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RESUMO

A infeccdo pelo Mycobacterium leprae (ML) estimula um processo de desdiferenciacéo
e proliferagdo das células de Schwann (SCs) que pode contribuir para a disseminacgao do
bacilo. Os macrofagos (MOs) sdo células efetoras da resposta imune que promovem a
eliminacdo de patdgenos, entretanto, na hanseniase sdo colonizados pelo ML. Sabe-se
que os MOs podem apresentar uma polarizagédo funcional na qual os MOs M1 apresentam
caracteristicas pré-inflamatorias e microbicidas enquanto os MOs M2 atuam na reparagao
tecidual e possuem perfil anti-inflamatorio. SCs infectadas pelo ML produzem
mediadores capazes de interferir com a funcdo dos MOs aumentando sua sobrevida e
promovendo sua migragdo. Embora diferentes programas funcionais tenham sido
observados em MOs de pacientes com formas polares da hanseniase a influéncia de SCs
nesse processo ndo € sabida. Neste estudo avaliamos se SCs infectadas pelo ML podem
interferir na polarizacdo de MOs murinos derivados de medula éssea. Para tanto, culturas
primarias de SCs murinas foram infectadas experimentalmente com bacilos viaveis e
cocultivadas com MOs. Nossos resultados indicam que a producéo de 6xido nitrico foi
baixa nas culturas de MOs ap0s a infeccdo com o bacilo, mas mostrou-se aumentada nas
coculturas de MOs e SCs infectadas pelo ML. A infeccdo com ML ndo induziu producéo
significante das citocinas IL-6, IL-10 e TNF em culturas de MOs e SCs, entretanto, a
interacdo entre MOs e SCs infectadas com o bacilo resultou em aumento na producéo de
citocinas, especialmente IL-10, o que levou a uma diminuicdo na razdo TNF/IL-10.
Aliado a isso, verificamos diminuicdo na expressdo de marcadores M1 (CD86 e iNOS) e
aumento na expressdo do marcador CD206 caracteristico de MOs com perfil M2. Em
conclusdo, a infec¢cdo de SCs pelo ML é capaz de interferir com a polarizagdo funcional
de MOs levando a diferenciacdo de um perfil M2-like por induzir a ocorréncia de um

ambiente anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, Células de Schwann, macréfagos, polarizacao de
MOs



ABSTRACT

Mycobacterium leprae (ML) infection stimulates dedifferentiation and proliferation of
Schwann cells (SCs) that may contribute to the spread of the bacillus. Macrophages
(MOs) are effector cells of the immune response that promote the elimination of
pathogens, however, in leprosy they are colonized by ML. It is known that MOs can
present a functional polarization in which M1 MOs show pro-inflammatory and
microbicidal activities while M2 MOs act in tissue repair presenting an anti-inflammatory
profile. SCs infected by ML produce mediators able to interfere with MOs function,
increasing their survival and promoting their migration. Although different functional
programs have been observed in MOs from patients with polar forms of leprosy, the
influence of SCs in this process is not known. In this study we evaluated whether SCs
infected with ML could interfere in the polarization of murine MOs derived from bone
marrow. For this purpose, primary cultures of murine SCs were experimentally infected
with viable bacilli and co-cultivated with MOs. Our results indicate that nitric oxide
production was low in cultures of MOs after infection with the bacillus, but it was
increased in the co-cultures of MOs and ML-infected SCs. The infection with ML did not
induce significant production of IL-10, TNF and IL-6 in cultures of MOs and SCs,
however, the interaction between MOs and ML infected-SCs resulted in increased
production of cytokines, mainly IL-10, inducing a decrease in the TNF/IL-10 ratio. In
addition, we observed a decrease in the expression of M1 markers (CD86 and iNOS) and
an increase in the expression of the CD206, a marker of M2 MOs. In conclusion, ML
infection of SCs is able to interfere with polarization of MOs resulting in a M2-like profile

by inducing the occurrence of an anti-inflammatory environment.

Key words: Mycobacterium leprae, Schwann Cells, macrophages, macrophage

polarization
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Hanseniase: perspectiva historica e atual

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae
(ML), parasita intracelular obrigatorio, que possui predilecdo pela pele e nervos
periféricos. Se manifesta principalmente por lesbes cutdneas causando diminuicdo de
sensibilidade térmica e tatil, podendo levar a atrofia e paralisia musculares que, se ndo
diagnosticadas e tratadas adequadamente, podem evoluir para incapacidades fisicas
permanentes, perpetuando impactos negativos na vida cotidiana de seus portadores (1).
A doenca é conhecida desde os tempos biblicos, onde era vinculada a castigos e punicbes
divinas, acarretando aos seus portadores exclusao social e estigma, o qual é encontrado
até os tempos atuais (2,3). Devido a falta de conhecimento sobre a fisiopatologia da
doenca, a hanseniase era confundida com outras dermatoses, por apresentar similaridades
entre os sinais clinicos (4). Por existirem registros que descrevem as caracteristicas
clinicas da hanseniase como numerosas lesdes de pele e dorméncia, acredita-se que esta
seja originaria da Asia (5), sendo que outros autores também citam a Africa como berco
da doenca (6). Conhecida aproximadamente ha quatro mil anos antes de Cristo (aC),
também ha relatos da doenca na india, China, Jap&o (2), e com base em papiros da época
de Ramsés 11, a doenca foi descrita no Egito (7).

Os primeiros casos da doenca no Brasil foram reportados na cidade do Rio de
Janeiro, por volta de 1600 da era cristd (2). Na década de 1930, como o contagio e o
tratamento da hanseniase eram desconhecidos, a tentativa de contencdo da doenga era
feita por meio do isolamento dos individuos doentes, dando origem aos leprosarios,
também conhecidos como asilos-col6nia que, com o tempo, mostraram-se ineficientes
quanto ao seu proposito e, por volta da década de 1950, deixaram de ser uma medida
recomendada (8).

Identificado em 1873, por Gerhard Hansen (9), o ML é uma micobacteria
patogénica de baixa viruléncia, a qual se apresenta na forma de bacilo reto ou levemente
curvado, medindo 1-8 pm de comprimento por 0,3 um de diametro (10). Pertence a ordem
Actinomycetalis e familia Mycobacteriaceae e apresenta comportamento fortemente
alcool-acido resistente quando submetido a coloragcdo de Ziehl-Neelsen, devido a alta
concentracdo de lipideos, especialmente acidos micdlicos em sua parede celular. Este

bacilo apresenta replicagdo lenta, em torno de 13 dias, e pode se manter vidvel por até 24
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horas em secrecOes fora do organismo humano. Se desenvolve idealmente em
temperaturas inferiores a 37°C e por ser um parasita intracelular obrigatorio, tem como
principal alvo de infeccdo macrofagos (MOs) dermais e células de Schwann (SCs) (11).
Embora o ML néo seja cultivavel in vitro, Shepard (1960) padronizou uma metodologia
para obtengdo de bacilos vidveis a partir da inoculacdo do bacilo em coxim plantar de
camundongo. Esse protocolo conhecido como Técnica de Shepard possibilitou a obtencéo
de amostras bacilares em quantidade para estudo das propriedades metabdlicas,

antigénicas e de patogenicidade (11).

A transmissdo exata da hanseniase é desconhecida. Acredita-se que o bacilo seja
disseminado pelas vias respiratorias, através da secrecao nasal de doentes multibacilares
(MB) sem tratamento, para individuos susceptiveis que convivem com esses doentes (12).
Existem ainda estudos que consideram a possibilidade de fontes de transmissdo nao
humanas (13), como a transmissao zoonética por tatus (Dasypus novemcinctus.) (14) e
esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris) (15) infectados pelo ML, cujo significado

epidemiolégico permanece obscuro.

Quando a doencga ndo é tratada ou se ha atraso no diagndstico, pode ocorrer
comprometimento dos nervos periféricos resultando em deformidades fisicas e
incapacidades permanentes (15). Com a finalidade de interromper a cadeia de transmissao
e evitar a ocorréncia de tais deformidades, responsaveis pelo estigma e elevada
morbidade, as principais estratégias para combate da hanseniase na atualidade sdo o
diagndstico precoce e interven¢des imediatas (16,17).

A fim de eliminar a hanseniase como um problema de saude publica, desde 1980,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) instituiu o uso da poliquimioterapia (PQT), uma
medida efetiva para controle da doenca, que consiste na combinacdo de rifampicina,
clofazemina e dapsona (18). A rifampicina tem efeito bactericida impedindo a sintese de
RNA, enquanto a dapsona atua como droga bacteriostatica por inibir a sintese de DNA e
proteinas (19). A clofazimina possui acdo bacteriostatica e anti-inflamatéria, embora seu
mecanismo exato de atuacao seja ainda desconhecido. Os medicamentos sdo distribuidos
pelo Ministério da Saude e fornecidos em cartelas individuais, que contém a dose mensal
supervisionada e as doses diarias autoadministradas (20). Embora o numero de pacientes
tenha decaido nas Ultimas décadas, principalmente pela adogdo do tratamento
poliquimioterapico, a detec¢do de novos casos permanece elevada (21). O Brasil ocupa o
segundo lugar em nimeros de casos da doenca, ficando atras apenas da india. Em 2017,
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foram registrados mais de 210.000 mil casos no mundo, dos quais 26.875 ocorreram no
Brasil, caracterizando a doenga como um importante problema de sade publica nacional
(17).

1.2 Manifestagdes clinicas da hanseniase

Apos contato com o ML, a resposta imune aliada ao background genético do
hospedeiro sdo determinantes para a cura ou evolucéo da infeccdo para uma das formas
clinicas sintomaticas (22), que podem ser localizadas ou disseminadas (23). Levando em
consideracdo critérios clinicos, baciloscopicos e imunologicos, Ridley e Jopling (1966),
propuseram uma classificacdo para as multiplas manifestacdes da hanseniase. A doenca
foi dividida em 5 grupos, constituidos por duas formas polares, tuberculdide-tuberculoide
(TT) ou tuberculoid-tuberculoid e virchowiana virchowiana (VV) ou lepromatous
lepromatous (LL), e trés formas instaveis da doenca, dimorfa-tuberculdide (DT) ou
borderline-tuberculoid (BT), hanseniase dimorfa-dimorfa (DD) ou borderline-borderline

(BB) e dimorfa-virchowiana (DV) ou borderline-lepromatous (BL) (24) .

A fase inicial é considerada como indeterminada e caracterizada por maculas
hipocrémicas ou eritémato-hipocrémicas com disturbios de sensibilidade, podendo
ocorrer queda de pelos no local. As lesdes sdo pequenas, apresentando de 1 a 2 cm, e se
localizam predominantemente na face, troncos e nadegas. Nesta fase da doenca, ndo ha
comprometimento de troncos e nervos. O indice balicoscopico (IB) é negativo e a reacao
de Mitsuda (teste intradérmico que avalia a resposta granulomatosa do hospedeiro frente
ao ML), pode ser positiva ou negativa. Dependendo das caracteristicas imunolégicas do
paciente, as lesdes podem desaparecer espontaneamente ou evoluir para outras formas da
doenca (25).

Na hanseniase TT, a resisténcia dos individuos resulta em poucas lesbes
dermatoldgicas, localizadas e bem delimitadas, ndo ultrapassando 10 cm de diametro. A
lesGes apresentam coloracdo castanha, com alteracdes sensitivas, anidrose e perda de
pelos. Histologicamente, a reacdo imune dos pacientes tuberculdides apresenta-se sob a
forma de granulomas de células epiteliodes contornadas por linfocitos. O indice

baciloscdpico (IB) € sempre negativo e a reacdo de Mitsuda fortemente positiva (25,26).

Na forma VV, as infiltracdes se tornam muito mais acentuadas podendo formar

papulas, nddulos, tubérculos e placas que sdo chamadas de hansenomas. O acometimento
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dos nervos € intenso e a histopatologia das lesdes revela a presenga de MOs dermais que
contém em seu meio intracelular grande quantidade de bacilos e micro col6nias chamadas
globias (27). Devido ao baixo grau de imunidade celular do paciente frente a
micobactéria, a reacdo de Mitsuda é negativa e o IB altamente positivo nesses pacientes
(25).

A hanseniase dimorfa, foi subdividida para classificar aqueles casos semelhantes
ao polo tuberculdide, mas ndo tuberculdides, intermediarios, e aqueles com caracteristicas
parecidas com os pacientes virchowianos, mas que se diferenciavam destes por critérios
histopatoldgicos e imunologicos. Nos casos DD, as lesdes apresentam contornos
irregulares, placas cheias, com tonalidades ferruginosas, bem delimitadas, com a periferia
bem infiltrada. O IB nesse grupo é sempre positivo e a reacdo de Mitsuda pode ser
negativa ou fracamente positiva. Os pacientes com a forma DT se aproximam dos TT,
porém, neles as lesdes sdo maiores, em maior nimero, podendo haver abscessos de nervo
(24). Os bacilos podem ser detectados em pequeno ndmero e a reacdo de Mitsuda é
positiva, mas menos intensa do que nos tuberculdides. Os DV se assemelham aos
virchowianos, com grande quantidade de lesdes com tendéncia a simetria e tonalidade

mais castanha, com IB intensamente positivo e a rea¢do de Mitsuda negativa (24).

Devido a necessidade de expansdo da campanha de eliminacdo da hanseniase, foi
proposta uma classificacdo simplificada e operacional baseada na contagem do nimero
de lesbes da pele, permitindo agrupar os pacientes em dois grupos: paucibacilares (PB):
pacientes com baciloscopia negativa, até 5 lesfes cutaneas e sem acometimento de nervos
periféricos e, multibacilares (MB), pacientes com IB positivo, mais de 5 lesGes ou
acometimento de pelo menos um tronco nervoso (25). Os nervos mais frequentemente

comprometidos na hanseniase MB sdo ulnar, mediano, fibular e tibial posterior (26).

1.3 Resposta imune na hanseniase

A grande maioria dos individuos sdo naturalmente resistentes a hanseniase, por
apresentarem imunidade inata efetiva contra 0 ML. Porém, em uma pequena parte da
populacédo, considerada suscetivel, a infeccdo pode evoluir para uma das formas clinicas
sintomaticas (28).

Por apresentar mecanismos ativos de manipulacdo do sistema imune e por sua

caracteristica intracelular, o ML consegue se proteger de diversos artificios
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antimicrobianos do sistema imune como anticorpos e sistema complemento (27). A
atuacdo do sistema imunologico tem sido dividida em resposta imune inata e resposta
imune adaptativa que engloba as respostas celular e humoral. A resposta imune humoral,
baseada na producéo de anticorpos, é pouco eficiente na eliminacéo do bacilo, enquanto

a resposta imune celular é capaz de controlar a proliferagdo do ML (29).

A imunidade inata atua imediatamente ap0s o contato com o patdgeno, impedindo
que o microrganismo se dissemine. Essa primeira linha de defesa é composta por barreiras
fisicas e quimicas, bem como células que possuem receptores de reconhecimento padréo
(PRRs) que reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs). Dentre
0s PRRs estdo os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo NOD (NLRs) e
receptores do tipo lectina C como o DC-SIGN e Dectina 1 (30). O TLR-2 é ativado por
lipoproteinas do ML e a capacidade de iniciar a resposta protetora esta diretamente
relacionada com a secrec¢do da interleucina 12 (IL-12) e a diferenciacdo de MOs e células
dendriticas (DCs). Através do DC-SIGN, as DCs e os MOs podem reconhecer e
internalizar o ML (31).

Por serem as principais células apresentadoras de antigenos, as DCs constituem
um elo entre a imunidade inata e a adaptativa. Apés a fagocitose dos antigenos, as DCs
migram para os linfonodos e apresentam os antigenos ligados ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Durante a migracdo sofrem processo de maturacao e nos
linfonodos ativam linfocitos TCD4+, desencadeando a resposta imune especifica, onde
os linfocitos ativados produzem citocinas, que levam & expansdo de clones antigeno-
especificos e promovem a diferenciacdo de linfécitos T efetores e de memdria. Linfocitos
TCD4" conhecidos como T helper (Th), antigeno-especificos, coordenam a resposta
imune, ativando células efetoras como MOs e linfocitos T citotdxicos, o que resulta em
respostas imunes celulares, bem como linfécitos B que produzem anticorpos e originam
respostas imunes humorais (32). De acordo com a expressdo de moléculas co-
estimulatorias e producdo de citocinas pelas DCs diferentes perfis de resposta imune
podem ser ativados (33).

A citocina IL-12 produzida por DCs desencadeia a diferenciacdo de resposta imune
do tipo Th1, com subsequente producéo de IL-2 e IFN-y, resultando na ativacdo de MOs.
A auséncia de IL-12, ou presenca de IL-4, propicia o desenvolvimento de linfocitos do
tipo Th2, que levam a producdo de IL-10, estimulando a producdo de anticorpos e
inibindo a fung@o macrofagica. Tanto a resposta Th1 como a resposta Th2 sdo importantes
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na defesa do hospedeiro contra as infecgdes. A resposta Th1l esta relacionada com a defesa
contra protozodrios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais

efetiva contra os helmintos e bactérias extracelulares (34).

A resposta imune celular do tipo Thl é a eficaz na eliminacdo do bacilo da
hanseniase (31). Em pacientes TT, a resposta imune celular com padréo de citocinas Thl
é intensa; o ML é fagocitado por MOs que ap0s 0 processamento antigénico apresentam
peptideos do bacilo aos linfocitos, e estes por sua vez ativam mecanismos microbicidas
dos MOs (25,35,36). Devido a eficacia da imunidade celular e a producdo de citocinas
como IL-2, fator de necrose tumoral (TNF, anteriormente conhecido como TNF-alfa (37))
e interferon-gama (IFN-vy) a proliferacdo bacilar é controlada, podendo haver inclusive a
eliminacdo do total do bacilo (38,39).

Na hanseniase VV as lesbes traduzem-se por um infiltrado histiocitario rico em
bacilos e pequena quantidade de linfdcitos, ocorrendo predominio de citocinas do perfil
Th2, incluindo IL-4, IL-5 e IL-10. Devido a auséncia de uma resposta imune celular
eficiente contra o ML, ocorre multiplicacéo e disseminacao dos bacilos, pois, 0s MOs nédo
conseguem processa-los de maneira eficiente (25,26). Assim, o ML se propaga para 0s
ramos nervosos, endotélio vascular, parede muscular de vasos sanguineos e células

epiteliais.

Em pacientes com a forma DT o perfil de citocinas é predominantemente do tipo
Th1 (40,41). A expressdo da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel
pela producdo das espécies reativas de nitrogénio, e a producéo de IFN-y sdo maiores em
comparacdo com os pacientes DV (41), nos quais o perfil de citocinas, assim como

observado nos pacientes VV, tende ao padrdo Th2 (40,41).

No decorrer da hanseniase, antes, durante ou ap6s o tratamento, 0s pacientes podem
apresentar reacfes imunologicas exacerbadas, denominadas reacdes hansénicas, que
estdo diretamente ligadas a resposta imune do individuo (27,42,43). Tais estados
reacionais sao classificados como, Reacdo Tipo 1, também conhecida como Reacao
Reversa (RR) e Reagédo do Tipo 2, também denominada de Eritema Nodoso Hansénico
(ENH) (25). Na RR, mais frequentemente observada em pacientes TT, BT e BB, existe
um aumento abrupto da resposta imune celular com o reaparecimento de lesdes antigas e
surgimento de novas lesdes e hipersensibilidade aos antigenos do ML. Ocorre uma

elevagédo na resposta linfocitaria frente aos antigenos bacilares, bem como um aumento
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de linfécitos TCD4+ nas lesBes, em quantidade absoluta e relativa. Observa-se também
uma elevagdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-2, 1L-12, IFN-y e TNF e reducéo
nas citocinas do perfil Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10 (31).

Em pacientes com as formas DV e VV que apresentam fraca imunidade celular,
presenca de grande quantidade de anticorpos e elevada carga bacilar, ocorre com maior
frequéncia o ENH, caracterizado pela deposi¢cdo de imunocomplexos e ativagdo do
sistema complemento que resulta em reacdo inflamatoria sistémica, com presenca de
papulas ou nodulos eritematosos, febre, dores nas articulacdes, edema das méos, pés e
face, proteinuria, podendo ocorrer vasculite com edema intersticial e comprometimento
de outros drgdos como por exemplo, figado, baco, testiculos, olhos entre outros. Essa
reagdo acomete cerca de 50% dos individuos VV e 5-10% dos pacientes DV. Observa-se
ainda uma elevacao das citocinas IFN-y, TNF e IL-12, assim como maior expressao de
IL-6 nas lesGes (31,44).

Apesar da dicotomia Th1/Th2 estar bem descrita na hanseniase (45), este paradigma
bipolar tem sido reformulado em funcdo do reconhecimento de novos subtipos de

linfocitos T, entre eles os linfocitos Th17, Th22, Th9 e T regulatérios (Treg).

As DCs podem favorecer a diferenciacdo dos linfocitos Th17 produzindo citocinas
como fator de transformagdo do crescimento Bl (TGF-B1), IL-6, IL-1B (46). Esta
subpopulacdo que possui atividade pro-inflamatoria tem como fator de transcrigao RORyt
(47,48) e exerce papel protetor contra 0 ML uma vez que a principal citocina secretada
por estas células é a IL-17A, potente indutora da inflamacdo em MOs e células
endoteliais, induzindo a infiltracdo celular e producdo de outras citocinas como IL-6 e IL-
8. Essa citocina é mais expressa em culturas de PBMCs estimuladas com antigenos do
ML e em amostras de pele de pessoas saudaveis contactantes de pacientes hansenianos e
pacientes com a forma TT da doenca em comparag¢do com pacientes virchowianos (49).
A menor expressdo de IL-17 em amostras derivadas de pacientes MB foi confirmada por
Almeida-Neto et al. (2015) (50) e Santos et al. (2017)(51); por outro lado durante o
episédio de ENH os pacientes MB apresentam niveis elevados desta citocina (52),
corroborando um possivel papel da IL-17 na resposta contra 0 ML. Apesar do possivel

papel protetor, a IL-17 tem sido associada com o dano neural na hanseniase (53).

Por outro lado, quando DCs séo tratadas com vitamina D, a producdo de TNF, IL-
6 e IL-23 aumenta, contribuindo para a polarizagdo de linfocitos com perfil Th22 (54).
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Linfocitos Th22 secretam citocinas como 1L-22, TNF, IL-13 e IL-26, porém nao
produzem IL-17, IFN-y ou IL-4 (55). Em presenca de citocinas pré-inflamatérias como
TNF e IL-6, essas células se diferenciam e atuam nas barreiras epiteliais contribuindo
para cicatrizacdo e ativando a resposta imune inata (56). Embora a IL-22 também possa
ser produzida por outras subpopulacdes de linfocitos, na hanseniase essa citocina tem
papel importante na participacdo nos mecanismos de maturagéo do fagolisossomo, sendo

mais abundante em lesGes de pele em pacientes com a forma VV da doenca (49).

Th9 ¢ outra subpopulacdo de linfocitos descrita recentemente cuja diferenciacéo
depende de IL-4 e TGF-B1. Linfécitos Th9 produzem grandes quantidades de IL-9 e IL-
21 e estimulam respostas imunes humorais. Na hanseniase foi visto que a IL-9 foi mais
expressa em lesdes de pacientes TT em comparacdo com lesdes de pacientes VV. Os
linfécitos Th9 podem estar envolvidos na resposta ao ML, regulando positivamente ou
negativamente a atividade microbicida no local da lesdo a depender do meio de citocinas

presente (57).

Os linfocitos Treg podem se diferenciar na periferia a partir de linfocitos T CD4+
e sdo conhecidos por controlar a ativacdo da resposta inflamatoria por meio da secrecéo
de citocinas inibitdrias como o TGF-1 e IL-10 (58). O TGF-B1, tem importante papel
em doencas causadas por microorganismos intracelulares, como Leishmania,
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Lacazia loboi, e micobactérias, uma vez que
suprime a ativacdo de MOs (59). IL-10 exerce papel imunorregulatério sobre o perfil de
resposta Th1l, inibindo as citocinas pré-inflamatorias, principalmente TNF, IL-1p e IL-6,
produzidas por MOs e mondcitos ativados, estimulando a producéo enddgena de citocinas
anti-inflamatorias (60). Na hanseniase, a producéo de TGF-B1 e IL-10 tem um importante
papel na homeostasia tecidual e controle da resposta imune, porém contribui com a
sobrevivéncia do bacilo nas lesbes (61). Os linfdcitos Treg parecem estar associadas com
a forma VV da doenca (62-64).

1.4 Macrofagos e seu papel na hanseniase

Os MOs se originam a partir de monacitos e se diferenciam nos tecidos perifericos.
Estdo entre os poucos tipos celulares capazes de apresentar antigenos através do MHC de

classe Il a células TCD4". Sdo as principais células fagociticas do sistema imune
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englobando particulas e microrganismos em fagossomos, os quais sofrem maturagéo e
fusdo com lisossomos para lise dos patdgenos. Dentre suas func¢Bes, os MOs também
atuam na resolucéo de processos inflamatorios e remodelamento tecidual, representando
uma populacdo celular altamente heterogénea, o que se reflete tanto em seus aspectos

morfolégicos e fenotipicos, como metabolicos e funcionais (65).

No decorrer das respostas imunes os MOs exercem importante atividade
microbicida, sendo essenciais para o controle de infec¢bes. Sua ativacdo ocorre apos o
reconhecimento de componentes microbianos, chamados de PAMPs, como o
lipopolissacarideo (LPS), por meio de receptores especificos; ou pela acéo de citocinas,
como IFN-y e IL-6. Quando ativadas, essas células aumentam sua capacidade de
fagocitose e a produgdo de mediadores inflamatorios, o que culmina no aumento da

capacidade microbicida contra patogenos (66).

Na hanseniase, o ML é rapidamente fagocitado por MOs, possivelmente por meio
de receptores do tipo lectina-C como CD209 e receptor de manose, bem como, receptores
do sistema complemento (67). Entretanto, o bacilo é capaz de impedir a fusdo entre
fagossomos e lisossomos (68,69) e pode se evadir dos fagossomos (70,71) o que
possibilita sua sobrevivéncia no interior desta célula, protegido de mecanismos
microbicidas como anticorpos e sistema complemento. Afora isso, 0 ML induz um
desbalan¢o na producdo de citocinas com elevados niveis de citocinas inibitérias como
CCL-2 e baixos niveis de citocinas pré-inflamatorias, aliado a supressao da producéo de

IL-6 em mondcitos de individuos (72).

Os MOs possuem mecanismos microbicidas que sdo empregados para a
eliminacdo do bacilo, dentre eles produzem reativos intermediarios de oxigénio e
nitrogénio que sdo eficazes para a eliminacdo de patdgenos em um procedimento
denominado de burst oxidativo. Todavia, a fagocitose do ML ndo acarreta um intenso
burst oxidativo (73), o que provavelmente se deve a neutralizacdo de anions superdxido
pelo glicoplipidio fendlico | (PGL-I) presente na parede do bacilo (74), ou em funcédo da
atuacdo da enzima superdxido dismutase, cujo gene foi descrevido no bacilo (75). A
producdo de NO aparenta ser eficaz para a inibi¢do do metabolismo do bacilo em MOs

murinos (76).

Os MOs dos pacientes TT sofrem transformacéo completa em celulas epitelidides,

sendo capazes de eliminar o ML. O mesmo ndo ocorre com os pacientes VV (77,78), nos
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quais 0s MOs comportam um grande numero de bacilos viaveis ou mortos, sugerindo que
seus mecanismos de eliminacdo sdo menos eficientes (79). Montoya et al. (80) relataram
um modelo de ativacdo macrofagica no qual a presenca de IL-10 acarreta a diferenciagédo
de MOs com maior capacidade fagocitica e expressdo de receptores do tipo scavenger e
CD209, resultando em maior fagocitose de micobactérias e lipideos endogenos. De outro
modo, a IL-15 implica na ativagéo da via antimicrobiana dependente da vitamina D com
producdo de catalepsina e maior poder microbicida, a despeito de uma menor capacidade
de fagocitose. Esses padrbes foram identificados nas lesdes de pacientes hansenianos,
sendo o programa fagocitico verificado na hanseniase virchowiana e a via microbicida
dependente de vitamina D encontrada nas lesbes de pacientes tuberculdides, sugerindo
que as citocinas produzidas na fase inata da imunidade determinam o padréo de resposta

macrofagico que influencia na patogénese da hanseniase (77).

Dependendo da interacdo do microambiente e dos microrganismos, 0s MOs podem
se diferenciar em vérias subpopulacBes. Apesar das dificuldades existentes para a
definicdo e categorizacdo desses subtipos de MOs, a sua importancia para o
funcionamento do sistema imune é absolutamente reconhecida (81). Atualmente sabe-se
que existem ao menos duas populacdes de MOs classificados como M1 (classicamente
ativados), com perfil microbicidas e pré-inflamatdérias e MOs M2 (alternativamente

ativados), com perfil anti-inflamatério e de reparacdo tecidual (82—84).

Em infecgdes nas quais predominam PAMPSs que ativam resposta Thl, e na presenca de
citocinas inflamatérias como o IFN-y, os MOs se diferenciam em M1, com alta
capacidade microbicida e inflamatoria. Essas células expressam niveis elevados de CD80,
CD86, iNOS, e produzem grandes quantidades de 1L-12, IL-13 e TNF (85,86). A ativagédo
dos MOs leva a uma expressdo aumentada da enzima iNOS, que resulta na producéo de
oxido nitrico (NO), o qual possui alta atividade microbicida contra pat6genos
intracelulares (87). Nesse sentido, na hanseniase foi visto que os pacientes tuberculdides
expressaram maiores niveis de iNOS do que os virchowianos o que sugere sua efetividade

no controle da multiplicacéo bacilar (88).

Apbs a eliminacdo do patdégeno, MOs com perfil M2 sdo determinantes para a
resolucdo do processo inflamatorio e remodelacéo tecidual. Por outro lado, quando esse
perfil se desenvolve durante um processo infeccioso onde a resposta Thl é fraca ou em

um microambiente onde predominam PAMPS que ativam respostas Th2 e em presenca
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de IL-4 e IL-13, esses MOs apresentam fraco poder microbicida e contribuem para a
persisténcia do patdgeno. MOs M2 expressam altos niveis de IL-10, TGF-B1, CD206
(85,86) e da enzima arginase 1 (ARG). ARG metaboliza a arginina em ornitina e ureia,
limitando a disponibilidade de arginina para a sintese de NO enquanto a ornitina é
precursora das poliaminas necessérias para a proliferacdo celular e formac&o de colageno
para a construgcdo da matriz extracelular (89,90), tendo importante papel no processo de

reparo tecidual.

O programa de polarizagdo M1 esta associado a doencas infecciosas agudas,
infeccdes gastrointestinais e tuberculose ativa, exercendo importante funcdo no controle
de varias infecgdes bacterianas (91), enquanto M2 pode ser desencadeado por alguns
patdgenos com mecanismo de escape, principalmente em infeccBes causadas por
parasitas, como vermes (92), e em tumores malignos (93). De acordo com Mantovani e
colaboradores os MOs da subpopulacdo M2 podem assumir trés perfis funcionais
distintos dependendo do microambiente, podendo ser classificados como M2a, M2b e
M2c. MOs M2a séo induzidos pelas citocinas IL-4 e IL-13 e atuam no controle de
infeccBes helminticas. Na presenca de agonistas de TLR ou IL-1R se diferenciam em
M2b, produzindo alto niveis de IL-10 podendo preservar a capacidade de secretar NO e
ativar células T naive sem a secrecdo de IL-12. MOs M?2a-b exercem funcgdes
imunorreguladoras, enquanto os MOs M2c (induzidos por IL-10 e hormdnios
glicocorticoides) estdo relacionados a supressdo da resposta imune e remodelacdo
tecidual (94).

1.5 Estrutura do sistema nervoso periférico e dano neural na hanseniase

O tecido nervoso encontra-se distribuido pelo organismo, mas esté interligado,
resultando no sistema nervoso. Além de processar as informacGes e elaborar respostas
que podem resultar em ac¢des, o tecido nervoso forma 6rgaos como o encéfalo e a medula
espinal, que compdem o sistema nervoso central (SNC). O sistema nervoso periférico
(SNP) é constituido por ganglios e nervos, com a funcéo de conectar o SNC as demais
partes do corpo humano (95). Os ganglios nervosos sdo formados por aglomerados de
corpos celulares de neurdnios sensitivos que podem aparecer como pequenas dilatagdes
em alguns nervos. Os nervos sdo constituidos por feixes de fibras nervosas envoltas por

uma capa de tecido conjuntivo, dispostos paralelamente, que podem ser considerados
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como: sensitivos quando conduzem impulsos dos 6rgédos sensitivos para 0 SNC (fibras
aferentes); motores quando levam impulsos produzidos do SNC até os musculos ou
glandulas (fibras eferentes); e mistos quando contém tanto fibras sensitivas quanto
motoras, sendo que na maioria dos nervos periféricos adultos, as fibras podem ser

mielinizadas ou ndo mielinizadas (96,97).

Cada fibra nervosa é composta por axonios, que sdo envoltos pelas células de
Schwann (SCs) e pelo endoneuro, uma delicada camada composta por tecido conjuntivo
frouxo, além de outros tipos celulares, como fibroblastos e pericitos, podendo ainda ser
encontrados mastocitos e MOs. Os feixes ou fasciculos sdo agrupamentos de fibras
nervosas que sdo contornados pelo perineuro, um invélucro mecanicamente resistente,
constituido por vérias camadas de fibroblastos modificados. Entre as células hé fibrilas
colagenas e elasticas esparsas. Ligam-se por jun¢des de oclusdo, o que protege 0s axdnios
de agentes nocivos e de mudancas bruscas na composicdo idnica. Mais externamente,
revestindo grupos de feixes nervosos, encontra-se 0 epineuro, composto por tecido
conjuntivo denso ndo modelado, tecido adiposo e vasos sanguineos, podendo incluir
células adiposas e a artéria muscular principal, que irriga o tronco nervoso (98). A
integridade das fibras nervosas no SNP € mantida pela adesao ou ligacdo da lamina basal
as SCs (99). A agressao, pelo ML, na matriz extracelular, provoca um rompimento entre

a lamina basal e a SCs, provocando alteragdes nas funcdes fisioldgicas e neuronais (100).

O comprometimento dos nervos periféricos na hanseniase esta presente em todas
as formas clinicas e o aparecimento das manifestacdes neuropaticas pode ocorrer muito
tempo apos a infeccdo, sendo que este periodo pré-clinico (periodo de incubacao) é de
aproximadamente cinco anos, mas pode ultrapassar 10 anos (101). A lesdo neural nos
individuos afetados é relevante, visto que, as incapacidades irreversiveis e deficiéncias
apresentadas por portadores da doenca, geram grande impacto social e psicoldgico que
reduz a qualidade de vida dos pacientes (102). Tais lesbes estdo relacionadas com a
resposta imune do individuo, e podem afetar as fibras do sistema nervoso periférico

sensitivo, motor e autbnomo (100).

Na hanseniase existe um padrdo de neuropatia caracteristico da doenca. Uma vez
que ha o comprometimento de terminagcfes nervosas da derme nos estagios iniciais da
infeccdo, posteriormente, troncos nervosos situados em topografias mais superficiais e

regibes mais frias sdo afetados (101). A forma clinica TT, devido a intensa imunidade
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celular, pode apresentar lesdes intensas e mais precoces, no entanto, 0 nimero de troncos
nervosos acometidos € menor. Na forma VV devido a imunidade celular diminuida, ha
extensa disseminacdo dos bacilos e as lesdes de troncos nervosos sao humerosas, porem,

0 dano neural é lento e progressivo (103).

1.6 Envolvimento das células de Schwann na hanseniase

Embora as células da glia, entre elas as SCs, tenham sido consideradas
historicamente meros suportes do sistema nervoso hoje se sabe que desempenham
importante papel na atividade neural e na defesa contra patdgenos, em conjunto com
neurdnios do sistema nervoso central e periférico. Todos 0s neurdnios do sistema nervoso
periférico estdo intimamente ligados as SCs que desempenham outras func¢des além da
mielinizacdo. As SCs também interagem com outras células fora do sistema nervoso
como ceélulas do sistema imune através da expressao de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) I e Il. Em situacdes de leséo neural as SCs tem um papel
importante produzindo fatores neurotroficos, citocinas, matriz extracelular e moléculas
de adesd@o que contribuem para a regeneracao. Assim, as SCs interagem com o sistema
imune contribuindo para o inicio e término das respostas imunes no sistema nervoso
periférico (104).

O ML, apresenta tropismo pelo sistema nervoso periférico, infectando as SCs e,
eventualmente, células endoteliais (105), o que resulta em lesGes cutaneas polimorficas,
compostas por infiltrado granulomatoso variavel de acordo com a forma clinica da doenga
(106). Embora pouco virulento, o ML é dotado de mecanismos de sobrevivéncia
peculiares, como a habilidade de induzir desdiferenciacdo e aumento na capacidade
proliferativa das SCs, que passam a exibir propriedades similares as células progenitoras.
Este efeito é favoravel a sobrevivéncia de ambos, parasita e célula hospedeira, porém
desfavoravel a preservacdo axonal e a producdo e manutencdo da bainha de mielina,

elemento funcional indispensavel aos nervos periféricos (107).

A desmielinizacdo e a degeneracdo neural resultam ndo so da interacdo entre o
ML e as SCs, mas também da resposta imune do hospedeiro. As SCs expressam DC-
SIGN (CD209), um receptor capaz de reconhecer o ML e promover a fagocitose do bacilo

(108) e podem apresentar antigenos do bacilo via moléculas de MHC de classe Il ativando
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a proliferacdo de linfocitos T in vitro (109,110). Além disso, podem sofrer lise mediada
por linfdcitos T citotoxicos (110,111).

O contato com o0 ML leva as SCs adultas murinas a expressdo de varios genes
ligados a resposta imune (112,113). Sao produzidas varias quimiocinas, em especial
MCP-1 (CCL2), CXCL10, CXCL1, SDF-1 (CXCL12) e MIP-2 (CXCL2), e citocinas
como IL-6, TNF e IFN-y, além de fatores de crescimento como o0 M-CSF (115). Esses
mediadores atraem os MOs em ensaios de migracdo, diminuem sua taxa de apoptose e
aumentam seu tempo de vida. Além disso, ap6s infeccdo por ML as SCs sofrem
reprogramacdo e alteragdes epigenéticas que as tornam células altamente
imunomoduladoras, podendo contribuir com a disseminacdo do bacilo por meio da
diferenciacéo direta dos tecidos mesenquimais, incluindo musculos esqueléticos e lisos,
e formagé&o de estruturas similares a granuloma onde as SCs sdo capazes de transferir ML
para os MOs, que subsequente séo liberados no organismo carregados de bacilos (107).

Considerando-se que ocorre interacdo entre MOs e SCs infectadas pelo ML (107)
e estas produzem mediadores capazes de atuar sobre os MOs, neste estudo avaliamos in

vitro o perfil de MOs cocultivados com SCs infectadas experimentalmente com o ML.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de SCs infectadas com ML na polarizagdo de MOs na
subpopulacdes M1 e M2.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a expressdo de marcadores caracteristicos da subpopulacées M1 (CD86 e
INOS) e M2 (CD206 e ARG) em MOs murinos cultivados com SCs infectadas

experimentalmente com ML.

Avaliar a produgéo de citocinas pro e anti-inflamatdrias em coculturas de MOs

murinos com SCs infectadas experimentalmente com ML.
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RESUMO

A infeccdo de células de Schwann (SCs) com Mycobacterium leprae (ML) leva a
alteracdes funcionais que podem contribuir para a persisténcia do bacilo. Coculturas de
SCs infectadas com ML e macrofagos (MOs) apresentaram aumento na producdo de NO
e citocinas, especialmente IL-10. Aliado a isso, verificamos diminui¢do na expressao de
marcadores M1 (CD86 e iNOS) e aumento na expressdo do marcador CD206
caracteristico de MOs com perfil M2. Em concluséo, a infec¢do de SCs pelo ML é capaz
de interferir com a polarizagéo funcional de MOs induzindo a ocorréncia de um ambiente

anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, células de Schwann, Macrofagos, polarizacao

de macréfagos

3.1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae
(ML) que infecta células de Schwann (SCs) e macrofagos (MOs) (SCOLLARD et al.,
2015) na pele e nervos periféricos, o que pode resultar em incapacidades fisicas
permanentes (REIBEL et al., 2015). Apesar da prevaléncia da doenca ter sido reduzida
apos estabelecimento da poliquimioterapia (PQT), em 2017 foram diagnosticados mais
de 210 mil casos novos no mundo (WHO, 2018).

As manifestacdes clinicas variam de acordo com a resposta imune do hospedeiro
(RIDLEY e JOPLING, 1966). Pacientes tuberculéides-tuberculoides (TT) apresentam
poucas lesdes com uma baixa carga bacilar resultante da resposta predominantemente
celular com producéo de interleucina (IL)-2 e interferon-gama (IFN-y) (MONTOYA e
MODLIN, 2010; SIELING PA, 1994). Ja os pacientes virchowianos-virchowianos (VV)
apresentam numerosas lesdes carregadas de bacilos com padréo de resposta de perfil Th2
caracterizado pela producdo de interleucina 10 (IL-10) e interleucina 4 (IL-4) (ARNOLDI
et al., 1990; MOURA et al., 2007; SIELING, 1994). Entre as duas formas polares da
hanseniase (TT e VV) existem as formas intermediarias chamadas de dimorfas,
caracterizadas pela instabilidade imunolégica (RIDLEY e JOPLING, 1966).
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MOs sdo as principais células fagociticas do sistema imune e exercem importante
atividade microbicida, sendo essenciais para o controle da infecgdo. Entretanto, em
pacientes virchowianos estas células falham em eliminar o patégeno tornando-se um
reservatorio para a proliferacdo do bacilo (SCOLLARD et al., 2006). MOs podem se
diferenciar em dois tipos distintos, dependendo, primordialmente, do microambiente e da
interagdo com patdgenos. MOs classicamente ativados (M1), com perfil microbicida e
pré-inflamatorio, exibem elevada expressdo de moléculas como CD80, CD86, 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), e produzem IL-12, interleucina 1 beta (IL-1pB) e fator de
necrose tumoral (TNF) (GORDON e MARTINEZ, 2010; LOPES, 2013) apresentando
uma resposta eficaz contra patdgenos intracelulares (MURRAY, 2012). MOs
alternativamente ativados (M2), sdo determinantes para a resolucdo do processo
inflamatdrio e remodelacdo tecidual (MONTOYA e MODLIN, 2010). Esse perfil se
desenvolve em um microambiente com o perfil Th2 predominante, contendo IL-4 e
interleucina 13 (IL-13), possuem fraco poder microbicida, contribuindo para a
persisténcia de patdgenos. Além disso, MOs M2 produzem altos niveis de IL-10, fator de
transformac&o do crescimento beta 1 (TGF-1), CD206 (GORDON e MARTINEZ, 2010;
LOPES, 2013) e de arginase 1 (ARG) que metaboliza a arginina em ornitina e ureia,
limitando a disponibilidade de arginina para a sintese de éxido nitrico (NO) (MILLS et
al., 2014).

O ML possui mecanismos peculiares de sobrevivéncia no hospedeiro podendo
causar desdiferenciacdo e aumento na proliferacdo das SCs o que contribue para a
desmielinizacdo e degeneracdo neural. (MASAKI et al., 2013, 2014). SCs infectadas por
ML produzem vérias quimiocinas, em especial MCP-1 (CCL2), CXCL10, CXCL1, SDF-
1 (CXCL12) e MIP-2 (CXCL2), e citocinas como IL-6, TNF e IFN- y, além de fatores de
crescimento como o M-CSF responsaveis por atrair MOs e aumentar sua sobrevida
(MASAKI et al., 2013). Além disso, as SCs também tem a capacidade de transferir
bacilos para os MOs tanto in vivo quanto in vitro, o que contribui para sua disseminacao
(MASAKI et al., 2013).

Embora diferentes programas funcionais tenham sido observados em MOs de
pacientes com hanseniase (SCOLLARD et al., 2006; KIM et al., 2018), a influéncia de
SCs no processo de diferenciacdo desses subtipos de MOs ndo é sabida. Assim, neste
estudo avaliamos se SCs infectadas pelo ML podem interferir na polarizagdo de MOs.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Delineamento experimental

Para uma melhor compreensdo da influéncia de SCs infectados por ML na
polarizacdo de MOs para subpopulacdes M1 e M2, MOs murinos foram diferenciados
dos precursores da medula 6ssea e cultivados por 48 horas com SCs previamente
infectados com ML (MOI 100:1) apds 2 (T2) ou 9 (T9) dias de infeccdo (Figura 1).

3.2.2. Animais

Os camundongos utilizados nesse estudo foram mantidos em microisoladores (5
animais/microisolador) em racks ventiladas com condicdes specific pathogen free (SPF),
em ambiente com temperatura de 20 a 24°C e fotoperiodo (ciclos 12hs claro/12hs escuro)
controlados e agua e racao ad libitum. Camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™) foram
utilizados para a obtencdo de bacilos viaveis. Para o estudo da interacdo entre MOs e SCs
in vitro foram empregados camundongos da linhagem BALB/c: nervos ciaticos foram
coletados para a obtencéo de SCs e a partir do fémur e da tibia foram obtidas células
precursoras da medula éssea para diferenciacdo em MOs. Todos os animais empregados
no estudo foram provenientes do Biotério do Instituto Lauro de Souza Lima/SES,
Bauru/SP. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais do Instituto
Lauro de Souza Lima (Protocolo n° 002/16) e todos os procedimentos realizados seguiram
os Principios Eticos em Experimentagdo Animal, recomendados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2.3. Manutencédo de ML e preparacao de indculo

Os bacilos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de passagens séricas de
ML (cepa Thai-53, gentilmente cedida pelo Dr. Yuji Yamamoto, NIH, Japdo) em coxins
plantares de camundongos atimicos nude, de acordo com o protocolo descrito
previamente (TROMBONE et al., 2014). Resumidamente, camundongos foram

inoculados com 3x10° bacilos/30 pl de solugdo salina em cada pata traseira. Apos
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aproximadamente 4 a5 meses, os camundongos foram eutanasiados e a suspensao bacilar
foi preparada seguindo um protocolo para disseccdo, isolamento tecidual e digestdo,
seguido de purificacdo e avaliacdo da viabilidade do ML (TROMBONE et al., 2014).

3.2.4. Cultura de SCs

SCs foram obtidas conforme previamente descrito (PAIVALAINEN et al., 2008;
TAO, 2013). Brevemente, nervos ciaticos foram coletados de camundongos BALB/c com
7 a 8 semanas, destacados do epineuro e fragmentados. Os nervos entdo foram submetidos
a uma pré-digestdo com 0.125% de tripsina e 0.05% de colagenase A, a 37°C. Depois de
30 minutos, a solucdo foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o sedimento
resuspenso em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-High glucose,
Gibco®; Waltham, EUA) com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich; St. Louis,
EUA).

Os fragmentos foram mantidos em DMEM-Hg/SFB 10% contendo mitdgenos
(heregulina B1 10ng/mL; forskolina 2uM (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) e antibioticos
(penicilina/estreptomicina 1% (Gibco®; Waltham, EUA)), por sete dias, em incubadora
de CO», a 37°C. Os explantes foram entéo centrifugados, ressuspensos em solucéo para
digestdo contendo DMEM-Hg, penicilina/estreptomicina 1%, colagenase tipo | 0.5
mg/mL e dispase Il 2.5 mg/mL (Gibco®; Waltham, EUA) e mantidos em incubadora de
CO2 por 24 horas. Ao final do periodo, o tecido digerido foi homogeneizado empregando-
se agulhas graduadas (21G e 23G). O numero de células foi estimado por contagem em
camara de Neubauer empregando-se Azul de Trypan. SCs foram cultivadas em meio
completo (DMEM-Hg/SFB 10%, penicilina/ estreptomicina 1%, L-glutamina (Sigma-
Aldrich; St. Louis, EUA), heregulina B1, forskolina e FgFp (fibroblast growth fator)),
sobre laminulas redondas estéreis (13 mm) pre-tratadas com laminina 20pg/mL (Sigma-
Aldrich; St. Louis, EUA) em placas de 24 pocos. SCs foram empregadas em duas
situagBes distintas: em cultura de SCs (5 x 10* SCs/pogo) e em cocultura de SCs e MOs
(SCs + MOs) (2,5 x 10* SCs/poco).
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3.2.5. Infec¢éo de SCs com ML

Baseado nos estudos de Hagge et al. (HAGGE et al., 2002), SCs foram expostas ao
ML na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 100 bacilos/célula (MOI= 100:1) por um
periodo de 2 dias, ap6s o qual as SCs foram consideradas infectadas e lavadas para
remocdo de bacilos ndo internalizados. As SCs foram avaliadas neste periodo (T2) e 9
dias apos a infeccdo (T9). Como controle positivo SCs foram estimuladas com LPS (1
ug/ml) e como controle negativo foram mantidas sem qualquer estimulo pelo mesmo
tempo. O sobrenadante foi coletado para dosagem de NO e avaliagdo de citocinas. Células
aderidas em laminulas foram fixadas com paraformoldeido 4% (Sigma-Aldrich; St.

Louis, EUA), por 30 minutos em temperatura ambiente e lavadas em PBS.

3.2.6. Cultura de MOs

MOs foram obtidos a partir de precursores de medula 6ssea e diferenciados usando
meio condicionado derivado de cultura celular da linhagem de fibroblastos murinos L929.
Em resumo, o fémur e a tibia de camundongos Balb/c foram coletados, seccionados e
centrifugados. O contetido da medula 6ssea foi coletado e a concentracdo celular ajustada
para 2,5x107 células/frasco de 75 cm? A cultura foi mantida em meio RPMI
suplementado com 20% do meio condicionado por cinco dias, em incubadora de CO2, a
37°C, para diferenciacdo em MOs. O meio foi removido e as células foram tripsinizadas,
centrifugadas, ressuspensas em meio DMEM-Hg/FBS 10% e contadas utilizando
Vermelho Neutro. A diferenciacéo foi confirmada pela expressao de F4/80 e MOs foram

plaqueados em duas situac@es distintas: cultura de MOs e cocultura de SCs + MOs.

Para cultura de MOs, 5 x 10* células foram semeadas em laminulas redondas
estéreis (13 mm) e incubadas por 30 minutos em incubadora de CO2 a 5%. Em seguida,
0s MOs foram infectados por ML na multiplicidade de infeccdo de 20 bacilos/MOs
(MOI=20:1) ou estimulados com LPS (1 ug/ml). Ap6s 48 horas em cultura, o
sobrenadante foi coletado para avaliacdo do NO e citocinas. As celulas aderidas foram

fixadas com paraformoldeido 4%.
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3.2.7. Cocultura SCs + MOs

Para avaliar os efeitos da interacdo de SCs e MOs infectados por ML, as SCs
isoladas de nervos cidticos murinos foram infectadas com ML a uma MOI de 100:1
(bacilos:SCs) enquanto, em paralelo, os MOs foram diferenciados a partir de precursores
de medula 6ssea conforme sumarizado na Figura 1. A propor¢do de MOs e SCs na
cocultura foi estabelecida em 1:1 (2,5x 10* MOs:2,5x 10* SCs). Quatro diferentes
condicdes experimentais de SCs foram utilizadas: (i) SCs 2 dias pos-infeccdo por ML
(SC + ML (T2) + MOs); (ii) SCs nao infectadas cultivadas pelo mesmo periodo (SC (T2)
+ MOs); (iii) SCs 9 dias pos-infeccdo por ML (SC + ML (T9) + MOs); e (iv) ndo
infectadas (SC (T9) + MOs). As coculturas foram mantidas em incubadora de CO>, a
37°C, por 48 horas.

3.2.8. Imunofluorescéncia

A expressao dos marcadores CD86, INOS, CD206 e ARG foi avaliada em MOs e
SCs isolados e coculturas de SCs + MOs. As células foram permeabilizadas com
PBS/Triton X-100 0,25%, por 10 minutos e lavadas em PBS. O bloqueio de ligagdes ndo
especificas com 1% de albumina sérica bovina (BSA), 10% de soro normal de cabra e

22,52 mg/mL de glicina durante 40 minutos foi entdo realizado.

As amostras foram incubadas durante a noite com anticorpos. O anticorpo anti-
S100B (Sigma; Clone SHB1. Missouri, EUA) foi usado para identificagédo de SCs e anti-
F4/80 (Biolegend; Clone BMG. California, EUA) gentilmente cedida pela Dr. A. P.
Campanelli, (FOB-USP) para marcacdo de MOs. A fim de avaliar a polarizacao funcional
dos MOs anticorpos anti-CD86 (Abcam; Clone Bu63. Cambridge, Inglaterra), anti-
CD206 (Abcam; Policlonal, Cambridge, Inglaterra), anti-iNOS (ThermoFisher; Clone
4E5. Waltham, EUA) e anti-ARG (ThermoFisher; Policlonal. Waltham, EUA) foram
utilizados. A omissao de anticorpos primarios foi adotada como controle negativo para
cada marcador. Apos o periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas em PBS e
incubadas com anticorpos secundarios conjugados aos fluorocromos AlexaFluor® 488 e
594 (Molecular Probes®; Eugene, EUA), diluidos em BSA a 1%, por 60 minutos a
temperatura ambiente e protegidos de luz. Os ndcleos celulares foram corados com DAPI
(4’,6-diamidino-2 fenilindole, dihidrocloridrico. Sigma-Aldrich). As imagens foram

capturadas em microscopio confocal de varredura a laser TCS SPE (Leica, Germany). A
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densidade de fluorescéncia para cada marcador foi calculada pelo software Image-J
(versdo 1.8) e os valores foram normalizados pelo nimero de células DAPI positivas em

cada campo microscopico.

3.2.9. Producdo de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada indiretamente através da concentracéo total de
nitrito + nitrato pelo método colorimétrico de Griess (DUSSE e VIEIRA, 2003). Os
resultados foram expressos em micromol (umol) de NO liberado com base em uma curva

padrdo estabelecida em cada ensaio.

3.2.10. Dosagem de citocinas

Os niveis de interleucina-6 (IL-6), TNF-o. e IL-10 foram avaliados em
sobrenadantes de culturas por ELISA utilizando Kits comerciais (R&D Systems;

Minneapolis, EUA) de acordo com as indicac6es do fabricante.

3.2.11. Anélise Estatistica

Cada experimento foi repetido por trés vezes com triplicatas para cada grupo,
obtendo-se boa concordancia entre os resultados de experimentos individuais. Os
resultados foram expressos como mediana e valores minimos e maximos. A analise
estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney ou pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do pos-teste de Dunn utilizando o software GraphPad Prism 5® (GraphPad Inc.

USA). As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. ML induz fraca producdo de NO por MOs e SCs, mas coculturas de
SCs + MOs infectadas por ML produzem NO.

O NO ¢ um dos mais importantes mediadores citotoxicos de células imunes
efetoras ativadas (CERQUEIRA, 2002; FLESCH et al., 1994), portanto analisamos a
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producdo desse mediador por MOs e SCs. O ML néo induziu um aumento significativo
na producdo de NO nas culturas de MOs e SCs (Figura 2). Apoés a estimula¢do com LPS,
tanto MOs quanto as SCs mostraram uma tendéncia a aumentar a producdo de NO.
Quando as SCs foram infectadas por ML durante 9 dias e cultivadas com MOs, foi
observada uma maior producdo de NO em comparagdo com coculturas envolvendo SCs
ndo infectadas.

3.3.2. ML e um fraco ativador de MOs e SCs, no entanto, a interacéo entre
MOs e SCs infectadas por ML induz aumento na producdo de citocinas,

principalmente IL-10

A producdo de IL-6, IL-10 e TNF foi avaliada em culturas de MOs e SCs e em
coculturas de SCs + MOs (Figura 3). A infeccdo de MOs com ML ndo induziu aumento
na producéo de IL-6, IL-10 ou TNF, diferente do que ocorreu quando as culturas foram
estimuladas com LPS.

Em SCs infectadas por ML, observamos uma diminui¢do na producdo de 1L-6
apos 2 dias (T2) em comparacdo com SCs nao infectadas. Apds 9 dias de infec¢do, a
producéo de IL-6 foi semelhante & observada em SCs ndo infectadas. A producéo de IL-
10 por SCs foi baixa independente do estimulo, enquanto a producdo de TNF néo foi
detectada.

Nas coculturas de SCs + MOs encontramos niveis de citocinas mais elevados do
que aqueles produzidos em culturas de SCs ou MOs. A producao de todas as citocinas foi
aumentada quando as SCs haviam sido infectadas com ML durante 9 dias (T9) em
comparag¢do com coculturas nas quais as SCs ndo estavam infectadas. De especial
interesse, em coculturas de SCs + MOs a producéo de IL-10 foi maior mesmo quando as
SCs foram infectadas por 2 dias (T2) e quando SCs foram infectadas por 9 dias os niveis
desta citocina aumentaram 8 vezes em comparacao com MOs infectados por ML e mais
de 20 vezes se comparado com SCs infectadas por ML. Assim, embora a producdo de
todas as citocinas tenha aumentado nas coculturas de MOs com SCs infectadas por ML,
observamos uma mudanga no perfil de citocinas nessa condi¢cdo, com diminuigdo na
relacdo TNF/IL-10 sugerindo o desenvolvimento de um microambiente anti-inflamatorio,

como demonstrado na Figura 4.
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3.3.3 A infec¢do por ML leva a diminuicédo da expressdo de marcadores M1
(CD86 e INOS) em coculturas de MOs e SCs infectados por ML.

A expressdo dos marcadores M1 foi avaliada em MOs infectados por ML. Nossos
resultados demonstram gque houve uma diminuic¢éo na expressdo de iNOS e reducédo na
expressao de CD86, como mostrado na Figura 5.

Esses marcadores também foram avaliados em culturas de SCs. Na fase inicial da
infeccdo por ML (T2), houve aumento na expressdo de iNOS (Figura 6), que também foi
verificada quando o LPS foi utilizado. Na fase tardia, quando as células foram avaliadas
apos 9 dias de infeccdo (T9), observamos uma diminuicéo da expressdo do marcador. A
expressao de CD86 néo foi detectada em SCs sob qualquer condigéo experimental.

A expressdo de iNOS e CD86 também foi avaliada em coculturas de MOs e SCs
infectadas ou nao por ML. Observamos uma diminuicdo na porcentagem de MOs CD86+
e na densidade de fluorescéncia desse marcador quando MOs foram cocultivados com
SCs infectadas com ML por 2 dias (T2) (Figura 7). Com relacdo a expressdo de iNOS
(Figura 8), observamos que a porcentagem de MOs F4/80+ permaneceu constante,
independentemente do status da infeccdo nas SCs. No entanto, a densidade de
fluorescéncia diminuiu quando os MOs foram cocultivados com SCs infectadas por ML
durante 9 dias (T9).

3.3.4. SCs infectadas por ML mostraram aumento da expressdo de CD206 e
ARG na fase inicial da infec¢do, enquanto coculturas de MOs e SCs infectadas por

ML apresentaram aumento da expressao de CD206.

Nas culturas de MOs, ndo houve alteracdo significativa na expressdo dos
marcadores ARG e CD206 ap6s infeccdo por ML (Figura 9). Por outro lado, nas culturas
de SCs, a expressdo de CD206 diminuiu na fase tardia da infeccdo por ML (T9) (Figura
10), enquanto ndo foram observadas alteracfes significativas na expressdo de ARG
(Figura 11).

Em coculturas de SCs + MOs (Figura 12), a porcentagem de MOs CD206+
permaneceu constante quando SCs foram infectadas por ML durante 2 dias (T2) e
diminuiu quando o tempo de infeccdo das SCs foi de 9 dias (T9). Por outro lado, a
densidade de fluorescéncia deste marcador mostrou aumento em coculturas feitas com

SCs infectadas por 9 dias.
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A porcentagem de MOs positivos para ARG (Figura 13), aumentou ligeiramente
quando os MOs foram cocultivados com SCs infectadas por ML por 2 dias (T2), enquanto
coculturas de SCs infectadas por ML + MOs (T9) ndo mostraram nenhuma diferenca na
porcentagem de MOs ARG+. A densidade de fluorescéncia de ARG diminuiu nas
coculturas de SCs infectadas por ML (T2) + MOs; quando as SCs foram cultivadas por 9
dias, independentemente da infeccdo por ML, a expresséo de ARG diminuiu nas

coculturas de SCs + MOs.

3.4. DISCUSSAO

ML tem tropismo pela pele e nervos periféricos, infectando as SCs e MOs
(SCOLLARD, 2008). O bacilo é capaz de interferir na funcdo de SCs inibindo a
maturacdo dos fagossomas, o que favorece sua persisténcia no ambiente intracelular
(ALVES et al., 2004) e estimula a sobrevivéncia e proliferacdo de SCs (RODRIGUES et
al., 2010; TAPINOS, 2005). Além disso, mais recentemente, foi descrito que o ML é
capaz de induzir desdiferenciacdo de SCs tornando-as semelhantes a células-tronco
(MASAKI et al., 2013).

Em estudo anterior, verificamos que a infeccdo por ML promove mudancas na
expressao de mediadores envolvidos na maturacdo de SCs com diminui¢do da expressdo
de KROX-20 e SOX-10 e aumento na expressao de p75NTR em SCs, 0 que sugere que
ML favorece a manutencdo de um fenétipo ndo mielinizante (CASALENOVO et al.,
2017). Apesar de varios relatos sobre alteracdes funcionais em SCs infectadas por ML e
sua influéncia na fungdo de MOs, promovendo migracdo e sobrevivéncia (MASAKI et
al., 2013), ndo héa estudos sobre o possivel papel de SCs infectadas por ML na polarizacao
de MOs nos subtipos M1 e M2.

Consistente com relatos anteriores, observamos que o ML é um fraco ativador de
MOs e SCs, levando a baixa produgdo de IL-6, IL-10 e TNF. Segundo Singh et al. (1997),
a infecgdo de MOs por ML resulta em diminuicdo da producgdo de IL-13 e TNF. Da
mesma forma, Sinsimer et al. (2010), relataram que mondcitos humanos infectados por
ML produziam baixos niveis de IL-6. Em culturas de SCs infectadas com ML, a producgéo
de TNF né&o foi demonstrada (OLIVEIRA et al., 2005) enquanto em culturas da linhagem
celular de SCs humanas ST8814 estimuladas com ML irradiado a producdo de IL-6 e
IL-8 também foram baixas (ANDRADE et al., 2016). Em conjunto, esses dados sugerem


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DSinsimer%2520D%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D19841079&xid=25657,15700019,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhhT_srI5h5DkOayRIkMKd-zBqsABQ
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gue o ML é um pobre indutor da imunidade inata o que pode favorecer sua persisténcia
no hospedeiro.

A producédo de NO em culturas de MOs e SCs infectadas com ML também foi baixa.
O NO tem importancia fundamental na resposta imune devido ao seu potencial
microbicida, além de atuar em uma série de fungdes bioldgicas, incluindo relaxamento
vascular, agregacdo plaquetéria, neurotransmissdo e imunoregulacdo (BOGDAN e
ROLLINGHOFF, 2000; MONCADA, 1993; NIEDBALA e CAl, 2006). Na hanseniase,
0 NO parece desempenhar um papel efetivo na atividade microbicida dos MOs murinos
(ADAMS et al., 1991) mas sua producdo por MOs depende da ativacdo por IFN-y
(HAGGE et al., 2007).

A expressdo de iINOS e producdo de NO foram previamente descritas em nervos
periféricos de pacientes com hanseniase virchowiana e o0 NO parece ter um papel
importante na lesdo nervosa (SCHON et al., 2004; SCHON et al., 2001), o que foi
recentemente demonstrado também num modelo empregando zebrafish (MADIGAN e
CAMERON, 2017). O NO pode ainda ter um papel direto na desmielinizacdo de SCs
(LEE et al., 2007). Em coculturas de MOs com SCs previamente infectadas com ML,
observamos aumento na producédo de NO, principalmente quando as SCs foram infectadas
por 9 dias. Embora o NO tenha um papel muito importante na eliminacdo de patdgenos
(TAPINOS, 2005; SINSIMER et al., 2010), esse mediador pode levar a supressdo da
resposta imune (UEHARA et al., 2015; WEI et al., 1995). Dados recentes demonstram
que o NO suprime a polarizacdo de MOs M1 como uma forma de controlar a resposta
imune inata (LU et al., 2015) e pode induzir a diferenciacdo de MOs com o perfil M2
(LEE et al., 2015). Assim, a alta producdo de NO observada neste estudo poderia

contribuir para a diferenciagdo de MOs M2-like observadas em nosso modelo.

De fato, quando MOs foram cocultivados com SCs infectadas com ML por 9 dias,
verificamos aumento significativo na producdo de IL-10, que possui um papel anti-
inflamatorio e imunossupressor (JUN-MING et al., 2007). A relagdo TNF/IL-10 mostrou-
se diminuida, sugerindo o estabelecimento de um ambiente anti-inflamatdrio, que pode
modular a polariza¢do dos MOs e promover a persisténcia do ML.

Nossos resultados sobre a expressao de marcadores de MOs corroboram com a
hipdtese de um ambiente anti-inflamatorio, uma vez que quando cocultivamos MOs com
SCs infectadas com ML, os MOs apresentaram uma diminuigdo na expressao de CD86 e

INOS e um aumento na expressao de CD206 apos 9 dias de infecgdo (T9), em comparacao
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com coculturas de MOs com SCs ndo infectadas. A infeccdo de MOs com ML também
promoveu diminuigdo na expressdo do CD86 e da iNOS, reforgando a ideia de baixa
ativacdo de MOs contra o ML. Palermo et al. (2012) mostraram que mondcitos de
pacientes virchowianos apresentam baixa expressdo de CD86 ap0s estimulo com antigeno
da parede celular do ML, o que provavelmente contribui para a hiporresponsividade
desses pacientes ao bacilo. Baixa expressdo de CD86 também foi observada em culturas
de células dendriticas estimuladas com antigenos do ML (BRAGA et al., 2015) e ML
viavel (MURRAY et al., 2007). Em conjunto, esses resultados sugerem a baixa ativacdo

de células mieldides por ML que poderia funcionar como um mecanismo de evasdo

Por outro lado, nas culturas de SCs, a infeccdo por ML inicialmente levou a uma
expressdo aumentada de iINOS e CD206. A expressao de iNOS e NO ja foi demonstrada
em nervos periféricos e parece estar relacionada a ocorréncia de dano neural em lesdes
de pacientes e modelos experimentais (MADIGAN et al.,2017; SCHON et al., 2004;
SCHON et al., 2001). SCs constitutivamente expressam o receptor de manose (CD206),
0 que sugere um papel dessas células no reconhecimento e apresentacdo de antigenos
(BAETAS-DA-CRUZ, 2009). No contexto da hanseniase, Acosta et al. (2018)
demonstraram que o ML pode modular o fenétipo das SCs apds o reconhecimento do
glicolipideo fendlico- I (PGL-I), aumentando a expressdo de CD206 que facilita sua

entrada e sobrevivéncia nas SCs.

Em sintese, os resultados aqui apresentados mostram que SCs infectadas por ML
induzem a diferenciacdo de MOs para um perfil M2-like com expressdo diminuida de
marcadores M1 (iNOS e CD86) e aumento na producéo de IL-10 e expressdo do marcador
M2 (CD206). Em modelo experimental de regeneracdo de dano do nervo periférico
empregando células da crista neural, YUE et al. (2017) relataram a diferenciacdo de MOs
para um perfil M2, sugerindo que tal especializa¢do funcional poderia contribuir para um
microambiente neuroprotetor. E possivel que um fendmeno similar ocorra na hanseniase

que apresenta uma longa evolucdo e ocorréncia tardia de dano neural.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Resumo do desenho experimental. SCs: células de Schwann; ML: M.
leprae; MOs: macrofagos; NO: 6xido nitrico

Figura 2: Producéo de 6xido nitrico por MOs, SCs e coculturas de SCs + MOs. A.
Macrofagos (MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula Gssea e
cultivados por 48 horas sem estimulo, estimulados com M. leprae (ML) na multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 20 bacilos para 1 macrofago (MOs + ML) ou com
lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml) (MOs + LPS). B. Células de Schwann (SCs) foram
isoladas, cultivadas e avaliadas 2 dias ap6s a infecgdo com ML (SC + ML (T2)) e 9 dias
apos a infeccdo com ML (SC + ML (T9)). Foi empregado no estudo MOI de 100:1
(bacilos:SCs), como controles negativo e positivo SCs foram cultivadas sem estimulo
(SCs) e estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml, SCs + LPS) pelos mesmos
periodos. C. MOs foram cocultivados por 48 horas com SCs ndo infectadas ou SCs
infectadas com ML (SCs + ML) por 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). Os graficos
representam a mediana e os valores minimo e maximo. *p<0,05 (teste de Mann Whitney).

Os dados apresentados s@o representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 3: Producdo de citocinas por MOs, SCs e coculturas de SCs + MOs.
Macréfagos (MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula dssea e
cultivados por 48 horas sem estimulo, estimulados com M. leprae (ML) na multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 20 bacilos para 1 macrofago (MOs + ML) ou com
lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml) (M + LPS). Células de Schwann (SCs) foram isoladas,
cultivadas e avaliadas 2 dias ap06s a infeccdo com ML (SC + ML (T2)) e 9 dias ap6s a
infeccdo com ML (SCs + ML (T9)). Foi empregado no estudo MOI de 100:1
(bacilos:SCs), como controles negativo e positivo SCs foram cultivadas sem estimulo
(SCs) e estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml, SCs + LPS) pelos mesmos
periodos. MOs foram cocultivados por 48 horas com SCs ndo infectadas ou SCs
infectadas com ML (SCs + ML) por 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). Os graficos
representam a mediana e os valores minimo e maximo. *p<0,05 (teste de Mann Whitney).

Os dados apresentados s@o representativos de dois experimentos independentes.

Figura 4: Razéo entre os niveis de TNF e 1L-10 produzidos por MOs e coculturas de
SCs + MOs. A. Macréfagos (MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula
0ssea e cultivados por 48 horas sem estimulo, estimulados com M. leprae (ML) na
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 20 bacilos para 1 macréfago (MOs + ML) ou com
lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml) (M + LPS). B. MOs foram cocultivados por 48 horas
com SCs néo infectadas ou SCs infectadas com ML (SCs + ML) por 2 dias (T2) ou por 9
dias (T9). Os graficos representam a mediana e os valores minimo e maximo. *p<0,05
(teste de Mann Whitney). Os dados apresentados sdo representativos de dois

experimentos independentes.

Figura 5: Deteccdo de CD86 e iINOS em culturas de MOs. Macréfagos (MOs) foram
diferenciados a partir de precursores de medula dssea e cultivados por 48 horas sem
estimulo, infectados com M. leprae (ML) na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 20
bacilos para 1 macréfago (MOs + ML) ou estimulados com lipopolissacarideo (LPS, 1
ug/ml) (MOs + LPS). A imunodetecgdo foi realizada por microscopia confocal e a

densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versdo 1.8). Graficos



46

ilustram a densidade de florescéncia de CD86 e INOS. Os valores foram expressos como

mediana e valores minimo e maximo. Aumento: 400x

Figura 6: Deteccdo de iNOS em culturas de SCs. Células de Schwann (SCs) foram
isoladas, cultivadas e avaliadas 2 dias ap0s a infeccdo com M. leprae (ML) (SCs + ML
(T2)) e 9 dias ap0s a infeccdo com ML (SCs + ML (T9)). Foi empregado no estudo MOI
de 100:1 (bacilos:SCs), como controles negativo e positivo SCs foram cultivadas sem
estimulo (SCs) ou estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml, SCs + LPS) pelos
mesmaos periodos. A imunodeteccéo foi realizada por microscopia confocal e a densidade
de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versdo 1.8). O gréfico ilustra a
densidade de florescéncia de iNOS. Os valores foram expressos como mediana e valores

minimo e maximo da densidade de fluorescéncia. Aumento: 400x

Figura 7: Detec¢do de CD86 em coculturas de MOs (F4/80+) e SCs. Macrofagos
(MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula 6ssea e foram cocultivados
por 48 horas com SCs ndo estimuladas ou SCs infectadas com M. leprae (ML) (SCs +
ML) por 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). A imunodeteccdo foi realizada por microscopia
confocal e a densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versao 1.8).
Os gréficos ilustram a porcentagem de MOs CD86+ e a densidade de fluorescéncia para
este marcador. Os valores foram expressos como mediana e valores minimo e maximo.
Aumento: 400x. Os dados apresentados sdo representativos de dois experimentos

independentes.

Figura 8: Deteccdo de iNOS em coculturas de MOs (F4/80+) e SCs. Macrofagos
(MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula 6ssea e foram cocultivados
por 48 horas com SCs ndo estimuladas ou SCs infectadas com M. leprae (ML) (SCs +
ML) por periodo de 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). A imunodeteccéo foi realizada por
microscopia confocal e a densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J
(versdo 1.8). Os graficos ilustram a porcentagem de MOs INOS+ e a densidade de
fluorescéncia para este marcador. Os valores foram expressos como mediana e valores
minimo e maximo. Aumento: 400x. Os dados apresentados sao representativos de dois

experimentos independentes.
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Figura 9: Deteccdo de CD206 e Arginase 1 (ARG) em culturas de MOs. Macrofagos
(MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula 6ssea e cultivados por 48
horas sem estimulo, infectados com M. leprae (ML) na multiplicidade de infeccdo (MOI)
de 20 bacilos para 1 MOs (MOs + ML) ou estimulados com lipopolissacarideo (LPS, 1
ug/ml) (MOs + LPS). A imunodeteccdo foi realizada por microscopia confocal e a
densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versdo 1.8). Gréaficos
ilustram a densidade de florescéncia de CD206 e ARG. Os valores foram expressos como
mediana e valores minimo e maximo. *p<0,05 (analise de variancia ndo paramétrica de

Kruskal-Wallis seguida pelo pos-teste de Dunn). Aumento: 400x

Figura 10: Deteccdo de CD206 culturas de SCs. Células de Schwann (SCs) foram
isoladas, cultivadas e avaliadas 2 dias ap6s a infecgdo com M. leprae (ML) (SCs + ML
(T2)) e 9 dias apos a infeccdo com ML (SCs + ML (T9)). Foi empregado no estudo MOI
de 100:1 (bacilos:SCs), como controles negativo e positivo SCs foram cultivadas sem
estimulo (SCs) ou estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml, SCs + LPS) pelos
mesmos periodos. A imunodeteccao foi realizada por microscopia confocal e a densidade
de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versdo 1.8). O gréfico ilustra a
densidade de florescéncia de CD206. Os valores foram expressos como mediana e valores

minimo e maximo. Aumento: 400x

Figura 11: Deteccdo de Arginase 1 (ARG) em culturas de SCs. Células de Schwann
(SCs) foram isoladas, cultivadas e avaliadas 2 dias ap0s a infecgdo com M. leprae (ML)
(SCs + ML (T2)) e 9 dias apo6s a infeccdo com ML (SCs + ML (T9)). Foi empregado no
estudo MOI de 100:1 (bacilos:SCs), como controles negativo e positivo SCs foram
cultivadas sem estimulo (SCs) ou estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml, SCs
+ LPS) pelos mesmos periodos. A imunodeteccéo foi realizada por microscopia confocal
e a densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (versao 1.8). O grafico
ilustra a densidade de florescéncia de ARG. Os valores foram expressos como mediana e

valores minimo e méximo. Aumento: 400x
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Figura 12: Deteccdo de CD206 em coculturas de MOs (S100p-) e SCs. Macrofagos
(MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula dssea e foram cocultivados
por 48 horas com SCs ndo estimuladas ou SCs infectadas com M. leprae (ML) (SCs +
ML) por 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). A imunodeteccéo foi realizada por microscopia
confocal e a densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J (verséo 1.8).
Os graficos ilustram a porcentagem de MOs (S100-) CD206+ e a densidade de
fluorescéncia para este marcador. Os valores foram expressos como mediana e valores
minimo e maximo. Aumento: 400x. Os dados apresentados sao representativos de dois

experimentos independentes.

Figura 13: Deteccdo de Arginase 1 (ARG) em cocultura de MOs (S100p-) e SCs.
Macrofagos (MOs) foram diferenciados a partir de precursores de medula 6ssea e foram
cocultivados por 48 horas com SCs ndo estimuladas ou SCs infectadas com M. leprae
(ML) (SCs + ML) por 2 dias (T2) ou por 9 dias (T9). A imunodetecc¢éo foi realizada por
microscopia confocal e a densidade de fluorescéncia foi analisada no software Image-J
(versdo 1.8). Os gréficos ilustram a porcentagem de MOs (S100-) ARG+ e a densidade
de fluorescéncia para este marcador. Os valores foram expressos como mediana e valores
minimo e maximo. Aumento: 400x. Os dados apresentados sao representativos de dois

experimentos independentes.



49

FIGURAS

Figura 1

Diferenciacio de MOs

T T

Macréfagos > Diferenciagio de MOs

Dias
R
Cultura Primaria de - Cultura de SCs
& Cocultura (T2 g
Explante i ocultura ( ’1 Infectada com M. leprae Cocultura (19.)‘
SCs> L) L] Dias
T T 11717 =T FT T 1T PTF
H g 2 = E
g g S S .
: g 5 g
: e S =)
E o = = =
g 5 o .
- : 2 g
8 @ P =
] g g
- £ 3
Figura 2
25 1.5 15
—
20
3 3 10 : 10
g s | £ 4
5 = > == 4
=) =) =] P
g 2 Z o5 Z o5 £
05 | N
0.0 - 0.0 0.0 _ .
2 2 n D D N N N 3 3 > ]
® & & RN I R R R R R
& 5 X8 & & & & &
€ B &5 o8 < X oS
¥ 7 4 & ¥ £ @



50

—r——

mmmwwﬁo

(jwyBd)

 m
|

IL-10

IL-6

(juisBd)

MOs

Figura 3

SCs

%
o)
=
+
(%]
Q
(%]

151

A
. s % 7

-

O1-7TI/ANL oezey

Figura 4

L 1 ¥ 1
w - o~ o

O17TI/dNL opzey



o1

Figura 5

MOs + ML MOs + LPS

MOs

(epraBojul opepisuaq)
+SON! sobejosoepw

(epesbapy opeprsuaq)
49809 sobejoroen



52

Figura 6
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Figura 8

SCs (T2)+ MOs

SCs + ML (T2) + MOs

SCs (T9) + MOs

SCs + ML (T9) + MOs

.." .

= 100%4 8—-
€ ]
» 80% §3 ¢
V)g + QP
Cap 0won s
an 60%4 O et
e5 £33
- = R
g):U 40% 8a
A H
- Y J %
S 20% 033
= 8=
0%
o
l%o
) Y
(\"' \(\v
o
o x
cﬁ




55

Figura 9
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Figura 10
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CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que SCs infectadas por ML induzem a
diferenciacéo de MOs para um perfil M2-like com baixa expresséo de marcadores M1
(iNOS e CD86) e aumento na producdo de IL-10 e expressdo do marcador M2
(CD206) conforme demostrado no resumo esquematico abaixo. Em conjunto, nossos
dados indicam que a infeccdo de SCs pelo bacilo é capaz de interferir com a
polarizacdo funcional de MOs por induzir a ocorréncia de um ambiente anti-

inflamatorio.

MOs SCs Coculturas SCs + MOs

II = cD86 . =No @ =110
* = ARG =iNos @ =16

Resumo esquematico dos resultados. SCs: células de Schwann; MOs: macréfagos;
CC: Cultura Controle; ML: M. leprae; NO: 6xido nitrico.
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