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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



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ARG - Arginase 1

BAAR - Bacilo alcool-acido resistente
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Lima
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IL-6 - Interleucina-6

IL-10 - Interleucina-10

IL-12 - Interleucina-12

IL-17 - Interleucina-17

IL-23 - Interleucina-23
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LL — Lepromatous lepromatous

MB — Multibacilar

mg — Miligrama

MHC - Major histocompatibility complex (Complexo principal de

histocompatibilidade)
ML- Mycobacterium leprae
mL — Mililitro
MOs - Macrofagos
M1 - Macréfagos M1 (classicamente ativados)
M2 - Macréfagos M2 (alternativamente ativados)
ng - Nanograma
NLRs - NOD-like receptors (receptores do tipo NOD)
NO — Nitric Oxide (Oxido Nitrico)
OMS — Organizac¢do Mundial da Saude

PAMPs - Pathogen associated molecular patterns (padrées moleculares associados

a patdgenos)
PBS - Phosphate Buffered Saline (Solucdo salina tamponada com fosfato)
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PGL-1 — Antigeno Glicolipideo Fendlico-1

PQT- Poliquimioterapia

PRRs - Pattern Recognition Receptors (receptores de reconhecimento padrao)
RR — Reacdo Reversa

SBCAL - Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
SCs - Schwann cells (Células de Schwann)

SFB - Soro fetal bovino

SNC - Sistema nervoso central

SNP - Sistema nervoso periférico

TGF- Transforming growth factor (Fator de transformacao do crescimento)
Th - Linfocitos T helper (linfocitos T auxiliares)

TLRs - Toll-like receptors (receptores do tipo Toll)

TNF- Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)

Tregs — Regulatory T cells (Células T regulatdrias)

TT - Hanseniase tuberculdide-tuberculdide

VV - Hanseniase virchowiana-virchowiana

ug - Micrograma

ul - Microlitro

pum - Micrometro

uM — Micromolar
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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).
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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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