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IINNSSTTIITTUUTTOO  OOSSWWAALLDDOO  CCRRUUZZ  
  

MMyyccoobbaacctteerriiuumm  lleepprraaee  ee  oo  eeffeeii ttoo  ddoo  TTNNFFαα  nnaa  aattiivvaaççããoo  ddee  ccéélluullaass  ddee  
SScchhwwaannnn  hhuummaannaass  

  
RReessuummoo    

Dissertação de Mestrado  

Priscila Ribeiro Andrade 
 

A hanseníase é uma das doenças mais antigas a acometer o homem e tem como agente 

etiológico o Mycobacterium leprae (ML), um patógeno intracelular obrigatório que infecta 

principalmente, macrófagos e células de Schwann (CS). As CS estão envolvidas na 

imunomodulação da lesão neurológica causada pelo ML, podendo, assim, desencadear uma 

resposta inflamatória frente à presença da bactéria. Entre as citocinas que participam dessa 

resposta está o Fator de Necrose Tumoral α (TNF-α), molécula envolvida na patogênese de 

diversas doenças que acometem os sistemas nervosos central (SNC) e periférico (SNP). Foi 

descrito recentemente que o TNF-α pode atuar como um mediador autócrino na lesão 

neural, sendo capaz de ativar CS na ausência do patógeno. Nesse trabalho foi avaliada a 

contribuição do TNF-α e do ML para a injúria nervosa da hanseníase, através da análise da 

participação do efeito autócrino dessa citocina na resposta a infecção pelo ML e no processo 

de ativação sustentada das CS, utilizando a linhagem humana ST88-14. Nossos resultados 

sugerem que no dano neural da hanseníase, a infecção pela micobactéria pode contribuir 

para ativação sustentada das CS, ativando vias de sinalização com participação de ERK 1/2, 

e induzindo a produção de TNF-α, que por sua vez, promove seus diversos efeitos através da 

interação com outras células do espaço endoneural, não sendo, imediatamente secretada. 

Além disso, foi abservada a participação do mecanismo de retroalimentação positiva dessa 

citocina na ativação dessas células, que pode não só aumentar os níveis dessa molécula no 

meio, como também a secreção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e IL-8, que 

cooperam com a resposta imune e com o estado de ativação prolongado das CS. 
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IINNSSTTIITTUUTTOO  OOSSWWAALLDDOO  CCRRUUZZ  

  
MMyyccoobbaacctteerriiuumm  lleepprraaee  aanndd  tthhee  eeff ffeecctt  ooff   TTNNFF--αα  iinn  hhuummaann  

SScchhwwaannnn  cceell llss  aaccttiivvaattiioonn  
  

AAbbssttrraacctt    

Dissertação de Mestrado  

Priscila Ribeiro Andrade 

  
Leprosy is one of the oldest diseases to afflict humankind. Its pathological agent is 

Mycobacterium leprae (ML ), an obligatory intracelular bacterium that infects, mainly, 

macrophages and Schwann cells (SC). SC are glial cells envolved in the imune response 

regulation that occurs during the peripheral neural damage caused by ML. Among the 

citokynes that contribute to this response, there is the Tumor Necrosis Factor α (TNF-α), a 

molecule related to the pathogenesis of many diseases of the central (CNS) and peripheral 

nervous systems (PNS). It has been described that TNF-α may act as an autocrine mediator 

in neural injury, and therefore, may activate SC in the absence of  ML. This study evaluated 

the contribution of TNF-α and ML to nerve injury in leprosy, by analysing the participation 

of the citokyne´s positive feedback mechanism in ML infection and in the SC sustained 

activation state, using the human lineage ST88-14. Our results suggest that in the leprosy 

neural injury, ML can induce SC activation by recruting ERK pathways, and promoting 

TNF-α production, which instead of acting as secreted cytokine, evokes its biological effects 

through interactions with other cells in the endoneural space. In addition, it was also 

observed the participation of TNF-α`s positive feedback mechanism in SC activation, which 

increased the secretion of this molecule and other proinflamatory cytokines, such as IL-1β, 

IL-6 and IL-8. 
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11..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO    
  

  

1.1)  A HANSENÍASE 

 

1.1.1) Características Gerais 

 

A hanseníase, também conhecida como lepra, é uma doença infecciosa crônica 

caracterizada por lesões cutâneas e pelo acometimento dos nervos periféricos, podendo 

resultar em problemas motores e sensoriais graves, e levar, assim, ao desenvolvimento de 

deformidades e deficiências permanentes ([1];[2]). Evidências históricas apontam para o 

leste da África e Oriente, em particular a Índia, como local de origem da doença, que 

parece ter sido disseminada para o resto do mundo através das sucessivas migrações 

humanas que ocorreram a partir do século IV a.C ([3]; [4]).  

Apesar de a hanseníase ter sido no passado uma doença distribuída pelos 

continentes da Europa e Ásia, atualmente concentra-se em países em desenvolvimento 

situados em regiões tropicais e temperadas, como Índia, República Federativa do Brasil, 

República Democrática do Congo, República Unida da Tanzânia, Nepal, Moçambique, 

Madagascar, Timor Leste e República Central Africana ([5]; [2]).  

Recentemente a Organização Mundial de Saúde (OMS) adotou uma estratégia 

baseada no diagnóstico precoce e no tratamento com a multidrogaterapia (MDT), para 

reduzir tanto a prevalência quanto a incidência da hanseníase, com compromisso de 

manter as iniciativas de controle entre o período de 2006 e 2010. A prevalência global 

registrada no início de 2009 foi de 213.036 casos da doença, sendo o número reportado de 

novos casos em 2008 de 249.007 em 121 dos países investigados [6]. Entre os anos de 

2002 e 2008, a taxa de detecção de novos casos apresentou um declínio substancial, 

mesmo em países endêmicos [7]. 

No início de 2008, o Brasil registrou uma prevalência de 45.847 casos e, 

juntamente com Nepal e Timor Leste, constitui o grupo de países com população superior 

a 1 milhão de pessoas que ainda não alcançou o estágio de eliminação da doença, definida 

pela taxa de prevalência de <1 caso/10.000 habitantes (Tabela 1) [7].  
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Tabela 1: Prevalência da hanseníase e números de novos casos detectados em países com população > 
1 milhão de habitantes que não eliminaram a doença [7]. 
 
 
 

Na década de 40 do século XX, observou-se que o antibiótico dapsona, potente 

inibidor da enzima dihidropteroato sintase envolvida no metabolismo do ácido fólico, 

interrompia o progresso dos sintomas da hanseníase [1]. Entretanto, um fenômeno 

generalizado de resistência a essa droga diminuiu sua eficácia no tratamento da doença, 

sendo sua administração posteriormente acoplada aos antibióticos rifampicina e 

clofazimina, estabelecendo, então, a chamada multidrogaterapia (MDT) que constitui, 

atualmente, a estratégia mais eficaz de combate a essa infecção [2].  

 

1.1.2) Agente Etiológico 

  

 A hanseníase é uma doença resultante da infecção pelo Mycobacterium leprae 

(ML), um patógeno intracelular obrigatório, provavelmente transmitido pela via 

respiratória e que tem como nicho preferencial macrófagos e células de Schwann [8]. 

Descoberto em 1874, por Armauer Hansen em biópsias de pele, o ML foi o primeiro 

agente etiológico de uma doença humana a ser identificado.  

É um bacilo imóvel, não formador de esporos e que se multiplica por divisão 

binária ([9]; [10]). Apresenta-se sob a forma de um bastonete ligeiramente curvado, 

podendo ser encontrado também em grupos denominados “globias”, onde vários bacilos 

interagem entre si através de uma substância chamada de “gléia” (Figura 1) [1]. 
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Figura 1: Morfologia do M. leprae. (A) ML corado em vermelho pelo método de Fite-Faraco. (B) 
Suspensão de ML derivada de pata de camundongo nude visualizada por microscopia eletrônica de 
varredura. (C) Características internas do ML são observadas na seção ultrafina do bacilo por microscopia 
eletrônica de transmissão [9]. 

 

Sua parede celular consiste de uma camada de peptídeoglicanos composta de 

cadeias de N-acetilglicosaminas e N-glicosilmurâmico dispostas alternadamente, e que por 

meio de moléculas de arabinogalactano, se liga a uma camada de galactano. A essa 

camada ancoram-se moléculas de arabinano, formando assim um arranjo que concede a 

essa porção da parede celular uma propriedade elétron-densa. Acoplado ao arabinano, 

estão moléculas de ácidos micólicos que juntamente com glicolipídios fenólicos (PGLs) 

constituem a zona elétron-transparente da parede da micobactéria (Figura 2) [9]. 

 

Cápsula 

Pseudo bicamada externa

Peptídeoclicano

Arabinano

Galactano

Membrana 
plasmática

Centro da 
parede celular

Zona Eletron-transparente

Zona Eletron-densa

Micolatos
ligados a AG

Cápsula 

Pseudo bicamada externa

Peptídeoglicano

Arabinano

Galactano

Membrana 
plasmática

Centro da 
parede celular

Zona Eletron-transparente

Zona Eletron-densa

Micolatos
ligados a AG

 

 

Figura 2: Modelo esquemático do envelope celular do M. leprae. A membrana plasmática é envolvida 
pela camada da parede celular formada de peptídeoglicanos ligados covalentemente a galactanos por uma 
ponte de arabinogalactanos (AG). Ligados a camada de galactano estão moléculas de arabinano, aos quais 
ácidos micólicos estão acoplados, formando a porção interna de uma bicamada pseudolipídica. A porção 
externa dessa bicama é constituída por monomicilatos de trealose (TMM), ácidos micocerosóicos de 
dimicocerosatos de fitiocerol (PDIMs) e glicolipídios fenólicos (PGLs). A cápsula provavelmente composta 
de PGLs e PDIMs envolve a bactéria. Lipomanan (LM) e lipoarabinomanan (LAM) são observados tanto 
ancorados à membrana plasmática quanto na constituição da cápsula [9]. 
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A abundância de moléculas lipídicas como ácidos micólicos e os PGLs faz com 

que o ML seja considerado um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), pois resiste a 

descoloração por solventes orgânicos acidificados de amostras submetidas à coloração por 

corantes básicos ([11]; [10]). Essa micobactéria é também considerada Gram-positiva, 

apesar de não ser bem corada por esse método [11]. 

O ML apresenta um genoma de aproximadamente 3,3 Mb, onde apenas 49,5% 

correspondem a genes funcionais, ou seja, cerca de 1.604 seqüências codificantes de 

proteínas e 1.116 pseudogenes [12]. Ao comparar seu genoma com o de outras 

micobactérias, como M. tuberculosis, podemos observar que o ML sofreu ao longo do 

tempo um processo de evolução redutiva, que envolve a perda de certas funções e de seus 

respectivos genes, resultando no encolhimento do genoma. São sugeridas diversas causas 

para a ocorrência desse fenômeno, inclusive as alterações de nichos sofridas por esses 

organismos como, por exemplo, a mudança: (1) de vida livre para uma vida intracelular ou 

estritamente associada a um hospedeiro, (2) de variados hospedeiros para um hospedeiro 

específico, ou até mesmo, (3) de variados tecidos para um tecido específico do seu 

hospedeiro [13]. 

O ML apresenta um tempo de geração de aproximadamente 14 dias, tendo sido 

frustradas todas as tentativas de cultivá-lo in vitro até o momento. É provável que os 

efeitos combinados da deleção gênica e de mutações ocorridas em diversas regiões do 

genoma envolvidas no metabolismo, regulação, reparo de DNA, entre outras, seriam as 

causas do insucesso do cultivo in vitro desse bacilo [8]. Além dos aspectos genéticos, o 

crescimento do ML também é determinado pela temperatura do ambiente em que se 

encontra, tendo dificuldade de se multiplicar na temperatura corporal de 37ºC. Sua taxa 

ótima de crescimento ocorre na faixa de 27ºC a 30ºC, o que explica o seu tropismo por 

áreas mais frias do corpo humano, como a pele, nervos e trato respiratório [14]. 

Portanto, o cultivo do ML é feito in vivo e está restrito a alguns modelos animais, 

incluindo o tatu e camundongos [15], o que dificulta seu estudo e limita a quantidade de 

informações disponíveis sobre esse bacilo, quando comparado às outras micobactérias. 

Com exceção dos animais já citados e alguns primatas, os seres humanos são os únicos 

reservatórios de infecção do ML, cuja rota de transmissão acredita-se ser por inalação de 

partículas infectadas, não podendo ser descartado o contato com a pele dos pacientes [16]. 
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 1.1.3) Patogênese 

 

A hanseníase é a principal causadora de neuropatias não traumáticas no mundo. 

Estima-se que mais de um quarto de todos os pacientes hansênicos apresentam algum grau 

de incapacidade e, destes, cerca da metade apresenta lesões neurológicas permanentes, que 

podem evoluir mesmo após a eliminação do patógeno [17].  

O diagnóstico da hanseníase é baseado nos sinais clínicos e nos sintomas clássicos 

da doença, como as lesões de pele e perda sensorial. O sistema de classificação 

estabelecido pela OMS determina duas categorias: paucibacilar (PB), definida por cinco 

ou menos lesões de pele e esfregaço de pele negativo para a bactéria, e multibacilar (MB), 

definida por seis ou mais lesões e esfregaço positivo ([18]; [1]). Outra classificação, o 

sistema de Ridley-Jopling concebido em 1966 [19], considera características 

histopatológicas e clínicas, assim como a carga bacteriana e variações na resposta 

imunológica dos pacientes, para definir os espectros clínicos observados na hanseníase. 

Segundo essa classificação, podemos distinguir os pólos tuberculóide-tuberculóide (TT) e 

lepromatoso-lepromatoso (LL), além das formas intermediárias denominadas borderline-

tuberculóide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatoso (BL) (Figura 3) 

[5]. Os indivíduos que não se encaixam em nenhum desses perfis, ou seja, apresentam 

uma resposta insuficientemente diferenciada para permitir sua classificação, são 

denominados de indeterminados e podem ao longo da doença evoluir para qualquer uma 

das formas mencionadas anteriormente ou até evoluir para cura espontânea [20]. 
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Figura 3: Esquema representativo do espectro clínico da hanseníase. TT – forma tuberculóide; LL – 
forma lepromatosa; BT, BB, BL – grupo “Borderline”; RR- reação reversa; ENL – eritema nodoso leproso. 
As lesões de pele e o dano neural estão classificados de acordo com o grau de severidade clínica em: 1- leve, 
2- moderado e 3- severo [21].  
  

O sistema de classificação da OMS é mais simples e útil em locais onde não há 

recursos para obtenção das informações adotadas pela classificação de Ridley-Jopling. 

Nesse caso, as formas TT e BT são consideradas paucibacilares e as BB, BL e LL são 

classificadas como multibacilares por apresentarem uma alta carga parasitária. 

O pólo tuberculóide agrupa pacientes que apresentam uma vigorosa resposta 

celular ao ML, sendo, portanto, capazes de controlar a carga bacilar. Seus sintomas são 

restritos a poucas lesões de pele bem definidas e sem a presença de bacilos [2]. Nesta 

porção do espectro, predomina o perfil de citocinas do tipo Th1, tendo sido observadas 

células produtoras de IL-2, linfotoxina e IFN-γ (interferon-gama), o que justifica o quadro 

de resistência à proliferação do ML e os casos de cura espontânea relatados neste pólo 

[22]. Nesses pacientes há também a formação de granulomas, constituídos pela agregação 

de células fagocitárias monucleares e linfócitos T CD4+. Além disso, a produção de 

anticorpos contra o ML é muito reduzida ou indetectável nesse grupo [20].  
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O pólo lepromatoso é caracterizado pela ausência de mecanismos da imunidade 

celular específica contra o ML, ocorrendo, portanto, a proliferação descontrolada dessa 

bactéria nos indivíduos infectados. Os pacientes desse grupo apresentam inúmeras lesões 

cutâneas e intensa infiltração celular nos nervos e na pele, caracterizada pela presença de 

macrófagos carregados de bacilos. A derme, além dos macrófagos parasitados, apresenta 

poucos linfócitos T CD4+ e T CD8+, com granulomas desorganizados [2]. As citocinas do 

tipo Th2 predominam nesses indivíduos, em destaque IL-4, IL-5 e IL-10, que estão 

relacionadas com um cenário de resposta celular ineficiente ou ausente, devido a uma 

ativação falha dos macrófagos e da intensificação da resposta humoral, o que justifica os 

altos títulos de anticorpos contra PGL-1 e outros antígenos específicos do ML (Figura 4) 

[2].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 4: Esquema representativo do padrão de resposta na hanseníase. Na forma TT, na resposta tipo 
1, a IL-2 é um fator de crescimento autócrino para linfócitos T helper, responsáveis pela ativação dos 
macrófagos mediada pelo IFN-γ (imunidade mediada por células). Na forma LL, na resposta tipo 2, IL-4 é 
um fator de crescimento para linfócitos T supressores, estimulando a diferenciação de linfócitos B para 
produção de anticorpos (imunidade humoral). O TGF-β e IL-10 são supressores de macrófagos e IL-12 é um 
estimulador de linfócitos T helper [20]. 
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 As formas intermediárias ou borderline são extremamente instáveis, ocorrendo 

uma progressiva redução da resposta imune celular entre o grupo de maior resistência, o 

borderline-tuberculóide (BT), e o de menor resistência, o borderline-lepromatoso (BL) [2]. 

Os pacientes BT apresentam lesões com poucos bacilos, os BB são raros com tendência a 

mover-se para um dos pólos do espectro e os BL possuem granulomas compostos de 

macrófagos indiferenciados altamente parasitados [20].  

 O envolvimento neural pode ocorrer em todas as formas do espectro da hanseníase, 

sendo necessária a destruição de, em média, 30% das fibras nervosas para que haja 

manifestação clínica. Essa agressão pode se estabelecer nas fases iniciais, ou seja, na 

ausência de células inflamatórias, fato comum tanto nas formas paucibacilares quanto nas 

multibacilares; ou nas fases tardias da doença, onde é acompanhada por um intenso 

processo inflamatório [23]. Há casos classificados como forma neural pura (NP), em que o 

comprometimento neurológico antecede o dermatológico, havendo ausência de lesões 

cutâneas e espessamento dos troncos nervosos periféricos acometidos, podendo levar a 

deformidade e perda sensorial e motora ([24];[5]).  

Pacientes hansênicos podem, além dos sintomas clássicos, desenvolver estados 

reacionais, ou seja, manifestações clínicas resultantes de alterações no balanço 

imunológico frente ao ML. Esses episódios podem ocorrer tanto durante o curso natural da 

doença, durante o tratamento, ou até mesmo quando o indivíduo é considerado curado 

[20]. Essas reações são classificadas de acordo com Ridley-Jopling, em reação do tipo 1 

ou reação reversa e reação do tipo 2 ou eritema nodoso leproso (ENL), e são a principal 

causa de morbidade e de danos permanentes ao nervo periférico. 

A reação reversa ou do tipo 1 é causada por um aumento espontâneo da reatividade 

de linfócitos T contra os antígenos da micobactéria [2]. As manifestações clínicas se 

apresentam como exacerbações inflamatórias locais das lesões cutâneas ou nervosas pré-

existentes ou como lesões novas eritematosas, hiperreativas e com granulomas infiltrantes, 

relacionadas à resposta imune celular contra a bactéria, e propiciadas pela infiltração de 

linfócitos T CD4+ secretores de IFN-γ e TNF-α ([25]; [2]). A reação reversa acomete 

usualmente pacientes com as formas borderline da doença e a sua ocorrência em 

indivíduos que finalizaram o tratamento pode ser explicada pela presença de bacilos 

mortos remanescentes e pelo desequilíbrio na regulação da resposta imune inflamatória 

decorrente da redução da carga bacilar [26]. 
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O eritema nodoso leproso ou reação do tipo 2 é uma resposta inflamatória 

sistêmica contra deposição de complexos imunes, o que resulta na infiltração de 

neutrófilos e na ativação do complemento [2] e ocorre em pacientes LL e BL, não tratados 

ou em tratamento. Lahiri e colaboradores (2008) observaram que tanto o ML integro 

quanto as suas partes processadas são capazes de causar a fixação do complemento, o que 

pode explicar a ocorrência de reações do tipo 2 em pacientes em curso de tratamento, fase 

onde há intensa morte bacilar [27]. O ENL é acompanhado por altas concentrações de 

TNF-α e IFN-γ séricos, o que poderia sugerir o envolvimento da imunidade celular nessa 

reação. Entretanto, um aumento seletivo do RNAm de IL-10, assim como o de IL-4 e IL-5 

é observado nas lesões, o que pode indicar um perfil de resposta Th2 [20].  
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1.2) CÉLULAS DE SCHWANN 

 

1.2.1) Origem e função 

 

O sistema nervoso é anatomicamente classificado em sistema nervoso central 

(SNC), constituído pelo encéfalo e a medula espinhal, e sistema nervoso periférico (SNP), 

formado pelos gânglios nervosos e os nervos raquidianos e cranianos originados da 

medula. Os principais componentes celulares desses sistemas são os neurônios, capazes de 

transmitir sinais elétricos sob a forma de potenciais de ação, e as células da glia ou 

neuroglia, que são determinantes para a formação da arquitetura neural e para transmissão 

sináptica. Em vertebrados, a glia compreende principalmente quatro tipos de células: os 

astrócitos, os oligodendrócitos e a microglia no SNC; e as células de Schwann (CS) no 

SNP, cujas funções principais são de fornecer suporte, proteção e nutrição aos neurônios e 

facilitar a condução dos impulsos nervosos, também estando envolvidas em outros eventos 

importantes, como na migração dos neurônios durante os estágios iniciais do 

desenvolvimento embrionário [28]. 

A glia é evolutivamente conservada entre as espécies animais, sendo encontrada 

desde invertebrados mais simples até vertebrados mais complexos, como os seres 

humanos. Essas celulas, assim como os neurônios, são derivadas do ectoderma durante o 

desenvolvimento embrionário [29]. 

Na fase inicial do desenvolvimento neural, a formação do tecido nervoso começa 

no ectoderma do embrião, resultando na divisão desse folheto em três regiões principais: o 

ectoderma neural ou placa neural, do qual emergirá o sistema nervoso central; o ectoderma 

não-neural, precursor da epiderme; e uma população de células, situada nos limites dessas 

duas porções, cuja maioria irá compor a crista neural. O tecido em formação, então, dobra 

sobre si mesmo e origina o tubo neural, durante um fenômeno chamado de neurulação. As 

células da margem da placa neural se deslocam e formam as dobras neurais, que 

eventualmente passam a compor a região dorsal do tubo neural (Figura 5) [30].  

 



 11 

Ectoderma não -neural
Margem da 
placa neural Neuroectoderma

Dobras Neurais

Placa 
Neural

Mesoderma Paraxial

Células da crista neural

Tubo Neural
Somito

Notocorda

Ectoderma não -neural

Margem da 

placa neural Neuroectoderma

Dobras Neurais

Placa 
Neural

Mesoderma Paraxial

Células da crista neural

Tubo Neural
Somito

Notocorda  

Figura 5: Neurulação e geração das células da crista neural. A margem da placa neural (verde) recebe 
sinais dos ectodermas neural (lilás), não-neural (azul) e do mesoderma paraxial (amarelo). Durante a 
neurulação a placa neural se eleva e gera o tubo neural. As células da crista neural se desprendem das dobras 
neurais ou da porção dorsal do tubo neural recém-formado, dependendo da espécie [30]. 

 

As células das dobras neurais são consideradas um estágio pré-migratório das 

células da crista neural, cuja existência depende de uma série de eventos complexos de 

sinalização, oriundos das regiões adjacentes à placa neural, do ectoderma não-neural e do 

mesoderma paraxial subjacente. A diferenciação das células da dobra neural em células da 

crista neural é induzida pela secreção de fatores como BMP (proteínas morfogenéticas 

ósseas), proteínas WNT, FGF (fatores de crescimento de fibroblastos) e noelina [1] [30].  

Durante esse estágio de transição são observados perfis de expressão gênica 

predominantes e característicos de cada fenótipo celular, como por exemplo, Foxd 3, Slug, 

Sox 9 e Sox 10 [2], marcadores moleculares das células das dobras neurais, e, Zic (1, 2, 3, 4 

e 5), Pax 3, Pax 7 e Notch 1 [3], adotados como marcadores da crista neural. As células da 

crista apresentam um enorme potencial migratório, podendo assim, colonizar diversas 
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regiões do embrião, sendo as linhagens celulares resultantes da diferenciação dessas 

populações multipotentes, determinadas pelos fatores liberados nos meios nos quais se 

estabelecem [30]. Se essas células migrarem lateralmente ao tubo neural, originarão os 

melanócitos da pele e se seguirem ventralmente, serão as precursoras dos neurônios da 

raiz dorsal, das células da glia e de neurônios periféricos. Caso estabeleçam-se na porção 

anterior do tubo neural, ou seja, na crista cardíaca, serão precursoras de fibroblastos e 

células do músculo liso, e aquelas que se instalarem na crista cefálica, originarão as 

cartilagens e os ossos do embrião [31].  

 Para originarem CS maduras, as células da crista neural precisam se associar a 

neuritos em crescimento, incorporando-se assim, aos nervos embrionários [32]. A partir 

dessa associação, as células passam por três importantes etapas de diferenciação, durante 

as quais, originam inicialmente CS precursoras, que posteriormente se transformam em 

CS imaturas, cujo destino é gerar duas populações distintas de CS maduras: as 

mielinizantes e não-mielinizantes (Figura 6). Esses eventos são rigorosamente 

dependentes de fatores de crescimento, fatores mitógenos e sinais de diferenciação 

providos pelos axônios [31]. 

 

 

1 BMP (proteínas morfogenéticas ósseas) são moléculas multifuncionais da superfamília do TGF-β que estão 
envolvidas na sinalização do início da migração das células da crista neural. As proteínas WNT  são uma família 
de moléculas de sinalização altamente conservadas e relacionadas com proteínas de Drosophila, que regula 
interações célula-célula durante a embriogênese. Os FGFs (fatores de crescimento de fibroblastos) são moléculas 
multifuncionais envolvidas no desenvolvimento embrionário, controlando proliferação, diferenciação, migração e 
sobrevivência celular. A noelina é uma glicoproteína secretada que participa da regulação do período de produção 
de células da crista neural [30].  
 
2 Foxd 3 é um gene exclusivamente expresso em células precursoras da crista neural no ectoderma de todos os 
vertebrados e acredita-se que esteja envolvido com a acessibilidade transcricional de um conjunto de genes 
responsável pela multipotência das células da crista e outras células tronco. Slug é um repressor transcricional 
com dedos de zinco que medeia a resposta às proteínas WNTs. Sox 9 e Sox 10 são fatores de transcrição expressos 
em células da crista neural pré-migratórias envolvidos na estruturação da cromatina e regulação gênica [30] 
 
3 A família Zic compreende os genes Zic 1, 2, 3, 4 e 5, que são fatores de transcrição de dedos de zinco, cuja 
expressão ocorre no ectoderma neural, provavelmente em reposta à indutores neurais, estando envolvidos com a 
regulação da proliferação e diferenciação celular. Pax 3 e Pax 7 são fatores de transcrição expressos tanto na 
crista quanto na placa neural. Notch 1 é um gene que codifica o receptor Notch, que ao interagir com um de seus 
ligantes ativa vias de sinalização e fatores de trancrição necessários para formação da crista neural [30]. 
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Figura 6: Principais estágios do desenvolvimento das células de Schwann originadas da crista neural. 
[31]. 

 
 

As moléculas responsáveis pela indução da gliogênese em vertebrados, ou seja, as 

que promovem o comprometimento das células da crista com a geração do fenótipo glial, 

ainda não foram identificadas. O fator de transcrição Sox 10, apesar de essencial para 

geração dessa linhagem, pois participa da ativação de diversos genes gliais, não é capaz de 

promover esse fenômeno individualmente. A ação dessa molécula na crista neural pode 

preservar tanto a sua capacidade de diferenciação gliogênica quanto neurogênica, através 

da restrição dos fatores inibitórios de um desses eventos [33]. É responsável também pela 

regulação da expressão de ErbB3, receptor do fator de crescimento β-neuregulina 1 [4]
, e é 

de extrema importância para diferenciação das CS, principalmente na geração do fenótipo 

mielinizante. O Sox 10 não é exclusivamente expresso pelas células migratórias da crista 

neural, estando em atividade nas células dos gânglios periféricos, inclusive em CS 

maduras e nos melanócitos em diferenciação, entretanto, encontra-se ausente em 

neurônios e em tipos celulares não neurais derivados da crista [35]. 
 

 

4 As moléculas de neuregulina 1 são uma família de mais de 15 fatores de crescimento existentes tanto na forma 
solúvel quanto na associada à membrana, e derivados de um único gene através de splicing alternativo. Dentro 
dessa família há três subgrupos: I que inclui as proteínas NDF, heregulina e ARIA; II formado pelo fator de 
crescimento glial ou GGF e III caracterizado por moléculas que possuem um terceiro domínio transmembrana e, 
portanto, não apresentam forma solúvel, como os subgrupos anteriores. Todas as formas apresentam um domínio 
EGF-like que ativam os receptores da família ErbB [34]. 
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As CS precursoras, além de responderem aos sinais extracelulares de uma maneira 

distinta da qual fazem as células migratórias da crista, já possuem um perfil fenotípico 

característico da linhagem glial, expressando genes como p0, dhh e bfabp [5], e também 

estabelecem uma íntima relação com os axônios aos quais estão associadas [39]. Essa 

relação morfológica é essencial para o desenvolvimento dessas células, e o fato de 

morrerem quando privadas desse contato, revela a importância dos sinais axonais para sua 

sobrevivência e diferenciação [40]. A β-neuregulina 1, as endotelinas e a via de 

sinalização Notch são alguns dos sinais envolvidos na regulação das alterações fenotípicas 

associadas com maturação das CS [35].  

 
A β-neuregulina 1, molécula existente tanto acoplada à membrana do axônio 

quanto na forma solúvel, interage com o complexo de receptor heterodimérico 

ErbB2/ErbB3 nas CS precursoras, ativando a via das MAPKs, promovendo assim, a 

proliferação celular, e a via PI3K/Akt, impedindo a apoptose [41]. Ao contrário, as 

endotelinas apresentam efeitos opostos aos da β-neuregulina 1, pois apesar de 

promoverem a sobrevivência das CS precursoras, retardam o processo de transição para o 

tipo celular maduro, sendo consideradas então, reguladores negativos da diferenciação 

dessas células ([41]; [40]). A via de sinalização de Notch promove a proliferação das CS 

precursoras e a sua diferenciação em CS imaturas, reduzindo a expressão de AP2α 

(proteína ativadora 2α) e aumentando a expressão de S100β e de GFAP (proteína fibrilar 

glial ácida) [6], fenótipo característico desse tipo celular [39].  

 
 

 

5 p0: gene codificante da proteína de mielina zero, a proteína mielínica mais expressa pelas CS, responsável pela 
função e estrutura adequada da mielina [36]; dhh: gene codificante da proteína Desert hedgehog (Dhh, pertencente 
à família Hegedhog de moléculas sinalizadoras, e apresenta grande homologia com o gene hegedhog encontrado 
em Drosophila que está envolvido com o padrão de formação da fase embrionária e adulta da mosca [37]; bfabp: 
gene codificante de BFABP (proteína cerebral ligante de ácidos graxos) que se ligar a moléculas hidrofóbicas, 
aumentando sua solubilidade e facilitando seu transporte [38]. 
 

6 AP2α é um fator de transcrição expresso nos estágios iniciais de desenvolvimento das CS que favorece a 
proliferação através da repressão de genes que promovem a diferenciação definitiva [30].  S100β é um 
componente da família S100 de proteínas que apresentam um sítio ligante de íons de cálcio, e agem como sensores 
transmitindo sinais dependentes de cálcio para uma proteína alvo, controlando assim sua atividade biológica [42]. 
GFAP é um filamento intermediário específico das células da glia envolvido na formação e manutenção do 
citoesqueleto, sendo expresso somente em CS imaturas e não-mielinizantes. Encontram-se altos níveis dessa 
molécula em CS que sofrem desdiferenciação após o dano neural [43]. 
 

  

 



 15 

Após essa transição, os mecanismos de controle de sobrevivência celular também 

são alterados, trocando-se a dependência parácrina dos neurônios pelo suporte autócrino, 

já que as CS imaturas são capazes de secretar fatores como IGF-2 (fator de crescimento 

semelhante à insulina – 2), NT3 (neurotrofina 3), PDGFβ (fator de crescimento derivado 

de plaqueta β), LIF (fator inibitório de leucemia) e LPA (ácido lisofosfatídico) que 

proporcionam a sua sobrevivência. Essa mudança tem uma grande relevância biológica, 

pois permite que em casos de dano nervoso, as CS sobrevivam para dar apoio trófico ao 

axônio em regeneração [31].  

A etapa final de desenvolvimento das CS é a diferenciação das populações 

mielinizantes e não-mielinizantes. O fenótipo das CS imaturas e das CS não-mielinizantes 

é relativamente similar, pelo menos, no que diz respeito a aspectos morfológicos e a 

expressão de marcadores moleculares, com exceção de GalC (gactocerebrosidase) e as 

inte-grinas α1β1 e α7β1, exclusivos do perfil não-mielinizante [35]. Além disso, as CS não-

mielinizantes envolvem múltiplos axônios de pequeno calibre, formando uma estrutura 

chamada de Renak bundle (Figura 7), e expressam também GFAP, NGFR (um receptor do 

fator de crescimento neural de baixa afinidade), NCAM (molécula de adesão celular 

neural) e GAP-43 (proteína de 43 kDa associada ao crescimento) [44]. 

O surgimento da mielina, adaptação exclusiva dos vertebrados, possibilitou o 

aparecimento de organismos de maior massa corporal sem que fosse necessário o aumento 

do diâmetro de seus axônios, além de aperfeiçoar os comportamentos de fuga e predação 

[29]. A glia mielinizante participa ativamente do funcionamento do sistema nervoso, 

regulando as propriedades elétricas e estruturais dos axônios, controlando seu calibre, 

assim como a distribuição e agrupamento dos canais iônicos presentes nos nódulos e 

paranódulos nervosos [45]. 

Para que tenha início o processo de mielinização nas CS imaturas é necessário que 

dois eventos ocorram: o chamado radial sorting, que constitui o rearranjo espacial dessas 

células, de modo que as mesmas estabeleçam uma relação final de 1:1 com os axônios do 

SNP; e a “polarização”, em que ocorre um alongamento lateral da célula, definido assim, a 

sua orientação para a membrana axonal que será mielinizada, e a face externa que irá 

secretar a lâmina basal [46].  

Os sinais determinantes da seleção dos axônios do SNP que devem ou não ser 

mielinizados ainda não foram elucidados. Sabe-se, entretanto, que o calibre do axônio é 

um importante critério e que CS acopladas a axônios de maior calibre (≥ 1 µm) adquirem a 
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capacidade de produzir mielina, enquanto aquelas que associam-se a axônios de menor 

diâmetro (< 1 µm) permanecem fenotipicamente não-mielinizantes. Entretanto, estudos 

sugerem que não é o calibre do axônio propriamente dito, que determina o perfil dessas 

células, mas sim, a quantidade de neuregulina 1 do tipo III expressa em sua superfície 

[47]. Neurônios não-mielinizados expressam pouca neuregulina 1 do tipo III na sua 

membrana, enquanto que os neurônios altamente mielinizados apresentam grandes 

concentrações dessa molécula. Baseando-se nesses dados, atualmente há um consenso de 

que existam concentrações de neuregulina na superfície dos axônios capazes de despertar 

as CS para o fenótipo mielinizante, e, portanto, níveis abaixo do valor mínimo necessário 

não induzem sinais pró-mielinizantes nessas células. Além disso, a interação dessas 

moléculas e os receptores ErbB das CS também controla a espessura da bainha de mielina 

secretada, processo que visa alcançar uma razão numérica ótima entre o diâmetro do 

cilindro do axônio e o diâmetro do axônio já mielinizado (aproximadamente 0,68), a fim 

de atingir a maior velocidade de propagação possível do impulso nervoso [48]. 

Há evidências que diversas vias de sinalização inibidoras da diferenciação celular 

para o fenótipo mielinizante, encontram-se ativadas em CS imaturas, sendo suprimidas no 

início da mielinização. A via de c-Jun-amino-terminal kinase (JNK) e de Notch 1, por 

exemplo, são inativadas quando vias pró-mielínicas que envolvem os fatores de 

transcrição Krox20/Erg2, Oct6/Scip, Sox 10 e Brn2, são acionadas [40]. O fator Sox 10 

age sobre Oct6/Scip, que juntamente com Brn2 ativam Krox20/Erg2, um potente indutor 

da expressão dos genes p0, Mbp (proteína mielínica básica), Pmp22 (proteína mielínica 

periférica 22), Cx32 (conexina-32) e Mag (glicoproteína associada a mielina) [49]. 

 A montagem da bicamada de mielina inicia-se durante o processo de transporte de 

seus componentes em direção à membrana plasmática da CS. Entre os constituintes dessa 

bicamada estão o colesterol, fosfolipídios e glicoesfingolipídios, que compreendem cerca 

de 70% da sua estrutura, a galactosilceramida e a proteína básica de mielina (MBP). A 

maioria dos componentes mielínicos é sintetizada no retículo endoplasmático das CS e 

provavelmente transportada por vesículas da rede trans do complexo de Golgi até a 

membrana, com exceção da MPB, que utiliza uma via de transporte alternativa ainda 

pouco conhecida.  

A MBP é essencial para organização estrutural da bainha de mielina, associando as 

unidades lipídicas simples montadas durante do transporte em direção à membrana 

plasmática, e garantindo sua compactação ideal. Essas camadas de mielina secretadas 
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pelas CS envolvem seus respectivos axônios em um arranjo espiral e segmentado ao longo 

da fibra nervosa, formando assim uma bainha isolante descontínua (Figura 7) [46]. Entre 

os segmentos de mielina, localizam-se os nódulos de Ranvier, região onde há uma alta 

densidade de canais de sódio voltagem-dependentes que produzem potenciais conduzidos 

pelo modo saltatório ao longo do axônio por entre os nódulos [50]. 

As CS mielinizantes e não-mielinizantes diferem também em suas funções, sendo 

as células do perfil mielinizante melhor compreendidas. Esse fenótipo em particular, 

possibilita o modo de condução nervosa saltatório através da bainha de mielina, além de 

contribuir para estrutura e regular a formação dos nódulos de Ranvier. Já as células não-

mielinizantes são essenciais para manutenção e funcionamento dos axônios aos quais 

estão associadas, e estão envolvidas nos mecanismos de nocicepção na fase adulta [51]. 

Ambos os fenótipos de CS apresentam considerável plasticidade, podendo sofrer um 

processo de desdiferenciação caso a interação com o axônio seja interrompida, regredindo 

assim, para seu estágio imaturo. O restabelecimento desse contato proporciona o retorno 

dessa célula a um de seus perfis maduros, o que depende dos sinais fornecidos pelos 

axônios aos quais estão associadas [41]. 
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Figura 7: Etapas de diferenciação das células de Schwann em associação com os axônios. (1) CS 
precursoras proliferam ao longo do axônio. (2) As CS imaturas têm dois destinos: ou se associam a diversos 
axônios de menor calibre (Renak bundle) (3) ou envolvem axônios de maior diâmetro e se diferenciam em 
CS mielinizantes (5). Esses eventos são controlados pela interação da neuregulina 1 do tipo III, presente na 
superfície do axônio (5), com os receptores ErbB localizados nas CS [34]. 
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1.2.2) M. leprae e células de Schwann 

 

O ML apresenta um tropismo pelos nervos periféricos, que são formados por 

unidades de CS-axônio completamente envolvidas pela lamina basal, uma característica 

anatômica que exige que os mecanismos de invasão utilizados por essa bactéria sejam 

diferentes daqueles adotados, por exemplo, na infecção de macrófagos [52].  

A adesão do ML às CS é mediada pela interação do PGL-1 e algumas adesinas da 

micobactéria, como a LBP21, com a cadeia α2 da laminina-2, que compõe a lâmina basal 

das CS (Figura 8). Com o auxílio do receptor α-distroglicano, um tipo de receptor de 

laminina-2 presente na membrana da célula que pode se ligar ao ML, essas moléculas 

permitem a infecção das CS pela micobactéria [53]. A cadeia α2 da laminina apresenta 

uma distribuição muito restrita, sendo encontrada apenas nas lâminas basais de CS, 

músculo estriado e placenta, fato que pode justificar o tropismo dessa bactéria pelo SNP 

[52]. 

Como as CS não são fagócitos profissionais, elas apresentam dificuldade de 

destruir o ML, que por permanecer no meio intracelular consegue escapar da ação do 

sistema imune do hospedeiro e se proteger contra agentes terapêuticos, garantindo sua 

sobrevivência e replicação [54]. Apesar dessa micobactéria não apresentar mecanismos de 

locomoção, esta pode se mover através do endotélio e tecidos conjuntivos para alcançar as 

CS, sendo possível que seu transporte para o SNP seja realizado via macrófagos infectados 

ou capilares intraneurais [54].  

O ML pode infectar tanto CS mielinizantes como não-mielinizantes, tendo 

preferência pelas últimas, que parecem ser mais susceptíveis a esse tipo de parasitismo. 

Essas células, além de serem os principais alvos de infecção desse patógeno, também 

podem ser as responsáveis pela sua contínua liberação na circulação, e, portanto, pela sua 

disseminação para outras partes do organismo ([54]; [50]). 

Estudos demonstraram que, na ausência de células imunes, o simples contato entre 

o ML e as unidades de CS mielinizantes /axônios, é suficiente para induzir a ruptura da 

bainha de mielina, sem causar apoptose na neuroglia nem nos neurônios. Apesar da 

manifestação dos sintomas da hanseníase ser dependente das respostas imunológicas do 

hospedeiro contra a micobactéria, essa desmielinização inicial causada pela bactéria 
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poderia acarretar um desequilíbrio na homeostasia do microambiente neural, desregulando 

algumas vias de sinalização importantes para manutenção da integridade da bainha, e 

levando assim, ao desenvolvimento de um rápido processo de desmielinização. Esse efeito 

pode ser provocado pelo contato celular tanto com bactérias viáveis como bactérias 

mortas, e até mesmo com as moléculas de PGL-1 [50].  
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Figura 8: Esquema dos possíveis efeitos da infecção das células de Schwann pelo M. leprae. (a) CS não-
mielinizantes e (b) mielinizantes podem ser infectadas pelo ML. Entretanto, nas CS não-mielinizantes, a 
bactéria multiplica-se e é liberada no meio, podendo infectar outras células. O ML pode aumentar o número 
de CS não-mielinizantes, seu nicho preferido, através da indução proliferação das mesmas, ou pelo processo 
de desmielinização [50]. 
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1.2.3) Papel das células de Schwann na lesão neural da hanseníase 

 

 Como discutido anteriormente, o acometimento neural é um dos marcos da 

hanseníase e a principal causa de morbidade entre os indivíduos afetados [55]. Entre os 

mecanismos envolvidos na lesão dos nervos periféricos, podemos destacar a possível 

interferência bioquímica do ML com o metabolismo celular do hospedeiro, o dano 

mecânico provocado pelo influxo de células e fluido e a ação imunológica. Esse quadro 

desenvolve-se particularmente durante as reações do tipo 1, onde são registradas, elevada 

participação da imunidade celular e uma hipersensibilidade mediada por linfócitos T 

contra os antígenos do ML, cenários dos quais as CS podem participar ativamente [56].  

 Spierings e colaboradores (2000) demonstraram que CS humanas são capazes de 

endocitar, processar e apresentar antígenos micobacterianos para linfócitos T CD4+ via 

MHC de classe II, além de expressar outras moléculas envolvidas na apresentação de 

antígenos como MHC de classe I, ICAM-1 (molécula de adesão intracelular 1) e CD80 

[56]. Essas células, portanto, podem agir como apresentadoras de antígenos não 

profissionais, tornando-se, assim, alvos dos linfócitos T citotóxicos. Recentemente, Hao e 

colaboradores (2009) demontraram que a expressão de TLR4, uma molécula do sistema 

imune inato que reconhece padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), é tanto 

constitutiva como induzível em CS, o que aumenta a sua capacidade de interagir com 

endotoxinas bacterianas [57]. Esse tipo celular também expressa o receptor TLR2, cuja 

ativação por uma lipoproteína de 19 kDa do ML promove apoptose celular, o que pode 

colaborar para injúria tecidual [55]. 

 Além disso, as CS sofrem a ação de mediadores secretados pelas células 

inflamatórias presentes na lesão, que podem não apenas causar efeitos deletérios para 

unidade CS-axônio, mas também determinar o perfil da contribuição desse tipo celular 

para o dano neurológico. Foi descrito que as citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-1β são capazes 

de induzir e aumentar a expressão de I-CAM 1 na superfície das CS, que além de 

contribuir para a função de apresentação de antígenos próprios e não-próprios aos 

linfócitos T CD4+, permite a ação citotóxica mediada pelos linfócitos T CD8+ nesse tipo 

celular. Outro possível efeito dessas moléculas seria a produção de óxido nítrico (NO), 

composto potencialmente tóxico para os axônios e CS, por meio da indução da enzima NO 
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sintase [58]. Em CS de ratos, a combinação das citocinas TNF- α e TGF-β provoca a 

dissociação da unidade axonal e a lise dessas células [59]. 

 As CS também têm a capacidade de produzir e secretar uma variedade de citocinas, 

o que reforça o seu potencial de modular a resposta imunológica, tanto sob condições 

patológicas quanto normais. Estudos já detectaram a liberação de IL-1β, IL-6, TNF-α, 

TGF-β e IL-8 por essas células in vitro e algumas dessas moléculas também in vivo, assim 

como de outros mediadores pró-inflamatórios como a prostaglandina E2, o tromboxano 

A2, o leucotrieno C4 e NO ([60]; [61]). A secreção de MCP-1 (proteína quimiotática de 

monócitos-1) acoplada à síntese de IL-8, após a infecção das CS, evidencia uma das 

possíveis contribuições dessas células para o recrutamento celular e para eventos iniciais 

que podem levar ao agravamento do dano neural [60]. Hao e colaboradores (2009) 

sugerem que essas células são a primeira linha de defesa contra a presença de endotoxinas 

nos nervos mielinizados, produzindo imediatamente mediadores inflamatórios, e 

contribuindo, portanto, para a disfunção axonal seguida de infecções bacterianas [57]. 

 Apesar das CS colaborarem indiretamente com a injúria nervosa, essas células são 

essenciais para o processo de regeneração do nervo periférico, através da sua influência 

neurotrófica e neurotrópica [62]. O dano neural é seguido de um fenômeno denominado 

“degeneração Walleriana”, que consiste em uma série de respostas celulares direcionadas 

para a remoção e reciclagem de fragmentos oriundos da destruição celular, gerando assim, 

um ambiente permissivo para o início da regeneração axonal. Os macrófagos são 

recrutados para o local comprometido, e juntamente com as CS promovem a retirada dos 

debris celulares e, desta forma, enquanto a porção distal do axônio sofre degeneração, a 

região proximal inicia a sua recuperação [63].  

O reparo do nervo afetado compreende basicamente dois fenômenos: a proliferação 

das CS dissociadas do axônio e a remielinização, eventos que são regulados, 

principalmente, por proteínas de matriz extracelular, fatores neurotróficos e hormônios 

([58]; [63]). A degeneração nervosa ocasiona a perda de contato entre as CS e o axônio 

comprometido, o que leva essas células a iniciarem o processo de desdiferenciação, que só 

é revertido após o restabelecimento de um novo contato axonal. A laminina e seus 

receptores, integrina β1 e distroglicano, têm uma importante participação na regulação da 

sobrevivência e proliferação das CS, assim como, na sua organização espacial ao longo 

dos axônios durante a reconstrução nervosa [63]. 
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Entre os fatores neurotróficos envolvidos na reconstrução do nervo, temos a 

família da neurotrofinas (NGF, BDNF, NT-3 e NT4/5), o FGF-2 (fator de crescimento de 

fibroblastos 2), o GDNF (fator neurotrófico derivado da glia), a neuregulina-1 e o TGF- β 

que, de um modo geral, contribuem para sobrevivência e proliferação das CS, manutenção 

e organização estrutural dos neurônios e para remielinização [63]. 

O papel da neuregulina-1 no desenvolvimento de CS parece ser distinto daquele 

que exerce na regeneração nervosa, não sendo nesse caso essencial para a proliferação das 

CS e apresentando uma participação reduzida nos eventos de remielinização. Já o TGF- β, 

que durante o desenvolvimento atua no controle da densidade populacional e na inibição 

da mielinização das CS, age aumentando o tropismo das mesmas por axônios em 

crescimento após o dano neural [63]. 

  

1.2.4) A linhagem ST88-14 

 

 A maioria dos tumores que ocorre no SNP é derivada das CS ou de seus 

precursores. Estes neoplasmas incluem neurofibromas, schwannomas e tumores malignos 

da bainha nervosa periférica [64].  

 A estrutura normal dos nervos periféricos compreende fascículos unidos por tecido 

conjuntivo. Cada fascículo, a unidade básica do nervo, é formado por grandes axônios 

envoltos por CS mielinizantes, Renak bundles, fibroblastos endoneurais e mastócitos 

envoltos em matriz extracelular, que juntos são encapsulados por células perineurais. Nos 

neurofibromas, a estrutura dos fascículos é completamente desorganizada, com elevado 

numero de fibroblastos e de CS, sendo a maioria encontrada dissociada de seus axônios, 

alta deposição de colágeno, degeneração axonal e ruptura do perineuro (Figura 9) [65].  
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Figura 9: Estrutura normal do nervo periférico e dos neurofibromas. Diagrama mostrando a seção 
transversal de (a) um fascículo nervoso normal e (b) a estrutura aberrante dos fascículos em neurofibromas 
[65]. 

 

 A ST88-14 é uma linhagem de SC que está entre os schwannomas imortalizados 

por Yan e colaboradores (1995), e foi isolada de um paciente com neurofibromatose-1, 

uma desordem genética causada pela inativação de uma das cópias do gene Nf1, fato que 

predispõe o indivíduo a desenvolver neurofibromas ([65]; [66]; [67]). O gene Nf1 codifica 

a proteína supressora de tumor neurofibromina, capaz de inativar a proteína Ras, 

convertendo seu GTP em GDP, e, portanto, inibindo essa via de sinalização celular [65]. 

 A linhagem ST88-14 apresenta altos níveis de Ras-GTP (forma ativa), 

provavelmente, devido à produção de baixos níveis de neurofibromina, e expressa grandes 

taxas de algumas variantes de CD44, molécula associada à invasão de células tumorais e 

metástase [68]. 

 Essas células têm sido adotadas por alguns grupos como modelo para o estudo da 

interação entre ML e CS. Foi demonstrado que o ML é capaz de invadir essas células 

através de uma proteína específica de 21 kDa ligante da laminina (LBP21), e que 

lipoproteínas dessa micobactéria são capazes de ativar receptores Toll-like 2 presentes 

nessa linhagem, podendo levar à apoptose e secreção de citocinas por parte dessas células. 

As ST88-14 também apresentam um receptor de manose na sua superfície que facilita a 
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entrada do ML. De um modo geral, o fenótipo dessas células se assemelha ao das CS não-

mielinizantes, o que faz dessa linhagem um modelo ideal para o estudo da interação 

ML/CS [67]. 
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1.3) FATOR DE NECROSE TUMORAL – α (TNF- α) 
 

1.3.1) A superfamília do TNF 

 

 A superfamília do TNF engloba atualmente 19 ligantes que promovem seus efeitos 

biológicos através da interação com receptores específicos pertencentes à superfamília de 

receptores de TNF [69]. A maioria dos membros da superfamília do TNF, com exceção da 

LT-α (linfotoxina α), são proteínas transmembrânicas do tipo II que compartilham um 

domínio homólogo de TNF (THD) na região C-terminal, cujo arranjo espacial resulta no 

formato trimérico característico dessas moléculas ([70]; [69]). Muitos representantes dessa 

superfamília podem ser expressos na forma transmembrânica ou clivados 

proteoliticamente da membrana celular por proteases específicas, entretanto, a maioria age 

principalmente quando associada à membrana e requer contato célula-célula para induzir 

seus efeitos, o que sugere que em condições normais esses fatores têm ação local ([70]; 

[71]). 

Tanto as formas secretadas da superfamília do TNF quanto às transmembrânicas 

são capazes de interagir com um ou mais integrantes da superfamília dos receptores de 

TNF, e cada tipo de associação ligante-receptor corresponde a um sistema de sinalização 

específico, já sendo conhecidos atualmente mais de 40 vias (Figura 10) [69]. A 

superfamília de receptores de TNF é constituída por 30 proteínas transmembrânicas do 

tipo I com domínios homólogos ricos em repetições de cisteína na porção extracelular, 

através do qual interagem com o THD dos seus ligantes [72]. Entre os receptores dessa 

família, há um grupo que apresenta o domínio de morte (DD) na porção citoplasmática, 

uma região de aproximadamente 80 aminoácidos envolvida na indução de apoptose celular 

[71].  

Ao contrário de seus receptores, que são expressos por uma variedade de tipos 

celulares, a maioria das moléculas da superfamília de TNF é expressa apenas por células 

do sistema imune como linfócitos B, linfócitos T, células Natural killer (NK), monócitos e 

células dendríticas. A associação ligante-receptor entre esses dois grupos pode levar a 

apoptose, sobrevivência, diferenciação ou proliferação celular, através da ativação de vias 

de sinalização que podem envolver NF-κB, Jun kinase amino-terminal (JNK), as kinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) p42/p44 e p38 [71]. 
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Figura 10: A superfamília de TNF. Descrição dos ligantes da família do TNF. As setas indicam interações 
com receptores conhecidos. O ectodomínio dos receptores é mostrado em azul com o número aproximado de 
domínios ricos em cisteína. Aqueles receptores com caudas citoplasmáticas que contêm um domínio de 
morte são identificados com um cilindro amarelo. Os outros receptores se ligam a moléculas adaptadoras 
TRAF [69]. 
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1.3.2) Biologia do TNF- α e seus receptores 
 
   

O TNF-α foi identificado em 1975 como uma endotoxina sintetizada sob ativação 

do sistema imune e capaz de exercer uma citotoxidade significativa em diversas linhagens 

tumorais, promovendo necrose tumoral em muitos modelos animais [73]. Desde então, 

tem sido observado o intenso envolvimento dessa citocina em diversas condições 

patofisiológicas, através de seus efeitos no crescimento, na diferenciação e na morte de 

vários tipos celulares, sendo considerada, portanto, uma das principais moléculas 

reguladoras da inflamação e de respostas imunes [74]. Apesar de ser produzido por 

diversos tipos celulares, a principal fonte do TNF-α in vivo são os macrófagos e os 

monócitos submetidos a estímulos inflamatórios, infecciosos ou acionados por injúria 

tecidual, que ao liberarem essa citocina, deflagram um largo espectro de ações biológicas, 

cuja natureza depende do tipo e do estágio de desenvolvimento da célula alvo [75]. 

O TNF-α é codificado dentro do locus do MHC e sintetizado inicialmente como 

moléculas transmembrânicas do tipo II de 26 kDa arranjadas em complexos 

homotriméricos estáveis na superfície celular. A porção extracelular desses complexos 

pode ser clivada proteoliticamente pela enzima TACE (Enzima Conversora de TNF-α), e 

liberada como um arranjo protéico solúvel constituído de três unidades de 17 kDa 

associadas (Figura 11) [76]. Ambas as formas dessa citocina são biologicamente ativas e 

podem apresentar perfis de ação e efeitos celulares distintos [77]. 

As ações mediadas pelo TNF-α são promovidas através da sua ligação com os 

receptores TNF-R1 (CD120a, p55/60) e TNF-R2 (CD120b, p75/80) que transmitem a 

informação extracelular para célula alvo através da ativação de vias de sinalização 

distintas ou até mesmo sobrepostas [78]. Ambas as moléculas são glicoproteínas 

transmembrânicas simples que compartilham cerca de 28% de identidade, principalmente 

entre os domínios extracelulares, que podem ser clivados proteolíticamente e liberados no 

meio como fragmentos potencialmente neutralizantes de seus respectivos ligantes (Figura 

11) [79].  
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Figura 11: Representação das formas biologicamente ativas do TNF-α. Interação entre o TNF-α de 
membrana e solúvel com seus receptores (TNF-R1 e TNF-R2). As setas vermelhas destacam os sítios de 
clivagem onde a TACE atua [80].  

 

 A ativação inicial desses receptores envolve regiões conhecidas como PLAD 

(domínio de associação prévia ao ligante) localizadas na porção distal extracelular de suas 

cadeias simples. Na ausência do ligante, os PLADs interagem entre si e formam 

complexos triméricos de receptores ao longo da superfície celular, que permanecem assim, 

em estado silencioso e, por conseguinte, menos susceptíveis a auto-ativação espontânea. A 

ligação do TNF-α promove uma série de mudanças conformacionais nesses conjuntos, 

tornando-os competentes para recrutar moléculas citoplasmáticas ou induzindo a formação 

de associações mais complexas a fim de alcançar uma transmissão de sinal eficiente 

(Figura 12) [76]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Complexos de receptores associados pelos PLADs: A interação mais estável com o ligante 
desfaz a estrutura silenciosa mantida pelos PLADs, dando início a ativação do complexo de receptores [81].  
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 O TNF-α promove a maioria das suas ações biológicas através da ativação do 

TNF-R1, cuja porção intracelular C-terminal apresenta um domínio de morte (DD) capaz 

de ancorar outras moléculas acessórias e levar a ativação de vias apoptóticas na célula-

alvo [79]. Esse receptor é expresso na maioria dos tecidos, sendo encontrado em diversos 

tipos celulares e pode ser ativado tanto pelo TNF-α solúvel quanto pela forma de 

membrana, com os quais estabelece uma ligação de alta afinidade, seguida da 

internalização do complexo TNF/TNF-R1 ([82]; [77]; [76]).   

O TNF-R2 é ativado apenas pela ligação com o TNF-α de membrana, que devido a 

reduzida estabilidade dessa interação, pode dissociar-se da molécula receptora e ativar o 

TNF-R1 da mesma célula, fenômeno conhecido como “passagem de ligante” e exclusivo 

de certos tipos celulares [77]. Após sua ativação, esse receptor é rapidamente clivado da 

superfície celular e liberado no meio, podendo assim, agir como uma molécula 

neutralizante [78] A expressão do TNF-R2 é induzível e sua distribuição tecidual é 

restrita, sendo característica de células do sistema imune [76]. Ao contrário do TNF-R1, 

esse receptor não possui um DD na sua cauda citoplasmática e parece estar principalmente 

envolvido na indução de vias de proliferação e sobrevivência celular, apesar de também 

poder ativar vias apoptóticas, independentemente ou em cooperação com TNF-R1 [79]. 

 

1.3.3) Sinalização Celular 

 

 Como mencionado anteriormente, as moléculas não ativadas de TNFRs dispõem-se 

em trímeros associados através de PLADs ao longo da superfície celular, o que os mantêm 

em estado silencioso. Quando dispostos nesses complexos, as porções citosólicas das 

cadeias de TNF-R1 apresentam seus domínios de morte acoplados aos SODD 

(silenciadores do domínio de morte), que bloqueiam fisicamente esses sítios e contribuem 

para não-atividade do receptor [73]. A ligação do TNF-α promove mudanças 

conformacionais nos complexos de TNF-R1 que induzem a dissociação dos SODD e, por 

conseguinte, a exposição dos DDs, que podem então, recrutar as moléculas TRADD 

(proteína do domínio de morte associado ao receptor de TNF) [79].  

 TRADD inicia a sinalização associando-se a RIP-1 (proteína de interação com 

receptor-1) e a TRAF-2 (fator associado ao receptor de TNF – 2), formando o complexo I 
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que se destaca do TNF-R1 após a internalização do receptor [73]. Antes de se separar do 

receptor, essa estrutura mobiliza a via de NF-κB, através da ativação de IκB kinase (IKK), 

um complexo formado de duas subunidades catalíticas (IKK-α e/ou IKK-β) e uma 

regulatória (IKK-γ) que leva à fosforilação de IκB-α, o que pode servir de sinal para a 

posterior ubiquitinação e degradação dessa proteína. Esse evento libera o NF-κB, retido no 

citoplasma pela associação com IκB-α, permitindo sua migraηγo para o nϊcleo, onde 

poderα regular a transcriηγo de diversos genes relacionados ΰ sobrevivκncia celular, 

como, por exemplo, as proteνnas antiapoptσticas bcl-xL, c-FLIP e XIAP (Figura 13) [83].  

 Apσs a dissociaηγo do TNF-R1, o complexo I (TRADD/TRAF-2/RIP-1) recruta as 

molιculas FADD (proteνna com domνnio de morte associado a Fas) e a procaspase-8, 

formando entγo, o chamado complexo II, que por sua vez, ativa a procaspase-8, 

convertendo-a em caspase-8 [83]. A atividade do complexo II pode ser inibida pelo 

regulador negativo c-FLIP, cuja transcriηγo ι induzida pelo NF-κB, sugerindo que, na 

sinalização do TNF-R1, a via apoptótica só predomina sobre a via pró-inflamatória e de 

sobrevivência celular quando o complexo I falha em ativar NF-κB (Figura 13) [84]. 

Quando funcional, o complexo II ativa caspase-3 que cliva diversas proteínas 

citoplasmáticas responsáveis pelas alterações morfológicas e bioquímicas características 

do processo apoptótico. Em alguns casos, a caspase-8 do complexo II pode clivar BID, 

uma molécula capaz de ativar a via apoptótica intrínseca, que envolve processos como a 

liberação do citocromo-c e a formação do apoptossoma, podendo assim, amplificar a 

cascata apoptótica já iniciada pelo TNF-R1. Entretanto, em células classificadas com do 

tipo II, a apoptose só pode ser induzida através da via intrínseca e a ativação do TNF-R1 

leva à clivagem direta de BID [85]. 

 Como mencionado anteriormente, o TNF-R2 não possui DD na sua cauda 

citoplasmática e, portanto, assim que é ativado recruta TRAF-2 diretamente. TRAF-2, por 

sua vez, se associa a TRAF-1, formando um complexo heterodimérico capaz de ativar a 

via de NF-κB [73]. As moléculas c-IAP-1 e c-IAP-2 juntam-se a esse complexo pós a 

indução de sua transcrição por NF-κB, e atuam bloqueando a atividade da caspase-8 e 

inibindo a apoptose celular (Figura 13) [79].  

 A sinalização mediada por TNF-R2 também ativa vias pró-apoptóticas através da 

cooperação com TNF-R1 pelo fenômeno de “passagem de ligante”, onde a ativação inicial 

de TNF-R2 leva a depleção de TRAF-2 do citoplasma, indisponibilizando essa molécula 
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para a montagem do complexo I do TNF-R1, e, portanto, comprometendo a posterior 

indução das vias de NF-κB e JNK por esse receptor [86]. A via utilizada pelo TNF-R2 

para induzir apoptose de maneira independente de TNF-R1 ainda não foi elucidada, 

entretanto, sabe-se que é necessário recrutamento de RIP-1 por esse receptor [79]. 

 A utilização de diferentes vias de sinalização pelo TNF-R1 e TNF-R2 é consistente 

com a capacidade de cada receptor de poder induzir respostas biológicas distintas, onde a 

ativação do TNF-R1 é suficiente para induzir os efeitos citotóxicos e pró-inflamatórios do 

TNF-α, e a ação de TNF-R2, além de cooperar com o receptor 1, também pode promover 

a ativação, proliferação e migração celular [73]. 

 

1.3.3.1) Proteínas kinases ativadas por mitógenos (MAPKs) 

 

 A superfamília das MAPKs engloba uma ampla rede de moléculas reguladoras de 

uma variedade de processos fisiológicos, como o crescimento celular, a diferenciação, a 

migração, a apoptose, entre outros, e é formada por pelo menos 3 subfamílias: as ERKs 

(kinases reguladas por sinais extracelulares), p38 e as JNKs (Jun amino-terminal kinase) 

[87]. Cada um desses grupos é composto por três espécies de kinases evolutivamente 

conservadas que atuam em seqüência nas cascatas de sinalização. São elas, as MAPK 

kinase kinases (MAPKKK) que ativam as MAPK kinases (MAPKK), que por sua vez, 

agem sobre as MAPK, cujo efeito biológico depende das moléculas com as quais irão 

interagir a partir desse evento [88]. Esse arcabouço de ativações sucessivas além de 

promover a amplificação do sinal, também aumenta em número os possíveis pontos 

regulatórios da via, permitindo o controle da cinética, da amplitude e da duração de sua 

atividade [89]. 

 A subfamília ERK é extensamente estudada e compreende as isoformas ERK 1 

(p44) e ERK 2 (p42) que apresentam em sua estrutura a seqüência de aminoácidos 

treonina-glutamina-tirosina inserida em seus domínios kinases [87]. Essas proteínas 

possuem cerca de 83% de identidade entre si e são expressas em praticamente todos os 

tecidos. Tipicamente elas são ativadas por receptores acoplados á proteína G ou á tirosina 

kinase, que convertem a proteína Ras em sua forma ativa, convertendo seu GDP em GTP 

por intermédio da molécula SOS (“son of sevenless”). Ras atua, então, como um 
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adaptador que se liga com alta afinidade a MAPKKK Raf -1, translocando-a para 

membrana plasmática, aonde irá fosforilar e ativar as MAPKKs MEK (MAP/ERK kinase) 

1 e 2 [89]. MEK 1/2 são responsáveis pela total ativação das ERK 1/2, que migram para 

diferentes compartimentos celulares, inclusive para o núcleo, e fosforilam inúmeros 

substratos. Essas moléculas são descritas como reguladores essenciais da proliferação 

celular, estando também envolvidas na migração e na proteção celular contra o estresse 

oxidativo [88]. Há trabalhos que descrevem a habilidade do TNF-α de ativar Ras em 

diversas linhagens celulares, sendo, portanto, capaz de mediar seus efeitos biológicos 

através da ativação da via de ERK [90]. 

 A subfamília das MAPKs p38 compreende as isoformas α, β, γ, e δ da proteína 

p38, que estão envolvidas em respostas celulares ao estresse, como a hiperosmolaridade, 

irradiação ultra-violeta e inibição da síntese de proteínas, tendo participação também na 

sinalização de citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-1β [91]. A p38 compartilha cerca 

de 50% de identidade com as proteínas ERK, mas ao contrário destas, não responde 

eficientemente a estímulos mitogênicos. É ativada pelas MAPKKs MEK 3 e MEK 6, que, 

por sua vez, podem ser ativadas por uma amplo espectro de MAPKKKs. A p38 pode ser 

encontrada tanto no núcleo quanto no citoplasma das células, mas sua localização após a 

ativação ainda não é bem compreendida, havendo evidências de sua localização em ambos 

os comparimentos. As isoformas de p38 estão envolvidas em mecanismos de apoptose, 

diferenciação, sobrevivência, proliferação, desenvolvimento, inflamação e respostas ao 

estresse ambiental [92]. 
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Figura 13: Vias de sinalização moduladas por TNF-R1 e TNF-R2.  As linhas pontilhadas vermelhas 
indicam as moléculas recrutadas pelo complexo I do TNF-R1. As linhas pontilhadas azuis indicam as 
moléculas recrutadas pelo complexo II do TNF-R1. O sinal (—) indica inibição de outra via de sinalização 
celular [78].  
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1.3.4) TNF- α e a lesão neural da hanseníase 

 

 Diversas evidências fornecidas por estudos in vivo e in vitro apontam para o 

envolvimento do TNF-α na imunopatogênese de doenças inflamatórias desmielinizantes 

do SNC e SNP [93]. Níveis elevados dessa citocina são observados em desordens 

neurodegenerativas, como a síndrome de Alzheimer, de Parkinson e esclerose múltipla, 

assim como, em lesões provocadas por trauma cerebral e dano isquêmico [94]. Já foi 

demontrada a interferência prejudicial do TNF-α na velocidade de transdução nervosa e 

sua participação na destruição de nervos periféricos, observados na patologia de neurites, 

como por exemplo, a sindrome de Guillain-Barré, que se estabelecem após infecções 

microbianas [57]. De fato, a produção inapropriada ou ativação sustentada dessa molécula 

pode provocar extensa injúria tecidual, através de ações como recrutamento constante de 

macrófagos ativados e indução da liberação de mediadores inflamatórios no sítio 

lesionado.  

Atualmente inúmeros dados evidenciam o extenso envolvimento do TNF-α no 

contexto imunológico e patológico da hanseníase. Níveis elevados dessa citocina são 

observados na derme e na epiderme de pacientes, assim como no soro durante os episódios 

reacionais ([95]; [96]). Além disso, foram identificadas altas concentrações de RNA 

mensageiro de TNF-α em biópsias de nervo de pacientes em reação reversa e de pacientes 

com a forma neural pura [97], o que sugere que esta molécula apresenta uma forte 

contribuição para o dano neurológico característico dessa doença.  

 Como mencionado anteriormente, a lesão neural da hanseníase é acompanhada de 

uma resposta inflamatória orquestrada pelas CS associadas aos axônios, e que por 

expressarem constitutivamente ambos os receptores de TNF-α, representam alvos em 

potencial dessa citocina. Apenas recentemente foi demonstrado que as CS são capazes de 

secretar TNF-α, o que significa que essas células, além de serem moduladas por essa 

molécula, também podem sustentar a sua produção no nervo periférico [98]. 

 Na lesão neural, a ativação das CS provoca um rápido aumento dos níveis de TNF-

α no endoneuro, que por sua vez, intensifica o influxo de macrófagos ativados para região, 

deflagrando assim, a secreção de uma complexa rede de citocinas envolvidas no processo 

de degeneração Walleriana e dor neuropática ([99]; [100]). Além de contribuir para 

desmielinização e degeneração axonal, a produção sustentada do TNF-α atua promovendo 

o aumento da permeabilidade da barreira hemato-nervosa, a migração de outras células 
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imunes para o sítio da lesão e a liberação de mediadores inflamatórios como óxido nítrico, 

IL-1β, IL-6 e metaloproteinases (MMPs), podendo também induzir sua própria secreção 

(em uma alça de retroalimentação positiva), potencializando assim, o dano neurológico 

([101]; [102]; [103]; [104])  

Entretanto, apesar da sua intensa neurotoxicidade, o TNF-α pode atuar promovendo 

efeitos neuroprotetores, ou seja, aqueles resultantes da ativação da via de NF-κB, que 

visam controlar a extensão da injúria e a recuperação da região acometida. Na maioria dos 

modelos estudados, cuja grande parte engloba desordens inflamatórias do SNC, os efeitos 

citotóxicos dessa citocina são atribuídos à ativação do TNF-R1, enquanto que a ação via 

TNF-R2 parece estar envolvida em processos de proteção e regeneração tecidual ([105]; 

[106]; [76]; [107]). George e colaboradores (2005) observaram uma brusca elevação dos 

níveis de TNF-R2 em nervos lesionados de camundongos durante o processo de 

degeneração Walleriana, capaz de persistir por um longo período de tempo, sugerindo a 

possível participação desse receptor na regeneração da injúria nervosa [99]. 
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22..  JJUUSSTTIIFFIICCAATTIIVVAA  
 

  

A invasão das CS pelo ML resulta em dano celular, desmielinização e degeneração 

axonal, que correspondem a uma série de eventos que levam, freqüentemente, às 

deformidades características da hanseníase. No entanto, os eventos moleculares e celulares 

que perfazem esta interação e as diferentes formas clínicas da doença ainda não foram 

esclarecidos. Apesar do contato inicial entre o bacilo e a CS ter sido descrito como 

suficiente para a indução de desmielinização sem promover apoptose ou qualquer outro 

tipo de morte celular nessas células ou nos neurônios associados, também é aceito que a 

resposta imune inflamatória desencadeada pela presença da micobactéria ou de seus 

antígenos contribui para destruição da bainha de mielina e do nervo ([50]; [60]). Uma vez 

que dados anteriores de nosso grupo demonstraram que o ML aumenta a expressão gênica 

de TNF-α [108], esse estudo justifica-se pela necessidade de avaliarmos o papel dessa 

molécula na ativação das células de Schwann frente ao estímulo do ML, de modo a 

elucidar seu papel nas fases iniciais do dano nervoso. A análise da modulação da 

expressão e função do TNF-α em células de Schwann estimuladas com ML pode 

esclarecer o quadro inflamatório resultante do longo período de ativação dessas células 

observado no extenso dano neurológico da hanseníase, nas doenças neurodegenerativas e 

nos estágios crônicos de desmielinização inflamatória. 
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33..  OOBBJJEETTIIVVOOSS 

 

Objetivo geral: 

 

 Avaliar o envolvimento do TNF-α na ativação de CS da linhagem ST88-14 na 

presença do ML. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Avaliar o efeito do ML na produção e secreção do TNF-α em CS da linhagem 

humana ST88-14; 

 

2. Avaliar o efeito do TNF-α na indução da sua própria síntese e secreção em CS 

humanas da linhagem humana ST88-14; 

 

3. Avaliar o efeito conjunto do ML e do TNF-α na produção e secreção dessa citocina 

em CS humanas da linhagem humana ST88-14;  

 

4. Analisar o efeito do ML e do TNF-α, individualmente ou em associação, no perfil 

de secreção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10 em CS da linhagem ST88-14; 

 

5. Avaliar o envolvimento das proteínas ERK 1/2 e p38 nas vias de sinalização 

ativadas pelo TNF-α e ML, individualmente ou em associação, em CS da linhagem 

ST88-14. 
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44..  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
 

 

4.1. Cultura de células de Schwann da linhagem humana ST88-14 

 

 A linhagem celular humana ST88-14 foi isolada de um tumor maligno da bainha 

de mielina do nervo periférico, obtida de um paciente diagnosticado com 

neurofibromatose tipo 1 (NF-1) [109], gentilmente doada pelo Dr J.A. Flechter (Dana 

Farber Câncer Institute, Boston, Massachussetts, USA). 

As células foram mantidas em meio RPMI (Sigma, MO, USA) suplementado com 

100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 2 Mm de L-glutamina e 15% de 

soro fetal bovino (Hyclone, London, UK) em garrafas de cultura para tecido (Falcon) e 

incubadas a 37ºC, em atmosfera úmida com 5% de CO2. Como esse tipo celular é aderente 

em cultura, as células foram soltas com Tripsina/EDTA (ácido etilenodiamino tetra-

acético) 0,25%/1mM por aproximadamente 1 minuto e suspensas em meio de cultura 

suplementado.  

Nos experimentos de extração de RNA ou obtenção de extratos celulares para 

análise por western blotting e ELISA (ensaio imunoenzimático) foram plaqueadas 5 x105 

células/poço em placas de 6 poços. Para a realização da técnica de imunofluorescência, 7 x 

104 células/poço foram cultivadas em placas de 24 poços sobre lamínulas de vidros 

esterilizadas e previamente tratadas com solução de silane 4% (aminopropytietroxsylane) 

(Sigma, USA) em etanol absoluto, por 4 minutos, submetidas então, a 2 lavagens em 

etanol absoluto e duas lavagens com água destilada estéril de 2 minutos cada. 

Posteriormente, as lamínulas foram acondicionadas em embalagem estéril até o momento 

do uso. 

 

4.2. Estímulos 

 

 As células ST88-14 plaqueadas foram estimuladas por intervalos entre 15 minutos 

e 24 horas. Nos experimentos de avaliação da secreção do TNF-α, os estímulos foram 

adicionados por 2 horas, em seguida retirados e depois foi concedido um período de 24 

horas em cultura para análise da secreção dessa citocina pela linhagem em questão. Já na 

avaliação da produção do TNF-α de membrana, os tempos de estímulo variaram entre 1 e 
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7 horas. Entre os estímulos aplicados, foi utilizado TNF-α humano recombinante (Rh) 

(Calbiochem, USA) em concentrações que variaram de 10 a 100 ng/ml e 2 e 10 µg/ml de 

LPS. Foram adicionados, respectivamente, 12,5 e 1,75 µg de ML nos experimentos com 

cultura de 5 x 105 e  7 x 104 células por poço, o que corresponde a uma  multiplicidade de 

infecção de 50:1 (bactérias:células).  

 A temperatura ideal de crescimento do ML é de 33ºC, sob a qual células humanas 

sobrevivem com dificuldade. Aliado ao fato dessa bactéria não ser viável in vitro por mais 

de um dia, nem mesmo a 33ºC [110], optou-se por realizar os experimentos a 37ºC com 

bacilos mortos, a fim de garantir o bom crescimento das células ST88-14. O ML utilizado 

nesse estudo foi generosamente doado pelo Dr. Brennan do Departamento de 

Microbiologia da Universidade do Estado do Colorado, CO, Collins, sendo cultivado em 

tatu, purificado e em seguida irradiado com raios gama.  

 

4.3. RT-PCR em tempo real 

 

 Foi adicionado 1mL de Trizol às culturas de CS e o RNA extraído foi purificado 

conforme orientação do fabricante, utilizando clorofórmio e álcool isoamílico. O RNA foi 

precipitado por, pelo menos, 30min a -20 ºC em isopropanol, em seguida, lavado em 

etanol 70%, ressuspenso em água livre de RNAse (água devidamente tratada com 

diethilpirocarbonato – 0,1%) e armazenado a -70 ºC até o uso. 

∗ 4.3.1) Síntese de cDNA 

Em um tubo eppendorf contendo cerca de 1µg de RNA, foi adicionado 1µL de oligo 

dT (Invitrogen, MN, USA) e o volume final da reação foi elevado para 10µL, com H2O 

livre de RNAse. O tubo foi, então, incubado por 10min a 65°C. Em seguida, foram 

adicionados 1µL de RNAsin (40U/µL) (Applied Biosystems, CA  

USA), 1µL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 0.2mM cada; Applied Biosystems), 

4µL do tampão de transcrição 5X (Tris HCl 250mM, KCL 375mM, MgCl2 15mM), 2µL 

de ditiotreitol (DTT 0.1M), e 1µL Super Script II RNAse H- (200U/µL).  A reação foi 

realizada a uma temperatura de 42°C por 1h, e em seguida, o tubo foi aquecido a 90°C por 

10min. O volume das amostras foi elevado para 80µL com água estéril e os tubos 

mantidos a -20°C até uso posterior. 
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Foi utilizado o sistema Taqman de RT-PCR em tempo real com o ABI Prism 7000 

Sequence Detection System (Applied Biosystems) para contínuo monitoramento da 

fluorescência. 

Para a reação de PCR, as amostras de cDNA foram utilizadas na quantidade de 50 ng 

por reação em um volume final de 25 µl ( já contendo o cDNA). Foram adicionados em 

cada poço (placa de 96 poços, ABI Prism optical plates, Applied Biosystems), 12,5 µl de 

2X TaqMan Universal Master Mix (1X) [contendo AmpliTaq Gold 250U, AmpErase 

UNG, 10X Taqman Buffer A e dNTPs] e 1 µl 20x TaqMan assays contendo iniciadores e 

sondas específicas para as moléculas de interesse (TNF-α e GAPDH). O material foi então 

amplificado em um total de quatro etapas: 1 ciclo a 50°C por 2 minutos, para a ativação da 

enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos para a ativação da 

AmpliTaqGold DNA polimerase e 45 ciclos contendo etapas de desnaturação a 95°C por 

15 segundos e o anelamento e a extensão em uma mesma etapa a 60°C por 1 minuto.   

A variação nos níveis de expressão dos genes de interesse foi calculada a partir da 

variação entre os valores de Ct deste gene e do GAPDH (gene endógeno) (∆Ct). Os 

valores de ∆Ct foram calculados segundo a fórmula abaixo, de modo a gerar resultados 

que refletem a expressão dos genes em relação à expressão do GAPDH: 

∆∆∆∆Ct: (Ct gene de interesse – Ct GAPDH) 

  De posse dos valores de ∆Ct foram calculados os valores de 2-∆Ct, a fim de se ter a 

noção exata de quantas vezes mais um transcrito está presente em relação ao outro. Os 

valores foram utilizados como expoente para a base 2 devido ao fato do crescimento 

ocorrer de forma exponencial nas reações de PCR [111]. Por último, o expoente tem sinal 

negativo por questões matemáticas, permitindo a correção do fato de menores valores de 

Ct corresponderem a uma maior quantidade de RNAm.  

 

4.4. Western blotting 

 

A análise da produção de TNF-α ou ativação de ERK e p38 em células ST88-14 

resultante dos estímulos aplicados foi feita pela técnica de western blotting. Após o tempo 

de estímulo e o recolhimento do sobrenadante da cultura, as células foram raspadas com 
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1ml de PBS 1X gelado e contadas. A quantidade de células de todos poços foi igualada 

para normalizar a concentração de proteína dos extratos. 

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 5000 x g 4ºC e os sobrenadantes 

descartados. Ao pellet resultante foi adicionado 60 µl de tampão de lise (50mM Tris-Hcl, 

pH 7,5; 5mM EDTA, 10mM EGTA, 50mM NaF, 20mM β-glicerofosfato, 250mM NaCl, 

0,1% Triton-X100) com inibidores de proteases (Calbiochem, USA) na diluição de 1:200 

e os tubos mantidos a 4ºC por 30 minutos. Em seguida, os extratos foram centrifugados a 

5000 x g 4ºC por 15 minutos, os sobrenadantes contendo as proteínas foram coletados e 

armazenados a – 20ºC até o uso.  

Posteriormente, as amostras foram misturadas a um tampão 6X (10% glicerol, 5% 

2-ME, 2% SDS, 0,06 M Tris-Hcl, pH 6,8 e Azul de Bromofenol), desnaturadas por 5 

minutos a 100ºC e aplicadas em um gel de poliacrilamida - SDS 12%. A corrida 

eletroforética foi realizada a 100V por aproximadamente 2 horas (tampão de corrida: 25 

mM Tris Base, 192 mM glicina, 0,1% SDS) e a transferência das amostras para uma 

membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, USA) foi feita a 100V por 1 hora 

(tampão de transferência: 25 mM Tris Base, 192 mM glicina, 10% metanol). 

 

∗ 4.4.1) Análise dos níveis intracelulares de TNF-α: 

 

As membranas foram bloqueadas com solução de 3% BSA (Sigma, USA) em PBS 

1X por 1 hora em temperatura ambiente ou overnight a 4ºC. Após o bloqueio, as 

membranas foram lavadas (PBS 1X) e incubadas com anticorpo monoclonal murino anti-

tubulina (Sigma, USA) na diluição de 1:5000 e anticorpo monoclonal murino anti-TNFα 

(R&D Systems, USA) a 0,3 µg/ml em solução (1% BSA, PBS 1X, 0,15% Tween-20) por 

1 hora cada, a temperatura ambiente. Foi utilizado um anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase (Dako Cytomation, USA) na diluição de 1:2000 em solução (1% BSA, PBS 

1X, 0,15% Tween-20) por 1 hora. Após cada incubação de anticorpo foram feitas 3 

lavagens de 5 minutos cada (PBS 1X, 0,15% Tween-20). A visualização do resultado foi 

feita por quimioluminescência (ECL – Santa Cruz Biotechnology, USA). A densitometria 

das bandas resultantes foi realizada pelo programa Adobe Photoshop 7.0.1. 
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∗ 4.4.2) Análise da fosforilação de ERK 1/2 e p38: 

 

As membranas foram bloqueadas (5% leite desnatado, TBS 1X, 0,15% Tween-20) 

por 1 hora em temperatura ambiente. Após o bloqueio, as membranas foram lavadas (TBS 

1X, 0,15% Tween-20) e incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-ERK 1/2 ou 

anti-p38 fosforiladas (Cell-Signaling Technology, USA) na diluição de 1:1000 em solução 

(5% BSA, TBS 1X, 0,1% Tween-20) overnight a 4ºC. Foi utilizado um anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase (Dako Cytomation, USA) na diluição de 1:2000 em 

solução (BSA 1%, TBS 1X, 0,15% Tween-20) por 1 hora a temperatura ambiente. Após 

cada incubação foram feitas 3 lavagens de 5 minutos (TBS 1X, 0,15% Tween-20) e a 

visualização do resultado foi realizada por quimioluminescência (ECL – Santa Cruz 

Biotechnology, USA). 

Para a obtenção da taxa de fosforilação dessas proteínas, foi necessário analisar 

também os níveis de ERK 1/2 e p38 totais. Para isso, os anticorpos associados à 

membrana foram removidos (tampão de stripping: glicina 0,2 M pH 2,2; 0,05% Tween-

20) por 30 minutos a temperatura ambiente. Após 3 lavagens (TBS 1X, 0,15% Tween-20) 

de 5 minutos, as membranas foram novamente bloqueadas e incubadas com anticorpos 

policlonal de coelho anti-ERK 1/2 ou anti-p38 totais (Cell-Signaling Technology, USA) 

na diluição de 1:1000, da maneira previamente descrita. Após a visualização dos 

resultados, a densitometria das bandas foi feita pelo programa Adobe Photoshop 7.0.1. 

 

4.5. Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 

A análise da produção e secreção de TNF-α em células ST88-14 frente aos estímulos 

aplicados também foi realizada pela técnica de ELISA. Extratos celulares e sobrenadantes 

coletados da cultura foram obtidos de acordo com o procedimento descrito no item 4.4 e 

foram dosados por kits comerciais para TNF-α de alta sensibilidade (Ebioscience, USA). 

Para análise de secreção de outras citocinas nos sobrenadantes coletados das culturas 

dessa linhagem foi foram utilizados kits comerciais para IL-6, IL-8 (Quantikine, R&D 

Systems, USA), IL-10 e IL-1β (Ebioscience, USA) de acordo com as especificações do 

fabricante. A leitura foi realizada em um espectofotômetro para microplaca (Spectra Max-

Molecular Device, USA) com filtro de 450 nm e a análise dos resultados foi feita através 
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de um software específico (SOFTmax Pro 2.6, Molecular Devices, USA). Os níveis de 

produção da proteína foram expressos em pg/ml. 

 

4.5. Imunofluorescência  

 

∗ 4.5.1) Análise da fosforilação de p38 e ERK 1/2: 

 

Após o tempo de estímulo, os sobrenadantes das culturas foram descartados e as 

células lavadas com PBS 1X. Em seguida, elas foram fixadas com paraformaldeído 4% 

durante 15 minutos. Após 3 lavagens de 5 minutos com PBS 1X, as lamínulas foram 

incubadas em solução de bloqueio e permeabilização (5% NGS, 0,3% Triton X-100, PBS 

1X) por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a incubação individual 

das respectivas lamínulas com os anticorpos policlonais de coelho anti-ERK 1/2 e anti-p38 

fosforiladas (diluição 1:200) e anti-ERK 1/2 e anti-p38 totais (diluição 1:25) (Cell-

Signaling Technology, USA) em solução de incubação (1% BSA, 0,3% Triton X-100, 

PBS 1X) overnight a 4ºC. As células foram lavadas três vezes com PBS 1X e incubadas 

com anticorpo secundário anti-IgG1 de coelho Alexa 568 (Molecular Probes-invitrogen, 

Oregon, USA) na diluição 1:1000 em solução (1% BSA, 0,3% Triton X-100, PBS 1X) por 

1 hora a temperatura ambiente. Após 3 lavagens com PBS 1X, foi adicionado o corante 

DAPI diluído 1:100 em PBS 1X por 15 minutos. Finalmente, as lâminas foram montadas 

com Vectashield (Vector Labs) e as imagens foram capturadas em microscópio confocal 

(Laser Scanning Confocal Microscopy LSM 510-META, Zeiss).  

 

4.7. Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do programa Graph prism 5.0 utilizando o 

teste estatístico não-paramétrico de Wilcoxon. Alguns dados obtidos foram normalizados 

dividindo os valores das condições estimuladas pelo valor do seu respectivo controle 

(condição não estimulada), considerando assim, que o controle será sempre representado 

pelo valor 1, já que seu valor foi dividido por ele mesmo. Todos os resultados são 

expressos em média ± erro padrão (EP). O valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significante (*). 
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55..  RREESSUULLTTAADDOOSS  
  
  

5.1) Avaliação da expressão de TNF-α pelas CS da linhagem humana ST88-14 em 

resposta ao estímulo com ML. 

 

O TNF-α é produzido na forma de cadeias protéicas de 26 kDa arranjadas em 

trímeros ao longo da membrana, sendo secretados no meio após a clivagem pela enzima 

TACE. Como essa citocina é uma das primeiras a serem liberadas no endoneuro por CS 

ativadas após a lesão neural, foi avaliado previamente por nossa equipe a capacidade do 

ML de induzir a expressão gênica do TNF-α em células da linhagem ST88-14 pela técnica 

de RT-PCR em tempo real. Esse efeito foi analisado através de uma cinética temporal (0-3 

horas) sendo sugerido, mais evidentementemente em 3 horas de cultura, que o ML é capaz 

de elevar os níveis de RNAm dessa citocina (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: M. leprae induz a expressão de RNAm de TNF-α nas células da linhagem humana ST88-14. 
Determinação da expressão de RNAm de TNF-α em células ST88-14 cultivadas na ausência ou presença de 
M. leprae (MOI de 50:1), por PCR em tempo real usando sondas Taqman e primers para TNF-α e GAPDH 
(normalizador). Os resultados representam a média ± EP de quatro experimentos independentes. RQ = 
relative quantification. 
 

 

  

 

n=4

ML

T
N

F
a

R
Q

C

0

2

4

6

8

n=4

ML

T
N

F
a

R
Q

C

0

2

4

6

8



 46 

5.2) Avaliação da produção e secreção do TNF-α pelas CS da linhagem humana ST88-

14 em resposta ao estímulo com  ML. 

 

Após a constatação de que o ML induz a expressão de TNF-α, foi avaliado o efeito 

do ML na secreção dessa citocina pelas células ST88-14 por ELISA. Foi realizada uma 

cinética temporal (0-72 horas) e, em nenhum dos tempos avaliados o ML foi capaz de 

induzir o aumento da secreção de TNF-α (dados não mostrados). A Figura 15, ilustrando o 

experimento de estímulo de 24 horas, desmonstra que o ML não foi capaz de induzir a 

secreção de TNF-α na linhagem ST88-14,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Efeito do M. leprae na secreção do TNF-α na linhagem humana ST88-14.  Análise por 
ELISA da secreção de TNF-α CS da linhagem ST88-14 estimuladas com ML 50:1 por 24 horas.  
 

 

 Uma vez que o ML não foi capaz de induzir a secreção de TNF-α pelas CS, apesar 

do aumento da expressão gênica desta citocina, foi analisada, então, a modulação da 

produção dessa proteína em CS pela micobactéria através da técnica de western blotting. 

A análise dos extratos celulares correspondentes à cinética temporal realizada (0-3 horas), 

sugere que o ML é capaz de induzir a produção de TNF-α, sendo esta mais evidente no 

tempo de 3 horas após o estímulo (Figura 16).  
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Figura 16: Efeito do M. leprae na produção de TNF-α em células de Schwann da linhagem humana 
ST88-14. a) Análise por ELISA da produção de TNF-α em extratos celulares da linhagem ST88-14 após 
estimulo de 3 horas com ML 50:1. Os dados estão representados em relação ao controle. b) Análise por 
western bloting do efeito do ML sobre a produção de TNF-α no período de 3 horas. Os valores normalizados 
de produção de TNF-α pela linhagem em questão referem-se aos valores reais médios de 6,4 pg/ml (C) e 9,4 
pg/ml (ML). 
 
 
 
5.3) Avaliação da produção de TNF-α pelas CS da linhagem humana ST88-14 através 

da existência de um mecanismo de retroalimentação positiva. 

 

A próxima etapa desse estudo foi avaliação da existência de um mecanismo de 

retroalimentação positiva do TNF-α na célula ST88-14. Para desenvolver essa idéia foi 

necessário estabelecer primeiramente o impacto do TNF-α na indução da sua própria 

produção nessa linhagem celular. Portanto, além da análise da expressão gênica dessa 

citocina por RT-PCR em tempo real no tempo de 3 horas, foram avaliados a sua produção 

e secreção em culturas estimuladas com rTNF-α e o efeito de diferentes concentrações 

desse estímulo na síntese dessa citocina por ELISA e western bloting no período de 2 

horas de estímulo, de acordo com Qin e colaboradores (2008) [112].  

Os resultados sugerem que o TNF-α exógeno é capaz de induzir a sua própria 

expressão gênica nessa linhagem celular e que todas as concentrações testadas tiveram 

efeito positivo na produção dessa citocina, conforme observado na análise dos extratos 

celulares por ELISA e western blotting. Baseando-se nesses dados, a concentração adotada 

para os demais experimentos foi a de 25 ng/ml. Essa dose também se mostrou eficaz na 

indução da secreção do TNF-α, cuja detecção foi realizada com um estímulo inicial de 2 

horas, pois esse tempo, de acordo com os dados anteriores, foi suficiente para indução da 

TNF de membrana 26 kDa

Tubulina

co
nt

ro
le

M
L 

50
:1

a) b)

C
M

L

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

n = 3

TN
F-
αα αα

  r
e

la
ti

vo

TNF de membrana 26 kDa

Tubulina

co
nt

ro
le

M
L 

50
:1

a) b)

C
M

L

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

n = 3

TN
F-
αα αα

  r
e

la
ti

vo



 48 

a) b)

c) d)

n=4

TNF 
25ng

T
N

F
a

R
Q

C

0

2

4

6

8

e)
*

TNF de membrana 26 kDa

Tubulina

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

co
nt

ro
le

T
N

F
 1

0
 n

g

T
N

F
 5

0 
ng

T
N

F
 1

0
0 

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

T
N

F
 2

5 
n

g

C TNF 25ng/ml
0

25

50
2500

3000

3500

4000

4500

5000

n=6

TN
F-
αα αα

 (
pg

/m
l)

C 10 25 50 100
0

1

2

3

TNF-αααα  ng/ml

n=1

In
te

n
si

d
a

d
e 

d
e 

b
an

d
a 

T
N

F
-αα αα

0 10 25 50 100
0

20

40

60

TNF-αααα  ng/ml

n=3

TN
F-
αα αα

 (
p

g/
m

l)

a) b)

c) d)

n=4

TNF 
25ng

T
N

F
a

R
Q

C

0

2

4

6

8

n=4

TNF 
25ng

T
N

F
a

R
Q

C

0

2

4

6

8

e)
*

TNF de membrana 26 kDa

Tubulina

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

co
nt

ro
le

T
N

F
 1

0
 n

g

T
N

F
 5

0 
ng

T
N

F
 1

0
0 

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

T
N

F
 2

5 
n

g

TNF de membrana 26 kDa

Tubulina

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

co
nt

ro
le

T
N

F
 1

0
 n

g

T
N

F
 5

0 
ng

T
N

F
 1

0
0 

ng

LP
S

 1
µ

g/
m

l

T
N

F
 2

5 
n

g

C TNF 25ng/ml
0

25

50
2500

3000

3500

4000

4500

5000

n=6

TN
F-
αα αα

 (
p

g/
m

l)

C 10 25 50 100
0

1

2

3

TNF-αααα  ng/ml

n=1

In
te

n
si

d
a

d
e 

d
e 

b
an

d
a 

T
N

F
-αα αα

0 10 25 50 100
0

20

40

60

TNF-αααα  ng/ml

n=3

TN
F-
αα αα

 (
p

g/
m

l)

produção da citocina nessa linhagem. Em seguida, após lavagens consecutivas, foi 

adicionado somente meio completo a cultura, para que, após um período de 24 horas, 

fosse possível avaliar a liberação de TNF-α pelas células ST88-14 nos sobrenadantes 

coletados (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Efeito do TNF-α na sua própria expressão gênica, produção e secreção nas células de 
Schwann da linhagem humana ST88-14 através de um mecanismo de retroalimentação positiva.  a) 
Análise por RT-PCR em tempo real do efeito do TNF-α sobre sua própria expressão. b) Análise por western 
blotting do efeito de diferentes concentrações de rTNF-α na produção da forma membrânica da citocina em 
extratos de células ST88-14. c) Densitometria do resultado mostrado em a). d) ELISA dos mesmos extratos 
de células ST88-14 analisados também em b). e) Análise da secreção de TNF-α por ELISA nos 
sobrenadantes de células ST88-14 estimuladas com 25 ng/ml de rTNF-α. Os valores representam a média ± 
EP de experimentos independentes. * p < 0,05. 
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5.4) Avaliação do efeito do ML em  associação ou não com o TNF-α na produção e na 

secreção dessa citocina pelas CS da linhagem humana ST88-14. 

 

Com base nos dados obtidos anteriormente, a próxima etapa desse estudo foi 

analisar a ação conjunta do ML e do TNF-α na expressão gênica por RT-PCR em tempo 

real, na produção e secreção de TNF-α por ELISA na linhagem ST88-14, além de avaliar 

a variação dos perfis induzidos ao longo do tempo. A expressão gênica foi analisada após 

o tempo de estímulo de 3 horas, enquanto que os experimentos de detecção da produção 

do TNF-α em extratos celulares por ELISA foram realizados entre 1 e 7 horas. A análise 

da secreção dessa citocina nos sobrenadantes das culturas estimuladas seguiu o molde do 

experimento detalhado no item 5.3. Os dados obtidos indicam que o efeito conjunto do 

TNF-α e do ML induz a expressão gênica, a síntese e a secreção dessa citocina, entretanto, 

em todos os casos, o efeito dessa associação não difere do perfil induzido pelo estímulo 

individual do TNF-α exógeno (Figura 18) . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Efeito do M. leprae e TNF-α em associação na expressão gênica, produção e secreção dessa 
citocina na linhagem ST88-14. Avaliação do efeito do ML 50:1 e rTNF-α (25 ng/ml) em associação ou não 
a) na expressão gênica do TNF-α por RT-PCR em tempo real b) na secreção dessa citocina em 
sobrenadantes de cultura por ELISA. c) na produção dessa citocina em extratos celulares nos tempos de 1, 3, 
5 e 7 horas por ELISA em células ST88-14.Os valores representam a média ± EP de experimentos 
independentes * p < 0,05. 
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5.5) Avaliação do efeito do ML e do TNF-α em associação ou não na produção e na 

secreção de citocinas pelas CS da linhagem humana ST88-14. 

 

 Como mencionado anteriormente, as CS participam ativamente de processos 

inflamatórios em desenvolvimento na região nervosa periférica, sendo capazes de 

processar e apresentar antígenos, além de produzir e secretar citocinas, podendo assim, 

modular a resposta imune. Portanto, a próxima fase desse estudo foi estabelecer o efeito 

do TNF-α e do ML na secreção de IL-6, IL-8, IL-10 e IL-1β na linhagem humana ST88-

14 por ELISA. Para essa avaliação, foram utilizados sobrenadantes de culturas 

estimuladas com TNF-α e ML, em associação ou não, nos intervalos de tempo adotados 

nos experimentos anteriores. Em um tempo inicial de estímulo de 2 horas foi avaliado o 

impacto de diferentes concentrações de TNF-α na modulação dessas citocinas. Já para a 

análise do efeito da micobactéria e sua ação conjunta com TNF-α no perfil de secreção 

dessas moléculas, foram conduzidos estímulos em intervalos de tempo mais longos (1-7 

horas e 24 horas).  

 Inicialmente, foi verificado o efeito do ML e do TNF-α na modulação da produção 

de IL-1β pelas CS. Entre as concentrações de TNF-α adicionadas na cultura de ST88-14, 

apenas a de 10 ng/ml induziu a secreção de IL-1β no período de 2 horas de estímulo 

(Figura 19). O ML não induziu a secreção de IL-1β em nenhum dos tempos testados, nem 

quando em cooperação com TNF-α, que sozinho pareceu induzir a liberação de IL-1β no 

tempo de 3 horas de estímulo (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Efeito de diferentes 
concentrações de TNF-α na 
secreção de IL-1β na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos 
sobrenadantes da cultura de ST88-14 
estimulada com diferentes 
concentrações de rTNF-α durante 2 
horas. Dados representados em 
relação ao controle.
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Figura 20: Efeito do M. leprae e do TNF-α em associação ou não na secreção de IL-1β na linhagem  
humana ST88-14. ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 estimulada com ML 50:1 e  rTNF-α  
(25 ng/ml) a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 horas b) no tempo de 24 horas. 
 
 

 Nenhuma das concentrações de TNF-α adicionadas na cultura de ST88-14 foi 

capaz de induzir a secreção de IL-10 no período de 2 horas de estímulo (Figura 21) 

Entretanto, no tempo de 24 horas foi observado um aumento da secreção de IL-10 frente 

ao estímulo de TNF-α. Já o estímulo do ML não induziu a secreção dessa citocina em 

nenhum dos tempos testados, nem quando em cooperação com TNF-α (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Efeito de diferentes 
concentrações de TNF-α na 
secreção de IL-10 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos 
sobrenadantes da cultura de ST88-14 
estimulada com diferentes 
concentrações de rTNF-α durante 2 
horas. Dados representados em 
relação ao controle.
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Figura 22: Efeito do M. leprae e do TNF-α em associação ou não na secreção de IL-10 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 estimulada com ML 50:1 e rTNF-α (25 
ng/ml) a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 horas b) no tempo de 24 horas. 
 
  

Todas as concentrações de TNF-α utilizadas na cultura de ST88-14 foram capazes 

de induzir a secreção de IL-6 no período de 2 horas de estímulo (Figura 23). O estímulo do 

ML não induziu a secreção dessa citocina em nenhum dos tempos testados, sendo 

detectada a liberação de IL-6 frente ao estímulo da bactéria associada ao TNF-α, que 

apresentou um perfil de indução semelhante ao promovido pelo TNF-α individualmente 

(Figura 24). 
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Figura 23: Efeito de diferentes 
concentrações de TNF-α na 
secreção de IL-6 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos 
sobrenadantes da cultura de ST88-14 
estimulada com diferentes 
concentrações de rTNF-α durante 2 
horas. Dados representados em 
relação ao controle.
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Figura 24: Efeito do M. leprae e do TNF-α em associação ou não na secreção de IL-6 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 estimulada com ML 50:1 e  rTNF-α  
(25 ng/ml) a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 horas b) no tempo de 24 horas.  
 

 

Todas as concentrações de TNF-α adicionadas na cultura de ST88-14 foram 

capazes de induzir a secreção de IL-8 no período de 2 horas de estímulo (Figura 25). O 

ML não induziu a secreção dessa citocina em nenhum dos tempos testados, entretanto, foi 

detectada a liberação de IL-8 quando as células foram estimuladas com o ML na presença 

de TNF-α, que apresentou um perfil de indução semelhante ao promovido pelo TNF-α 

individualmente (Figura 26). 
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Figura 25: Efeito de diferentes 
concentrações de TNF-α na 
secreção de IL-8 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos 
sobrenadantes da cultura de ST88-14 
estimulada com diferentes 
concentrações de rTNF-α durante 2 
horas. Dados representados em 
relação ao controle.
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Figura 26: Efeito do M. leprae e do TNF-α em associação ou não na secreção de IL-8 na linhagem 
humana ST88-14. ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 estimulada com ML 50:1 e  rTNF-α  
(25 ng/ml) a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 horas b) no tempo de 24 horas.  
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5.6) Avaliação da participação da p38 nas vias de sinalização ativadas pelo ML e TNF-α 

em associação ou não nas CS da  linhagem humana ST88-14 

 

 Outro objetivo desse trabalho foi investigar as possíveis vias de sinalização 

ativadas pelo ML e pelo TNF-α em associação ou não, na linhagem humana ST88-14. 

Para atingir esse propósito as culturas foram estimuladas por 15 minutos e seus extratos 

analisados por western blotting. A técnica de imunofluorescência também foi adotada para 

confirmação dos resultados.  

De acordo com os experimentos realizados, a MAPK p38 não é ativada por 

nenhum dos estímulos aplicados nessa linhagem celular. Um fato curioso foi a não 

detecção da proteína não-fosforilada pela técnica de western blotting, o que levou a 

realização de uma série de testes com o anticorpo utilizado. Entretanto, foi obtida com 

sucesso a marcação dessa proteína pela técnica de imunofluorescência, que, também, 

confirmou os dados obtidos pelo western blotting ao não revelar marcação da proteína 

fosforilada nas condições estimuladas (Figura 27). O motivo pelo qual esse anticorpo não 

funcionou na técnica de western blotting não foi elucidado. 
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Controle negativo p38 Total  

FGH (LPS 10 µg/ml) p38 Fosforilada Controle não-estimulado  p38 Fosforilada

ML 50:1 p38 Fosforilada TNF-α Rh (25 ng/ml) p38 Fosforilada

ML + TNF- α (25ng/ml) p38 Fosforilada

b)

50µm

 
Figura 27: Participação da MAPK p38 nas vias de sinalização ativadas pelo M. leprae e TNF-α, em 
associação ou não na linhagem humana ST88-14. a) Análise da fosforilação da p38 frente aos estímulos 
de ML (50:1) e rTNF-α (25 e 50 ng/ml) de duração 15 minutos por western blotting. Extratos da linhagem 
celular THP-1 estimuladas com LPS (2µL/ml) foram utilizados como controle de qualidade dos anticorpos. 
b) Fotomicrografias representativas da marcação com anticorpo p38 total e fosforilada (vermelho) em CS da 
linhagem ST88-14. Em azul a marcação do núcleo com DAPI.  
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5.7) Avaliação da participação de Erk 1/2 nas vias de sinalização ativadas pelo ML e 

TNF-α em associação ou não na  linhagem ST88-14. 

 

A avaliação da participação de Erk 1/2 nas vias ativadas por ML e TNF-α através 

de western blotting e imunofluorescência revelou que essas proteínas são fosforiladas 

intensamente pelo estímulo da citocina. O ML induziu uma ativação menor dessas 

moléculas e a sua associação com o TNF-α parece reduzir a fosforilação de Erk 1/2 em 

comparação ao perfil observado no estímulo com TNF-α sozinho. A avaliação do western 

blotting fornece os dados na forma de taxa de ativação que consiste na razão da proteína 

fosforilada e a total (Figura 28).  
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Figura 28: Participação das MAPKs ERK 1/2 nas vias de sinalização ativadas pelo M. leprae e TNF-α, 
em associação ou não na linhagem ST88-14. a) Análise por western blotting da fosforilação de Erk 1/2 
frente aos estímulos de ML 50:1 e TNF-α (25 e 50 ng/ml) de duração de 15 minutos. b) Densitometria das 
bandas com representação em relação ao controle. a) Fotomicrografias representativas da marcação com 
anticorpo Erk 1/2 total e fosforilada (vermelho) em CS da linhagem ST88-14. Em azul a marcação do núcleo 
com DAPI. 
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

 Os pacientes com hanseníase podem desenvolver deficiências e perda sensorial 

permanentes, resultantes de neurites progressivas que evoluem até mesmo após o 

tratamento poliquimioterápico ([113]; [114]). Esse comprometimento neural caracteriza-se 

por um processo inflamatório crônico desencadeado pelo ML, capaz de danificar as fibras 

nervosas periféricas, e resulta na substituição do tecido nervoso funcional por uma matriz 

extracelular rica em colágeno, levando assim, ao aparecimento de deformidades físicas 

irreversíveis [115]. 

Os estudos realizados com co-culturas de nervos e CS mielinizantes demonstraram 

que fibras mielinizantes e não-mielinizantes exibem respostas distintas a infecção pelo ML 

[116]. Entretanto, as unidades axonais não-mielinizadas são mais susceptíveis a essa 

invasão, consistindo o alvo principal dessa micobactéria no SNP ([117]; [118]; [119]; 

[116]). Os eventos iniciais da interação entre o ML e as CS ainda são desconhecidos, mas 

esse patógeno parece ter evoluído de modo a promover processos como desmielinização, 

proliferação e desdiferenciação dessas células, estabelecendo assim, um nicho propício 

para sua sobrevivência e perpetuação, além de compensatório para sua limitação genômica 

[120].  

Estudos de Rambukkana e colaboradores (2002) defendem que o contexto 

neuropatológico da hanseníase é determinado inicialmente pela infecção do ML, já que 

este pode causar um processo de desmielinização em fibras nervosas antes da ação da 

resposta imune local. Entretanto, os dados clínicos apontam para participação reduzida 

dessa desmielinização precoce induzida pela micobactéria na injúria nervosa periférica, 

pois em lesões de pacientes, as fibras danificadas são do tipo não-mielinizadas, sugerindo 

que a resposta inflamatória tem uma contribuição essencial para a evolução da 

degeneração nervosa na hanseníase [116]. 

Lesões neurais periféricas, assim como de seus tecidos adjacentes, deflagram um 

conjunto de respostas inflamatórias que podem promover entre outras coisas, o aumento 

do fluxo sangüíneo, mudanças na permeabilidade capilar e a migração de células imunes 

para os tecidos circundantes. Essa rede de eventos pode ser amplificada pela ativação das 

CS que passam a expressar novamente altos níveis de GFAP e iniciam a síntese e a 

liberação de mediadores neuroinflamatórios [121]. Dados de nosso laboratório 

demonstraram um aumento da expressão de TNF-R1 [60] e TNF-R2 [108] na linhagem de 
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CS humanas ST88-14, após a infecção pelo ML, indicando, portanto, que após a ativação, 

essas células podem sofrer mudanças tanto fenotípicas quanto funcionais e adquirir um 

perfil inflamatório. Após a lesão, a composição celular do espaço endoneural também é 

alterada pela proliferação de outras populações celulares e a infiltração de células 

extraneurais, responsáveis pela secreção de mais citocinas inflamatórias e fatores 

neurotróficos que contribuem para modulação do processo degenerativo e regenerativo em 

curso no local [122].  

Shubayev e colaboradores (2000) detectaram dois picos de aumento dos níveis de 

TNF-α em nervos periféricos de ratos após a injúria por constrição crônica, sendo o 

primeiro detectado após 6 horas e promovido por CS, e o segundo, após cinco dias, 

atribuído aos macrófagos recrutados do sangue que atingem o local cerca de 2 a 3 dias 

após o dano axonal [123]. Já Üçeyler e colaboradores (2007) detectaram o aumento da 

expressão gênica dessa citocina em nervos ciáticos de camundongos 1 hora após a injúria 

por constrição crônica [124]. Portanto, pode-se afirmar que o TNF-α é um dos mediadores 

inflamatórios liberados imediatamente após a lesão neural por CS ativadas e outras células 

residentes [100]. O aumento da sua produção promove diversos efeitos durante o 

desenvolvimento de desordens neurológicas, incluindo o controle da desmielinização e/ou 

degeneração axonal, o aumento da permeabilidade da barreira hemato-nervosa e o 

recrutamento de células imunes para o sítio danificado [101].  

Estudos de nosso laboratório demonstraram níveis elevados de TNF-α na derme, 

epiderme e no soro de pacientes hansênicos em episódios reacionais [95], assim como, 

altas concentrações de RNAm dessa citocina em biópsias de nervo de pacientes em reação 

reversa e de pacientes com a forma neural pura da doença [97]. Sendo assim, esse estudo 

teve como objetivo investigar a participação dessa citocina na ativação das CS frente ao 

estímulo do ML, a fim de esclarecer a interação entre essa molécula e a infecção nas fases 

iniciais do dano nervoso.  

O modelo experimental adotado consistiu na utilização da linhagem humana ST88-

14, já estudada amplamente do ponto de vista metabólico e genético ([125]; [126]; [66]) 

Estudos realizados em nosso laboratório confirmaram que essa linhagem interage com ML 

e é capaz de internalizar este bacilo tanto vivo quanto morto. Além disso, também foi 

descrito que estas células, da mesma forma que CS primárias, produzem as proteínas 

S100, P0 e MBP. A linhagem ST88-14 também expressa o RNAm e a proteína laminina 2 
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na sua superfície, o que permite a sua utilização em ensaios de infecção pelo ML in vitro 

[127]. 

 Dados preliminares indicaram que o ML induz um pequeno aumento na expressão 

gênica do TNF-α em células da linhagem humana ST88-14 (Figura 14). Tal fato 

direcionou esse estudo para uma investigação mais detalhada do papel dessa citocina na 

ativação das CS seguida da infecção pela micobactéria. Portanto, posteriormente, foi 

avaliada a secreção dessa molécula por essas células, o que poderia esclarecer sua 

contribuição imediata para a resposta inflamatória no nervo devido à infecção. Entretanto, 

não foi observada a secreção de TNF-α no sobrenadante das culturas de CS estimuladas 

com ML, em nenhum dos tempos testados, mesmo utilizando um kit de detecção da 

eBioscience de alta sensibilidade. 

A etapa inicial desse estudo constatou que o ML induz a expressão gênica do TNF-

α, mas não a liberação dessa molécula, o que poderia indicar a existência de mecanismos 

pós-transcripcionais inibidores da tradução dessa proteína, ou a ação de um rígido controle 

da secreção dessa citocina após sua síntese nesse tipo celular. Portanto, o próximo passo 

desse estudo foi avaliar a expressão protéica do TNF-α na linhagem ST88-14 após a 

infecção pelo ML. Os extratos celulares foram analisados pela técnica de western blotting 

e ELISA para detecção dos níveis da proteína intracelular, ou seja, previamente ao seu 

acoplamento à membrana plasmática. A cinética temporal (0-3 horas) (dados não 

mostrados), revelou que de fato o ML induz a síntese dessa citocina logo no início da 

infecção, sendo esta mais intensamente observada no estímulo de 3 horas (Figura 16). 

Esse dado indica que o ML promove a produção do TNF-α nessas células e que, portanto, 

não há mecanismos pós-trancricionais inibindo a tradução dessa proteína na linhagem 

estudada.  

A responsividade das CS a citocinas ocorre pelos seus respectivos receptores. A 

expressão constitutiva dos receptores de TNF-α já foi descrita em CS ([59]; [93]; [60]; 

[128]), o que as torna então, susceptíveis aos efeitos dessa molécula. Para avaliar a 

existência de um mecanismo de retroalimentação positiva no quadro de infecção do ML, 

foi necessário avaliar os efeitos do TNF-α na sua própria expressão gênica, síntese e 

secreção nessa linhagem celular. Pela técnica de RT-PCR em tempo real foi analisada a 

expressão gênica dessa citocina frente ao estímulo do TNF-α exógeno no tempo de 3 horas 

de cultura, sendo constatado o efeito positivo dessa molécula na indução de sua própria 

expressão nas células ST88-14 (Figura 17). Para a análise da síntese dessa proteína pela 
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técnica de western blotting e ELISA, foram adicionadas diferentes doses de rTNF-α em 

cultura por 2 horas para avaliação do impacto de variadas concentrações na produção 

dessa citocina. Esse experimento inicial foi realizado de acordo com os padrões adotados 

por de Qin e colaboradores (2008), cujos dados indicam que esse intervalo de tempo é 

suficiente para síntese do TNF-α [112]. 

Nossos resultados evidenciaram a indução da síntese da citocina por todas as 

concentrações testadas (Figura 17), sendo a concentração adotada para os experimentos 

seguintes de 25 ng/ml. A secreção de TNF-α foi analisada por ELISA dos sobrenadantes 

da cultura de ST88-14 estimulada por 2 horas com TNF-α exógeno. A retirada do estímulo 

foi seguida de algumas lavagens da cultura com meio RPMI puro, para garantir que só 

fosse detectado o TNF-α secretado pelas células durante o período de 24 horas e não a 

molécula adicionada como estímulo. Esses resultados constataram que, de fato, o TNF-α 

foi capaz de promover sua própria secreção, assim como sua expressão e produção nessa 

linhagem celular (Figura 17). Qin e colaboradores também demonstraram esse efeito dose-

dependente em CS de ratos, encontrando o ponto de saturação da síntese da citocina frente 

ao estímulo de 50 ng/ml de TNF-α exógeno e observou um aumento da sua expressão 

gênica no tempo de 1 hora [112].  

Após o esclarecimento do impacto individual do ML e do TNF-α na expressão, 

síntese e secreção do TNF-α, foi investigado o efeito conjunto desses estímulos. Os dados 

obtidos indicaram que a associação da micobactéria e da citocina promove perfis similares 

ao induzido individualmente pelo TNF-α exógeno na expressão gênica, na síntese e na 

secreção dessa molécula na linhagem ST88-14 (Figura 18). Diante desses dados pode-se 

sugerir que a intensidade superior da ação do TNF-α pode fazer com que essas células 

atinjam seus limites de expressão e produção dessa citocina, podendo portanto, ocultar o 

efeito promovido pelo ML individualmente.  

A maioria dos componentes da família TNF é expressa sob a forma 

transmembrânica, o que indica que essas moléculas devem induzir efeitos locais, e que 

somente sob condições não-fisiológicas têm sua secreção induzida, podendo então, ser 

implicadas no desenvolvimento de diversas patologias [71]. Nossos resultados 

constataram que o ML induz a produção de TNF-α, mas não a sua secreção em CS da 

linhagem ST88-14. Esse fato pode refletir a existência de um mecanismo celular 

regulatório da liberação dessa citocina, já que esta pode mediar efeitos deletérios quando 

secretada irregularmente. Portanto, após sua produção frente ao estímulo do ML, o TNF-α 
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permanece acoplado à membrana plasmática das CS, e no quadro inicial da lesão neural, 

promove seus efeitos através da interação com outras células presentes no endoneuro. 

Nossos dados também indicam a existência de um loop positivo na produção de TNF-α 

nessa linhagem, estando em concordância com os dados descritos por Qin e colaboradores 

[112]. 

Como mencionado anteriormente, Shubayev e colaboradores (2000) constataram 

dois picos nos níveis de TNF-α após a injúria nervosa por constrição crônica em ratos 

[126]. O primeiro e o segundo coincidiram com a detecção dos maiores níveis de MMP-9 

e MMP-2 na lesão, respectivamente. Ambas são metaloproteinases de matriz extracelular, 

cujo substrato principal é o colágeno tipo IV, e, portanto, têm uma participação relevante 

na alteração e remodelação do espaço neural durante a lesão. Dados do nosso laboratório 

demonstraram que o ML, individualmente ou em associação com TNF-α, induz a 

expressão de MMP-9 em CS da linhagem ST88-14, e que essa metaloproteinase, assim 

como a MMP-2, encontra-se aumentada em biópsias de pacientes com a forma neural pura 

da hanseníase [129]. Portanto, os resultados obtidos nesse estudo, juntamente com os 

dados relatados acima, evidenciam o importante papel dessa citocina e da micobactéria no 

desenvolvimento da injúria neural nessa doença.   

A capacidade de produzir citocinas confere às CS a propriedade de modular a 

resposta imune sob condições patológicas e não patológicas. Portanto, o próximo passo 

desse trabalho foi elucidar a contribuição do ML e do TNF-α  no contexto inflamatório do 

dano nervoso da hanseníase nessa linhagem de CS, avaliando a dinâmica de secreção das 

citocinas IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10 por ELISA, frente aos estímulos da micobactéria e do 

TNF-α, em associação ou não.  

A família da IL-1 compreende dois ligantes bioativos (IL-1α e IL-β), dois tipos de 

receptores transmembrânicos IL-1RI e IL-1RII, além de um receptor antagonista 

específico (IL-1Ra) [130]. A IL-1β é uma potente citocina pleiotrópica com importantes 

efeitos na resposta imune, como por exemplo, a indução da angiogênese em tecidos 

inflamados, a liberação de outras citocinas pró-inflamatórias por células apresentadoras de 

antígeno, e também, a polarização de células Th17 [131]. No SNC saudável essa molécula 

é produzida em níveis reduzidos, sendo aumentada, portanto, após lesões teciduais, já 

sendo, inclusive, descrita sua participação em respostas neuroimunes e na indução de 

morte celular em casos de dano e esquemia cerebral ([132]; [133]). A IL-1β, juntamente 

com o TNF-α, tem uma participação importante no processo de degeneração Walleriana, 
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no qual podem induzir a secreção de outras citocinas e contribuir para o recrutamento dos 

macrófagos até o local danificado [134]. Além disso, essa molécula também induz fatores 

de crescimento neurais e foi demonstrado que a sua neutralização por IL-1Ra, impede a 

regeneração nervosa [135]. Em nossos experimentos foi observado que no tempo de 2 

horas, a concentração de 10 ng/ml de TNF-α induziu essa citocina (Figura 19), e nos 

tempos de estímulo mais longos, foi detectada a sua secreção apenas no tempo de 3 horas 

frente à adição de 25 ng/ml de TNF-α na cultura.  Como análise desses experimentos foi 

realizada simultaneamente, não foi possível adotar a concentração de 10 ng/ml de rTNF-α 

na cinética temporal de 1 a 7 horas, tendo como base o dado anterior da curva de 

concentração. Entretanto, o aprofundamento da investigação da secreção de IL-1β frente 

aos estímulos adotados, será conduzida futuramente com essa nova concentração de rTNF-

α. Já o ML não induziu a liberação da IL-1β, nem quando em associação ao TNF-α 

exógeno (Figura 20).  

Já foi descrita na literatura a capacidade das CS de produzir e secretar a citocina 

IL-10, assim como linfócitos T, monócitos, macrófagos, microglia, astrócitos, e outras 

populações celulares ([136]; [137]; [138]). A IL-10 é uma citocina pleiotrópica 

responsável, principalmente, por ações antiinflamatórias, podendo reduzir potencialmente 

a expressão de moléculas de MHC II, a apresentação de antígenos pelos macrófagos, e 

inibir a liberação de citocinas próinflamatórias, como, IL-8, IL-6, IFN-γ, TNF-α e IL-1 

[137]. Em geral a IL-10 atua negativamente sobre todas as ações que promovem respostas 

inflamatórias e a imunidade celular, e positivamente, sobre os fenômenos que levam á 

tolerância na imunidade adaptativa [139]. Os níveis dessas citocina aumentam 

rapidamente após a injúria nervosa periférica e sofrem redução imediatamente após a 

mesma [135]. Em modelos de lesões traumáticas na medula espinhal a IL-10 foi implicada 

na recuperação da função motora, redução da dor, redução do dano tecidual e 

neuroproteção através da prevenção de apoptose celular ([140]; [141]; [142]; [143]; 

[144]). Nos experimentos realizados nesse trabalho não houve detecção da secreção de IL-

10 frente a nenhum dos estímulos aplicados na linhagem ST88-14. Apesar da expressão 

gênica dessa citocina ter sido observada por Qin e colaboradores (2008) frente ao estímulo 

de 10 ng/ml de TNF-α exógeno em CS de ratos [112], nossos dados sugerem a reduzida 

participação dessa citocina antiinflamatória no contexto inicial de infecção pelo ML 

(Figura 21 e 22). 
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A IL-6 é uma citocina importante para o processo de regeneração tecidual, sendo 

aumentada no meio imediatamente após a injúria nervosa ([98]; [135]). Essa molécula 

próinflamatória é expressa por células apresentadoras de antígeno, como por exemplo, 

linfócitos B, macrófagos, células dendríticas e uma variedade de outras populações 

celulares. Entre as suas ações podemos destacar a sua propriedade antiapoptótica, sua 

atuação como fator de crescimento celular, seu envolvimento na migração de linfócitos T 

e na indução de respostas Th2, assim como, na diferenciação de células Th17, quando em 

associação com TGF-β [145]. Já a IL-8, também conhecida como CXCL8, é uma 

quimiocina próinflamatória associada com a indução de quimiotaxia de neutrófilos e 

degranulação, sendo também relacionada com respostas angiogênicas, tumorais e com o 

fenômeno de metástase [146]. Dados do nosso laboratório demonstraram a expressão 

gênica dessa molécula em CS da linhagem ST88-14 [60]. Os resultados obtidos nesse 

estudo revelam a indução da secreção de IL-6 e IL-8 por todas as concentrações de TNF-α 

avaliadas no período de 2 horas (Figuras 23 e 25). Em intervalos de tempo mais extensos, 

foi constatado o efeito positivo do TNF-α exógeno na secreção de ambas as citocinas, não 

sendo observado, entretanto, o mesmo efeito frente ao estímulo do ML. A indução de IL-6 

em resposta ao TNF-α está de acordo com dados observados por Qin e colaboradores 

(2008), que observaram aumentos nos níveis de RNAm dessa citocina em CS de ratos 

após o estímulo de TNF-α exógeno [112]. Já a associação da micobactéria e do TNF-α 

promoveu perfis de secreção de IL-6 e IL-8 similares ao observado no estímulo individual 

da citocina nas células ST88-14 (Figuras 24 e 26). 

 A etapa final desse estudo foi a caracterização das vias de sinalização ativadas pelo 

ML e TNF-α, em associação ou não, na linhagem ST88-14. A análise da ativação da 

MAPK p38 pelas técnicas de western blotting e imunofluorescência, revelou que as vias 

recrutadas pela interação do ML e do TNF-α, individualmente ou em associação, não 

envolvem a fosforilação dessa proteína (Figura 27). Um fato curioso na avaliação dos 

extratos celulares por western blotting foi a não detecção da forma não ativada da p38 pelo 

anticorpo utilizado. Amostras da linhagem THP-1 previamente estimuladas com LPS 

(2µg/ml) foram utilizadas como controle de qualidade do anticorpo total e fosforilado, e, 

portanto, atestaram a funcionalidade de ambos nessa técnica. A razão pela qual não houve 

marcação da proteína total nos extratos celulares da linhagem ST88-14 não foi elucidada, 

pois o anticorpo usado foi policlonal e variações na estrutura da molécula de p38 entre as 

duas linhagens, teoricamente, não impossibilitariam a capacidade de reconhecimento desse 
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reagente. Uma possível explicação seria o fato das células ST88-14 expressarem níveis 

menores de p38 em relação à linhagem THP-1, sendo necessário, portanto, o aumento a 

concentração de uso do anticorpo para sua detecção. Felizmente a avaliação por 

imunofluorescência foi bem sucedida, havendo marcação da proteína total e da fosforilada. 

A última foi visualizada apenas no controle de qualidade do anticorpo, que consistiu em 

fibroblastos gingivais humanos estimulados com LPS (10µg/ml) por 15 minutos (Figura 

27). 

As MAPKs ERK 1/2 são geralmente fosforiladas pela ação seqüencial das 

moléculas SOS/Ras/Raf/MEK, considerada a via canônica de ativação dessas proteínas. 

Essa via está envolvida com a regulação da diferenciação e ativação das CS durante o 

dano e a regeneração nervosa periférica, promovendo a desmielinização, desdiferenciação 

e proliferação dessas células [120]. Nesse estudo, a análise da ativação das MAPKs ERK 

1/2 por western blotting e imunofluorescência, revelou a participação dessas proteínas nas 

vias acionadas pelo ML e TNF-α, individualmente e também em associação, na linhagem 

ST88-14. Os ensaios realizados revelaram por ambas as técnicas, que o TNF-α promove 

uma fosforilação mais intensa dessas MAPKs que o ML, e curiosamente, a associação 

desses estímulos parece reduzir o efeito individual dessa citocina na ativação dessas 

proteínas, podendo indicar que, a competição pelo recrutamento de uma mesma via, pode 

levar ambos os estímulos a ativar outras vias de sinalização distintas para indução de seus 

efeitos (Figura 28). 

 Já foi descrito que o ML pode ativar a via de ERK 1/2 em CS humanas através do 

recrutamento da PKC-ε (proteína kinase C-ε), de uma maneira independente de MEKs, 

promovendo assim, a desdiferenciação e proliferação dessas células [147]. Nossos 

resultados, acoplados a dados prévios constatados por nossa equipe, evidenciam o efeito 

ERK-dependente do TNF-α e ML na proliferação da linhagem ST88-14, já que ambos 

induzem a replicação dessas células a partir de 48 horas e mais pronunciadamente após 72 

horas de estímulo [108]. 

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que na injúria neural da hanseníase, a 

infecção pelo ML pode contribuir para ativação sustentada das CS, ativando vias de 

sinalização dependentes de ERK 1/2 e induzindo a produção de TNF-α. Além disso, foi 

observada a participação do mecanismo de retroalimentação positiva dessa citocina na 

ativação dessas células, que pode não só aumentar os níveis dessa molécula no meio, 
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como a secreção de citocinas pró-inflamatórias como, IL-1β, IL-6 e IL-8, que cooperam 

com a resposta imune e com o estado de ativação prolongado das CS. 

 São necessários mais estudos in vivo que concretizem estes dados uma vez que a 

resposta das células ao TNF-α e ao ML depende de diversos outros fatores. Estudos 

realizados até então, sugerem que a ação dessa citocina pode variar, e indicam que o tipo 

de célula, seu estado de maturação, o contexto celular preciso e a composição dos 

receptores, assim como, o tempo de interação com os mesmos são parâmetros importantes 

na determinação dos seus efeitos biológicos ([76]; [148]). Uma melhor compreensão da 

interação do ML e do TNF-α com CS humanas, dos mecanismos moleculares e celulares 

envolvidos, assim como, seus efeitos pró-inflamatórios e imunossupressores, contribuirão 

para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficientes no tratamento dessa 

doença.  
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77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

  

Os resultados obtidos nesse estudo, apesar de preliminares, sugerem que o ML é 

capaz de induzir a expressão e a produção de TNF-α através da ativação de vias de 

sinalização com a participação de ERK1/2 em CS da linhagem ST88-14. Como a secreção 

dessa citocina frente ao estímulo da micobactéria não foi detectada, podemos concluir que 

o TNF-α expresso age localmente no contexto de injúria neural, ativando outros tipos 

celulares através do contato célula-célula.  

Nossos dados também evidenciaram a existência de um mecanismo de 

retroalimentação positiva de TNF-α que utiliza vias de sinalização com a particação das 

MAPKs ERK1/2 nessa linhagem celular, sendo esta citocina capaz de induzir sua própria 

expressão, produção e secreção, e, portanto, de manter essas células em estado prolongado 

de ativação. Além disso, o TNF-α mostrou-se eficaz na indução da secreção das citocinas 

IL-1β, IL-6 e IL-8 na linhagem ST88-14, corroborando seu importante papel, assim como 

o das CS, na lesão neural da hanseníase. 

A ação conjunta do TNF-α e do ML promoveu uma ativação reduzida da via de 

sinalização de ERK 1/2, quando comparada ao efeito individual de cada um dos estímulos. 

Em relação a indução da expressão, produção e secreção do TNF-α e da liberação de 

outras citocinas, essa cooperação promoveu ações semelhantes ao estímulo exclusivo do 

TNF-α exógeno na linhagem ST88-14. A figura 29 ilustra um modelo de ativação das CS 

no contexto de infecção pelo ML proposto pelos dados desse estudo. 
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Figura 29: Esquema representativo da participação do M. leprae e do TNF-α na ativação das células de Schwann. As setas verdes e azuis indicam os processos 
resultantes do estímulo do TNF-α e ML, respectivamente. Ambos os estímulos ativam a via de sinalização de ERK 1/2 e induzem a expressão e produção de TNF-α. A 
ação dessa citocina induz a secreção de IL-1β, IL-6 e IL-8 nessas células.    
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