), are expressed by Schwann cells and
play arole in peripheral regeneration and induce the regeneration
phenotype (40).

‘When evaluating the set of genes related to Schwann cell
plasticity and dedifferentiation, some serine/threonine kinases,
such as mitogen-activated protein kinase 14 (MAPK14), widely
known for its role at the inflammasome pathways in the
neuroglia (41), were found to be upregulated in PNL patients.
However, there is a lack of information regarding MAPK14 in
leprosy. GAP43, the major protein of the axon growth-cone
that plays a role in axon growth (42) and regeneration was
also upregulated, which suggests a tentative role for axonal
regrowth in the injured infected nerve. SHH, WNK, and KCNJ10
were upregulated in leprosy nerve biopsies and in dead M.
leprae-infected Schwann cells (Figure 2). The sonic hedgehog
gene (SHH), which has been previously reported in nerve
damage (43, 44), may also trigger regeneration and induce
Schwann cell proliferation, as an attempt to counteract the
harm caused by the bacilli (44). KCNJI10 encodes the inward-
rectifying potassium channel (Kir4.1). Alteration of KCNJ10
gene expression is related to neuropathies, such as Huntington’s
disease East/SeSAME syndrome, by elevating the extracellular
K™, which consequently leads to abnormal neuron excitability
(45, 46). It was demonstrated in mice that inflammation can
silence (Kir4.1) channels, leading to hyperalgesia and trigeminal
pain (47). Despite the absence of studies relating the KCNJ10 gene
and M. leprae infection, it seems this may be a potential pathway
to be explored for leprosy neuritis in the future. JUN was the
only gene statistically upregulated in PNL biopsies and viable
M. leprae-infected Schwann cells in comparison to the respective
controls (Figure 2). cJUN is a master Schwann cell regulator
involved in the transition of a differentiated phenotype toward

early changes in the Schwann cell gene profile in resp to
infection to the analysis of patient nerve biopsies, establishing
a potential link to the early response pattern during the disease
progression in leprosy individuals.

We initially performed an exploratory, broad gene expression
analysis of Schwann cells challenged with viable or dead bacteria,
along with data obtained from nerve biopsies. The following
families of genes involved in the nerve response to injury
were investigated: (i) peripheral neuropathy, (ii) inflammatory
network, (iii) Schwann cell plasticity/dedifferentiation, and (iv)
nerve regeneration support.

Among the global gene expression, HLA-DRBI, MAPK14,
GAP43, FABP7, NTN1, and LRRTM4 were upregulated in nerve
biopsies from PNL patients and in viable and dead M. leprae-
infected Schwann cells, in comparison with the respective control
groups (Figure 2). It has been described that human leukocyte
antigen (HLA) alleles affect the host immune response against

ap itor/stem-cell like stage (48) and has also previously
been reported to be upreg d, among other develop l and
neural crest genes, during M. leprae infection in mouse Schwann
cells (35).

PLP1, SOSTDCI, RAF1, ARTN, OLIG1, MAPKI, IFNB, and
TYRPI were upregulated in viable and dead M. leprae-infected
Schwann cells, but not in the PNL biopsies. The tyrosinase-
related protein 1 (TYRP1I) plays a role in the melanin biosynthetic
pathway, being mostly expressed by melanocytes (49). It has
been documented that leprosy patients may present hyper or
de-pigmented lesions due to a defective transfer of melanin
(50). The melanocytes have been recently associated with the
innate immune resp by producing infl y cytokines,
such as IL-1p (50). But the role of the TYRPI pathway
in the peripheral nerve requires further investigation. It was
documented that interferon beta (IFNB) is increased during
cell stress conditions, but the lack of this protein leads to

M. leprae (36, 37). HLA-DRBI is one of the most upregulated
genes in multiple sclerosis, having a special role in inducing
demyelination (38). Moreover, this transcript is consistently
related to the tuberculoid leprosy (T-Lep) clinical form, while
HLA-DQBI has a strong relation with the L-Lep clinical form
(39). In the present study, HLA-DQB1 was downregulated in PNL
patients, in comparison with the uninfected nerve specimens

neuroinfl (51, 52). IFNB is essential to start the
cell fate pathway driven by NUPRI, a gene signature that
contributes to a progressive infection in human cells (53).
Oligodendrocyte transcription factor 1 (OLIGI) is an important
protein of the remyelination phenotype, usually upregulated
after a disturbance in the cell microenvironment (54). It is well
described that during diabetic neuropathy, the lack of insulin
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leads to the demyelination phenotype due to a downregulation
of OLIGI (54). On the other hand, in this study, some genes
like MAPK3 (ERK1), an important extracellular signal-regulated
kinase and Schwann cell migration and proliferation molecule
(55) was downregulated in PNL patients. Likewise, ErbB2, a
well-known demyelination inducer and Connexin43—GJAIl—
were also significantly reduced in PNL patients. Despite the lack
of information about GJAI in leprosy, this has been described
in neural impairment, like in the pathogenesis of Alzheimer’s
disease, where GJA1 downregulation leads to reduced levels of
ApOE (56, 57).

While we know that the polarity of leprosy can result
from the host’s inflammatory response profile, multiple features
of neurological involvement may also occur. For example,
polymorphisms in certain genes such as IL10, ninjurin 1 and TNF
have been associated with leprosy susceptibility (58-60).

In the present work, we were able to correlate the pattern
of histopathological impairments with alteration in the
gene expression profile induced by M. leprae infection.
The correlogram analysis demonstrated, for the first time,
a statistically significant correlation between the gene
signature from the early stages—before fibrosis—and the
histopathological alterations of the nerve damage in leprosy
neuropathy. Regarding the histopathological features, TYRPI,
SHH, and MAPKI4 expression were strongly correlated to
onion bulb axons, axon regeneration, demyelination, and
Schwann cell proliferation, while MCP1/CCL2 was strongly
negatively correlated with nerve inflammatory infiltrates:
epineurial, endoneurial, perineurial, and lymphocytic infiltrates.
It is important to realize that the weak correlation with
endoneurial, perineurial, and epineurial fibrosis was due to the
inclusion criteria for this study, which selected patients with no
signs of fibrosis.

The biserial correlation demonstrated that the monocyte
chemoattractant protein 1 (MCPI/CCL2) was positively
correlated with AFB and negatively correlated with PCR,
which strongly indicates the correlation of increased expression
of this gene by viable bacteria. This finding corroborates a
previous study by our group, which showed activation of the
ESX-1 mycobacterial system by the viable M. leprae, leading to
the activation of the OASL gene and the induction of CCL2,
impairing the host bactericidal response, which was not observed
with dead M. leprae stimuli in THP-1 cells (61). More than that,
independently, Schwann cells are responsible for the triggering
response of nerve damage through initiating the clearance of the
debris by myelinophagy, followed by macrophage recruitment,
which is especially regulated by CCL2 (62). In this sense, we see
the relevance of CCL2 gene activation not only as a protective
mechanism in the maintenance of mycobacterial viability, but
also as a biological marker indicative of positive AFB. CCL2 has
been described as one of the innate immunity genes immediately
activated in the context of infection in vitro (35). Thus, despite
the relevant findings, there is still a way to go in terms of
understanding the role of this chemokine in infection and nerve
damage during leprosy.

To strengthen the data obtained from the gene signature of
M. leprae infection, we evaluated the i dulatory profile

secreted by Schwann cells without infection and challenged with
viable and dead M. leprae. We observed a pro-inflammatory
profile elicited by the dead bacilli, while an anti-inflammatory
microenvironment appeared to be promoted by infection with
the viable bacteria. Studies have shown that macrophage infection
by viable M. leprae leads to a regulatory T cell response rather
than a cytotoxic T cell response, which contributes to the
persistence of the infection in the host (63, 64). This characteristic
is already well demonstrated in patients with L-lep, which leads
to a high bacillary load. In the present work, we demonstrated
that Schwann cells also behave in a way to induce the anti- or
pro-inflammatory phenotype according to the bacilli viability.
Since in reactional episodes there is a mixture of viable and dead
bacilli, it is interesting to point out the role of the Schwann
cells, and not only the macrophages, as modulators of the
reaction process in the nerve, which can even lead to leprosy
neuritis (14).

CONCLUSION

In the present study, we identified the early impact of
viable and dead bacteria, independently, on modifying the
gene expression profile of human Schwann cells in vitro.
We also described a molecular signature associated with
neural damage in early stages of pure neural leprosy from
patients (i.e, HLA-DRBI, MAPK14, GAP43, FABP7, NTNI,
and LRRTM4). Leprosy is a complex intricate disease and the
identification of this genetic profiling may contribute for the
fully und ding of leprosy pathy patk is with the
long-term goal of identifying these pathways as targets for the
development of effective therapeutic strategies. We acknowledge
the relatively limited number of human nerve samples, as in
our experimental design we narrowed our analysis to nerve
biopsies of leprosy patients with no signs of neural fibrosis
and at the initial stages of neural damage. Therefore, future
work with additional nerve samples from leprosy individuals,
at distinct clinical stages, are important to advance this host-
pathogen interactions and associated genetic analysis in larger
cohorts. In summary, these results open new perspectives for the
understanding of the genetic signature of neural commitment in
leprosy disease.
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1 | INTRODUCTION

Leprosy r hy is a chronic de

Abstract

Leprosy neuropathy is a chronic degenerative infectious disorder of the peripheral
nerve caused by the intracellular obligate pathogen Mycobacterium leprae (M. leprae).
Among all nonneuronal cells that constitute the nerve, Schwann cells are remarkable
in supporting M. leprae persistence intracellularly. Notably, the success of leprosy
infection has been attributed to its ability in inducing the demyelination phenotype
after contacting myelinated fibres. However, the exact role M. leprae plays during
the ongoing process of myelin breakdown is entirely unknown. Here, we provided
evidence showing an unexpected predilection of leprosy pathogen for degenerating
myelin ovoids inside Schwann cells. In addition, M. leprae infection accelerated the
rate of myelin breakdown and clearance leading to increased formation of lipid drop-
lets, by modulating a set of regulatory genes involved in myelin maintenance, autoph-
agy, and lipid storage. Remarkably, the blockage of myelin breakdown significantly
reduced M. leprae content, demonstrating a new unpredictable role of myelin disman-
tling favouring M. leprae physiology. Collectively, our study provides novel evidence
that may explain the demyelination phenotype as an evolutionarily conserved mech-
anism used by leprosy pathogen to persist longer in the peripheral nerve.

KEYWORDS

disease processes, diseases, infection, microbial-cell ir ion, ia

Mattos et al., 2010, 2011; Mattos, Sarno, Pessolani, & Bozza, 2012),
central glucose metabolism modulation (Medeiros et al., 2016), and

disorder caused by cellular reprogramming (Masaki et al., 2013; Petito et al., 2013). Partic-

infection of peripheral nerves by Mycobacterium leprae (M. leprae), an
obligate intracellular pathogen with particular ability to invade and
persist in Schwann cells (Scollard, Truman, & Ebenezer, 2015;
Serrano-Coll, Salazar-Peliez, Acevedo-Saenz, & Cardona-Castro,
2018). Over the past few years, we and others have reported several
changes in infected nonmyelinating Schwann cells that favour M.
leprae survival intracellularly, such as lipid droplets dynamics (Barisch
& Soldati, 2017; Elamin, Stehr, & Singh, 2012; Kaur & Kaur, 2017;

Dr. Lara and Dr. Samo should be considered joint senior author.

ularly, the success of M. leprae infection also indudes its natural ability

in inducing demyelinati after i yeli fibres

(Rambukkana, Zanazzi, Tapinos, & Salzer, 2002; Tapinos, Ohnishi, &
Rambukkana, 2006). However, the metabolic implication of myelin
breakdown for M. leprae physiology was entirely ignored.

Mpyelin is a lipid-rich membrane produced and constantly main-
tained by Schwann cells in the peripheral nerve (Chrast, Saher, Nave,
& Verheijen, 2011). Importantly, during the process of myelin break-
down, the majority of myelin-derived lipids are drawn from the
degrading myelin ovoids, then stored in lipid droplets to be later
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reused by Schwann cells for de novo synthesis of myelin membranes
(Brosius-Lutz et al., 2017; Goodrum, Earnhardt, Goines, & Bouldin,
1994). Due to a massive gene decay that leads to the loss of almost
half of the functional genes (Cole et al., 2001), M. leprae acquires a
unique capacity to subvert the host cell metabolism for its own needs
(Elamin et al., 2012; Kaur & Kaur, 2017; Mattos et al., 2012; Medeiros
etal., 2016). Typically, effective M. leprae survival has been associated
with lipid droplets accumulation, a key pathological characteristic also
induced by a wide range of intracellular bacterial pathogens (Barisch &
Soldati, 2017).

In the light of these evidence, we hypothesised that M. leprae
would benefit from inducing demyelination, as a way to have access
to lipid droplets derived from the process of myelin breakdown.

2 | RESULTS

2.1 | M. leprae infects Schwann cells and accelerates
myelin breakdown

Although nonmyelinating Schwann cells have widely been used in M.
leprae research (Casalenovo et al, 2019; Masaki et al., 2013; Petito
etal., 2013), we took advantage of freshly dissociated myelin degrading
Schwann cells (hereafter named as mSCs) from mouse peripheral nerves
tounderstand the consequences of M. leprae infection for myelin break-
down and clearance in vitro. We first examined the infection rate in our
model and noted that the majority of mSCs were positively infected by
M. leprae (~98%) at day three after incubation (Figure 1a-c). Interest-
ingly, inside mSCs, M. leprae was often located in areas enriched in mye-
lin ovoids (Figure 1d), resulting in a significant myelin-M. leprae
interaction of about 80% in the host cell (Figure 1e).

‘We next questioned whether M. leprae infection would impact the
process of myelin breakdown inside mSCs. To answer this, we mea-
sured and compared the myelin area in uninfected and M. leprae-
infected mSCs over a period of time (0, 1, and 3 days) and plotted
the results as the per cent of mSCs containing low (0-350 pum?),
medium (350-700 pm?), or high (>700 um?) degenerating myelin con-
tent. In the uninfected group at O hr (starting time point), we observed
a distribution of about 27.4%, 40.7%, and 31.8% of mSCs cells in the
low, medium, and high myelin ranges, respectively (data not shown).
In addition, after 1 and 3 days in vitro, uninfected mSCs presented a
gradual reduction of their myelin content as follows: 36.2%, 40.9%,
and 22.3% (1 div) and 43.4%, 39.7%, and 16.8% (3 div), respectively,
which reflects the natural progressive process of myelin degeneration
inside the cell (Figure 1f,g,i,j). Interestingly, M. leprae-infected mSCs, at
day 1, showed a significant 2.3-fold reduction in the myelin area at
high range that reflected in a 1.6-fold increase in the per cent of cells
at the low range (Figure 1i). Moreover, at day 3, we observed a marked
sixfold (medium range) and twofold (high range) reduction in myelin
area that resulted in a substantial increase up to 79% of mSCs contain-
ing reduced myelin ovoids (Figure 1h,j). Concurrent with the enhance-
ment on myelin degradation, we also found a statistical reduction in
the mRNA levels for myelin basic protein (MBP), myelin protein zero

(MPZ), and KROX-20 in the M. leprae-infected group compared with
uninfected mSCs (Figure 1k), which is consistent with the ability of
M. leprae in inducing, since the very early stages, the reprogramming
of mSCs to a nonmyelin-producing phenotype. To further analyse
changes in myelin transcripts during leprosy infection in vivo, we mea-
sured and observed that nerves from leprosy patients have a statistical
downregulation of MBP and MPZ mRNA when compared with
nonleprosy patients (Figure 1l). Collectively, these data indicate that
M. leprae is capable of entering mSCs and be clustered around myelin
ovoids. Fur this host-path resulted in the
acceleration of myelin that was acc ied by d g
ulation in a set of key regulatory genes involved in myelin production

in vitro and in vivo.

2.2 | M. leprae enhances the autophagic myelin
destruction leading to increased lipid droplets levels

Inside mSCs, myelin ovoids are progressively degraded by
macroautophagy mechanisms named as myelinophagy (Gomez-
Sanchez et al., 2015; Jang et al., 2016). We therefore focused to
understanding whether advanced myelin clearance observed in M.
leprae-infected cells would be related to changes in this autophagic
myelin destruction pathway. To assess this, we first quantified the
number of myelin ovoids positive for the autophagosome marker
LC3. Although uninfected mSCs presented about 26% of LC3"
puncta-myelin ovoids, in M. leprae-infected cells, we observed a signif-
icant increase of up to 82% (threefold more; Figure 2a-c). Accordingly,
the mRNA levels of Bedlin-1, Wipi2, ULK1, and ATG7 (transcripts
involved in the early stages of autophagosome formation) were signif-
icantly increased in M. leprae-infected mSCs (Figure 2d) as well as in
nerve biopsies from leprosy patients (Figure 2e). Because myelin
breakdown results in lipid droplets formation (Brosius-Lutz et al.,
2017; Goodrum et al,, 1994), and knowing the importance of lipids
to the intracellular bacteria (Barisch & Soldati, 2017; Elamin et al.,
2012; Kaur & Kaur, 2017), we next measured the number of these
myelin-derived neutral lipids by oil red O staining (Figure 2f-h) as well
as the myelin ovoids size in uninfected and M. leprae-infected mSCs at
day 3 (Figure 2i). The results of the experiment revealed that although
uninfected mSCs exhibited an average of about 5.6 lipid droplets per
cell, that number statistically increased three times more in the M.
leprae-infected group, reaching an average of about 17 oil red O lipid
bodies per mSCs (Figure 2h). We also observed a statistical reduction
of about 40% in myelin ovoids size in M. leprae-infected mSCs
(Figure 2i), which correlates very well with the advanced myelin break-
down and lipid droplets arising induced by leprosy infection. Consis-
tent with this, we observed in M. leprae-infected mSCs, a marked
8.7-fold induction in perilipin (a lipid droplet-associated protein)
mRNA expression as well as a statistical 40% and 55% downregulation
in adipose triglyceride lipase (ATGL) and hormone-sensitive lipase
(HSL) transcripts (both related to lipolysis), respectively, if compared
with values seen in uninfected cells (Figure 2j). Thus, these results
indicate an enhancement on myelinophagy leading to increased lipid
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FIGURE 1 Enhancement of myelin breakdown in response to M. leprae entry in Schwann cells. (a, b) Leprosy pathogen successfully invade mSCs
and resides in close association with degrading myelin ovoids as indicated at orthogonal sections. (c) The infection rate is expressed as mean + SD
from four independent experiments with at least 80 cells counted per experiment. (d) Apotome image of an infected mSCs culture depicting M.
leprae-myelin interaction at insets. (e) The interaction rate is expressed as mean 5D from four independent experiments with 80 to 200 myelin
ovoids counted per each experiment. (f-h) Immunostaining for MBP in mSCs cultures, showing the progressive course of myelin breakdown and
clearance in uninfected cells, from day O to 3, and the striking reduction induced by leprosy infection. (Fi-Hi) Inset represents example of myelin
ovoids content in mSCs over time and at different conditions. (i, j) The graphs show the distribution of mSCs in three distinct myelin area ranges at
days 1 and 3, respectively. (k, |) Fold-change analysis showing significantly downregulation of myelin transcripts in vitro (k) and in nerve biopsies
from leprosy conditions (I); the horizontal bar represents levels in uninfected conditions; results are expressed as mean +SD from three to four
normalised independent biological replicates; 'p < .5, "p <.01, "'p < .001, ""'p < .0001
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FIGURE 2 Elevated myelinophagy leads to increased lipid droplets accumulation. (a, b) Representative apotome images showing the
accumulation of LC3 puncta in degenerating myelin ovoids (MBP; arrowheads) in uninfected (a) and M. leprae-infected (b) mSCs at day 3

in vitro. (c) The graph shows the percentage of LC3-decorated myelin ovoids; results are expressed as mean + SD from three independent
experiments with at least 130 myelin ovoids analysed per experiment. (d, €) Fold-change analysis showing significantly upregulated levels for the
autophagosome transcripts in vitro (d) and in nerve biopsies from leprosy conditions (e); the horizontal bar represents levels in uninfected
conditions; results are expressed as mean + SD from three to four nommalised independent biological replicates; (f, g) Oil red O staining showing
lipid droplets (arrowheads) in uninfected (f) and M. leprae-infected mSCs (g). (Gi) insets show lipid droplets-M. leprae association. (h) Quantification
of lipid droplets numbers per mSCs; results are expressed as mean + SD from three independent experiments with at least 40 mSCs analysed per
experiment. (i) quantification of myelin ovoids size in uninfected and M. leprae-infected mSCs; results are expressed as mean +SD from three
independent experiments with at least 100 myelin ovoids counted per each experiment. (j) gRT-PCR showing changes in the mRNA levels for HSL,
ATGL, and perilipin in M. leprae-infected mSCs compared with uninfected mSCs (horizontal bar) at day 3; results are expressed as mean 5D from
three normalised independent biological replicates. 'p <.5, 'p < .01, " 'p < 0001

droplets formation as a response of M. leprae infection in mSCs, which block myelin dismantling in Schwann cells in vitro (Gomez-Sanchez
was also followed by upregulation of transcripts involved in

autophagosome formation and lipid droplets accumulation.

et al., 2015). Accordingly, treatment with JNKi strikingly prevented
the degradation of myelin ovoids in uninfected and M. leprae-infected
cells cultured for 3 days, keeping their myelin values similar to those
observed in freshly plated uninfected mSCs at O hr (Figure 3a-f). After

2.3 | Myelin breakdown favours M. leprae viability
inside Schwann cells

If myelin breakdown benefits leprosy pathogen, preventing myelin
from degradation should reduce its viability. We therefore pharmaco-
logically inhibited myelin degeneration by treating mSCs cultures with
JNK inhibitor SP600125 (JNKi), a compound previous reported to

confirming that, we next measured leprosy pathogen content by quan-
titative polymerase chain reaction (PCR) analysis of M. leprae DNA and
RNA in infected mSCs treated or not with JNKi (Figure 3g). Remark-
ably, we found a notable reduction of about 3.3-fold in M. leprae con-
tent when we prevented myelin degradation inside mSCs. These
results provided, for the first time, evidence that myelin breakdown
is a major contributor for M. leprae persistence in Schwann cells,
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FIGURE 3 Pharmacological inhibition of myelin breakdown impairs M. leprae physiology. (a-€) Immunostaining for MBP in uninfected and M.
leprae-infected mSCs at different time points and conditions. (f) The graphs show the overall quantification of myelin ovoids in mSCs; results
are expressed as mean +SD from three to six independent experiments with at least 200 cells analysed per experiment. (g) The graph shows
reduced M. leprae content when myelin breakdown was interrupted after JNKi treatment; results are expressed as mean £SD from four

independent normalised experiments. “p < .01, “'p <.001, ""'p <.0001

suggesting the pivotal role of myelin dismantling favouring the intra-
cellular survival of leprosy pathogen in the peripheral nerve of infected
patients.

3 | DISCUSSION

Leprosy neuropathy is considered as the most common peripheral
degenerative disorder of infectious origin (Scollard et al., 2015;
Serrano-Coll et al., 2018). Increasing number of reports have argued
potential mechanisms driven by M. leprae in triggering demyelination
after contacting myelinated fibres (Madigan et al., 2017; Rambukkana
et al, 2002; Scollard et al., 2015; Serrano-Coll et al., 2018; Tapinos
et al, 2006). However, the interplay between myelin breakdown and
M. leprae physiology was entirely ignored. For example, do
degenerating myelin byproducts support M. leprae viability inside the
host cell? In this study, we delineate the hypothesis that myelin break-
down is an advantage strategy induced by M. leprae to survive longer
intracellularly.

Weinitially confirmed that M. leprae was capable of entering mSCs,
a capacity that has not been studied in much detail (Rambukkana et al.,
2002). Furthermore, by using our modelling of mSCs-M. leprae interac-
tion, we observed a marked affinity of leprosy pathogen for
degenerating myelin ovoids. Interestingly, macrophages, after being
infected with M. leprae, promote nerve demyelination followed by mye-
lin debris phagocytosis (Madigan et al., 2017), which, indeed, provide
myelin fragments to the intracellular bacteria. Collectively, we propose
a novel unexpected predilection of M. leprae for degenerating myelin
debris, which are, undoubtedly, major protective lipid-enriched shelters
inside the host cell. Future biochemical studies will also help elucidate
this metabolic partnership, as it appears plausible that M. leprae would
be able to metabolise myelin-derived elements.

The consequence of M. leprae infection for the degeneration of
intracellular myelin was largely underappreciated. We, therefore,
addressed this question and surprisingly found that leprosy infection
significantly accelerated the rate of myelin breakdown in a time-
dependent fashion. Moreover, this enhancement on myelin digestion
was followed by a marked suppression of key myelin-promoting genes,
such as MBP, MPZ, and Krox-20 transcripts. Our findings were also
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validated in human nerve biopsies from leprosy patients and are consis-
tent with previous reports that documented the shutdown of several
myelin genes, including the myelin inductor Krox-20, in M. leprae-
infected Schwann cells (Casalenovo et al., 2019; Masaki et al., 2013).

In order to understand the underlying mechanisms linked to the
advanced myelin breakdown observed in infected mSCs, we turned
our attention to the autophagic myelin destruction pathway, namely,
myelinophagy. Our data clearly show elevated myelinophagy, at an
average of about threefold higher in M. leprae-infected mSCs as com-
pared with uninfected ones. This was also confirmed in vitro and
in vivo by the marked upregulation of key transcripts involved in early
autophagosome formation. This intricate regulatory phenomenon that
digests myelin inside Schwann cell is commonly observed during the
nerve injury response, such as trauma (Gomez-Sanchez et al., 2015)
and inflammatory disorder (Jang et al., 2016). Here, we provided addi-
tional evidence about the involvement of this pathway in an infectious
disorder of the peripheral nerve.

Because of the critical importance of lipid droplets for M. leprae
physiology (Barisch & Soldati, 2017; Mattos et al., 2010, 2012), we
therefore wanted to check the formation of these organelles in the
in vitro modelling of mSCs infection. Indeed, we quantified statistically
significant increase in the number of these lipid droplets that were
also correlated with a significant 1.6-fold reduction in the overall mye-
lin ovoids size in M. leprae-infected mSCs, as compared with unin-
fected ones, which correlates very well with the acceleration of
myelin breakdown and augmented appearance of lipid droplets
induced by leprosy bacilli. We corroborated this finding by quantita-
tive PCR analysis that confirmed a marked 8.7-fold upregulation in
perilipin mRNA along with a statistical downregulation of about two-
fold in both HSL and ATGL in M. leprae-infected mSCs. Interestingly,
skin lesions of leprosy patients and M. leprae-infected macrophages
have increased perilipin expression at both mRNA and protein levels
(Tanigawa et al., 2008). Importantly, perilipin acts as a scaffold protein
promoting lipid droplets synthesis and enlargement (Ikura & Caldwell,
2015; Sun et al., 2014) and preventing lipolysis (Straub, Stoeffel, Heid,
Zimbelmann, & Schirmacher, 2008). Collectively, this M. leprae-
induced elevated myelinophagy is very likely to benefit leprosy patho-
gen in, at least, two ways. First, activation of myelinophagy is an
important core mechanism that promotes Schwann cell
reprogramming (Gomez-Sanchez et al., 2015). Second, augmented
myelin digestion results in accompanied increased levels of lipid drop-
lets as demonstrated here and in previous reports (Brosius-Lutz et al.,
2017; Goodrum et al., 1994).

Because myelin breakdown leads to lipids droplets formation, it is
conceivable that M. leprae would induce myelin dismantling to ensure
lipids availability and, hence, their proper intracellular functioning.
Thus, we phamacologically inhibited myelin degradation and, remark-
ably, observed a significant 3.3-fold reduction in M. leprae content.
This novel finding suggests a new unpredictable role of myelin break-
down favouring M. leprae in Schwann cells.

In conclusion, we propose that myelin breakdown is an evolution-
ary advantage strategy perpetrated by M. leprae to survive longer in
the peripheral nerve. Basic research into a better mechanistic

understanding of this unexpected myelin-M. leprae coupling could
be used for future host-target therapy strategies to treat patients with
leprosy neuropathy.

4 | EXPERIMENTAL PROCEDURES

4.1 | Myelin degrading Schwann cells culture

All animal procedures were approved by the Oswaldo Cruz Founda-
tion Animal Care Committee (License LA-003/2017) and followed
the guidelines of the Brazilian Council on Animal Care. We obtained
mSCs from mouse sciatic nerves, as described previously, with minor
modifications (Gomez-Sanchez et al., 2015). Briefly, adult male wild
type BALB/c mice (1 month old) were euthanised with CO2, and both
sciatic nerves were dissected and placed in L15 medium on ice. The
epineurium was carefully removed, and nerve segments were allowed
to degenerate in vitro for 2 days at 37°C/5% CO, in culture medium
containing Dulbecco's modified Eagle's medium/F12 supplemented
with 10% fetal bovine serum + penicillin-streptomycin (100 U mi™Y).
Then, nerve segments were enzymatically digested for 18 hr in
0005% collagenase A (Sigma) + 1.2 U ml™* dispase (Gibco) in
Dulbecco's modified Eagle's medium/F12 medium at 37°C/5% CO,
followed by mechanical dissociation with 26G gauge syringe. After
centrifugation at 300 g for 5 min, the cells were resuspended in cul-
ture medium and plated on laminin-coated coverslips (5 pg ml™?,
ThermoFisher, #23017015) for 5 hr at 37°C/5% COz. Then, plated
mSCs were washed 3x in PBS and the culture medium was replaced.
When indicated, mSCs cultures were treated with JNK inhibitor
SP600125 at final concentration of 40 pM (Enzolifesciences,
#SP600125) diluted in culture medium.

4.2 | M. leprae purification, labelling, and infection
in vitro

Suspension of viable Thai-53 strain of M. leprae obtained from nude
mouse-derived footpad was gently provided by Dr. Rosa Laboratory
from Lauro de Souza Lima Institute, Sao Paulo, Brazil, and was purified
as described (Medeiros et al., 2016). For experimental infection, mSCs
were incubated with M. leprae at MOl <1:100 cell per bacilli in the cell
incubator set up for 33°C/5% CO,. After the desired time points,
mSCs were washed, fixed, and processed for either immunolabelling
or PCR procedures. When indicated, M. leprae labelling was performed
using the PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma,
#MKCF0773) according to the manufacturer's instructions.

4.3 | Immunolabelling, oil red O lipid droplets
staining, and apotome microscope

For mSCs immunostaining, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
in 0.1-M PBS for 15 min, washed 3x in PBS, and then permeabilised in
blocking solution containing 0.03% Triton X-100 + 5% normal goat
serum + 2% bovine serum albumin in PBS for 1 hr. Then, cells were
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incubated 30 min (room with primary diluted
in blocking solution; rat anti-MBP monoclonal (1:300 Millipore,
MAB386) and rabbit anti-LC3 polyclonal (1:100 Nowvus Biological,
NB100-2220). Then, cells were washed 3x in PBS and incubated for
another 30 min (room temperature) in blocking solution containing
DAPI (1:500, Invitrogen, Molecular Probes) and secondary antibodies,
goat anti-rat 488 and goat anti-rabbit 594 (both at 1:500, Invitrogen,
Molecular Probes). Then, mSCs were washed 2x in PBS and 1x in dis-

tilled water, and slides were mounted in Fluoromount medium (Sigma).
Oil red O droplets staining and quantification were performed as
described by Rolfe, Bosco, Broussard, and Ren (2017), and myelin
ovoids size was measured in bright field images at ImageJ.

All images were examined under a Zeiss AxioObserver Z1 inverted
microscope (Carl Zeiss, Heidenheim, Germany) with an apotome struc-
tured illumination system, using a Zeiss Plan-Apochromat 40x-oil
and/or 63x-oil objectives. Excitation was achieved using HXP-120
light source, and images were acquired using a Zeiss HMRc charge-
coupled device camera controlled by AxioVision version 4.8 software.

4.4 | Quantitative reverse transcription-PCR and M.
leprae content

Total RNA was isolated from mSCs cultures and human nerve biopsies
using Trizol reagent following the manufacturer's instruction. The
cDNA was reverse transcribed with SuperScript Il First-Strand Syn-
thesis Kit (Invitrogen, #18080-400) and amplified using the SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). For mouse
mSCs quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR) analysis, we used
the following specific primers pairs as follows: MBP (forward
AATCGGCTCACAAGGGATTCA and reverse TCCTCCCAGCTTAA
AGATTTTGG); MPZ (forward CGGACAGGGAAATCTATGGTGC and
reverse TGGTAGCGCCAGGTAAAAGAG); Krox20 (forward AGGCCC
CTTTGACCAGATGA and reverse AAGATGCCCGCACTCACAAT);
Bedlin-1 (forward GCCTGGGCTGTGGTAAGTAA and reverse CCAGCCT
CTGAAACTGGACA); Wipi2 (forward GCTGTTGGTAGTAAGTCCGGG
and reverse GCTTTGAGGCTGACAATGGC); ULK1 (forward TGCGCATA
GTGTGCAGGTAG and reverse AACATCGTGGCGCTGTATGA); HSL (for-
ward  TCGGGGAGCACTACAAACG and reverse CACGCAACTC
TGGGTCTATGG), ATGL (forward GGTGCCAACATTATTGAGGTG and
reverse AAACACGAGTCAGGGAGATGCY), and perilipin (forward GTCC
CTATCCGATGCCCTGAAG and reverse GCGTCCGCCTCTGCTGAAG).
For human nerves gRT-PCR analysis, we used the Human Autophagy
PCR Array Kit (Genone, #HATPL-I) and Human Schwann Cell Biology
PCR Array Kit (ScienCell Research Laboratories, #GK096). All qRT-PCRs
were done in triplicate and performed in a StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, MA, USA), and the results were analysed by
the AACT method after r withth gene GADPH
(forward TGCACCACCAACTGCTTAG and reverse GGATGCAGGG
ATGATGTTC).

M. leprae content was determined using the protocol previously
described (Medeiros et al., 2016). Briefly, M. leprae-infected mSCs
treated or not with JNKi were submitted to DNA and RNA extraction

WILEY
using Trizol method following the manufacturer's instruction. Total
RNA was reverse transcribed using random primers and GoScript Kit
(Promega, #A2801) following the manufacturer's instructions. Levels
of 16S rRNA were determined and compared against 165 rDNA by
TagMan real-time PCR assay and read on an ABI Step One Plus
Sequence Detection System (Applied Biosystems). M. leprae content
was arbitrarily assumed 100% for the infected mSCs group for com-
parison against values obtained in the JNK treated M. leprae-infected
mSCs condition.

4.5 | Statistical analysis

Graphics were generated using Prism version 6.0 software (GraphPad
software). Results are presented as the mean + SD and statistically
evaluated by Mann-Whitney U test (for gPCR analysis) or t test (for
immunostaining analysis). Differences were considered significant at
p-value of <.05.
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Abstract

The diagnosis of pure neural leprosy is more challenging because patients share character-
istics with other common pathologies, such as ulnar compression, which should be taken
into consideration for differential diagnosis. In this study, we identify ulnar nerve conduction
characteristics to aid in the differential diagnosis of ulnar neuropathy (UN) in leprosy and
that of non-leprosy etiology. In addition, we include putative markers to better understand
the inflammatory process that may occur in the nerve. Data were extracted from a database
of people affected by leprosy (leprosy group) diagnosed with UN at leprosy diagnosis. A
non-leprosy group of patients diagnosed with mechanical neuropathy (compressive, trau-
matic) was also included. Both groups were submitted to clinical, neurological, neurophysio-
logical and immunological studies. Nerve enlargement and sensory impairment were
significantly higher in leprosy patients than in patients with compressive UN. Bilateral
impairment was significantly higher in the leprosy group than in the non-leprosy group. Lep-
rosy reactions were associated to focal demyelinating lesions at the elbow and to temporal
dispersion (TD). Clinical signs such as sensory impairment, nerve enlargement and bilateral
ulnar nerve injury associated with eletrodiagnostic criteria such as demyelinating finds, spe-
cifically temporal dispersion, could be tools to help us decided on the best conduct in
patients with elbow ulnar neuropathy and specifically decide if we should perform a nerve
biopsy for diagnosis of pure neural leprosy.

Introduction

Every person affected by leprosy suffers, to some degree or another, from peripheral nerve
involvement as a result of the disease. This may range from the alteration of intradermal nerves
in a patch of skin to a major lesion on a nerve trunk. Fortunately, neuropathy, a feared and
challenging complication of leprosy, is treatable if timely diagnosed. In patients with pure neu-
ral leprosy, in which there are no associated skin lesions, di
because of other common pathologies considered in the differential diagnosis, especially if it
exclusively affects the ulnar nerve [1]. Involvement of the ulnar elbow segment is one of most
common causes of focal neuropathy of the upper limbs, second only to the median nerve
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compression of the wrist segment in carpal tunnel syndrome [2]. Ulnar neuropathy (UN) at
the elbow is one of the most prevalent in leprosy at any stage or clinical presentation of the dis-
ease [3].

Altered patterns of nerve conduction together with clinical criteria are useful for identifying
the cause of UN [4]. Several authors specifically and deeply assess the function of this nerve [5]
but rarely include leprosy [6, 7]. Aside from neurophysiological signs of leprosy neuropathy,
additional markers such as the inflammatory cytokines tumor necrosis factor (TNF) and inter-
leukin 6 (IL-6), that are produced by residual and infiltrating macrophages, mast cells, lym-
phocytes, Schwann cells, fibroblasts, and sensory neurons, could also be useful in establishing
the cause of UN [8]. High levels of TNF in neurological disorders have been associated with
demyelination, axonal degeneration, increased nerve blood barrier permeability and immune
recruitment to the site of injury [9]. On the other hand, IL-6 production has been associated
with proinflammatory signaling in Schwann cells. Leprosy reactions are acommon complica-
tion of the disease and may occur before, during, or after release from treatment. During these
reactions, a high level of inflammatory mediators are produced by the reactivation of the cellu-
lar immune response and may lead to substantial nerve damage [10-12]. TNF, in particular, is
known to induce IL-6 and IL-8 production by Schwann cells [10]. Leprosy neuropathy is
mainly a multiple mononeuropathy with axonal loss, but it is rarely recognized as a cause of
demyelination or conduction block. In this study, we identify ulnar nerve conduction charac-
teristics to aid the differential diagnosis of UN from non-leprosy etiology. In addition, we
include putative markers to better understand the inflammatory process that may occur in the
nerve.

Methods

A cross-sectional observational study was performed with patients diagnosed at the Souza Ara-
ajo Outpatient Clinic (ASA), Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz, a national public health system
reference center for leprosy, between April 2009 and April 2013. Data were extracted from the
nerve conduction studies (NCS) database from people affected by leprosy (leprosy group)
diagnosed with UN at leprosy diagnosis, during and/or after multidrug therapy (MDT). A
non-Leprosy group of patients diagnosed with mechanical neuropathy (compressive, trau-
matic) after suspicion of having the pure neural form of leprosy were also included. Patients
received fixed-dose paucibacillary (PB) or multibacillary (MB) MDT according to the results
of their slit-skin smears or skin/nerve biopsies. The research was carried out in compliance
with the International Norms on Ethics in Human Research, having been previously approved
by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foundation (Approval number:
21625313.9.0000.5248). All patients voluntarily provided their written informed consent.

The events of leprosy reactions were recorded and classified as follows: (1) reversal reac-
tions (RR) involve inflammation of preexisting lesions with tender, new lesions and/or acroe-
dema; (2) erythema nodosum leprosum (ENL) is the sudden appearance of inflamed papules,
nodules, and plaques, with or without systemic signs and symptoms (fever, malaise, arthralgia,
lymphadenopathy, etc), and (3) neuritis when one or more enlarged nerves is painful or pres-
ents loss of function. Neuritis may be isolated or arise together with cutaneous and systemic
signs and symptoms.

Neurological examination

We performed a detailed neurological examination to record the number and distribution
of affected peripheral nerves. The assessment included evaluation of sensory impairment
(tactile sensation using the monofilament test, mechanical nociception, and cold
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thermosensation), and motor function by the voluntary muscle test as described in detailed
by Vital et al. (2012) [13].

Nerve conduction study

Electrophysiological testing was performed using the Neuropack 2 system (Nihon Kohden
Corp., Tokyo, Japan). Room temperature was maintained between 29-32°C. Patients were
placed in a supine position. Skin temperature at the wrists was kept above 33°C with the use of
ultrared light, when necessary. Nerve conduction data was collected using a band pass filter
setting of 2 Hz-10 KHz.

Sensory NCS (sNCS): The ulnar sensory nerve action potentials (SNAPs) were orthodromi-
cally recorded at a fixed recording and stimulation distance of 12 cm.

Motor NCS (mNCS): The ulnar nerve was stimulated at the wrist, below and above the sul-
cus (on the flexed elbow), and at the arm and was recorded at the abductor digiti minimi mus-
cle [14]. The amplitudes of proximal and distal Compound Muscle Action Potentials (CMAPs)
were compared across the different stimulation sites: from below the elbow to the wrist (fore-
arm), from above to below the elbow (elbow), and above the elbow (arm). Normal cut-off val-
ues were defined according to Fuglsang-Frederiksen, 2010 (Box 1) [15].

Box 1. Normal cut-off values for ulnar nerve conduction study

Ulnar nerve function Parameter

amplitude velocity latency
Sensory UV 43m/s | 2.7 ms
Motor 4mV. 55m/s 33 ms

Temporal dispersion (TD) was defined as a reduction in proximal CMAP amplitude com-
pared with distal CMAP amplitude when the proximal CMAP duration increases by > 30%
and/or a > 15% in area [16]. Conduction block (CB) was defined by a reduction of proximal
CMAP area/amplitude by > 50% compared with distal CMAP area/amplitude. The duration
of the proximal CMAP should not increase by > 30%.

The UN was classified according to CMAPs and SNAPs parameter values: a) no neuropa-
thy, if normal values were registered (box); b) axonal involvement, defined by a CMAP and/or
SNAP reduction, amplitude reduction of < 30% of reference values and the sensory and/or
MVC above 70% of the reference value; c) demyelinating impairment defined by prolonged
latency of CMAP and/or SNAP compared to the reference value, together with a reduction of
sensory and/or motor velocities to < 85% of the reference value; d) mixed, if there were axonal
and demyelinating lesions. If SNAPs and CMAPs could not be obtained by the above men-
tioned method, the nerve was classified as “no conduction” and excluded from the analysis to
describe the pathophysiological process.

Serum levels of inflammatory mediators

Sixteen serum samples from patients affected by leprosy UN were selected, as described in the
flowchart. The selection criteria was the presence of CB. The influence of reactional episodes
or neuritis was also analyzed within groups with or without CB. Blood samples from leprosy
patients were previously collected and processed under sterile conditions. Sera were extracted
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and stored at -20°C until use, according to biosafety and good laboratory practices. Concentra-
tions of proinflammatory mediators TNF and IL-6 were measured in the sera by commercial
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) following the manufacturer instructions
(eBioscience- San Diego, CA, USA). Cytokine levels were measured in picograms per mL (pg/
mL) and each value represents the mean of duplicate samples.

Statistical analysis

Descriptive statistics (frequencies, proportions and mean) were performed for both groups.
Groups were compared using the chi-square test (). The level of significance established was
5% and two-sided p-value considered. Cytokine levels were compared using an unpaired t test
in GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software).

Results

Mean age of patients affected by leprosy (48.5 years) was similar to that of non-leprosy patients
(49.3 years of age), although in the leprosy group there was a higher percentage of patients
from 50 to 65 years of age (Table 1).

Clinical findings

Forty seven percent of patients in the leprosy group did not present any disability at the begin-
ning of MDT and clinical classifications were evenly distributed according to treatment.
Twenty five percent of patients presented neuritis (either isolated or associated with reversal
reaction) at the beginning of treatment.

Ulnar nerve alterations. Nerve enlargement and sensory impairment were significantly
higher in leprosy patients (0,001 and 0,003, respectively) than in patients with compressive UN
(Table 2).

Neurophysiological findings

Sensory conduction study. When evaluating sensory nerve conduction classification,
more cases presented no conduction in the leprosy group than in the non-leprosy group
(p=10.001). On the other hand, patients in the non-leprosy group presented a higher propor-
tion of axonal lesions than those in the leprosy group. During reactional episodes we observed

Table 1. Soci ic ch istics and clinical ulnar ions observed in leprosy patients and people with compressive ulnar neuropathy.
Leprosy (n = 93) Non leprosy (n = 36) 2p)
Age (years) (12-90) 493 (13-83)
Age range 12-34 26(28%) 8(22%)

35-49 18 (19%) 12 (33%)
50-65 34(37%) 11 (31%)
>66 15 (16%) 5 (14%)

Gender Female 28 (30%) 18 (50%)
Male 65 (70%) 18 (50%)

Ulnar nerve al (signs and hesi 67(72%) 26 (72%) 2(0,184)
Neural pain 34(37%) 8(22%) 2 (0,059)
Nerve enlargement 54(58%) 10 (28%) 2 (0,001)
Sensory impairment 81(87%) |23 (64%) 7 (0,003)
Motor impairment 50 (54%) | 22 (61%) 7 (0451)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.t001
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Table 2. Clinical characteristics of 93 persons affected by leprosy with ulnar neuropathy.
Disability grade (according to the World Health Organization)

Clinical forms

Treatment

Reaction at diagnosis

0 (no disability) 25 (47%)
1 15 (28%)
2 13 (25%)
Not available 140
LL 18 (19%)
BL 11 (12%)
BB 8 (9%)
21 (23%)
1(1%)
1 9 (10%)
PN 19(20%)
ND 6.(6%)
PB 50 (54%)
MB 43(46%)
No reaction 54 (58%)
RR 11 (12%)
ENL 5(5%)
Neuritis 13 (14%)
RR+Neuritis 10 (11%)

PB = Paucibacillary; MB = Multibacillary; LL = Lepromatous; BL = Borderline lepromatous; BB = Borderline
PN = Pure Neural, RR = Reversal

borderline; BT = Borderline tuberculoid, TT = Tub

loid, 1=

Reaction; ENL/EM =, erythema nodosum leprosum/erythema multiform.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.1002

asmall increase in nerve damage, however, there was no difference in grade of damage

(p=10.636) (Table 3).

Motor conduction study. Motor function was normal for most of the nerves in both
groups of patients, 107 (58%) and 46 (62%) in the leprosy and non-leprosy groups, respec-

tively. Bilateral impairment was significantly higher in the leprosy group than in the non-lep-
rosy group (Table 4). There was no difference in the distribution of altered nerves regarding
the classification of the type of lesion (ie, pathophysiological) by the motor NCS between the
groups, even after exclusion of non-classified and no conduction nerves. Both groups show
demyelinating predominance. The frequency of TD in the Leprosy group was significantly

Table 3. Sensory nerve conduction study findings (classification of sensory ulnar nerves according pathophysiological pattern).

Leprosy (n = 186) Total Non Leprosy
No reaction Reaction (n = 78) (n=186) (n=72)
(n=108) RR RR+ Neuritis Neuritis ENL Total
(n=22) | (n=20) (n=26) (n=10) |(n=78)
o Normal m 5 3 10 3 21 65 35
£z (40%) (22%) (15%) (38%) (30%) (27%) (35%) (49%)
= £, Axonal Lesion 8 3 5 2 2 12 20 9
R (7%) (14%) (25%) (8%) (20%) (15%) (11%) (13%)
a8 < | & | No conduction 45 10 7 12 4 3 78 12
32 (41%) (45%) (35%) (46%) (40%) (42%) (42%) (17%)
§° No classification 1 4 5 2 1 12 23 16
(10%) (18%) (25%) (8%) (10%) (15%) (12%) (22%)
1 = number of sensory ulnar nerves; KR = Reversal Reaction; ENL =, erythema nodosum leprosum.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.1003
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Table 4. Motor nerve conduction study findings.

mNCS Leprosy group Non leprosy group p-value
Unilateral alteration 27 (14%) 26 (35%) 0.000001
Bilateral alteration 52 (28%) 2(3%)

Total 79 (100%) 24 (100%)

Pattern of ulnar nerve lesion Dem 34 (43%) 10 (36%) 0.7982
Axonal 14 (18%) 8 (29%)
Mixed 14 (18%) 5 (18%)
NC 8 (10%) 2 (7%)
No Cl 9 (11%) 3 (10%)

Total of altered mNCS 79 (100%) 28(100%)

CB* No 170 (96%) 66(92%) P=01162
Yes 8 (4%) 6(8%) X* = 1.429

D No 148 (83%) 66(92%) P=0041
Yes 30 (17%) 6(8%) X =3.019

CB* ulnar nerve segment Forearm 2 (25%) 1(17%) P=06154
Elbow 6(75%) 5 (83%)
Arm 0(0%) 0 (0%)

TD" ulnar nerve segment Forearm 17 (57%) 3 (50%) P=0.1979
Elbow 6(20%) 3 (50%)
Arm 7 (23%) 0(0%)

mNCS = motor nerve conduction study; Dem = NC = No Conduction; CB = cond; block; TD = temporal dispersion;

* exams were excluded when there was no conduction in the ulnar nerve (8 nerves in the leprosy group and 2 nerves in the non leprosy group).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.t004

higher than CB (CBx TD = p = 0.000079 X2 = 14.26). In the non leprosy group the frequency
of TD was equal to that of CB. There was no difference when comparing CB in the leprosy
group with CB in the compressive group together at any point. Exams of nerves with no con-
duction were excluded (Table 4).

Leprosy reactions were associated to focal demyelinating lesions at the elbow and TD
(Table 5). However, there was no statistically significant difference in the distribution of CB
and TD in the different reaction types (TD, p = 0.1561); (CB, p = 0.6794) (Table 6). In addition,
there was no statistically significant difference in the distribution of the occurrence of CB and
TD in the groups with neuritis and that without neuritis (TD, p = 0.3510); (CB, p = 0.2876)
(Table 7).

The type of UN was significantly different between patients with or without leprosy reac-
tions (P = 0.00006, X* = 24.44) (Table 8).

Table 5. ion of type of in the leprosy group with any leprosy reaction.
Leprosy reaction
No (n=102)" Yes (n=76) p value
conduction block No \ 98 (96%) 172 (95%) \ 0.341
Yes | 4(4%) 4(5%) |
temporal dispersion No 91(89%) 57(75%) 0.006
Yes 11(11%) 19(25%) X*=628

* nerves with no conduction were excluded (6 nerves in non-reaction leprosy patients and 2 nerves in leprosy reaction patients).

https://doi.org/10.1371/joural.pone.0259804 1005
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Table 6. ion of type of by types of leprosy reaction.
Reactions”
RR (n=21) ENL (n = 10) Neuritis (n = 25) | RR+neuritis (n = 20) P value
conduction block | No 20 (95%) 110 (100%) 23(92%) 119 (95%) p=0.6794
| Yes 1(5%) 0 2(8%) | 1(5%)
temporal dispersion No 16 (76%) 8 (80%) 18 (72%) 15 (75%) p=0.1561
Yes 5 (24%) 2(20%) 7 (28%) 5 (25%)

RR = Reversal Reaction; ENL = Eriterna nodosum leprosunt;

*excluding those with no nerve conduction (6 nerves in non-reaction leprosy patients and 2 nerves in leprosy reaction patients— 1 with neuritis and 1 with RR).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.t006

Cytokine levels

TNF and IL-6 levels were evaluated in serum samples from people affected by leprosy and UN
with or without ulnar CB. As observed in Fig 1, IL-6 levels were significantly higher in sera
from patients with CB when compared with samples from patients without CB (p = 0.002). On
the other hand, there were no significant differences for TNF levels (p-value = 0.16).

To ascertain if the increased levels of IL-6 would be derived from reactional episodes or
neuritis we selected the serum from leprosy patients without reactional episodes or neuritis
and evaluated IL-6 and TNF levels by ELISA (Fig 2). Surprisingly, IL-6 levels were still statisti-
cally different between the evaluated groups. Together, these data suggest that IL-6 could be
involved CB, a specific nerve impairment that is not related either to the cutaneous reactional
episodes or neuritis.

Discussion

Leprosy is an example of an infectious disease that affects the peripheral nervous system
(PNS). The diagnosis of leprosy is often delayed, mainly when there is neurological
impairment without the classic hypo/anesthetic dermatological lesions, such as in pure neu-
ral leprosy. Neuritis is the classic clinical picture of leprosy and is featured by thickening
and pain on palpation and nerve damage associated with sensory or sensory and motor
impairment [17]. The non-toxic nature of M. leprae guarantees the survival of Schwann
Cells (SC) during long-term incubation without inducing apoptosis or toxicity. M. leprae is
likely to reside and replicate in SC for a long time before immune cells actively enter the
scene and initiate an inflammatory response, which eventually manifests clinically as this
classic neuritis [18].

The ulnar nerve is classically known as one of the nerves most affected by leprosy at any
stage and/or clinical form of the disease in the medial epicondyle [3]. However the

Table 7. Evaluation of type of segmental demyelination during episodes of neuritis.

Reaction *
| No neuritis (n = 31) Neuritis (isolated or with RR) (n = 45) P value
conduction block No 130 (97%) 42 (93%) p=0.2876
Yes [16%) 3(%)
temporal dispersion Nio | 24 (77%) 33 (73%) p=0.3510
Sim |7 (23%) 12 (27%)
RR = reversal reaction CB = conduction block; TD = temporal dispersion excluding those with no duction (6 nervesin leprosy patients and 2

nerves in leprosy reaction patients—1 with neuritis and 1 with RR).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.1007
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Table 8. Type of nerve lesions during reactions episodes.

Reaction P valor
No (n=102) Yes (n = 76)
Normal 72 (70%) 35 (46%) 0.0001
Axonal 10 (10%) 4(5%) X2 =24.44
Demyelinating 10 (10%) 24 (32%)
Combined 9(9%) 5 (7%)
NC 1(1%) 8 (10%)

NC = no conduction.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0259804.1008

involvement of the ulnar nerve in the elbow segment is also the second most common cause of
neuropathy in the upper foci, behind only to the compression of the median nerve in the wrist
segment—carpal tunnel syndrome [2]. For this reason a careful investigation should be carried
out for the differential diagnosis in a patient with ulnar neuropathy, especially in leprosy
endemic areas.

Our clinical findings corroborate those of other authors that demonstrated that in leprosy
neuropathy sensory impairment occurs before motor impairment [19, 20]. This fact may be
related to the assessment of fine fibers that are affected early in leprosy [20, 21]. On the other
hand, external compression of the ulnar nerve may preferentially affect the fibers within the
fascicle nearest to the compression, thereby affecting the muscle that those fibers innervate
[22]. The bilateral predominance of ulnar impairment in the leprosy group in relation to
patients with compressive neuropathy could be explained by the fact that, in leprosy, nerve
damage presents a more diffuse pattern [23]. Nerve enlargement was another parameter which
was statistically significant in comparison to compressive the neuropathy group. This is a clas-
sic feature in leprosy neuropathy [1].

Electrodiagnostic criteria play a crucial role in the routine investigation of nerve conduction
studies (NCS). They could provide information about myelin sheath and axons of diseased
peripheral nerves [24]. The defining electrodiagnostic criteria for primary demyelination
include not only the slowing of motor conduction, but also abnormal temporal dispersion of
the CMAP and motor conduction block. Ulnar-nerve entrapment at the elbow is diagnosed
when there are demyelinating finds in the NCS in the elbow segment of the nerve [25]. We did

TNF IL-6
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Fig 1. Serum levels of TNF and IL-6 in patients affected by leprosy with ulnar neuropathy and conduction block (CB+,
n=8) and without conduction block (CB-,n = 8). Patients with leprosy neuropathy and CB+ presented significantly
increased levels of IL-6, in comparison with CB- patients (P = 0.002). Unpaired t test was performed. TNE levels were
similar for both groups.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0259804.9001
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Fig 2. Serum levels of TNF and IL-6 in leprosy patients with conduction block (CB+) and without conduction block
(CB-) that did not have reactional episodes or leprosy neuritis (n = 6). For IL-6, CB+ was significantly higher in
comparison with CB- (P = 0.0009). TNF levels were not statistically different (P = 0.30). Unpaired t test was performed.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0259804.9002

not find statistical significance in relation to CB between the leprosy and non-leprosy groups. It
could be because most compressive neuropathy did not meet the criteria for CB identification.

We found more demyelinating features in both groups, however, in the leprosy group,

TD was more frequent and statistically significant. This could be explained due to the physio-
pathology of leprosy neuropathy. The asymmetry of fiber impairment among the fascicles is a
feature of this pathology, especially during reactions when there is rapid demyelination sec-
ondary to inflammation and increased vascular permeability following increased antigen load
[26]. The result is a difference in conduction velocity among the axons. The motor unit poten-
tials will be more dsynchronised with longer conduction distances, which may lead to less
complete summation and altered phase cancellation leading to changes of the CMAP mor-
phology. Demyelination occurs more frequently in patients during reaction episodes and it is
characterized by TD, even in the group of patients without clinical signs of neuritis. This could
be caused by silent neuritis.

The role of cytokines and inflammatory milieu in the establishment of demyelination was
not fully understood. Here, we evaluated serum levels of both TNF and IL-6 in leprosy patients
with or without CB. Our findings showed an increase of IL-6 in leprosy neuropathy patients
with nerve CB in comparison with patients without CB (P = 0.002). The triggering mechanisms
of reactional episodes are not yet agreed upon. However, when we evaluated the IL-6 levels in
leprosy patients without reactional episodes or neuritis, we observed that concentrations of this
cytokine were still significantly higher in patients with ulnar CB, suggesting that IL-6 may play a
critical role in the specific stage of nerve damage related to temporal dispersion, despite circum-
stances with acute cytokine presence, such as reactional episodes. The results presented in this
study open new perspectives to understand the clinical manifestations of the conduction block
and the behavior of the immune system during the process of nerve impairment.

Clinical signs such as evaluation of sensory and motor impairment, nerve enlargement and
bilateral ulnar nerve injury associated with eletrodiagnostic criteria such as demyelinating
finds, specifically temporal dispersion, could be tools to help us decide on the best conduct in
patients with elbow ulnar neuropathy, and more specifically, to decide if we will indicate a
nerve biopsy to for the diagnosis of pure neural leprosy.
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Leprosy is an infectious disease that may present different clinical forms depending on
host immune response to Mycobacterium leprae. Several studies have clarified the role
of various T cell populations in leprosy; however, recent evidences suggest that local
innate immune mechanisms are key determinants in driving the disease to its different
clinical manifestations. Leprosy is an ideal model to study the immunoregulatory role
of innate immune molecules and its interaction with nervous system, which can affect
homeostasis and contribute to the development of inflammatory episodes during the
course of the disease. Macrophages, dendritic cells, neutrophils, and keratinocytes are
the major cell populations studied and the comprehension of the complex networking
created by cytokine release, lipid and iron metabolism, as well as antimicrobial effector
pathways might provide data that will help in the development of new strategies for
leprosy management.

toll-like

Keywords: leprosy, innate immune skin, leprae,

inflammasomes

TRANSMISSION OF LEPROSY

Leprosy is a chronic granulomatous disease, which affects dermis and peripheral nervesand also can
involve the eye, the mucosa of the upper respiratory tract, muscle, bone, and testes, caused by the
intracellular pathogen Mycobacterium leprae (1, 2).

Early diagnosis of leprosy is a prerequisite for effective therapy and rehabilitation. According
to Ridley (3) the earliest lesion in leprosy is an intraepidermal lymphocytic infiltration. Although
the transmission pathways of M. leprae are not fully understood (4), there are several results that
suggest that M. leprae is mainly dispersed by the nose, not the skin. The protective mucosal innate
mechanism in the respiratory tract may contribute to low infectivity of M. leprae after exposition.
The release of bacilli by multibacillary patients supports a respiratory transmission (5). Viable
bacilli have been found for at least 2 days in discharged nasal secretion (6). The hypothesis
of respiratory transmission is validated by studies that demonstrated that adhesins present in
M. leprae surface, like heparin-binding hemagglutinin and histone-like protein may attach in
alveolar and nasal epithelial cells and both cell types are capable of sustaining bacterial survival
(7, 8). In addition, a previous study demonstrated that mcela gene is found in M. leprae genome
and that mcela product is associated with M. leprae entry into respiratory epithelial cells (9).

HISTOPATHOLOGICAL FEATURES IN LEPROSY

The association of the histopathologic aspects and the immune state of the patient has made it the
basis of the all leprosy classification and has helped to und ding the i logic b d
of this disease and its transmission.
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The histopathology of the nose demonstrates that the majority
of all bacilli are present mainly in macrophages, as observed in
lepromatous skin and other tissues. Bacilli were also seen inside

vascular endothelial cells. In lepromatous cells both Schwann and
endothelial cells frequently harbor M. leprae (25). The nerves are
progressively destroyed and replaced by fibrous tissue, in both

1+

monocytes, Schwann cells, polymorphs and col and goblet
cells of the pseudostratified epithelium, secretory gland, and
ducts (10).

Ridley and Jopling (11) classification establishes that the
disease may present different clinical forms that may vary accord-
ingly to histopathological findings and the immune status of the
host. Tuberculoid or paucibacillary leprosy is characterized by
cell-mediated immune responses to mycobacterial antigens and
low infection whereas lepromatous or multibacillary leprosy
is characterized by humoral immune response and high bacil-
lary load. The different degree of cellular immune response to
M. leprae s responsible for different types of granulomatous reac-
tion. Analysis of skin lesion cells demonstrated that epithelioid
cells are usually seen in paucibacillary patients [tuberculoid
(TT) and borderline tuberculoid], whereas foamy macrophages
are found in multibacillary cases [borderline lepromatous (BL)
and lep (LL)]. Mac may present a
granular eosinophilic cytoplasm with large numbers of bacilli in
early and active lesions. In older lesions, on the other hand, cells
are highly vacuolated and the cytoplasm has a foamy appearance
(1). Recent studies have demonstrated that the macrophages in
lepromatous skin cells are positive for ADRP, suggesting that their
foamy aspect may be derived from lipid bodies accumulation
induced by M. leprae (12, 13).

Two types of leprosy reactions may occur in leprosy patients.
Reversal reaction is an acute inflammatory episode in skin
and nerves that occurs because of an increase or emergence
of cellular immunity against M. leprae antigens in lower or
previously non-responder patients and may occur in patients
of the whole clinical spectrum, except the tuberculoid, TT form
(14). In addition, neuritis is frequently associated with reversal
reaction episodes. Erythema nodosum leprosum (ENL) occurs
in approximately 50% of patients from lepromatous pole due
to a complex interaction between innate and cellular immu-
nity poorly understood. Reversal reaction lesions show activa-
ted epithelioid m phag ganized or not as g 1
(15, 16). The hallmark of ENL is an infiltrate of neutrophils in
the profound dermis and hypodermis, frequently panied

paucibacillary and multibacillary cases (27).

The peripheral nerve damage inleprosy often results in sensory
and motor dysfunctions that lead to permanent deformities and/
or disabilities (28). Innate immune and inflammatory genes were
modulated by M. leprae during early infection (29). Therefore,
the understanding of the innate immune pathways in the local
of infection is crucial for the development of new strategies to
control leprosy and its reactional episodes (Table 1).

INNATE IMMUNE CELLS IN LEPROSY

The use of monoclonal antibodies to label specific membrane
antigens is one of the most used tools to identify the presence
and the frequency of different cell populations in tissue. Several
studies demonstrated an enormous diversity in cell phenotypes
present in different tissues. The proportions of each cell type
amongst the total population of non-lymphoid mononuclear cells
are different in the various leprosy infiltrates (58). In addition,
the characterization of different cell phenotypes in dermis and
epidermis has been shown by many studies (16, 59-61).

Despite the of predomi phage phenotypes
well described in literature, between the polar forms of leprosy,
it is widely recognized that some terminologies are simplistic
and cells like macrophages may present a broad spectrum of
differentiation states, continuously regulated by a myriad of
signals from the microenvironment (62, 63). In conjunction of
Th1-Th2 dich phages have been classified in M1 and
M2. Stimulation with proinflammatory cytokines as interferon
(IFN)-y activate M1 phag h ized by enh d
antimicrobial, inflammatory, and antigen-presenting properties,
whereas cytokines like interleukin (IL)-4 and IL-13 activate M2
macrophages, which portray anti-inflammatory actions, being
associated with tissue repair and fibrosis (62, 63).

TABLE 1 | Innate immunity-modulating strategies and possible therapetic
targets.

by macrophages (17-20). However, neutrophils are not always
present (21-23) and skin fragments collected after 72 h dem-
onstrate the presence of lymphocytes, plasma cells, and mast
cells (24).

‘The pathogenesis of nerve destruction varies accordingly the
clinical form of the disease (25); although the understanding of

mechanisms associated with nerve damage and reg ion in
leprosy-associated neuropathy are not fully

In the pure neural leprosy, bacilli are rarely detected despite the
clinical neurological impairment. In multibacillary cases, which
show macrophages in considerable numbers within the nerve,
bacilli are in greater numbers, often as large bundles or globi.
Ultrastructural analyses demonstrate that BL and LL foamy mac-
rophages and vacuolated Schwann cells contain numerous elec-
trondense structures considered as deteriorated and fragmented
M. leprae. The dense materials are also found in the cytoplasm of

Targets Therapeutic strategies Reference
TLR2 Vaccine 0, 31)
Vaccine adiwant (32)
TLR4 Vaccine
Vaccine adiwant
Adjwvant immunotherapy
3 d ). T Vaccine adiwant
NOD1 Immunostimulant therapy
NOD2 Immunotherapy
Vaccine adiwant
Bek2 Induction of apoptosis
NF Inhibition of TNF cytokine effects
Autophagy Vaccine

Pathogen replication control
Restriction of mycobacteria growth
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Our previous study has demonstrated that in skin cells from

lepromatous patients that developed reversal reaction there is
a coexistence of M1 and M2 populations in the midst of the
inflammatory environment, together with a wide diversity of
DC subsets (15, 64). The hallmark of the reversal reaction has
been broadly accepted as the appearance of immature and loose
epithelioid granulomas, which differ from the typical mature
epithelioid granuloma seen in the TT forms. The epithelioid cell
is described as a non-phagocyte of unknown ontogeny with high
secretory capacity that could be a differentiation state of skin
macrophage populations (65, 66). Facchetti etal. (67) described
a cell type they called plasmocytoid monocytes (PM) and sug-
gested, based on ultrastructure and immunohistochemical data,
that they are the precursors of the epithelioid cells (68). These
cells’ phenotypic profile includes DCs and macrophage markers,
being identified as a CD3", CDll1c", CD14-, CD20-, CD36%,
CD56-, CD68*, CD123*, BDCA2* population (69). Since PMs
produce high levels of type I IFN and express CD123, they are
also thought to be a previous immature state of the plasmocytoid
DC (pDC) (67).
Although efforts to identify cell markers and inflammatory
di in situ the i pathog of leprosy is not
fully understand. The high heterogeneity and the existence of
mixed cell phenotypes in different timepoints of infection that
are influenced by the mediators produced in tissue microen-
vironment together with the inexistence of antibodies highly
specific to clearly differentiate human cells contribute to the
difficulty of establish a precise role of each cell type in leprosy
immunopathogenesis.

Macrophages

Macrophages have been identified as key players in the patho-
genesis of leprosy. It has been demonstrated that during an
inflammatory response, bone marrow derived monocytes enter
the tissue in large numbers and take part in the defense against
the pathogens. In a very elegant study, Kibbie et al. (70) demon-
strated that unstimulated endothelial cells trigger monocytes to
become M2 macrophages and that IFN-y activates endothelial
cells to induce monocyte to differentiate into M1 macrophages
by a mechanism regulated by Jagged 1 (JAG1), a protein localized
in the vascular endothelium. It is known that tissue macrophage
populations have a mixed embryonic and postnatal bone marrow
origin, but the exact mechanisms of differentiation and activation
is not understood. There are a lot of evidences that a significant
p ge of tissue phages are independent from blood
monocytes and different phenotypes or functions are the result
of different macrophages origin (71). Therefore, it is not pos-
sible to differentiate resident-tissue macrophages and recruited
monocyte-macrophages once they coexist in a common environ-
ment (63).

The heterogeneity of tissue resident macrophages during
homeostasis and inflammation shows that macrophages cannot
be correctly classified as M1 or M2 when in a specific tissue.
Although too simplistic, this nomenclature has been used in
order to establish the pivotal role of macrophages in the estab-
lishment of the different forms of the disease. Each clinical pres-
entation in leprosy is associated with a different macrophagic

population in host tissue. Macrophages can present a p

matory M1 phenotype in which vitamin D-dependent antimi-
crobial pathway predominates, as observed in the paucibacillary
lesions and in the onset of reversal reaction (72, 73); through to
anti-inflammatory M2 phenotype in which there is an upregu-
lation of phagocytic pathways as found in lep skin
tissues (72-75).

1 histochemistry analysis d rated a high
expression of Galectin-3 on macrophages found in skin lesions
of lepromatous patients; in contrast, it is almost undetectable
in tuberculoid lesions. The increase of Galectin-3 in lepro-
matous cells contributes for reduced T cell activation in these
patients (76).

de Sousa et al. (74) have demonstrated that the understand-
ing of the role of cytokines, arginase 1, and costimulatory
molecules in macrophages may contribute for the comprehen-
sion of innate immunity function in the establishment of the
polar forms of leprosy. In addition, Teles et al. demonstrated
that in macrophages present in lepromatous skin cells there is
an upregulation of IL-27 (77), a paradoxal cytokine that may
activate IFN-p and IL-10 that contribute for the blockade of
antimicrobial pathways (78).

Although the predominance of specific cell markers of M1 or
M2 in the different clinical forms of leprosy; there is a continuum
of phenotypes between these ranges with some cells sharing
phenotypes of both M1 and M2 macrophages. Lepromatous
macrophages, while predominantly expressing M2 markers like
CD163, indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO), arginase, and SRA-I
(16, 61, 79-81), have some M1 characteristics like increased
iron storage and a diminished expression of the iron exporter
Ferroportin (Fpn-1) as well, which indicates that augmented
iron deposits may favor M. leprae survival inside the foamy
macrophages (79) (Figure 1).

Besides iron, M. leprae incorporates cholesterol and converts
it to cholestenone; however, it does not use cholesterol as a nutri-
tional source (82), although cholesterol colocalizes to M. leprae-
« ining phag and theblockade of chol | decreases
the bacterial survival (83). Previous studies have demonstrated
that M. leprae induces lipid body biogenesis and cholesterol
accumulation in host cells (84). In lepromatous lesions, host-
derived oxidized phospholipids were detected in macrophages,
and one specific oxidized phospholipid, 1-palmitoyl-2-(5, 6-
epoxyisoprostane E2)-sn-glycero-3-phosphorylcholine accumu-
late in macrophages infected with live mycobacteria (85). Normal
HDL, a scavenger of oxidized phospholipids, may revert the
inhibition of innate immune resp caused by b ial
infection. However, this effect was not observed when they have
used HDL from lepromatous patients (85).

Dendritic Cells
Inskin, DCsare located in the epidermis, as Langerhans cells and
in the dermis, as dermal DCs (59). Langerhans cells in leprosy
skin lesions express CD1a and langerin. These cells efficiently
present antigens to T cells as part of the host response to M.
leprae (86).

Previous reports have demonstrated that Langerhans cells
are dendritic cells; however, recent findings that evaluate the
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CD163

TfR1

HO-1

FTL

FIGURE 1 | Iron-related proteins are differentially reguated in leprosy clinical
forms. L skin lesions (LL) present a
higher expression of the scavenger receptor of hemoglobin-haptoglobin
complex, CD163 (upper panels), transferin receptor 1 (TR1, mid upper
panels), the enzyme that catalyzes heme, heme-oxygenase 1 (HO-1, mid
lower panels), and of the iron storage protein feritin [ferrtin light chain (FTL)
lower panels]. The protein expression of CD163, TiR1, HO-1, and FTL was
evaluated by istochemistry. Images are of five
independent samples from each group. Scale bars: 50 mm.

transcriptional profile have suggested that Langerhans cells
may be considered resident macrophages (87, 88). Since several
published studies classified these cells as dermal dendritic cells,
‘we maintain this definition in this review.

CDla* cells are iated with the of reactional
episodes in leprosy (89). CDIa is expressed in CD123* cells
located in the dermis from both lepromatous and reversal
reactional patients (15). Q itative analysis showed a clear pre-
dominance of dendritic cells in tuberculoid leprosy (80, 89-91),
whereas lesions from patients with the lepromatous pole of the
disease show weak induction of CDI proteins (89, 90). This

weak expression of CD1 in lepromatous lesions is not result to
a primary defect of the CD1 system itself because CD1a, CD1b,
and CDIc could be induced to similar levels in both tuberculoid
and lepromatous monocytes. Therefore, local factors at the site of
infection may be responsible for the blockade of CD1 expression
in lepromatous cells (90).

In lesions from tuberculoid leprosy patients, dendritic cells
were linked with matrix metalloproteinase (MMP)-12 and
contribute to granuloma formation (75). Previous studies have
demonstrated that IDO-1 expression in myeloid dendritic cells
and macrophages are part of the immune response associated
with granuloma formation and may be associated with the
granulomatous reactions in the skin (92). Our previous study
has d d that in lep lesions IDO* cells with
a dendritic-like morphology are detected on the dermis and
in some endothelial cells (16). The characterization of IDO*
cell phenotype demonstrates that almost all cells constituting
the lepromatous dermal infiltrate are positive for HLA-DR,
CDll¢, CD86, and CD68. In tuberculoid lesion a few cells are
positive for IDO and CD11c* and CD86* cells are detected in the
center of the granul probably cor to epithelioid
macrophages (16). In lepromatous patients that develop reversal
reaction an increase in IDO gene expression is observed (15).
The morphological changes in the reversal reactions skin lesions
are accompanied by phenotypic heterogeneity of myelomono-
cytic populations. The epithelioid cells exhibit both DC and
macrophage markers, hinting at the complexity of this cell type.
These cells found in the reversal reaction granuloma are CD68*,
CD83%, CD206%, CD209*, CD1b*, CD11c*, and CD123%, but
did not express CD163. Double-immunofluorescence data also
show that these cells express BDCA2 and BDCA4, suggesting that
define pDC populations.

Mycobacterium leprae components trigger CD209 on DCs to
induce IL-10 production in lepromatous cells (93). In addition,
CD209 may function as a receptor of entry for M. leprae in host
cells (94). The dendritic cells phagocytose M. leprae and express
antigens derived from the bacteria, such as phenolic glycolipid 1
(PGL-1). Hashimoto etal. (95) demonstrated that M. leprae infec-
tion decreases the capacity of DCs in inducing T-cell responses by
a mechanism that involves PGL-1, since the blockade of PGL-1
in the surface of DCs enhanced CD4(+)- and CD8(+)-T-cell
responses. Other studies have also demonstrated that PGL-1
impairs dendritic cells maturation and activation, thereby facili-
tating M. leprae survival (96, 97).

Keratinocytes

The response of the epidermis to M. leprae infection can be
shown by the different aspects seen along the spectrum as well
as during reactional states. The epidermis plays an important
role in the local inflammatory response detected in leprosy.
Keratinocytes expressing ICAM-1 are found in lesions from
leprosy patients that present strong cellular immune response
against M. leprae (tuberculoid, reversal reaction), but not in
lepromatous lesions (98). PCR analysis demonstrated the
expression of inflammatory cytokines TNE IL-6, and IL-12
besides high expression of ICAM-1 in the epidermis of reac-
tional leprosy lesions (99).
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Keratinocytes are more susceptible to M. leprae infection than
dendritic cells that spontaneously present higher concentra-
tions of the antimicrobial peptide cathelicidin (100). Previous
study demonstrated an up-regulation of human beta-defensins
2 and 3 (hBD2 and hBD3) in keratinocytes stimulated with
M. leprae, which is reverted by corticosteroids. In addition, they
have demonstrated that corticosteroid treatment of patients with
reversal reactions causes a suppression of hBD2 and hBD3 in skin
biopsies, as measured by qPCR (101).

The role of keratinocytes during the reactional episodes
needs to be better evaluated since besides their possible role in
reversal reaction, these cells may be involved in the pathogenesis
of ENL. It was demonstrated that Thalidomide therapy down-
regulates the expression of ICAM-1 and HLA-DR antigens in
keratinocytes (102).

HLA-DR* keratinocytes could present M. leprae antigens to
well-defined CD4* cells (103). However, increased keratinocyte
expression did not represent a control of bacillary load since
recombinant granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-CSF) administered intradermically or by subcutaneous
route leads to enhanced keratinocyte growth but the bacillary
numbers remain unchanged (104). In tuberculoid skin lesion
cells keratinocytes are the major producer of CXCL-10 but not in
lepromatous cells (105), probably because it is necessary IFN-y
produced by T cells to induce this chemokine.

Schwann Cells

Mycobacterium leprae may cause peripheral neuropathy. M. leprae
is able to overcome a succession of physical barriers—epineurium,
perineurium and endoneurium—until it reaches the Schwann
cell, taking advantage of the difficulty of immune cells to access
these impervious barriers (106-108). M. leprae may infect both
myelinating and non-myelinating Schwann cells in patients with
leprosy, but M. leprae preferentially infects the non-myelinating
Schwann cells (109). There is not a consensus if the neural dam-
age is a result of M. leprae entry inside cells or it occurs because
of the inflammatory infiltrate.

Masaki et al. (110) demonstrated that M. leprae may gener-
ate dedifferentiated Schwann cells by causing initial demyelina-
tion to establish infection, colonize the cells, and subsequently
reprogram them to a progenitor/stem cell-like cells (pSLCs)
stage to spread the infection. In addition to downregulating
Schwann cell lineage transcripts and reactivating developmen-
tal genes, M. leprae induce a large numbers of immune-related
genes comprising mostly innate immunity from the very early
stage of Schwann cell infection and peaking in their expression
when Schwann cells have changed their cell identity to pSLCs
(29). A previous study demonstrated that M. leprae could
modulate Schwann cell glucose metabolism to increase the
generation of the reduction capacity and free-radical control
(111), but the impact of these regulation in nerve damage needs
to be more clarified.

Schwann cells in skin lesions from leprosy patients express
TLR2 (112, 113). In nerve biopsies from patients with neuritis, it
was identified TNE TNF receptors and TNF-converting enzyme
in Schwann cells (26). It was speculated that M. leprae ligands
induce Schwann cell death by a pathway that involves both TLR2

and TNE It is possible that the pro inflammatory cytokines may
contribute for Schwann cell apoptosis after cell interaction with
M. leprae, which is associated with the pathogenesis of nerve
damage (112, 113).

Analysis of nerves of pure neuritic patients demonstrated
that MMP-2, MMP-9, and TNF mRNA production is highly
induced in the AFB(—) lesions in relation to AFB(+) neuritic
leprosy and non-leprosy control group (114), whereas CCL2 and
CXCL10 chemokines are not determinant for the establishment
of AFB(+) or AFB(—) in advanced stages of leprosy nerve lesions.
CCL2 expression is associated with macrophage recruitment and
fibrosis (115).

Recent findings have demonstrated that nerve damage begins
in the early stages of the disease and may be more strongly related
to response of innate immunity. In this context, the complement
system has been placed with relevant role. This system is part of
the innate immunity against bacterial pathogens through the
formation of Membrane Attack Complex (MAC), but can lead
to an inflammatory process followed by tissue injury if activated
uncontrollably. Histopathological studies demonstrated MAC
deposition on cutaneous sensory nerves (116) and on damaged
nerves of lepromatous patients. However, the same was not found
for tuberculoid patients (117).

Advancing in studies related to the complement system as
a trigger for nerve damage, a pathogen-associated molecular
pattern (PAMP), the glycolipid lipoarabinomannan (LAM), a
component of the mycobacteria cell wall, has been investigated
as the starting mechanism for activation of this pathway. It has
been shown in vitro that this PAMP activates the Schwann cell by
the formation of opsonin C3 and MAC (118). In nerve biopsies
of leprosy patients, in turn, the LAM and MAC antigen deposi-
tion was found. MAC and LAM colocalizes on axons suggesting
a relation between LAM in complement activation and nerve
damage (117). In a mouse nerve lesion model, the interaction of
LAM with the nerve was observed, activating the pathway of the
complement system (117).

Recent evidences suggest that axon demyelination occurs in
function of the interaction of PGL-1 with myelinating glia and
their infection. According to Madi etal (119)d lination
and axonal damage are initiated by infected macrophages that
patrol axons. PGL-1 induces nitric oxide synthase in infected
macrophages that results in damaged axons by injuring their
mitochondria and inducing demyelination (119).

Neutrophils
Little attention has been given to the function of the neutrophils
in leprosy. It was previously demonstrated that both circulat-
ing neutrophils and monocytes are loaded with intracellular
M. leprae without obvious inflammatory phenomena (120, 121).
We reported that neutrophils isolated from lepromatous leprosy
patients with or without ENL release TNF and IL-8 after stimula-
tion with M. leprae (122). Moreover, the apoptotic rate of ENL
neutrophils is higher as compared to lepromatous patients and
healthy volunteers (122).

Microarrays analyses comparing skin lesions of lepromatous
patients and patients with ENL revealed the up-regulation of
cell movement genes, including E-selectin and its ligands, key
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molecules that mediate neutrophil recruitment to inflammatory
sites (123). According to these results “granulocyte adhesion and
diapedesis” were identified by Dupnik et al. (124) as one of the
top canonical pathways characterizing ENL. Moreover, neutro-
phil and endothelial cell gene networks were identified in ENL
samples as part of the vasculitis that results in tissue injury (75).

Recently, we reported that during ENL, but not in RR, circu-
lating neutrophils express CD64 on cell surface, while nonreac-
tional leprosy or healthy volunteers have lower levels of CD64
expression. CD64 expression on circulating neutrophils and in
ENL lesion is down modulated after thalidomide treatment.
Moreover, the severity of ENL is associated with high levels of
CD64 expression, also pointed as an early biomarker for ENL
(20). Increased CD64 expression in vivo has been associated
with an increase in neutrophil function and adhesion to the
endothelium (125-128).

Elevated levels of TNF and other proinflammatory cytokines
have been associated with episodes of ENL, while suppression
of TNF leads to clinical improvement (102, 129). We reported
evidence that pentraxin-3 (PTX3), originally described as a
protein induced by primary inflammatory signals, such as TNF
and IL-1, is released systemically and at the site of ENL lesions
(130). We also demonstrated that there is a positive correlation
between PTX3 serum levels and CD64 surface expression on
circulating neutrophils. Moreover, we showed that the major-
ity of neutrophils (MPO* cells) presented throughout the ENL
lesion express PTX3 (130). Additionally, thalidomide treatment
of ENL downregulated PTX3 levels. Interestingly, PTX3 serum
levels were higher in lepromatous patients without reaction that
developed ENL, persisting after the onset. In contrast, leproma-
tous patients that developed reversal reaction had lower levels
of PTX3 prior and during the inflammatory episode. Those data
indicate that high levels of PTX3 may be associated with ENL
occurrence and point to PTX3 as a potential ENL biomarker
able to differentiate from a reversal reaction episode. Belone
et al. (131) previously reported the PTX3 mRNA is exclusively
expressed in ENL lesions.

MANIPULATION OF INNATE IMMUNITY
BY M. leprae

To survive within the host cell, mycobacteria must escape intra-
cellular mycobactericidal mechanisms.

The activation of innate immunity may occur after the inter-
action of PAMPs, which are conserved microbial structures, with
their respective pattern recognition receptors (PRRs), present in
host cells. PRRs are also able to recognize endogenous molecules
from damaged cells, known as damage-associated molecular
patterns (DAMPs), resulting in several chronic inflammatory
and autoimmune diseases. After the interaction of PAMPs and/
or DAMPs with PRRs, the release of intracellular signals leads
to the induction of important genes transcription for cellular
activation or induction of phagocytosis. Different PRRs are
expressed in the same cell, which makes it able to recognize
several classes of microorganisms and different endogenous
molecules. The PRRs described so far are C-type lectin receptors,

Nod-like receptors (NLRs), RIG-1-like receptors, and toll-like
receptors (TLRs) (132-134).

Compl activation, apoptosis, and phagy are other
innate mechanisms modulated by the mycobacteria. The under-
standing of the mechanisms and pathways used by mycobacteria
to manipulate the innate immunity may contribute for the devel-
opment of new strategies of diagnostic and control of the disease.

Toll-Like Receptors

Several studies indicate that the recognition of mycobacteria
by TLRs represents an essential step in generating an immune
response capable of protecting the infection.

Different molecules that constitute M. leprae have been
characterized as ligands and potent stimulators of TLRs, mainly
involving TLR2. Killed M. leprae is able to mediate TLR2/1
heterodimers and TLR2 homodimers cell activation, indicating
the presence of triacylated lipoproteins in the bacterium (135).
In fact,a genome-wide scan of M. leprae identified 31 lipoproteins
with potential to act as ligands of TLR2/1 heterodimer (135).
As M. leprae cannot be grown in vitro, the purification of pro-
teins from the few bacteria in armadillos becomes very difficult.
Therefore, Krutzik et al. (135) used synthetic lipopeptides to show
that the 19 and 33-kDa lipoproteins from M. leprae are capable
to activate in vitro both monocytes and dendritic cells. In addi-
tion, lesions from leprosy patients with localized tuberculoid
form displayed more strongly expression of TLR2 and TLRI as
compared with the lepromatous form of the disease. These data
suggest the involvement of TLRs in the host defense against the
mycobacteria.

Nerve damage is an important clinical hallmark of leprosy
disease responsible for the patient morbidity. In this sense, the
activation and expression of TLR2 have also been investigated
in human Schwann cells (112). The lipopeptide that mimics the
M. leprae 19-kDa lipoprotein, and can act as TLR2 agonist,
induced an increase in the number of apoptotic cells during
activation of Schwann cells (112). It was possible to identify the
expression of TLR2 in Schwann cells present in lesions from
tuberculoid patients, in addition to cells that had undergone
apoptosis in vivo (112), providing a link between innate immune
response and nerve injury in leprosy.

The presence of foamy cells highly infected is characteristic
in lepromatous, but not in tuberculoid lesions. The foamy
phenotype results from the capacity of M. leprae to induce and
recruit host-derived lipids to bacterial-containing cells, form-
ing lipid droplets (12). Interestingly, TLR6 is essential for lipid
droplets biogenesis in M. leprae-infected Schwann cells, but not
TLR2 (136). On the other hand, the formation of lipids droplets
in M. leprae-bearing macrophages appeared to be only partially
dependent on both TLR2 and TLR6 (12). These data suggest the
involvement of alternative TLRs or additional receptors associ-
ated with the innate immune response for M. leprae recognition
in leprosy.

Polycarpou et al. (137) demonstrated that M. leprae activates
TLR4, by containing uncharacterized ligands, since the classic
ligand agonist of TLR4 is LPS (138). TLR4 neutralizing antibody
pretreatment decreased the production of TNF, IL-6, and CXCL-
10 in human macrophages stimulated with M. leprae (137).
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Furthermore, M. leprae upregulates TLR4 protein expression
on macrophages from healthy subjects, but not in macrophages
from BCG-vaccinated donors (137). Macrophages from non-
vaccinated healthy donors treated with BCG present reduced
TLR4 expression suggesting a role of TLR in the protective effect
of BCG. Associated with this, the treatment of reversal reaction
with corticosteroids decrease gene and protein expression of
both TLR2 and TLR4 in skin lesion cells (139), indicating the
involvement of receptors also in triggering the inflammatory
process. A study linking the innate immunity pathways with the
development of ENL suggested that recognition of DNA by TLR9
constitutes a major inflammatory pathway activated during ENL
(140). The proinflammatory cytokines storm observed during
ENL seems to be related to the massive release of mycobacte-
rial TLRY ligands during multidrug therapy (140). Moreover,
the inflammatory response could be amplified by the binding
of endogenous DNA to TLRY (140), since expressive tissue
destruction also occurs during ENL (141). Dias et al. (140) dem-
onstrated a higher TLRY expression in cells from ENL patients
when compared with nonreactional lepromatous controls.
In addition, significantly increased circulating levels of human
and mycobacterial DNA-histone complexes were detected in
ENL patients when compared with nonreactional controls (140).
Furthermore, TLRY agonists were able to induce the secretion
of higher levels of TNE, IL-6, and IL-1p in ENL when compared
with nonreactional patients and healthy individuals (140). The
same effect was observed in the cells stimulated with lysed
M. leprae (140). The use of a synthetic antagonist of nucleic acid-
sensing TLRs suggested that this may be an alternative for the
development of more effective drugs to treat ENL.

The genetic association demonstrated several single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in TLR genes that may be associated with
susceptibility or resistance to leprosy and leprosy reactions. How-
ever, most studies in this area focused mainly on the mutation
of TLRs 1 and 2 and their correlation with the disease. The SNP
within TLRI1 (I602S) is associated with reduced responses to
mycobacterial agonists (142). The TLR1 6028 variant, but not the
TLR1 6021 variant, in heterologous systems showed the expected
absence of the receptor on the plasma membrane (142). The 602S
allele is associated with a reduced incidence of leprosy (142).

Previous studies showed that TLRI variants N248S is a
susceptibility factor for leprosy (143, 144). Additionally, PBMCs
from individuals carrying 248S produce a lower TNF/IL-10
proportion levels after stimulation in vitro with M. leprae, but
not with controls as LPS (TLR4 agonist) or PAM3CSK4 (TLR2
agonist) (144). Analysis of samples from patients that developed
reactional episodes demonstrated that a TLR1 N248S-linked
feature is associated with the development of disabilities and the
progression from infection to disease (143).

Another transmembrane domain polymorphism in TLRI
(T1805G) was associated with susceptibility to leprosy, regulat-
ing the innate immune response (145). The group analyzed 933
Nepalese leprosy patients, 238 of whom with reversal reaction,
and investigated the association of TLRI variation with differ-
ent clinical forms of leprosy or reversal reaction, demonstrating
that the1805G allele is associated with protection from reversal
reaction (145).

A TLR2 mutation in the lepromatous, but not in tubercu-
loid patients, was also identified (146). TLR2 from PBMCs
from lepromatous patients presented a C to T substitution
at nucleotide 2029 from the start codon. This modification
was not identified in tuberculoid individuals (146). In fact,
periphery monocytes from leprosy patients with modifica-
tion in TLR2 (Arg677Trp) were significantly less responsive
to cell lysate of M. leprae than subjects carrying wild-type
TLR2 (147). Additionally, the secretion of IL-12 was lower
in patients with TLR2 mutation (147). A study performed in
Ethiopian patients investigated different polymorphisms
in TLR2 (597C—T, 1350T—C, and a microsatellite marker)
(148). The mutation-associated risk of developing leprosy was
assessed. The microsatellite and the 597C—T polymorphisms
were both associated with susceptibility to reversal reaction as
predicted by reversal reaction.

The roles of TLRI and 2 in leprosy and leprosy reactions
were described and it may contribute for perspectives in leprosy
management.

NLRs

The nucleotide-oligomerization domain (NOD) proteins are
intracellular and cytoplasmic receptors. Previous data have
demonstrated that the blockade of phagocytosis inhibits IL-1f
and TNF production in response to M. leprae, suggesting that
intracellular signaling is also required for macrophage activa-
tion after M. leprae infection. In addition, NF-kB activation
and expression of TNF and IL-1p were observed in NOD1- and
NOD2-transfected cells stimulated with M. leprae (149).

NLRPs are intracellular receptors that recognize PAMPs and
induce the secretion of both caspase-1 and IL-1f in the context of
inflammasome. SNPs in NLRP1 and NLRP3 genes were analyzed
in Brazilian leprosy patients. The NLRP1 combined haplotype
1s2137722/G-rs12150220/T-rs2670660/G was significantly more
frequent in patients than in controls as well as in paucibacillary
than in multibacillary patients (150). The NLRP1 combined
haplotype rs2137722/G-rs12150220/A-rs2670660/G was associ-
ated with paucibacillary leprosy suggesting that NLRP1 might be
involved in the susceptibility to leprosy (150).

Nod-like receptors may recruit and activate inflammatory
caspases into inflammasomes or may trigger inflammation via
different pathways including the NF-kB mitogen-activated pro-
tein kinase and regulatory factor pathways (151).

Polymorphisms in NOD2 are associated with leprosy suscep-
tibility. Activation of monocytes via NOD2 induces preferentially
the differentiation into dendritic cells, which was mediated by
IL-32. Notably, IL-32 is able to induce monocytes from healthy
donors or from tuberculoid patients to rapidly differentiate into
DCs, which is more efficient than GM-CSF-derived DCs in
presenting antigen to major histocompatibility complex class
I-restricted CD8(+) T cells (152). In contrast, monocytes from
patients with the lepromatous form of leprosy did not produce
1L-32 in response to NOD2L and did not induce DC differentia-
tion by a mechanism that is mediated by IL-10 (152). In tubercu-
loid patients there was a higher expression of NOD2 and IL-32
as well as the frequency of CD1b (+) DCs at the site of leprosy
infection when compared with lepromatous patients (152, 153).
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Complement Cascade
Lipoarabinomannan is a molecule from M. leprae that is asso-
ciated with nerve damage. Curiously, previous studies dem-
onstrated that LAM activates complement and previous study
demonstrated the important role of complement innerve damage
in leprosy (117). Analysis of skin biopsies demonstrates that the
percentage of CD3d, MAC, and LAM deposition is significantly
higher in lepromatous when compared to tuberculoid patients
(154). MAC deposition colocalizes with LAM and is found on
axons in skin lesions of lepromatous patients. In tuberculoid
lesions, the presence of T cells positive for CD3d was observed
in surrounding granulomas without MAC deposition (154).
Analysis of skin lesions from reactional patients demonstrated
an increase in MAC immunoreactivity when compared to non-
reactional leprosy patients (154). Immunofluorescence analysis
showed an increase of Clq deposition in both reversal reaction
and ENL lesions when compared to non reactional matched
patients (124).

Lahiri et al. demonstrated that when disrupted, M. leprae
could activate complement (155) and polymorphisms in genes of
complement cascade suggest an association of genes

patients, although the presence of an effective cellular immune
response, efferocytosis contributes for maintain few susceptible
macrophages in skin lesions which contributes for sustain the
infection (81).

The induction of apoptosis in Schwann cells stimulated with
M. leprae was previously demonstrated (112, 113) and some stud-
ies associated apoptosis in Schwann cells as an important event
for nerve damage. M. leprae induces demyelization in Schwann
cells by a pathway that involves the activation of the MAPK (ERK
1/2). A previous study has demonstrated that the ganglioside
9-O-acetyl GD3 is associated with M. leprae entry in Schwann
cells and that the blockade of this ganglioside may result in a
reduced activation of the MAPK (ERK 1/2) pathway (162).

Autophagy

The canonical macroautophagy (hereafter termed autophagy)
pathway is an e i ily conserved h through
which organelles and proteins are degraded and recycled by the
lysosomal system to promote cellular and organismal homeo-
stasis. The major hallmark of autophagy is the formation of

with leprosy susceptibility (156).

Apoptosis

Analysis of skin lesion cells demonstrated that apoptosis is
more frequent in tuberculoid and reversal reaction than in lep-
romatous cells (157-159). Lepromatous cells present increased
expression of the antiapoptotic protein Bcl-2, suggesting that
the decrease in cell death could contribute for sustains the infec-
tion (158).

The hypothesis of the involvement of apoptosis in the control
of bacillary load was reinforced by in vitro studies that demon-
strated that clofazimine, a compound used for the treatment
of leprosy since the 1960s has the capacity to induce apoptosis
in macrophages, suggesting that the antibacterial and anti-
inflammatory properties of this drug are mediated by apoptosis
(160). Analysis of apoptosis in skin cells from treated patients
revealed that in both tuberculoid and lepromatous lesions, there
isan increase in the frequency of apoptotic cells at 3and 6 months
after the start of the treatment (161). Analysis of lesions in either
reversal reaction or ENL demonstrated a significant increase in
apoptosis only in ENL lesions and those that were at 6 months of
treatment (161).

Although several studies suggesting the antibacterial role of
apoptosis in infected cells, there are evidences that in tuberculoid
patients apoptosis is a mechanism that contributes to maintain
the infection, instead of the pro inflammatory infiltrate and
the presence of pro inflammatory cytokines. In tuberculoid
lesions predominate a M1 phenotype, although few M2 cells
were present in the skin lesions of these patients (16, 61). We have
previously demonstrated that in vitro GM-CSF-differentiated
monocytes (M1) stimulated with both M. leprae and apoptotic
cells change their phenotype and express M2 cells-specific
markers, such as CD163 and SRA-1. Moreover, the phagocytosis
of apoptotic cells by M. leprae-infected macrophages increases
the secretion of anti-inflammatory mediators as IL-10, TGF-p,
and arginase, corroborating the hypothesis that in paucibacillary

doubl 1brane vesicles called autophagosomes, which engulf
and driving intracellular targets for degradation. Autophagy
impairment is widely implicated in the pathology of several
diseases, including microbe infection, cancer, and metabolic,
cardiovascular, and neurodegenerative disorders (163).

Duringinfectious processes, autophagy helps the immune sys-
tem by degrading intracellular microbes through a selective form
of autophagy called xenophagy. The significance of autophagy
in numerous infectious processes was established, including
those caused by bacterial, parasitic, and viral pathogens, as well
as the microbial strategies used to avoid or subvert autophagy
and promote their own survival (164, 165). In contrast, the role
of autophagy in leprosy pathogenesis remained unknown until
recently. The first evidence that M. leprae can be targets for
autophagy was revealed by transmission electron microscopy
studies. It was observed that during the initial growth phase
of M. leprae in macrophages, the mycobacteria are present in
single membrane vacuoles with few nearby lysosomes, and the
bacilli are intact. At the peak of the growth phase, the number of
lysosomes increases and M. leprae is located in a large number of
double membrane vacuoles.

During the stationary phase, macrophages have a vacu-
olar appearance and contain a significant number of lysosomes,
M. leprae organisms are inside double membrane vacuoles, and
most of these bacteria are degenerate (166). Chandi and Job
(167) described the presence of double membrane phagosomes
in macrophages after 40 min of M. leprae exposure, and after
that, thelysosomes fuse with these M. leprae-containing vacuoles.
These data provide evidences that M. leprae may have been the
first bacterial pathogen to interact with the autophagic pathway
and reinforces the role of autophagy in leprosy.

A genomewide association study of leprosy revealed that a
polymorphism in the upstream autophagy activator gene NOD2
is a susceptibility factor to develop M. leprae multibacillary
infection (168, 169). Interestingly, the polymorphisms in other
autophagy-associated genes such as PARK2, VDR, and TLR2,
are also correlated with the multibacillary leprosy susceptibility
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(51, 146, 170-174). In other hand, these triggers of autophagy
are preferentially expressed in the skin lesions of the auto limited
tuberculoid clinical form (72, 135, 152). Subsequently, it has
been suggested that the polymorphism in the autophagy gene
IRGM, which is linked to susceptibility to Crohn’s disease and
tuberculosis (175-178), is associated with an increased risk of
developing leprosy because it affects the production of inflam-
matory cytokines such as IFN-y (179). In addition, increased
IRGM expression was observed in monocytes and macrophages
infected with M. leprae, as well as, monocytes from the self-
limited tuberculoid form presented a higher expression of IRGM,
as compared to cells of clinically progressive lepromatous patients
(180). IRGM, an effector of IFN-y-mediated autophagy, controls
the autophagic pathway through their interaction with ULK1
and BECNI, governing the assembly of the initiation complex,
and then together with ATG16L1 and NOD2, forms a molecular
complex that promotes antimycobacterial defense (181, 182).
More recently, our group described an association between
M. leprae death and targeting of mycobacteria to the autophagic
pathway in human macrophages. It has been shown that the
genetic silencing of the OASL antiviral protein, which is
produced through the detection of M. leprac DNA medi-
ated by STING sensor, increases the levels of autophagy and
decreases the viability of the mycobacteria, being reversed by

the autophagy blockade (183). Ma and cols (184) suggested that
although autophagy could promote the elimination of intracel-
lular pathogens, the induction of the autophagic pathway by
M. leprae would be a mycobacteria pro-persistence factor.
Ithasbeen reported thatalthoughactivation ofautophagyoccurs
in response to M. leprae infection in macrophages, it also pro-
motes an IL-10-producing T cell-mediated anti-inflammatory
response, which in a negative feedback cycle inhibits autophagy
and allows M. leprae survival in macrophages (184). However,
this work was based only on the alone use of CYTO-ID/CAT, an
acidotropic dye from the monodansylcadaverine group recently
developed to monitor autophagy in living cells (185), which is
not recommended by autophagy experts (186).

Finally, we demonstrated the key role of autophagy in leprosy
polarization (187). We showed that autophagy is differentially
regulated between leprosy polar forms, uncovering an essential
role for Beclin 1 protein in this process, which was upregulated
in tuberculoid patients. In contrast, a higher expression of BCL2
protein was determined in lepromatous patients. While Beclin 1
is a key initiator of the functional formation of autophagosomes
in mammals and may be induced by IFN-y to activate autophagy,
the BCL2 antiapoptotic protein inhibits autophagy by bind-
ing and sequestering Beclin 1 from the class IIT PIK3 complex
(188). In tuberculoid skin lesion cells IFN-y-induced autophagy

FIGURE 2 | Beclin 1-mediated autophagy during
the skin lesion of a lepromatous leprosy patient and
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contributes for M. leprae control, whereas in lepromatous cells

was a first report showing detrimental roles of infected mac-

the BCL2-mediated block of the Beclin 1 pl pathway
promotes the mycobacterial persistence (Figure 2). As previously
described (184), we also observed an inhibition of autophagy

phages that patrols the nerve and induces nerve pathology.
Local Innate immune mechanisms are crucial to determine
the outcome of the different clinical forms and the reactional

in ma

triggered by live M. leprae infection in lep phag:
however, it can be reverted by IFN-y treatment. In addition, the
levels of autophagy were restored in lepromatous patients who
developed the reversal reaction episodes, an inflammatory
state associated with increased IFN-y expression (187). Thus,
autophagy is an important innate mechanism associated with
leprosy immunopathogenesis.

PERSPECTIVES

The influential role of innate immunity in leprosy biology and
their potential as therapeutic targets are now widely recognized.
To gain a better understanding of these pathways and to discover
new ones, new technologies such as single cell RNA sequencing
studies are needed.

Future works should aim to determine further the roles of the
neutrophils in host-mycobacteria interaction, with a focus in
their role during disease progression. This review supports the
role of neutrophils as effector cells and not only as migratory cells
following chemoattractants in the context of leprosy. Another
promising field that should be investigated by leprologists is the
innate lymphoid cell (ILC) biology. ILCs have already been impli-
cated in many studies including metabolism, tissue remodeling
and protection against infection.

Although tissue resident macropt have been
studied, phenotypic and functional characteristics of skin resi-
dent macrophages and its interaction with the skin sensory nerv-
ous system are not fully understood. Furthermore, the dynamic
interaction of the resident and the migratory immune cells in
the skin may improve our understanding of the i log
events that occur in situ. Of note, a recent report demonstrated
that nitric oxide secreted by M. leprae-carrying macrophages
directly damage nerve fibers, by inducing axonal and mitochon-
drial swelling followed by demyelination phenotype (119). This

ical

in leprosy patients. The evaluation of the single cell
gene expression using RNA sequencing (scRNAseq) emerged
as a powerful tool in genomics. scRNAseq provides the
expression profile of individual cells. Studies of scRNAseq in
leprosy field is a valuable strategy and may shed light on the
understanding of the functionality of each cell populations as
well as the innate mechanisms induced by M. leprae that may
contribute for the development of new strategies of control of
the disease.
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