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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Titulo da Tese: “Verificagcao do papel do Mycobacterium leprae na ativagao de MAPKs

em nervos periféricos humanos e murinos”

Impacto cientifico esperado: A identificacdo de proteinas-chave associadas a neuropatia
hansénica representa um avango significativo no entendimento dos mecanismos
moleculares subjacentes a infeccdo pelo Mycobacterium leprae. A ativacao diferencial
das MAPKs e c-Jun sugere potenciais alvos terapéuticos no controle da degeneragdo dos
nervos periféricos na hanseniase. Os modelos murinos empregados neste estudo
possibilitam uma analise detalhada dos processos de lesdo e regeneracdo neural,
reforcando a relevancia dessa abordagem experimental para a investigacdo da

neuropatia hansénica.

Impacto social: A hanseniase permanece uma doenca negligenciada, tornando essencial
a realizacao de pesquisas que contribuam para a redugdo do estigma, a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes e o fortalecimento de politicas publicas voltadas a
equidade no acesso ao diagndstico e tratamento. Este estudo fornece dados cientificos
e epidemiolégicos relevantes, evidenciando a urgéncia de acbes voltadas a
conscientizacdo e educacdo da populagdo. O diagndstico tardio da doenga,
frequentemente associado a incapacidades fisicas avancadas, refor¢a a importancia de
estratégias preventivas e de intervengdes precoces para reduzir os impactos sociais e de

saude publica da hanseniase.

Impacto econdmico: No Brasil, onde a hanseniase ainda é endémica em algumas
regides, o impacto econdmico das neuropatias periféricas associadas a doenca é
significativo. A exclusdo social e o estigma enfrentados pelos pacientes frequentemente
limitam suas oportunidades de emprego e comprometem sua qualidade de vida,
perpetuando um ciclo de pobreza e dependéncia econémica. Politicas publicas focadas
no diagndstico precoce, no tratamento eficaz e na reabilitacdo podem atenuar esses
custos de forma consideravel, promovendo uma reintegracdao mais eficaz dos individuos
afetados pela neuropatia hansénica no mercado de trabalho e na sociedade, além de

melhorar sua autonomia e inclusao social.
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RESUMO

CASALENOVO, M. B. Verificacao do Papel de Mycobacterium leprae na Ativacao de
MAPKs em Nervos Periféricos Humanos e Murinos. Tese (Doutorado em Patologia)
— Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de

Botucatu, 2023.

As neuropatias periféricas podem ter varias causas, incluindo a hanseniase, e afetam
significativamente a qualidade de vida dos individuos. Este estudo verificou o papel
das principais MAPKs (ERK1/2, p38a MAPK, JNK) e do fator de transcricdo c-Jun na
infeccao experimental por Mycobacterium leprae (M. leprae) e nas neuropatias
periféricas em individuos com e sem hanseniase. Foram coletados fragmentos de
nervos de individuos com neuropatia periférica, realizada uma avaliagdo
epidemioldgica e comparados dois modelos de lesdo neural em camundongos. As
funcbes motoras e nociceptivas foram avaliadas, e a expressdo proteica das MAPKs e
c-Jun foi analisada por ensaios celulares, buscando compreender os mecanismos
subjacentes a neuropatia hansénica. A caracterizacdo sociodemografica e clinica
revelou que o grupo de individuos com neuropatia hansénica (LepN) apresentava
maior prevaléncia de individuos mais jovens (73,59% com menos de 60 anos) e do sexo
masculino (73,59%). A maioria dos casos era de individuos brancos (86,79%) com
educagdo primaria incompleta (22,64%). No grupo de outras formas de neuropatia
periférica (0PN), observaram-se caracteristicas semelhantes, mas com uma proporc¢ao
ligeiramente maior de individuos com 60 anos ou mais (46,67 %). A caracterizacao
clinica revelou que os individuos com LepN apresentavam incapacidades mais graves,
maior espessamento neural e uma maior prevaléncia de mononeuropatia multipla em
comparacao com o grupo oPN. Os fatores de risco associados a LepN incluiam
diabetes, HIV com tratamento quimioterapico e exposicao prolongada a pesticidas. O
modelo murino de lesdo do nervo isquiatico demonstrou impactos significativos na

funcdo motora e nociceptiva, com diferencas na resposta a estimulacdo mecanica ao



longo do tempo. Na analise da expressao proteica das MAPKs e c-Jun, observaram-se
niveis elevados de ERK1/2 em camundongos infectados com M. leprae, indicando seu
papel nas fases iniciais da infeccdo. Em amostras humanas, os nervos oPN
apresentaram niveis mais altos de ERK1/2 em comparacao com os nervos LepN. Houve
ativacao da via de sinalizacao p38a MAPK no grupo de lesdao por esmagamento, e a
expressao de c-Jun foi significativamente maior no grupo infectado por M. leprae. Esses
resultados sugerem uma regulacao temporal da expressao de ERK1/2 durante a
infeccao por M. leprae e a importancia de p38a MAPK e c-Jun na neuropatia hansénica.
Em conclusdo, este estudo fornece informacbes relevantes sobre o perfil
sociodemografico e clinico da neuropatia associada a hanseniase, e indica uma
regulacao diferencial das vias de sinalizacao intracelular, ERK1/2, p38a MAPK, JNK, e
do fator de transcricdo c-Jun, em modelo murino de trauma por esmagamento e
infeccao por M. leprae. Compreender esses mecanismos pode contribuir para o
desenvolvimento de terapias direcionadas para o tratamento da neuropatia hansénica,

melhorando a qualidade de vida dos individuos afetados.

Palavras-chave: M. leprae; Células de Schwann, Proteinas quinases ativadas por

mitdogenos



ABSTRACT

CASALENOVO, M. B. Verification of the Role of Mycobacterium leprae in the
Activation of MAPKs in Human and Murine Peripheral Nerves. Thesis (Doctorate in
Pathology) — Sdo Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”, Faculty of Medicine of
Botucatu, 2023.

Peripheral neuropathies can have several causes, including leprosy, and significantly
daffect the quality of life of individuals. This study verified the role of the main MAPKs
(ERK1/2, p38a MAPK, JNK) and the c-Jun transcription factor in experimental infection
by Mycobacterium leprae (M. leprae) and in peripheral neuropathies in individuals with
and without leprosy. Nerve fragments from individuals with peripheral neuropathy were
collected, an epidemiological evaluation was performed and two models of neural injury
in mice were compared. Motor and nociceptive functions were assessed, and the protein
expression of MAPKs and c-Jun was analyzed by cellular assays, seeking to understand
the underlying mechanisms of leprosy neuropathy. The sociodemographic and clinical
characterization revealed that the group of individuals with leprosy neuropathy (LepN)
had a higher prevalence of younger individuals (73.59% aged less than 60 years) and
males (73.59%). Most cases were white individuals (86.79%) with incomplete primary
education (22.64%,). In the group of other forms of peripheral neuropathy (oPN), similar
characteristics were observed, but with a slightly higher proportion of individuals aged
60 years or older (46.67%). Clinical characterization revealed that individuals with LepN
had more severe disabilities, greater neural thickening and a higher prevalence of
multiplex mononeuropathy compared to the oPN group. Risk factors associated with
LepN included diabetes, HIV with chemotherapy treatment, and prolonged exposure to
pesticides. The murine model of sciatic nerve injury demonstrated significant impacts on
motor and nociceptive function, with differences in response to mechanical stimulation
over time. In the analysis of MAPKs and c-Jun protein expression, high levels of ERK1/2

were observed in mice infected with M. leprae, indicating its role in the initial stages of



the infection. In human samples, oPN nerves showed higher levels of ERK1/2 compared
to LepN nerves. There was activation of the p38a MAPK signaling pathway in the crush
injury group, and c-Jun expression was significantly higher in the M. leprae infected
group. These results suggest a temporal regulation of ERK1/2 expression during M. leprae
infection and the importance of p38a MAPK and c-Jun in leprosy neuropathy. In
conclusion, this study provides relevant information on the sociodemographic and clinical
profile of leprosy-associated neuropathy, and indicates a differential regulation of the
intracellular signaling pathways, ERK1/2, p38a MAPK, JNK, and the c-Jun transcription
factor, in murine model of crush injury and M. leprae infection. Understanding these
mechanisms can contribute to the development of targeted therapies for the treatment

of leprosy neuropathy, improving the quality of life of affected individuals.

Keywords: M. leprae; Schwann cells, Mitogen-activated protein kinase



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1R'. Trés Vias Principais de MAP quinase. ERK, JNK, p38 sdo ilustrados por ativos

BioRender dinamicos (icones, linhas, formas e/ou texto) (lwasaki, A, 2020)

Figura 2R. Interagdo entre Mycobacterium leprae e os receptores presentes na
membrana das células de Schwann. (A) Fotomicrografia ilustrando interacao
patdégeno-hospedeiro. (B, C) Moléculas na membrana das células de Schwann, o/p-
distroglicana e ErbB2, identificadas como receptores para M. leprae. A interacao
molecular envolve a ativacdo do dominio quinase de ErbB2, que desencadeia cascatas

de sinalizacdo, como a fosforilacdo da via MAPK, Erk1/2 (Hess, Rambukkana, 2019)

Figura 1M2. Experimentacdo Animal: Etapas do procedimento cirurgico realizado em
camundongos nude. Os animais sao anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/kg,
ip) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg, ip) (A) e, devidamente posicionados para as
intervencbes subsequentes (B). Nervos isquiaticos expostos (C); submetidos a
esmagamento (D-E); inoculados com M. leprae viavel (F); inoculados com NaCl 0,9%
estéril (G-H); a pele é suturada e os animais sdo mantidos em placas térmicas até o fim

do efeito anestésico (l)

Figura 2M. Avaliagdo da funcdo motora em nervos isquiaticos de camundongos nude.
indice Funcional do Isquiatico (SFI) avaliado nos tempos experimentais, (A) pré-
intervencao (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pds-intervencao (dpi). (F) Valores
agrupados. Grupos experimentais: Lesao por esmagamento (CSH); Inoculagdo com M.
leprae (ML); ML/CSH; Inoculacdo controle com Cloreto de sédio (NaCl); Cirurgia
simulada (SHAM). Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A-E) e Dunnett (F). Valores de p

'R = Revisdo da Literatura
2 M = Manuscrito



< 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés medigdes obtidas de um a seis

animais/grupo/periodo

Figura 3M. Resposta nociceptiva em nervos isquiaticos de camundongos nude. Limiar
de retirada de pata (PWT), avaliado nos tempos experimentais, (A) pré-intervencao (pi),
(B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pds-intervengao (dpi). (F) Valores agrupados. Grupos
experimentais: Lesao por esmagamento (CSH); Inoculacdo com M. leprae (ML)
ML/CSH; Inoculagdo controle com Cloreto de sodio (NaCl); Cirurgia simulada (SHAM).
Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A-E) e Dunnett (F). Valores de p < 0,05 indicam
significancia estatistica. Dados de trés medi¢des obtidas de um a seis

animais/grupo/periodo

Figura 4M. Caracterizagdo por imunofluorescéncia de nervos isquiaticos de
camundongos nude, controle SHAM. Em (A), identificacao nuclear por DAPI (azul). Em
(B), axdnios marcados por tubulina Blll, a esquerda, e bainha de mielina identificada
por MPZ, a direita (ambos, AlexaFluor 488, verde). Em (C), células de Schwann
identificadas pela proteina de citoesqueleto, S100pB, a esquerda, e tubulina Blll a direita
(ambos, AlexaFluor 594, vermelho). (D) ilustra imagens sobrepostas (esquerda e

direita). Barras de escala: 15 um (A: 630x)

Figura 5M. Determinacao da via ERK1/2 em ensaio InstantOne ELISA™. A avaliacao foi
realizada em dois periodos experimentais: (A) 03 e (B) 28 dias ap0s a intervencao, nos
seguintes grupos: Lesao por esmagamento (CSH); Inoculagao endoneural por M. leprae
(ML); ML/CSH; Injecao de cloreto de sodio (NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). Também
foi realizada uma avaliacdo comparativa entre os espécimes humanos com neuropatia
hansénica (LepN) e outras neuropatias periféricas (0PN) (C). O teste ANOVA, com p&s-
teste Sidak (A, B) ou Tukey (C), foram utilizados. Valores de p < 0,05 indicam
significancia estatistica. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto

SHAM



Figura 6M. Imunodeteccao de ERK1/2 em nervos isquiaticos de camundongos nude.
(A-C') Lesao por esmagamento (CSH); (D-F') Inoculacao endoneural por M. leprae (ML);
(G-I') ML/CSH; (J-L") Injecao de cloreto de sodio (NaCl); (M-O') Cirurgia simulada
(SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias pos-intervencao (dpi). Imagens

representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala: 15 pm (A: 400x)

Figura 7M. Avaliagdo de ERK1/2 em nervos isquiaticos de camundongos nude.
Densidade de fluorescéncia de ERK1/2, normalizada pelo respectivo niumero de
nucleos DAPI+. Avaliacdo conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90
dias pds-intervencdo (dpi), nos grupos: Lesdo por esmagamento (CSH); Inoculacdo
endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecao de cloreto de sédio (NaCl); Cirurgia
simulada (SHAM). (D) Comparagdes intragrupos. Teste ANOVA, com pds-teste Sidak
(A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de

trés campos microscopicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Figura 8M. Determinac¢ao de p38a MAPK em ensaio InstantOne ELISA™. A avaliacao
foi realizada nos seguintes periodos experimentais: (A) 03 e (B) 28 dias apods a
intervencao (dpi), considerando os grupos: Lesao por esmagamento (CSH), Inoculagao
endoneural por M. leprae. (ML), ML/CSH, Injecao de cloreto de sddio (NaCl) e Cirurgia
simulada (SHAM). Além disso, foi feita uma avaliacdo comparativa entre espécimes
humanos com neuropatia hansénica (LepN) e outras neuropatias periféricas (oPN) (C).
O teste ANOVA foi utilizado, seguido do pos-teste Sidak (A, B) ou Tukey (C). Valores
de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata, exceto SHAM

Figura 9M. Imunodeteccdo de p38a MAPK em nervos isquiaticos de camundongos
nude. (A-C') Lesao por esmagamento (CSH); (D-F') Inoculagdao endoneural por M. leprae

(ML); (G-I') ML/CSH; (J-L") Injecao de cloreto de sodio (NaCl); (M-O') Cirurgia simulada



(SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias pos-intervencao (dpi). Imagens

representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala: 15 um (A: 400x)

Figura 10M. Avaliacdo de p38a MAPK em nervos isquiaticos de camundongos nude.
Densidade de fluorescéncia de p38a MAPK, normalizada pelo respectivo nimero de
nucleos DAPI+. Avaliacdao conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90
dias pds-intervencdo (dpi), nos grupos: Lesdo por esmagamento (CSH); Inoculacdo
endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecao de cloreto de sédio (NaCl); Cirurgia
simulada (SHAM). (D) Comparagdes intragrupos. Teste ANOVA, com pds-teste Sidak
(A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de

trés campos microscopicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Figura 11M. Determinacao de JNK em ensaio InstantOne ELISA™. Avaliacdao conforme
periodos experimentais de, (A) 03 e (B) 28 dias pos-intervencao (dpi), nos grupos: Lesdo
por esmagamento (CSH); Inoculacao endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecao
de cloreto de sddio (NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). (C) Avaliagcdo entre espécimes
humanos com neuropatia hansénica (LepN) e outras neuropatias periféricas (oPN).
Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A, B, D, E) ou Tukey (C). Valores de p < 0,05 indicam
significancia estatistica. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto as do

grupo SHAM

Figura 12M. Imunodeteccdo de JNK em nervos isquiaticos de camundongos nude. (A-
C") Lesao por esmagamento (CSH); (D-F') Inoculagao endoneural por M. leprae (ML);
(G-I') ML/CSH; (J-L) Injecao de cloreto de sédio (NaCl); (M-O') Cirurgia simulada
(SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias pds-intervengdo (dpi). Imagens

representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala: 15 pm (A: 400x)

Figura 13M. Avaliacio de JNK em nervos isquiaticos de camundongos nude.

Densidade de fluorescéncia de JNK, normalizada pelo respectivo nimero de nucleos



DAPI+. Avaliagdo conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pds-
intervengao (dpi), nos grupos: Lesao por esmagamento (CSH); Inoculagdo endoneural
por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sddio (NaCl); Cirurgia simulada
(SHAM). (D) Comparagoes intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A, B, C) ou
Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscopicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Figura 14M. Imunodeteccdo de c-Jun em nervos isquiaticos de camundongos nude.
(A-C') Lesao por esmagamento (CSH); (D-F’) Inoculacao endoneural por M. leprae (ML);
(G-I') ML/CSH; (J-L") Injecao de cloreto de sodio (NaCl); (M-O') Cirurgia simulada
(SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias pds-intervengdo (dpi). Imagens

representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala: 15 um (A: 400x)

Figura 15M. Avaliacdo de c-Jun em nervos isquidticos de camundongos nude.
Densidade de fluorescéncia de c-Jun, normalizada pelo respectivo nimero de nucleos
DAPI+. Avaliagdo conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pds-
intervengao (dpi), nos grupos: Lesao por esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural
por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sddio (NaCl); Cirurgia simulada
(SHAM). (D) Comparacées intragrupos. Teste ANOVA, com pds-teste Sidak (A, B, C) ou
Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscopicos de dois a trés animais/grupo/periodo
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REVISAO DA LITERATURA

O Sistema Nervoso Periférico

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) organiza eficientemente uma rede de
comunicacao que garante ao Sistema Nervoso Central (SNC) o controle preciso sobre
orgaos e processos em todo o corpo humano (Grant et al, 1999). Os ganglios,
juntamente com os nervos e tecido conjuntivo associado, integram estruturalmente as
unidades neurais periféricas. Os ganglios nervosos sdao formados pelo agrupamento
de corpos celulares de neurdnios, enquanto os nervos se arranjam em feixes paralelos

e sao classificados como sensitivos, motores e mistos (Goldstein, 2001).

Os nervos que sao compostos por fibras aferentes recebem informacées do
ambiente externo e interno e as enviam para o SNC. Por sua vez, os nervos formados
por fibras eferentes permitem que os impulsos gerados no SNC alcancem os 6rgaos
efetores (Catala, Kubis, 2013). Com base em caracteristicas anatémicas e funcdes
especificas, o SNP é dividido em SNP motor (SNPM), e SNP auténomo (SNPA). As fibras
nervosas motoras do SNPM inervam os musculos estriados esqueléticos, transmitindo
os impulsos do SNC para os mesmos. Ja as fibras nervosas motoras do SNPA permitem
a comunicacao do SNC com os musculos lisos viscerais e cardiacos (Sternini, 1997;

Karemaker, 2017).

Os nervos periféricos sao revestidos por camadas distintas de tecido conjuntivo,
denominadas endoneuro, perineuro e epineuro (Peltonen et al, 2013). Esses
compartimentos possuem uma organizacao estrutural e funcional intimamente
relacionada as fungdes de protecdo e sustentacao (Mizisin, Weerasuriya, 2011).
Internamente, cada fibra nervosa, composta pelo axonio e pela célula glial, é envolvida
pelo endoneuro, uma delicada camada de tecido conjuntivo frouxo rica em fibras

reticulares, fibrilas colagenas, glicosaminoglicanos e fibroblastos dispersos
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(Mackinnon, 2015). O perineuro organiza grupos de fibras nervosas em feixes - ou
fasciculos - e estabelece uma barreira metabolicamente ativa (Allt, Lawrenson, 2000;
Peltonen et al,, 2013). A disposicdo das camadas concéntricas de células perineurais e
uma matriz extracelular composta principalmente de fibras colagenas e fibronectina,
conferem resisténcia mecanica a essa estrutura. O epineuro € composto por tecido
conjuntivo denso, tecido adiposo e vasos sanguineos e constitui o revestimento mais

externo envolvendo grupos de feixes nervosos (Filler et al., 2004).

A glia periférica é formada pelas células de Schwann (SCs) (Reed et al., 2022),
originadas de células-tronco da crista neural (Jessen et al., 1994). O desenvolvimento
das SCs no SNP envolve uma sequéncia de eventos moleculares e celulares. Durante o
periodo embrionario, as células precursoras das SCs (SCPs) surgem como uma
populacdo de células migratoérias e proliferativas (Wanner et al., 2006), que geram
diferentes tipos celulares residentes em varios locais anatdmicos, incluindo outras
linhagens gliais (Jessen et al., 1994; Woodhoo et al., 2009), fibroblastos endoneurais
(Joseph et al.,, 2004), neurdnios parassimpaticos e entéricos (Uesaka et al., 2015), células
do sistema simpatico-adrenal - como as células cromafins e neurénios simpaticos

(Kameneva et al.,, 2021) - entre outros (Woodhoo et al., 2009; Aquino, Sierra, 2018).

Sinais axonais, especialmente do fator de crescimento NRG1 (neuregulina 1) e
do receptor NOTCH1, sdo fundamentais para que as SCPs avancem para o estagio
seguinte de desenvolvimento e se tornem SCs imaturas (Newbern, Birchmeier, 2010;
Raphael, Talbot, 2011), que, por sua vez, geram SCs mielinizantes e ndo mielinizantes,
conhecidas como SCs de Remak (Liu et al, 2015). A maturacdao das SCs esta
diretamente relacionada ao diametro do ax6nio e ao repertério de proteinas (Feltri et
al., 2016; Taveggia et al., 2005). As SCs mielinizantes formam camadas de mielina ao
redor de ax6nios de maior diametro, expressando niveis elevados de NRG1, enquanto
as SCs de Remak envolvem multiplos axénios de pequeno diametro que produzem

NRG1 de forma restrita (Taveggia et al., 2005). A mielinizacdo dos nervos periféricos
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aumenta a velocidade de propagacdao do impulso nervoso em fibras A e B, que
consistem em axOnios motores e certos axonios sensoriais mais grossos. As fibras
nervosas do tipo C, por sua vez, estao associadas as SCs de Remak e compreendem os

axonios sensoriais e autbnomos pés-ganglionares (Griffin, Thompson, 2008).

Outras populagdes de células gliais incluem as células satélites, boundary cap
cells, células perineurais, SCs perissinapticas, SCs da pele, células embainhantes
olfatdrias e a glia entérica (Reed et al,, 2022). As células satélites envolvem os ganglios
sensoriais, simpaticos e parassimpaticos e desempenham um papel importante no
desenvolvimento da dor cronica (revisado por Hanani, Spray, 2020). As células de limite
superior derivadas da crista neural (CBs, boundary cap cells), sdéo um grupo de células
transitérias com papéis importantes na orientacao e revestimento dos axonios das
raizes nervosas espinhais (Golding, Cohen, 1997; Radomska, Topilko, 2017). As células
perineurais desempenham um papel na barreira hematoneural (Sharghi-Namini et al.,
2006), no desenvolvimento (Clark et al., 2014) e na regeneracao dos nervos periféricos

(Lewis, Kucenas, 2014).

As SCs perissinapticas que envolvem as juncdes neuromusculares
desempenham um papel na manutencdo da sinapse e na reinervagdo apds lesdo,
enquanto as SCs da pele estdo associadas a mecanorreceptores que transmitem
informacdes sobre toque, pressado, vibracao e forca para o SNC (Alhindi et al., 2021;
revisado por Cobo et al., 2021). As células embainhantes olfatorias sdo indispensaveis
para a sobrevivéncia e crescimento dos axonios olfatérios (revisado por Barnett, 2004),
e a glia entérica, em conjunto com os neurdnios da parede intestinal, desempenha um
papel na modulacdo da atividade sinaptica, regulacdo da motilidade intestinal,

neurotransmissdo e processos inflamatérios (Lavoie et al., 2011; Howard et al., 2021).

O trauma mecanico tem sido amplamente estudado no SNP e sabe-se que, logo

ap6s uma lesdo traumatica os segmentos nervosos distais sofrem alteracdes
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morfoldgicas e bioquimicas por meio de um processo dinamico chamado degeneracao
Walleriana (Jessen, Mirsky, 2008). Nesse processo, as primeiras manifestacdes incluem
a interrupg¢ao dos fluxos retrogrado e anterégrado nos axonios lesionados (Menorca
etal., 2013; Scheib, Hoke, 2013). Em seguida, a ruptura da membrana plasmatica axonal
leva a um rapido influxo de ions, como calcio e sddio, que ativam as calpainas, uma
familia de proteases de cisteina dependentes de calcio (Touma et al,, 2007), além do
proteassoma (Zhai et al., 2003). Esse grupo de proteases inicia a degradacdo do
citoesqueleto axonal e, distalmente, fragmentos axonais e ovoides de mielina
estimulam a migracao de diferentes tipos celulares (Brosius Lutz et al., 2017), incluindo
células inflamatdrias e as proprias SCs, que buscam restabelecer a homeostase por
meio de sua extraordinaria plasticidade (Mahar, Cavalli, 2018; Hopf et al., 2020; Nocera,

Jacob, 2020).

Regulacao da Plasticidade Neural

A plasticidade permite que determinados tecidos e células alterem seus padrdes
fenotipicos e respondam a sinais intrinsecos e extrinsecos, tanto em condigdes
homeostaticas quanto  patologicas  (Phelps, 1990). A  desdiferenciacao,
transdiferenciagdo e reprogramacao celular sdo processos bioldgicos que tém recebido
consideravel destaque nas Ultimas décadas devido a sua importancia na recuperagao
funcional de nervos periféricos (Balakrishnan et al., 2021). Durante a desdiferenciacao,
uma célula terminalmente diferenciada retorna para um estagio anterior de sua prépria
linhagem, enquanto que a transdiferenciacdo é definida pela conversao direta entre
células maduras distintas, geralmente de mesma origem embrionaria. A
reprogramacao celular ocorre quando células diferenciadas recuperam o potencial
pluripotente e podem, portanto, diferenciar-se em diversos tipos celulares (Jopling et

al., 2011; Guo et al., 2022).
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Diferentemente do SNC, nervos lesionados do SNP tém uma capacidade
robusta de regeneracao e proporcionam resultados funcionais, principalmente devido
a alta plasticidade das SCs (Scheib, Hoke, 2016; Boerboom et al.,, 2017; Jessen, Arthur-
Farraj, 2019). Nesse cenario, as SCs terminalmente diferenciadas residentes do tecido
agredido passam por modificagdes bruscas em sua linhagem para estabelecer um
fendétipo de reparo (revisado em Jessen, Mirsky, 2005, 2008), em um processo

designado como reprogramacao celular adaptativa (Jessen, Arthur-Farraj, 2019).

Além da reprogramacao celular, a resposta inflamatéria também visa
inicialmente a reestruturacdo dos tecidos ap6s uma agressao neural. A inflamagao é
estimulada precocemente pelas SCs pela regulacdo positiva de mediadores pré-
inflamatdrios, como MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), TNF-a (tumor
necrosis factor-alpha), IL-1B (interleukin 1 beta), IL-1a (interleukin 1 alpha) e LIF
(leukemia inhibitory factor), induzidos em parte pelos receptores do tipo Toll 2 e 4
(Toll-Like Receptors; TLR) (Lee et al., 2006). O papel central desses mediadores envolve
ativacdo e migracao de células imunes, especialmente macréfagos pro-inflamatérios
no coto distal do nervo periférico lesionado, que coordenam juntamente com as SCs,

eventos reparadores subsequentes (revisado por Martini et al., 2008; Rotshenker, 2011).

As SCs participam diretamente da remocao de detritos no microambiente neural
lesado por meio da mielinofagia (Stratton et al., 2018; Zigmond, Echevarria, 2019;
Jessen, Mirsky, 2019a). As SCs iniciam a degradagao de seus componentes celulares
intrinsecos, em particular proteinas e lipidios da bainha de mielina, com a formacao de
autofagossomos que se unem aos lisossomos para que as enzimas hidroliticas possam
digerir completamente esses debris (Jang et al., 2016; Gomez-Sanchez et al., 2015). A
mielina remanescente prejudica qualquer tentativa de recuperagao, portanto, essa
primeira fase de depuracao € de extrema importancia para que ocorra a regeneragao

axonal. Os resquicios axonais e mielinicos extrinsecos sao subsequentemente
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eliminados pelo processo de fagocitose, realizado por SCs e macrofagos previamente

atraidos por fatores quimiotaticos (Nocera, Jacob, 2020; Nazareth et al., 2021).

A reprogramacao de gliais adultas quiescentes para um fendtipo proliferativo e
reparador esta intimamente associada a adapta¢cdes em sua expressao génica, sendo
que imediatamente apds o inicio desse processo, ocorre diminuicdo na expressao dos
genes que definem o perfil mielinizante (Yang et al., 2012; Jessen, Mirsky, 2019b). No
SNC, a supressdo rapida e eficiente do perfil mielinizante ndo é observada em
sequéncia a uma lesdo devido a moléculas como Nogo/RTN4 (neurite outgrowth
(nhibitor, reticulon-4), MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) e MAG (myelin-
associated glycoprotein). Essas moléculas potencialmente inibem o crescimento dos
neuritos, induzindo apoptose ou um estado quiescente em oligodendrécitos, o que
compromete a eliminacao de debris de mielina e expressao dos genes envolvidos na
mielinizacdo (Antonios et al., 2019). O comportamento diferencial das células gliais
periféricas e centrais em resposta as agressdes parece ser um dos principais
determinantes da superioridade regenerativa do SNP em relacao ao SNC (Nocera,

Jacob, 2020; Jessen, Mirsky, 2019b).

Durante a reparagdo dos nervos periféricos, as SCs se reorganizam
estruturalmente e formam estruturas celulares compactas, as bandas de Biingner, que
orientam os axdnios na dire¢do dos 6rgaos-alvo (Gomez-Sanchez et al., 2017; Stassart,
Woodhoo, 2021). As SCs produzem fatores de crescimento que fornecem suporte
estrutural e metabolico aos axdnios em regeneracao (Eggers et al., 2010; McGregor,
English, 2019). Os primeiros desses fatores de crescimento foram isolados e agrupados
na familia das neurotrofinas, que incluem o fator de crescimento neural (NGF), o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4
(NT-4); além de seus receptores de baixa e alta afinidade, o receptor de neurotrofina
p75 (p75NTR) e os receptores quinase de tropomiosina A, B e C (Trk A, B, C) (Amatu et

al., 2019; Nogueira et al, 2020). Outros fatores neurotréficos que desempenham papéis
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importantes no neurodesenvolvimento e na regeneragao incluem o fator neurotréfico
derivado de células da glia (GDNF) e a artemina (ARTN), que sdo ligantes da mesma
familia (llieva et al.,, 2019), a pleiotrofina (PTN) (Wang, 2019) e a eritropoietina (EPO)
(Mirzaie et al., 2020; Talukder et al, 2021; Govindappa, Elfar, 2022). Mediadores
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), também

contribuem para a neuroregeneracao (Nogueira et al., 2016; Meng et al., 2022).

O fator de transcricdo c-Jun € crucial na indug¢do e manutencao do fenotipo
reparador das SCs apds uma leséo neural (Parkinson et al., 2004, 2008; Arthur-Farraj et
al., 2012; revisado por Jessen, Mirsky, 2016, 2019b). A atividade do c-Jun varia durante
o desenvolvimento neural (Boerboom et al,, 2017; Jessen, Arthur-Farraj, 2019; Nocera,
Jacob, 2020). Em nervos periféricos ndo lesionados, o c-Jun é normalmente expresso
em niveis muito baixos (Hantke et al., 2014; Klein et al., 2014), mas sua expressao
aumenta rapidamente em diferentes condi¢des neuropatoldgicas e lesdes agudas
(Fontana et al.,, 2012; Hutton et al., 2011; Wilcox et al., 2020, 2021). Estudos prévios
mostram, que a auséncia de c-Jun resulta em uma série de anormalidades
regenerativas (Arthur-Farraj et al, 2012; Fontana et al., 2012; Gomez-Sanchez et al.,

2015; revisado por Jessen, Mirsky, 2016, 2019b).

Em lesdes cronicas, as SCs diminuem gradualmente a expressao de c-Jun e de
outros genes implicados no suporte ao reparo (Eggers et al.,, 2010; revisado em Boyd,
Gordon, 2003; Hoke, Brushart, 2010; Wagstaff et al., 2021). Tanto em roedores quanto
em humanos, c-Jun ndo consegue ser mantido em niveis adequados durante a
desnervacao cronica experimental, tornando a regeneragao axonal lenta (Wilcox et al.,
2020, 2021; Wagstaff et al., 2021). Durante o envelhecimento o fendtipo reparador
também tende a regredir, como demonstrado pela queda de expressédo de c-Jun apds
lesdo neural periférica induzida em animais senis, quando comparados a animais
jovens (Jessen, Mirsky, 2022). O fator de transcri¢do c-Jun esta envolvido na sinalizacao

das trés vias classicas de MAPKs (revisado por Boerboom et al.,, 2017; Jessen, Arthur-
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Farraj, 2019; Norrmén et al., 2018; Nocera, Jacob, 2020). Essas vias incluem a ERK1/2,
p38a MAPK e JNK (Parkinson et al., 2004; Yang et al., 2012) (Figura 1R).
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Figura 1R. Trés Vias Principais de MAP quinase. ERK, JNK, p38 s&o ilustrados por ativos BioRender

dinamicos (icones, linhas, formas e/ou texto) (Ilwasaki, A, 2020)

As MAPKs estdo envolvidas em processos celulares como expressao génica,
metabolismo, sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo (Pearson et al., 2001; revisado
por Cargnello, Roux, 2011). A primeira via de MAPK descrita foi a ERK1/2 (Seger, Krebs,
1995). Varios aspectos da mielinizagdao tanto no SNC (Ishii et al., 2012; Ishii et al., 2014;

revisado por Gaesser, Fyffe-Maricich, 2016) quanto no SNP (Newbern, Birchmeier,
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2010; Ishii et al., 2014) sao regulados pela via da ERK1/2. No SNP, a atividade da via da
ERK1/2 é absolutamente necessaria para o desenvolvimento neural normal (revisado
por Grigoryan, Birchmeier, 2015; revisado por Newbern, 2015). Um estudo in vivo
revelou que a inativacdao da ERK1/2 em SCs embrionarias compromete os processos
de diferenciacao e mielinizacdo (Newbern et al,, 2011). Ainda, a ativacao da ERK1/2 é
necessaria para a indugao do fator de transcricdo pro-mielinizante YY1a (Newbern et

al., 2011; Sheean et al., 2014).

Embora a ativacao transitoria da ERK1/2 durante os estagios iniciais do
desenvolvimento promova a mielinizacdo, sua ativagdo em nervos adultos apds lesdao
neural pode ter um efeito oposto (revisado por Glenn, Talbot, 2013; Kim et al., 2013).
Seu envolvimento durante a reparagdo de nervos periféricos foi demonstrado em
estudos como o de Napoli et al. (2012), no qual a ativacdo continua da ERK1/2 em SCs
resultou em desmielinizagdo e desdiferenciagao celular (Napoli et al., 2012), além do
recrutamento de células inflamatorias (Woodhoo et al.,, 2009; Napoli et al., 2012). Por
outro lado, a inibicdo da ERK1/2 resultou em comprometimento da reprogramacao das

SCs (Harrisingh et al., 2004; Napoli et al., 2012).

A manutencdo da ativagdo da ERK1/2 durante a regeneracao interfere
negativamente na reparagdo dos nervos periféricos, afetando os fenétipos mielinizante
e ndo mielinizante das células gliais, bem como a regeneracao axonal e a recuperacao
funcional. Os autores destacaram os papéis distintos da ERK1/2 nos processos que
coordenam a mielinizagdo e a reparacao dos tecidos neurais periféricos (Cervellini et
al., 2018). A ativacao aberrante da ERK1/2 antes da manifestacdo do dano axonal
também foi comprovada em modelos animais de neuropatias hereditarias, como

CMT1A e CMTA4C (Houlden et al., 2009; Kohl et al., 2010; Fledrich et al., 2014).

O papel da p38a MAPK no processo de mielinizacdo tem se revelado

contraditorio. Evidéncias apontam para sua participacao na mielinizacdo (Fragoso et
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al., 2003; Hossain et al., 2012), enquanto o aumento de sua atividade também foi
associado a inibicao da mielinizagdo em SCs (Yang et al., 2012). Fragoso et al. (2003),
argumentam que a p38a MAPK desempenha uma funcao pro-mielinizante, uma vez
gue a sua inibicao nos estagios iniciais da mielinizagdo bloqueou a formacao da bainha
de mielina (Fragoso et al., 2003). Por outro lado, a indugdo da p38a MAPK nas SCs
pode afetar a expressdo de genes relacionados a mielinizacdo, tanto durante o
desenvolvimento (Syed et al, 2010; Yang et al., 2012), quanto no processo de
remielinizacdo apos lesdo axonal (Roberts et al., 2017). Segundo Jessen e Mirsky (2005),
o bloqueio da p38a MAPK em estagios precoces do desenvolvimento compromete a

formacgdo da lamina basal (revisado por Jessen, Mirsky, 2005).

Yang et al. (2012), demonstraram que a indu¢do da p38a MAPK foi suficiente
para desencadear desmielinizagdo apds lesdo neural periférica, além de levar a
desdiferenciagdo das SCs in vitro (Yang et al.,, 2012), reforcando o papel da p38a MAPK
na formacao de células de reparo. Os autores também relacionam a ativacdo da p38a
MAPK com a expressao de c-Jun (revisado por Lee et al., 2014; Arthur-Farraj et al.,
2012). A ativagdo da via p38a MAPK também foi demonstrada na microglia espinal,
desempenhando um papel importante na dor neuropatica (revisado por lJi, Suter,
2007). Inumeros estudos descrevem que a administracdo de inibidores especificos da
p38a MAPK é capaz de reverter a dor neuropatica em diferentes modelos animais (Wen

et al., 2007; Hains, Waxman, 2006; Sweitzer et al., 2004).

A via JNK é ativada por varios estimulos extracelulares, principalmente em
condicdes de estresse, e desempenha um papel crucial no desenvolvimento e
regeneracao neural do SNP (Waetzig et al., 2006; revisado por Antoniou et al., 2011).
LesGes nos nervos periféricos sdo acompanhadas pela ativacao rapida e persistente da
JNK, juntamente com a fosforilagao de c-Jun (revisado por Eminel et al., 2008; revisado
por Jessen et al., 2015; Nocera, Jacob, 2020). A ativacao da JNK tem sido fortemente

implicada nos processos inflamatdrios e apoptéticos (revisado por Dhanasekaran,
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Reddy, 2008; Ahn et al., 2016; Zhong et al,, 2017). A via JNK estimula a autofagia em
varios tipos celulares (Pattingre et al., 2009), regulando positivamente a mielinofagia

nas SCs (revisado por Jessen, Mirsky, 2016).

A inibicao da via JNK resulta em atraso na remocao dos detritos de mielina
(Mirsky et al., 2008; Arthur-Farraj et al., 2012). Manassero et al. (2012), demonstraram
que a ativacao da via JNK induz e mantém a dor neuropatica em nervos periféricos
lesionados (Manassero et al., 2012). A regulacdao da proliferacao das SCs esta
relacionada a ativacao da JNK e ao aumento da expressao de c-Jun, uma vez que o
inibidor especifico dessa via, SP600125, é capaz de reduzir a proliferagdo celular apos

lesdo neural periférica em modelos animais (Blom et al., 2014).

Etiologia e Classificacao das Neuropatias Periféricas

Agressdes aos nervos periféricos foram descritas a principio por Seddon, em
1943, como neuropraxia, axonotmese e neurotmese (Seddon et al, 1943). A
neuropraxia caracteriza a lesdo por compressao, onde observa-se desmielinizacdo
segmentar, acompanhada da interrupcao temporaria da condugdo nervosa local, na
auséncia de prejuizo a integridade axonal. Lesdes definidas como axonotmese levam a
ruptura do axénio com subsequente degeneracdo Walleriana no coto distal a lesao,
repercutindo na reducao da velocidade de conducao nervosa. Em tais circunstancias,
tanto as células gliais como as camadas de tecido conjuntivo do nervo sao preservadas.
Na neurotmese, ha transecc¢do completa do nervo, incluindo o tecido conjuntivo que
forma seu arcabouco de sustentacao (Seddon et al., 1943). Este sistema de classificacdo
foi aprimorado por Sunderland, em 1951, e cinco padrdes de lesdao foram

estabelecidos, apoiados na extensao do dano neural (Sunderland, 1951).

O envolvimento neural pode assumir distintos padrdes de distribuicdo e

extensdo anatomica (Hanewinckel et al, 2016; Stassart, Woodhoo, 2021). O



39

comprometimento isolado de um Unico nervo periférico caracteriza as
mononeuropatias, ocasionadas por compressao, aprisionamento ou trauma. Sinais
clinicos como dorméncia, sensacao de formigamento e dor sdo compartilhados pela
maioria dos individuos acometidos. Além de alteracbes sensoriais, determinadas
mononeuropatias levam também a fraqueza muscular. A integridade do nervo
mediano é gravemente ameacada na sindrome do tunel do carpo, mononeuropatia de
maior prevaléncia e importante causa de incapacidade (Gelfman et al., 2009; Ibrahim
et al., 2012). Entre as mononeuropatias de extremidade superior, destaca-se também
a sindrome do tunel cubital (Assmus et al., 2011), onde ha envolvimento critico do
nervo ulnar, enquanto as extremidades inferiores frequentemente sofrem com a
sindrome de compressao do nervo fibular superficial, seguida pela compressao do

nervo cutaneo femoral lateral (Barohn, Amato, 2013; Hanewinckel et al., 2016).

Na mononeuropatia mdultipla, dois ou mais nervos sdo afetados de forma
assimétrica, e de modo geral apresentam mecanismos subjacentes autoimunes e
inflamatdrios associados (Watson, Dyck, 2015). Os individuos usualmente desenvolvem
dor disestésica intensa com déficits sensoriais irregulares e disfuncdo motora
associada. A medida que a condicdo progride, torna-se menos multifocal e aproxima
de uma distribuicdo simétrica, semelhante a maioria das polineuropatias (England,
Asbury, 2004). Informacdes epidemiologicas sobre as mononeuropatias multiplas sao
relativamente escassas, possivelmente devido a heterogeneidade de causas
relacionadas. Com frequéncia estdo associadas a vasculite sistémica, condicdo que
redne uma diversidade de doencas de etiologia autoimune caracterizadas pela
inflamacao dos vasos sanguineos. Demais agentes indutores de mononeuropatia
multipla incluem as reagdes de hipersensibilidade a medicamentos, além da infecgdo

direta dos nervos, como na hanseniase (Serrano-Coll et al., 2018).

As polineuropatias sao definidas pelo comprometimento simétrico e simultaneo

de numerosos nervos periféricos (Poitras, Zochodne, 2022). Entre os aspectos clinicos
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predominam fraqueza e atrofia muscular, parestesia, dor, hipoestesia e sintomas
autonémicos (Hanewinckel et al., 2016; Pasnoor et al., 2013). As polineuropatias exibem
grande heterogeneidade de causas, as quais determinam a evolucao das
manifestacdes no nervo. A Sindrome de Guillain-Barré (GBS) provavelmente representa
a melhor e mais frequente referéncia de polineuropatia aguda, com inicio subito e
evolucao rapida, enquanto na polineuropatia cronica, frequentemente observada na
diabetes mellitus, os sintomas se desenvolvem gradual e lentamente (England, Asbury,

2004; Watson, Dyck, 2015).

A estrutura complexa do SNP é exposta a inUmeros fatores de risco para o
desenvolvimento de condicdes patologicas (Barrell, Smith, 2019; Hammi, Yeung, 2021).
As neuropatias periféricas, como designadas em conjunto, apresentam etiopatogenias
heterogéneas e desafiadoras. Estima-se que cerca de 20 a 40% das neuropatias
periféricas permanecem sem causa definida (Wilcox et al., 2020; Kollmer, Bendszus,
2021). Nas ultimas décadas, sua incidéncia sofreu um aumento significativo (Kubiak et
al., 2018), alcangando mais de um milhdo de novos casos por ano, no mundo (Katona,

Weis, 2017; Mao et al., 2021).

As causas mais comuns de neuropatias periféricas nos Estados Unidos e na
Europa sdo pré-diabetes e diabetes tipo 2 (T2D). Em torno de 50% dos individuos
acometidos, tanto de diabetes tipo 1 (T1D) quanto T2D, desenvolve alguma forma de
neuropatia durante a vida (Feldman et al., 2017). Demais distdrbios metabdlicos
associados ao desenvolvimento das neuropatias periféricas incluem a insuficiéncia
renal cronica, amiloidose e dislipidemias (Jasti et al, 2017; O'Brien et al, 2014).
Condigdes inflamatdrias de carater autoimune, como vasculite e GBS (Kanda, 2013;

Soliven, 2013) também afetam significativamente o SNP.

Quimioterapicos e antirretrovirais, etilismo crénico e exposicdo a metais

pesados compbe a lista de agentes neurotoxicos relacionados as neuropatias
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periféricas (Staff, Windebank, 2014; Zajaczkowska et al., 2019). O trauma mecanico é
um fator etiolégico frequentemente associado ao dano neural e dor neuropatica
(Taylor et al., 2008; Wildgaard et al., 2009). Deficiéncias nutricionais (Tefferi, Pruthi,
1994; Rao et al., 2014) e fatores hereditarios, como a Sindrome de Charcot-Marie-Tooth
(CMT), se somam a gama de agentes etioldgicos responsaveis por lesdes, muitas vezes

irreversiveis, no SNP (Jennings et al,, 2022).

Neuroinfeccdao e Micobactérias

Somando-se ao conjunto de fatores que determinam a destruicdo dos tecidos
neurais, estao as infeccdes e a eventual resposta imune exacerbada, que agrava danos
previamente estabelecidos (de Freitas, 2007; Collins, 2012). Agentes infecciosos
correlacionados ao desenvolvimento de neuropatias periféricas incluem, o virus
Epstein-Barr (EBV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite C (HCV),
citomegalovirus (CMV), virus varicela-zoster (VZV), virus herpes simples (HSV-1 e HSV-
2), e bactérias patogénicas, como Campylobacter jejuni, Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum (Brizzi, Lyons, 2014), Orientia tsutsugamushi (Basu, Chakravarty,
2022), Mycobacterium leprae (M. leprae) e Mycobacterium lepromatosis (M.
lepromatosis) (Serrano-Coll, Cardona-Castro, 2022). Recentemente, durante a
pandemia de COVID-19, foi demonstrada uma associagdo importante entre a infeccao
por SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) e ©

comprometimento de nervos periféricos (Ftiha et al,, 2020; Saif et al., 2022).

Alguns patogenos nao virais, como M. leprae e M. lepromatosis, se destacam por
infectar diretamente as células gliais do SNP; um tropismo exclusivo que ndo se
reproduz no SNC (Serrano-Coll et al., 2018; Hess, Rambukkana, 2019). Identificado em
1873, por Gerhard Henrick Armauer Hansen, M. leprae € um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) que se apresenta na forma de bastonete reto ou ligeiramente

encurvado, com extremidades arredondadas, medindo de 1 a 8 um de comprimento e
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0,3a0,5 pm de diametro (Alter et al., 2008). A maioria das micobactérias compartilham
as propriedades estruturais e os principais elementos quimicos da parede celular,
basicamente composta por peptideoglicanos entrelacados e ligados a cadeias
polissacarideas que servem de suporte para os acidos micolicos (Vissa, Brennan, 2001).
Em determinadas espécies patogénicas, externamente a parede celular observa-se a
formagdo de uma capsula enriquecida de compostos lipidicos. O glicolipidio fendlico
1 (PGL-1), em particular, € o integrante capsular mais importante de M. leprae e peca
fundamental na patogénese dos nervos periféricos (Rambukkana et al., 1997; Scollard

et al., 2006; Chavarro-Portillo et al., 2023).

A extensa evolugao redutiva que sofreu o genoma de M. leprae, ao longo dos
séculos, repercutiu na perda macica de importantes genes funcionais (Cole et al., 2001).
Diante do predominio de pseudogenes, o M. leprae eficientemente adequou-se ao
parasitismo intracelular (Cole et al., 2001; Monot et al., 2009), para a sua sobrevivéncia
e propagacao. As vias metabdlicas das células hospedeiras sdo operadas pelo bacilo
para a realizacdo de inUmeros processos, como aqueles relacionados a sintese lipidica
da parede celular. Quando confrontado com o conjunto genémico de Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), metade dos genes associados ao metabolismo
mostraram-se ausentes no M. leprae (Scollard et al., 2006), o que possivelmente justifica
seus requisitos de crescimento muito especificos. Enquanto a maioria dos patégenos
cresce idealmente em 37°C, o M. leprae requer temperaturas inferiores, conforme opta
inclusive por alojar-se nas areas mais frias do corpo humano (Truman, Krahenbuhl,
2001). Ainda, o tempo de multiplicagdo excepcionalmente longo e limitacao de cultivo

(n vitro integram suas peculiaridades (Oliveira et al., 2005).

Descrito mais recentemente, o M. lepromatosis apresenta perfil microbiolégico
muito proximo ao do M. leprae (Levis et al., 2012). Uma analise prévia do genoma de
M. lepromatosis, revelou evidéncias de uma estreita relacdo filogenética e ampla

similaridade entre os genes funcionais de ambas as espécies (Han et al., 2008; Singh et
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al., 2015). A compreensao dos aspectos patogénicos do M. lepromatosis é limitada (Han
et al., 2008), contudo os genes que codificam as adesinas necessarias para a invasao
nos alvos neurais sdo altamente conservados nessa espécie e quadros
neuropatoldgicos semelhantes aos estabelecidos por M. leprae sao esperados (Singh

et al.,, 2015; Deps, Collin, 2021).

Consideragoes Gerais sobre a Hanseniase

A hanseniase é uma das doencas infecciosas mais antigas, com descri¢cbes ha
mais de 2.000 anos. A grande campanha de tratamento com a poliquimioterapia (PQT)
(Smith et al, 2017) durante décadas, foi primordial para avancos significativos na
reducdo da carga global da doenca, no entanto, mais de 100 paises, particularmente
subdesenvolvidos, se mantem endémicos (WHO, 2022; Taal et al., 2021). Em 2021, 143
paises somaram 140.594 novos casos da doenca em todo o mundo, sendo Brasil, india
e Indonésia responsaveis pela notificacdo de mais de 10.000 novos casos cada,
correspondendo a 74,5% da carga total. O Brasil representa 93,6% de todos os novos
diagnodsticos das Américas e ocupa o segundo lugar com maior nimero de casos no
mundo, atras apenas da India (WHO, 2022). Apesar das estratégias globais em
aprimorar a vigilancia e os sistemas de informacao, obstaculos ainda ndo solucionados
contribuem para que milhares de individuos permanecam ndo diagnosticados e ndo

tratados em todo o mundo (Deps, Cruz, 2020; WHO, 2022).

Seu diagnéstico é extremamente desafiador devido, entre muitos aspectos, ao
carater espectral de sua patogénese, o que resulta em formas clinicas diferentes e
variacdes em relacdo ao seu desfecho e severidade das sequelas que se apresentam
(Bhandari et al., 2022). A soma de parametros clinicos, baciloscopicos, imunologicos e
histopatologicos estabelece duas apresentacdes clinicas polares na hanseniase (Ridley,
Jopling, 1966). Em uma extremidade do espectro, a hanseniase tuberculdide (TT,

tuberculoid) caracteriza-se pela robusta resposta imune pré-inflamatoria Th1 e Th17



44

com producao das citocinas IL-2 (interleukin-2) e |IFN-y (interferon-y), que
eficientemente limitam a multiplicacdo de M. leprae (Abdallah et al., 2014). Nesses
individuos as lesdes cutaneas sao hipopigmentadas ou eritematosas, com bordas
externas elevadas e centro hipocromico, apresentando importante alteragdo de
sensibilidade. Alopecia parcial ou total e anidrose podem estar presentes em razao da
desnervacao dos apéndices cutaneos (Lastoria, Abreu, 2014). Comumente, as lesdes
sdo Unicas ou quando ocorrem em pequeno numero, se distribuem de forma
assimétrica. Os bacilos sdo raros e os granulomas bem delimitados, formados por
macrofagos epitelidides, células gigantes do tipo Langhans e halo linfocitario,
frequentemente agridem a epiderme e os ramos neurais proximos. O envolvimento
precoce e intenso de um Unico nervo periférico esta presente na maior parte desses

individuos (Ridley, Jopling, 1966; Froes et al., 2022; Maymone et al., 2020).

Os individuos com hanseniase virchowiana (LL, lepromatous), no extremo
oposto do espectro, exibem um aumento de células T reguladoras (Tregs) e altos titulos
de anticorpos especificos. Essa intensa resposta imune humoral, com predominante
expressao das citocinas IL-10 (interleukin-10) e IL-4 (interleukin-4), é incapaz de conter
a proliferacdo de M. leprae, e acumulam-se, portanto, altas cargas baciliferas nas
multiplas lesdes desses individuos (Misch et al., 2010; Froes et al., 2022). As lesdes
cutaneas sao descritas como manchas hipocromicas, eritematosas ou acastanhadas
com bordas indefinidas, disposta na maioria das vezes de maneira simétrica e difusa.
As lesdes cronicamente persistentes apresentam-se como papulas, nédulos e maculas.
Nesses individuos, o extenso infiltrado celular dérmico causa a destruicdo dos
apéndices (Fischer et al., 2017). Os macréfagos envolvidos exibem citoplasma bastante
eosinofilico abarrotado de bacilos. A medida que as lesdes persistem, esses
macrofagos tornam-se vacuolizados com acumulo lipidico proeminente associado a
fragmentacdo de M. leprae. O comprometimento de multiplos nervos na hanseniase

virchowiana tende a ser lento e simétrico, com reducdo da percepgcao térmica a
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principio, seguida do prejuizo da sensibilidade ao toque e a dor (Ridley, Jopling, 1966;
Bhat, Prakash, 2012).

No centro do espectro estdo as formas clinica intermediarias ndao polares -
dimorfa-tuberculéide (BT, borderline-tuberculoid), dimorfa-dimorfa (BB, borderline-
borderline) e dimorfa-virchowiana (BL, borderline-lepromatous). A maioria dos
individuos é classificada como BT, BB e BL, e exibem notavel instabilidade celular e
humoral associada as apresentacdes clinicas que se assemelham a uma das formas
polares, ou ambas (Ridley, Jopling, 1966). A interacdo patdogeno-hospedeiro na
hanseniase é amplamente influenciada pelos aspectos genéticos dos individuos (Zhang
et al., 2009; Liu et al., 2015). O complexo MHC (major histocompatibility complex)/HLA
(human leukocyte antigen) atua no reconhecimento, processamento e apresentacao de
antigenos durante a resposta imune do hospedeiro. Na hanseniase, a vasta
investigagdo nessa regido genOmica levou a descricdo de conjuntos de genes
determinantes na suscetibilidade a doenca, tanto no controle da infeccdo per se quanto
na definicido do quadro clinico (Sauer et al, 2016; Jarduli et al., 2014). A maior
frequéncia dos genes KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors), em particular
KIR2DS1, KIR2DS2 e KIR3DS1 na presenca de seus ligantes HLA, foi associada a
hanseniase em uma populacdo brasileira (Jarduli et al., 2014; Franceschi et al., 2008).
Também foram descritos alelos protetores e de risco relacionados a doenga na regiao

HLA-DRB1 da molécula de MHC de classe Il (Geluk, Ottenhoff, 2006).

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em genes classicos da resposta imune
inata do hospedeiro com frequéncia sao associados a hanseniase. O SNP G396S na
regido 10p13 do gene MRC1 (Mannose Receptor C-Type 1) representa um fator de risco
para a suscetibilidade a hanseniase per se em grupos populacionais endémicos
(Moraes et al., 2004; Alter et al., 2010). O gene MRCT codifica o receptor de manose
(MR, mannose receptor), uma proteina de superficie celular que pertence a uma familia

de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). SNPs na familia dos TLR,



46

particularmente TLR1 e TLR2, também sdo associados a hanseniase e suas
manifestacdes clinicas (Sales-Marques et al., 2013; Wong et al., 2010). As citocinas que
regulam as respostas imunes do hospedeiro também sao alvos comuns dos estudos
de associacao. A IL-10 (interleukin-10) é crucial na patogénese da hanseniase e
especialmente o SNP -819C>T (rs1800871) representa maior risco de desenvolver a
doenca (Alvarado-Arnez et al., 2015). Por outro lado, o alelo -308A no gene de TNF-q,
principalmente na populagdo brasileira, esta relacionado a resisténcia da hanseniase

per se (Cardoso et al,, 2011).

Apesar do progresso na compreensao de fatores que ditam os diferentes
desfechos da infeccdo por M. leprae, a hanseniase requer grande atencdo em saude
publica devido as graves disfuncdes sensitivas e motoras e as deformidades e
incapacidades que causa (Smith, 2014; Smith et al., 2015). Ha uma necessidade urgente
de ferramentas que contribuam para a prevencao dessas complicacbes neurais,
entretanto, os gatilhos especificos associados a neuropatia hansénica, até o momento,

permanecem pouco compreendidos.

Envolvimento dos Nervos Periféricos na Hanseniase

Acredita-se que a hanseniase seja a neuropatia periférica infecciosa de maior
prevaléncia global, com mais de quatro milhdes de individuos apresentando alguma
forma de deficiéncia relacionada a doenca em todo o mundo (Deps, Cruz, 2020). Além
dos obstaculos historicamente interpostos ao controle da hanseniase, os programas
de saude publica foram impactados nos ultimos anos pela crise da COVID-19,
resultando no decréscimo substancial na deteccao de casos novos (WHO, 2021). No
Brasil, os registros atuais infelizmente continuam a garantir sua segunda posicao no
ranking mundial, com destaque para o nUmero de novos casos com grau maximo de
incapacidade fisica (G2D, grade-2 disability) (WHO, 2022). Cerca de 25% dos individuos

recém-diagnosticados desenvolvem deformidades e incapacidades associadas a
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progressao da doenca. Na busca de indicadores mais favoraveis, a Organizacao
Mundial de Saude (WHO, Word Health Organization) estabeleceu como estratégia
global de combate a hanseniase, a reducao de 90% na incidéncia de novos casos com

G2D entre 2021-2030 (WHO, 2022).

O tratamento pela PQT foi determinante na reducdo da prevaléncia de
hanseniase, embora a progressao do dano neural e incapacidades fisicas ndo puderem
ter sido prevenidos (Haefner et al., 2017; Serrano-Coll et al., 2018; Raposo et al., 2018),
mesmo em individuos com tratamento ja finalizado (Penna et al., 2017). InUmeros
estudos buscam compreender a progressao do dano neural periférico na hanseniase,
mesmo apos a conclusdao da PQT. Raposo et al. (2018), registraram em uma area
endémica do Brasil deficiéncias graves em 17,1% dos individuos que concluiram a PQT,
destacando o impacto das reacdes hansénicas nesses casos (Raposo et al., 2018). Por
outro lado, a classificagdo operacional da hanseniase (multibacilar e paucibacilar) e a
presenca de reagdes, avaliadas no estudo de Lugéao et al. (2016), ndo apresentaram
correlacao direta com a evolucao de alteracdes anatdmicas em nervos examinados por
ultrassonografia, em individuos tratados pela PQT (Lugdo et a., 2016). Apesar dos
achados em estudos anteriores eventualmente divergirem quanto as reagdes
hansénicas como agravantes de dano neural apds a PQT, o comprometimento da
funcdo neural no momento do diagnéstico, € sem duvida determinante para o
agravamento de incapacidades apds a conclusdo da PQT (Gongalves et al., 2009; Sales

et al,, 2013).

As reacbes hansénicas sao episédios dinamicos e abruptos de exacerbada
inflamagdo com graves repercussdes neurais, frequentemente irreversiveis (Polycarpou
et al, 2017; Lockwood et al.,, 2017). Ao longo do curso da infeccao por M. leprae, mas
sobretudo durante a PQT, dois tipos de reagdes hansénicas com patogénese e
caracteristicas clinicas relativamente distintas podem ocorrer: reagao tipo 1 (T1R, type

1 reaction) ou reacao reversa (RR, reversal reaction), e reacdo tipo 2 (T2R, type 2
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reaction), também conhecida como eritema nodoso hansénico (ENL, erythema
nodosum leprosum) (Costa et al., 2018). A RR se expressa clinicamente por rea¢des de
hipersensibilidade tipo IV ou tardia em lesGes pré-existentes na pele e nervos
periféricos, resultando em edema com desorganizagdo do granuloma e infiltracao
generalizada de células inflamatorias (Nery, Bernardes Filho, 2013). Por outro lado,
varios sistemas e 6rgdos estdao envolvidos na ENL, uma complicacdo inflamatoria
dolorosa (Polycarpou et al., 2017) com ativacao do sistema complemento e deposicao
extravascular dos imunocomplexos nos tecidos, além de intensa secrecao de citocinas
pré-inflamatérias. As lesGes eritematosas nesses individuos podem ulcerar e tornarem-
se necroticas. Edema periférico de membros e infiltrado perivascular de neutrofilos na

derme e tecidos subcutaneos sao frequentes (Negera et al., 2017; Walker et al., 2017).

Como na hanseniase per se, a genética do hospedeiro esta entre os fatores que
contribuem para a etiologia dos estados reacionais na hanseniase. O desenvolvimento
de RR, bem como o padrdo de comprometimento neural revelado, estd associado a
polimorfismos no receptor TLR2 (Bochud et al., 2008; Oliveira et al., 2003). O receptor
TLR-9, por sua vez, tem potencial envolvimento na patogénese e evolucdo da ENL (Dias
et al, 2016). Variacbes nos genes do receptor NOD2 (Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain 2) e IL-6 (interleukin-6) também estdo associadas a ocorréncia
de eventos reacionais (Sales-Marques et al., 2017). Na RR, em particular, sua maior
predisposicao esta associada as alteracdes no gene LRRK2 (leucine-rich repeat kinase
2), que codifica uma proteina multifatorial capaz de modular as respostas pro-

inflamatorias (Fava et al., 2016).

A PQT, mediante sua agdo bactericida, gera um enorme reservatorio de
determinantes antigénicos capaz de desencadear potente resposta inflamatéria contra
os nervos periféricos (Spierings et al., 2001). A busca por mediadores quimicos como
fatores de risco desses eventos reacionais mostra que nos individuos, o inicio da RR

esta correlacionado com elevados niveis da quimiocina CXCL10 (C-X-C motif
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chemokine ligand 10) (Corstjens et al,, 2016; Khadge et al., 2015), em contrapartida
PTX3 (Pentraxin 3) esta especificamente aumentado na ENL (Mendes et al. 2017).
Também sdo demonstrados dados contrastantes a respeito dos fatores inflamatorios
especificos de cada episddio reacional, uma vez que IL-7 (interleukin-7) e PDGF-BB
(Platelet-derived growth factor-BB) apresentaram sugestiva associacao com a ENL no

Brasil (Stefani et al., 2009), e RR em individuos indianos (Chaitanya et al., 2013).

A neuropatia hansénica se inicia precocemente com a perda de percepcao
térmica e sensibilidade a dor, seguidas pela elevagdo do limiar de deteccao tatil e
pressao (revisado em Scollard et al, 2015; Laverdet et al., 2015). Os padrdes de
progressdao de dano neural variam conforme a forma clinica da doenga (Naafs et al,,
2022; Ebenezer, Scollard, 2021). Na hanseniase TT, observa-se comprometimento
neural agudo e focal (Serrano-Coll et al, 2018), em contrapartida, na forma LL a
neuropatia é mais insidiosa e disseminada (Reibel et al., 2015). Nas formas
intermediarias, BT, BB e BL, as alteracdes neuropaticas geralmente se sobrepdem
(Sugawara-Mikami et al., 2022). Os padrdes de acometimento dos nervos periféricos
na hanseniase podem ser classificados quanto ao seu modo de distribuicdo pelos
dermatomos. Clinicamente se apresentam em lesdes Unicas (mononeuropatia) ou
multiplas (mononeuropatia multipla), a montante das terminacdes nervosas, na direcao
dos ramos cutaneos e troncos periféricos (Garbino et al., 2016). A presenca extensiva
de mononeuropatia multipla na hanseniase ocorre de modo similar ao de
polineuropatia (Jardim et al,, 2015; revisado em Raicher et al., 2016), embora nado seja
primariamente uma polineuropatia. Na hanseniase, assim como em outras
enfermidades dos nervos periféricos, os mecanismos moleculares e celulares
envolvidos nos processos de dano e reparo sao extensivamente investigados
(Boerboom et al., 2017; Jessen, Mirsky, 2019b; Jessen, Arthur-Farraj, 2019; Vela et al.,
2020).

Adaptacao Intracelular de M. leprae aos Nervos Periféricos
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As principais vias moleculares relacionadas ao tropismo neural de M. leprae sao
iniciadas por sua ligagdo aos componentes da lamina basal das SCs, particularmente
ao complexo formado pelo dominio G da cadeia a de laminina-2 e pela molécula a-
distroglicana na superficie dessas células (Rambukkana et al., 1998; Hess, Rambukkana,
2019) (Figura 2R). A colonizacao dos nervos periféricos pode ainda, ser mediada pela
ligacdo de M. leprae ao receptor ErbB2 de neuregulina (Tapinos et al., 2006; Hess,
Rambukkana, 2019), além de adesinas de superficie, como a Hlp (histone-like protein)
da classe das proteinas de ligagdo a laminina (Marques et al., 2001; Soares et al., 2005).
Os componentes celulares do bacilo, responsaveis por sua adesao e internalizacao as
SCs sdo, a proteina de superficie ML-LBP21 (Shimoji et al., 1999) e o glicolipidio PGL-1
(Ng et al., 2000). Uma rota alternativa elaborada por PGL-1 em momentos precoces de
infeccao envolve a inducao expressiva do MR, CD206 nas SCs infectadas, como uma
estratégia de aperfeicoar o reconhecimento e internalizacao do M. leprae (Diaz Acosta

et al., 2018).

Figura 2R. Interacdo entre Mycobacterium leprae e os receptores presentes na membrana das
células de Schwann. (A) Fotomicrografia ilustrando interacdo patégeno-hospedeiro. (B, C) Moléculas

na membrana das células de Schwann, o/B-distroglicana e ErbB2, identificadas como receptores para M.
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leprae. A interacdo molecular envolve a ativacdo do dominio quinase de ErbB2, que desencadeia cascatas

de sinalizacdo, como a fosforilacdo da via MAPK, Erk1/2 (Hess, Rambukkana, 2019)

Garantir a integridade das células hospedeiras é fundamental para a infeccao
bem-sucedida por patégenos intracelulares obrigatérios (Kellermann et al., 2021).
Fatores de crescimento secretados pelas SCs em resposta a M. leprae estéo envolvidos
na patogénese da doenga nos nervos periféricos. Dentre os diversos participantes
dessa interacdo, IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) assegura a sobrevivéncia de SCs
humanas in vitro nos estagios precoces de infeccao (Rodrigues et al., 2010), garantindo,
desse modo, nichos hospedeiros suficientes para a residéncia, sobrevivéncia e
replicagdo de M. leprae. Os niveis séricos de IGF-1 e IGFBP-3, sua principal proteina de
ligacdo, também foram investigados em todo o espectro da hanseniase. De acordo
com Rodrigues et al,, 2011, diferentes perfis de resposta do hospedeiro ao M. leprae
estdo associados a alteragbes significativas nesses fatores, sobretudo durante a
manifestacao inicial de quadros reacionais de ENH em individuos LL (Rodrigues et al.,

2011).

M. leprae manipula estrategicamente o potencial reparador das SCs para se
estabelecer e disseminar no organismo hospedeiro (Tapinos et al., 2006; Rambukkana,
2010). Masaki et al. (2013) demonstraram que SCs sao reprogramadas por M. leprae e
assumem padrdoes de expressdo semelhantes as células da crista neural, sendo
denominadas células progenitoras stem-like (pSLC), e apresentando alta capacidade
proliferativa, migratéria e imunomodulatoéria. Segundo os autores, a configuragdo
desse novo fendtipo nas SCs se da pela regulagdo negativa de genes de linhagem
celular e pela regulacdo positiva de genes envolvidos na transicdo epitélio-
mesenquimal (Epithelial-mesenchymal transition, EMT), similarmente ao que se
observa em muitos tecidos durante a resposta a agressOes diversas (Arthur-Farraj et

al, 2017; Clements et al., 2017). Durante a infeccao por M. leprae, as pSLC efetivamente
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promovem sua disseminacao via transdiferenciacao direta das SCs em tipos celulares

de tecidos mesenquimais (Masaki et al., 2013).

As alteracdes de diferencia¢des induzidas na glia de nervos infectados poderiam
comprometer seu potencial mielinizante? Essa questao foi enderecada por Casalenovo
et al. (2019), que investigaram se Krox20 (early growth response 2/EGR2), um fator de
transcricdo que rege a mielinizacdo, poderia ser impactado durante a infecgdo
experimental por M. leprae em SCs primarias e nervos isquiaticos de camundongos
atimicos (NU-Foxn1") (Casalenovo et al., 2019). Os autores evidenciaram uma queda
significativa na expressao de Krox20 e Sox10 (SRY-box 10), em contraste com o
aumento do receptor de neurotrofinas, p75NTR, sugerindo que o perfil proé-
mielinizante das SCs e, consequentemente, seu potencial reparador poderia de fato ser
impactado pela infeccdo por M. leprae (Casalenovo et al., 2019). Esses dados
corroboram achados anteriores do mesmo grupo de pesquisa, nos quais a expressao
proteica de Krox20 foi significativamente reduzida in vitro, em SCs humanas infectadas

por M. leprae (Costa et al.,, 2012).

O periodo longo de incubacdo de M. leprae permite transformar o
comportamento das SCs em seu beneficio (Masaki et al., 2014; Van Brakel et al., 2017).
As alteragdes metabdlicas induzidas nas células hospedeiras fazem parte das
estratégias bem sucedidas de perpetuacdo de M. leprae (Medeiros et al., 2016; Borah
et al,, 2019; Cabral et al,, 2022). Foi observado que M. leprae é capaz de aumentar a
captagao e o consumo de glicose das SCs (Medeiros et al,, 2016; Oliveira et al., 2021),
e potencialmente utiliza-la como fonte de carbono para sintetizar a maioria de seus
aminoacidos (Borah et al., 2019). Mietto et al., (2020) revelaram também que a infec¢do
acelera a taxa de degradacao de mielina por meio da mielinofagia, ampliando a parcela

de goticulas lipidicas intracelulares (Mietto et al., 2020).
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A fosforilacdo de ErbB2/B3 desencadeia diversas cascatas intracelulares,
incluindo as MAPKSs classicas (Pereira et al., 2012; Taveggia, 2016). M. leprae contorna
a classica heterodimerizacdo desse complexo receptor e se liga diretamente a ErbB2
(Tapinos, Rambukkana, 2005), ativando-o. Em sequéncia, M. leprae exacerba o
desempenho da via de sinalizacao ERK1/2, através de uma via nao candnica
independente de MEK e dependente de PKCe (protein kinase C) e de Lck (lymphocyte
kinase), seu substrato (Tapinos, Rambukkana, 2005). A hiperativacdo de ERK1/2
perpetua em SCs adultas de roedores e humanos um fenotipo desdiferenciado e
proliferativo (Masaki et al., 2013; Tapinos, Rambukkana, 2005; Tapinos et al., 2006),
suscetivel a disseminacdo micobacteriana. Recentemente, Souza et al, (2022),
buscando esclarecer as alteracbes precoces nos padroes de expressao génica
relacionados a neuropatia hansénica, demonstraram a regulacao positiva da via p38a
MAPK em nervos periféricos de individuos com hanseniase neural pura e em SCs
humanas infectadas experimentalmente por M. leprae. No entanto, trata-se de uma
interacao ainda pouco compreendida na hanseniase (De Souza et al., 2022), da mesma
forma que estudos que abordem o papel da via JNK nesse contexto mostram-se

escassos até o momento.

Considerando que M. leprae trata-se de um patdgeno capaz de subverter em
seu favor vias centrais envolvidas na diferenciacdo das SCs, com consequéncias
negativas para o processo de reparo neural, € importante destacar que as principais
MAPKs, p38a, ERK1/2 e JNK ativadas apos lesdo neural, podem estar relacionadas a
patogénese da hanseniase e demais neuropatias periféricas crénicas (Parkinson et al.,
2004; Yang et al., 2012). O melhor entendimento sobre alteraces precoces em fatores-
chave e vias intracelulares responsaveis pela homeostasia e reparo dos nervos
periféricos, pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias que favorecam a
reabilitacdo de individuos com hanseniase. Desse modo, nos propomos a estudar o
efeito de M. leprae sobre a ativagdo das vias JNK, p38a MAPK e ERK1/2, e do fator de

transcricao c-Jun.
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Modelos Experimentais de Infeccio Neural na Hanseniase

A pesquisa sobre a neuropatia hansénica em nervos humanos enfrenta
limitagdes significativas devido a impossibilidade de cultivar o bacilo M. leprae in vitro,
bem como as restricbes éticas e praticas relacionadas ao uso de tecidos neurais
humanos (Scollard et al, 2015). Como resultado, modelos animais tém sido
empregados para a experimentacdo da hanseniase (Lenz et al., 2020), como o tatu-
galinha (Dasypus novemcinctus) que é reconhecido como o Unico reservatério natural
de M. leprae, e reproduz caracteristicas da doenga observadas em humanos (Sharma
et al.,, 2013). Contudo, o uso de tatus apresenta limitagdes que incluem, a escassez de
reagentes e anticorpos especificos, dificuldade de acesso e heterogeneidade na

espécie (Truman et al,, 2014).

Foram realizadas tentativas prévias de inocular nervos isquiaticos de
camundongos com M. leprae (Birdi, Antia, 2003). Diferentes linhagens de
camundongos apresentaram progressao neuropatica semelhante a observada nas
diferentes formas da doenca em humanos (Shetty, Antia, 2002). A utilizacdo de
camundongos imunodeficientes possibilitou a manutencao de cepas de M. leprae, a
despeito do tempo prolongado para a propagacao do bacilo (Shetty et al, 1999).
Casalenovo et al., (2019) exploraram uma via alternativa de infeccdo neural murina, por
inoculagdo na fossa poplitea, a fim se observar disseminacao bacilar ascendente e suas
consequéncias. Os autores constataram que a infeccdo induzida desse modo ndo
ultrapassou a estrutura perineural dos isquiaticos, embora tenha sido possivel
demonstrar alteracdes fenotipicas, como a redugao de Krox-20, nas células gliais

subjacentes, provavelmente induzidas por via paracrina (Casalenovo et al., 2019).

A despeito dos modelos animais disponiveis, a natureza cronica da hanseniase
e a impossibilidade de cultivar o bacilo in vitro, continuam a dificultar a investigacao

dos estagios iniciais da infec¢do. Em estudo recente, Gongalves (2023) comparou dois
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modelos murinos de lesdo do nervo isquiatico: o modelo de trauma por esmagamento
e de inoculagdo endoneural por M. leprae. Essa comparacao foi feita por meio de teste
de marcha e resposta nociceptiva a estimulagdo mecanica. A autora demonstrou que
a dinamica de inducao de lesdao neural via infeccdo por M. leprae, foi semelhante ao
modelo bem estabelecido de esmagamento de nervo isquiatico, sugerindo que esse
modelo de infeccdo poderia contribuir para uma compreensdo mais aprofundada dos

mecanismos precoces da neuropatia hansénica (Gongalves, 2023).

Com o proposito de revalidar o estudo de Gongalves (2023), também
comparamos dois modelos murinos de dano neural, por trauma de esmagamento e
infeccdo por M. leprae, utilizando o indice funcional do nervo isquiatico para avaliar a
funcdo motora e o analgesimetro eletronico Von Frey para avaliar a funcao nociceptiva

em resposta a estimulos mecanicos.
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OBJETIVO GERAL

Verificar, em nervos periféricos humanos e murinos, o papel das principais

proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs) e do fator de transcricao c-Jun, a

fim de compreender melhor seu papel na infeccdo experimental por M. leprae e no

desenvolvimento da neuropatia hansénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Realizar levantamento epidemiologico e coleta de fragmentos cirdrgicos de nervos
periféricos em individuos com diagnéstico clinico de neuropatia periférica,
atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima.

Comparar em camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™), dois modelos de dano
neural: por trauma de esmagamento e infeccao por M. leprae, empregando-se o
indice funcional do isquiatico para avaliar a funcdo motora e analgesimetro
eletronico Von Frey, para avaliar a fungdo nociceptiva por estimulagdo mecanica.
Determinar a expressao proteica das MAPKs (JNK, p38a e ERK1/2) e do fator de
transcricdo c-Jun, em modelo murino de infec¢do endoneural por M. leprae e em
modelo de lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, por meio de ensaio
imunoenzimatico e imunofluorescéncia.

Determinar a expressao proteica das MAPKs (JNK, p38a e ERK1/2) e c-Jun em
nervos periféricos obtidos prospectivamente de pacientes com e sem hanseniase,

por meio de ensaio imunoenzimatico e imunofluorescéncia.
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INTRODUCAO

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é responsavel por coordenar a comunicagao
entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e os 6rgdos do corpo humano (Grant et al.,
1999). Os ganglios nervosos e os nervos sdao componentes estruturais do SNP. Os
nervos sensitivos enviam informagdes do ambiente interno e externo para o SNC,
enquanto os nervos motores permitem que os impulsos do SNC cheguem aos érgaos
(Goldstein, 2001). O SNP ¢é dividido em SNP motor, que inerva os musculos
esqueléticos, e SNP autdbnomo, que controla os musculos lisos viscerais e cardiacos

(Sternini, 1997; Karemaker, 2017).

Os nervos periféricos sdo revestidos por camadas de tecido conjuntivo
(endoneuro, perineuro e epineuro) que fornecem protecao e sustentagao (Peltonen et
al., 2013). A glia periférica inclui células de Schwann (SCs) e desempenha varias fungdes
no SNP (Reed et al, 2022). As células satélites, as células perineurais, as células
perissinapticas, as células da pele, as células embainhantes olfatérias e a glia entérica
sdo outras populagdes de células gliais presentes no SNP (revisado por Barnett, 2004;
revisado por Hanani, Spray, 2020; Alhindi et al., 2021; Howard et al.,, 2021). O trauma
mecanico pode causar degeneracao Walleriana, que envolve alteracbes morfologicas

e bioquimicas nos segmentos nervosos distais apos uma lesao (Jessen, Mirsky, 2008).

Plasticidade celular refere-se a capacidade de tecidos e células de modificar seus
padrdes fenotipicos em resposta a sinais internos e externos (Phelps, 1990). Isso ocorre
tanto em condigOes normais quanto na recuperacao de nervos periféricos lesionados,
quando a desdiferenciagao, transdiferenciacao e reprogramacao celular desempenham
papéis importantes (Balakrishnan et al., 2021). Durante a desdiferenciacao, uma célula
diferenciada retorna a um estagio anterior de sua linhagem, enquanto a

transdiferenciagdo envolve a conversdo direta entre diferentes tipos celulares. A
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reprogramacao celular ocorre quando células diferenciadas recuperam a capacidade

de se diferenciar em diferentes tipos celulares (Jopling et al., 2011; Guo et al., 2022).

Os nervos periféricos possuem uma capacidade robusta de regeneragado devido
a alta plasticidade das SCs, em comparacao com o SNC (Scheib, Hoke, 2016; Boerboom
et al., 2017; Jessen, Arthur-Farraj, 2019). Apds uma lesao, as SCs sofrem modificagdes
em sua linhagem para estabelecer um fenétipo de reparo (revisado em Jessen, Mirsky,
2005, 2008), em um processo chamado de reprogramacao celular adaptativa (Jessen,
Arthur-Farraj, 2019). Além da reprogramacdo celular, a resposta inflamatoria
desempenha um papel importante na reestruturagdo dos tecidos apds uma lesao
neural (revisado por Martini et al., 2008; Rotshenker, 2011). As SCs participam da
remocao de detritos no ambiente lesado através da mielinofagia, que envolve a
degradacao da mielina remanescente (Gomez-Sanchez et al, 2015; Zigmond,

Echevarria, 2019; Jessen, Mirsky, 2019a).

Durante a reparagdo dos nervos periféricos, as SCs se reorganizam e formam
bandas de Blingner, que guiam os axdnios em regenera¢do em direcdo aos érgaos-
alvo, além de produzir fatores de crescimento que fornecem suporte aos axénios em
regeneragao, como neurotrofinas, GDNF, artemina, pleiotrofina e eritropoietina (Eggers
et al, 2010; Gomez-Sanchez et al.,, 2017; McGregor, English, 2019; Stassart, Woodhoo,
2021). O fator de transcricdo c-Jun é crucial na inducdo e manutencdo do fendtipo
reparador das SCs apds uma lesdo neural (Parkinson et al., 2004, 2008; Arthur-Farraj et
al., 2012; revisado por Jessen, Mirsky, 2016, 2019b). Sua expressao aumenta em
resposta a lesdes e condi¢cdes neuropatoldgicas, e a auséncia de c-Jun resulta em
anormalidades regenerativas (Fontana et al,, 2012; Hutton et al., 2011; Wilcox et al.,
2020, 2021; Arthur-Farraj et al., 2012; Gomez-Sanchez et al., 2015; revisado por Jessen,
Mirsky, 2016, 2019b). O c-Jun esta envolvido na sinalizagdo de trés vias de MAPKs:
ERK1/2, p38a MAPK e JNK (revisado por Boerboom et al., 2017; Jessen, Arthur-Farraj,

2019; Norrmén et al.,, 2018; Nocera, Jacob, 2020). Essas vias estdo relacionadas a
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processos celulares como expressao génica, metabolismo, sobrevivéncia, proliferacao

e diferenciacao (Pearson et al,, 2001; revisado por Cargnello, Roux, 2011).

A via ERK1/2 desempenha um papel na mielinizagao tanto no SNC (Ishii et al.,
2012; Ishii et al., 2014; revisado por Gaesser, Fyffe-Maricich, 2016) quanto no SNP
(Newbern, Birchmeier, 2010; Ishii et al., 2014), sendo essencial para o desenvolvimento
neural normal (revisado por Grigoryan, Birchmeier, 2015; revisado por Newbern, 2015).
Sua ativagdo também esta envolvida na reparacao de nervos periféricos, mas uma
ativacdo continua pode ter efeitos negativos, comprometendo a regenera¢do axonal e
a recuperagao funcional (Woodhoo et al., 2009; Napoli et al., 2012; Cervellini et al.,
2018). A via p38a MAPK tem um papel contraditério na mielinizagdo, podendo
promové-la ou inibi-la, dependendo do contexto (Fragoso et al., 2003; Syed et al., 2010;
Hossain et al., 2012; Yang et al., 2012; Roberts et al., 2017). A via JNK esta relacionada
ao desenvolvimento e regeneracao neural, com papel crucial na resposta a lesdes
(Waetzig et al., 2006; revisado por Antoniou et al., 2011; revisado por Jessen et al., 2015;
Nocera, Jacob, 2020). A ativacao da via JNK esta envolvida na inflamagao, apoptose e
mielinofagia nas SCs (revisado por Dhanasekaran, Reddy, 2008; Ahn et al., 2016;
revisado por Jessen, Mirsky, 2016). A inibicdo da via JNK pode atrasar a remocao da
mielina (Mirsky et al., 2008; Arthur-Farraj et al., 2012), enquanto que a ativacao da via

JNK esta associada a dor neuropatica (Manassero et al., 2012).

Neuropatias periféricas sdo lesdes nos nervos periféricos que podem ocorrer
devido a causas heterogéneas, e muitas vezes desconhecidas (Wilcox et al., 2020;
Kollmer, Bendszus, 2021), podendo afetar um Unico nervo periférico
(mononeuropatias), varios nervos de forma assimétrica (mononeuropatias multiplas)
ou varios nervos de forma simétrica (polineuropatias) (Hanewinckel et al., 2016;
Stassart, Woodhoo, 2021). A incidéncia global de neuropatias periféricas tem
aumentado significativamente nas Ultimas decadas, com mais de um milhdo de novos

casos por ano (Kubiak et al., 2018; Mao et al,, 2021). Os fatores de desenvolvimento do
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dano neural sdo diversos, incluindo infec¢des e resposta imune exacerbada (de Freitas,

2007; Collins, 2012).

Alguns agentes infecciosos estdo correlacionados com o desenvolvimento de
neuropatias periféricas, como agentes virais (EBV, HIV, HCV, CMV, VZV, HSV) (Brizzi,
Lyons, 2014) e algumas bactérias patogénicas, como Mycobacterium leprae (M. leprae)
e Micobacterium lepromatosis (Serrano-Coll, Cardona-Castro, 2022), que tém a
capacidade de infectar diretamente as células gliais do SNP, mas nao o SNC (Serrano-
Coll et al, 2018; Hess, Rambukkana, 2019). M. leprae € o agente etiologico da
hanseniase, descrito como um bacilo alcool-acido resistente (Alter et al., 2008) com
tropismo quase exclusivo por SCs. Na parede celular dessa micobactéria, presenca do
glicolipidio fendlico 1 (PGL-1) é crucial para a patogénese do dano neural

(Rambukkana et al., 1997; Scollard et al., 2006).

Cerca de 25% dos casos novos de hanseniase desenvolvem deformidades e
incapacidades, como sequelas da doenca (WHO, 2021). A Organizacao Mundial da
Saude determinou a estratégia de reduzir em 90% a incidéncia de novos casos com
incapacidade grave até 2030 (WHO, 2022). O tratamento com a poliquimioterapia
(PQT) foi eficaz na reducao da prevaléncia da doenga (WHO, 2022; Taal et al., 2021),
mas nao conseguiu prevenir a progressao do dano neural e as incapacidades fisicas
em alguns casos (Penna et al., 2017; Haefner et al., 2017; Serrano-Coll et al,, 2018;
Raposo et al., 2018). Reagdes hansénicas, episddios de inflamacao intensa, tém um
impacto significativo no agravamento das incapacidades (Polycarpou et al., 2017;
Lockwood et al., 2017). A neuropatia hansénica se manifesta inicialmente com perda
de percepgao térmica e sensibilidade a dor e progride para a perda de sensibilidade
tatil e presséo (revisado em Scollard et al., 2015; Laverdet et al., 2015). Os padrdes de
dano neural variam de acordo com a forma clinica da doenca (Naafs et al.,, 2022;
Ebenezer, Scollard, 2021). Na forma tuberculdide (TT), ha um comprometimento neural

agudo e focal, enquanto na forma virchowiana (LL) a neuropatia é mais insidiosa e
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disseminada. Nas formas borderline (BT, BB, BL) as altera¢cdes neuropaticas geralmente

se sobrepdem (Serrano-Coll et al., 2018; Sugawara-Mikami et al., 2022).

As principais vias moleculares relacionadas ao tropismo neural de M. leprae
envolvem a ligagdo do patdégeno aos componentes da lamina basal das SCs
(Rambukkana et al., 1998; Hess, Rambukkana, 2019). A colonizacdao dos nervos
periféricos é mediada pela ligagdo de M. leprae ao receptor ErbB2 de neuregulina, além
de outras adesinas de superficie (Marques et al., 2001; Soares et al., 2005; Tapinos et
al., 2006; Hess, Rambukkana, 2019). M. leprae manipula as SCs para estabelecer nichos
hospedeiros e disseminar no organismo (Tapinos et al., 2006; Rambukkana, 2010).
Durante a infeccdo, as SCs sdo reprogramadas e assumem um fendtipo similar as

células da crista neural, promovendo a disseminacdo do patogeno (Masaki et al., 2013).

A infeccao por M. leprae pode afetar o potencial mielinizante das SCs (Costa et
al., 2012; Casalenovo et al., 2019) reduzindo a expressao de fatores pro-mielinizantes.
Além disso, o patogeno induz alteragdes metabdlicas nas SCs (Medeiros et al., 2016;
Borah et al., 2019; Cabral et al., 2022), aumentando o consumo de glicose e
promovendo a degradagao da mielina. M. leprae ativa a via de sinalizagao ERK1/2 de
forma hiperativa nas SCs, levando a um fendtipo proliferativo e desdiferenciado
(Masaki et al., 2013; Tapinos, Rambukkana, 2005; Tapinos et al., 2006). Adicionalmente,
estudos relatam a regulagdo positiva da via p38a MAPK em nervos periféricos de
individuos com hanseniase neural primaria e SCs humanas infectadas por M. leprae (De
Souza et al,, 2022). As consequéncias dessas interacdes na hanseniase ainda sdao pouco
compreendidas, assim como o papel da via JNK. Este estudo se propdes a estudar o
efeito de M. leprae sobre a ativagdo das vias JNK, p38a MAPK e ERK1/2, e do fator de

transcricdo c-Jun, por meio de ensaio imunoenzimatico e imunofluorescéncia.

Apesar dos modelos animais disponiveis, a natureza crénica da hanseniase e a

impossibilidade de cultivar o bacilo in vitro continuam dificultando a investigacdo dos
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estagios iniciais da infeccao. Um estudo recente comparou dois modelos murinos de
lesdo do nervo isquiatico, o modelo de trauma por esmagamento e o modelo de
inoculacdo endoneural por M. leprae. Foi demonstrado que a dinamica de indugao de
lesdo neural por infeccao foi semelhante ao modelo estabelecido de esmagamento de
nervo isquiatico, sugerindo que esse modelo de infeccdo pode contribuir para uma
compreensdao mais aprofundada dos mecanismos precoces da neuropatia hansénica
(Gongalves, 2023). Com o objetivo de revalidar o estudo anterior, o presente estudo
também comparou dois modelos murinos de dano neural, por trauma de
esmagamento e infeccdo por M. leprae, utilizando indices de funcao motora e resposta

nociceptiva a estimulos mecanicos.

MATERIAL E METODOS

Nervos Periféricos Humanos

Inicialmente, foi realizado levantamento retrospectivo sobre casos com
diagndstico de neuropatia periférica, atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL),
da Secretaria de Saude do Estado de Sdo Paulo, no periodo de 2009 a 2019. Os dados
foram obtidos a partir de informagdes colhidas nos prontuéarios arquivados no Servico
de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) ILSL. Foram registradas as seguintes
informacgdes sociodemograficas: idade (<60 e 260 anos); sexo (feminino ou masculino);
raca/cor (branca, preta, amarela, parda e indigena); escolaridade (analfabeto,
fundamental incompleto, fundamental completo, médio incompleto, médio completo,

superior incompleto e superior completo).

Variaveis clinico-epidemioldgicas foram classificadas quanto aos seguintes
critérios: grau de incapacidade fisica (grau 0, 1, 2); espessamento neural (presenca ou
auséncia); envolvimento funcional (mononeuropatia, mononeuropatia multipla,

polineuropatia); tipo de fibra nervosa acometida (neuropatia sensitiva, motora, mista);
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estrutura neural comprometida (neuropatia axonal, desmielinizante e mista). Dados de
98 individuos foram inseridos em planilhas Microsoft Excel® (Microsoft Inc. USA) e
exportados para o software GraphPad Prism 9.0® (GraphPad Inc. USA), para analise

estatistica.

O estudo foi conduzido prospectivamente em seis fragmentos de nervos
humanos, sendo trés nervos biopsiados, um coletado durante cirurgia de transferéncia
tendinosa e dois, em cirurgia de neurolise, nos membros superiores ou inferiores, em
individuos de ambos os sexos, com 18 a 70 anos de idade. A obtencao dos espécimes
foi realizada com consentimento prévio de cada paciente envolvido (Anexo ).
Fragmentos cirdrgicos de individuos com neuropatias periféricas ndo hansénicas foram
considerados na amostragem, para fins comparativos. O estudo foi desenvolvido apds
aprovagao junto as Comissdes Cientificas das Instituicdes envolvidas (parecer n°
336/17) e ao Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), via Plataforma Brasil
(parecer n® 2.968.270) (Anexo II).

Experimentacao Animal

Este estudo foi realizado utilizando camundongos nude atimicos (60 dias),
obtidos do Biotério Central do Instituto Lauro de Souza Lima/SES, em Bauru, SP, BR.
Os camundongos foram mantidos em um ciclo claro-escuro (12 h/12 h), em
temperatura e umidade controladas, com agua e racdo ad libitum. Os experimentos
foram realizados sob aprovacdo do Comité de Etica em Uso Animal do Instituto Lauro
de Souza Lima (CEUA, ILSL001/22) (Anexo llI). Todos os protocolos estdao de acordo
com Principios Eticos na Experimentacdo Animal, elaborados pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério. Antes de cada procedimento cirurgico (Figura
1M), os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e
cloridrato de cetamina (100 mg/kg, ip) e receberam analgesia com paracetamol

administrado na agua no pos-operatorio. No final de cada tempo experimental, apds



97

a confirmacao do status anestésico, grupos de camundongos foram sacrificados por
perfusdo intracardiaca, com solucao de paraformaldeido a 4% (PFA. Sigma-Aldrich) em

tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4).

Os camundongos foram divididos nos seguintes grupos: ML (infectado por M.
leprae); CSH (lesdao por esmagamento); ML/CSH (infeccdo e esmagamento); NaCl
(veiculo cloreto de sodio); SHAM (cirurgia placebo). Nos tempos experimentais 03-28
dias foram utilizados 03 animais/grupo/tempo, sendo que nos grupos NaCl e SHAM,
foram utilizados nervos contralaterais de um mesmo animal. No tempo experimental
de 90 dias, apenas o nervo isquiatico direito foi utilizado, a fim de reduzir quaisquer
interferéncias na avaliacdo funcional. Em 03-28-90 dias apds a inducao (dpi), os
camundongos foram sacrificados e os nervos isquiaticos coletados. Os fragmentos

foram entao divididos para a determinacao da expressao de proteinas de interesse.
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Figura 1M. Experimentacdo Animal: Etapas do procedimento cirirgico realizado em

camundongos nude. Os animais sdo anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e cloridrato
de cetamina (100 mg/kg, ip) (A) e, devidamente posicionados para as intervencdes subsequentes (B).
Nervos isquiaticos expostos (C); submetidos a esmagamento (D-E); inoculados com M. leprae viavel (F);
inoculados com NaCl 0,9% estéril (G-H); a pele é suturada e os animais sdo mantidos em placas térmicas

até o fim do efeito anestésico (I)

Obtencao de M. leprae

A cepa Thai-53 de M. leprae foi propagada a partir de passagens seriadas em

coxins plantares de camundongos nude, conforme protocolos estabelecidos
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previamente (Trombone et al., 2014; Lahiri et al., 2005). Em resumo, os animais foram

inoculados nos coxins plantares traseiros com 30 pl de 107 bacilos viaveis/mL/pata.

ApoOs cinco meses, com aumento volumeétrico consideravel dos coxins, os
animais foram sacrificados e as patas coletadas para obtencdo de M. leprae. A
suspensdo bacilar foi preparada apds dissecgao, isolamento e digestdao de tecidos,
quantificacdo e identificacdo bacilar, bem como controle de microrganismos
contaminantes e avaliacao de viabilidade de M. leprae (Lahiri et al., 2005). A viabilidade
bacilar foi estimada pelo kit LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability (Thermo Fisher
Scientific), no Laboratério de Microbiologia do Instituto Lauro de Souza Lima, e

retornou aproximadamente 80% de viabilidade bacilar.

Infeccao do Nervo Isquiatico

Apds o procedimento anestésico e antissepsia, os camundongos foram
colocados em uma placa de Petri e o nervo isquiatico foi exposto no nivel do entalhe
isquiatico (Bombeiro et al., 2020). A seguir, 107 bacilos viaveis/mL de NaCl 0,9% estéril
foram inoculados na camada endoneural com uma seringa e agulha 30G (Ultra-Fine™
I, BD), em um volume final de 2 ul. Apds a inoculagao, a musculatura foi reposicionada
e a pele suturada com fio de nylon 4-0. Os animais do grupo controle foram inoculados

com 2 ul de NaCl 0,9% estéril.

Lesdao por Esmagamento do Nervo Isquiatico

A lesdo por esmagamento foi induzida apos o mesmo protocolo de anestesia e
acesso cirdrgico adotado para a inoculacdo de M. leprae. O nervo isquiatico foi
comprimido a 0,5 cm da trifurcagao isquiatica, por um minuto, com uma pinga Dumont

#5 (WPI). A musculatura foi reposicionada e a pele suturada conforme descrito
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anteriormente (Cardoso et al., 2019). No grupo SHAM, foi realizada cirurgia placebo,

sem manipulacao do nervo.

Analise da Funcao Motora

As avaliagdes funcionais foram realizadas um dia antes e trés dias apds os
procedimentos cirirgicos e em cada tempo experimental pré-determinado. A fungdo
motora foi avaliada pelo indice Funcional do Isquiatico (SFI, sciatic functional index).
Inicialmente, os animais foram treinados para caminhar em uma passarela de acrilico,
fechada nas laterais, com um abrigo ao final. Em seguida, as patas traseiras direita e
esquerda de cada animal foram pintadas. Os animais foram entao posicionados para
atravessar a passarela, deixando suas pegadas em um papel no assoalho da passarela.
As pegadas foram avaliadas pelos seguintes parametros: (I) Comprimento de
impressao (PL, print lenta), fornecido pela ativacdo do musculo gastrocnémico; (Il)
Espalhamento do dedo (TS, toe spreading), dado pela abertura total dos cinco dedos.
Os valores obtidos forneceram o indice funcional do isquiatico pela formula: SFI =
118,9 x (ETS - NTS / NTS) 51,2 x (EPL - NPL / NPL) - 7,5; onde "E" representa locais

experimentais e “N”, locais normais (Inserra et al., 1998; van Neerven et al., 2012).

Analise de Nocicep¢ao

A sensibilidade dos camundongos a estimulagdo mecanica foi avaliada pelo
aumento gradual da pressao no analgesimetro eletrénico Von Frey (modelo EFF-301,
Insight®). O contato do transdutor de forca com a pata de cada animal foi realizado
por uma ponta descartavel de polipropileno de 0,5 mm. Os animais foram colocados
em caixas de acrilico apropriadas e aclimatados por aproximadamente 30 minutos
antes do teste. Em seguida, uma forca foi aplicada entre as patas traseiras dos
camundongos e a base da caixa, evocando uma resposta de flexao caracteristica, com

a retirada da pata (Oliveira et al, 2020). A pressdo suportada pelos animais foi
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registrada. Este procedimento continuou até que trés valores fossem obtidos. A
intensidade da nocicepcao foi determinada pelo parametro de limiar de retirada de
pata (PWT — Paw withdrawal threshold) em todos os grupos, em cada tempo

experimental.

Obtencao de Extrato Proteico

As proteinas das amostras de nervos periféricos humanos e murinos foram
isoladas utilizando o reagente Trizol®, de acordo com as instru¢des do fabricante. As
amostras foram homogeneizadas com Trizol®, e em seguida o cloroférmio foi
adicionado para a separacao de uma camada aquosa superior contendo RNA, interfase
e uma camada organica inferior contendo DNA e proteinas. O RNA foi armazenado
adequadamente a -80 °C e as proteinas foram submetidas as etapas de precipitacao,

lavagem e solubilizacao para posteriores aplicagdes.

Os remanescentes da fase aquosa, quando presentes, foram removidos. Para
cada 1 mL de TRIzol™ empregado na lise das amostras, foram adicionados 0,3 mL de
etanol 100%. Depois de homogeneizadas varias vezes por inversao, permaneceram por
2-3 minutos em incubagao e foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 x g, 4 °C para
a sedimentacdo do DNA. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, e 1,5
mL de isopropanol foram adicionados. As amostras ficaram incubadas por 10 minutos,
e em seguida foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 x g, 4° C para a
sedimentacdo das proteinas. Os sobrenadantes foram descartados e cada amostra
sedimentada foi ressuspendida em 2 mL de solucdao de lavagem composta por
cloridrato de guanidina 0,3 M em etanol a 95%. Ap6s 20 minutos de incubacao, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 7500 x g, 4°C. Em seguida, os
sobrenadantes foram descartados e o processo de lavagem foi realizado mais duas
vezes. Logo ap6s, foram adicionados 2 mL de etanol 100%, misturados brevemente em

vortex e incubados por 20 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 5
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minutos a 7500 x g, 4°C, os sobrenadantes foram descartados e os pellets de proteinas
secaram ao ar por 5 a 10 minutos. Transcorrido esse tempo, cada sedimento foi
ressuspendido em 0,2 mL de SDS 1% e homogeneizado. A imediata incubagdo em
banho-maria a 50°C garante a ressuspensao completa do pellet. A seguir, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 x g, 4°C para a remocao de materiais
insoluveis e os sobrenadantes transferidos para novos tubos. A quantificacdo das

proteinas foi determinada usando o kit Qubit® Protein Assay (Invitrogen™).

Ensaio Imunoenzimatico

A determinacao das proteinas fosforiladas JNK, p38a e ERK1/2 foi realizada pelo
InstantOne ELISA™ Kit (Thermo Scientific, USA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Brevemente, foram adicionados 50 pL de cada padrao e amostra em pocos
apropriados. Foram incorporados 50 pL do coquetel de anticorpos em cada pogo, e
incubados por 1 hora em temperatura ambiente (TA) com agitacao a 300 rpm. A
solucao foi descartada e os pogos foram lavados trés vezes com tampéao de lavagem.
Apos a lavagem final, qualquer solucao restante foi removida completamente. Em
seguida, foram adicionados 100 pL do reagente de deteccdo em cada pogo e
incubados por 10 a 30 minutos em TA com agitacao a 300 rpm. Finalmente, 100 uL de
solucdo de parada foram adicionados a cada poco. De imediato, um leitor de placa
colorimétrico (espectrofotométrico), ajustado para 450 nm, foi utilizado para medir a
absorbancia das amostras. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto

as do grupo SHAM.

Perfusao Intracardiaca

Ap0s a confirmacao do status anestésico, parte dos camundongos foi sacrificada

por perfusao intracardiaca, com solucao de PFA 4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4).

O procedimento se iniciou com uma incisdo ao nivel do processo xifoide, utilizando-se
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tesoura cirargica média de ponta fina. O diafragma foi seccionado e o gradil costal
aberto, sendo devidamente rebatido para a exposicao do coracdo na caixa toracica. Em
sequida, foi introduzida agulha na extremidade do ventriculo esquerdo para carreagéo
da solucdo de perfusdo via aorta, para todo o organismo. O transfusato foi retirado
através de um picote (1Tmm) no atrio direito. A quantidade de solucao fixadora utilizada
na perfusdo foi de 20 mL por animal. Parte dos espécimes de nervos isquiaticos foi
fixada em PFA 4%, overnight, a 4°C, lavados em PBS e submetidas a criopreservagao.
As amostras, entdo, foram mantidas de 1 a 3 dias em sacarose 30%. Os fragmentos
neurais foram incluidos individualmente em meio Tissue-Tek OCT Compound (Sakura),
congelados no nitrogénio liquido e estocados a -80°C, até processamento em criostato
(5 pm). Os grupos de animais destinados a ensaios moleculares nao foram

transfundidos.

Imunofluorescéncia em Cortes Congelados

As amostras foram submetidas a imunofluorescéncia para localizacdo in situ dos
mesmos alvos celulares investigados pelas demais técnicas desse estudo. Os espécimes
foram fixados por imersao em PFA 4% durante 10 minutos em TA, desidratados em TA
e reidratados em TBS/glicina 0,1 mM, por 10 minutos. Em seguida, foi realizado o
bloqueio de ligagdes inespecificas com albumina de soro bovino 3% (BSA) em TBST
(TBS/Triton X-100 0,3%), por 120 minutos. Os espécimes foram entdo incubados
overnight, a 4 °C, com anticorpos primarios especificos para ERK1/2 fosforilada (1:200.
clone B.742.5. Thermo Scientific), p38a fosforilada (1:100. clone F.52.8. Thermo
Scientific), JNK fosforilada (1:250. Thermo Scientific), e c-Jun fosforilado (1:250. Termo
Scientific), diluidos em TBS/BSA 2%. Seguindo-se o periodo de incubacao, os
espécimes foram lavados em TBS e incubados com anticorpo secundario conjugado
ao fluorocromo AlexaFluor® 488 (Molecular Probes®), diluidos em TBS/BSA 2%, por
120 minutos, em TA e protegidos de luz. Os nucleos celulares foram corados pelo

reagente VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame,
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CA) e os espécimes vedados e armazenados a -20 °C. A captura das imagens foi
realizada em microscopio confocal de varredura a laser TCS SP5 (Leica Microsystems),
com software de processamento de imagens LAS AF (Leica Microsystems). A densidade
de fluorescéncia de cada espécime - trés campos/espécime/grupo - foi calculada por

meio do software Imagel 1.53v (National Institutes of Health, USA).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 9.0® (GraphPad Inc.
USA). As variaveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk, para verificagdo de
distribuicdo de normal e ao teste de Grubbs, para avaliacio de outliers. Em
comparagdes acima de trés grupos, foi realizada analise de variancia (ANOVA), com
pbs-testes de comparacdes multiplas de Sidak, Tukey ou Dunnett. Valores de p < 0,05

foram estabelecidos como estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Aspectos Sociodemograficos e Clinicos de Individuos com Neuropatia Periférica

Atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima entre 2009 e 2019

Entre os anos de 2009 e 2019, o ambulatério de Dermatologia do Instituto Lauro
de Souza Lima diagnosticou 98 individuos com neuropatia periférica. Ao examinar os
fatores determinantes para o diagndstico, constatou-se que a neuropatia periférica
estava associada a hanseniase em 53 individuos (54,08%), enquanto outras neuropatias
foram identificadas em 45 individuos (45,92%). Para fins de analise descritiva e
estatistica, foram estabelecidos dois grupos distintos, denominados neuropatia

hansénica (LepN) e outras neuropatias (oPN).
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Os dados sociodemograficos dos individuos com neuropatia hansénica
indicaram maior incidéncia em idade inferior a 60 anos, somando 39 (73,59%) casos,
em comparagdo com aqueles que apresentam 60 anos ou mais, 14 (26,41%) no total.
Quanto ao género, prevaleceu o sexo masculino, com 39 (73,59%) casos, em oposicao
a 14 (26,41%) do sexo feminino. Ao verificar a variavel raca/cor, 46 (86,79%) dos casos
correspondem a raga/cor branca, seguidos de preta, 5 (9,43%), e parda, 2 (3,77%).
Quanto a escolaridade, o ensino fundamental incompleto foi mencionado por 12
(22,64%) individuos, representando a maioria, entre os que devidamente notificaram

essa informacao (Tabela 1M).

As mesmas variaveis sociodemograficas foram determinadas entre os individuos
com neuropatias ndo relacionadas a hanseniase. Desse modo, ao consultar a faixa
etaria, constatou-se que 24 (53,33%) individuos tinham menos de 60 anos, enquanto
21 (46,67%) deles, 60 anos ou mais. No que diz respeito ao género, também foi
observada uma dominancia do sexo masculino sobre o feminino entre os casos de
neuropatias nao relacionadas a hanseniase. Foram registrados 32 casos masculinos
(71,11%) e 13 casos femininos (28,89%). Na categoria raca/cor branca, foram
registrados 39 (86,66%) casos, enquanto nas categorias preta e amarela, houve 1
(2,22%) notificagdo em cada uma delas. As informagdes sobre grau de escolaridade
foram cedidas somente por 14 (31,10%) individuos. Dentre esses, o ensino fundamental

incompleto foi o mais prevalente, com 9 (20,00%) individuos (Tabela 1M).

A caracterizacao clinica dos casos de neuropatia periférica, relacionada ou nao
a hanseniase, indicou que nos individuos com neuropatia hansénica, foram observadas
incapacidades de grau 2 em 40 (75,47%) individuos, incapacidades de grau 1 em 12
(22,64%), e apenas 1 individuo apresentou incapacidade de grau 0 (1,88%). Para as
demais classes de neuropatias, foram registradas incapacidades de grau 2 em 23
(51,11%) individuos, incapacidades de grau 1 em 13 (28,88%), e incapacidade de grau

0em 5(11,11%) individuos. Foi verificada associacao estatisticamente significante entre
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o grau de incapacidade nos casos de neuropatia hansénica e outras causas (p =

0,0389).

Cerca de 42 (79,24%) individuos com diagnostico de neuropatia hansénica
apresentaram espessamento neural, ao passo que essa caracteristica foi manifestada
em 23 (51,11%) casos com neuropatia devido a outras causas (p = 0,0080). No que diz
respeito ao envolvimento funcional em individuos com neuropatia hansénica,
observou-se que 6 (11,32%) apresentaram mononeuropatia, 42 (79,24%) receberam o
diagndstico de mononeuropatia multipla e 5 (9,43%), o de polineuropatia. No grupo
de individuos com outras neuropatias, 15 (33,33%) tiveram mononeuropatia, 15
(33,33%) mononeuropatia multipla, e 13 (28,88%), polineuropatia. Foi verificada
associacao significativa entre o envolvimento funcional nos casos de neuropatia

hansénica e outras causas (p = 0,0002).

Quanto ao tipo de fibra nervosa acometida na neuropatia hansénica, foram
identificados 3 (5,66%) casos com neuropatia sensitiva, outros 3 (5,66%) com
neuropatia motora, e a maioria dos individuos apresentou neuropatia mista,
totalizando 46 (86,80%) casos. No que diz respeito as demais neuropatias, foram
registrados 6 (13,33%) casos com neuropatia sensitiva, 1 (2,22%) caso com neuropatia
motora e 32 (71,11%) casos com neuropatia mista, representando a maior parte dos
casos. Ao confrontar tais desfechos, também foi observada uma associacdo
significativa nessa categoria (p = 0,0478). A pesquisa acerca da estrutura neural
comprometida na neuropatia hansénica identificou 7 (13,20%) casos com padrdo
axonal, 9 (16,98%) casos com padrdo desmielinizante e, uma predominancia do padrao
misto, associado a 26 (49,05%) casos. Entre as outras neuropatias, no entanto,
destacou-se o padrdo axonal, com 14 (31,11%) casos, seguidos dos padrdes
desmielinizante e misto com 8 (17,77%) e 10 (22,22%) casos, respectivamente. Uma
associagao significativa também foi observada ao comparar determinado panorama

entre os dois grupos de neuropatias periféricas (p = 0,0266) (Tabela 2M).



107

Os fatores de risco para desenvolvimento de neuropatia periférica hansénica
foram descriminados e observou-se que, 9 (16,98%) individuos apresentavam diabetes,
2 (3,77%) eram portadores do HIV e estavam em uso de quimioterapicos, enquanto 1
(1,88%) individuo relatou exposigao prolongada a agrotoxicos. Nas outras neuropatias,
os fatores de risco se manifestaram da seguinte forma: 5 (11,11%) individuos tinham
diagnostico de diabetes, 2 (4,44%) declararam consumo excessivo de alcool, 1 (2,22%)
apresentou polineuropatia inflamatéria desmielinizante cronica, 1 (2,22%) foi
identificado com lUpus eritematoso sistémico, e 1 (2,22%) com Charcot Marie Tooth.

Em 29 (64,44%) individuos nenhum fator de risco foi especificado (Tabela 3M).

ApOs realizar a caracterizacdo do perfil de pacientes com neuropatias periféricas
na Instituicdo, conduzimos um estudo prospectivo no qual coletamos amostras de
nervos frescos de pacientes com neuropatia hansénica e ndao hansénica. O objetivo foi
analisar o perfil dos marcadores-alvo nessas amostras, que também serdo investigados
no modelo animal. Através da comparagdo desses resultados, poderemos identificar se

existem reflexos clinicos relevantes associados a esses marcadores.

Tabela 1. Caracterizacao sociodemografica de individuos com diagnéstico clinico de neuropatia

periférica, atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), entre 2009 e 2019

Neuropatia hansénica Outras neuropatias

Categoria
(LepN) N (%) (oPN) N (%)

Total de casos 53 (54,08) 45 (45,92)
Idade (anos)
<60 39 (73,59) 24 (53,33)
2 60 14 (26,41) 21 (46,67)
Sexo N
Feminino 14 (26,41) 13 (28,89)
Masculino 39 (73,59) 32 (71,11)
Raca/Cor
Branca 46 (86,79) 39 (86,66)
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Preta 5(9,43) 1(2,22)
Amarela - 1(2,22)
Parda 2 (3,77) -
Indigena - -
Ignorado - 4 (8,88)
Educacao

Analfabeto 1(1,88) -
Ensino Fundamental incompleto 12 (22,64) 9 (20,00)
Ensino Fundamental completo 1(1,88) 2 (4,44)
Ensino Médio incompleto 1(1,88) -
Ensino Médio completo 8 (15,09) 3 (6,66)
Ensino Superior incompleto 1(1,88) -
Ensino Superior completo 3 (5,66) -
Ignorado 26 (49,05) 31 (68,88)

Tabela 2. Caracterizacao clinica de individuos com diagnéstico clinico de neuropatia periférica,

atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), entre 2009 e 2019

Neuropatia hansénica Outras neuropatias
Categoria P-valor*
(LepN) N (%) (oPN) N (%)
Total de casos 53 (54,08) 45 (45,92)
Grau de incapacidade
0 1(1,88) 5(11,11)
1 12 (22,64) 13 (28,88)
0,0389
2 40 (75,47) 23 (51,11)
S/D - 4 (8,88)
Espessamento neural
Sim 42 (79,24) 23 (51,11)
Nao 10 (18,86) 19 (42,22) 0,0080
S/D 1(1,88) 3 (6,66)
Envolvimento funcional
Mononeuropatia 6(11,32) 15 (33,33)
Mononeuropatia multipla 42 (79,24) 15 (33,33)
0,0002
Polineuropatia 5(9,43) 13 (28,88)
S/D - 2 (4,44)
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Tipo de fibra nervosa
Sensitivo 3 (5,66) 6 (13,33)
Motor 3 (5,66) 1(2,22)
0,0478
Misto 46 (86,80) 32 (71,11)
S/D 1(1,88) 6 (13,33)
Estrutura comprometida
Axonal 7 (13,20) 14 (31,11)
Desmielinizante 9 (16,98) 8 (17,77)
0,0266
Mista 26 (49,05) 10 (22,22)
S/D 11 (20,75) 13 (28,89)
*Chi-square test for trend

Tabela 3. Fatores de risco em individuos com diagnéstico clinico de neuropatia periférica,

atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), entre 2009 e 2019

Neuropatia hansénica Outras neuropatias
Categoria
(LepN) N (%) (oPN) N (%)
Total de casos 53 (54,08) 45 (45,92)
Fatores de Risco
1. Diabetes
9 (16,98) 5011,11)
(metabdlica)
2. HIV/quimioterapicos
2 (3,77) -
(induzido por drogas)
3. Etilismo
- 2 (4,44)
(toxica)
4. Exposicdo a Agrotoxicos
1(1,88) -
(toxica)
6. Polineuropatia Inflamatoria - 1(2,22)
Desmielinizante Crénica (autoimune)
7. LUpus eritematoso sistémico
- 1(2,22)
(autoimune)
8. Charcot-Marie-Tooth
- 1(2,22)
(hereditaria)
9. Causa nao determinada - 29 (64,44)
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Funcao Motora em Modelo Murino de Lesao Neural

O indice Funcional do Isquidtico (SFI), que é obtido por meio do teste de marcha
em animais experimentais, fornece uma medida do déficit funcional e do grau de
comprometimento da fungdo motora. Na literatura relevante, valores de SFl entre 10 e
-10 sdo considerados normais. Valores abaixo de -100 indicam perda completa da
funcdo motora, enquanto valores entre -100 e -10 sdo indicativos de
comprometimento parcial da funcdo motora. Neste estudo, o déficit funcional foi
avaliado em todos os grupos experimentais antes da intervencao (pi) e nos dias 3, 14,
28 e 90 apbs a intervengao (dpi). Os dados foram comparados entre os grupos e cada
grupo com seu respectivo controle (CSH vs. ML; CSH vs. ML/CSH; CSH vs. SHAM; ML
vs. ML/CSH; ML/CSH vs. NaCl; ML/CSH vs. SHAM; NaCl vs. SHAM) (Figura 2M).

Na avaliacio da fungcdo motora anteriormente aos procedimentos
experimentais (pi), os animais apresentaram valores médios de SFI entre -7,42
(ML/CSH) e -3,20 (ML), sem diferencas significativas entre os grupos (Figura 2M_A).
Em 3 dpi, os valores médios de SFl oscilaram entre -91,639 (CSH) e -3,195 (SHAM), com
diferencas estatisticamente significantes entre CSH vs. ML e SHAM (p = 0,0008 e <
0,0001), ML/CSH vs. NaCl e SHAM (ambos, p < 0,0001), além de NaCl vs. SHAM (p <
0,0001) (Figura 2M_B). Em 14 dpi, as médias de SFl foram de -35,307 (CSH) a -3,785
(SHAM); os dados revelaram diferencas significantes entre, CSH vs. SHAM (p < 0,0001)
e ML/CSH vs. SHAM (p = 0,0034) (Figura 2M_C). Em 28 dpi, as médias SFI variaram
entre -10,337 (NaCl) e -1,325 (ML), sem diferencas estatisticas entre os grupos (Figura
2M_D). O ultimo tempo experimental, 90 dpi, demonstrou valores registrados entre -
16,263 (ML) a 2,523 (SHAM), com diferencas significantes entre ML vs. NaCl (p = 0,0375)
e ML/CSH vs. SHAM (0,0279) (Figura 2M_E).

Na avaliacao individual, em cada grupo os tempos experimentais foram

comparados com o momento prévio aos procedimentos (pi). CSH exibiu diferencas
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estatisticamente significantes nas comparagdes de pi vs. 3 dpi e 14 dpi (<0,0001). O
grupo ML também foram observadas diferengas entre pi vs. 3 dpi e 14 dpi (<0,0001 e
0,0002). Em ML/CSH diferencas entre pi vs. 3 dpi e 14 dpi (<0,0001 e 0,0048). O controle
NaCl apresentou diferencas entre pi vs. 3 dpi (<0,0001 e 0,0048) (Figura 2M_F).
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Figura 2M. Avaliacdo da funcdo motora em nervos isquiaticos de camundongos nude. indice
Funcional do Isquiatico (SFI) avaliado nos tempos experimentais, (A) pré-intervencao (pi), (B) 03, (C) 14,
(D) 28 e (E) 90 dias pos-intervencdo (dpi). (F) Valores agrupados. Grupos experimentais: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculacdo com M. leprae (ML); ML/CSH; Inoculacdo controle com Cloreto de sédio

(NaCly; Cirurgia simulada (SHAM). Teste ANOVA, com pOs-teste Sidak (A-E) e Dunnett (F). Valores de p
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< 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés medicdes obtidas de um a seis

animais/grupo/periodo

Resposta Nociceptiva em Modelo Murino de Lesao Neural

A nocicepgéao a estimulagdo mecanica foi avaliada com sensor de forca (g), pelo
aumento gradual da pressao em analgesimetro eletronico de Von Frey. Valores de
limiar de retirada de pata (PWT) foram determinados em todos os grupos

experimentais, nos periodos, pi, 3, 14, 28 e 90 dpi (Figura 3M).

No periodo pi, antes dos experimentos, os valores médios foram de 1,055 g (ML)
a 1,531 g (CSH). Em contraste, no periodo 3 dpi, variaram entre 0,388 g (ML) e 0,586 g
(SHAM). Os animais testados apds 14 dpi apresentaram médias de PWT entre 0,886 g
(ML) e 1,023 g (SHAM). Em 28 e 90 dpi, as médias foram respectivamente, de 0,925 g
(SHAM) a 1,281 g (ML/CSH) e, 0,543 g (ML/CSH) a 2,036 g (NaCl). A despeito das
diferencas discretas de PWT entre os grupos, foram observados valores
significativamente menores no grupo ML/CSH em relacao a NaCl (p = 0,0235), no

periodo 90 dpi (Figura 3M_E).

Em avaliacGes individuais, intragrupos, foi possivel verificar que todos os grupos
experimentais demonstraram limiar bastante inferior em 3dpi, comparado a pi
(<0,0001). Adicionalmente, o grupo ML/CSH exibiu limiar reduzido em pi vs.14 dpi e
90 dpi (p = 0,025 e 0,0006), assim como NaCl em pi vs. 90 dpi (0,0002) (Figura 3M_F).
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Figura 3M. Resposta nociceptiva em nervos isquiaticos de camundongos nude. Limiar de retirada

de pata (PWT), avaliado nos tempos experimentais, (A) pré-intervencao (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E)

90 dias poés-intervencao (dpi). (F) Valores agrupados. Grupos experimentais: Lesdo por esmagamento

(CSH); Inoculacdo com M. leprae (ML), ML/CSH; Inoculacdo controle com Cloreto de sédio (NacCl);

Cirurgia simulada (SHAM). Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A-E) e Dunnett (F). Valores de p < 0,05

indicam significancia estatistica. Dados de trés medicGes obtidas de um a seis animais/grupo/periodo

Caracterizacao Imunofenotipica de Nervos Isquiaticos Murinos

A expressao de marcadores de fenotipo nos nervos isquiaticos dos

camundongos nude submetidos aos procedimentos experimentais, foi demonstrada
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pela imunodeteccdo das proteinas, ST00B (SCs), tubulina Blll (neurdnios) e MPZ

(mielina) (Invitrogen™, USA) (Figura 4M).

t—%hn  MERGED

Figura 4M. Caracterizacdo por imunofluorescéncia de nervos isquiaticos de camundongos nude,
controle SHAM. Em (A), identificacdo nuclear por DAPI (azul). Em (B), axdnios marcados por tubulina
Blll, a esquerda, e bainha de mielina identificada por MPZ, a direita (ambos, AlexaFluor 488, verde). Em
(C), células de Schwann identificadas pela proteina de citoesqueleto, S100pB, a esquerda, e tubulina Bl
a direita (ambos, AlexaFluor 594, vermelho). (D) ilustra imagens sobrepostas (esquerda e direita). Barras

de escala: 15 pm (A: 630x)

Regulacdo de ERK1/2 em Nervos Periféricos Humanos e Modelo Murino de Dano

Neural

ERK1/2 foi investigada pelo ensaio InstantOne ELISA™, em amostras de nervos
humanos, com e sem hanseniase, bem como nos nervos isquiaticos de camundongos
nude (Figura 5M). Na avaliacao de nervos isquiaticos de camundongos nude, em 3 dpi,
todos os grupos experimentais exibiram absorbancia (A450) inferior ao controle
positivo fornecido pelo kit (CTRL+) (para todos os grupos, p <0,0001). Na comparagao
entre os grupos, CSH foi inferior a ML e, contraditoriamente, a SHAM (p = 0,0004 e

0,0048). Ainda, ML apresentou valores de ERK1/2 superiores em relacao a ML/CSH e o
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controle NaCl (p = 0,0004 e 0,0011). ML/CSH e NaCl exibiram valores inferiores a SHAM
(p = 0,0052 e 0,0251) (Figura 5M_A). Assim como em 03 dpi, todos os grupos
experimentais em 28 dpi foram estatisticamente inferiores ao controle positivo do kit
(CTRL+) [CSH (p = 0,0001), ML (p = 0,0008), ML/CSH, NaCl e SHAM (p <0,0001)]. O
grupo CSH demonstrou valores superiores a ML/CSH (p = 0,0282). O grupo ML foi
superior a ML/CSH, além do controle NaCl (p = 0,0018 e 0,0026) (Figura 5M_B). Os
espécimes humanos com neuropatia hansénica (LepN) ndo demonstraram diferengas
estatisticamente significantes, quando comparados a outras neuropatias periféricas

(oPN) (Figura 5M_C).

A deteccdo de ERK1/2 nos nervos isquiaticos de camundongos nude, também
foi realizada por técnica de imunofluorescéncia, seguida de captura de imagens
microscépicas e analise quantitativa pelo software Imagel) 1.53v (National Institutes of
Health, USA). A densidade integrada de fluorescéncia foi obtida ap6s normalizagdo
pelo ndmero de nucleos DAPI+ de cada campo microscopico, em trés
campos/espécime/grupo (Figura 6M). O perfil de expressdao de ERK1/2 foi comparado
entre os grupos (CSH, ML, ML/CSH, NaCl, SHAM) e individualmente, em cada grupo,

nos diferentes periodos experimentais (3 dpi, 28 dpi, 90 dpi) (Figura 7M).

Em 3 dpi, a expressao de ERK1/2 foi superior no grupo CSH em relagdo a SHAM
(p = 0,0140), bem como ML/CSH x NaCl (p < 0,0001) e ML/CSH x SHAM (p < 0,0001)
(Figura 7M_A). Em 28 dpi e 90 dpi, ndo foram observadas alteragdes estatisticamente
significantes entre os grupos (Figura 7M_B e 7M_C). Quanto a diferencas entre tempos
experimentais em cada grupo, em ML/CSH foi observada maior expressao de ERK1/2
em 3 dpi, quando comparada a 28 dpi e 90 dpi (p = 0,0002; p = 0,0050). No grupo
NaCl, alteracbes significantes foram verificadas em 28 dpi, em comparacdo a 3 dpi e
90 dpi (p = 0,0414; p = 0,0247). A expressao de ERK no grupo SHAM foi maior em 28
dpi, comparada a 3 dpi (p = 0,0469) (Figura 7M_D).
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Figura 5M. Determinacao da via ERK1/2 em ensaio InstantOne ELISA™. A avaliacdo foi realizada em
dois periodos experimentais: (A) 03 e (B) 28 dias apos a intervengdo, nos seguintes grupos: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sédio
(NaCly; Cirurgia simulada (SHAM). Também foi realizada uma avaliagdo comparativa entre os espécimes
humanos com neuropatia hansénica (LepN) e outras neuropatias periféricas (oPN) (C). O teste ANOVA,
com pébs-teste Sidak (A, B) ou Tukey (C), foram utilizados. Valores de p < 0,05 indicam significancia

estatistica. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto SHAM.
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ERK1/2

Figura 6M. Imunodeteccdao de ERK1/2 em nervos isquiaticos de camundongos nude. (A-C’) Lesao
por esmagamento (CSH); (D-F’) Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); (G-1') ML/CSH; (J-L") Injecdo
de cloreto de sodio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias
pds-intervencao (dpi). Imagens representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala:

15 um (A: 400x)
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Figura 7M. Avaliacao de ERK1/2 em nervos isquiaticos de camundongos nude. Densidade de
fluorescéncia de ERK1/2, normalizada pelo respectivo nimero de nucleos DAPI+. Avaliacdo conforme
periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pds-intervencdo (dpi), nos grupos: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sédio
(NaCly; Cirurgia simulada (SHAM). (D) Comparacgdes intragrupos. Teste ANOVA, com pds-teste Sidak (A,
B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscépicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Regulacao de p38a MAPK Nervos Periféricos Humanos e Modelo Murino de Dano

Neural

A via p38a MAPK também foi avaliada através do ensaio InstantOne ELISA™ em
amostras de nervos humanos, tanto com quanto sem hanseniase, e em espécimes de

nervos isquiaticos de camundongos nude (Figura 8M). Aos 3 dpi, todos os grupos
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experimentais apresentaram valores estatisticamente inferiores ao controle positivo do
kit (CTRL+) (p <0,0001), exceto pelo grupo ML, que mostrou valores superiores de
p38a MAPK (p = 0,0018). Na comparagao entre os grupos, o grupo ML apresentou
valores superiores aos grupos CSH, ML/CSH e NaCl (p <0,0001) (Figura SM_A).

Aos 28 dpi, todos os grupos experimentais apresentaram valores
estatisticamente inferiores ao controle positivo do kit (CTRL+) (para todos os grupos,
p < 0,0001). O grupo CSH demonstrou valores superiores de p38a MAPK em
comparagao com os grupos ML e ML/CSH (p < 0,0001), além do grupo SHAM (p =
0,0003). Os grupos ML/CSH e NaCl apresentaram valores inferiores ao grupo SHAM (p
< 0,0001) (Figura 8M_B). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os espécimes humanos com neuropatia hansénica (LepN) e aqueles

com outras formas de neuropatias periféricas (o0PN) (Figura 8M_C).

A deteccao de p38a MAPK por imunofluorescéncia foi comparada entre os
grupos e individualmente dentro de cada grupo, em todos os periodos experimentais
(Figuras 9M e 10M). Aos 3 dpi, p38a MAPK mostrou elevagao no grupo ML/CSH em
comparagao com o grupo NaCl (p = 0,0469) (Figura TOM_A). Nos demais periodos,
p38a MAPK nao apresentou diferengas estatisticamente significantes (Figura 10M_B
e C). Nas comparacdes individuais por grupo, somente ML demonstrou elevacdo de
p38a MAPK aos 3 dpi, em relacdo aos 28 dpi (p = 0,0443), bem como em 90 dpi,
comparado a 28 dpi (p = 0,0004) (Figura 10M_D).
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Figura 8M. Determinacao de p38a MAPK em ensaio InstantOne ELISA™. A avaliacdo foi realizada
nos seguintes periodos experimentais: (A) 03 e (B) 28 dias apds a intervencdo (dpi), considerando os
grupos: Lesdo por esmagamento (CSH), Inoculagdo endoneural por M. leprae. (ML), ML/CSH, Injecéo de
cloreto de sodio (NaCl) e Cirurgia simulada (SHAM). Além disso, foi feita uma avaliagdo comparativa
entre espécimes humanos com neuropatia hansénica (LepN) e outras neuropatias periféricas (oPN) (C).
O teste ANOVA foi utilizado, seguido do pds-teste Sidak (A, B) ou Tukey (C). Valores de p < 0,05 indicam

significancia estatistica. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto SHAM.
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Figura 9M. Imunodeteccao de p38a MAPK em nervos isquiaticos de camundongos nude. (A-C’)
Lesdo por esmagamento (CSH); (D-F’) Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); (G-1') ML/CSH; (J-L")
Injecdo de cloreto de sodio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e
90 dias pds-intervencao (dpi). Imagens representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de

escala: 15 um (A: 400x)
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Figura 10M. Avaliacdo de p38a MAPK em nervos isquiaticos de camundongos nude. Densidade de
fluorescéncia de p38a MAPK, normalizada pelo respectivo nimero de nucleos DAPI+. Avaliacdo
conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pds-intervencao (dpi), nos grupos: Leséo
por esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de so6dio
(NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). (D) Comparacdes intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A,
B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscépicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Regulacdo de JNK Nervos Periféricos Humanos e Modelo Murino de Dano Neural

Assim como ERK1/2 e p38a MAPK, a via JNK foi avaliada no ensaio InstantOne
ELISA™ em nervos humanos e murinos (Figura 11M). Nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes nos nervos isquiaticos de camundongos nude
em 3 dpi, ao comparar os grupos experimentais com o controle positivo do kit (CTRL+),

nem ao comparar os proprios grupos entre si (Figura 11TM_A). Em 28 dpi, todos os
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grupos experimentais apresentaram diferencas estatisticamente inferiores ao controle
positivo do kit (CTRL+) [CSH (p = 0,0088), ML (p = 0,0030), ML/CSH (p = 0,0003) e NaCl
(p = 0,0004)], com exceg¢ado do grupo SHAM. Na comparacgdo entre os grupos, CSH foi
superior ao grupo ML/CSH (p = 0,0252) e SHAM apresentou valores de JNK superiores
aos grupos ML/CSH e NaCl (p = 0,0028 e 0,0033) (Figura 11M_B). Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os espécimes de nervos
com hanseniase (LepN) e aqueles com outras formas de neuropatias periféricas (oPN)

(Figura 11M_C).

A expressao proteica de JNK também foi investigada por imunofluorescéncia
nos nervos murinos (Figuras 12M e 13M). Nas comparacdes entre 0s grupos,
observou-se que, em 3 dpi JNK foi superior no grupo CSH em relacao ao grupo SHAM
(p = 0,0014). No mesmo periodo, o grupo ML/CSH mostrou uma elevagdo de JNK em
comparacao com NaCl e SHAM (em ambos, p < 0,0001) (Figura 13M_A). A expressao
de JNK ndo apresentou alteragbes estatisticamente significativas entre os grupos
avaliados em 28 dpi (Figura 13M_B). No entanto, em 90 dpi foi verificada maior

expressao de JNK no grupo ML em relacdo a NaCl (p= 0,0221) (Figura 13M_C).

Na avaliacao intragrupos, em diferentes pontos de tempo experimental, no
grupo CSH notou-se maior expressao de JNK em 3 dpi em comparagao a 28 dpi (p =
0,0119). No grupo ML, a expressao de JNK foi significantemente superior em 90 dpi
em relagao a 28 dpi (p = 0,0123). O grupo ML/CSH em 3 dpi, exibiu valores de JNK
superiores aos demais tempos experimentais, 28 dpi e 90 dpi (p = 0,0004; p < 0,0001).
No grupo SHAM, a expressao de JNK foi inferior em 3 dpi, quando comparada a 28 dpi
e 90 dpi (p = 0,0004; p = 0,0339) (Figura 13M_D).
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Figura 11M. Determinacio de JNK em ensaio InstantOne ELISA™. Avaliacio conforme
periodos experimentais de, (A) 03 e (B) 28 dias pos-intervencdo (dpi), nos grupos: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sédio
(NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). (C) Avaliacdo entre espécimes humanos com neuropatia hansénica
(LepN) e outras neuropatias periféricas (oPN). Teste ANOVA, com péds-teste Sidak (A, B) ou Tukey (C).
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Todas as amostras foram analisadas em duplicata,

exceto as do grupo SHAM
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Figura 12M. Imunodeteccao de JNK em nervos isquiaticos de camundongos nude. (A-C’) Lesao por
esmagamento (CSH); (D-F’) Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); (G-1') ML/CSH; (J-L’) Injecdo de
cloreto de sédio (NaCl); (M-0O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias pos-
intervencado (dpi). Imagens representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala: 15

pm (A: 400x)
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Figura 13M. Avaliacdo de JNK em nervos isquiaticos de camundongos nude. Densidade de
fluorescéncia de JNK, normalizada pelo respectivo nimero de nlcleos DAPI+. Avaliacdo conforme
periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pos-intervencao (dpi), nos grupos: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculagdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sédio
(NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). (D) Comparacdes intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A,
B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscépicos de dois a trés animais/grupo/periodo

Regulacdo de c-Jun Nervos Periféricos Humanos e Modelo Murino de Dano

Neural

O fator de transcricdo c-Jun, associado a via JNK, foi investigado nos

camundongos nude por técnica de imunofluorescéncia (Figuras 14M e 15M). A analise
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da densidade integrada de fluorescéncia nos camundongos nude indicou que, em 3
dpi a expressao de c-Jun foi significativamente maior no grupo CSH comparado a
SHAM (p = 0,0008), da mesma foram que altera¢des entre os grupos ML e NaCl (p =
0,0002) foram observadas. Ainda em 3 dpi, notou-se maior expressao de c-Jun no

grupo ML/CSH em relacao a NaCl (p < 0,0001) e a SHAM (p < 0,0001) (Figura 15M_A).

Em 28 dpi, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes na
deteccao de c-Jun entre os grupos experimentais (Figura 15M_B). Aos 90 dpi,
observou-se novamente altera¢cdes de c-Jun entre os grupos ML e NaCl (p = 0,0283)
(Figura 15M_C). Individualmente, o grupo CSH apresentou maior expressao de c-Jun
em 3 dpi em comparagao a 28 dpi (p = 0,0014) e a 90 dpi (p = 0,0309). No grupo ML,
a expressao de c-Jun foi significativamente maior em 90 dpi em relacéo a 28 dpi (p =
0,0223). O perfil de expressao de c-Jun no grupo ML/CSH mostrou ser mais alto em 3

dpi, comparado a 90 dpi (p = 0,0008) (Figura 15M_D).
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Figura 14M. Imunodeteccdo de c-Jun em nervos isquiaticos de camundongos nude. (A-C’) Lesdo
por esmagamento (CSH); (D-F’) Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); (G-1') ML/CSH; (J-L") Injecdo
de cloreto de sodio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03, 28 e 90 dias
pds-intervencao (dpi). Imagens representativas de dois a trés animais/grupo/periodo. Barras de escala:

15 um (A: 400x)
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Figura 15M. Avaliacdo de c-Jun em nervos isquiaticos de camundongos nude. Densidade de
fluorescéncia de c-Jun, normalizada pelo respectivo nUmero de nucleos DAPI+. Avaliagdo conforme
periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pds-intervencdo (dpi), nos grupos: Lesdo por
esmagamento (CSH); Inoculacdo endoneural por M. leprae (ML); ML/CSH; Injecdo de cloreto de sédio
(NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). (D) Comparacdes intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A,
B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés campos

microscépicos de dois a trés animais/grupo/periodo
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DISCUSSAO

As neuropatias periféricas, podem ter diversas causas e impactar
significativamente a qualidade de vida dos individuos. Este estudo teve como objetivo
investigar o papel das MAPKs e do fator de transcricdo c-Jun na infeccdo por M. leprae
e na neuropatia hansénica, analisando seus perfis de expressdo proteica em nervos
periféricos humanos e murinos. O estudo incluiu levantamento epidemioldgico e a
coleta de fragmentos de nervos de individuos com neuropatia periférica em um centro
de referéncia em dermatologia sanitaria do Estado de Sdo Paulo. Foram comparados
dois modelos de lesdao neural em camundongos e foram avaliadas as fun¢ées, motora
e nociceptiva. A expressao proteica das principais MAPKs (ERK1/2, p38a MAPK, JNK) e
do c-Jun foi examinada por meio de diferentes abordagens, em modelos murinos e em
nervos periféricos de pacientes com hanseniase. Buscamos neste estudo, obter uma

melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a neuropatia hansénica.

Nos concentramos inicialmente na caracterizacao do perfil sociodemografico e
clinico de pessoas diagnosticadas com neuropatia periférica associada a hanseniase
(LepN) e outras formas de neuropatia periférica (oPN). Investigamos também a
expressao proteica de marcadores-alvo em amostras de nervos, obtidas de pacientes
e de um modelo murino de lesédo do nervo isquiatico a fim de identificar potenciais

implicacdes clinicas associadas a esses marcadores.

A analise dos dados sociodemograficos revelou padrdes interessantes dentro
do grupo LepN. A maioria das pessoas com neuropatia periférica associada a
hanseniase tinha menos de 60 anos, representando 73,59% dos casos, em comparagao
com apenas 26,41% de pessoas com 60 anos ou mais. No grupo de LepN, observou-
se maior prevaléncia do sexo masculino (73,59%) em relacdo ao sexo feminino
(26,41%). Em relacdo a racga/cor, individuos de raga/cor branca representaram a

maioria, correspondendo a 86,79% dos casos. Em termos de educagdo formal, a
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maioria das pessoas com LepN relatou educagdo primaria incompleta, representando

22,64% dos casos.

Tais achados se alinham com o estudo transversal conduzido por Silva et al.
(2023) em uma éarea endémica do Nordeste do Brasil (Silva et al., 2023). Os autores
investigaram a prevaléncia de dor neuropatica em uma casuistica composta por 122
individuos com hanseniase. A analise dos dados sociodemograficos desses
participantes revelou idade mediana de 51 anos, sendo 50,8% do sexo masculino.
Quanto a escolaridade, a maioria havia concluido o ensino fundamental, o que diverge
dos nossos resultados, provavelmente devido a auséncia em nosso estudo de
informagdes adicionais, em praticamente 50% dos individuos. Também observamos
discrepancias em relacao a etnia, ao verificarmos que 62,20% da casuistica de Silva et
al. (2023), correspondeu a individuos autodeclarados pardos (Silva et al., 2023). Nossos
resultados sobre a prevaléncia de neuropatia hansénica em individuos com idade
inferior a 60 anos, e do sexo masculino, também corroboram um estudo descritivo
conduzido por Trujillo-Ramirez et al. (2021), que avaliaram retrospectivamente uma
populacdo com hanseniase em um centro de referéncia de Bogota, Colombia (Truijillo-
Ramirez et al., 2021). Essa convergéncia de dados sociodemograficos em estudos de

diferentes regides, reforca nossos achados.

No grupo com oPN, as caracteristicas sociodemograficas diferiram um pouco.
Embora a maioria também tivesse menos de 60 anos (53,33%), observou-se uma
proporcao maior de pessoas com 60 anos ou mais em compara¢do com o grupo de
LepN (46,67%). Da mesma forma, houve uma maior prevaléncia de homens (71,11%)
em comparacao com mulheres (28,89%). Em termos de raca/cor, a maioria das pessoas
era branca (86,66%), do mesmo modo que nos casos LepN. Os dados sobre educacao
nao mostraram distribuicao diversa, sendo a proporcao maior de individuos com
educacao primaria incompleta (20%). Sabe-se que as neuropatias periféricas

apresentam prevaléncia de 1 a 12% em todas as faixas etarias, podendo alcancar até
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30% entre os idosos (Hanewinckel et al.,, 2016). No entanto, os indicativos reais de
neuropatia em idosos podem ser significativamente maiores do que sugerido na
literatura (Beghi, Monticelli, 1998; Bouche et al., 2020). De fato, é importante ressaltar
a escassez de estudos que abordem de maneira especifica os perfis sociodemograficos

de individuos acometidos por neuropatias periféricas.

A caracterizagao clinica de nossa casuistica revelou diferencas quanto aos graus
de incapacidade fisica entre os grupos de LepN e oPN. Em pessoas com LepN, um
percentual maior apresentava grau 2 de incapacidade (G2D, 75,47%), seguido por grau
1 de incapacidade (G1D, 22,64%) e apenas uma pessoa (1,88%) nao apresentava
incapacidade. No grupo de oPN, G2D também predominou (51,11%), seguido por G1D
(28,88%), e uma proporcao menor nao apresentou incapacidade (11,11%). Foi
encontrada uma associagado estatisticamente significante entre o grau de incapacidade
fisica e o tipo de neuropatia (LepN vs. oPN), indicando que a neuropatia associada a
hanseniase pode levar a incapacidades mais graves (WHO, 2022). O grau de
incapacidade representa um indicador epidemioldgico e operacional chave no controle
da hanseniase. Particularmente no Brasil, foi constatada alta propor¢do de individuos
com G2D, tanto no momento do diagndstico (Souza et al., 2019; de Oliveira et al., 2021),
quanto ap6s a conclusdo da PQT (Haefner et al., 2017; Serrano-Coll et al., 2018; Raposo
et al,, 2018). Os altos indices de G2D aqui apresentados possivelmente decorrem do
atraso no diagnostico em regides onde a hanseniase é frequentemente subnotificada
(de Oliveira et al., 2021). Isso reforca a necessidade de uma vigilancia mais abrangente
e agOes efetivas de conscientizacao para garantir que a hanseniase seja prontamente
identificada e tratada, evitando assim o agravamento das incapacidades associadas a

doenca.

Casos de neuropatia periférica com sinais clinicos evidentes de espessamento
neural sugerem diagndstico de hanseniase (Santos et al., 2017). Em nossa casuistica,

investigamos a frequéncia de espessamento neural e verificamos maior associagao nos
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individuos do grupo LepN (79,24%) do que no grupo oPN (51,11%). Embora esse sinal
clinico esteja presente nas demais categorias de neuropatia periférica, sabe-se que
individuos com neuropatia hansénica exibem padrdes especificos de espessamento,
particularmente no nervo ulnar (Frade et al., 2013; Bathala et al., 2017). Estudos prévios
verificaram que o espessamento neural na hanseniase esta presente entre 45,5% e 90%
dos casos em regides de alta endemicidade (Lugéo et al., 2015; Bathala et al., 2017;
Raposo et al., 2018). A fibrose costuma ser um achado frequente nos individuos com
hanseniase e nossos achados corroboram esse entendimento (Zhao et al.,, 2021; Naafs

et al., 2022; Voltan et al., 2022).

Nossos resultados sobre a frequéncia de envolvimento funcional revelaram que
a mononeuropatia multipla prevaleceu no grupo LepN (79,24%). Em relagdo ao tipo de
fibra nervosa afetada no grupo LepN, a neuropatia mista foi mais comum (86,80%),
seguida pela neuropatia sensitiva (5,66%) e neuropatia motora (5,66%). A literatura
confirma que o padrdo de envolvimento funcional mais observado em individuos com
hanseniase é caracterizado por alteragdes axonais sensitivo-motoras em multiplos
nervos, manifestando-se de maneira assimétrica (Smith et al., 2015; Jardim et al., 2015;
Vijayan et al, 2021). A neuropatia hansénica também apresenta a caracteristica de
areas corporais mais frias serem mais afetadas, provavelmente devido a predile¢do de

M. leprae por essas areas (Garbino et al., 2016).

No grupo oPN, a mononeuropatia (33,33%) e a mononeuropatia multipla
(33,33%) foram igualmente representadas, seguidas pela polineuropatia (28,88%). No
grupo oPN a neuropatia mista também foi predominante (71,11%), enquanto a
neuropatia sensitiva (13,33%) e a neuropatia motora (2,22%) foram menos comuns.
Embora tenha sido possivel estimarmos a frequéncia dos padroes de envolvimento
neural nos casos estudados, as etiologias do grupo oPN permaneceram, em sua

maioria, pouco esclarecidas. Nossos dados indicam que a frequéncia relativa (%) de
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mononeuropatia multipla associada a hanseniase foi superior as demais formas de

neuropatia periférica estudadas.

|dentificar fatores de risco associados a neuropatia periférica é crucial para
entender suas caracteristicas subjacentes. Em nosso estudo, no grupo LepN 16,98%
dos casos também apresentaram comorbidades como diabetes, 3,77% estavam em
tratamento para HIV e 1,88% dos casos foram relacionados a exposi¢ao prolongada a
pesticidas. No grupo oPN, o diabetes representou 11,11% dos casos, o consumo
excessivo de alcool 4,44% e outras condi¢des, como Polineuropatia Inflamatoéria
Desmielinizante Crdnica, Lupus Eritematoso Sistémico e Sindrome de Charcot-Marie-
Tooth, somavam 6,66% dos casos. E importante ressaltar que 64,44% dos casos oPN
apresentava fatores de risco nao especificados, indicando a necessidade de
investigacdo adicional. Estudos prévios indicam que, de fato a prevaléncia de

neuropatia idiopatica pode exceder 50% (Singer et al., 2012; Farhad et al., 2016).

Apos a caracterizacao do perfil sociodemografico de individuos com e sem
neuropatia hansénica (LepN e oPN), buscamos revalidar o estudo de Gongalves (2023),
comparando dois modelos murinos de dano neural, por trauma de esmagamento e
infeccdo por M. leprae, utilizando o indice funcional do nervo isquiatico (SFI) para
avaliar a funcdo motora e analgesimetro eletronico Von Frey, para avaliar a funcao

nociceptiva em resposta a estimulos mecanicos.

O SFI é comumente utilizado para avaliar déficits funcionais e o grau de
comprometimento motor. Valores de SFl entre 10 e -10 sdao considerados normais,
enquanto valores abaixo de -100 indicam perda completa da funcao motora, e valores
entre -100 e -10 indicam comprometimento parcial da funcao motora (Sarikcioglu et
al., 2009; Amniattalab, Mohammadi, 2017). Em nosso estudo, os déficits funcionais
foram avaliados em todos os grupos experimentais antes da intervencao (pré-

intervencao, pi) e nos dias 3, 14, 28 e 90 apods a intervencao (dpi).
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Em 3 dpi, os valores médios de SFl variaram de -91,639 (CSH) a -3,195 (SHAM),
com diferengas estatisticamente significantes nos grupos CSH e ML/CSH em
comparacao ao controle SHAM, indicando principalmente o impacto sobre a fungdo
motora apds inducao de trauma. Em 14 dpi, observou-se diminuicao dos valores de
SFl em relacao a 3 dpi, que variaram de -35,307 (CSH) a -3,785 (SHAM). Assim como o
periodo anterior, em 14 dpi os grupos CSH e ML/CSH mostraram diferencas

estatisticamente significantes, comparados a SHAM.

Em 28 dpi, os valores médios de SFI variaram de -10,337 (NaCl) a -1,325 (ML),
sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. No Ultimo tempo
experimental, 90 dpi, os valores de SFI se mantiveram entre -16,263 (ML) e 2,523
(SHAM); com diferencas significativas entre o grupo ML e NaCl, bem como entre
ML/CSH e SHAM. Esses achados sobre SFI sédo coerentes com o perfil de recuperacao
funcional verificado em estudos anteriores, adotando modelo murino de lesdo neural
por esmagamento (Dinh et al.,, 2009; van Neerven et al., 2012; Haidar et al., 2020; Wei
et al,, 2022).

Paralelamente a avaliagdo de funcdo motora, esse estudo investigou a funcao
nociceptiva dos animais por meio da determinacao do limiar de retirada de pata (PWT),
utilizando analgesimetro eletrénico Von Frey. No inicio do experimento (periodo pi),
os valores médios variaram de 1,055 g (ML) a 1,531 g (CSH). Em 3 dpi, os valores médios
diminuiram para uma faixa entre 0,388 g (ML) e 0,586 g (SHAM). Em 14 dpi, observou-
se indicativos de recuperacao nociceptiva, com PWT entre 0,886 g (ML) e 1,023 g
(SHAM); uma tendéncia também observada em 28 dpi, com PWT entre 0,925 g (SHAM)
a 1,281 g (ML/CSH). Alguns resultados declinaram em 90 dpi, particularmente no grupo
ML/CSH, que apresentou médias de PWT na faixa de 0,543 g, com valores menores do
que o controle NaCl, o que poderia ser atribuido a maior sensibilidade associada ao

aumento da carga bacilar e resposta inflamatoria, durante a evolugdo da infecgao.
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Nossos dados funcionais corroboram resultados previamente apresentados por
Gongalves (2023), sugerindo que a dinamica temporal da lesdo neural via infeccao
direta por M. leprae evolui de modo semelhante ao modelo de esmagamento de nervo
isquiatico, ao menos nos primeiros 28 dias (Gongalves, 2023). Esse paralelo entre os
dois modelos de dano neural, pode contribuir para a compreensao de eventos

precoces no desenvolvimento da neuropatia hansénica.

Seguindo-se a avaliacdo funcional, investigamos a expressao proteica das
principais MAPKs (ERK1/2, p38a MAPK, JNK) e do fator de transcri¢do c-Jun, nos nervos
isquidticos de camundongos nude e em amostras frescas de nervos de pacientes com
neuropatia periférica associada ou ndo a hanseniase. Apesar das alteracdes nas MAPKs
ocorrerem em varias doencas humanas, os fatores que regulam a expressao dessas
proteinas foram pouco explorados no contexto da hanseniase. Entre as diversas vias
de sinalizagao celular, ERK1/2 desempenha um papel de extrema importancia em uma
variedade de processos bioldgicos (Pearson et al.,, 2001; revisado por Cargnello, Roux,
2011). Sabe-se que a ativacdo dessa cascata em resposta a estimulos extracelulares
requer fosforilacdo mediada pela via canonica, Ras/Raf/MEK (McKay, Morrison, 2007;

Jain et al., 2018).

Em nosso estudo, utilizamos inicialmente o ensaio ELISA InstantOne™ para
comparar a expressao de ERK1/2, p38a MAPK, JNK frente a infec¢do por M. leprae.
Nossas observagdes indicaram que em 3 dias pds-infeccao (dpi), os camundongos
infectados com M. leprae (ML) apresentaram niveis significativamente elevados de
ERK1/2 em comparacao com os grupos CSH, ML/CSH, e com o controle tratado com
NaCl. Ao estender a analise para 28 dpi, o grupo ML/CSH mostrou niveis mais altos de
ERK1/2 em comparacdo com ML e NaCl. Esses resultados foram parcialmente
corroborados pela técnica de imunofluorescéncia para deteccado in situ de ERK1/2. Em

3 dpi, observamos maior expressao de ERK1/2 no grupo ML/CSH em comparacéo ao
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controle NaCl. No entanto, em 28 dpi e 90 dpi, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Esse perfil de ativagdo precoce de
ERK1/2, em espécimes infectados por M. leprae e/ou com lesédo por esmagamento,
também foi observado em estudos in vitro e in vivo (Tapinos et al., 2006; Rambukkana

et al., 2010; Cervellini et al., 2018).

Tapinos e Rambukkana (2005) afirmam que M. leprae ativa uma rota de
sinalizacdo ndo candnica da via ERK1/2 para promover sua sobrevivéncia e
disseminacdo (Tapinos, Rambukkana, 2005). Os autores demonstraram esse
mecanismo alternativo de ativacdo de ERK1/2 em células de Schwann (SCs) primarias
humanas, apo6s 30 dias de infeccdo. Nossos dados in vivo, demonstraram a ativagdo de
ERK1/2 apenas no periodo experimental subagudo (3 dpi) de infeccao intraneural por
M. leprae. Adicionalmente, observamos em espécimes humanos com outras formas de
neuropatia periférica (oPN) que os niveis de ERK1/2 foram elevados em comparagao
com as amostras de neuropatia hansénica (LepN). A despeito de nossos achados em
experimentacao animal ndao corroborarem Tapinos e Rambukkana (2005), nao
descartamos a possibilidade de M. leprae continuar impactando funcionalmente os
nervos periféricos por meio da ativacdo das demais MAPKs classicas, visto que
observamos diferencas significativas no indice funcional dos animais infectados em 14

dpi.

O papel das demais MAPKs também foi explorado em modelos animais de
neuropatia periférica (Notterpek, Tolwani, 1999; Hoke, 2012). Em um estudo realizado
por Li et al. (2015), a ativacao de ERK1/2 e p38 MAPK foi investigada em ganglios de
raiz dorsal e medula espinhal em um modelo murino de neuropatia periférica induzida
por quimioterapia (NPIQ). Os achados de Li et al. (2015) revelaram aumento na
expressao das vias ERK1/2 e p38 MAPK e corroboram com pesquisas anteriores

(Boyette-Davis et al., 2015; Janes et al., 2014; Zhang, Dougherty, 2014; Li et al., 2015).
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A regulacdo positiva de p38a MAPK em nervos periféricos infectados por M.
leprae ainda é muito pouco explorada e nossos resultados, indicaram elevacao
estatisticamente significante de p38a MAPK no grupo ML em relagdo ao NaCl, em 28
dpi, corroborando parcialmente os achados de Souza et al. (2022). Os autores em
questao investigaram o perfil de expressao génica associado ao dano neural nos
estagios iniciais de infecdo por M. leprae, verificando elevagdo de p38a MAPK em
fragmentos de nervos humanos de individuos com hanseniase neural primaria, e em

SCs humanas infectadas (de Souza et al., 2022).

Em nosso estudo, apesar do ensaio ELISA InstantOne™ ter indicado que p38a
MAPK se elevou no grupo ML em relacao a NaCl, esse mesmo marcador quando
avaliado no grupo CSH, foi superior a todos os demais (ML, ML/CSH e SHAM). A
deteccao de p38a MAPK por imunofluorescéncia no periodo 3 dpi, foi somente maior
no grupo ML/CSH comparado a NaCl. Esses achados sugerem que uma lesdo
traumatica pode desencadear uma ativacao mais pronunciada dessa via de sinalizacao
quando comparada a infeccdo por M. leprae. Tal fendmeno poderia ser atribuido a

natureza cronica da infeccao?

O papel de p38 MAPK no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica
apos lesdo nos nervos periféricos recebeu destaque em alguns estudos nas ultimas
décadas (Hains, Waxman, 2006; Wen et al., 2007; Chen et al, 2016; Hausott,
Klimaschewski, 2019). Huang et al. (2022), verificaram ativacao persistente de p38
MAPK na medula espinhal, utilizando um modelo de esmagamento do nervo
isquiatico. Os autores argumentam que nao esta totalmente esclarecido em que tipo
de célula p38 MAPK ¢é ativado para desencadear eventos relacionados a dor cronica
(Huang et al., 2022). A dor neuropatica pode estar presente em doencas infecciosas e
inflamatdrias dos nervos periféricos (Woolf, Mannion, 1999; Dworkin et al., 2003; Ji,
Strichartz, 2004; Raicher et al, 2018). Considerando que na hanseniase a dor

neuropatica apresenta alta prevaléncia e pode manifestar-se até mesmo apos a cura
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bacterioldgica, seria interessante determinar qual o envolvimento de p38 MAPK no

cenario da dor na neuropatia hansénica.

JNK é a terceira via MAPK investigada no presente estudo. Sua importancia tem
sido explorada em estudos sobre desenvolvimento e dano neural (Parkinson et al.,
2008; Lee et al., 2014; Nocera, Jacob, 2020). Nossos resultados de ELISA InstantOne™
ndo indicaram diferencas estatisticamente significantes em 3 dpi, porém, em 28 dpi
observamos que o grupo CSH apresentou maior ativacao de JNK, em comparacdo com
ML/CSH, sugerindo que uma lesao por trauma parece prolongar a ativagao dessa via,
se comparada a lesGes geradas pela inoculacdo por M. leprae. Na andlise por
imunofluorescéncia em 3 dpi, o grupo CSH demonstrou maior ativacdo de JNK do que
o controle SHAM. Do mesmo modo, ML/CSH exibiu valores superiores a NaCl e SHAM.
Em 90 dpi o grupo ML demonstrou elevacdo estatisticamente significante de JNK em
relacao a NaCl, sugerindo que M. leprae promova a ativacao sustentada de JNK em

periodos experimentais subcronicos.

O fator de transcricao c-Jun é ativado precocemente apds uma lesao neural
(Hutton et al., 2011; Fontana et al., 2012; Arthur-Farraj et al., 2012; Gomez-Sanchez et
al., 2015; Wilcox et al., 2020, 2021). Na infeccao por M. leprae, seu papel permanece
incerto. Nossa avaliacdo de c-Jun por imunofluorescéncia revelou diferencas
significativas em 3 dpi, no grupo ML e ML/CSH em comparagao aos seus respectivos
controles (NaCl e SHAM). A elevacao de c-Jun também foi verificada no grupo CSH em
relacdo a SHAM nesse periodo inicial. Em 28 dpi, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, porém, em 90 dpi observamos
diferencas na expresséao de c-Jun entre ML e NaCl, espelhando os valores encontrados
para JNK. O fator de transcricao c-Jun é crucial na inducdo e manutencao do fenétipo
reparador das SCs apds uma lesao neural (Parkinson et al., 2004, 2008; Arthur-Farraj et
al, 2012, 2017) e nossos resultados de c-Jun no grupo CSH acompanham as

constatacdes de Norrmén et al. (2018), que também utilizaram esse modelo
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experimental para investigar fatores moleculares envolvidos na regeneracao dos
nervos periféricos (Norrmén et al.,, 2018). Os resultados obtidos neste estudo sugerem
um papel importante das vias de sinalizacdo ERK1/2, p38a MAPK, JNK, e do fator de
transcricdo c-Jun, na hanseniase e demais neuropatias periféricas. A regulacao
diferencial dessas vias de sinalizagdo pode, ainda, estar relacionada a sobrevivéncia e

progressdo da infec¢do por M. leprae no sistema nervoso periférico.

Vale mencionar eventuais limitacbes em nosso estudo. A casuistica de
neuropatia periférica associada a hanseniase foi relativamente pequena, o que pode
limitar a generalizagdo dos resultados. O estudo investigou somente e expressao das
MAPKs em nervos periféricos, mas outros tecidos e células envolvidos na resposta
inflamatdria também podem desempenhar um papel importante na patogénese da
hanseniase. Sera importante também estendermos nosso olhar para o papel de
ERK1/2, p38a MAPK, JNK durante as rea¢des hansénicas, que agravam o quadro de

dano neural no contexto dessa doenca.

Neste estudo, determinamos a participagao de ERK1/2, p38a MAPK, JNK e c-Jun
na infeccdo por M. leprae, buscando contribuir para a melhor compreensdao de
mecanismos celulares e moleculares relacionados a progressao do dano neural na

hanseniase.
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CONCLUSAO

O presente estudo forneceu informacdes relevantes sobre o perfil
sociodemografico e clinico de individuos com neuropatia associada a hanseniase, em
comparagao a outras formas de neuropatia periférica. Nossos resultados indicaram
também uma regulagdo diferencial das vias de sinalizacao intracelular, ERK1/2, p38a
MAPK, JNK e do fator de transcricdio c-Jun, em modelo murino de trauma por
esmagamento e infeccdo por M. leprae. Esses achados contribuem para nossa
compreensdao dos mecanismos envolvidos na patogénese da neuropatia hansénica e

podem orientar pesquisas futuras e intervencdes terapéuticas nessa area.
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ANEXO |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estando ciente de que serei submetido a uma cirurgia (ou uma biopsia) para auxiliar no
tratamento de minha lesdo, permito que sejam coletados fragmentos excedentes dessa
cirurgia (ou biopsia) e que esses fragmentos sejam utilizados na pesquisa com titulo
“Verificacgdo do Papel de Mycobacterium leprae na Ativacdo de MAPKs em Nervos
Periféricos Humanos e Murinos”. Fui informado que essa pesquisa tem o objetivo de
beneficiar futuramente os pacientes que sofrem de doencas dos nervos periféericos, e que
uma dessas doencas € a hanseniase. Estou ciente de que os desconfortos que porventura
ocorram apds a cirurgia ndo se relacionam & coleta do material para a pesquisa. Fui
informado que minha identidade serd mantida em sigilo e que posso mudar de idéia e sair
da pesquisa, pois o tratamento seré feito da mesma maneira sem qualquer prejuizo. Fui
infarmado que, se assim desejado, tanto eu quanto o médico responsavel pela cirurgia em
mim realizada poderemos ter acesso a todos os procedimentos a serem realizados e aos

resultados da pesquisa.

Fui informado que parte das celulas (células de Schwann) que foram extraidas dos
fragmentos excedentes da minha cirurgia poderdo ser armazenadas e utilizadas em outros
projetos gue visam compreender a interagdo do Mycobacterium leprae com as células de
Schwann. Neste sentido,

( ) autorizo que as celulas sejam armazenadas apos a conclusdo deste projeto de pesquisa
para uso futuro e em caso de uso em novo projeto de pesquisa DESEIO SER CONSULTADO
A FIM DE CONCEDER NOVA AUTORIZACAO.

( ) autorizo que as celulas sejam armazenadas apos a conclusdo deste projeto de pesquisa
para uso futuro E MANIFESTO MEU CONSENTIMENTO PARA USO EM NOVO(S)
PROJETO(S) DE PESQUISA SEM A NECESSIDADE DE NOVO CONSENTIMENTO.

( ) ndo autorizo o armazenamento das células apds a conclusdo deste projeto de pesquisa

para uso futuro.
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Eu, . portador (a)

da cédula de identidade (RG) , apos leitura minuciosa do

paragrafo acima e ciente dos procedimentos aos quais serei submetido (a), firmo
meu consentimento livre e esclarecido, concordande em participar da pesquisa

proposta.

de de

Por estarem de acordo assinam o presente termo,

Sujeito da pesquisa ou Profissional responsavel pela coleta do

representante legal material ou responsavel pela pesquisa
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ANEXO Il

Parecer Consubstanciado - CEP

INSTITUTO LAURO DE SOUZA £~ Plataforma
LIMA %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: VERIFICACAO DO PAPEL DE MYCOBACTERIUM LEPRAE NA ATIVACAO DE
MAPKS EM CELULAS DE SCHWANN HUMANAS

Pesquisador: MARIANE BERTOLUCCI CASALENOWVO

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 86456518.0.0000.5475

Instituicdo Proponente: Instituto Lauro de Souza Lima

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 2.968 270

Apresentacédo do Projeto:

O projeto esta muito bem escrito e apresenta excelente fundamentacdo teorica. Os resultados a serem
obtidos auxiliardo no entendimento das alteragfes nas vias intracelulares responsaveis pela manutengio e
reparo de nervos periféricos e podem contribuir manejo de danos neurais na hanseniase.

Objetive da Pesquisa:
Investigar vias de sinalizac3o e componentes moleculares envolvidos na ativacdo do processo de
reprogramacdo celular adaptativa em cultura de células de Schwann humanas infectadas por M. leprae.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

M&o ha nscos, uma vez que os pesquisadores pretendem usar matenal oriundo de amputacdes e cirurgias
reconstrutivas.

M3o ha beneficios diretos para os participantes da pesquisa mas o estudo deve gerar novos conhecimentos
sobre as alteracdes nas vias intracelulares responsaveis pela manutencio e reparo de nervos periféricos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta muite bem escrito e apresenta excelente fundamentac¢3o tedrica. Os resultados a serem
obtides auxiliardo no entendimento das alteracdes nas vias intracelulares responsaveis pela
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Contnuagdo do Parecer: 2. 858.270

manutencdo e reparo de nervos periféricos e podem contribuir manejo de danos neurais na hanseniase.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O TCLE foi adequado de acordo com as consideractes do CEP e agora cotnempla as recomendacdes da
CONEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto esta em consondncia com preceitos éticos ditados pela CONEP. A alteracdo apresentada no

momento diz respeito apenas a equipe de pesquisa.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Argquivo Postagem Autor Situacido
Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_122076( 14/09/2018 Aceito
do Projato 4 El.pdf 10:25:44
TCLE/ Termos de | TCLE_2018.pdf 11/06/2018 | MARIANE Aceito
Assentimento / 13:25:16 |BERTOLUCCI
Justificativa de CASALENOVO
Auséncia
Declaracio de Termo_de_Compromisso_Equipe_Exec | 20/03/2018 |MARIANE Aceito
Pesquisadores utora_pdf 18:49:04 |BERTOLUCCI

CASALENOVO
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 20/03/2018 |MARIANE Aceito
Brochura 18:43:09 |BERTOLUCCI
Investigador CASALENOVO
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 20/03/2018 |MARIANE Aceito
18:37:24 |BERTOLUCCI
CASALENOVO

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao

Enderego: Rod Comte Jodo Ribeiro de Barros Km 225/226

Bairre: Caixa Postal 3021 CEP: 17.034-971
UF: SF Municipio: BAURL
Telefone: (14)3103-5855 Fax: (14)3103-5263 E-mail: etica@ilsl.br
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Continuagao do Parecer: 2 868 270

BAURU, 18 de Outubro de 2018

Assinado por:

Ida Maria Foschiani Dias Baptista
(Coordenador{a))

Enderago: Rod Comte Jodo Ribeiro de Barros Km 225/228

Bairro: Caixa Fostal 3021 CEP: 17.034-971
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3103-5855 Fax: (14)2103-5082 E-mail: etica@ilsl.br
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ANEXO Il

Certificado Comissio de Etica no Uso de Animais - ILSL

Governo do Estado de Sio Paulo
Secretaria da Saﬂge
INSTITUTO LAURO DE SOUZA LIMA / DIVISADO DE PESQUISA E ENSINO

OFICIO

Numero de Referéncia: 001/22
Assunto: CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Verificagdo do Papel de Mycobacterium leprae na
Ativacio de MAPKs em Nervos Periféricos Humanos e Murinos ", registrada com o n® 001/22, sob
a responsabilidade de Mariane Bertolucci Casalenovo que envolve a producio, manutencio ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8
de outubro de 2008. do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/ILSL) DO(A)Instituto Lauro de Souza
Lima, em reunido de 16/05/2022.

Bauru, 09 de junho de 2022,

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia de autorizacio Dezembro 2022

Espécie/ linhagem/raca Camundongos atimicos

N" de animais 48

Peso/Idade 30g

Sexo Machos e fémeas
o
S

Origem Biotério ILSL !
=
o
S
oW
w
w

PATRICIA SAMMARCO ROSA

| Classi# dosumentar |  0D08.01.10.002 |
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