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Priscila Ribeiro Andrade

A hanseniase é uma das doencas mais antigas atacameomem e tem como agente
etioldgico oMycobacterium leprae (ML), um patégeno intracelular obrigatério que oife
principalmente, macréfagos e células de Schwad8).(As CS estdo envolvidas na
imunomodulacdo da lesdo neuroldgica causada pelopbiiendo, assim, desencadear uma
resposta inflamatoria frente a presenca da bacténire as citocinas que participam dessa
resposta esta o Fator de Necrose TumofaNF-a), molécula envolvida na patogénese de
diversas doencas que acometem os sistemas neoegosl SNC) e periférico ENP). Foi
descrito recentemente que o ThMApode atuar como um mediador autdcrino na lesao
neural, sendo capaz de ativar CS na auséncia dggrat. Nesse trabalho foi avaliada a
contribuicdo do TNFe e do ML para a injuria nervosa da hanseniaseyéstrda andlise da
participacdo do efeito autocrino dessa citocineesposta a infec¢do pelo ML e no processo
de ativagao sustentada das CS, utilizando a limhdgenana ST88-14. Nossos resultados
sugerem que no dano neural da hanseniase, a infpetd micobactéria pode contribuir
para ativacdo sustentada das CS, ativando viasaeacao com participacdo de ERK 1/2,
e induzindo a producéo de TNE-que por sua vez, promove seus diversos efeitagést da
interacdo com outras células do espago endonendtalsendo, imediatamente secretada.
Além disso, foi abservada a participacdo do mecanide retroalimentacdo positiva dessa
citocina na ativacdo dessas células, que podedaareentar os niveis dessa molécula no
meio, como também a secrecdo das citocinas p@miatiorias IL-B, IL-6 e IL-8, que

cooperam com a resposta imune e com o estadovdeaiprolongado das CS.
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Abstract

Dissertacdo de Mestrado
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Leprosy is one of the oldest diseases to afflicindémkind. Its pathological agent is
Mycobacterium leprae (ML), an obligatory intracelular bacterium that infcmainly,
macrophages and Schwann cefC). SC are glial cells envolved in the imune resgons
regulation that occurs during the peripheral newainage caused by ML. Among the
citokynes that contribute to this response, therthe Tumor Necrosis Factar(TNF-a), a
molecule related to the pathogenesis of many déseatthe centraldNS) and peripheral
nervous system$P(NS). It has been described that TNFnay act as an autocrine mediator
in neural injury, and therefore, may activate S@hm absence of ML. This study evaluated
the contribution of TNFx and ML to nerve injury in leprosy, by analysing gharticipation
of the citokyne’s positive feedback mechanism in Mtection and in the SC sustained
activation state, using the human lineage ST88au4t. results suggest that in the leprosy
neural injury, ML can induce SC activation by ragrg ERK pathways, and promoting
TNF-a production, which instead of acting as secretedkiye, evokes its biological effects
through interactions with other cells in the endoaé space. In addition, it was also
observed the participation of TNFs positive feedback mechanism in SC activatiorickvh
increased the secretion of this molecule and gtheinflamatory cytokines, such as I13;1
IL-6 and IL-8.
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1. INTRODUCAO

1.1) A HANSENIASE
1.1.1) Caracteristicas Gerais

A hanseniase, também conhecida como lepra, é uewcadnfecciosa crénica
caracterizada por lesbes cutaneas e pelo acomébirdes nervos periféricos, podendo
resultar em problemas motores e sensoriais gravesar, assim, ao desenvolvimento de
deformidades e deficiéncias permanentes ([1];R¥idéncias histéricas apontam para o
leste da Africa e Oriente, em particular a indiamo local de origem da doenca, que
parece ter sido disseminada para o resto do mutrdeéa das sucessivas migracoes
humanas que ocorreram a partir do século IV aJC[¢B.

Apesar de a hanseniase ter sido no passado umaadaksiribuida pelos
continentes da Europa e Asia, atualmente concestram paises em desenvolvimento
situados em regides tropicais e temperadas, codia, iReplblica Federativa do Brasil,
Republica Democratica do Congo, Republica Unidardazania, Nepal, Mo¢cambique,
Madagascar, Timor Leste e Republica Central Afac@8]; [2]).

Recentemente a Organizacdo Mundial de Saude (OM&p@ uma estratégia
baseada no diagndstico precoce e no tratamentoacamltidrogaterapia (MDT), para
reduzir tanto a prevaléncia quanto a incidénciahdaseniase, com compromisso de
manter as iniciativas de controle entre o period®@06 e 2010. A prevaléncia global
registrada no inicio de 2009 foi de 213.036 casodaknca, sendo 0 nimero reportado de
novos casos em 2008 de 249.007 em 121 dos paisssigados [6]. Entre os anos de
2002 e 2008, a taxa de deteccdo de novos casoseafme um declinio substancial,
mesmo em paises endémicos [7].

No inicio de 2008, o Brasil registrou uma prevaiénde 45.847 casos e,
juntamente com Nepal e Timor Leste, constitui qogrde paises com populacdo superior
a 1 milhdo de pessoas que ainda ndo alcancougicedtaeliminacdo da doenca, definida
pela taxa de prevaléncia de <1 caso/10.000 habgdmabela 1) [7].




Prevaléncia registrada Ne de novos casos detectatlos

Paises
Inicio de 2006 Inicio de 2007 Inicio de 2008 2005 2006 2007
Brasil 27 313 (1.5) 60567 (3.21) 45 847 (2.40) 38410(20.6) 44436(23.53) 39125 (20.45)
Nepal® 4921 (1.8) 3951 (1.43) 3329(1.18) 6,150 (22.7) 4253 {15.37) 4436 (15.72)
Timor Leste 289 (3.05) 222(2.2) 131(1.23) 288 (30.41) 248 (24.63) 184 (17.23)

2taxa/10.000 populagéo
btaxa/10.000 populagdo
¢Deteccdao registrada do meio de Novembro/2006 ao deeMovembro/2007

Tabela 1: Prevaléncia da hanseniase e nimeros devas casos detectados em paises com populacéo >
1 milh&do de habitantes que néo eliminaram a doendd].

Na década de 40 do século XX, observou-se queibiGimo dapsona, potente
inibidor da enzima dihidropteroato sintase envavitb metabolismo do acido folico,
interrompia o progresso dos sintomas da hanserfgseEntretanto, um fenémeno
generalizado de resisténcia a essa droga dimiuaweScacia no tratamento da doenca,
sendo sua administracdo posteriormente acoplada aabiioticos rifampicina e
clofazimina, estabelecendo, entdo, a chamada madaterapia (MDT) que constitui,

atualmente, a estratégia mais eficaz de combatsaaideccao [2].

1.1.2) Agente Etiolégico

A hanseniase € uma doenca resultante da infeag@oMycobacterium leprae
(ML), um patégeno intracelular obrigatorio, provemwente transmitido pela via
respiratoria e que tem como nicho preferencial dfagos e células de Schwann [8].
Descoberto em 1874, por Armauer Hansen em biéuiapele, o ML foi o primeiro
agente etiolégico de uma doenca humana a serfidadt.

E um bacilo imével, ndo formador de esporos e aquensltiplica por divisdo
binaria ([9]; [10]). Apresenta-se sob a forma de bastonete ligeiramente curvado,
podendo ser encontrado também em grupos denomifiglddisas”, onde varios bacilos
interagem entre si através de uma substancia clradeathléia” (Figura 1) [1].




Figura 1: Morfologia do M. leprae (A) ML corado em vermelho pelo método de Fite-Fara®)
Suspensdo de ML derivada de pata de camundande visualizada por microscopia eletrénica de
varredura. (C) Caracteristicas internas do ML d#sevadas na sec¢édo ultrafina do bacilo por micmaco
eletrénica de transmissao [9].

Sua parede celular consiste de uma camada de emgit@hnos composta de
cadeias de N-acetilglicosaminas e N-glicosiimur@ntispostas alternadamente, e que por
meio de moléculas de arabinogalactano, se liga a cmmada de galactano. A essa
camada ancoram-se moléculas de arabinano, formasglm um arranjo que concede a
essa porcdo da parede celular uma propriedadereldénsa. Acoplado ao arabinano,
estdo moléculas de acidos micélicos que juntamemte glicolipidios fendlicos (PGLS)
constituem a zona elétron-transparente da paredecddactéria (Figura 2) [9].
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Figura 2: Modelo esquematico do envelope celular ddl. leprae A membrana plasmética é envolvida
pela camada da parede celular formada de peptidaog$ ligados covalentemente a galactanos por uma
ponte de arabinogalactanos (AG). Ligados a camadgathctano estdo moléculas de arabinano, aos quais
acidos micdlicos estdo acoplados, formando a parg&ma de uma bicamada pseudolipidica. A porcao
externa dessa bicama é constituida por monomisildt trealose (TMM), acidos micocerosoicos de
dimicocerosatos de fitiocerol (PDIMs) e glicolipidifendlicos (PGLs). A capsula provavelmente comt@pos
de PGLs e PDIMs envolve a bactéria. Lipomanan (EMipoarabinomanan (LAM) s&o observados tanto
ancorados & membrana plasmaética quanto na cogdtitda capsula [9].




A abundéancia de moléculas lipidicas como acido®lnms e os PGLs faz com
que o ML seja considerado um bacilo &lcool-acidsistente (BAAR), pois resiste a
descoloracéo por solventes organicos acidificagosndostras submetidas a coloragéo por
corantes basicos ([11]; [10]). Essa micobactérimrébém considerada Gram-positiva,
apesar de ndo ser bem corada por esse método [11].

O ML apresenta um genoma de aproximadamente 3,3okite apenas 49,5%
correspondem a genes funcionais, ou seja, cerchGf#l sequéncias codificantes de
proteinas e 1.116 pseudogenes [12]. Ao comparar gegloma com o0 de outras
micobactérias, comd/l. tuberculosis, podemos observar que o ML sofreu ao longo do
tempo um processo de evolucao redutiva, que eneopearda de certas funcdes e de seus
respectivos genes, resultando no encolhimento domge. S&o sugeridas diversas causas
para a ocorréncia desse fendbmeno, inclusive asagltes de nichos sofridas por esses
organismos como, por exemplo, a mudanca: (1) deliwice para uma vida intracelular ou
estritamente associada a um hospedeiro, (2) dadesrihospedeiros para um hospedeiro
especifico, ou até mesmo, (3) de variados tecidoma pm tecido especifico do seu
hospedeiro [13].

O ML apresenta um tempo de geracdo de aproximadaenidndias, tendo sido
frustradas todas as tentativas de cultivérloitro até o momento. E provavel que os
efeitos combinados da delecdo génica e de mutayfmesdas em diversas regides do
genoma envolvidas no metabolismo, regulagéo, regar®NA, entre outras, seriam as
causas do insucesso do cultivovitro desse bacilo [8]. Além dos aspectos genéticos, o
crescimento do ML também é determinado pela terperado ambiente em que se
encontra, tendo dificuldade de se multiplicar mageratura corporal de 37°C. Sua taxa
6tima de crescimento ocorre na faixa de 27°C a,30%ue explica o seu tropismo por
areas mais frias do corpo humano, como a pelepgertrato respiratdrio [14].

Portanto, o cultivo do ML é feitn vivo e esta restrito a alguns modelos animais,
incluindo o tatu e camundongos [15], o que difedeu estudo e limita a quantidade de
informacgBes disponiveis sobre esse bacilo, quaondgparado as outras micobactérias.
Com excecdo dos animais ja citados e alguns prémataseres humanos sao 0s Unicos
reservatorios de infeccdo do ML, cuja rota de trassdo acredita-se ser por inalacdo de

particulas infectadas, ndo podendo ser descartadotato com a pele dos pacientes [16].




1.1.3) Patogénese

A hanseniase é a principal causadora de neuropet@graumaticas no mundo.
Estima-se que mais de um quarto de todos os pasiBansénicos apresentam algum grau
de incapacidade e, destes, cerca da metade apréess#igs neuroldgicas permanentes, que

podem evoluir mesmo apos a eliminagdo do patodefio [

O diagndstico da hanseniase € baseado nos simi®€le nos sintomas classicos
da doengca, como as lesdes de pele e perda sengOrialstema de classificacao
estabelecido pela OMS determina duas categoriagizilar (PB), definida por cinco
ou menos lesdes de pele e esfregago de pele reegatiz a bactéria, e multibacilar (MB),
definida por seis ou mais lesdes e esfregaco pogji8]; [1]). Outra classificacéo, o
sistema de Ridley-Jopling concebido em 1966 [19hns@era caracteristicas
histopatolégicas e clinicas, assim como a cargdebana e variagcbes na resposta
imunoldgica dos pacientes, para definir os espeattimicos observados na hanseniase.
Segundo essa classificacdo, podemos distinguiblos puberculdide-tuberculdide (TT) e
lepromatoso-lepromatoso (LL), além das formas imégtiarias denominadas borderline-
tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e berline-lepromatoso (BL) (Figura 3)
[5]. Os individuos que ndo se encaixam em nenhussedeperfis, ou seja, apresentam
uma resposta insuficientemente diferenciada paranipee sua classificacdo, sao
denominados de indeterminados e podem ao longmelacd evoluir para qualquer uma
das formas mencionadas anteriormente ou até eyatarcura espontanea [20].
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Figura 3: Esquema representativo do espectro clinicda hanseniaseTT — forma tuberculdide; LL —
forma lepromatosa; BT, BB, BL — grupo “Borderlin&kR- rea¢éo reversa; ENL — eritema nodoso leproso.
As lesdes de pele e o dano neural estéo classificdelacordo com o grau de severidade clinica elavd,

2- moderado e 3- severo [21].

O sistema de classificagdo da OMS é mais simpl@d em locais onde ndo h&a
recursos para obtencdo das informacOes adotadasclaskificacdo de Ridley-Jopling.
Nesse caso, as formas TT e BT sédo consideradaghpeilares e as BB, BL e LL séo

classificadas como multibacilares por apresentane alta carga parasitaria.

O polo tuberculdéide agrupa pacientes que apresent@an vigorosa resposta
celular ao ML, sendo, portanto, capazes de comteolearga bacilar. Seus sintomas sao
restritos a poucas lesdes de pele bem definidasneaspresenca de bacilos [2]. Nesta
porcédo do espectro, predomina o perfil de citocthagipo Thl, tendo sido observadas
células produtoras de IL-2, linfotoxina e IFNinterferon-gama), o que justifica o quadro
de resisténcia a proliferacdo do ML e os casosuda espontanea relatados neste polo
[22]. Nesses pacientes ha também a formacéo dalgnaas, constituidos pela agregacéo
de células fagocitarias monucleares e linfocito€D4". Além disso, a producéo de

anticorpos contra o ML € muito reduzida ou indeteet nesse grupo [20].




O podlo lepromatoso é caracterizado pela auséncimeat®mnismos da imunidade
celular especifica contra 0 ML, ocorrendo, portamt@roliferacdo descontrolada dessa
bactéria nos individuos infectados. Os pacientesedgrupo apresentam inimeras lesdes
cutaneas e intensa infiltracdo celular nos nervoa pele, caracterizada pela presenca de
macrofagos carregados de bacilos. A derme, alémmadmsofagos parasitados, apresenta
poucos linfécitos T CD4e T CD8, com granulomas desorganizados [2]. As citocimas d
tipo Th2 predominam nesses individuos, em destdguk IL-5 e IL-10, que estdo
relacionadas com um cenario de resposta celuldiciee ou ausente, devido a uma
ativacdo falha dos macréfagos e da intensificagéoegposta humoral, o que justifica os

altos titulos de anticorpos contra PGL-1 e outriigganos especificos do ML (Figura 4)

2].
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Figura 4: Esquema representativo do padrao de respta na hanseniaseNa forma TT, na resposta tipo

1, a IL-2 é um fator de crescimento autdcrino parBcitos T helper, responsaveis pela ativacdo dos
macrofagos mediada pelo IFNdmunidade mediada por células). Na forma LL, esposta tipo 2, IL-4 é
um fator de crescimento para linfocitos T supressoestimulando a diferenciacédo de linfocitos Bapar
producéo de anticorpos (imunidade humoral). O P&HL-10 séo supressores de macrofagos e IL-12 é um
estimulador de linfécitos T helper [20].




As formas intermediarias ou borderline sdo extraemde instaveis, ocorrendo
uma progressiva reducéo da resposta imune celotiee e grupo de maior resisténcia, o
borderline-tuberculdide (BT), e o de menor resigro borderline-lepromatoso (BL) [2].
Os pacientes BT apresentam lesdes com poucos axddBB sdo raros com tendéncia a
mover-se para um dos pélos do espectro e os BlLuposgranulomas compostos de

macroéfagos indiferenciados altamente parasitadijs [2

O envolvimento neural pode ocorrer em todas asderdo espectro da hanseniase,
sendo necesséria a destruicdo de, em média, 30%ibdas nervosas para que haja
manifestacdo clinica. Essa agressdo pode se estabelas fases iniciais, ou seja, na
auséncia de células inflamatérias, fato comum taatformas paucibacilares quanto nas
multibacilares; ou nas fases tardias da doencag @n@companhada por um intenso
processo inflamatério [23]. Ha casos classificartrao forma neural pura (NP), em que o
comprometimento neurolégico antecede o dermatalpdiavendo auséncia de lesdes
cutaneas e espessamento dos troncos nervosogsipasifacometidos, podendo levar a
deformidade e perda sensorial e motora ([24];[5]).

Pacientes hansénicos podem, além dos sintomascolsdesenvolver estados
reacionais, ou seja, manifestacbes clinicas redakade alteracbes no balancgo
imunoldgico frente ao ML. Esses episédios podemirecéanto durante o curso natural da
doenca, durante o tratamento, ou até mesmo quarddivdduo € considerado curado
[20]. Essas reagOes séo classificadas de acorddRatiey-Jopling, em reacgéo do tipo 1
Ou reacao reversa e reacao do tipo 2 ou eritemasnddproso (ENL), e sédo a principal

causa de morbidade e de danos permanentes aopegif@ico.

A reacao reversa ou do tipo 1 é causada por umrdoraspontaneo da reatividade
de linfécitos T contra os antigenos da micobacti]a As manifestagfes clinicas se
apresentam como exacerbacdes inflamatoérias loesidedbes cutaneas ou nervosas pré-
existentes ou como lesdes novas eritematosasrdmpieas e com granulomas infiltrantes,
relacionadas a resposta imune celular contra &tigce propiciadas pela infiltracdo de
linfécitos T CD4 secretores de IFN-e TNFo ([25]; [2]). A reacdo reversa acomete
usualmente pacientes com as formas borderline a@mgdoe a sua ocorréncia em
individuos que finalizaram o tratamento pode seqsliexda pela presenca de bacilos
mortos remanescentes e pelo desequilibrio na igfyulda resposta imune inflamatéria

decorrente da reducao da carga bacilar [26].




O eritema nodoso leproso ou reagdo do tipo 2 é tesposta inflamatoria
sistémica contra deposicdo de complexos imunesu® rgsulta na infitragdo de
neutrofilos e na ativagdo do complemento [2] e cem pacientes LL e BL, ndo tratados
ou em tratamento. Lahiri e colaboradores (2008kmasam que tanto o ML integro
guanto as suas partes processadas sédo capazesaeaciixacdo do complemento, o que
pode explicar a ocorréncia de reacdes do tipo pamientes em curso de tratamento, fase
onde ha intensa morte bacilar [27]. O ENL é acorhpda por altas concentracbes de
TNF-a e IFN+ séricos, 0 que poderia sugerir o envolvimentondanidade celular nessa
reagdo. Entretanto, um aumento seletivo do RNAid#, assim como o de IL-4 e IL-5
€ observado nas lesfes, o que pode indicar unh gemésposta Th2 [20].




1.2) CELULAS DE SCHWANN

1.2.1) Origem e funcao

7

O sistema nervoso € anatomicamente classificadosistema nervoso central
(SNC), constituido pelo encéfalo e a medula espimhsistema nervoso periférico (SNP),
formado pelos ganglios nervosos e o0s nervos ranodi e cranianos originados da
medula. Os principais componentes celulares degsstesnas sdo 0s neurdnios, capazes de
transmitir sinais elétricos sob a forma de potescike acdo, e as células da glia ou
neuroglia, que sao determinantes para a formacaogditetura neural e para transmisséao
sinaptica. Em vertebrados, a glia compreende ahtiente quatro tipos de células: os
astrocitos, os oligodendrdcitos e a microglia noCSH as células de Schwann (CS) no
SNP, cujas fungdes principais séo de fornecer seipanotecao e nutricdo aos neurdnios e
facilitar a condugdo dos impulsos nervosos, tambsgtiando envolvidas em outros eventos
importantes, como na migracdo dos neurdnios durarge estagios iniciais do
desenvolvimento embrionério [28].

A glia é evolutivamente conservada entre as espégignais, sendo encontrada
desde invertebrados mais simples até vertebradds omanplexos, como 0S seres
humanos. Essas celulas, assim como os neuron@sles&adas do ectoderma durante o
desenvolvimento embrionério [29].

Na fase inicial do desenvolvimento neural, a forfeado tecido nervoso comeca
no ectoderma do embrido, resultando na divisdcede#izeto em trés regides principais: o
ectoderma neural ou placa neural, do qual emeoggistema nervoso central; o ectoderma
ndo-neural, precursor da epiderme; e uma populde&elulas, situada nos limites dessas
duas porg¢des, cuja maioria ird compor a cristaaleOrtecido em formacao, entédo, dobra
sobre si mesmo e origina o tubo neural, durantéemdmeno chamado de neurulagdo. As
células da margem da placa neural se deslocam reafioras dobras neurais, que
eventualmente passam a compor a regido dorsabdaeural (Figura 5) [30].
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Figura 5: Neurulagéo e geracéo das células da crisheural. A margem da placa neural (verde) recebe
sinais dos ectodermas neural (lilds), ndo-neurallee do mesoderma paraxial (amarelo). Durante a
neurulagdo a placa neural se eleva e gera o tulsalnAs células da crista neural se desprenderdalass
neurais ou da por¢édo dorsal do tubo neural recémaio, dependendo da espécie [30].

As células das dobras neurais sdo consideradasstagie pré-migratorio das
células da crista neural, cuja existéncia depemdanda série de eventos complexos de
sinalizacdo, oriundos das regifes adjacentes a plkagral, do ectoderma ndo-neural e do
mesoderma paraxial subjacente. A diferenciacacélatas da dobra neural em células da
crista neural é induzida pela secrecdo de fataveo cBMP (proteinas morfogenéticas
6sseas), proteinas WNT, FGF (fatores de crescinuenfibroblastos) e noeliftd [30].

Durante esse estagio de transicdo sdo observadfis ge expressdo génica
predominantes e caracteristicos de cada fendtiptacecomo por exempld;oxd 3, Sug,

Sox 9 e Sox 102, marcadores moleculares das células das dobresisieZic (1, 2, 3, 4
e5), Pax 3, Pax 7 e Notch 1 ¥!, adotados como marcadores da crista neural. Afaséla

crista apresentam um enorme potencial migratormlepdo assim, colonizar diversas
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regides do embrido, sendo as linhagens celulardtantes da diferenciacdo dessas
populagcdes multipotentes, determinadas pelos fatlivserados nos meios nos quais se
estabelecem [30]. Se essas células migrarem laengg ao tubo neural, originardo os

melandcitos da pele e se seguirem ventralment&p s& precursoras dos neurbnios da
raiz dorsal, das células da glia e de neurdnio$épens. Caso estabelecam-se na porcao
anterior do tubo neural, ou seja, na crista caajliaerdo precursoras de fibroblastos e
células do musculo liso, e aquelas que se instalara crista cefélica, originardo as

cartilagens e os ossos do embrido [31].

Para originarem CS maduras, as células da crateahprecisam se associar a
neuritos em crescimento, incorporando-se assimnan&®s embrionarios [32]. A partir
dessa associacao, as células passam por trés amjgsretapas de diferenciacdo, durante
as quais, originam inicialmente CS precursoras, gpeteriormente se transformam em
CS imaturas, cujo destino é gerar duas populacégtintds de CS maduras: as
mielinizantes e nao-mielinizantes (Figura 6). Essmgentos sdo rigorosamente
dependentes de fatores de crescimento, fatoregenit§ e sinais de diferenciacéo
providos pelos axdnios [31].

! BMP (proteinas morfogenéticas 6sseas) sdo moléculisumtionais da superfamilia do TGFque estéo
envolvidas na sinalizacdo do inicio da migragaoaddislas da crista neural. As proteiVeBIT sdo uma familia
de moléculas de sinalizacdo altamente conservadata@onadas com proteinas Beosophila, que regula
interag6es célula-célula durante a embriogénes€GPs (fatores de crescimento de fibroblastos) sdo mtdéc
multifuncionais envolvidas no desenvolvimento ewodrio, controlando proliferacéo, diferenciacaognagéo e
sobrevivéncia celular. Aoelinaé uma glicoproteina secretada que participa ddag@o do periodo de producéo
de células da crista neural [30].

>Foxd 3 é um gene exclusivamente expresso em células poeaarda crista neural no ectoderma de todos os
vertebrados e acredita-se que esteja envolvido @omeessibilidade transcricional de um conjunto eeeg
responsavel pela multipoténcia das células daacespbutras células troncBlug é um repressor transcricional
com dedos de zinco que medeia a resposta as POIMNTs Sox 9e Sox 10séo fatores de transcricdo expressos
em células da crista neural pré-migratérias engiolvina estruturagdo da cromatina e regulagao g@@ica

® A familia Zic compreende os gen&ic 1, 2, 3, 4e 5, que s&o fatores de transcrigédo de dedos de zinfm,
expressdo ocorre no ectoderma neural, provavelneemteeposta a indutores neurais, estando envolzidimsa
regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo celltax 3 e Pax 7 séo fatores de transcricdo expressos tanto na
crista quanto na placa neurdiotch 1é um gene que codifica o receptor Notch, que @oaigir com um de seus
ligantes ativa vias de sinalizagdo e fatores detigo necessarios para formacgao da crista n@dal
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Figura 6: Principais estagios do desenvolvimento dacélulas de Schwann originadas da crista neural.
[31].

As moléculas responsaveis pela inducdo da gliogémesvertebrados, ou seja, as
que promovem o comprometimento das células daaar@n a geracdo do fendtipo glial,
ainda ndo foram identificadas. O fator de trandori§ox 10, apesar de essencial para
geracdo dessa linhagem, pois participa da ativde&bversos genes gliais, ndo é capaz de
promover esse fendmeno individualmente. A acdoadegsécula na crista neural pode
preservar tanto a sua capacidade de diferencidigfi®gica quanto neurogénica, através
da restricdo dos fatores inibitorios de um desgestes [33]. E responsavel também pela
regulacéo da expressao de ErbB3, receptor dodateresciment@-neuregulina Meé
de extrema importancia para diferenciacdo das @%;ipalmente na geracdo do fendtipo
mielinizante. O Sox 10 ndo é exclusivamente expresdas células migratérias da crista
neural, estando em atividade nas células dos g&ngleriféricos, inclusive em CS
maduras e nos melandcitos em diferenciacdo, entogeteencontra-se ausente em

neurdnios e em tipos celulares ndo neurais dersvddarista [35].

* As moléculas de neuregulina 1 sédo uma familia de de15 fatores de crescimento existentes tanfornea

solivel quanto na associada a membrana, e deridiasn Unico gene através de splicing alternafdemtro

dessa familia ha trés subgrupos: | que inclui atefiras NDF, heregulina e ARIA; Il formado peloofate

crescimento glial ou GGF e Il caracterizado potéoolas que possuem um terceiro dominio transmerakea
portanto, ndo apresentam forma solGvel, como ograpbs anteriores. Todas as formas apresentam onimido
EGFike que ativam os receptores da familia ErbB [34].
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As CS precursoras, além de responderem aos skieas@ulares de uma maneira
distinta da qual fazem as células migratérias dstagrja possuem um perfil fenotipico
caracteristico da linhagem glial, expressando gene® po, dhh e bfabp !, e também
estabelecem uma intima relagdo com os axdnios @@is gstdo associadas [39]. Essa
relacdo morfolégica € essencial para o desenvohtonelessas células, e o fato de
morrerem quando privadas desse contato, revelpariémcia dos sinais axonais para sua
sobrevivéncia e diferenciagdo [40]. P-neuregulina 1, as endotelinas e a via de
sinalizacdo Notch sdo alguns dos sinais envolvidoegulacdo das alteracdes fenotipicas
associadas com maturagéo das CS [35].

A B-neuregulina 1, molécula existente tanto acopladaeinbrana do axdnio
guanto na forma solavel, interage com o complexo rdeeptor heterodimeérico
ErbB2/ErbB3 nas CS precursoras, ativando a via MA®Ks, promovendo assim, a
proliferacdo celular, e a via PI3K/Akt, impedindoapoptose [41]. Ao contrario, as
endotelinas apresentam efeitos opostos aosp-t@uregulina 1, pois apesar de
promoverem a sobrevivéncia das CS precursorasdasheo processo de transicao para o
tipo celular maduro, sendo consideradas entdo ladggues negativos da diferenciacao
dessas células ([41]; [40]). A via de sinalizac&Nbtch promove a proliferacdo das CS
precursoras e a sua diferenciacdo em CS imatuedsizindo a expressao de AP2
(proteina ativadoraod e aumentando a expressédo de $1®de GFAP (proteina fibrilar

glial acida)®, fenétipo caracteristico desse tipo celular [39].

® po: gene codificante da proteina de mielina zeraoéefna mielinica mais expressa pelas CS, respehpéia
fungéo e estrutura adequada da mielina [@6fr gene codificante da proteina Desert hedgehog (Pdrtencente

a familia Hegedhog de moléculas sinalizadoras resapta grande homologia com o ghegedhog encontrado
em Drosophila que esta envolvido com o padrdo de formagao daciabriondria e adulta da mosca [3fgbp
gene codificante dBFABP (proteina cerebral ligante de acidos graxp® se ligar a moléculas hidrofébicas,
aumentando sua solubilidade e facilitando seu pates[38].

proliferacdo através da repressdo de genes queopeama diferenciacdo definitiva [30] S1I0B é um
componente da familia S100 de proteinas que apaesemm sitio ligante de ions de célcio, e agem ceensores
transmitindo sinais dependentes de célcio paraprtaina alvo, controlando assim sua atividadedgioh [42].
GFAP é um filamento intermediario especifico das célulasglia envolvido na formagdo e manutencdo do
citoesqueleto, sendo expresso somente em CS immaturgio-mielinizantes. Encontram-se altos nivessale
molécula em CS que sofrem desdiferenciagdo apasmrmkural [43].
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ApOs essa transigdo, 0s mecanismos de controlelievévéncia celular também
séo alterados, trocando-se a dependéncia paratrgraeurdnios pelo suporte autocrino,
ja que as CS imaturas sédo capazes de secretasfatomo IGF-2 (fator de crescimento
semelhante a insulina — 2), NT3 (neurotrofina )GFB (fator de crescimento derivado
de plaquetaB), LIF (fator inibitério de leucemia) e LPA (&cidiisofosfatidico) que
proporcionam a sua sobrevivéncia. Essa mudancaitesngrande relevancia biolégica,
pois permite que em casos de dano nervoso, as I@8va@m para dar apoio tréfico ao
axonio em regeneracéao [31].

A etapa final de desenvolvimento das CS é a di@aedo das populacdes
mielinizantes e ndo-mielinizantes. O fendtipo d&si@aturas e das CS ndo-mielinizantes
€ relativamente similar, pelo menos, no que dipeis a aspectos morfolégicos e a
expressado de marcadores moleculares, com excec&al@e(gactocerebrosidase) e as
inte-grinasasP; € a7p1, exclusivos do perfil ndo-mielinizante [35]. Aléisso, as CS nao-
mielinizantes envolvem multiplos axénios de pequealibre, formando uma estrutura
chamada d&enak bundle (Figura 7), e expressam também GFAP, NGFR (unptecelo
fator de crescimento neural de baixa afinidade) AMC(molécula de adesédo celular
neural) e GAP-43 (proteina de 43 kDa associadaestimento) [44].

O surgimento da mielina, adaptagdo exclusiva dotelv@ados, possibilitou o
aparecimento de organismos de maior massa cogmratjue fosse necessario o aumento
do didmetro de seus axoénios, além de aperfeicoaomportamentos de fuga e predacéo
[29]. A glia mielinizante participa ativamente don€ionamento do sistema nervoso,
regulando as propriedades elétricas e estrutussaaonios, controlando seu calibre,
assim como a distribuicdo e agrupamento dos cadaisos presentes nos nodulos e
paranodulos nervosos [45].

Para que tenha inicio o processo de mielinizac8d>&imaturas € necessario que
dois eventos ocorram: o chamadulial sorting, que constitui o rearranjo espacial dessas
células, de modo que as mesmas estabelecam umaorélzal de 1:1 com os axdnios do
SNP; e a “polarizacdo”, em que ocorre um alongamianeral da célula, definido assim, a
sua orientacdo para a membrana axonal que sertinsidh, e a face externa que ira
secretar a lamina basal [46].

Os sinais determinantes da selecdo dos axoniosNé dble devem ou nao ser
mielinizados ainda nao foram elucidados. Sabet#eetanto, que o calibre do axénio é
um importante critério e que CS acopladas a axa@easaior calibrex 1 um) adquirem a
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capacidade de produzir mielina, enquanto aquelasaggociam-se a axdnios de menor
diametro (< 1um) permanecem fenotipicamente nao-mielinizantesteEamto, estudos
sugerem que nao é o calibre do axénio propriamgitde que determina o perfil dessas
células, mas sim, a quantidade de neuregulina fipdolll expressa em sua superficie
[47]. Neurbnios nado-mielinizados expressam pouaareggilina 1 do tipo Il na sua
membrana, enquanto que 0s neurOnios altamenteninéldos apresentam grandes
concentragfes dessa molécula. Baseando-se nesless dmalmente h4 um consenso de
gue existam concentracfes de neuregulina na stipetfis axénios capazes de despertar
as CS para o fendtipo mielinizante, e, portanteeisiabaixo do valor minimo necessario
ndo induzem sinais pré-mielinizantes nessas célWdm disso, a interacdo dessas
moléculas e os receptores ErbB das CS também @atespessura da bainha de mielina
secretada, processo que visa alcancar uma razaérinandtima entre o didametro do
cilindro do axénio e o didametro do axénio ja migigdo (aproximadamente 0,68), a fim
de atingir a maior velocidade de propagac¢éo pdssdvanpulso nervoso [48].

Ha evidéncias que diversas vias de sinalizacaddonas da diferenciacdo celular
para o fenétipo mielinizante, encontram-se ativaasCS imaturas, sendo suprimidas no
inicio da mielinizacdo. A via de c-Jun-amino-teratikinase (JNK) e de Notch 1, por
exemplo, sdo inativadas quando vias pré-mielinigage envolvem os fatores de
transcricdo Krox20/Erg2, Oct6/Scip, Sox 10 e Brs&)y acionadas [40]. O fator Sox 10
age sobre Oct6/Scip, que juntamente com Brn2 atikeor20/Erg2, um potente indutor
da expressao dos genasMbp (proteina mielinica basicalPmp22 (proteina mielinica
periférica 22) Cx32 (conexina-32) éag (glicoproteina associada a mielina) [49].

A montagem da bicamada de mielina inicia-se deranprocesso de transporte de
seus componentes em direcdo a membrana plasmatic&.dEntre os constituintes dessa
bicamada estdo o colesterol, fosfolipidios e ghfiagolipidios, que compreendem cerca
de 70% da sua estrutura, a galactosilceramida rotaipa basica de mielina (MBP). A
maioria dos componentes mielinicos é sintetizadaeticulo endoplasmatico das CS e
provavelmente transportada por vesiculas da testes do complexo de Golgité a
membrana, com excecdo da MPB, que utiliza uma eidrahsporte alternativa ainda
pouco conhecida.

A MBP é essencial para organizacao estrutural ddndale mielina, associando as
unidades lipidicas simples montadas durante dospgmate em direcdo a membrana

plasmatica, e garantindo sua compactacdo ideadsEsmmadas de mielina secretadas
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pelas CS envolvem seus respectivos axdnios em ramj@espiral e segmentado ao longo
da fibra nervosa, formando assim uma bainha iseldescontinua (Figura 7) [46]. Entre
0s segmentos de mielina, localizam-se os ndéduloRatwier, regido onde ha uma alta
densidade de canais de sddio voltagem-dependemtesrqduzem potenciais conduzidos
pelo modo saltatério ao longo do axénio por ensra@dulos [50].

As CS mielinizantes e ndo-mielinizantes diferemld@&m em suas fungdes, sendo
as células do perfil mielinizante melhor compredadi Esse fendtipo em particular,
possibilita 0 modo de condugdo nervosa saltatGrevés da bainha de mielina, além de
contribuir para estrutura e regular a formacaordmilos de Ranvier. Ja as células nédo-
mielinizantes sdo essenciais para manutencdo eéofamsento dos axdOnios aos quais
estdo associadas, e estao envolvidas nos mecaniemascicepcdo na fase adulta [51].
Ambos os fendtipos de CS apresentam consideraastigtiade, podendo sofrer um
processo de desdiferenciacdo caso a interagdo @x®nw seja interrompida, regredindo
assim, para seu estagio imaturo. O restabelecinug¥ge contato proporciona o retorno
dessa célula a um de seus perfis maduros, o quendeplos sinais fornecidos pelos

axonios aos quais estao associadas [41].
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Corpos celulares dos neurdnios

Axonio

Neuregulinaa

Superficie do axdnio ) o
Células de Schwann mielinizantes

Figura 7: Etapas de diferenciacdo das células de Schwann erssaciacdo com os ax6niogl) CS
precursoras proliferam ao longo do axénio. (2) AsiGaturas tém dois destinos: ou se associam esds/e
axonios de menor calibre (Renak bundle) (3) ou leeno axénios de maior diametro e se diferenciam em
CS mielinizantes (5). Esses eventos sédo controlpelasinteracdo da neuregulina 1 do tipo I, pnésea
superficie do ax6nio (5), com os receptores ErioBliados nas CS [34].

18




1.2.2)M. lepraee células de Schwann

O ML apresenta um tropismo pelos nervos periféricpge sdo formados por
unidades de CS-axbnio completamente envolvidas lpalma basal, uma caracteristica
anatdbmica que exige que os mecanismos de invad&adds por essa bactéria sejam

diferentes daqueles adotados, por exemplo, naciddede macréfagos [52].

A adesdo do ML as CS é mediada pela interacdo delP&algumas adesinas da
micobactéria, como a LBP21, com a cadeiaa laminina-2, que compde a lamina basal
das CS (Figura 8). Com o auxilio do receptedistroglicano, um tipo de receptor de
laminina-2 presente na membrana da célula que ped@ar ao ML, essas moléculas
permitem a infeccdo das CS pela micobactéria [B3¢adeiaa, da laminina apresenta
uma distribuigdo muito restrita, sendo encontraganas nas laminas basais de CS,
musculo estriado e placenta, fato que pode juatifictropismo dessa bactéria pelo SNP
[52].

Como as CS ndo sao fagdcitos profissionais, elasseptam dificuldade de
destruir o ML, que por permanecer no meio intrdaeleconsegue escapar da agéo do
sistema imune do hospedeiro e se proteger congateg) terapéuticos, garantindo sua
sobrevivéncia e replicacdo [54]. Apesar dessa raictébia ndo apresentar mecanismos de
locomocéo, esta pode se mover através do endet&dicidos conjuntivos para alcancar as
CS, sendo possivel que seu transporte para o S&lReaizado via macrofagos infectados

ou capilares intraneurais [54].

O ML pode infectar tanto CS mielinizantes como néelinizantes, tendo
preferéncia pelas ultimas, que parecem ser maegstigeis a esse tipo de parasitismo.
Essas células, além de serem os principais alvosfedecdo desse patdogeno, também
podem ser as responsaveis pela sua continua Blweraccirculacéo, e, portanto, pela sua
disseminacéo para outras partes do organismo ().

Estudos demonstraram que, na auséncia de célulae$no simples contato entre
o0 ML e as unidades de CS mielinizantes /axdnics)figiente para induzir a ruptura da
bainha de mielina, sem causar apoptose na neurpgiia nos neurdnios. Apesar da
manifestacdo dos sintomas da hanseniase ser depenides respostas imunoldgicas do

hospedeiro contra a micobactéria, essa desmigjéizanicial causada pela bactéria
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poderia acarretar um desequilibrio na homeostasiicroambiente neural, desregulando
algumas vias de sinalizacdo importantes para magétbeda integridade da bainha, e
levando assim, ao desenvolvimento de um rdpidoegsacde desmielinizacdo. Esse efeito
pode ser provocado pelo contato celular tanto cawetébias viaveis como bactérias

mortas, e até mesmo com as moléculas de PGL-1 [50].

Bainha de mielina

Invaséo Resisténcia a
invasao
Reinfeccioe——— Multiplicagéo e
liberacdo do ML
Proliferacdo Desmielinizagdo
l Dano axonal
Sobrevivéncia (Respostas ao dano nervoso)
do ML
Respostas imunes
inatas e adaptativas
v
Degeneracédo Nervosa Proliferagdio——» Regeneracéo Nervosa

Figura 8: Esquema dos possiveis efeitos da infeccao das @dude Schwann pel®/. leprae (a) CS néo-
mielinizantes e (b) mielinizantes podem ser infdatapelo ML. Entretanto, nas CS n&o-mielinizanges,
bactéria multiplica-se e € liberada no meio, podantectar outras células. O ML pode aumentar oerdm
de CS ndo-mielinizantes, seu nicho preferido, égaa inducéo proliferacdo das mesmas, ou pelegsoc
de desmielinizagédo [50].

20




1.2.3) Papel das células de Schwann na lesdo neuwtalhanseniase

Como discutido anteriormente, o acometimento neeéralm dos marcos da
hanseniase e a principal causa de morbidade entirdividuos afetados [55]. Entre os
mecanismos envolvidos na lesdo dos nervos pedf&ripodemos destacar a possivel
interferéncia bioquimica do ML com o metabolismdulze do hospedeiro, o dano
mecéanico provocado pelo influxo de células e flueda acdo imunoldgica. Esse quadro
desenvolve-se particularmente durante as reacogpal®, onde sdo registradas, elevada
participacdo da imunidade celular e uma hiperséidsibe mediada por linfocitos T
contra os antigenos do ML, cenarios dos quais gs0d8m participar ativamente [56].

Spierings e colaboradores (2000) demonstraramCfudumanas sdo capazes de
endocitar, processar e apresentar antigenos mteslaaos para linfocitos T CD4via
MHC de classe Il, além de expressar outras moléceilevolvidas na apresentacdo de
antigenos como MHC de classe |, ICAM-1 (moléculaadeséo intracelular 1) e CD80
[56]. Essas células, portanto, podem agir como samtadoras de antigenos nao
profissionais, tornando-se, assim, alvos dos litd§cT citotoxicos. Recentemente, Hao e
colaboradores (2009) demontraram que a expressd@.Ré, uma molécula do sistema
imune inato que reconhece padrdes molecularesiadesa patégenos (PAMPS), é tanto
constitutiva como induzivel em CS, o que aumentaia capacidade de interagir com
endotoxinas bacterianas [57]. Esse tipo celulabémexpressa o receptor TLR2, cuja
ativacdo por uma lipoproteina de 19 kDa do ML preenapoptose celular, o que pode

colaborar para injaria tecidual [55].

Além disso, as CS sofrem a acdo de mediadorestados pelas células
inflamatdrias presentes na lesdo, que podem nacaspmusar efeitos deletérios para
unidade CS-axdnio, mas também determinar o peafit@htribuicdo desse tipo celular
para o dano neuroldgico. Foi descrito que as citsciFNy, TNF-u e IL-13 sdo capazes
de induzir e aumentar a expressao de I-CAM 1 narfige das CS, que além de
contribuir para a funcdo de apresentacdo de awn€g@noprios e nao-proprios aos
linfécitos T CD4, permite a acéo citotoxica mediada pelos linfécifoCD8 nesse tipo
celular. Outro possivel efeito dessas molécula|s seproducdo de éxido nitrico (NO),
composto potencialmente toxico para os axdnios,g@3Smeio da inducdo da enzima NO
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sintase [58]. Em CS de ratos, a combinacéo dasimi® TNF-o e TGF$ provoca a

dissociacdo da unidade axonal e a lise dessaas¢hd].

As CS também tém a capacidade de produzir e aecmei variedade de citocinas,
0 que reforca o seu potencial de modular a respgostaolégica, tanto sob condi¢des
patologicas quanto normais. Estudos ja detectardiiveeacdo de IL-f, IL-6, TNF-,
TGF e IL-8 por essas célulasvitro e algumas dessas moléculas tambéwivo, assim
como de outros mediadores pro-inflamatérios conwaostaglandina E2, o tromboxano
A2, o leucotrieno C4 e NO ([60]; [61]). A secreg@® MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos-1) acoplada a sintese de IL-8, apds ecgdb das CS, evidencia uma das
possiveis contribuicdes dessas células para otaewento celular e para eventos iniciais
gque podem levar ao agravamento do dano neural [88d. e colaboradores (2009)
sugerem que essas células sdo a primeira linhafdsadcontra a presenca de endotoxinas
nos nervos mielinizados, produzindo imediatamentediadores inflamatorios, e

contribuindo, portanto, para a disfungcdo axonaliggde infec¢cdes bacterianas [57].

Apesar das CS colaborarem indiretamente com aanji@rvosa, essas células séo
essenciais para o processo de regeneracao do peniférico, através da sua influéncia
neurotréfica e neurotrépica [62]. O dano neuratguilo de um fenbmeno denominado
“degeneracdo Walleriana”, que consiste em uma dgériespostas celulares direcionadas
para a remocao e reciclagem de fragmentos oriutaakestruicdo celular, gerando assim,
um ambiente permissivo para o inicio da regeneragé@nal. Os macréfagos sao
recrutados para o local comprometido, e juntameoe as CS promovem a retirada dos
debris celulares e, desta forma, enquanto a porgéao distaixonio sofre degeneracéo, a
regido proximal inicia a sua recuperacao [63].

O reparo do nervo afetado compreende basicameistéeti®@menos: a proliferacao
das CS dissociadas do axbnio e a remielinizacdentesy que sao regulados,
principalmente, por proteinas de matriz extraceluores neurotréficos e horménios
([58]; [63]). A degeneragao nervosa ocasiona age contato entre as CS e 0 axdnio
comprometido, o que leva essas células a iniciarpnocesso de desdiferenciacdo, que s6
€ revertido apOs o restabelecimento de um novoatmraxonal. A laminina e seus
receptores, integrin@l e distroglicano, tém uma importante participagaoegulacéo da
sobrevivéncia e proliferacdo das CS, assim comaguaaorganizacao espacial ao longo

dos axonios durante a reconstrugcéo nervosa [63].
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Entre os fatores neurotroficos envolvidos na rettagdo do nervo, temos a
familia da neurotrofinas (NGF, BDNF, NT-3 e NT4/6)FGF-2 (fator de crescimento de
fibroblastos 2), o GDNF (fator neurotréfico derigada glia), a neuregulina-1 e o TGF-
gue, de um modo geral, contribuem para sobrevigémgroliferacdo das CS, manutencéo
e organizacao estrutural dos neurdnios e para lirinég&o [63].

O papel da neuregulina-1 no desenvolvimento de &8cp ser distinto daquele
gue exerce na regeneracao nervosa, ndo sendocasssessencial para a proliferacao das
CS e apresentando uma participagéo reduzida nososvde remielinizacdo. Ja o TQk-
gue durante o desenvolvimento atua no controleetigidade populacional e na inibicao
da mielinizagdo das CS, age aumentando o tropisa® mdesmas por axbnios em
crescimento apés o dano neural [63].

1.2.4) A linhagem ST88-14

A maioria dos tumores que ocorre no SNP é derivdasa CS ou de seus
precursores. Estes neoplasmas incluem neurofibtosnhwannomas e tumores malignos

da bainha nervosa periférica [64].

A estrutura normal dos nervos periféricos compitedasciculos unidos por tecido
conjuntivo. Cada fasciculo, a unidade basica demet formado por grandes axdnios
envoltos por CS mielinizante®enak bundles, fibroblastos endoneurais e mastécitos
envoltos em matriz extracelular, que juntos sd@gswados por células perineurais. Nos
neurofiboromas, a estrutura dos fasciculos é completite desorganizada, com elevado
numero de fibroblastos e de CS, sendo a maioriantradla dissociada de seus axonios,
alta deposicao de colageno, degeneracdo axonptwaudo perineuro (Figura 9) [65].
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Axdnios

Perineuro ' .
Ruptura do Perineuro

' @ CS mielinizantes @ Mastécito ®  Aonio livre
==. Fibroblasto @ RemakBundle&CS néo—mielinizante%CS mielinizante
dissociadas dissociadas

Figura 9: Estrutura normal do nervo periférico e does neurofiboromas Diagrama mostrando a secao
transversal de (a) um fasciculo nervoso norma) @ @strutura aberrante dos fasciculos em neuoafiés
[65].

A ST88-14 é uma linhagem de SC que esta entrelygasnomas imortalizados
por Yan e colaboradores (1995), e foi isolada depawiente com neurofiboromatose-1,
uma desordem genética causada pela inativacdo aelasncopias do gemndl, fato que
predispde o individuo a desenvolver neurofibron@s]([66]; [67]). O geneNfl codifica
a proteina supressora de tumor neurofibromina, zcajg inativar a proteina Ras,
convertendo seu GTP em GDP, e, portanto, inibirsda gia de sinalizagcao celular [65].

A linhagem ST88-14 apresenta altos niveis de RER-Gforma ativa),
provavelmente, devido a producdo de baixos niveisedirofiboromina, e expressa grandes
taxas de algumas variantes de CD44, molécula askoei invasdo de células tumorais e

metastase [68].

Essas células tém sido adotadas por alguns gagme modelo para o estudo da
interacdo entre ML e CS. Foi demonstrado que o Miagaz de invadir essas células
através de uma proteina especifica de 21 kDa égdat laminina (LBP21), e que
lipoproteinas dessa micobactéria sdo capazes \hr aticeptores Toll-like 2 presentes
nessa linhagem, podendo levar a apoptose e seaegdimcinas por parte dessas células.
As ST88-14 também apresentam um receptor de mar@osaa superficie que facilita a
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entrada do ML. De um modo geral, o fenétipo deséaidas se assemelha ao das CS nédo-
mielinizantes, o que faz dessa linhagem um mod#dalipara o estudo da interagéo
ML/CS [67].
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1.3) FATOR DE NECROSE TUMORAL — a (TNF- @)

1.3.1) A superfamilia do TNF

A superfamilia do TNF engloba atualmente 19 ligamue promovem seus efeitos
biolégicos através da interagdo com receptorecégmes pertencentes a superfamilia de
receptores de TNF [69]. A maioria dos membros geeamilia do TNF, com excecédo da
LT-a (linfotoxina o), sdo proteinas transmembréanicas do tipo Il guepestiham um
dominio homdlogo de TNF (THD) na regido C-termirtaljo arranjo espacial resulta no
formato trimérico caracteristico dessas molécyléd;([69]). Muitos representantes dessa
superfamilia podem ser expressos na forma transrA@inh ou clivados
proteoliticamente da membrana celular por proteasgscificas, entretanto, a maioria age
principalmente quando associada & membrana e requ&ato célula-célula para induzir
seus efeitos, 0 que sugere que em condi¢cdes noesses fatores tém acéo local ([70];
[71]).

Tanto as formas secretadas da superfamilia do ThdiRtg as transmembranicas
séo capazes de interagir com um ou mais integralatesiperfamilia dos receptores de
TNF, e cada tipo de associacéo ligante-receptoesponde a um sistema de sinalizacao
especifico, jA& sendo conhecidos atualmente maisA@evias (Figura 10) [69]. A
superfamilia de receptores de TNF é constituida3@oproteinas transmembréanicas do
tipo | com dominios homologos ricos em repeticdescidteina na porgédo extracelular,
através do qual interagem com o THD dos seus kgam2]. Entre os receptores dessa
familia, h4 um grupo que apresenta o dominio dden{@®D) na porgéo citoplasmatica,
uma regido de aproximadamente 80 aminoacidos edeaia indugcdo de apoptose celular
[71].

Ao contrario de seus receptores, que sdo exprggsoama variedade de tipos
celulares, a maioria das moléculas da superfaa@i@NF € expressa apenas por células
do sistema imune como linfécitos B, linfocitos €Judas Natural killer (NK), mondcitos e
células dendriticas. A associacdo ligante-recepibre esses dois grupos pode levar a
apoptose, sobrevivéncia, diferenciacdo ou proljwecelular, através da ativacao de vias
de sinalizacdo que podem envolver d-Jun kinase amino-terminal (JNK), as kinases
ativadas por mitdgenos (MAPK) p42/p44 e p38 [71].
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Figura 10: A superfamilia de TNF.Descri¢éo dos ligantes da familia do TNF. As setdisam interacdes
com receptores conhecidos. O ectodominio dos meepé mostrado em azul com o nimero aproximado de
dominios ricos em cisteina. Aqueles receptores cautas citoplasmaticas que contém um dominio de
morte sdo identificados com um cilindro amarelo.ddsos receptores se ligam a moléculas adaptadoras
TRAF [69].
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1.3.2) Biologia do TNF-u e seus receptores

O TNF-u foi identificado em 1975 como uma endotoxina sinéela sob ativacao
do sistema imune e capaz de exercer uma citotoxisigahificativa em diversas linhagens
tumorais, promovendo necrose tumoral em muitos foedenimais [73]. Desde entéo,
tem sido observado o intenso envolvimento dessacicd em diversas condicdes
patofisioldégicas, através de seus efeitos no erestp, na diferenciacdo e na morte de
varios tipos celulares, sendo considerada, portantba das principais moléculas
reguladoras da inflamacdo e de respostas imunds Apésar de ser produzido por
diversos tipos celulares, a principal fonte do Td&NH vivo sdo os macrdfagos e os
mondcitos submetidos a estimulos inflamatériosedeoibsos ou acionados por injuria
tecidual, que ao liberarem essa citocina, deflagramargo espectro de a¢bes bioldgicas,
cuja natureza depende do tipo e do estagio dedssanento da célula alvo [75].

O TNF-u € codificado dentro docus do MHC e sintetizado inicialmente como
moléculas transmembranicas do tipo 1l de 26 kDaamgadas em complexos
homotriméricos estaveis na superficie celular. Ao extracelular desses complexos
pode ser clivada proteoliticamente pela enzima TAE&Rzima Conversora de TNB; e
liberada como um arranjo protéico soliuvel congtdutde trés unidades de 17 kDa
associadas (Figura 11) [76]. Ambas as formas da&szina sdo biologicamente ativas e
podem apresentar perfis de agéo e efeitos celudaststos [77].

As acdes mediadas pelo TNFsdo promovidas através da sua ligagdo com os
receptores TNF-R1 (CD120a, p55/60) e TNF-R2 (CD130k5/80) que transmitem a
informacdo extracelular para célula alvo atravésatleacdo de vias de sinalizacdo
distintas ou até mesmo sobrepostas [78]. Ambas alcuolas séo glicoproteinas
transmembranicas simples que compartilham cer@Beede identidade, principalmente
entre os dominios extracelulares, que podem sexdds proteoliticamente e liberados no
meio como fragmentos potencialmente neutralizashteseus respectivos ligantes (Figura
11) [79].
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Figura 11: Representacdo das formas biologicamenttivas do TNF-w. Interacdo entre o TNE-de
membrana e sollvel com seus receptores (TNF-R1ER2). As setas vermelhas destacam os sitios de
clivagem onde a TACE atua [80].

A ativacdo inicial desses receptores envolve exgiGonhecidas como PLAD
(dominio de associagdo prévia ao ligante) locadizath porcao distal extracelular de suas
cadeias simples. Na auséncia do ligante, os PLAisragem entre si e formam
complexos triméricos de receptores ao longo darfojgecelular, que permanecem assim,
em estado silencioso e, por conseguinte, menosirgeis a auto-ativacdo espontanea. A
ligagdo do TNFe promove uma série de mudancas conformacionaiesiesmjuntos,
tornando-os competentes para recrutar moléculaglaimaticas ou induzindo a formacéo
de associagcdes mais complexas a fim de alcancartiamamissdo de sinal eficiente
(Figura 12) [76].

LIGANTE
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DOMINIO DO
LIGANTE

—

1R B

Figura 12: Complexos de receptores associados peEADs: A interacdo mais estavel com o ligante
desfaz a estrutura silenciosa mantida pelos PLABsdo inicio a ativacdo do complexo de recept@®k |
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O TNF-a promove a maioria das suas acfes biolégicas atrd&éativacdo do
TNF-R1, cuja porcéo intracelular C-terminal aprégsamm dominio de morte (DD) capaz
de ancorar outras moléculas acessorias e levavagd@ de vias apoptoticas na célula-
alvo [79]. Esse receptor € expresso na maioridetmdos, sendo encontrado em diversos
tipos celulares e pode ser ativado tanto pelo TN$elivel quanto pela forma de
membrana, com o0s quais estabelece uma ligacdo tde afihidade, seguida da
internalizagcdo do complexo TNF/TNF-R1 ([82]; [7[16])-

O TNF-R2 é ativado apenas pela ligacdo com o &ME-membrana, que devido a
reduzida estabilidade dessa interacdo, pode disseeida molécula receptora e ativar o
TNF-R1 da mesma célula, fendmeno conhecido comssgem de ligante” e exclusivo
de certos tipos celulares [77]. ApOs sua ativagdee receptor é rapidamente clivado da
superficie celular e liberado no meio, podendo nassagir como uma molécula
neutralizante [78] A expressdo do TNF-R2 é induzi&vesua distribuicdo tecidual é
restrita, sendo caracteristica de células do sestiemane [76]. Ao contrario do TNF-R1,
esse receptor ndo possui um DD na sua cauda cito@lia e parece estar principalmente
envolvido na inducédo de vias de proliferacdo e esdbéncia celular, apesar de também
poder ativar vias apoptoticas, independentemengocooperacdo com TNF-R1 [79].

1.3.3) Sinalizacao Celular

Como mencionado anteriormente, as moléculas néadais de TNFRs dispdéem-se
em trimeros associados através de PLADs ao longopkficie celular, o que os mantém
em estado silencioso. Quando dispostos nesses exwsplas porcdes citosélicas das
cadeias de TNF-R1 apresentam seus dominios de namod@lados aos SODD
(silenciadores do dominio de morte), que bloqudiaitamente esses sitios e contribuem
para nao-atividade do receptor [73]. A ligacdo dolFfn promove mudancas
conformacionais nos complexos de TNF-R1 que induaehissociacdo dos SODD e, por
conseguinte, a exposicdo dos DDs, que podem erg@ojtar as moléculas TRADD
(proteina do dominio de morte associado ao recdptdiNF) [79].

TRADD inicia a sinalizacdo associando-se a RIpbtéina de interacdo com

receptor-1) e a TRAF-2 (fator associado ao recapgofNF — 2), formando o complexo |
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gue se destaca do TNF-R1 apoés a internalizacdeadptor [73]. Antes de se separar do
receptor, essa estrutura mobiliza a via dexdBFatravés da ativacdo deBl kinase (IKK),
um complexo formado de duas subunidades catalifiids-o e/ou IKK$) e uma
regulatéria (IKKy) que leva a fosforilacdo d&B-a, 0 que pode servir de sinal para a
posterior ubiquitinagdo e degradacdo dessa protegse evento libera o N&, retido no
citoplasma pela associacdo cowB-o, permitindo sua migrgo para o rtleo, onde
poden regular a transafyo de diversos genes relacionadbssobrevikncia celular,
como, por exemplo, as preteas antiapopticas bcl-xL, c-FLIP e XIAP (Figura 13) [83].

Apos a dissocigyo do TNF-R1, o complexo | (TRADD/TRAF-2/RIP-1) reta as
mohculas FADD (protena com domnio de morte associado a Fas) e a procaspase-8,
formando ento, o chamado complexo Il, que por sua vez, ativ@r@caspase-8,
convertendo-a em caspase-8 [83]. A atividade dopéexu Il pode ser inibida pelo
regulador negativo c-FLIP, cuja transgo 1 induzida pelo NReB, sugerindo que, na
sinalizacdo do TNF-R1, a via apoptoética sé predarsiobre a via pré-inflamatéria e de
sobrevivéncia celular quando o complexo | falha amar NF«B (Figura 13) [84].
Quando funcional, o complexo |l ativa caspase-3 dliga diversas proteinas
citoplasmaticas responséveis pelas alteracdes logidas e bioquimicas caracteristicas
do processo apoptético. Em alguns casos, a caSpdsecomplexo Il pode clivar BID,
uma molécula capaz de ativar a via apoptéticansgda, que envolve processos como a
liberacdo do citocromo-c e a formacédo do apoptoasg@udendo assim, amplificar a
cascata apoptotica ja iniciada pelo TNF-R1. Entitetaem células classificadas com do
tipo Il, a apoptose s6 pode ser induzida atraved@alatrinseca e a ativacdo do TNF-R1
leva a clivagem direta de BID [85].

Como mencionado anteriormente, o TNF-R2 ndo poBddi na sua cauda
citoplasmatica e, portanto, assim que é ativadautad RAF-2 diretamente. TRAF-2, por
sua vez, se associa a TRAF-1, formando um comgiekerodimérico capaz de ativar a
via de NF«B [73]. As moléculas c-IAP-1 e c-IAP-2 juntam-seesse complexo pés a
inducéo de sua transcricdo por NB; e atuam blogueando a atividade da caspase-8 e
inibindo a apoptose celular (Figura 13) [79].

A sinalizacdo mediada por TNF-R2 também ativa pigsapoptoticas através da
cooperacado com TNF-R1 pelo fendmeno de “passagdigadee”, onde a ativacao inicial
de TNF-R2 leva a deplecdo de TRAF-2 do citoplasgn@isponibilizando essa molécula

31




para a montagem do complexo | do TNF-R1, e, patacdmprometendo a posterior
inducédo das vias de NEB e JNK por esse receptor [86]. A via utilizadaop&@NF-R2
para induzir apoptose de maneira independente de-RINainda nao foi elucidada,
entretanto, sabe-se que € necessario recrutameRbPdl por esse receptor [79].

A utilizag&o de diferentes vias de sinalizacao géé--R1 e TNF-R2 é consistente
com a capacidade de cada receptor de poder indispiostas biolégicas distintas, onde a
ativagdo do TNF-R1 é suficiente para induzir og@decitotoxicos e pro-inflamatérios do
TNF-a, e a acdo de TNF-R2, além de cooperar com o @céptambém pode promover
a ativacao, proliferagéo e migracéo celular [73].

1.3.3.1) Proteinas kinases ativadas por mitogendd APKs)

A superfamilia das MAPKs engloba uma ampla redendiculas reguladoras de
uma variedade de processos fisiologicos, como scicnento celular, a diferenciagéo, a
migracdo, a apoptose, entre outros, e é formadgglormenos 3 subfamilias: as ERKs
(kinases reguladas por sinais extracelulares),epd8 JNKs (Jun amino-terminal kinase)
[87]. Cada um desses grupos é composto por tré&ciespde kinases evolutivamente
conservadas que atuam em sequUéncia nas cascasasalizacdo. Sao elas, as MAPK
kinase kinases (MAPKKK) que ativam as MAPK kina$esAPKK), que por sua vez,
agem sobre as MAPK, cujo efeito biolégico depends tholéculas com as quais irdo
interagir a partir desse evento [88]. Esse arcabale ativacdes sucessivas além de
promover a amplificacdo do sinal, também aumentanémero 0s possiveis pontos
regulatérios da via, permitindo o controle da degtda amplitude e da duracdo de sua
atividade [89].

A subfamilia ERK é extensamente estudada e compeeas isoformas ERK 1
(p44) e ERK 2 (p42) que apresentam em sua estratusaqiéncia de aminoacidos
treonina-glutamina-tirosina inserida em seus darsirkinases [87]. Essas proteinas
possuem cerca de 83% de identidade entre si exgdieseas em praticamente todos 0s
tecidos. Tipicamente elas sdo ativadas por reaptroplados a proteina G ou a tirosina
kinase, que convertem a proteina Ras em sua fdivaga eonvertendo seu GDP em GTP

por intermédio da molécula SOS (“son of sevenlesRas atua, entdo, como um
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adaptador que se liga com alta afinidade a MAPKKHKf RL, translocando-a para
membrana plasmatica, aonde ira fosforilar e atisaMAPKKs MEK (MAP/ERK kinase)

1 e 2 [89]. MEK 1/2 sdo responsaveis pela totabgfio das ERK 1/2, que migram para
diferentes compartimentos celulares, inclusive paraucleo, e fosforilam inameros
substratos. Essas moléculas sdo descritas comtadeges essenciais da proliferacédo
celular, estando também envolvidas na migragéo praoi®cado celular contra o estresse
oxidativo [88]. Ha trabalhos que descrevem a ddwle do TNFe de ativar Ras em
diversas linhagens celulares, sendo, portanto,zcdpamediar seus efeitos bioldégicos
através da ativacdo da via de ERK [90].

A subfamilia das MAPKs p38 compreende as isoformds v, e 6 da proteina
p38, que estdo envolvidas em respostas celularesteesse, como a hiperosmolaridade,
irradiacdo ultra-violeta e inibicdo da sintese detginas, tendo participacdo também na
sinalizacdo de citocinas inflamatdrias como TiNE-L-1B [91]. A p38 compartilha cerca
de 50% de identidade com as proteinas ERK, masoatradcio destas, ndo responde
eficientemente a estimulos mitogénicos. E ativalaspMAPKKs MEK 3 e MEK 6, que,
por sua vez, podem ser ativadas por uma amplo tespke MAPKKKs. A p38 pode ser
encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasmaélatas, mas sua localizacdo apos a
ativagdo ainda néo é bem compreendida, havendéreiés de sua localizacdo em ambos
0s comparimentos. As isoformas de p38 estdo emadvem mecanismos de apoptose,
diferenciagéo, sobrevivéncia, proliferacdo, deskmwento, inflamacdo e respostas ao
estresse ambiental [92].
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Figura 13: Vias de sinalizagdo moduladas por TNF-RE TNF-R2. As linhas pontilhadas vermelhas
indicam as moléculas recrutadas pelo complexo MN&-R1. As linhas pontilhadas azuis indicam as

moléculas recrutadas pelo complexo Il do TNF-REir@l (—) indica inibicdo de outra via de sinalizacéo
celular [78].
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1.3.4) TNF-a e a lesé@o neural da hanseniase

Diversas evidéncias fornecidas por estudosivo e in vitro apontam para o
envolvimento do TNFe na imunopatogénese de doencas inflamatérias déesndates
do SNC e SNP [93]. Niveis elevados dessa citocam @bservados em desordens
neurodegenerativas, como a sindrome de AlzheingeRatkinson e esclerose mdaltipla,
assim como, em lesbes provocadas por trauma ckelitano isquémico [94]. Ja foi
demontrada a interferéncia prejudicial do ThRa velocidade de transducao nervosa e
sua participagdo na destruicdo de nervos perif@ricbservados na patologia de neurites,
como por exemplo, a sindrome de Guillain-Barré, gaeestabelecem apds infec¢des
microbianas [57]. De fato, a producgéo inapropriadativacdo sustentada dessa molécula
pode provocar extensa injuria tecidual, atravéagies como recrutamento constante de
macrofagos ativados e inducdo da liberacdo de dmdia inflamatorios no sitio
lesionado.

Atualmente inimeros dados evidenciam o extenso lemento do TNFe no
contexto imunoldgico e patolégico da hanseniaseeislielevados dessa citocina sao
observados na derme e na epiderme de pacient@s,casso no soro durante os episodios
reacionais ([95]; [96]). Além disso, foram idertddas altas concentracdes de RNA
mensageiro de TNEk-em biopsias de nervo de pacientes em reacao aevels pacientes
com a forma neural pura [97], 0 que sugere que esticula apresenta uma forte
contribuicdo para o dano neuroldgico caracteristessa doenca.

Como mencionado anteriormente, a lesdo neuraadseimiase € acompanhada de
uma resposta inflamatéria orquestrada pelas CSciadss aos axdnios, e que por
expressarem constitutivamente ambos o0s recept@eBNdFo, representam alvos em
potencial dessa citocina. Apenas recentementeefobdstrado que as CS sdo capazes de
secretar TNFe, 0 que significa que essas células, além de semeduladas por essa
molécula, também podem sustentar a sua producéerxo periférico [98].

Na lesdo neural, a ativacdo das CS provoca umda@imento dos niveis de TNF-
a no endoneuro, que por sua vez, intensifica oxoflde macrofagos ativados para regiao,
deflagrando assim, a secrecao de uma complexadeediocinas envolvidas no processo
de degeneracdo Walleriana e dor neuropética ([Q9I0]). Além de contribuir para
desmielinizacéo e degeneracao axonal, a produsiensada do TNle-atua promovendo
o aumento da permeabilidade da barreira hemat@s&na migracdo de outras células
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imunes para o sitio da leséo e a liberacdo de aheatia inflamatérios como 6xido nitrico,
IL-1B, IL-6 e metaloproteinases (MMPs), podendo tamhédazir sua prépria secrecao
(em uma alca de retroalimentacdo positiva), poédimando assim, o dano neuroldgico
([201]; [102]; [103]; [104])

Entretanto, apesar da sua intensa neurotoxicidad@®|F-o pode atuar promovendo
efeitos neuroprotetores, ou seja, aqueles resedagd ativacdo da via de NB; que
visam controlar a extensado da injaria e a recuperda regido acometida. Na maioria dos
modelos estudados, cuja grande parte engloba adwsoimflamatérias do SNC, os efeitos
citotoxicos dessa citocina sdo atribuidos a ativai@d TNF-R1, enquanto que a agéo via
TNF-R2 parece estar envolvida em processos degdmte regeneracéo tecidual ([105];
[106]; [76]; [107]). George e colaboradores (20065fervaram uma brusca elevacéo dos
niveis de TNF-R2 em nervos lesionados de camundorysante o processo de
degeneracdo Walleriana, capaz de persistir poromgol periodo de tempo, sugerindo a

possivel participacdo desse receptor na regenedacifria nervosa [99].
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2. JUSTIFICATIVA

A invaséo das CS pelo ML resulta em dano celuksndelinizagdo e degeneracao
axonal, que correspondem a uma série de eventosleyaen, freqliientemente, as
deformidades caracteristicas da hanseniase. Nat@nta eventos moleculares e celulares
que perfazem esta interacdo e as diferentes foctivdsas da doenca ainda ndo foram
esclarecidos. Apesar do contato inicial entre oldae a CS ter sido descrito como
suficiente para a inducdo de desmielinizagdo sexm@ver apoptose ou qualquer outro
tipo de morte celular nessas células ou nos neag@ssociados, também é aceito que a
resposta imune inflamatéria desencadeada pelangesda micobactéria ou de seus
antigenos contribui para destruicdo da bainha @émaie do nervo ([50]; [60]). Uma vez
gue dados anteriores de nosso grupo demonstraram Nl aumenta a expressao génica
de TNFea [108], esse estudo justifica-se pela necessidadavdliarmos o papel dessa
molécula na ativagdo das células de Schwann fraomtestimulo do ML, de modo a
elucidar seu papel nas fases iniciais do dano Bervé andalise da modulacdo da
expressdo e funcdo do TNFem células de Schwann estimuladas com ML pode
esclarecer o quadro inflamatorio resultante do dopgriodo de ativagdo dessas células
observado no extenso dano neurolégico da hanseni@seloencas neurodegenerativas e

nos estagios cronicos de desmielinizacao inflareator
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o envolvimento do TNk-na ativacdo de CS da linhagem ST88-14 na
presenca do ML.

Objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito do ML na producéo e secrecdo dd=-bNem CS da linhagem
humana ST88-14;

2. Avaliar o efeito do TNFe na indugcédo da sua propria sintese e secrecdo em CS
humanas da linhagem humana ST88-14;

3. Avaliar o efeito conjunto do ML e do TNénaproducéo e secre¢édo dessa citocina
em CS humanas da linhagem humana ST88-14;

4. Analisar o efeito do ML e do TNE; individualmente ou em associac¢ao, no perfil
de secrecéo das citocinas IB;1L-6, IL-8 e IL-10 em CS da linhagem ST88-14;

5. Avaliar o envolvimento das proteinas ERK 1/2 e p2& vias de sinalizacédo

ativadas pelo TNFte ML, individualmente ou em associagéo, em CSniadgem
ST88-14.
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4. MATERIAL E METODOS

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

A linhagem celular humana ST88-14 foi isolada detumor maligno da bainha
de mielina do nervo periférico, obtida de um pagendiagnosticado com
neurofiboromatose tipo 1 (NF-1) [109], gentilmenteada pelo Dr J.A. Flechter (Dana
Farber Cancer Institute, Boston, Massachussett8).US

As células foram mantidas em meio RPMI (Sigma, MSA) suplementado com
100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomiciddMm de L-glutamina e 15% de
soro fetal bovino (Hyclone, London, UK) em garraties cultura para tecido (Falcon) e
incubadas a 37°C, em atmosfera imida com 5% de @fno esse tipo celular é aderente
em cultura, as células foram soltas com Tripsind/&Qacido etilenodiamino tetra-
acético) 0,25%/1mM por aproximadamente 1 minutaugpensas em meio de cultura
suplementado.

Nos experimentos de extracdo de RNA ou obtencaextlatos celulares para
anélise por western blotting e ELISA (ensaio imuramatico) foram plaqueadas 5 X10
células/poco em placas de 6 pocos. Para a reaizicgcnica de imunofluorescéncia, 7 x
10" células/poco foram cultivadas em placas de 24 pagbre laminulas de vidros
esterilizadas e previamente tratadas com soluc&@iade 4% (aminopropytietroxsylane)
(Sigma, USA) em etanol absoluto, por 4 minutos,nstilas entdo, a 2 lavagens em
etanol absoluto e duas lavagens com &gua destidstiril de 2 minutos cada.
Posteriormente, as laminulas foram acondicionataserebalagem estéril até o momento

do uso.
4.2. Estimulos

As células ST88-14 plagueadas foram estimuladasparvalos entre 15 minutos
e 24 horas. Nos experimentos de avaliacdo da Secw TNFe, os estimulos foram
adicionados por 2 horas, em seguida retirados eiglém concedido um periodo de 24
horas em cultura para analise da secrecao deesmaipela linhagem em questdo. Ja na
avaliacdo da producdo do TNFde membrana, os tempos de estimulo variaram &rére
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7 horas. Entre os estimulos aplicados, foi utilizddNF-« humano recombinante (Rh)
(Calbiochem, USA) em concentracbes que variarahOda 100 ng/ml e 2 e 1@/ml de
LPS. Foram adicionados, respectivamente, 12,5%lyde ML nos experimentos com
cultura de 5 x 10e 7 x 16células por poco, o que corresponde a umatiplicidade de
infeccdo de 50:1 (bactérias:células).

A temperatura ideal de crescimento do ML é de 3860 a qual células humanas
sobrevivem com dificuldade. Aliado ao fato dessadria ndo ser viaveh vitro por mais
de um dia, nem mesmo a 33°C [110], optou-se pdizaeas experimentos a 37°C com
bacilos mortos, a fim de garantir o bom crescimelat® células ST88-14. O ML utilizado
nesse estudo foi generosamente doado pelo Dr. &nerdo Departamento de
Microbiologia da Universidade do Estado do Colorad®, Collins, sendo cultivado em
tatu, purificado e em seguida irradiado com ramsa

4.3. RT-PCR em tempo real

Foi adicionado 1mL de Trizol as culturas de CS RNA extraido foi purificado
conforme orientacdo do fabricante, utilizando didnmio e alcool isoamilico. O RNA foi
precipitado por, pelo menos, 30min a -20 °C emrgmgnol, em seguida, lavado em
etanol 70%, ressuspenso em 4gua livre de RNAsea(&8giridamente tratada com

diethilpirocarbonato — 0,1%) e armazenado a -78té® uso.

* 4.3.1) Sintese de cDNA

Em um tubo eppendorf contendo cerca dg de RNA, foi adicionadoiL de oligo
dT (Invitrogen, MN, USA)e o volume final da reacgéo foi elevado paraliom HO
livre de RNAse. O tubo foi, entdo, incubado por Dm 65°C. Em seguida, foram
adicionados AL de RNAsin  (40U4AL)  (Applied Biosystems, CA
USA), luL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 0.2mM cada; IkppBiosystems),
4uL do tampao de transcricao 5X (Tris HClI 250mM, KEI5mM, MgCi 15mM), AiL
de ditiotreitol (DTT 0.1M), e AL Super Script Il RNAse H- (200UL). A reacao foi
realizada a uma temperatura de 42°C por 1h, e guidse o tubo foi aquecido a 90°C por
10min. O volume das amostras foi elevado paraL86om agua estéril e os tubos

mantidos a -20°C até uso posterior.
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Foi utilizado o sistema Tagman de RT-PCR em tergpbaom o ABI Prisfii 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) manmatinuo monitoramento da

fluorescéncia.

Para a reacdo de PCR, as amostras de cDNA forhraddis na quantidade de 50 ng
por reacdo em um volume final de gb( ja contendo o cDNA). Foram adicionados em
cada poco (placa de 96 pocos, ABI Prism opticakplaApplied Biosystems), 12,8 de
2X TagMan Universal Master Mix (1X) [contendo Anfdig Gold 250U, AmpErase
UNG, 10X Tagman Buffer A e dNTPs] eyl 20x TagMan assays contendo iniciadores e
sondas especificas para as moléculas de interBdgeoq(e GAPDH). O material foi entdo
amplificado em um total de quatro etapas: 1 cid®@d por 2 minutos, para a ativagéo da
enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10 minujmesra a ativacdo da
AmpliTagGold DNA polimerase e 45 ciclos contendapets de desnaturacao a 95°C por
15 segundos e 0 anelamento e a extensdo em umaratgra a 60°C por 1 minuto.

A variacao nos niveis de expressdo dos genes eesse foi calculada a partir da
variacdo entre os valores de Ct deste gene e doDBA@ene enddgeno)ACt). Os
valores deACt foram calculados segundo a férmula abaixo, ddare gerar resultados

que refletem a expressao dos genes em relacaoessdip do GAPDH:
ACt: (Ct gene de interesse — Ct GAPDH)

De posse dos valores d€t foram calculados os valores dé&°2 a fim de se ter a
nocao exata de quantas vezes mais um transcréopestente em relacdo ao outro. Os
valores foram utilizados como expoente para a Rasevido ao fato do crescimento
ocorrer de forma exponencial nas reacées de PCR. [Rar Ultimo, o expoente tem sinal
negativo por questdes matematicas, permitindo ee¢@o do fato de menores valores de
Ct corresponderem a uma maior quantidade de RNAm.

4.4. Western blotting
A andlise da producdo de TNFeu ativacdo de ERK e p38 em células ST88-14

resultante dos estimulos aplicados foi feita p&taita de western blotting. Apés o tempo

de estimulo e o recolhimento do sobrenadante daraubs células foram raspadas com
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1ml de PBS 1X gelado e contadas. A quantidade léasé&de todos pocos foi igualada
para normalizar a concentragdo de proteina doatestr

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 509M°C e os sobrenadantes
descartados. Apellet resultante foi adicionado 0 de tampao de lise (50mM Tris-Hcl,
pH 7,5; 5mM EDTA, 10mM EGTA, 50mM NaF, 20mpiglicerofosfato, 250mM NacCl,
0,1% Triton-X100) com inibidores de proteases (©Dakem, USA) na diluicdo de 1:200
e os tubos mantidos a 4°C por 30 minutos. Em sagaslextratos foram centrifugados a
5000x g 4°C por 15 minutos, os sobrenadantes contendootsimas foram coletados e
armazenados a — 20°C até o uso.

Posteriormente, as amostras foram misturadas aonpéib 6X (10% glicerol, 5%
2-ME, 2% SDS, 0,06 M Tris-Hcl, pH 6,8 e Azul de Brofenol), desnaturadas por 5
minutos a 100°C e aplicadas em um gel de poliagida - SDS 12%. A corrida
eletroforética foi realizada a 100V por aproximadate 2 horas (tampao de corrida: 25
mM Tris Base, 192 mM glicina, 0,1% SDS) e a trarsfeia das amostras para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad LaboratoriesAUfei feita a 100V por 1 hora
(tampéo de transferéncia: 25 mM Tris Base, 192 ridihg, 10% metanol).

* 4.4.1) Andlise dos niveis intracelulares de TiIF-

As membranas foram bloqueadas com solugéo de 3%(8B§Aa, USA) em PBS
1X por 1 hora em temperatura ambiente ou overngyht°C. Apés o bloqueio, as
membranas foram lavadas (PBS 1X) e incubadas ctioogo monoclonal murino anti-
tubulina (Sigma, USA) na diluicdo de 1:5000 e arpo monoclonal murino anti-TNF
(R&D Systems, USA) a 0,8g/ml em solugao (1% BSA, PBS 1X, 0,15% Tween-20) po
1 hora cada, a temperatura ambiente. Foi utiliaadaanticorpo secundario conjugado a
peroxidase (Dako Cytomation, USA) na diluicdo d2000 em solucdo (1% BSA, PBS
1X, 0,15% Tween-20) por 1 hora. ApOs cada incubad@canticorpo foram feitas 3
lavagens de 5 minutos cada (PBS 1X, 0,15% TweenA0)sualizacdo do resultado foi
feita por quimioluminescéncia (ECL — Santa Cruzt&tbnology, USA). A densitometria
das bandas resultantes foi realizada pelo proghatobe Photoshop 7.0.1.
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* 4.4.2) Andlise da fosforilacdo de ERK 1/2 e p38:

As membranas foram bloqueadas (5% leite desnald&®,1X, 0,15% Tween-20)
por 1 hora em temperatura ambiente. ApGs o blogasimnembranas foram lavadas (TBS
1X, 0,15% Tween-20) e incubadas com anticorpo looiad de coelho anti-ERK 1/2 ou
anti-p38 fosforiladas (Cell-Signaling Technology6A) na diluigdo de 1:1000 em solugao
(5% BSA, TBS 1X, 0,1% Tween-20) overnight a 4°Ci Htlizado um anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (Dako Cytomati®h) na diluicdo de 1:2000 em
solucdo (BSA 1%, TBS 1X, 0,15% Tween-20) por 1 heteamperatura ambiente. Apds
cada incubacao foram feitas 3 lavagens de 5 min(itBS 1X, 0,15% Tween-20) e a
visualizagdo do resultado foi realizada por quinmehescéncia (ECL — Santa Cruz
Biotechnology, USA).

Para a obtencdo da taxa de fosforilagcdo dessasimast foi necessario analisar
também os niveis de ERK 1/2 e p38 totais. Para, iesoanticorpos associados a
membrana foram removidos (tampéo stiépping: glicina 0,2 M pH 2,2; 0,05% Tween-
20) por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap@wv&gens (TBS 1X, 0,15% Tween-20)
de 5 minutos, as membranas foram novamente blogaeadncubadas com anticorpos
policlonal de coelho anti-ERK 1/2 ou anti-p38 tetéCell-Signaling Technology, USA)
na diluicdo de 1:1000, da maneira previamente tl@ascApdés a visualizacdo dos

resultados, a densitometria das bandas foi felagregrama Adobe Photoshop 7.0.1.

4.5. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A andlise da producéo e secrecdo de TN células ST88-14 frente aos estimulos
aplicados também foi realizada pela técnica de BLEXtratos celulares e sobrenadantes
coletados da cultura foram obtidos de acordo cgmocedimento descrito no item 4.4 e
foram dosados por kits comerciais para TiN#fe alta sensibilidade (Ebioscience, USA).

Para analise de secrecao de outras citocinas hoensalantes coletados das culturas
dessa linhagem foi foram utilizados kits comercj@asa IL-6, IL-8 (Quantikine, R&D
Systems, USA), IL-10 e IL{l (Ebioscience, USA) de acordo com as especificagoes
fabricante. A leitura foi realizada em um espedftorfeetro para microplaca (Spectra Max-

Molecular Device, USA) com filtro de 450 nm e als@s®ados resultados foi feita através

43




de um software especifico (SOFTmax Pro 2.6, MoscDlevices, USA). Os niveis de

producéo da proteina foram expressos em pg/ml.

4.5. Imunofluorescéncia

* 4.5.1) Andlise da fosforilacdo de p38 e ERK 1/2:

ApGs o tempo de estimulo, os sobrenadantes dagaslforam descartados e as
células lavadas com PBS 1X. Em seguida, elas fdiseadas com paraformaldeido 4%
durante 15 minutos. Apos 3 lavagens de 5 minutas EBS 1X, as laminulas foram
incubadas em solucdo de bloqueio e permeabilizg&f8oNGS, 0,3% Triton X-100, PBS
1X) por 1 hora em temperatura ambiente. Em segtadegalizada a incubagé&o individual
das respectivas laminulas com os anticorpos pohisode coelho anti-ERK 1/2 e anti-p38
fosforiladas (diluicdo 1:200) e anti-ERK 1/2 e g®B totais (diluicdo 1:25) (Cell-
Signaling Technology, USA) em solugao de incuba@®® BSA, 0,3% Triton X-100,
PBS 1X) overnight a 4°C. As células foram lavadés vezes com PBS 1X e incubadas
com anticorpo secundario anti-lgG1l de coelho AlB&8 (Molecular Probes-invitrogen,
Oregon, USA) na diluicdo 1:1000 em solugéo (1% B&A% Triton X-100, PBS 1X) por
1 hora a temperatura ambiente. ApGs 3 lavagensRB®& 1X, foi adicionado o corante
DAPI diluido 1:100 em PBS 1X por 15 minutos. Finahte, as laminas foram montadas
com Vectashield (Vector Labs) e as imagens foraptucadas em microscépio confocal
(Laser Scanning Confocal Microscopy LSM 510-MET A&jsS5).

4.7. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do narmg Graph prism 5.0 utilizando o
teste estatistico ndo-paramétrico de Wilcoxon. Adgdados obtidos foram normalizados
dividindo os valores das condigbes estimuladas palor do seu respectivo controle
(condicdo nado estimulada), considerando assimoguantrole serd sempre representado
pelo valor 1, ja que seu valor foi dividido por eteesmo. Todos os resultados séo
expressos em média * erro padrdo (EP). O valor €6,0p foi considerado

estatisticamente significante (*).

44




5. RESULTADQOS

5.1) Avaliagédo da expressédo de TNd-pelas CS da linhagem humana ST88-14 em

resposta ao estimulo com ML.

O TNF-u é produzido na forma de cadeias protéicas de 26 &lbanjadas em
trimeros ao longo da membrana, sendo secretadazimapos a clivagem pela enzima
TACE. Como essa citocina € uma das primeiras arséperadas no endoneuro por CS
ativadas apés a leséo neural, foi avaliado previtenpor nossa equipe a capacidade do
ML de induzir a expressao génica do TiEm células da linhagem ST88-14 pela técnica
de RT-PCR em tempo real. Esse efeito foi analisaivés de uma cinética temporal (0-3
horas) sendo sugerido, mais evidentementementelrera8 de cultura, que o ML é capaz

de elevar os niveis de RNAm dessa citocina (Figdja

8 =
6 =
o
[0 d
$ 4 -
Z
=
?2 =
0
C ML
n=4

Figura 14: M. lepraeinduz a expressédo de RNAm de TNl-nas células da linhagem humana ST88-14.
Determinacgao da expressdo de RNAmM de TN#n células ST88-14 cultivadas na auséncia ou nrasde

M. leprae (MOI de 50:1), por PCR em tempo real usando sofidgsan rimers para TNFe. e GAPDH
(normalizador). Os resultados representam a médiP e quatro experimentos independentes. RQ =
relative quantification.
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5.2) Avaliagéo da producao e secrecao do Thfpelas CS da linhagem humana ST88-

14 em resposta ao estimulo com ML.

ApOs a constatacdo de que o ML induz a expressddBex, foi avaliado o efeito
do ML na secrecdo dessa citocina pelas células -348®r ELISA. Foi realizada uma
cinética temporal (0-72 horas) e, em nenhum dopdenavaliados o ML foi capaz de
induzir o aumento da secrecdo de Tikdados ndo mostrados). A Figura 15, ilustrando o
experimento de estimulo de 24 horas, desmonstraodde ndo foi capaz de induzir a

secrecao de TNE-na linhagem ST88-14,
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Figura 15: Efeito do M. leprae na secrecdo do TNFe na linhagem humana ST88-14. Andlise por
ELISA da secrecéo de TNFES da linhagem ST88-14 estimuladas com ML 50:12ddnoras.

Uma vez que o ML ndo foi capaz de induzir a sé&oete TNFe pelas CS, apesar
do aumento da expressdo génica desta citocinaanflisada, entdo, a modulacdo da
producdo dessa proteina em CS pela micobactéaaéatda técnica de western blotting.
A analise dos extratos celulares correspondent@stéica temporal realizada (0-3 horas),

sugere que o ML é capaz de induzir a producdo de-d,Nsendo esta mais evidente no

tempo de 3 horas apdés o estimulo (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do M. leprae na produgdo de TNFe em células de Schwann da linhagem humana
ST88-14. a)Andlise por ELISA da producdo de TNFem extratos celulares da linhagem ST88-14 apds
estimulo de 3 horas com ML 50:1. Os dados esta®septados em relagdo ao contrbleAndlise por
western bloting do efeito do ML sobre a produ¢cadNé&-o no periodo de 3 horas. Os valores normalizados
de producéo de TNE-ela linhagem em questéo referem-se aos valcaesmedios de 6,4 pg/ml (C) e 9,4
pg/ml (ML).

5.3) Avaliacdo da producdo de TNE-pelas CS da linhagem humana ST88-14 através

da existéncia de um mecanismo de retroalimentacasifva.

A proxima etapa desse estudo foi avaliacdo daé&mwigt de um mecanismo de
retroalimentagdo positiva do TNFha célula ST88-14. Para desenvolver essa idéia foi
necesséario estabelecer primeiramente o impacto Mie-oT na inducdo da sua propria
producdo nessa linhagem celular. Portanto, aléranddise da expressdo génica dessa
citocina por RT-PCR em tempo real no tempo de as)doram avaliados a sua producédo
e secre¢ao em culturas estimuladas com riNFo efeito de diferentes concentracdes
desse estimulo na sintese dessa citocina por EkeIS8#&stern bloting no periodo de 2
horas de estimulo, de acordo com Qin e colaborad26©8) [112].

Os resultados sugerem que o Thllexdégeno é capaz de induzir a sua propria
expressao génica nessa linhagem celular e que s®dasncentracdes testadas tiveram
efeito positivo na producdo dessa citocina, condoohservado na analise dos extratos
celulares por ELISA e western blotting. Baseandoesses dados, a concentracao adotada
para os demais experimentos foi a de 25 ng/ml. Bssa também se mostrou eficaz na
inducdo da secrecdo do TNFcuja detecgdo foi realizada com um estimulo ahide 2
horas, pois esse tempo, de acordo com os dada®asdefoi suficiente para indugao da

a7




producdo da citocina nessa linhagem. Em seguidas #gvagens consecutivas, foi

adicionado somente meio completo a cultura, pasg gpés um periodo de 24 horas,

fosse possivel avaliar a liberacdo de TdNPpelas células ST88-14 nos sobrenadantes

coletados (Figura 17).

a)

b)

8 -
6 TNF de membrana 26 kDa—>| N e e |
o
24
m .
2 * Tubulina > | — - - —]
[=2] (=2 [=2] E’
2 € c e s
S S g 8 S
£ w T8 w w
5 zZ zZ Z zZ
0 o F F F F
c) 2 d) 60m
hd
zZ
'_
(o] ~—~
'8 24 g 404
2 2
g s
[}
1
o
k] 14 g 204
(2]
c
[}
S
o . 0-
C 10 0 10 25 50 100
TNF-a ng/ml TNF-a. ng/ml
n=1 n=3
e) .
5000
45001
40001
~ 35007
E 30004
E 2500+
3 50T
z
s T

(': TNF 25ng/ml|

n=6

Figura 17: Efeito do TNF-w na sua propria expressdo génica, produgdo e seciegnas células de
Schwann da linhagem humana ST88-14 através de um oamismo de retroalimentacdo positiva. a)
Andlise por RT-PCR em tempo real do efeito do Td\§ebre sua propria expressBpAnalise por western
blotting do efeito de diferentes concentra¢desTdéfFro na producdo da forma membranica da citocina em
extratos de células ST88-1g).Densitometria do resultado mostrado emd)ELISA dos mesmos extratos
de células ST88-14 analisados também emebp)Andlise da secrecdo de TNFpor ELISA nos
sobrenadantes de células ST88-14 estimuladas carg/28 de rTNFe. Os valores representam a média +
EP de experimentos independentes. * p < 0,05.
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5.4) Avaliacao do efeito do ML em associagao ou ndo comNF-a na produgéo e na

secrecao dessa citocina pelas CS da linhagem hum@&nas-14.

Com base nos dados obtidos anteriormente, a prégiapa desse estudo foi
analisar a acdo conjunta do ML e do TlRa expressdo génica por RT-PCR em tempo
real, na producdo e secrecdo de Td\Nper ELISA na linhagem ST88-14, além de avaliar
a variacdo dos perfis induzidos ao longo do tempexpressao génica foi analisada apods
o tempo de estimulo de 3 horas, enquanto que @simgntos de deteccdo da producéo
do TNFu em extratos celulares por ELISA foram realizadatseel e 7 horas. A analise
da secrecao dessa citocina nos sobrenadantes ldasscestimuladas seguiu o molde do
experimento detalhado no item 5.3. Os dados obiiailisam que o efeito conjunto do
TNF-a e do ML induz a expressao génica, a sintese eregg® dessa citocina, entretanto,
em todos os casos, o efeito dessa associacao feé® did perfil induzido pelo estimulo

individual do TNFe. exdgeno (Figura 18) .
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Figura 18: Efeito do M. lepraece TNF-o. em associa¢do na expresséo génica, producdo e sefio dessa
citocina na linhagem ST88-14Avaliacéo do efeito do ML 50:1 e rTN&{25 ng/ml) em associa¢éo ou ndo
a) na expressdo génica do TNFpor RT-PCR em tempo redl) na secre¢do dessa citocina em
sobrenadantes de cultura por ELISAna producéo dessa citocina em extratos celulaetempos de 1, 3,

5 e 7 horas por ELISA em células ST88-14.0s valosgsesentam a média + EP de experimentos
independentes * p < 0,05.
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IL-1B (pg/ml)

5.5) Avaliagéo do efeito do ML e do TNE-em associa¢do ou ndo na producao e na

secrecao de citocinas pelas CS da linhagem humamn8&14.

Como mencionado anteriormente, as CS participanamaénte de processos
inflamatérios em desenvolvimento na regido nervpsaiférica, sendo capazes de
processar e apresentar antigenos, além de praslgzcretar citocinas, podendo assim,
modular a resposta imune. Portanto, a préxima dasse estudo foi estabelecer o efeito
do TNFa e do ML na secregéao de IL-6, IL-8, IL-10 e IB-ba linhagem humana ST88-
14 por ELISA. Para essa avaliagdo, foram utilizacdmbrenadantes de culturas
estimuladas com TNE-e ML, em associagcdo ou ndo, nos intervalos dedeadptados
nos experimentos anteriores. Em um tempo iniciadsténulo de 2 horas foi avaliado o
impacto de diferentes concentracdes de BNt& modulacdo dessas citocinas. Ja para a
andlise do efeito da micobactéria e sua acdo canpom TNFe no perfil de secrecéo
dessas moléculas, foram conduzidos estimulos earvalbs de tempo mais longos (1-7
horas e 24 horas).

Inicialmente, foi verificado o efeito do ML e ddNF-o. na modulagcao da producéao
de IL-18 pelas CS. Entre as concentracdes de &MNBEicionadas na cultura de ST88-14,
apenas a de 10 ng/ml induziu a secrecdo deBlbd periodo de 2 horas de estimulo
(Figura 19). O ML nao induziu a secre¢ao de f.etm nenhum dos tempos testados, nem
guando em cooperacdo com ThFgue sozinho pareceu induzir a liberagcao deflnd

tempo de 3 horas de estimulo (Figura 20).

2.59
2.04 T
Figura 19: Efeito de diferentes
concentracbes de TNFe na
1.57 secrecdo de IL-B na linhagem
humana ST88-14. ELISA dos

1.0+ sobrenadantes da cultura de ST88-14
estimulada com diferentes

0.5 concentragdes de rTNi-durante 2

' horas. Dados representados em

relacdo ao controle.

0.0 T T

0 10 25 50 100
TNF-a ng/ml

n=3

50




IL-18 (pg/ml)

200+

1504

100+

o
?

n=2

dac

B0 ML
El TNF
El ML+TNF

b)

IL-1B (pg/ml)

80
601
40H =
201
0 T
c ML TNF  ML+TNF

n=2
24h

Figura 20: Efeito doM. lepraee do TNF« em associagdo ou ndo na secrecdo de Ig+1a linhagem
humana ST88-14ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 elstita com ML 50:1 e rTNE-
(25 ng/ml)a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 hobdsio tempo de 24 horas.

Nenhuma das concentracdes de TdNBeicionadas na cultura de ST88-14 foi

capaz de induzir a secrecdo de IL-10 no period@ dweras de estimulo (Figura 21)

Entretanto, no tempo de 24 horas foi observado wmeato da secrecéo de IL-10 frente

ao estimulo de TNk- J& o estimulo do ML ndo induziu a secrecdo deissaina em

nenhum dos tempos testados, nem quando em coopexapal NFe (Figura 22).
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Figura 21: Efeito de diferentes
concentracbes de TNFe na
secrecdo de IL-10 na linhagem
humana ST88-14. ELISA dos
sobrenadantes da cultura de ST88-14
estimulada com diferentes
concentragBes de rTNi-durante 2
horas. Dados representados
relacdo ao controle.
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Figura 22: Efeito do M. lepraee do TNFw em associa¢do ou ndo na secregdo de IL-10 na ligean
humana ST88-14ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 elstita com ML 50:1 e rTNk-(25

ng/ml)a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 hobdsio tempo de 24 horas.

Todas as concentracOes de TiEtilizadas na cultura de ST88-14 foram capazes

de induzir a secrecao de IL-6 no periodo de 2 hieasstimulo (Figura 23). O estimulo do

ML ndo induziu a secrecdo dessa citocina em nentas tempos testados, sendo

detectada a liberacdo de IL-6 frente ao estimuldalz#éria associada ao TNF-que

apresentou um perfil de inducéo semelhante ao pndmgelo TNFe individualmente

(Figura 24).
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Figura 23: Efeito de diferentes
concentracbes de TNFe na
secrecdo de IL-6 na linhagem
humana ST88-14. ELISA dos
sobrenadantes da cultura de ST88-14
estimulada com diferentes
concentragdes de rTNi-durante 2
horas. Dados representados em
relacdo ao controle.
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Figura 24: Efeito do M. lepraee do TNFa em associa¢do ou ndo na secrec¢do de IL-6 na linkag
humana ST88-14.ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 elstita com ML 50:1 e rTNE-

(25 ng/ml)a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 hobdsio tempo de 24 horas.

Todas as concentracbes de T&lFadicionadas na cultura de ST88-14 foram

capazes de induzir a secrecao de IL-8 no periodd ligras de estimulo (Figura 25). O

ML néo induziu a secrecdo dessa citocina em nerdusiempos testados, entretanto, foi

detectada a liberacdo de IL-8 quando as célulasf@stimuladas com o ML na presenca

de TNFe, que apresentou um perfil de indugcdo semelhantpr@movido pelo TNFe

individualmente (Figura 26).
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Figura 25: Efeito de diferentes
concentracbes de TNFe na
secrecdo de IL-8 na linhagem
humana ST88-14. ELISA dos
sobrenadantes da cultura de ST88-14
estimulada com diferentes
concentragdes de rTNi-durante 2
horas. Dados representados em
relacdo ao controle.
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Figura 26: Efeito do M. lepraee do TNFa em associa¢do ou ndo na secrec¢do de IL-8 na linkag
humana ST88-14.ELISA dos sobrenadantes da cultura de ST88-14 elstita com ML 50:1 e rTNk-

(25 ng/ml)a) nos tempos de 1, 3, 5 e 7 hobdsio tempo de 24 horas.
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5.6) Avaliacéo da participagcédo da p38 nas vias de simafido ativadas pelo ML e TNE-

em associagao ou ndo nas CS da linhagem humana&I148

Outro objetivo desse trabalho foi investigar assp@ss vias de sinalizacao
ativadas pelo ML e pelo TN&-em associagcdo ou nado, na linhagem humana ST88-14.
Para atingir esse propdésito as culturas foram akigas por 15 minutos e seus extratos
analisados por western blotting. A técnica de influoescéncia também foi adotada para
confirmacéo dos resultados.

De acordo com os experimentos realizados, a MAPK p&o € ativada por
nenhum dos estimulos aplicados nessa linhagemaceldim fato curioso foi a nao
deteccdo da proteina ndo-fosforilada pela técneavestern blotting, o que levou a
realizacdo de uma série de testes com o anticdifado. Entretanto, foi obtida com
sucesso a marcacdo dessa proteina pela técnicau®fiuorescéncia, que, também,
confirmou os dados obtidos pelo western blottingndo revelar marcacdo da proteina
fosforilada nas condigbes estimuladas (Figura @7notivo pelo qual esse anticorpo nao

funcionou na técnica de western blotting ndo focielado.

a) Controle positvo (THP-1)
p38fosforilada —— [ S o
p38 Total —> T —

controle

TNF 25 ng

TNF 50 ng

ML 50:1

ML + TNF 25 ng
ML + TNF 50 ng
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Controle negativo p38 Total

FGH (LPS 10 pg/ml) p38 Fosforilada Controle ndo-estulado p38 Fosforilada

ML 50:1 p38 Fosforilada TNF-a Rh (25 ng/ml) p38 Fosforilada

ML + TNF- a (25ng/ml) p38 Fosforilada

Figura 27: Participagdo da MAPK p38 nas vias de sinalizagdo i@adas peloM. lepraece TNF-a, em
associacdo ou ndo na linhagem humana ST88-14.Am)alise da fosforilacdo da p38 frente aos estimulos
de ML (50:1) e rTNFa (25 e 50 ng/ml) de duragdo 15 minutos por wesbéstiing. Extratos da linhagem
celular THP-1 estimuladas com LPSu(Zml) foram utilizados como controle de qualidades énticorpos.

b) Fotomicrografias representativas da marcacéo cainoapo p38 total e fosforilada (vermelho) em GS d
linhagem ST88-14. Em azul a marcagao do nucleocRARI.
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5.7) Avaliagédo da participacao de Erk 1/2 nas vias daeadizacdo ativadas pelo ML e

TNF-a em associagcdo ou ndo na linhagem ST88-14.

A avaliagéo da participacdo de Erk 1/2 nas viasmdé#s por ML e TNFe através
de western blotting e imunofluorescéncia reveloe g@ssas proteinas sao fosforiladas
intensamente pelo estimulo da citocina. O ML indugima ativagdo menor dessas
moléculas e a sua associagdo com o tNfarece reduzir a fosforilagdo de Erk 1/2 em
comparacao ao perfil observado no estimulo com &NBzinho. A avaliacdo do western
blotting fornece os dados na forma de taxa de gvaue consiste na razdo da proteina

fosforilada e a total (Figura 28).
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50um

Controle negativo Erk1/2 Total

Controle nao-estimulado Erk 1/2
Fosforilada ML 50:1 Erk 1/2 Fosforilada

ML + TNF- a (25ng/ml) Erk 1/2
TNF-a (25ng/ml) Erk 1/2 Fosforilada Fosforilada

Figura 28: Participacdo das MAPKs ERK 1/2 nas viasle sinalizagdo ativadas pelM. lepraece TNF-u,

em associacdo ou ndo na linhagem ST88-14. Amalise por western blotting da fosforilacdo de EFR
frente aos estimulos de ML 50:1 e TMK25 e 50 ng/ml) de duracéo de 15 minutgsDensitometria das
bandas com representacdo em relagdo ao condfpkotomicrografias representativas da marcagdo com
anticorpo Erk 1/2 total e fosforilada (vermelho) &8 da linhagem ST88-14. Em azul a marcagao deaucl
com DAPI.
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6. DISCUSSAO

Os pacientes com hanseniase podem desenvolverédefas e perda sensorial
permanentes, resultantes de neurites progressivasegoluem até mesmo apdés o
tratamento poliquimioterapico ([113]; [114]). Essemprometimento neural caracteriza-se
por um processo inflamatério crénico desencadeatto ML, capaz de danificar as fibras
nervosas periféricas, e resulta na substituicatecido nervoso funcional por uma matriz
extracelular rica em colageno, levando assim, aveapnento de deformidades fisicas
irreversiveis [115].

Os estudos realizados com co-culturas de nervds mi€linizantes demonstraram
gue fibras mielinizantes e ndo-mielinizantes exilbegpostas distintas a infec¢do pelo ML
[116]. Entretanto, as unidades axonais ndo-migldds sdo mais susceptiveis a essa
invasdo, consistindo o alvo principal dessa mictdsac no SNP ([117]; [118]; [119];
[116]). Os eventos iniciais da interacdo entre odths CS ainda séo desconhecidos, mas
esse patégeno parece ter evoluido de modo a prompoveessos como desmielinizagao,
proliferacdo e desdiferenciacdo dessas célulagbedstendo assim, um nicho propicio
para sua sobrevivéncia e perpetuacao, além de osatgeio para sua limitacdo genémica
[120].

Estudos de Rambukkana e colaboradores (2002) defengue o contexto
neuropatolégico da hanseniase é determinado imeidge pela infeccdo do ML, ja que
este pode causar um processo de desmielinizacaiibe® nervosas antes da acao da
resposta imune local. Entretanto, os dados clinggmmtam para participacdo reduzida
dessa desmielinizagdo precoce induzida pela mitétmma injuria nervosa periférica,
pois em lesdes de pacientes, as fibras danificséitaslo tipo ndo-mielinizadas, sugerindo
que a resposta inflamatoria tem uma contribuicdseresal para a evolucdo da
degeneragdo nervosa na hanseniase [116].

Lesdes neurais periféricas, assim como de sewdoteadjacentes, deflagram um
conjunto de respostas inflamatérias que podem prementre outras coisas, 0 aumento
do fluxo sangliineo, mudancas na permeabilidaddéacapa migracdo de células imunes
para os tecidos circundantes. Essa rede de evemtlesser amplificada pela ativacao das
CS que passam a expressar novamente altos niveBFAP e iniciam a sintese e a
liberacdo de mediadores neuroinflamatorios [121jadd® de nosso laboratorio
demonstraram um aumento da expressao de TNF-R® [BNF-R2 [108] na linhagem de
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CS humanas ST88-14, apoés a infecgdo pelo ML, indaportanto, que apds a ativacao,
essas células podem sofrer mudancas tanto feradipiganto funcionais e adquirir um
perfil inflamatério. Apds a lesdo, a composicadautzel do espagco endoneural também é
alterada pela proliferacdo de outras populacbeslaces e a infiltracdo de células
extraneurais, responsaveis pela secrecdo de m@isines inflamatorias e fatores
neurotréficos que contribuem para modulacdo dogesx degenerativo e regenerativo em
curso no local [122].

Shubayev e colaboradores (2000) detectaram dais plie aumento dos niveis de
TNF-a em nervos periféricos de ratos apOs a injuria gmstricdo crbénica, sendo o
primeiro detectado apds 6 horas e promovido por €8, segundo, apds cinco dias,
atribuido aos macrofagos recrutados do sangue tingem o local cerca de 2 a 3 dias
apbés o dano axonal [123]. Ja Uceyler e colaborad(@@07) detectaram o aumento da
expressao génica dessa citocina em nervos cid@t@&camundongos 1 hora apdés a injaria
por constricdo crbénica [124]. Portanto, pode-seraii que o TNFx € um dos mediadores
inflamatorios liberados imediatamente apos a les@wal por CS ativadas e outras células
residentes [100]. O aumento da sua producao prondiwersos efeitos durante o
desenvolvimento de desordens neuroldgicas, inauidontrole da desmielinizacéo e/ou
degeneragdo axonal, o aumento da permeabilidadéadaira hemato-nervosa e o
recrutamento de células imunes para o sitio daifid101].

Estudos de nosso laboratério demonstraram niveism@bs de TNk na derme,
epiderme e no soro de pacientes hansénicos emdggis@acionais [95], assim como,
altas concentrac6es de RNAm dessa citocina emiaggds nervo de pacientes em reacao
reversa e de pacientes com a forma neural pur@eiacd [97]. Sendo assim, esse estudo
teve como objetivo investigar a participacado desieina na ativacdo das CS frente ao
estimulo do ML, a fim de esclarecer a interacaoeesgsa molécula e a infeccdo nas fases
iniciais do dano nervoso.

O modelo experimental adotado consistiu na utiizaga linhagem humana ST88-
14, ja estudada amplamente do ponto de vista mataks genético ([125]; [126]; [66])
Estudos realizados em nosso laboratério confirmapaenessa linhagem interage com ML
e é capaz de internalizar este bacilo tanto vivantpu morto. Além disso, também foi
descrito que estas células, da mesma forma queri@farias, produzem as proteinas
S100, B e MBP. A linhagem ST88-14 também expressa o RNAnpmteina laminina 2
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na sua superficie, o que permite a sua utilizagemrsaios de infec¢do pelo Nih vitro
[127].

Dados preliminares indicaram que o ML induz umysggp aumento na expressao
génica do TNFe em células da linhagem humana ST88-14 (Figura T4). fato
direcionou esse estudo para uma investigacdo retadhedda do papel dessa citocina na
ativacdo das CS seguida da infeccdo pela micol@mctortanto, posteriormente, foi
avaliada a secrecdo dessa molécula por essasscétulgue poderia esclarecer sua
contribuicdo imediata para a resposta inflamatdoianervo devido a infeccdo. Entretanto,
nao foi observada a secrecdo de TdNRe sobrenadante das culturas de CS estimuladas
com ML, em nenhum dos tempos testados, mesmoamilz um kit de deteccdo da
eBioscience de alta sensibilidade.

A etapa inicial desse estudo constatou que o Milaradexpressao génica do TNF-
a, mas ndo a liberagdo dessa molécula, o que padddiiar a existéncia de mecanismos
pos-transcripcionais inibidores da traducdo dessizina, ou a acdo de um rigido controle
da secrecdo dessa citocina apds sua sintese ipesseltlar. Portanto, o préximo passo
desse estudo foi avaliar a expressdo protéica de-daTNa linhagem ST88-14 apés a
infeccdo pelo ML. Os extratos celulares foram aadlbs pela técnica de western blotting
e ELISA para deteccdo dos niveis da proteina ielukr, ou seja, previamente ao seu
acoplamento a membrana plasmatica. A cinética teahp@®-3 horas) (dados nédo
mostrados), revelou que de fato o ML induz a séndsssa citocina logo no inicio da
infeccdo, sendo esta mais intensamente observadstimulo de 3 horas (Figura 16).
Esse dado indica que o ML promove a producdo do-d NEssas células e que, portanto,
ndo h& mecanismos pos-trancricionais inibindo dutgdao dessa proteina na linhagem
estudada.

A responsividade das CS a citocinas ocorre pelos sespectivos receptores. A
expressao constitutiva dos receptores de &N&-foi descrita em CS ([59]; [93]; [60];
[128]), 0 que as torna entdo, susceptiveis aososfeiessa molécula. Para avaliar a
existéncia de um mecanismo de retroalimentacadiyesio quadro de infec¢cdo do ML,
foi necessario avaliar os efeitos do ThFra sua préopria expressao génica, sintese e
secrecdo nessa linhagem celular. Pela técnica deGR em tempo real foi analisada a
expressdo génica dessa citocina frente ao estiouldNF-o exdgeno no tempo de 3 horas
de cultura, sendo constatado o efeito positivoa@sslécula na inducdo de sua propria
expressao nas células ST88-14 (Figura 17). Pardlsse@ da sintese dessa proteina pela
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técnica de western blotting e ELISA, foram adiciam diferentes doses de rThFem
cultura por 2 horas para avaliacdo do impacto d&das concentracdes na producéo
dessa citocina. Esse experimento inicial foi real@ de acordo com os padrdes adotados
por de Qin e colaboradores (2008), cujos dadoxamdique esse intervalo de tempo é
suficiente para sintese do TNH412].

Nossos resultados evidenciaram a inducdo da sidk@setocina por todas as
concentragOes testadas (Figura 17), sendo a coac@&otadotada para 0os experimentos
seguintes de 25 ng/ml. A secrecdo de Td\fléi analisada por ELISA dos sobrenadantes
da cultura de ST88-14 estimulada por 2 horas com-d Exdgeno. A retirada do estimulo
foi seguida de algumas lavagens da cultura com REbIl puro, para garantir que so
fosse detectado o TNisecretado pelas células durante o periodo de &% lonao a
molécula adicionada como estimulo. Esses resulteniostataram que, de fato, o THNF-
foi capaz de promover sua prépria secre¢do, assino sua expressdo e producao nessa
linhagem celular (Figura 17). Qin e colaboradoagsttem demonstraram esse efeito dose-
dependente em CS de ratos, encontrando o pontiw@gio da sintese da citocina frente
ao estimulo de 50 ng/ml de TNFexdgeno e observou um aumento da sua expressao
génica no tempo de 1 hora [112].

Apbs o esclarecimento do impacto individual do Mide TNFe nha expressao,
sintese e secrecdo do ThNoi investigado o efeito conjunto desses estiswul@s dados
obtidos indicaram que a associacdo da micoba@ét#citocina promove perfis similares
ao induzido individualmente pelo TNEFexdgeno na expressao génica, na sintese e na
secrecdo dessa molécula na linhagem ST88-14 (Fi@)reDiante desses dados pode-se
sugerir que a intensidade superior da acdo do dIgbde fazer com que essas células
atinjam seus limites de expressdo e producdo a@#ssma, podendo portanto, ocultar o
efeito promovido pelo ML individualmente.

A maioria dos componentes da familia TNF é expressd a forma
transmembrénica, o que indica que essas molécelaardinduzir efeitos locais, e que
somente sob condi¢cdes nao-fisiolégicas tém suaeg@urinduzida, podendo entdo, ser
implicadas no desenvolvimento de diversas patadogjdl]. Nossos resultados
constataram que o ML induz a producdo de TiNRas ndo a sua secrecdao em CS da
linhagem ST88-14. Esse fato pode refletir a ex@téérde um mecanismo celular
regulatério da liberacdo dessa citocina, ja qua pstle mediar efeitos deletérios quando
secretada irregularmente. Portanto, ap0s sua @odtente ao estimulo do ML, o TNF-

62




permanece acoplado a membrana plasmatica das i@5g@adro inicial da lesdo neural,
promove seus efeitos através da interacdo comsou#ialas presentes no endoneuro.
Nossos dados também indicam a existéncia déoompositivo na producédo de TNk-
nessa linhagem, estando em concordéancia com os dadoritos por Qin e colaboradores
[112].

Como mencionado anteriormente, Shubayev e colabmad2000) constataram
dois picos nos niveis de TNFap0ds a injuria nervosa por constricdo cronica atosr
[126]. O primeiro e o segundo coincidiram com adefio dos maiores niveis de MMP-9
e MMP-2 na leséo, respectivamente. Ambas sdo npetddonases de matriz extracelular,
cujo substrato principal € o colageno tipo IV, estanto, tém uma participacao relevante
na alteracdo e remodela¢cdo do espac¢o neural dadesdo. Dados do nosso laboratério
demonstraram que o ML, individualmente ou em asgdo com TNFy, induz a
expressdo de MMP-9 em CS da linhagem ST88-14, eegsee metaloproteinase, assim
como a MMP-2, encontra-se aumentada em biépsipaaentes com a forma neural pura
da hanseniase [129]. Portanto, os resultados sbtidsse estudo, juntamente com o0s
dados relatados acima, evidenciam o importantel pgssa citocina e da micobactéria no
desenvolvimento da injuria neural nessa doenca.

A capacidade de produzir citocinas confere as G8oariedade de modular a
resposta imune sob condicBes patolégicas e nadogamtms. Portanto, 0 préximo passo
desse trabalho foi elucidar a contribuicdo do MloelTNFo no contexto inflamatorio do
dano nervoso da hanseniase nessa linhagem de &i@ndw a dindmica de secrec¢édo das
citocinas IL-B, IL-6, IL-8 e IL-10 por ELISA, frente aos estimslda micobactéria e do
TNF-0, em associagao ou nao.

A familia da IL-1 compreende dois ligantes bioasiyt_-10 e IL-B), dois tipos de
receptores transmembréanicos IL-1RI e IL-1RII, al&® um receptor antagonista
especifico (IL-1Ra) [130]. A IL{1 € uma potente citocina pleiotropica com importante
efeitos na resposta imune, como por exemplo, acawda angiogénese em tecidos
inflamados, a liberacdo de outras citocinas priandtorias por células apresentadoras de
antigeno, e também, a polarizacéo de células TIAT].[No SNC saudével essa molécula
€ produzida em niveis reduzidos, sendo aumentamtanpo, apds lesdes teciduais, ja
sendo, inclusive, descrita sua participacdo emostap neuroimunes e na indugédo de
morte celular em casos de dano e esquemia celgbdal; [133]). A IL-18, juntamente
com o TNFe, tem uma participacdo importante no processo dersggacdo Walleriana,
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no qual podem induzir a secrecéo de outras cite@neontribuir para o recrutamento dos
macrofagos até o local danificado [134]. Além djssssa molécula também induz fatores
de crescimento neurais e foi demonstrado que anasuimalizacdo por IL-1Ra, impede a
regeneracao nervosa [135]. Em nossos experimeatasb$ervado que no tempo de 2
horas, a concentragcdo de 10 ng/ml de TNiRduziu essa citocina (Figura 19), e nos
tempos de estimulo mais longos, foi detectada aetrcdo apenas no tempo de 3 horas
frente a adicdo de 25 ng/ml de TNFa cultura. Como analise desses experimentos foi
realizada simultaneamente, ndo foi possivel agotancentracdo de 10 ng/ml de rTF-
na cinética temporal de 1 a 7 horas, tendo come baslado anterior da curva de
concentragéo. Entretanto, o aprofundamento datigegdo da secregcao de IB-frente
aos estimulos adotados, sera conduzida futuraroentessa nova concentragdo de rTNF-
a. J& 0 ML ndo induziu a liberagdo da IB;Inem quando em associacdo ao TINF-
exogeno (Figura 20).

Ja foi descrita na literatura a capacidade das e€fradduzir e secretar a citocina
IL-10, assim como linfécitos T, mondcitos, macrdfag microglia, astrocitos, e outras
populacdes celulares ([136]; [137]; [138]). A IL-16 uma citocina pleiotropica
responsavel, principalmente, por acdes antiinflanesd, podendo reduzir potencialmente
a expressao de moléculas de MHC Il, a apresentgdantigenos pelos macréfagos, e
inibir a liberagdo de citocinas proinflamatoriaspo, IL-8, IL-6, IFNy, TNF-a e IL-1
[137]. Em geral a IL-10 atua negativamente sobdasas acdes que promovem respostas
inflamatdrias e a imunidade celular, e positivaregsbbre os fendmenos que levam a
tolerancia na imunidade adaptativa [139]. Os nivdisssas citocina aumentam
rapidamente apds a injaria nervosa periférica eesofreducdo imediatamente apos a
mesma [135]. Em modelos de lesdes traumaticas dalanespinhal a IL-10 foi implicada
na recuperacdo da funcdo motora, reducdo da dduycde do dano tecidual e
neuroprotecdo através da prevencdo de apoptoskarc@lid0]; [141]; [142]; [143];
[144]). Nos experimentos realizados nesse trabadiohouve deteccdo da secregéo de IL-
10 frente a nenhum dos estimulos aplicados nagathaST88-14. Apesar da expressao
génica dessa citocina ter sido observada por Qoladoradores (2008) frente ao estimulo
de 10 ng/ml de TNIeexdgeno em CS de ratos [112], nossos dados sugereduzida
participacdo dessa citocina antiinflamatoria notexto inicial de infeccdo pelo ML
(Figura 21 e 22).
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A IL-6 é uma citocina importante para o processageatgneracao tecidual, sendo
aumentada no meio imediatamente apés a injuriaoear({98]; [135]). Essa molécula
préinflamatéria € expressa por células apresersadde antigeno, como por exemplo,
linfocitos B, macrofagos, células dendriticas e uwasiedade de outras populacdes
celulares. Entre as suas acbes podemos destacer prapriedade antiapoptotica, sua
atuacdo como fator de crescimento celular, seulémento na migracéo de linfécitos T
e na inducdo de respostas Th2, assim como, nawniifacdo de células Thl7, quando em
associacdo com TGF-[145]. J& a IL-8, também conhecida como CXCLS8, rdau
quimiocina prdéinflamatoria associada com a indug@oquimiotaxia de neutréfilos e
degranulacdo, sendo também relacionada com respasggogénicas, tumorais e com o
fenbmeno de metastase [146]. Dados do nosso l@boratemonstraram a expressao
génica dessa molécula em CS da linhagem ST88-14 (80resultados obtidos nesse
estudo revelam a inducdo da secrecao de IL-6 edar@odas as concentracdes de TiNF-
avaliadas no periodo de 2 horas (Figuras 23 eE2B)intervalos de tempo mais extensos,
foi constatado o efeito positivo do TNFexdgeno na secrecdo de ambas as citocinas, nao
sendo observado, entretanto, 0 mesmo efeito feenestimulo do ML. A inducéo de IL-6
em resposta ao TN&-esta de acordo com dados observados por Qin boratiores
(2008), que observaram aumentos nos niveis de RNéssa citocina em CS de ratos
apos o estimulo de TN&-exodgeno [112]. Ja a associacdo da micobactér@a ENdF-o
promoveu perfis de secrecéo de IL-6 e IL-8 simfaxe observado no estimulo individual
da citocina nas células ST88-14 (Figuras 24 e 26).

A etapa final desse estudo foi a caracterizac8oida de sinalizagéo ativadas pelo
ML e TNF-u, em associagdo ou ndo, na linhagem ST88-14. Asandh ativacdo da
MAPK p38 pelas técnicas de western blotting e influnoescéncia, revelou que as vias
recrutadas pela interacdo do ML e do Té&NFndividualmente ou em associagdo, nao
envolvem a fosforilagcdo dessa proteina (Figura PIn). fato curioso na avaliacdo dos
extratos celulares por western blotting foi a nétedcao da forma ndo ativada da p38 pelo
anticorpo utilizado. Amostras da linhagem THP-lv@amente estimuladas com LPS
(2ug/ml) foram utilizadas como controle de qualidadeaaiticorpo total e fosforilado, e,
portanto, atestaram a funcionalidade de ambos néss@a. A razao pela qual ndo houve
marcacao da proteina total nos extratos celulaadmidagem ST88-14 ndo foi elucidada,
pois 0 anticorpo usado foi policlonal e variagbasestrutura da molécula de p38 entre as
duas linhagens, teoricamente, ndo impossibilitadasapacidade de reconhecimento desse
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reagente. Uma possivel explicacdo seria o fatocdrdas ST88-14 expressarem niveis
menores de p38 em relagdo a linhagem THP-1, seeckssario, portanto, 0 aumento a
concentragcdo de uso do anticorpo para sua deted¢g@amente a avaliacdo por
imunofluorescéncia foi bem sucedida, havendo marccda proteina total e da fosforilada.
A Ultima foi visualizada apenas no controle de iglaale do anticorpo, que consistiu em
fibroblastos gingivais humanos estimulados com [(E&g/ml) por 15 minutos (Figura
27).

As MAPKs ERK 1/2 sao geralmente fosforiladas ped#ioa sequencial das
moléculas SOS/Ras/Raf/MEK, considerada a via canddé ativacdo dessas proteinas.
Essa via est4 envolvida com a regulacédo da difexgie e ativacdo das CS durante o
dano e a regeneracdo nervosa periférica, promovemgsmielinizacao, desdiferenciacdo
e proliferacdo dessas células [120]. Nesse estudnoalise da ativacdo das MAPKs ERK
1/2 por western blotting e imunofluorescéncia, lewe participacdo dessas proteinas nas
vias acionadas pelo ML e TNE-individualmente e também em associacéo, na lernag
ST88-14. Os ensaios realizados revelaram por aagasdcnicas, que o TNEpromove
uma fosforilagdo mais intensa dessas MAPKs que ¢ &lturiosamente, a associagao
desses estimulos parece reduzir o efeito individiggisa citocina na ativacdo dessas
proteinas, podendo indicar que, a competicdo peluramento de uma mesma via, pode
levar ambos os estimulos a ativar outras viasradizacao distintas para inducdo de seus
efeitos (Figura 28).

Jé& foi descrito que o ML pode ativar a via de ERKem CS humanas atraves do
recrutamento da PKE-proteina kinase €}, de uma maneira independente de MEKS,
promovendo assim, a desdiferenciacdo e proliferag@ssas células [147]. Nossos
resultados, acoplados a dados prévios constatamasopsa equipe, evidenciam o efeito
ERK-dependente do TNé&-e ML na proliferacdo da linhagem ST88-14, j4 qudas
induzem a replicagédo dessas células a partir d®#& e mais pronunciadamente apos 72
horas de estimulo [108].

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem gimglina neural da hanseniase, a
infeccdo pelo ML pode contribuir para ativacdo entsida das CS, ativando vias de
sinalizacdo dependentes de ERK 1/2 e induzindeodugéo de TNFe Além disso, foi
observada a participagdo do mecanismo de retroatiip@o positiva dessa citocina na

ativacdo dessas células, que pode ndo s6 aumentaveis dessa molécula no meio,
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como a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias ¢dmdp, IL-6 e IL-8, que cooperam

com a resposta imune e com o estado de ativacimgealo das CS.

S&80 necessarios mais estudosivo que concretizem estes dados uma vez que a
resposta das células ao TMFe ao ML depende de diversos outros fatores. Estudo
realizados até entdo, sugerem que a ac¢do dessma&ipmde variar, e indicam que o tipo
de célula, seu estado de maturacdo, o contextdacgheciso e a composicao dos
receptores, assim como, o tempo de interagdo camessios S0 parametros importantes
na determinacdo dos seus efeitos biologicos ([288]). Uma melhor compreensao da
interagdo do ML e do TNk-com CS humanas, dos mecanismos moleculares areslul
envolvidos, assim como, seus efeitos pro-inflaniagée imunossupressores, contribuirdo
para o desenvolvimento de estratégias terapéutizas eficientes no tratamento dessa
doenca.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo, apesar dmipaies, sugerem que o ML é
capaz de induzir a expressdo e a producdo deolBffavées da ativacdo de vias de
sinalizagdo com a participacdo de ERK1/2 em C$htlagem ST88-14. Como a secrecéo
dessa citocina frente ao estimulo da micobacté&aafoi detectada, podemos concluir que
o0 TNF-a expresso age localmente no contexto de injuriaaheativando outros tipos
celulares através do contato célula-célula.

Nossos dados também evidenciaram a existéncia de meoanismo de
retroalimentacdo positiva de TNFegue utiliza vias de sinalizagdo com a particagé@® d
MAPKs ERK1/2 nessa linhagem celular, sendo esteioia capaz de induzir sua propria
expressado, producéo e secrecao, e, portanto, demessas células em estado prolongado
de ativacdo. Além disso, o TNFmostrou-se eficaz na inducdo da secrecdo dasnatoc
IL-1, IL-6 e IL-8 na linhagem ST88-14, corroborando seportante papel, assim como
o das CS, na lesdo neural da hanseniase.

A acéo conjunta do TNE-e do ML promoveu uma ativacao reduzida da via de
sinalizacdo de ERK 1/2, quando comparada ao dfelieidual de cada um dos estimulos.
Em relacdo a inducdo da expressédo, producdo ec8ect® TNFe e da liberagdo de
outras citocinas, essa cooperagdo promoveu acfedhssites ao estimulo exclusivo do
TNF-a exdgeno na linhagem ST88-14. A figura 29 ilusttarmodelo de ativacdo das CS
no contexto de infec¢do pelo ML proposto pelos datksse estudo.
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