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RESUMO

A hanseniase é uma doenga infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M.
leprae), que acomete principalmente a pele e nervos periféricos, levando a grave
degeneragao do tecido nervoso. Enquanto muito se tem estudado sobre o impacto do
bacilo na patofisiologia do nervo e de sua interagdo com as células de Schwann,
consideradas como principais células hospedeiras, pouco se conhece a respeito da
interacdo M. leprae—neurdnios, bem como o efeito de metabdlitos desse patdgeno sobre
as células neuronais. Um potencial metabdlito é a colest-4-en-3-ona (colestenona), um
oxicolesterol relacionado a citotoxicidade e neurodegeneracao, sintetizado pelo M. leprae.
Desse modo, o presente estudo objetivou investigar o impacto da colestenona no
comportamento e viabilidade neuronal, e a capacidade de internalizagcdo da bactéria em
neurénios. Para tanto, neurdnios do ganglio da raiz dorsal (GRD) de camundongos foram
cultivados e estimulados com colestenona e avaliados por microscopia Optica quanto a
morfologia, degeneragdo e viabilidade celular. Além disso, neurbénios humanos da
linhagem SK-N-AS (SK) foram cultivados e expostos ao M. leprae morto e a colestenona,
e posteriormente avaliados por citometria de fluxo e microscopia quanto a internalizagao
do bacilo e a viabilidade celular. Nossos resultados revelam a colestenona como um
potencial composto de efeito depreciativo da morfologia neuronal, alterando o
comprimento e complexidade de neuritos em torno de 30%. Ademais, dados preliminares
sugerem a possibilidade desse composto atuar também como indutor degenerativo. Por
fim, nés mostramos, pela primeira vez, a capacidade do M. leprae morto ser internalizado
em neurdnios humanos, abrindo novas perspectivas sobre a contribuicdo da interagcéo
neurdnio—bactéria no curso da doenga. Tomados em conjunto, os resultados em questao
apontam um novo caminho para o estudo da patogénese da hanseniase neural,
oferecendo novas percepcdes € modelos sobre a contribuicdo do bacilo e seus elementos
patogénicos para a neuropatologia provocada durante sua infecgao.

Palavras-chave: Colest-4-en-3-ona. Hanseniase. Neurodegeracdo. Neurdnios.

Mycobacterium leprae.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (M. leprae) that
mainly affects the skin and peripheral nerves, leading to severe degeneration of nervous
tissue. While much has been studied about the impact of the bacillus on the
pathophysiology of the nerve and its interaction with Schwann cells, considered as the
main host cells, the interaction M. Leprae-neurons, as well as the effect of this pathogen
metabolites on neuronal cells are still unclear. A potential metabolite is cholest-4-en-3-
one (cholestenone), an oxycholesterol related to cytotoxicity and neurodegeneration,
synthesized by M. leprae. Thus, the present study aimed to investigate the impact of
cholestenone on neuronal behavior and viability, as well as on the bacteria’s
internalization capacity in neurons. To that end, mice dorsal root ganglia (DRG) neurons
were cultured and stimulated with cholestenone, and evaluated by using optical
microscopy for morphology, degeneration and cell viability. Furthermore, human neurons
from the SK-N-AS (SK) lineage were cultured and exposed to dead M. leprae and
cholestenone, and subsequently analyzed with flow cytometry and microscopy for bacillus
internalization and cell viability. Our results reveal cholestenone as a potential compound
with a detrimental effect on neuronal morphology, altering the length and complexity of
neurites by around 30%. Moreover, preliminary data suggest the possibility of the
compound acting as a degenerative inducer. Finally, we show, for the first time, the ability
of dead M. leprae to be internalized into human neurons, paving new perspectives on the
contribution of neuron—bacteria interactions to the course of the disease. Taken together,
these results point to a new path for the study of neural leprosy pathogenesis, providing
new insights and models on the contribution of the bacillus and its pathogenic elements

to the neuropathology caused during its infection.

Key words: Cholest-4-en-3-one. Leprosy. Neurodegeneration. Neurons. Mycobacterium

leprae.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase € uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae (M. leprae) e Mycobacterium lepromatosis, que afeta principalmente a pele, nervos
periféricos, mucosa, trato respiratorio e olhos (WHO, 2022a). Apesar de ser uma doenca
curavel, apenas o diagnostico precoce e o tratamento em estagios iniciais garantem a
prevencado de deformidades e deficiéncias permanentes (WHO, 2022b). A transmisséo
da doenga acontece principalmente por goticulas advindas das vias respiratérias (Brasil,
2017), e seu periodo de incubacdo média é de 5 anos (WHO, 2022b). Acredita-se que
grande parte da populagdo tenha imunidade natural ao patégeno, e a maioria dos
acometidos pela doenga ndo manifesta sintomas ao ser exposta ao bacilo (Maymone et
al.,, 2020). A hanseniase tem cura e seu tratamento envolve a administracdo de
poliquiomioterapia, com base na combinagdo das drogas rifampicina, dapsona e
clofazimina, de acordo com a forma de manifestacdo da doenca (CDC, 2017; WHO,
2022c). Do ponto de vista epidemiolégico, o Brasil se encontra no centro dessa
problematica, uma vez que apresenta o segundo maior acometimento de casos do
mundo (Brasil, 2022a; WHO, 2022c, 2023b).

A hanseniase € uma doenca complexa e multifatorial, na qual componentes
genéticos, imunoldgicos e ambientais determinam a susceptibilidade do individuo ao
bacilo (WHO, 2022c). Neste contexto, um dos principais componentes da parede celular
do patogeno, o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), € postulado como fator central para a
entrada da bactéria nas células, permitindo sua internalizagdo. Esse antigeno apresenta
importante atuacado na patogénese da doenca, uma vez que facilitaria ndo somente sua
entrada no hospedeiro, mas também estaria envolvido com mecanismos de escape
lisossomal e imunossupressor que facilitam a sobrevivéncia do bacilo (Froes Junior et al.,
2022; Ploemacher et al., 2020).

Durante a resposta imunolégica ao M. leprae, as células de Schwann se destacam
pela sua capacidade de processar e apresentar antigenos as células T CD4 o que, no
entanto, dispara processos inflamatorios prejudiciais ao tecido nervoso, promovendo, por
exemplo, a desmielinizagao de nervos periféricos e lesbes axonais difusas (Andrade et

al., 2016; Froes Junior et al., 2022). Esse fato se soma ao que diferentes estudos tém
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apontado, de modo que a destruicao dos nervos se pauta em decorréncia da entrada e
persisténcia do bacilo no microambiente neural (Serrano-Coll et al., 2018). De modo
interessante, nosso grupo compilou sistematicamente as alteragbes genéticas e
funcionais descritas na literatura cientifica, que ocorrem nas células de Schwann apds
exposicao ao M. leprae vivo e/ou morto, caracterizando como esta célula favorece a
replicagao da bactéria e, ainda, como a interagao patdégeno-hospedeiro esta vinculada a
patogenia da neuropatia da hanseniase (Brugger et al., 2023).

Além disso, sabe-se que as células de Schwann apresentam papel central na
manutencdo da homeostasia do nervo periférico, e essa relagdo glia-neurbénio é
fundamental para preservar a integridade de axénios mielinizados (Quintes et al., 2010).
Elas estdo envolvidas em uma gama de doengas devido a sua capacidade de interagir e
modular células imunes, produzir mediadores inflamatdrios, fagocitar e apresentar
antigenos, dentre outros mecanismos de comunicagéo intercelular que garantem nutricao
e protegao axonal, o que as tornam essenciais para progressao de eventos degenerativos
e regenerativos (Lopez-Leal et al., 2016; Mietto et al., 2015; Zhang et al., 2020). Sob
infecgdo do M. leprae, essas células se apresentam como as principais hospedeiras do
bacilo, ao passo que quando invadidas, permitem a persisténcia bacteriana no
microambiente neural por meio da subversdo de suas fungdes em favor do patdégeno.
Neste contexto, se evidencia uma coevolugao bacteriana com as células do sistema
nervoso, na qual o patégeno se adaptou para direcionar as fungdes celulares neurais em
sua vantagem, sendo inclusive capaz de reprogramar as células de Schwann para células
tronco progenitoras de modo a facilitar sua sobrevivéncia (Gasque; Neal, 2016; Hess;
Rambukkana, 2019).

As lesdes nervosas sao caracterizadas por infiltrados inflamatérios que se
estendem além dos compartimentos nervosos, gerando grande perda de fibras nervosas.
As alteragdes desse microambiente conduzem a deficiéncias motoras e sensoriais,
advindas de um processo patogénico que evolui para a destruicdo nervosa e fibrose
(Antunes et al., 2019). A fibrose da hanseniase neural é de fato unica, uma vez que ha
um alto grau de densidade de deposigcdo de coldageno que nao é visto em outras
neuropatias, o que, somado a outros fatores clinicos, corrobora para um diagndstico mais

preciso da doencga (Antunes et al., 2012). O processo fibrotico € irreversivel e deve ser
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fortemente evitado por suas consequentes incapacidades e deformidades permanentes
causadas aos pacientes. Nesse contexto, fica clara a importadncia das células de
Schwann e do microambiente inflamatdorio no processo neuropatico, porém, ainda pouco
se tem elucidado sobre os efeitos diretos da infecgdo do patégeno em células neuronais.

Por outro lado, sabe-se que o bacilo é encontrado residindo macréfagos e células
de Schwann contendo corpusculos lipidicos, os quais sao recrutados e tém sua
biogénese induzida pelo préprio patogeno (Matos et al., 2010, 2011a, 2011b; Mietto et
al., 2020). Além disso, analises demonstram que o colesterol € o lipidio hospedeiro
predominante nessas células infectadas, sendo inclusive sua sintese e captagao induzida
pela bactéria (Mattos et al., 2014). O bloqueio do metabolismo desse lipidio promove
consideravel reducio na sobrevivéncia intracelular do bacilo, tanto in vitro como in vivo,
demonstrando sua dependéncia por essa via metabdlica (Lobato et al., 2014; Mattos et
al., 2014; Marques et al., 2015). Contudo, estudos evidenciam que o M. leprae perdeu os
genes envolvidos no metabolismo do colesterol, mantendo apenas a capacidade de
oxida-lo em colest-4-en-3-ona (colestenona), objeto de investigagéo do presente estudo.
Esses achados sugerem que o recrutamento de corpusculos constitui um mecanismo de
entrega lipidica ao patdgeno intracelular, resultando no aumento de sua viabilidade
infecciosa (Marques et al., 2015; Rosa et al., 2021). A colestenona compde a classe dos
oxicolesterois, compostos com caracteristicas aterogénicas, citotoxicas, cancerigenas e
mutagénicas (Tenuta-Filho et al., 2003; Wielkoszynski et al., 2006). Tais compostos
citotoxicos parecem estar envolvidos em variados processos biolégicos, como a agao
antiproliferativa, inducdo de apoptose, alteracbes funcionais no sistema imune,
modificagdes da membrana plasmatica e migracao celular (Neuvonen et al., 2014;
Wielkoszynski et al., 2006). Ademais, os efeitos citotdxicos desse grupo tém sido
relacionados a diferentes células, apresentando influéncias em doencas vasculares,
inflamagéao e fungdes cerebrais (Dias et al., 2020).

Diante do exposto, compreender o papel do colesterol e sua oxidagdo na
patogénese do M. leprae ainda € um caminho a ser explorado. A elucidagdo do
metabolismo desse esterol na célula hospedeira durante a infeccdo, somado a analises
mais profundas do papel da colestenona no metabolismo da bactéria e seus efeitos nas
células hospedeiras, podem abrir portas para uma maior compreensao patoldgica e a
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criacdo de novas terapias de tratamento. Nao obstante, a comunidade cientifica em
hanseniase neural, ainda carece de novos modelos e abordagens in vivo, in vitro e ex-
vivo, para avangar o entendimento das bases moleculares, celulares e bioquimicas que
regem a evolugdo da doencga e o papel do M. leprae no contexto neurologico. Portanto, o
presente estudo também buscou validar duas novas abordagens, através de linhagem
de neurbnios humanos (modelo in vitro) e explantes do ganglio da raiz dorsal de
camundongos (modelo ex-vivo suplementar), a fim de verificar novos métodos cientificos
e experimentais sobre as possiveis perturbagdes do M. leprae e seus componentes no

sistema nervoso periférico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hanseniase: aspectos clinicos

A hanseniase, popularmente conhecida como lepra, € uma doenca infecciosa
causada pelos bacilos Mycobaterium leprae (M. leprae) e Mycobacterium lepromatosis
(Brasil, 2017; Maymone et al., 2020). As principais areas afetadas incluem pele, nervos
periféricos, mucosas, trato respiratorio superior € olhos. Quando nao tratada, a doenca
pode evoluir, tornar-se transmissivel e causar danos progressivos e permanentes nesses
orgaos, com especial acometimento aos nervos periféricos (Figura 1) (Brasil, 2017). Seu
acometimento é prevalente em todas as idades, seja da infancia a vida adulta (Brasil,
2017; WHO, 2022a, 2023a). Vale ressaltar que a hanseniase é uma doenga curavel por
meio da poliquimioterapia e o tratamento em seus estagios iniciais pode prevenir danos
permanentes (Brasil, 2017).

Sua transmissdo acontece principalmente por goticulas advindas das vias
respiratorias, nariz e boca, de pacientes ndo tratados durante contato préximo e
persistente, ou por objetos contaminados utilizados por esses pacientes (WHO, 2022b).
Estima-se que grande parte da populagédo possua imunidade natural contra o M. leprae.
Logo, a maioria das pessoas que entrarem em contato com o bacilo ndo adoecerao.
Ademais, ja se sabe que a susceptibilidade ao patdgeno possui influéncia genética, o que
explica também a maior chance de familiares de pessoas portadoras da doenca
contrairem hanseniase (Brasil, 2017; WHO, 2022b).
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Figura 1: Paciente com hanseniase. Foto de individuo com hanseniase neural. Setas indicam
nervos espessados devido a evolugéo da doenga (Brasil, 2017).

Os sintomas podem ocorrer dentro de um ano, ou levar mais de 20 anos para se
manifestarem, uma vez que o bacilo se multiplica lentamente e a doenga apresenta um
periodo médio de incubagao de cinco anos (WHO, 2022b). No entanto, a maioria dos
individuos expostos a esses organismos nao desenvolvem sintomas clinicos, os quais
podem variar extensivamente, ainda mais por serem dependentes da resposta
imunoldgica do individuo a infecgdo (Maymone et al., 2020). Os sinais clinicos sao de
facil observacao, e afetam principalmente a pele, nervos e membranas mucosas. As
lesdes cutaneas podem se apresentar como manchas esbranqui¢cadas, pigmentagéo
diferente da pele saudavel ao redor, como uma menor pigmentacgao, vermelhidao, ou cor
de cobre, além de apresentarem aspecto liso, elevado ou nodular, com alteragdes de
sensibilidade ao calor, dor ou tato (Brasil, 2017; WHO, 2023a). Ja os sintomas das lesdes
nervosas incluem dorméncia de areas afetadas, fraqueza muscular (especialmente nas
maos e pés), espessamento de nervos periféricos (principalmente aqueles presentes no
cotovelo, joelho e laterais do pescogo) (Figura 1), e sintomas oculares quando nervos
faciais séo afetados (Brasil, 2017; CDC, 2017). Se nao tratada, a doenga pode avancar,
incluindo sintomas como paralisia de maos e pés, encurtamento de dedos, ulceras
cronicas, lesdes desfigurantes e cegueira (CDC, 2017).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), para fins operacionais,
os doentes devem ser classificados de acordo com o padrao de lesbes, as quais podem
ser pontuais ou multiplas, com ou sem perda de sensibilidade. Tais caracteristicas sdo

usadas na classificagdo da doenca, a qual € chamada de paucibacilar (PB) ou
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tuberculdide, quando ha a presencga de poucas lesdes cutaneas no corpo (de uma a cinco
lesdes ou um nervo comprometido) e baciloscopia de raspado intradérmico negativo em
todos os sitios examinados, ou multibacilar (MB) ou lepromatosa, quando ha lesdes
multiplas e difusas pelo corpo (mais de cinco lesbes ou a presenga de nervos
comprometidos), ou baciloscopia de raspado intradérmico positiva em todos os sitios
examinados (Figura 2) (Brasil, 2017; CDC, 2017; Reibel et al., 2015; WHO, 2023?).

Outro sistema de classificagdo é o proposto por Ridley e Jopling em 1966, que
combina manifestagdes clinicas, caracteristicas histopatoldgicas e indice bacteriologico.
Esse sistema se baseia em dois polos e trés formas intermediarias entre eles. Em um
dos polos se encontra a hanseniase tuberculéide ou tuberculdide-tuberculdide (TT), no
qual a doenga apresenta sintomas limitados com poucas lesbes, baixa carga bacilar,
além de uma expressao predominante de citocinas do tipo Th1, o que se caracteriza por
uma imunidade fortemente mediada por células. Ja no polo oposto encontramos a
hanseniase lepromatosa ou lepromatosa-lepromatosa (LL), a qual apresenta
manifestagdes clinicas mais severas com multiplas lesdes, alta carga bacilar, além de
uma expressao predominante de citocinas do tipo Th2, as quais sdo relacionadas a
imunidade humoral e auséncia de imunidade mediada por células. Entre os dois polos
temos as formas intermediarias denominadas “borderline”, borderline-tuberculoide (BT),
bordeline-bordeline (BB) e bordeline-lepromatosa (BL), definidas nessa sequéncia do
polo tuberculdide ao lepromatoso (Froes Junior et al., 2022; Lobato, 2014; Oliveira, 2021).
Paralelamente a essas classificagdes, a forma indeterminada ou lepra indeterminada (IL)
€ usada para identificar pacientes em estagio inicial da doenca que ainda néo
desenvolveram resposta imune celular, podendo assim progredir tanto para a forma
tuberculdide quanto lepromatosa da doenga (Maymone et al., 2020). Essa classificagao
nao exclui aquela proposta pela OMS, uma vez que esta foi criada para facilitar esquemas
terapéuticos por meio da operacionalizagao em dois grupos, nos quais as formas clinicas
TT e BT se enquadram na forma paucibacilar e as formas BB, BL, e LL se enquadram na
forma multibacilar (Lobato, 2014; Oliveira, 2021).
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Figura 2: Pacientes com hanseniase paucibacilar e multibacilar. A esquerda, paciente
paucibacilar com placa eritematosa unica na regiao lombar, e a direita, paciente multibacilar com

placas eritematosas espalhadas pelas costas e bragos (Froes Junior et al., 2022).

O tratamento recomendado pela OMS se baseia em uma combinacao de drogas
antibidticas, uma vez que a administragcdo de apenas um farmaco pode resultar no
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (WHO, 2023a). A combinagao de farmacos
utilizados na poliquimioterapia depende do grau de infecgdo do paciente, sendo usada
rifampicina e dapsona em casos de hanseniase paucibacilar, enquanto a clofazimina é
conjugada as ultimas duas em casos de hanseniase multibacilar, com uma duragao
média de seis a doze meses de tratamento. Como profilaxia, uma dose Unica de
rifampicina é fortemente recomendada para quebrar a cadeia de transmissao por
individuos que mantém contato com pacientes acometidos pela doenga (WHO, 20233a;
CDC, 2017; WHO, 2022). O tratamento com a poliquimioterapia é gratuito e disponivel
em qualquer unidade de saude nacional (Brasil, 2017). No entanto, o tratamento é
susceptivel ao aparecimento de diferentes efeitos adversos. Manifestagbes alérgicas
como eritema, coceira e descamacao principalmente na face e antebragos, além de febre,
dor de garganta, comprometimento renal ou hepatico e anemia, sdo algumas das
complicagbes que podem aparecer durante a administracdo dos medicamentos, em
especial da dapsona (Brasil, 2017; Guragain.; Upadhayay; Bhattarai, 2017). Além disso,

estudos apontam que uma alta proporg¢ao de pacientes tém desenvolvido resisténcia a
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essas drogas, com uma taxa crescente de resisténcia desde 2009, o que torna o desafio
para o tratamento da doencga ainda mais desafiador para os profissionais e sistemas de

saude especializados (Li et al., 2022).

2.2 Epidemiologia

A hanseniase é descrita na literatura desde o estabelecimento de civilizagcbes
antigas, sendo inclusive relatada antes de Cristo (ILA, 2023; Reibel et al., 2015). Pessoas
acometidas pela doenga eram muitas vezes estigmatizadas, excluidas e marginalizadas
por suas comunidades (WHO, 2021; 2022a). A doenca é classificada pela OMS como
uma das vinte doengas tropicais negligenciadas (DTNs), e assim como outras DTNs, sua
ocorréncia é frequentemente relacionada as mas condi¢cbes socioecondémicas de uma
comunidade ou pais (WHO, 2021; 2022c). A doencga € endémica em mais de 140 paises,
incluindo o Brasil (WHO, 2022c; Maymone et al., 2020).

Em 2022, a OMS registrou 174.087 novos casos que, apesar da tendéncia
regressiva da ultima década, representou um aumento de aproximadamente 24% em
relagdo ao ano anterior, atingindo uma taxa de prevaléncia populacional de 21,8 a cada
um milhdo de individuos. Isso pode ser explicado tanto pela reabertura dos espacos e
diminuicao das restricbes provocadas pela pandemia de COVID-19, quanto pela volta do
pleno funcionamento dos programas de controle que puderam reportar novos casos de
forma mais precisa. Desse total, 21.398 foram reportados no continente americano,
sendo que 19.635 foram registrados apenas no Brasil, fazendo com que o pais,
juntamente com india e Indonésia, representasse 78,1% dos novos casos globais desse
ano (WHO, 2022b; WHO, 2023b) (Figura 3). Esses trés paises continuam a reportar mais
de 10.000 casos anualmente, representando um grupo prioritario a receber enfoque no
combate a doenga (WHO, 2023Db).
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Figura 3: Distribuicao mundial dos casos de hanseniase em 2022. Adaptado de WHO, 2023b.

Outro dado alarmante se pauta na ocorréncia de recidivas, as quais somam um
total global de 3.346 no referido ano, tendo o Brasil como o maior contribuinte dessa soma
através de seus 1.277 casos. Dessa forma, os dados evidenciam como & imperativo a
realizacdo de esforgos globais para erradicacdo da hanseniase, ao passo que os
continentes americano, africano e asiatico apresentam as maiores taxas de detecg¢ao de
novos casos, compondo juntos um total de 95% do acometimento da doenca, o que
reforga ainda mais seu destaque dentre as DTNs (WHO, 2023b).

Ao olharmos de perto os dados brasileiros, percebemos que a doenca ainda
permanece como um grande problema de saude publica, uma vez que o pais vem
ocupando a segunda posi¢gao mundial no numero de casos, perdendo apenas para a
india nos ultimos anos (Brasil, 2022a, 2022b; WHO, 2022c, 2023b). Entre 2012 e 2021,
269.086 novos casos foram diagnosticados no pais, apresentando uma taxa de deteccgao
de 8,59 casos a cada 100 mil habitantes em 2021 (Brasil, 2023). S6 no periodo de 2015
a 2019 foram diagnosticados 137.495 novos casos no pais, dos quais aproximadamente
70% foram notificados pelas equipes de atencdo primaria a saude, o que ressalta a
importancia do setor primario de saude no combate e reducéo da doenga (Brasil, 2022a).
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Além disso, quase 60% dos casos registrados no referido periodo foram de individuos
com escolaridade baixa, tendo cursado apenas o ensino fundamental (Brasil, 2022a,
2022b), o que também reforga a necessidade de criagdo de programas educacionais e
de divulgagao cientifica que favorecam a popularizagdo do conhecimento sobre a
hanseniase, assim como esforgos governamentais constantes que garantam a ampla
escolarizag¢ao dos brasileiros.

Por ultimo, apesar da queda do numero de casos, quando olhamos para as regides
brasileiras, notamos que as regides norte, nordeste e centro-oeste concentram a maior
taxa de detecgao de casos por habitantes (Brasil, 2022b), com destaque para os estados
do Tocantins e Mato Grosso que apresentaram os maiores numeros de casos nos ultimos
anos (Brasil, 2022b; Miguel et al., 2021).

No estado de Minas Gerais, a Secretaria de Estado de Saude (SESMG) atraves
do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcdo (SINAN), compilou dados
epidemiologicos do periodo de 2017 a 2021, evidenciando 4.856 novos casos
diagnosticados no periodo (SESMG, 2022). Apesar do numero significativo, ha uma
tendéncia decrescente dos casos que, mais uma vez, pode ser explicada pela ocorréncia
da pandemia de COVID-19 que, além da diminuigdo da circulagao populacional, também
levou a uma sobrecarga do sistema de saude, promovendo uma diminuigdo do
diagnostico efetivo de novos casos (Formigosa; Brito; Neto, 2022; SEESMG, 2022). Ao
expandirmos o periodo de analise dos dados epidemioldgicos, é possivel perceber a
relevancia da doenga no estado de Minas. Sdo 19.473 notificagdes de novos casos no
periodo de 2010 a 2023 até o momento, com destaque para a forma paucibacilar
(SEESMG, 2023), revelando uma média de aproximadamente 1500 casos por ano.

Dentre o total dos casos notificados no referido periodo, 97 foram registrados na
cidade de Juiz de Fora, correspondendo a 0,5% dos casos no estado, o que é
relativamente consideravel se levarmos em conta que o estado possui um total de 853
municipios, o que corresponderia a uma média de 22,8 casos por municipio (Figura 4)
(SEESMG, 2023). De fato, esses casos se concentram mais em regides metropolitanas,
tornando o municipio de Juiz de Fora um polo de notificagdo na regido da Zona da Mata
mineira, além de ressaltar a importancia da necessidade de medidas de controle na
cidade.
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Figura 4. Frequéncia de casos por ano no municipio de Juiz de Fora (SEESMG, 2023).
2.3 Agente etiologico

O agente etiolégico da hanseniase é caracterizado como um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) gram positivo do complexo Mycobaterium Leprae, que inclui também
o0 Mycobacterium lepromatosis, o qual € descrito mais recentemente como outra espécie
bacteriana causadora da doenca, sem apresentar diferengas nos sinais clinicos
(Maymone et al., 2020; Reibel et al., 2015). Sua classificacdo taxonémica € composta
pelo filo Actinomycetota, classe Actinomycetia, ordem Mycobacteriales, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium (Lastoria; Abreu, 2014; Skerman, 1980). Essa
bactéria em formato de bastonete foi primeiramente descrita pelo médico noruegués
Gerhard Armauer Hansen em 1873, do qual a doenga carrega o nome (Eichelmann et al.,
2013). E um organismo intracelular obrigatério de crescimento lento, com tempo de
multiplicagdo de aproximadamente 14 dias, o que provavelmente dificulta o
estabelecimento da ligacdo epidemiolégica entre o momento da exposicdo e o
desenvolvimento da doenga (Froes Junior et al., 2022).

Essa bactéria tem predilegcdo por células endoteliais € mais especificamente por
células fagociticas como macréfagos na pele e células de Schwann nos nervos
(Sugawara-Mikami et al, 2022). Apresenta cerca de 1 a 8 um de comprimento por 0,3
pm de largura, podendo aglomerar em tecidos infectados formando gldbulos com
centenas de bacilos (Figura 5), além de crescer preferencialmente em temperaturas

variando de 27°C a 33°C, o que explica sua maior infeccdo em areas mais frias e
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periféricas do corpo (Eichelmann et al., 2013). Contudo, o patégeno n&o pode ser
cultivado em meio artificial, o que dificulta seu estudo e rapido entendimento como os
alcangados pela ciéncia no estudo de outras microrganismos (CDC, 2017; Froes Junior
et al., 2022; Maymone et al., 2020; Reibel et al., 2015).

Globi Acid-fast bacilli

Figura 5: M. Leprae isolado e agrupado em glébulo. Coloracao de Ziehl Neelsen (Reibel et al.,
2015).

Os mecanismos de transmissdo do microrganismo nao sao completamente
entendidos, mas ha sdlidas evidéncias da transmisséo por via respiratéria (WHO, 2022c).
Apesar da hanseniase ser considerada uma doenca humana, sua transmissao aparenta
ser muito mais complexa do que se pensava antes, apresentando outras possibilidades
de contagio através de interagcbes antropondticas e zoondticas, sugerindo infec¢des por
insetos (carrapatos e barbeiros), esquilos, tatus e até mesmo procedimentos que
envolvam inoculagdo da pele, como as tatuagens(Figura 6) (Froes Junior et al., 2022;
Ploemacher et al., 2020; Sugawara-Mikami et al., 2022). O diagnéstico de hanseniase
em outros primatas € limitado a alguns relatos de casos, e ndo é conhecido até que ponto
as diferentes espécies podem ser de fato infectadas (Hockings et al., 2021; Ploemacher
et al., 2020). E plausivel o questionamento se haveria também reservatérios ambientais,

uma vez que estudos revelam a presenca de M. leprae viavel em amebas (Sugawara-
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Mikami et al., 2022) e em amostras de solo e agua no Brasil (Franco-Paredes; Rodriguez-
Morales, 2016; Holanda et al., 2017).

Os seres humanos s&o os principais portadores da infecgdo por esse patégeno,
no entanto, no continente americano, tatus também se apresentam como reservatorios
para a bactéria (Maymone et al., 2020; Sharma et al., 2015). Ha inclusive evidéncias de
que esses animais podem transmitir a doenga a humanos (Froes Junior et al., 2022;
Sharma et al., 2015). A existéncia de infeccdo zoondtica por M. Leprae aparenta ser um
dos grandes desafios para a estratégia de eliminacdo da hanseniase pela OMS, uma vez
que o programa de combate a doenga é baseado na interrupgdo da transmissao entre
humanos, sem levar em consideracao qualquer tipo de transmissao zoondética (Maymone
et al., 2020; Scollard, 2016; WHO, 2023a).
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Figura 6: Possiveis vias de transmissdo do M. leprae. O esquema evidencia as rotas de
transmissdo aceitas (setas continuas) e as hipotéticas (setas tracejadas) (Ploemacher et al.,

2020).

O M. leprae pode ser diferenciado de outras bactérias gram-positivas e negativas

por sua robusta parede celular rica em lipidios (Figura 7) (Brennan, 2003). A camada
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mais externa da parede apresenta glicolipideos fendlicos (PGLs) e uma gama de outros
lipideos, dos quais se destacam o fitocerol dimicocerosato (PDIM) e o glicolipideo
fendlico-1 (PGL-1). Tais lipideos compdem a capsula (Sugawara-Mikami et al., 2022). A
parte mais interna da parede, logo apdés a membrana plasmatica, € rigida e rica em
peptidoglicana (PGN) ligada a uma camada de arabinogalactana (AG), formando assim
uma camada eletrodensa. Logo acima tem-se acidos micolicos que se ligam aos
terminais da camada de AG compondo o folheto interno de uma falsa bicamada lipidica,
seguido de um folheto externo composto de monomicolatos de trealose (TMM), formando
assim uma zona eletrotransparente (Lobato, 2014; Sugawara-Mikami et al., 2022). Sua
parede também contém polissacarideos ligados a lipideos e lipoarabinomanana (LAM)

que se ancoram a membrana plasmatica (Sugawara-Mikami et al., 2022).

Capsula

Zona

Acidos micélicos
eletrotransparente

Arabinogalactana

Zona

Peptidoglicana eletrodensa

Membrana
Plasmatica

Figura 7. Estrutura da parede celular do M. Leprae. Adaptado de Sugawara-Mikami et al.,
2022.

O PGL-1 é o lipideo de maior predominancia da parede celular, sendo o principal
componente responsavel pela especificidade imunolégica da bactéria, assim como
diversas interagdes patégeno-hospedeiro (Soares et al., 2020; Spencer; Brennan, 2011;
Sugawara-Mikami et al., 2022). Além disso, o PGL-1 apresenta grande importancia para

ensaios e aplicacdo de métodos diagndsticos em hanseniase, uma vez que diversos
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estudos demonstram a presenca desse lipideo em tecidos, sangue e urina de individuos
infectados, que também expressam altos titulos de anticorpos contra este antigeno
(Lobato, 2014; Silvestre; Lima; Lima, 2018; Zhang et al., 2010).Outra caracteristica deste
glicolipideo se pauta em sua capacidade de mediar a entrada do bacilo no macrofago por
meio da fragcdo C3 do complemento, através dos receptores CR1, CR3 e CR4, induzindo
a sua fagocitose. Ele se apresenta como um componente chave para a patogénese da
doenca, sendo ainda envolvido no mecanismo de escape lisossomal, promovendo um
papel imunossupressor que facilita a sobrevivéncia do patégeno dentro do macrofago
hospedeiro (Froes Junior et al., 2022).

Do ponto de vista evolutivo, os estudos demonstram que o genoma do patégeno
apresenta menos genes codificadores de proteinas do que genes nao codificadores e
pseudogenes (Cole, 2001), fazendo deste bacilo um microrganismo dependente do
metabolismo hospedeiro para sua sobrevivéncia e replicagao (Mungroo et al., 2020). De
maneira interessante, diversos genes relacionados ao metabolismo bacteriano foram
perdidos, sendo mantidos em seu genoma genes que permitem a manipulacdo do
metabolismo e reprogramacao da célula hospedeira a seu favor (Marques et al., 2015;
Mungroo et al., 2020; Rosa et al., 2021). Dentre esses genes, se encontram os genes do
metabolismo do colesterol, os quais foram perdidos, porém, sem que o patdgeno
perdesse sua capacidade de oxidar o colesterol em colestenona. Tal fato chama a
atencdo para o questionamento do papel desse composto na sobrevivéncia e

permanéncia da bactéria na célula hospedeira (Marques et al., 2015).

2.4 Imunopatologia da Hanseniase

A hanseniase apresenta uma fisiopatologia multifatorial, da qual componentes
genéticos, imunologicos e ambientais determinam a susceptibilidade de um individuo ao
bacilo (WHO, 2022c, 2023b). Pessoas com fraca resposta imunoldgica apresentam
resposta humoral intensa com alta producdo de anticorpos, mas incapaz de conter a
proliferacdo da bactéria. A susceptibilidade também é influenciada pela heranga de varios
tracos genéticos, dos quais a expressao variada de diferentes genes relacionados a

resposta imune se correlaciona as diferentes manifestagdes da doenga. Por exemplo, em
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pacientes com a forma multibacilar ou lepromatosa os genes relacionados a resposta
humoral sdo expressos em altos niveis, em particular aqueles relacionados a receptores
de imunoglobulina e a proteinas do sistema complemento, enquanto em pacientes com
a forma paucibacilar ou tuberculdide os genes envolvidos na resposta imune celular sdo
mais intensamente expressos (Dupnik et al., 2015; Froes Junior et al., 2022).

Pacientes com a forma tuberculéide sdo capazes de restringir o crescimento do
patogeno, apresentando uma predominancia de células T CD4+ e citocinas do tipo 1,
incluindo interleucina 2 (IL2) e interferon y (IN-y) em suas lesbes cutdneas. Em
contrapartida os pacientes com a forma lepromatosa sdo incapazes de impedir o
crescimento e infecgao, tendo por sua vez em suas lesdes cutadneas uma predominancia
de células T CD8+ e citocinas do tipo 2, incluindo as interleucinas 4 e 10 (IL4 e IL10)
(Modlin, 1994). Desse modo, de acordo que as manifestagdes clinicas evoluem da forma
tuberculoide para a lepromatosa, uma transigao gradual da resposta imune Th1 para Th2
€ observada (Walker; Lockwood, 2006).

Analises de citocinas secretadas por macréfagos naive demonstram que o PGL-1
induz uma fraca produgao de citocinas inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), IL-18 e IL-10, enquanto também induz altos niveis de moléculas de
regulacdo negativa, como a proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1) e o
antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1RA) (Froes Junior et al., 2022). Além disso,
uma alta expressdo de 6xido nitrico sintase induzida (iINOS) é descrita em lesbes
cutaneas tuberculéides quando comparadas com lesdes lepromatosas, o que pode ser
explicado pela forte resposta imune Th1 na hanseniase paucibacilar (Froes Junior et al.,
2022; Ploemacher et al., 2020).

Outro componente importante na resposta imune ao patégeno é atribuida aos
receptores do tipo toll (TLRs). Os TLRs 2 e 4 reconhecem o bacilo, o que promove a
liberagédo de IL-12, a qual induz a produgédo de outras citocinas inflamatérias e a
eliminagao do bacilo (Ridley; Jopling, 1994).

Uma alta expressdo de marcadores do inflamassoma é reportada em lesdes
lepromatosas em comparagao com lesdes indeterminadas e tuberculdides, revelando a
ineficiéncia do inflamassoma no controle da infeccao. O inflamassoma é um complexo de

proteinas citosélicas que promovem respostas inflamatérias por meio da reposta aos
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padrées moleculares associado a patdégenos (PAMPs), e aos padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) (Amin et al., 2017; Froes Junior et al., 2022).

Na resposta imunologica ao M. leprae, as células de Schwann s&o capazes de
processar e apresentar antigenos as células T CD4, o que dispara processos
inflamatorios prejudiciais a essas células, promovendo a demielinizagdo de nervos
periféricos e lesbes neurais (Andrade et al., 2016; Froes Junior et al., 2022).

Durante a progresséo da doencga, temos o aparecimento das chamadas reacgdes
hansénicas, as quais representam um aumento da atividade da doenca e se manifestam
como episddios de hipersensibilidade aguda, caracterizados por uma piora das lesdes ja
existentes ou pelo aparecimento de novas, podendo ocorrer antes, durante ou depois do
tratamento (Brasil, 2017). Essas reagbes sdo mais frequentes em pacientes
multibacilares e representam a principal complicacdo da doenga, demandando
tratamento imediato para a prevencéao de sequelas neurais (BrasiL, 2017; Froes Junior et
al., 2022). Sao reacgbes provenientes da inflamacdo aguda advinda da resposta
imunoldgica do hospedeiro ao atacar o patégeno. Uma vez que o bacilo afeta a pele e
nervos, essas reagdes promovem inflamacdes nesses sitios. As inflamagdes na pele
raramente oferecem gravidade, enquanto a inflamagao em um nervo pode causar danos
graves, como a perda da fungao devido ao edema e pressao sobre ele (Brasil, 2017). As
reacoes hansénicas podem ser do tipo 1, também chamadas de reacdes reversas (RR),
ou do tipo 2, também chamado de eritema nodoso hansénico (ENH). As RRs sao
caracterizadas por uma exacerbacdo da resposta imune celular contra a bactéria,
potencializando a eliminagdo do bacilo por um lado, mas intensificando processos
inflamatorios e sintomas por outro, que podem levar ao dano neural sensério € motor
(Andrade et al., 2015; Nery et al., 2013). Ja o ENH tem sua caracterizagdo em processos
inflamatdrios agudos de envolvimento sistémico devido a deposigdo extravascular de
imunocomplexos e exudatos neutrofilicos, tendo sua ocorréncia em pacientes com a
forma lepromatosa, dos quais o alto numero de antigenos e alta producao de anticorpos,
caracteristico da resposta Th2, parece ser um dos fatores contribuintes para a formacao

desses imunocomplexos (Biswas et al., 2021; Froes Junior et al., 2022; Nery et al., 2013).
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2.5 Sistema nervoso central e periférico

O sistema nervoso (SN) € considerado o sistema de érgdos mais sofisticado e
complexo ja criado pela natureza. As células desse sistema interagem entre si criando
os circuitos que desencadeiam sensacgao, percepg¢ao, movimento, fala e emocao (Bear;
Connors; Paradiso, 2017). As principais células que compdem esse sistema sao os
neurénios e as células da glia. Os neurénios sédo ceélulas excitaveis que comandam a
maioria das funcdes exclusivas do SN e sao constituidos de 3 partes principais, sendo
elas o corpo neuronal, ou soma, dendritos e axénio (Figura 8A). A glia contribui para as
funcdes neurais, principalmente por meio do efeito isolante, de sustentacao e de nutricao
dos neurdnios vizinhos. Dentre as células gliais, podemos destacar os oligodendrécitos
e as células de Schwann, as quais envolvem e isolam os ax6nios formando camadas
membranosas que recebem o nome de bainha de mielina (Figura 8B-C). Os
oligodendrocitos s&o encontrados no sistema nervoso central e cada célula é capaz de
envolver varios axénios ao mesmo tempo, enquanto as células de Schwann ocorrem no
sistema nervoso periférico e cada célula é capaz de mielinizar apenas um axénio (Kandel
et al., 2014). A mielinizagcao formada por essas células aumenta a condugao do impulso
nervoso ao longo do axdénio. Ela é interrompida periodicamente deixando pequenos
espacgos onde a membrana axonal é exposta e segrega os canais idnicos dependentes
de voltagem, formando regides chamadas de ndédulos de Ranvier (Bear; Connors;
Paradiso, 2017; Kandel et al., 2014).
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Figura 8. Células do sistema nervoso. Adaptado de Bear, Connors e Paradiso (2017), e Kandel
et al. (2014).

O SN apresenta uma divisao estrutural basica em duas partes: o sistema nervoso
central (SNC) e o sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é composto pelo encéfalo,
subdividido basicamente em cérebro, cerebelo e tronco encefélico, e pela medula
espinhal, que sao revestidos, respectivamente, pelo cranio e pela coluna vertebral (Figura
9A) (Bear; Connors; Paradiso, 2017; Machado, 2006). Da medula espinhal, emergem-se
duas projecdes de cada segmento medular, sendo elas chamadas de raiz dorsal e raiz
ventral. Nestas raizes encontramos os ganglios espinhais, os quais sdo acumulos de
corpos neuronais pertencentes ao SNP (Figura 9B). Os neurdnios dos ganglios da raiz
dorsal (GRD) desempenham fungéo sensitiva, enquanto os da raiz ventral desempenham
funcao motora (Machado, 2006). Nesse sentido, as fibras nervosas do SNP podem ser
classificadas em sensoriais, as quais conduzem informacgdes dos 6rgaos sensoriais e
musculos ao SNC, ou motoras, cuja fungéo é transmitir os impulsos motores do SNC aos

musculos e glandulas (Bear; Connors; Paradiso, 2017; Girardi, 2021).
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Figura 9. Representacdo do sistema nervoso central e periférico. (A) Subdivisdo do sistema
nervoso. (B) Medula espinhal em detalhe evidenciando as raizes dorsais e ventrais (Bear;

Connors; Paradiso, 2017).

O SNP ¢é formado, principalmente, por nervos, os quais sdao formados por um
conjunto de fibras nervosas. As fibras nervosas, por sua vez, sdo conjuntos de axdnios
advindos dos corpos celulares dos neurbnios e envoltos por suas bainhas de mielina
(Junqueira; Carneiro, 2013). Os corpos celulares dos nervos motores se encontram no
SNC, enquanto os corpos celulares de nervos sensoriais se encontram em ganglios. Os
axoénios que tém um calibre menor, geralmente séo envolvidos por uma unica dobra de
células de Schwann e, por isso, formam fibras amielinicas. Neste caso, uma unica célula
de Schwann envolve varias fibras nervosas de forma continua sem a formagao de
nodulos de Ranvier. Ja os axénios mais calibrosos, sdo envoltos por mais dobras de
células de Schwann e, portanto, formam fibras nervosas mielinicas (Figura 10) (Machado,
2006; Junqueira; Carneiro, 2013).
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Ao se agruparem em feixes, as fibras nervosas dao origem aos nervos. Estes sado
recobertos por uma camada mais externa de tecido conjuntivo denso denominada
epineuro, que recobre o nervo e preenche o espacgo entre os feixes de fibras nervosas.
Os feixes sao individualizados por uma camada de células achatadas, justapostas e
separadas por fibras colagenas, que recebe o nome de perineuro. As células da camada
do perineuro sao unidas por jungdes oclusivas promovendo a formagao de uma barreira
hemato-nervosa, que dificulta a passagem de macromoléculas e agentes agressivos as
fibras nervosas. No interior do perineuro se encontram os axénios envolvidos por suas
respectivas bainhas de mielina e um envoltério de tecido conjuntivo constituido
principalmente de fibras reticulares sintetizadas pelas células de Schwann, fibroblastos e
matriz extracelular, denominado endoneuro, que permeia as fibras nervosas e as
individualizam (Figura 10B) (Junqueira; Carneiro, 2013; Mietto, 2011).

Figura 10. Micrografia eletrénica do nervo periférico. Na figura A temos a representagao de nervo
(30.000X) com fibras mielinicas (M) e amielinicas (A). E possivel visualizar o nicleo alongado de
uma célula do perineuro (P), o citoplasma de células do perineuro (setas) e a jungao entre essas

células (seta mais inferior), além das fibras reticulares do endoneuro (FR). A micrografia menor
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representa um corte transversal de axdnio mielinico ampliado (60.000X) evidenciando os
filamentos intermediarios e microtubulos. Na figura B temos a representagdo de um corte
transversal do nervo (1200X) evidenciando epineuro, perineuro e endoneuro. E possivel também
visualizar as fibras colagenas (Col) e fibroblastos (seta) do epineuro, e as fibras reticulares (FR)

do endoneuro produzidas pelas células de Schwann (CS) (Junqueira; Carneiro, 2013).

Por ndo apresentarem protecado 6ssea como o SNC, e por estarem localizados
mais superficialmente ao longo do corpo humano, os nervos periféricos estdo mais
susceptiveis a lesdes traumaticas (Carvalho; Oliveira; Reis, 2019). Além disso, a barreira
hemato-nervosa dos nervos parece ser menos restritiva que a barreira hematoencefalica,
sugerindo que o SNP seja também mais susceptivel a entrada de patdégenos e
substancias (Feldman et al., 2017). Desse modo, doengas que afetam o SNP, as
chamadas neuropatias periféricas, sdo mais comuns, sendo o trauma, a diabetes e os
agentes infecciosos algumas das causas mais frequentes dessas lesbes (Callaghan et
al., 2012; Feldman et al., 2017; Girardi, 2021; Modrak et al., 2020). Dentre os agentes
infecciosos, o M. Leprae se destaca como um dos responsaveis por tais neuropatias,
sendo o0 agente patologico causador da hanseniase, tornando-o0 ndo s6 um problema de
saude publica, mas também um dos alvos de estudos para se entender os mecanismos

que regem as neuropatias periféricas.

2.6 As células de Schwann e seu papel na degeneragao e regeneragao nervosa

Ao analisarmos os nervos, percebemos a importancia das células de Schwann na
mielinizacdo e integridade das fibras nervosas, tornando-as intimamente associadas ao
axbnio neuronal. Ha dois grandes fenoétipos de células de Schwann no sistema nervoso
periférico, as células de Schwann mielinizantes e as ndo mielinizantes (Campana, 2007).
O fendtipo mielinizante, como ja descrito, produz mielina e € encontrado encapsulando
os axodnios, permitindo a propagacédo do potencial de agdo por condugdo saltatoria
(Salzer, 2015). O segundo fendtipo circunda axénios de pequenos diametros e ndo os
mielinizam (Campana, 2007). Uma unica célula de Schwann nao mielinizante engloba
varias fibras, separando-as pelo seu citoplasma, formando o chamado feixe de Remak.

Essas fibras sdo provenientes de axoOnios aferentes nociceptivos que formam as
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chamadas fibras do tipo C. Dessa maneira, as células de Schwann podem adotar
diferentes fenétipos dependendo do tipo de fibra que elas se associam, promovendo ou
nao a mielinizagdo axonal (Campana, 2007; Feldman et al., 2017; Girardi, 2021; Salzer,
2015). Além de promover o encapsulamento dos axénios, essas células promovem um
suporte tréfico e paracrino ao nervo, apresentam importante papel na homeostase
neuronal e estdo envolvidas em um amplo espectro de doengas muito em parte devido a
habilidade de interagir e modular células imunes, protegendo assim o microambiente
neural (Zhang et al., 2020). Muitas dessas modula¢gdes envolvem a produgédo de
mediadores inflamatorios, fagocitose e apresentagcdo de antigenos, que constituem
eventos essenciais para a progressao natural da degeneragao Walleriana e posterior
regeneragao nervosa (Mietto et al., 2015). Em nervos danificados, as células de Schwann
passam por uma modulagéo fenotipica que as levam a ganhar novamente a capacidade
de proliferar, migrar e secretar inumeros fatores que controlam a degeneracéao Walleriana
e a regeneracao nervosa (Campana, 2007; Nocera; Jacob, 2020).

A degeneracdo Walleriana (DW) consiste em um conjunto de alteragdes
morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas que levam a degeneragdo do nervo periférico
ap6s lesdo (Waller, 1850). E um processo inflamatério coordenado que promove a
degradacao total do coto axonal distal a lesdo seguido de posterior regeneragao axonal.
Apesar da DW ter sido inicialmente descrita em modelos de transec¢ao de nervos, sabe-
se que este mecanismo também ocorre em outros tipos de lesées, como compressivas,
quimicas, metabdlicas e em doengas neurodegenerativas (Coleman; Hoke, 2020; Mietto,
2015). Esse processo também ocorre em axénios do SNC, porém, sua progressao ocorre
de forma muito mais lenta, variando de meses a anos, se comparado ao SNP, no qual se
desenvolve em torno 7 e 14 dias (Vargas; Barres, 2007). Resumidamente, a DW pode
ser descrita como uma sequéncia de eventos na qual incluem a desintegragdo dos
componentes do citoesqueleo axonal, a fragmentacédo da bainha de mielina, a ativagao
de células de Schwann e o recrutamento de macrofagos (Mietto, 2011, 2015). Apds a
desintegracdo da mielina, as células de Schwann se proliferam intensamente e,
juntamente com macrofagos advindos da circulagdo sanguinea, fagocitam os residuos
axonais e mielinicos, processo fundamental para o curso apropriado da DW e posterior
favorecimento da regeneracao axonal (Figura).
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A regeneracado axonal esta intimamente ligada a DW, sendo estes processos
interdependentes. Apds a lesdo, ha grande producdo de moléculas atuantes na
regeneracao e recrutamento de células no corpo celular do neurénio, de modo a favorecer
o crescimento axonal e a proliferagdo de células de Shwann (Caillaud et al., 2019; Mietto,
2015). Além de se proliferarem, as células de Schwann sofrem dediferenciagéo
possibilitando-as novas atribuicbes funcionais como migragao, fagocitose, secrecao de
substancias pré-regenerativas e inflamatérias (Chen; Yu; Strickland, 2007). Essas
modificagdes sao cruciais para o correto desencadeamento da DW e consequente
regeneragao, uma vez que, apos a fagocitose dos fragmentos axonais e redugao da
inflamacao, as células de Schwann migram de forma a se alinharem formando as Bandas
de Bungner, as quais guiam o axdnio em regeneragao em direcdo ao antigo alvo (Chen;
Yu; Strickland, 2007; Mietto; Mostacada; Martinez, 2015). Apds a regeneracao do axdnio,
ha a remielinizacado pelas células de Schwann através da formacédo de uma bainha de
mielina mais delgada que a anterior. O reestabelecimento dos terminais sinapticos ocorre
quando o axénio consegue se reconectar com seu antigo alvo, permitindo assim o
reestabelecimento da fungao original (Figura) (Chen; Yu; Strickland, 2007). No entanto,
na pratica clinica, esse processo é dependente de diversos fatores, como o tipo, extensao
e local da leséo, além da idade do paciente (Modrak et al., 2020). Assim, por diversas
vezes, a reconexao com o sitio alvo ndo é reestabelecida, culminando em um processo
regenerativo ndo efetivo que leva a perda de fungédo. Nesse sentido, estudos que visem
compreender os diferentes mecanismos que regem a degeneragédo e regeneragao em
neuropatias periféricas sado primordiais para o estabelecimento de intervencbes
terapéuticas, as quais permitam a modulacao e recuperacao efetiva da funcionalidade de

nervos lesados.
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Figura 11. Representagdo dos principais eventos associados a degeneragdo e regeneragéo
axonal. E possivel notar como os mecanismos inflamatérios e anti-inflamatérios se coordenam
de forma a permitir o desencadeamento apropriado de ambas degeneragcédo e regeneragao
axonal. Retirado de Mietto, 2015.

Por fim, as células de Schwann participam da manutencdo axonal através de
diversos mecanismos de comunicagao intercelular, que incluem o suporte proteico
através da transferéncia de ribossomos, e a melhora da regeneracdo por meio de
vesiculas extracelulares chamadas exossomos, as quais contém mRNAs, miRNAs e
proteinas, aumentando a sobrevivéncia neuronal apds estimulo pro-degenerativo (Lopez-

Leal et al., 2016; Lopez-Leal; Court, 2016). Similarmente, o aporte idnico neuronal
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também se insere nesse acoplamento metabdlico, a exemplo do ion ferro que é fornecido
as mitocéndrias axonais pelas células de Schwann, o qual se faz necessario para o
reparo nervoso adequado (Mietto et al., 2021). Tal interdependéncia glial se manifesta de
forma tdo intima que a relagao axdnio-células de Schwann se manifesta como um sincicio
funcional, no qual o relevante suporte metabdlico provido por essas células gliais
representa um marco evolucionario, podendo inclusive ser um alvo para o tratamento de
neuropatias periféricas (Bouganova; Chrast, 2020; Lopez-Leal et al., 2016; Stassart;
Woodho, 2020).

2.7 Neuropatologia da Hanseniase

A neuropatia da hanseniase é causada em parte pela invasdo do M. leprae as
células de Schwann. Ao residir nessas células, o bacilo se beneficia de algumas
vantagens que Ihe conferem significante sobrevivéncia, como seu estabelecimento em
um sitio protegido de mecanismos imune do hospedeiro e com acesso limitado de
agentes terapéuticos devido a barreira hemato-nervosa (Rambukkana, 2000). Além disso,
nosso grupo mostrou que as células de Schwann sado excelentes hospedeiras ao
fornecerem metabdlitos para a replicacao intracelular do patégeno, em especial o lactato
(Medeiros et al., 2016). De modo interessante, o lactato produzido pela célula de
Schwann, ao invés de ser transportado para os neurdnios em seu proprio beneficio
energético, é desviado para sintese de lipidios bacterianos durante a infecgédo, o que
consequentemente gera um déficit energético axonal com posterior degeneracéao (Girardi
et al., 2023). Nosso grupo também evidenciou a capacidade do M. leprae em provocar a
destruicao da bainha de mielina das células de Schwann mielinizantes, como uma etapa
crucial para a manutencao da viabilidade do bacilo na célula hospedeira (Mietto et al.,
2020).

Nao obstante, outros estudos mostram que o tropismo neural da bactéria pelas
céluas de Schwann se estabelece em sua ligagdo com a lamina basal que circunda tais
células. Um dos maiores componentes dessa lamina é a laminina-2, a qual foi
demonstrada ser o sitio preferencial de ligacdo do patégeno em analises in vitro
(Rambukkana et al., 1997; 2004).
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Sob o estimulo de uma lesdo, as células de Schwann assumem grande
protagonismo. Sua plasticidade permite a formacao de uma resposta adaptativa a lesao
nervosa, promovendo a regeneragao através de sua conversao para um fendtipo indutor
de reparo. Esse fendtipo ativa fungdes que promovem a fagocitose da mielina e residuos
de células mortas, previnem a morte neuronal, ajudam no crescimento e guiam neurdnios
no processo regenerativo em diregdo a seus alvos, controlam a inflamacéo local e
induzem a formagéao de novos vasos sanguineos (Cattin; Lloyd, 2016; Jessen; Mirsky,
2019; Lutz; Barres, 2014). Como ja discutido, durante a invaséo pelo M. leprae no nervo,
a célula de Schwann é a principal hospedeira do bacilo, e, quando invadida, permite a
persisténcia da bactéria no microambiente neural, uma vez que esta subverte as fungdes
daquela a seu favor, a ponto de reprograma-la para um fendtipo de célula tronco
progenitora que é mais vulneravel a infecgdo do M. leprae (Gasque; Neal, 2016; Hess;
Rambukkana, 2019). Por fim, as diversas modificagcdes sofridas pelas células de
Schwann sob a infecgao do bacilo promovem o favorecimento energético do patégeno e
sua evasao do sistema imune do hospedeiro, uma vez que essas células aumentam sua
captacdo de glicose, reduzem sua atividade mitocondrial, aumentam os niveis de
colesterol, aceleram a quebra e remog¢ao da mielina com consequente aumento de
corpusculos lipidicos, e realizam mielinofagia (quebra autofagica da mielina), fatores que
permitem maior sobrevivéncia do patégeno no interior dessas células gliais (Mattos et al.,
2011b; Medeiros et al., 2016; Oliveira et al., 2021; Mietto et al., 2020).

Apesar de sua baixa mortalidade, a neuropatia periférica é a principal causa de
morbidade da hanseniase, a qual frequentemente leva a deficiéncias e deformidades
associadas a sua patologia. Sua manifestacdo neural é limitada ao sistema nervoso
periférico. Dentre os nervos mais comumente envolvidos, incluem-se o nervo ulnar e
nervos peroneais. No entanto, todos os nervos periféricos principais, assim como troncos
nervosos cutaneos, podem também ser afetados (Antunes et al., 2019; Maymone et al.,
2020; Pitta et al., 2021). Em bidpsias cutaneas, a inflamagao perineural é considerada
forte marca histopatoldgica da hanseniase, e devido ao M. leprae ser a unica bactéria a
infectar nervos e células de Schwann, a demonstracao de bacilos acido-resistentes em

nervos periféricos € um sinal patognoménico da doenga (Scollard et al., 2015).
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As injurias nervosas sao caracterizadas por infiltrados inflamatérios que podem
exibir granulomas epiteliais, macréfagos espumosos repletos pelo bacilo e intercalados
por linfécitos e células do plasma (Antunes et al., 2019). Esses processos inflamatorios
se estendem além dos compartimentos nervosos, gerando grande perda de fibras
mielinizadas, assim como o comprometimento de fibras ndo mielinizadas, o que resulta
em células de Schwann desnervadas (Antunes et al., 2012). Todas essas alteragdes
conduzem a deficiéncias motoras e sensoriais, advindas de um processo patogénico que
evolui para a destruigdo nervosa e fibrose (Antunes et al., 2019). A fibrose nervosa é
irreversivel e deve ser fortemente evitada devido as consequentes incapacidades e
deformidades permanentes causadas aos pacientes.

A fibrose desenvolvida na hanseniase neural & peculiarmente unica, de forma que
as biopsias examinadas apresentam tamanho grau de densidade de deposicéo de
colageno que nao é visto em outras neuropatias (Figura 12), o que somado a outros
fatores clinicos corrobora para um diagndstico mais preciso da doenga (Antunes et al.,
2012).

Figura 12: Fibrose em nervo periférico hansénico. (A) Corte histolégico de nervo periférico
saudavel; as bainhas de mielina das fibras nervosas estao marcadas em vermelho (setas); barra
de escala: 70um. (B) Corte histolégico de nervo periférico fibrético; nota-se a perda de
mielinizacdo e densa deposicao de colageno nos fasciculos nervosos; coloragido tricromo de

Gomori; barra de escala: 250um. Adaptado de Antunes et al., 2019.
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O desenvolvimento de uma neurite aguda pode se estabelecer em alguns
pacientes, a qual é frequentemente acompanhada pelas ja descritas rea¢des hansénicas,
que podem ter seus mecanismos imunolégicos também manifestados nos nervos
(Scollard et al., 2015). Além disso, a atrofia axonal (reducéo do calibre axonal) tem sido
descrita em nervos de pacientes e, apesar de nao ser totalmente elucidada, se observa
seguida de anormalidades na fosforilagao de proteinas neurofilamentosas em nervos de
pacientes tratados e néo tratados. Tais observagdes sugerem que o bacilo pode iniciar
mudancgas bioquimicas no compartimento axonal que precedem as mudangas estruturais
das fibras nervosas mielinizadas (Save et al., 2004; Scollard et al., 2015).

Ambas as células de Schwann mielinizantes e ndo mielinizantes podem ser
infectadas pelo patdgeno, porém, este € muito bem adaptado e de baixa toxicidade,
capaz de infectar varias células sem causar disfun¢des significativas. Em infecgbes in
vitro, alteragdes gerais na morfologia das células de Schwann nao sao vistas, e sua
habilidade em interagir com axdnios e produzir mielina ndo é prejudicada (Hagge et al.,
2002; Scollard et al., 2015). Porém, em nervos lepromatosos, as fungdes dessas células
podem ser diferentes, as quais, sob infec¢ao, apresentam aparéncia espumosa, devido
aos corpusculos lipidicos recrutados para dentro de fagossomos contendo M. leprae por
meio do proprio patdégeno, atraves de sinalizagao dependente do receptor do tipo toll — 6
(Mattos et al., 2011a). Essas microrganelas podem facilitar a permanéncia do bacilo nas
células de Schwann, fornecendo ao patégeno fonte de energia por meio da quebra
lipidica (Marques et al., 2015; Rosa et al., 2021 Mattos et al., 2014).

Ao considerarmos que a desmielinizagao de nervos periféricos abrange uma larga
gama de vias de sinalizagdo, assim como complexas interagdes entre glia, axénios e
imunidade celular, fica clara a necessidade de maior elucidagdao dos fatores que
permeiam a quebra de mielina apds a entrada do bacilo (Mietto et al., 2016).

Estudos demonstram altos niveis de mRNA para TNF e suas metaloproteinases
(MMP) 2 e 9 reguladas negativamente em nervos acometidos, além de TNF também ser
detectado nas camadas da pele e no soro de lesbes cutaneas sob reacgdes hansénicas
(Mietto et al., 2016; Teles et al., 2007). Taxas mais altas de mRNA para TNF tém sido
encontradas em infiltrados inflamatdrios altamente ativados do que nos processos de
nervos periféricos em si, gerando forte evidéncia de que esse mediador desempenha
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importante papel na patogénese neural (Teles et al., 2007). As células de Schwann
expressam TNF constitutivamente em nervos nao lesionados e aumentam drasticamente
sua producao apos lesdo, além de liberar um amplo espectro de mediadores pro-
inflamatorios, dos quais incluem IL-13, MCP-1 (CCL2), MIP-1 (CCL3), TGF-B, e galectina-
3 (Mietto; Mostacada; Martinez, 2015). A rapida liberacdo de mediadores inflamatérios
pelas células de Schwann e macrofagos residentes atrai células imunes adicionais para
0 nervo periférico lesionado, induzindo entdo uma exacerbagéo inflamatdria nos nervos
infectados, que se segue por uma cronica degeneragao axonal e mielinica (Mietto et al.,
2016).

Em estudos in vitro, o M. leprae demonstrou regular positivamente a expressao de
TNF ligado a membrana, mas n&o a secrec¢ao dessa citocina nessas células. Além disso,
o bacilo também demostrou estimular a expressao génica do receptor 1 de TNF (TNFR-
1), o qual tem sua ativagao associada a diversas doengas neurodegenerativas (Mc Guire
et al., 2011). A bactéria também se mostrou capaz de induzir a secreg¢ao de IL-23, a qual
esta relacionada ao inicio da desmielinizagdo mediada pelo sistema imune (Hu et al.,
2006; Mietto et al., 2016). Desse modo, o M. leprae parece tornar as células de Schwann
mais sensiveis ao TNF exdgeno no nervo, produzido por macréfagos residentes e outras
células inflamatdrias que sao recrutadas, o que, juntamente com a inducdo da IL-23,
reforga ainda mais o papel das células de Schwann na inducéo inicial da resposta imune
a infecg¢do e sua contribuicdo na lesdo nervosa (Mietto et al., 2016).

E evidente que as células de Schwann se encontram no centro da patogénese da
neuropatia hansénica. Contudo, ainda nao é tao claro o quanto desse processo se pauta
apenas na infecgao dessas células e o quanto é de fato devido ao ambiente inflamatério
téxico gerado em torno dos nervos. Além disso, muito se tem investigado em relagéo aos
processos patoldgicos que permeiam essas células, e ainda pouco se sabe sobre os

efeitos que a infeccao do patégeno pode causar diretamente as células neuronais.

2.8 Metabolismo do colesterol e a colest-4-en-3-ona na neuropatia hansénica

Como ja discutido anteriormente, vimos que o M. leprae € um patégeno intracelular
obrigatério com um tropismo preferencial por macréfagos da pele e células de Schwann
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de nervos periféricos. Sua inabilidade de crescimento extracelular pode ser explicada por
sua baixa porcentagem de genes funcionais (1.605 genes) e alta taxa de pseudogenes
(1.115 genes) em seu genoma (Cole et al., 2011; Froes Junior et al., 2022). Desse modo,
o bacilo é encontrado residindo macréfagos espumosos, 0s quais apresentam esse
fendtipo devido em parte ao acumulo de corpusculos lipidicos (Matos et al., 2010). E
como descrito previamente, foi observado que o M. leprae é capaz de induzir a formagéao
de corpusculos lipidicos, os quais sdo recrutados para fagossomos contendo o patégeno
em macrofagos e células de Schwann infectadas. Além disso, analises de biopsias e
culturas de células de Schwann revelaram que o fendtipo espumoso de nervos
lepromatosos também esta relacionado a capacidade do patégeno de induzir a biogénese
de corpusculos lipidicos nessas células (Mattos et al., 2011a, 2011b). Outrossim, estudos
confirmaram o colesterol como o lipidio hospedeiro a acumular em macrofagos infectados
por M. leprae, além de demostrarem que o bacilo aumenta a sintese de novo de colesterol,
assim como a captagao exogena de colesterol LDL por meio da regulagao positiva de
genes envolvidos nessas vias (Mattos et al., 2014). Notavelmente, o colesterol se mostrou
colocalizar aos fagossomos contendo o patégeno, e o bloqueio do metabolismo deste
lipidio, tanto pela inibigcdo da sintese de novo por estatinas ou pela deplegao de colesterol
exogeno, promoveu consideravel redugcédo na sobrevivéncia intracelular da bactéria tanto
in vitro como in vivo (Lobato et al., 2014; Mattos et al., 2014; Marques et al., 2015).

A dependéncia de moléculas lipidicas hospedeiras para sobrevivéncia e
persisténcia tem sido fortemente analisada em Mycobacterium tuberculosis, o qual
também promove a formacédo de células espumosas como forma critica para sua
persisténcia no hospedeiro (Chandra et al., 2022; Marques et al.,2015; Peyron et al.,
2008; Russel et al., 2009). M. tuberculosis é capaz de degradar e usar o colesterol como
fonte de energia e biossintese de lipidios micobacterianos (Pandey; Sasseti, 2008), e o
estudo da contribuicdo deste lipidio para o crescimento in vivo desse bacilo e a
patogénese da tuberculose forneceu a elucidacdo de genes envolvidos direta e
indiretamente no metabolismo do colesterol. Todavia, dados mostram que o M. leprae
perdeu todos os genes associados ao metabolismo do colesterol em M. tuberculosis,
porém manteve a capacidade de oxidar o colesterol em colest-4-en-3-ona (colestenona),
a qual se apresenta como a primeira etapa de degradacao desse esterol (Marques et al.,



46

2015). Desse modo, tem-se evidenciado que o M. leprae induz o acumulo de corpusculos
lipidicos ricos em colesterol em células se Schwann, que sao recrutados para as bactérias
intracelulares, processo tal que ao ser inibido diminui a sobrevivéncia bacteriana, e
sugere que o recrutamento de corpusculos constitui um mecanismo de entrega lipidica
ao patégeno intracelular, aumentando sua viabilidade infecciosa (Rosa et al., 2021).

A colestenona (Figura 13) faz parte da classe dos oxicolesterois, os quais sao
formados a partir de acdes enzimaticas ou de radicais livres sofridas pelo colesterol
(Wielkoszynski et al., 2006). Oxicolesterois também podem ser encontrados em
alimentos, principalmente os fritos e processados, como resultado da oxidacdo do
colesterol, apresentando caracteristicas aterogénicas, citotdoxicas, cancerigenas e
mutagénicas (Tenuta-Filho et al., 2003). Esses compostos citotéxicos parecem estar
envolvidos em diversos mecanismos biolégicos, como a inibigdo da atividade da HMG-
CoA redutase (ou 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase), acao antiproliferativa,
inducao de apoptose, mudangas na estrutura e funcionalidade da membrana celular, e
alteracdes funcionais no sistema imune (Neuvonen et al., 2014; Wielkoszynski et al.,
2006). Ademais, os efeitos citotoxicos dos oxicolesterois tém sido relacionados a
diferentes células, especialmente as vasculares, desempenhando também influéncia em

doencas vasculares, inflamacao e fungdes cerebrais (Dias et al., 2020).

0~

Figura 13. Estrutura e férmula quimica da colest-4-en-3-ona. Adaptado de NLM, 2023.
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Entender as bases bioquimicas do papel do colesterol e sua oxidagdo na
patogénese do M. leprae constitui um desafio a ser elucidado. Desvendar o metabolismo
desse esterol na célula hospedeira durante a infecgdo do bacilo pode oferecer
mecanismos pelo qual esse lipidio promove a sobrevivéncia intracelular do patégeno,
abrindo portas para possiveis terapias de tratamento. Além disso, analises mais
profundas do papel da colestenona no metabolismo da bactéria podem fornecer novas
vias terapéuticas e diagndsticas. Por exemplo, estudos recentes apontam o acumulo do
composto em amostras clinicas, como secre¢cbes do trato respiratério e plasma
sanguineo, sugerindo seu uso como um biomarcador para detecgdo da tuberculose
(CHANDRA et al, 2022). Logo, estudos que visem entender o papel da colestenona na
patogénese da hanseniase podem de fato contribuir ndo sé para o entendimento
neurobiolégico da doenga, como também o entendimento clinico, abrindo portas em

areas multidisciplinares que permitam melhor enfrentamento da doencga.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Investigar a contribuicdo da colest-4-en-3-ona e a exposicdo do M. leprae no

comportamento de neurénios periféricos e da linhagem celular humana SK-N-AS.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar o efeito da colest-4-en-3-ona na arborizagao dos neurdnios do ganglio da

raiz dorsal.

3.2.2 Avaliar o potencial degenerativo da colest-4-en-3-ona em neurbnios do ganglio da

raiz dorsal.

3.2.3 Testar a toxicidade da colest-4-en-3-ona em neurénios do ganglio da raiz dorsal.

3.2.3 Verificar a capacidade de internalizacdo do M. leprae em neurdnios humanos da
linhagem SK-N-AS.

3.2.4 Testar a toxicidade e a atividade mitocondrial da colest-4-en-3-ona em neurdnios
SK-N-AS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengao dos animais

Camundongos Balb/c neonatos (P1-P2) e fémeas Balb/c na idade gestacional
E13.5 foram produzidos e fornecidos pelo Centro de Biologia da Reproducédo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Todos os procedimentos experimentais seguiram
as normas e regulamentos da licenga CEUA 046/2019.

4.2 Dissecacgao e dissociagcao dos GRDs: obtencao de neurbnios primarios
Os neonatos (P1-P2) foram eutanasiados por decapitagdo e tiveram a coluna

vertebral dissecada de forma a permitir o acesso aos ganglios da raiz dorsal (GRDs)
(Figura 14).

Figura 14. Dissecacdo da coluna vertebral e obtencdo de GRDs em neonatos. A esquerda,
coluna vertebral seccionada e exposta ap6s retirada da medula espinhal. A direita, exposicdo dos
GRDs; colchete e seta da esquerda evidenciando forames intervertebrais apds retirada de GRDs;
colchete e seta da direita evidenciando GRDs em seus forames. Imagens fotografadas sob lupa

de dissecacao.
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Os GRDs foram retirados e coletados em eppendorf contendo meio L-15 (L5520 —
Sigma). Apds a coleta, os ganglios foram digeridos por solugdo enzimatica contendo
tripsina (15090-046 — Gibco) na concentragédo de 0,25%, diluida em meio Neurobasal®
(21103-049 — Gibco), por 30 min a 37°C (Mietto et al., 2021).

Posteriormente, a reacédo de dissociagao foi interrompida com a adi¢ao de soro
fetal bovino (12657-029 — Gibco) na quantidade do mesmo volume presente no eppendorf.
Em seguida, o conteudo foi mecanicamente dissociado com a ajuda de uma pipeta de
1000ul, e por uma seringa de insulina de agulha 26G "2 (Mietto et al., 2021). A seguir, a
solucgao foi centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado (pellet) ressuspendido em meio neurobasal completo contendo soro fetal
bovino a 10%, penicilina e estreptomicina a 1% (15140-122 — Gibco), suplemento B-27®
a 1% (0080085SA — Gibco) e fator de crescimento neural (NGF) a 25 ng/ml (13257-019
— Gibco).

Para obtencdo dos GRDs E13.5, os embrides foram removidos do saco
embrionario em meio L15 e tiveram os 6rgaos ventrais removidos, a fim de evidenciar
apenas a coluna vertebral. Em seguida, o dorso foi dissecado e os GRDs extraidos em
meio L15 (Figura 15).
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Figura 15. Embrido de camundongo Balb/C e sua exposi¢ao de ganglios. (A) Embrido em estagio
gestacional E13.5; (B) GRDs em evidéncia apds dissecagéo do embrido e exposi¢cao da coluna
vertebral e medula. A seta denota os GRDs presos na medula. Imagens fotografadas sob lupa

de dissecacéo.

A dissociacdo dos GRDs embrionarios foi feita de forma semelhante aos de
neonatos. No entanto, o precipitado foi ressuspendido em meio neurobasal contendo
tripsina-EDTA a 0,05% (25200056 - Gibco) e incubado por 25 minutos. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 2500 rpm por 1 minuto. A solugdo foi descartada e a
dissociagdo mecanica dos ganglios foi feita apenas com a ajuda de uma pipeta de 1000y,
com posterior centrifugagcdo a 2500 rpm por 5 minutos. A seguir, o precipitado foi
ressuspendido em neurobasal completo contendo todos os componentes anteriores, a
excegao do soro fetal bovino, nesse caso a 2%, e da adigdo de glutamina a 2 mM
(25030081 — Gibco), 5-Fluoro-2-deoxiuridina 5- monofosfato de sédio (F3503-Sigma) a 1
MM e uridina (U3003-Sigma) também a 1 uM, sendo estes dois ultimos utilizados para
inibir mitose de células ndo neuronais. Toda a metodologia para coleta, processamento

e cultura dos neurdnios embrionarios foi adaptada de Shin e Cho (2020).
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4.3 Plagueamento dos neurdnios primarios dissociados

Placas de cultura de 24 pogos (K12-024 - Kasvi) contendo laminulas circulares de
13 mm de diédmetro (K5-0013 — Olen) foram previamente tratadas no dia anterior com
poli-D-lisina a 10 pg/ml (A38904-01 - Gibco) e laminina também a 10 ug/ml (23017-015 —
Invitrogen) e deixadas em incubadora de CO2 a 37°C. As células foram plaqueadas
igualmente em cada po¢o em um volume total de 400 pl de meio neurobasal completo,
conforme composi¢ao descrita anteriormente para cada tipo de neurdnio, neonatal ou

embrionario, sob o desenho experimental a seqguir.

4.4 Desenhos experimentais: cultivo celular e ensaios com colest-4-en-3-ona em

neurdnios

Cada evento amostral foi realizado em duplicata por pelo menos trés vezes de
forma a testar o efeito da colestenona no comportamento neuronal in vitro. Para isso,
neurdnios neonatais foram cultivados em meio neurobasal completo contendo a
substancia em questao nas concentragdes de 5 uM, 2,5 uM, 1 yM e 0,1 uM. O controle
foi composto por etanol puro, veiculo da substancia, e adicionado no mesmo volume de
correspondéncia. Apdés 24 horas, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%
(P6148-500G Sigma) e processadas para ensaio de imunocitoquimica.

Neurdnios embrionarios foram cultivados por 5 a 7 dias antes de receberem a
colestenona, para que houvesse robustez de crescimento neuritico. Para esse ensaio, foi
utilizado apenas a concentragao de 5 uM e o controle com etanol puro. Os pogos foram
fotografados apds Oh, 24h, 48h e 72h de exposi¢cdo, em campo claro em microscopio de

luz invertido (Zeiss — Primovert / AxioCam ICc3) (Figura 16).
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Figura 16. Cultura de neurbnios de GRDs embrionarios em estagio gestacional E13.5. (A), sob
objetiva de 20X, imagem evidenciando a complexidade da proje¢do neuritica apds 7 dias de
crescimento em cultura, e dois corpos neuronais em foco. (B), recorte da imagem mostrando em

detalhe o corpo celular e suas projecoes.

Para o ensaio de viabilidade, neurdnios primarios neonatais foram processados e
cultivados em placas de 24 pocos em meio de cultura completo, conforme processo
descrito anteriormente. Foi adicionado colestenona na concentracao final de 5 uM por
24h ou 48h. Quando estimuladas por 48h, uma segunda adicdo de colestenona foi
realizada apos as primeiras 24h, respeitando a mesma concentragao ja estabelecida.
Como controle, foi utilizado DMSO puro na concentracao final de 2%, adaptado de Galvao
et al. (2014) e Hanslick et al. (2009). Apos decorrido o tempo de estimulo, o meio de
cultura foi retirado e os pogos lavados uma vez com PBS 1X por 3 minutos. Em seguida,
os neurénios foram tratados com azul de tripan (Sigma-Aldrich - T6146) diluido em PBS
1X na concentracdo de 2% durante um minuto. A solucao foi retirada e os pogos
preenchidos novamente com PBS 1X para posterior fotografia imediata em microscépio
de luz invertido. O protocolo de coloragao acima foi adaptado de Perry, Epstein e Gelbard,
(1997), e Aras, Hartnett e Aizenman (2008). As fotos foram tiradas em objetiva de 20X,
sob as fungdes de cor RGB e Min/Max ativadas. As fotografias foram adquiridas
posicionando-se o foco no centro dos pogos, de forma a capturar a melhor definicdo do

campo claro. As células coradas com azul de tripan foram quantificadas e a proporgao
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em relacdo as células ndo coradas foi estabelecida ao longo de cada evento amostral

para determinar a viabilidade das células (Figura 17).

Figura 17. Cultura de neurénios apds marcagao com azul de tripan. (A) Visualizagdo da cultura
em objetiva de 20X apds marcagdo. (B) Recorte em detalhe evidenciando as células nao viaveis
marcadas pelo azul de tripan (setas azuis), células viaveis (setas vermelhas) e fibroblastos (setas

pretas).

4.5 Ensaio imunocitoquimico

Apos a fixagdo, as laminulas foram retiradas dos pogos e submetidas a ensaio
imunocitoquimico. As células foram bloqueadas por 1 hora em solugao contendo 2% de
gelatina da pele de peixe de agua doce (G7041-Sigma), 5% de soro normal de cabra
(PCN500-Life tecnologies) e 0,1% de triton x-100, diluidos em PSB 1X. Em seguida, as
laminulas foram lavadas com PBS 1X por duas vezes e incubadas por 1 hora com
anticorpo primario monoclonal anti-tubulina produzido em camundongo (T6793-Sigma),
diluido na solugdo de bloqueio na concentragdo de 1:1000, seguido de duas lavagens
consecutivas com PBS 1X. Posteriormente, incubou-se as células por 1h ao abrigo da
luz com anticorpo secundario IgG Alexa Fluor 488 anti-camundongo produzido em cabra
(A11001-Invitrogen) na concentragao de 1:500. Novamente as laminulas foram lavadas
com PBS 1X por duas vezes, com uma ultima lavagem com agua destilada por 5 minutos.

Em seguida, as laminulas foram montadas em laminas com meio de montagem
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Fluoromount-G contendo DAPI (00-4959-52-Invitrogen). As laminas foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus-BX60) para a captura das imagens dos neurénios

individualizados para posterior quantificagao.

4.6 Quantificagao das imagens e analise estatistica

As imagens obtidas nos tratamentos da curva dose-resposta foram quantificadas
quanto a complexidade da arborizagao neuronal e a distancia neuritica maxima partindo
do centro do corpo celular até o final do ultimo prolongamento neuritico. Para isso utilizou-
se o plugin Sholl Analysis do software Imaged, por meio da binarizacdo da imagem em
cores preto e branco, de forma a pintar o neurénio na cor preta para que este pudesse
ser analisado isoladamente sob um fundo branco de imagem. A distancia neuritica foi
mensurada através de projecdo radial partindo do corpo celular para as bordas,
detectando a presenga de prolongamentos neuriticos a cada 10 ym até que néao
houvessem mais projegdbes em nenhuma direcdo (Figura 18). As médias de
complexidade e distancia neuritica dos resultados obtidos para o grupo controle foram
utilizadas como referéncia de 100% na comparagdo com os diferentes grupos de

colestenona.
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Figura 18. Analise de Sholl quanto a complexidade e distancia neuritica. (A) Imagem gerada

apos binarizacao do neurénio. (B) Imagem representativa da projecao radial do neurdnio.
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A analise estatistica foi realizada por meio do programa Graph Pad Prism versao
7.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, Califérnia, USA). Os resultados foram
expressos em média seguido de erro padrdo da média (SE). Para a comparagao entre

grupos, foi utilizado o teste t-student, e o um intervalo de confianga de 95% (P< 0,05).

4.7 Exposicao do M. leprae em células SK-N-AS (ATCC-2137)

As células SK-N-AS constituem uma linhagem de neuroblastoma humano, a qual
foi adquirida do banco de células americano ATCC (do inglés “American Type Culture
Collection”) pela Dr. Myrna Cristina Bonaldo, chefe do Laboratério de Biologia Molecular
de Flavivirus do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz). As células foram cultivadas em
garrafas de cultura (K11-2250 — Kasvi) com meio DMEM/F12 (10565-018 Gibco)
contendo 10% de soro fetal bovino. Apds 5 - 6 dias de cultura, as células foram repicadas
e plaqueadas em placa de 6 pocgos (K12-006 - Kasvi) na quantidade de 300 mil por poco.
Apods 24h, a exposicdo a bactéria foi realizada.

Para realizar a exposigcéo das células ao M. leprae morto, foi utilizada suspenséo
de bactérias da cepa Thai-1 fornecida pelo professor Dr. Flavio Lara da FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brasil. Tal suspensdo foi previamente purificada conforme descrito em
Medeiros et al. (2016).

As bactérias foram aliquotadas nas respectivas MOls de 1:1, 1:10 e 1:50. As
aliquotas foram ressuspendidas em DPBS 1X estéril (14190-136 - Gibco) e centrifugadas
a 14 mil rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi solubilizado em
100 ul de diluente C para marcagao geral de membrana (CGLDIL — Sigma) contendo 1
Ml de PKH67 green (kit - MIDI67) por 15 minutos para realizar a coloragdo do M. leprae.
Posteriormente, 400 ul de soro fetal bovino foram adicionados e as células levadas a
centrifugagéo nas mesmas condi¢des descritas. Adaptado de Mietto et al. (2020).

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em meio de cultura
descrito anteriormente, seguido de sua aplicagdo nos diferentes pogos contendo as
células SK-N-AS, de acordo com a respectiva MOI. Apds 24h, o meio foi descartado e as
células foram lavadas com DPBS estéril e tripsinizadas na concentracédo de 0,125% por
2 a 4 minutos, seguido da adicado de meio DMEM/F12 contendo soro fetal bovino para
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bloqueio da tripsina. Cada poco foi transferido para um eppendorf e centrifugado a 1500
rom por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
paraformaldeido a 2%, com posterior analise em citometria de fluxo (citbmetro FacsCanto
Il — software FacsDiva) na configuracdo de 5 mil eventos por amostra. Os graficos foram
analisados pelo programa FlowJo versdo 10 e a analise estatistica feita pelo Graph Pad

Prism versao 8.0.

4.8 Avaliagdo da viabilidade celular em células SK-N-AS: marcagdo para anexina V,

iodeto de propideo e TMRE

Para investigar a viabilidade de células SK-N-A-S, foi realizado ensaio de
marcagao para Anexina V - FITC (BD Pharmingen 51-65874X) e lodeto de Propideo (PI)
(BD Pharmingen 51-66211E) de acordo com o recomendado pelo fabricante em seu kit
(556547 — BD Biosciences), objetivando analisar a ocorréncia de células apoptéticas e/ou
necroticas. Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, foi utilizado o éster etilico
de tetrametil-rodamina (TMRE) (Sigma 879117), de acordo com as instru¢gbes do
fabricante.

As células foram plaqueadas na quantidade de 250 a 300 mil por pogo, em placas
de 6 pogos, contendo o meio de cultura descrito anteriormente. Apds 24h do plaquemento,
as células foram estimuladas com colestenona na concentragao final de 5 yM por 24h.
Em seguida, com excegao dos pogos destinados ao ensaio de TMRE, o sobrenadante
de cada poco foi recolhido e transferido para seus respectivos tubos falcon, de forma a
evitar o descarte das células mortas que estariam suspensas nos pogos. Os pogos foram
lavados com 1 ml de PBS 1X, sendo este volume também recolhido junto aos respectivos
tubos falcon para manter as possiveis células mortas flutuantes. Posteriormente, para
ambos os ensaios, as células foram tripsinizadas a 0,125% e incubadas de 2 a 5 min a
37°C, com posterior bloqueio da tripsina ao adicionar duas vezes mais o volume de meio
completo presente no poco.

Os sobrenadantes com as células foram recolhidos aos seus respectivos tubos
anteriores. Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos e tiveram seus
sobrenadantes descartados. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1ml de
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tampao HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) (14025092 — Thermo Fisher) com glicose.
Foi realizada a contagem das células de cada grupo em camara de Neubauer e o volume
referente a 4 x 10° células foi recolhido.

ApoOs o processamento e incubacado das células com os marcadores conforme
recomendacgao do fabricante, completou-se as amostras para um volume final por tubo

de 400 pL, e realizou-se a leitura imediata em citometria de fluxo.

4.9 Microscopia eletronica de transmissio das células SK-N-AS expostas ao M. leprae

Para a analise por microscopia eletrénica de transmissao, foram plaqueadas 30
mil células por po¢o em “chamber slides” (Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ ||
Chamber Slide™ System — 154534). As células foram cultivadas nas mesmas condigdes
de meio descritas anteriormente no item 4.7, sendo expostas a MOI 1:50 do M. leprae
morto.

As amostras aderidas as laminas (chamber slides) foram fixadas em solugéo
fresca de aldeidos (1% paraformaldeido e 1% de glutaraldeido) por 1h, seguidas por duas
lavagens com tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4 e processadas para microscopia eletrdnica
de transmissao (MET), conforme previamente em Melo et al. (2014). As amostras foram
pos-fixadas em tetroxido de ésmio 1% em tampéao fosfato, pH 7,4, por 10 min a
temperatura ambiente e lavadas com o mesmo tamp&o. Em seguida, foram contrastadas
in bloc em acetato de uranila 2% (EMS) por 2h novamente a temperatura ambiente, e
lavadas no mesmo tampao de antes da desidratagdo em sequéncia graduada de alcoois
e acetona. A infiltracao e inclusao foi realizada em sequéncia de 6xido de propileno-epon
(Resina Eponato 12; Ted Pella, Redding, CA, EUA). Apds polimerizagao a 60 °C por 16h,
cortes ultrafinos foram realizados com navalhas de diamante em ultramicrétomo (Leica,
Bannockburn, IL). As sec¢des foram montadas em telinhas gradeadas de malha de cobre
(Ted Pella) e contrastadas com citrato de chumbo. As analises foram realizadas em
microscopio eletronico de transmissdo (Tecnai G2-20-ThermoFischer Scientific/FEl,
Eindhoven, Holanda) a 60-80 KV.

A analise das células foi realizada com o auxilio do software ImageJ, e utilizou-se

o software Graph Pad Prism e teste t (Mann-Whitney test) para analise estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva dose-resposta da colest-4-en-3-ona em neurénios do GRD

Com o objetivo de verificar o impacto da colestetona na arborizagéo e crescimento
neuronal, as células foram plaqueadas e, logo em seguida, receberam um pulso de
colestenona (em diferentes concentra¢ées, sendo 0,1, 1, 2,5 e 5 yM). Paralelamente,
foram realizados cultivos de neurdnios que foram submetidos ao estimulo do etanol
(veiculo da colestenona) ou apenas o meio controle, como parametros de comparacgao.
As células de ambos os grupos foram fixadas apés 24 horas in vitro.

Inicialmente, foi possivel verificar relevante mudanga na morfologia neuronal, que
se mostrou mais evidente na concentragcédo de 5 uM de colestenona. Neurdnios do grupo
controle se mostraram mais complexos quanto as suas ramificacbes (arborizacéo) e
prolongamento de neuritos, enquanto as células expostas a colestenona apresentaram

prejuizo no seu desenvolvimento neuronal (Figura 19).
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A | Controle Colestenona Veiculo - Etanol

Figura 19. Morfologia neuronal apés o tratamento com a colestenona. (A) Imagens apods
binarizacdo no software ImageJ para posterior aplicacdo do método de Sholl e avaliacdo da
morfologia neuronal. Representagcdo das condi¢gdes controle, colestenona 5 pM, e etanol,
destacando o corpo celular em vermelho. (B) Imagens representativas da imunomarcagao para
tubulina evidenciando os prolongamentos dos neurdnios nas condi¢des controle, colestenona 5

MM, e etanol.

Ao analisarmos a curva dose-resposta de colestenona nota-se um gradiente
inibitério tanto na complexidade neuronal quanto no comprimento neuritico. Evidencia-se
uma redugéo decrescente que alcanga aproximadamente 30% quanto a complexidade e
20% quanto ao comprimento, ambas na concentracao final de 5 pM (Figura 20). Tais
resultados corroboram para uma interpretagao positiva quanto ao efeito do composto na
saude neuronal, expondo-o como um dos possiveis agentes desencadeadores do
processo degenerativo causado pela entrada e permanéncia do M. leprae no nervo. Esse
déficit na compexidade neuronal pode, por exemplo, estar relacionado a prejuizos nas
vias citoesqueléticas envolvidas na formagao do cone de crescimento axonal, estrutura
fundamental para o crescimento e projecéo de neuritos (Gordon-Weeks, 1993; Tanaka;
Ho; Kirschner, 1995).
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Quando olhamos para as concentragées de 1 uM e 0,1 uyM, ndo detectamos uma
reducao significativa nos quesitos analisados e dentro da janela temporal estudada (24
horas), o que pode sugerir uma possivel formacéo de efeito toxico acumulativo causado
pela permanéncia do patégeno no microambiente neural, onde o bacilo produziria
colestenona de forma continua e duradoura, até que esta atingisse niveis criticos que
contribuiriam para o disparo do processo degenerativo. Dessa forma, estudos que
mimetizem a produg¢do continua de colestenona pelo bacilo podem clarificar o efeito

cronico da exposi¢cao a esse componente.
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Figura 20. Curva dose-resposta da colestenona no comportamento neuronal. A esquerda, grafico
representativo do efeito do composto em relagédo a complexidade neuronal (arborizagéo), e a
direita, grafico representativo do efeito sob o comprimento neuronal. Resultados de quatro
experimentos independentes para cada concentracdo. O controle é representado pelas linhas
tracejadas, de modo a fornecer comparagéo base de 100% de cada fator analisado. Foi aplicado
o test T para comparacao dos dados. *P <0,05 (Mann-Whitney test).

5.2 Efeito degenerativo da colest-4-en-3-ona em neurénios

No ensaio anterior, ndés observamos que a colestenona foi capaz de afetar a
expansao e arborizagao dos neurdnios. Dessa forma, nosso préximo objetivo foi entender
se a colestenona seria também capaz de induzir a degeneragao dos neuritos, apos estes

ja estarem desenvolvidos. Para tanto, utilizamos o cultivo de neurbnios E13.5, que
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permite vasta expansao e ramificagao in vitro. As células foram mantidas em cultura por
5 a 7 dias, para obter confluéncia neuritica robusta que permitisse a criagdo de um
modelo de estudo para a avaliagéo da colestenona (e possivelmente outros compostos)
sobre a degeneragao axonal in vitro.

Neste modelo, diversos testes foram feitos para padronizar cada etapa, incluindo
a forma de dissecacéao e dissociagdo dos neurdnios, a composi¢ao e concentragao da
matriz de cobertura da placa de cultura, os componentes e concentragdes ideias do meio
e, por fim, a metodologia e estratégia para fotografar um mesmo campo visual ao longo
de dias. Apos intensa investigacado, os resultados obtidos sugerem o possivel efeito
degenerativo por parte da colestenona ao longo dos dias. Esse efeito parece se
apresentar mais visivel apds 72h, o que poderia apontar para uma acao deletéria crénica,
dependente de subsequentes estimulos dessa substancia (Figura 21). Tal achado se
relaciona com a literatura de forma a corroborar para a ja estabelecida cronicidade da
doencga, a qual se manifesta cada vez mais destrutiva ao sistema periférico ao longo do
tempo (Antunes et al., 2012; 2019). Dessa maneira, a colestenona poderia ser um dos
fatores desta trama degenerativa, desempenhando papel aditivo no processo inflamatério

e progressivo da doenca.

Figura 21. Avaliacdo do potencial degenerativo da colestenona. Na linha de cima, sequéncia de
imagens da cultura de neur6nios embrionarios apds 7 dias de crescimento estimulados com o
controle veiculo (etanol) ao longo de 72h. Na linha de baixo, sequéncia de imagens da cultura
estimulada com colestenona 5 pM. Imagens fotografadas em campo claro na objetiva de 20X,
funcao black-white. Barras de escala: 100 ym.
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A toxicidade cumulativa de compostos liberados por células de Schwann em
modelos de neuropatia periférica tem sido investigada, e a exposi¢do crbnica de
neurénios do GRD a um determinado composto téxico promoveu a degeneragao axonal
ao longo do tempo (Viader at al., 2013). A visualizacdo desse efeito pode ser vista de
forma progressiva apds a aplicagao repetida de compostos quimicos na cultura neuronal
ao longo de dias (Shin; Cho, 2020; Viader at al., 2013). O efeito a longo prazo da
exposicao crénica das células neuronais a um agente deletério € provavelmente o cenario
mais plausivel em uma situagdo in vivo. Desse modo, o acumulo de colestenona
produzida pelo M. leprae no microambiente neural poderia ser um dos fatores a contribuir
para a degeneragao axonal, ou a piora desta, durante a progressao da doenca.

Embora seja possivel notar visualmente certo efeito do composto na dinédmica
neuronal, ndo foi possivel estabelecer réplicas amostrais confiaveis que permitissem
posterior quantificagao e analise estatistica até o momento. Logo, ainda se faz necessaria
a realizagdo de novos ensaios, assim como a quantificagdo por meio da analise de

software, para detecgéo do real grau de degeneragéo.

5.3 Efeito da colest-4-en-3-ona sobre a viabilidade de neurdnios primarios

Visando explorar novas vias de investigacdo dos efeitos da colestenona em
neurdnios primarios, avaliou-se o efeito deste composto na viabilidade dos neurdnios do
GRD. Os resultados obtidos indicam timida diferenga no percentual de morte celular entre
grupos teste e controle veiculo, apds 24h de estimulo. A colestenona foi responsavel por
uma taxa média percentual de aproximadamente 7% de células mortas (Figura 22).
Mesmo ao considerarmos o percentual sobre o total de células analisadas em todos os
ensaios, encontramos uma taxa abaixo de 10%. Essa diferengca se sobressai quando
estendemos o tempo de incubagdo a 48h, acompanhado de um novo pulso de
colestenona apds 24 horas, obtendo-se aproximadamente 13% de morte celular. No
entanto, o controle se mantém praticamente estavel variando de aproximadamente 5%

de morte em 24h a 7% em 48h. Apesar da taxa de morte dobrar apos 48 horas de
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exposicado, os efeitos da colestenona sobre a viabilidade de neurbnios primarios

aparentam se manifestar de forma lenta e cumulativa.
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Figura 22. Efeito da colestenona na viabilidade de neurdnios. Imagens A e B representam a taxa
de células nao viaveis apds 24h e 48h de estimulo comparadas entre cada evento amostral.
Imagens C e D representam a taxa total de células ndo viaveis em relagcéo ao total de células

analisadas de todos os eventos amostrais. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

Embora nado haja estudos avaliando o efeito direto da colestenona na viabilidade
celular, ha evidéncias de que o composto seja altamente movel na membrana plasmatica,
afetando consideravelmente sua organizacéo, e sua persisténcia na membrana parece

causar defeitos celulares funcionais como perturbag¢des na mobilidade celular (Neuvonen
etal., 2014).
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Nesse sentido, ainda que nossos resultados ndo demostrem significante diferenca
estatistica, esses achados podem novamente corroborar para um efeito a longo prazo. O
acumulo e persisténcia da colestenona em nervos poderia contribuir para diferentes
alteragdes funcionais dos neurbnios, as quais se manifestariam progressivamente,

promovendo o comprometimento neuronal na patologia da hanseniase.

5.4 Internalizagdo do M. leprae morto em células SK-N-AS

Enquanto se conhece a capacidade do M. leprae de infectar diferentes células,
como macrofagos e células de Schwann, pouco se sabe a respeito da capacidade da
internalizacdo da bactéria em neurbénios humanos. Ainda, de fato, pouco se entende
sobre a interagdo direta desse patdgeno nos neurdnios, apesar das ceélulas neuronais
sofrerem diretamente as consequéncias da entrada e persisténcia do bacilo no ambiente
neural (Girardi et al., 2023; Mietto et al., 2016; 2020; 2021). Tal lacuna permite o
questionamento dos diversos fatores que poderiam reger essa interacdo. Uma questéao
ainda ndo respondida repousa no questionamento da capacidade do M. leprae de ser ou
nao internalizado por neurénios. Para tentar responder essa pergunta, buscamos verificar
a internalizacao do patdgeno por meio de ensaios com a linhagem neuronal SK-N-AS.

As células SK apresentam morfologia epitelial (Figura 23), sdo aderentes e
apresentam alta taxa de multiplicacéo, o que facilita seu cultivo para diferentes ensaios
nas areas da imunologia e neurociéncias (ATCC, 2023). Neste trabalho, a linhagem se

mostrou eficaz quanto a manipulagao e cultivo para exposi¢cao ao bacilo.
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Figura 23. Morfologia das células SK-N-AS. Imagens da cultura de células fotografadas em
campo claro. A esquerda, foto tirada sob a objetiva de 20x demonstrando a morfologia geral da

cultura. A direita, ampliagéo da foto evidenciando a morfologia individual das células.

A internalizacao do bacilo morto se mostrou dependente das diferentes relagdes
de MOI (multiplicidade de infecgéo), sendo aqui definida pela relagdo da quantidade de
células cultivadas por bactérias adicionadas a cultura: representada por célula:bactéria
(Figura 24). E possivel observar uma curva crescente em relagéo a taxa de internalizagdo
e as diferentes concentragdes de bactérias. Houve um aumento significativo na
porcentagem de internalizagdo nos grupos MOI 1:1, 1:10 e 1:50 em relagdo ao grupo nao
exposto (NE). Além disso, é possivel notar que a relagéo 1:50 teve maior porcentagem
de internalizacdo em relagdo ao grupo 1:1. N6s confirmamos esses resultados ao
analisarmos o grafico de intensidade média de fluorescéncia (MFI), no qual
demonstramos que o grupo MOI 1:50 apresentou maior MFI em relacdo aos demais
grupos. Dessa forma, quanto maior a relagdo MOI, maior a proporgdo de bactérias no
interior das células.

Quando analisada a MFI, percebemos um gradiente ainda mais incisivo,
demonstrando que, quanto maior é a relagcédo bactéria/célula, maior é a intensidade de
fluorescéncia detectada na amostra, indicando que n&o sé ha internalizagao celular como
ha também maior proporgdo de bactérias em uma mesma célula. Ambos os dados
convergem para o estabelecimento da internalizagdo do M. leprae nas células SK-N-AS.

Estes resultados sugerem que o patdgeno pode infectar neurdnios saudaveis, ao passo
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que a linhagem celular utilizada neste trabalho é de neuroblastoma, a qual de fato

compartilha semelhante carga genética das células neuronais.
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Figura 24. Taxa de internalizacdo do M. leprae em células SK-N-AS. (A) Grafico representando
a taxa de internalizacdo bacteriana em porcentagem de eventos positivos. (B) Taxa de
internalizagdo mensurada através da média da intensidade de fluorescéncia (MFI). NE representa
o controle ndo exposto a bactéria. As barras representam média * erro padrao da média de 4
experimentos independentes. Foram aplicados os testes de Tukey e ANOVA, e considerados

significativos valores de p < 0,05.

Para a determinacdo da amostra populacional utilizada, foi feito a delimitacdo do
reconhecimento das células por tamanho e granulosidade (estratégia de gate), com
subsequente exclusao de células agrupadas (doublets), e posterior determinagao da area
do histograma a ser analisada, apds desconsiderada a auto-fluorescéncia do controle

nao exposto (Figura 25).
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Figura 25. Estratégia de gate utilizada na analise de citometria de fluxo. Sequéncia utilizada para

delimitagcdo da amostra populacional a ser utilizada na quantificacdo por citometria. Da esquerda

para direita temos a delimitacdo da relagdo tamanho x granulosidade considerada das células

(SSC-A x FSC-A); a exclusao de células agrupadas (doublets) buscando a delimitacdo de uma

amostra com células individualizadas; a determinagéo da area do histograma a ser considerada

para analise da fluorescéncia (FITC+), no exemplo em questdo temos uma amostra de MOI 1:1.

Ao olharmos a sobreposigdo dos histogramas fica evidente o aumento da
intensidade de fluorescéncia de acordo com o aumento da MOI (Figura 26). O
deslocamento grafico gradativo para a direita reforga a curva crescente de internalizagao
vista nos graficos anteriores, demonstrada aqui tanto pela positividade dos eventos

quanto pela intensidade fluorescente destes.



69

100 ™
80 . NE
2 |
= ]
5 - 1:1
- |
A 1:10
(1]
E a0
= ] 1:50
20 -
| |
0 \
[UALRRRR) | BARRLML | T Ty
3
10 0 10 10 10
FITC-A

Figura 26. Histogramas sobrepostos. Sobreposi¢ao representativa dos histogramas gerados em
um dos eventos amostrais analisados. O deslocamento gradativo dos graficos reforca o aumento
da intensidade da internalizagao sob as diferentes concentragdes de bactéria (MOI 1:1; 1:10;
1:50).

5.5 Efeito da colest-4-en-3-ona sobre a viabilidade das células SK-N-AS.

Apos verificarmos os efeitos da colestenona em neurénios do GRD, restou-se o
questionamento sobre o possivel efeito do composto nas células SK. Visando expandir
nossa investigagéo, avaliamos o efeito da colestenona quanto a viabilidade celular e
atividade mitocondrial nessa linhagem neuronal.

O ensaio de TMRE visa quantificar o potencial de membrana mitocondrial das
células. E um fluoréforo catiénico permeavel que se acumula no interior de mitocéndrias
ativas, uma vez que estas apresentam potencial de membrana interno negativo
(mitocéndrias polarizadas). Mitocéndrias inativas ou despolarizadas apresentam menor
potencial de membrana, ndo permitindo ligagao satisfatéria do TMRE, o que diminui sua
fluorescéncia emitida (Barteneva et al., 2014; Crowley; Christensen; Waterhouse, 2019).
Ao considerarmos o papel direto que as mitocdndrias desempenham na regulagéo e
desencadeamento da morte celular por apoptose, e que o evento de permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial, presente na cascata de sinalizagado da via intrinseca

apoptética, é indispensavel para esse processo (Haas, 2019), podemos inferir que
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alteragbes ou perdas do potencial de membrana dessa organela sugerem
consideravelmente a existéncia de processo de morte celular em andamento (Crowley;
Christensen; Waterhouse, 2019; Rosa, 2021). Desse modo, ao analisarmos o ensaio de
TMRE por citometria de fluxo € possivel apontar, através da variagdo da intensidade de
sua fluorescéncia, se a colestenona pode levar a alteragdes no metabolismo oxidativo
que promovam o desencadeamento de morte celular.

Os resultados obtidos no experimento em questdo demonstram nao haver
diferengas significativas na fluorescéncia entre os grupos analisados, sugerindo que o
composto avaliado ndo desempenha papel determinante na disfuncdo mitocondrial
(Figura 27). No entanto, esses dados refletem efeitos de uma exposicdo de 24h ao
composto, permitindo-se a indagagéao de seu efeito cumulativo ao longo do tempo nas
células. Diversas substancias toxicas produzidas por patégenos manifestam seus efeitos
deletérios em culturas celulares apds longos periodos de exposi¢ao, evidenciando seu
carater prejudicial através de seu acumulo e sobrecarga ao metabolismo celular (Viader
et al., 2013).
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Figura 27. Efeito da colestenona no potencial de membrana mitocondrial das células SK-N-AS.
(A) Histograma representativo da intensidade de fluorescéncia; a sobreposicao sugere diferencas
nao significativas entre controle e teste. (B) Grafico representativo da intensidade de
fluorescéncia. Nao houve diferenga estatistica significativa entre controle e teste. Foram

considerados significativos valores de p < 0,05.

Excepcionalmente, também foi realizado um ensaio unico com as mesmas
concentracdes de colestenona utilizadas na curva dose-resposta de neurénios primarios,
a fim de especular um possivel efeito dose-dependente do composto no metabolismo
oxidativo. Porém, em consonancia com o experimento anterior, novamente nao foi
identificado diferengas significativas, o que fica evidente pela sobreposigcdo dos

histogramas das diferentes concentra¢des analisadas (Figura 28).

100 Sample Name Subset Name | Count
1 M| TMRE_COL 5.fcs Single Cells 9154
80 J | TMRE_COL 2;5.fcs Single Cells 9148
o 4 M| TMRE_COL 1 fcs Single Cells 9416
é 1 TMRE_COL 0;1.fcs Single Cells 8008
o g TMRE_CTL Etanol.fcs Single Cells 9440
; 1 | TMRE_NT + TMRE fcs Single Cells 9355
ﬁ M| TMRE_NM.fcs Single Cells 9262
©
E 40m
ZO 1 COL = Colestenona.
1 CTL Etanol = Controle etanol.
20 = NT = Nao tratado.
] NM = N&o tratado e ndo Marcado para TMRE.
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Figura 28. Efeito das diferentes concentragdes de colestenona no potencial de membrana
mitocondrial das células SK-N-AS. Concentracgdes de 5 M, 2,5 uM, 1 uM e 0,1 yM foram testadas.
A sobreposicao dos histogramas sugere nao haver diferenga significativa de efeito ao longo das

concentracoes.

A anexina V é uma proteina celular do grupo das anexinas, proteinas
estruturalmente relacionadas que se ligam aos fosfolipidios (Oliani; Gil, 2006),

frequentemente usada em ensaios de viabilidade celular para detectar células



72

apoptéticas, por sua capacidade de se ligar a fosfatidilserina, um fosfolipideo presente
na superficie interna da bicamada lipidica da membrana plasmatica (Crowley et al., 2016).
Em estagios iniciais da apoptose, a membrana plasmatica comega a se desorganizar,
perdendo sua simetria, causando a translocacao da fosfatidilserina para o folheto externo
da membrana. O aparecimento desse lipideo na superficie externa age como um
marcador de apoptose, que sinaliza o estagio inicial desse processo, ao passo que a
perda da integridade membranar acompanha os estagios finais da morte celular, seja por
processo apoptético ou necrotico (Vermes et al., 1995). Dessa forma, a marcagéao de
anexina é uma grande ferramenta para investigar células em estagio apoptético inicial.

O iodeto de propideo é utilizado para distinguir células apoptéticas de necréticas
(Crowley et al., 2016). E uma molécula capaz de se intercalar com o DNA, desde que
haja permeabilidade na membrana celular, uma vez que seu tamanho molecular n&o
permite sua passagem pela membrana intacta (Rieger et al., 2011). Durante a apoptose,
a membrana plasmatica fica intacta ao longo da maior parte do processo, se
desintegrando apenas nos estagios finais, enquanto na necrose, ha perda de integridade
membranar (Vermes et al., 1995), o que permite a reagédo do iodeto de propideo com o
DNA nuclear. Assim, essa molécula é capaz de marcar células necréticas e em apoptose
tardia, a qual quando conjugada ao ensaio de anexina, permite distinguir células viaveis
e em processos de morte, compondo entdo um método satisfatorio para este tipo de
investigacao.

Nos ensaios de apoptose e necrose realizados, também n&o foram encontradas
diferengas significativas nas marcacgdes para anexina V e iodeto de propideo entre as
células tratadas com colestenona e o controle veiculo. Tais observagdes nao permitem
afirmar com precisao se o composto possui efeito significativo na indugéo de necrose ou
apoptose das células SK-N-AS (Figura 29). E possivel notar que a cultura celular
apresenta por si so6 consideravel percentual de células mortas, em torno de 50%, o que
nos faz especular uma possivel taxa de morte basal caracteristica da cultura realizada.
Além disso, o processo de tripsinizagédo para posterior coragem e leitura por citometria,
gera relevante estresse as células, podendo assim causar notavel morte basal em
culturas celulares. Uma significativa parte das células mortas foi detectada em processo
apoptatico, o que poderia corroborar para a morte basal discutida acima, dado que o



73

estresse sofrido pelas células durante o processamento seria capaz de induzir o inicio do
processo apoptético. Apesar de nao significativo, um timido aumento de células
apoptéticas € visto no grupo colestenona, podendo sugerir possivel influéncia no estresse
oxidativo com consequente apoptose. Todavia, esses dados também refletem uma curta
exposicao de 24h, falhando em explorar o efeito crénico que a substancia possa ter sobre
a cultura de células. Dessa forma, estudos sequenciais que explorem possiveis efeitos
cumulativos da colestenona, assim como modificagdes em protocolo experimental que
permitam a redu¢cado da morte basal, sdo necessarios para determinar se esse composto

de fato atua de forma sélida nas vias de morte celular.
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Figura 29. Efeito da colestenona na viabilidade das células SK-N-AS. Grafico representativo da
porcentagem de células apoptéticas (Anexina V) e necréticas (lodeto de propideo) apds
tratamento com a colestenona. Nao houve diferencga estatistica significativa entre controle e teste.

Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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5.6 Andlise da internalizagdo do M. leprae morto em células SK-N-AS por microscopia

eletrbnica de transmissao

Com o intuito de validar nossas analises sobre a internalizacdo do M. leprae nas
células SK, buscamos confirmar nossos achados por microscopia eletrbnica de
transmissao, a qual permite analises morfoldgicas e estruturais em escalas nanométricas
que ndo sao possiveis por microscopia 6ptica (Souza, 2007).

Até o momento, faltam estudos que evidenciem a infecgcéo ou internalizagao do M.
leprae em cultura celular de neurénios, sendo amplamente estudado a capacidade do
bacilo ser fagocitado por células de Schwann, assim como as consequentes modificagdes
que sua internalizagdo gera na interagdo Schwann-axénio. A microscopia eletronica de
bidpsias de pacientes e camundongos demostram a presenga de bacilos viaveis e ndo
viaveis em fagossomos no interior de axénios mielinicos e amielinicos de nervos
periféricos (Boddingius, 1974; Job e Verghese, 1974; Imaeda e Imaeda, 1986). No
entanto, apenas uma pequena porcentagem de axénios infectados é encontrada nessas
analises, tornando raro a infecgdo neuronal pelo patégeno (Hess e Rambukkana, 2019;
Job e Verghese, 1974). Além disso, estudos a partir de autdpsias de pacientes também
evidenciam a presenca de antigenos do M. leprae em neurénios do SNC, indicando a
presenca do patégeno para além dos nervos periféricos (Aung et al., 2007; Garg et al.,
2023).

No presente ensaio foram avaliadas um total de 32 células mostrando todo o perfil
celular, sendo 15 do grupo controle e 18 do grupo exposto ao bacilo. Pela primeira vez,
foi possivel confirmar a internalizacéo do bacilo morto pela linhagem de células neuronais
humana SK-N-AS (Figura 30F). Foram encontrados vacuolos fagociticos contendo
bactérias ou resto das células bacterianas no grupo exposto em uma propor¢ao de 0,55
vacuolos por seccao celular. Um percentual de 44,4% das células expostas apresentou
esses vacuolos, os quais nao foram observados no grupo controle. A internalizacdo do
bacilo corrobora com outros estudos realizados com outra espécie do género, o
Mycobaterium tuberculosis, o qual foi capaz de ser internalizado por células neuronais
tanto in vivo quanto in vitro, incluindo pela linhagem de células neuronais humana SK-N-

SH (Randall et al., 2014). A capacidade fagocitica de diferentes células neuronais in vivo
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e in vitro ja foi demostrada, sugerindo que a fagocitose neuronal possa favorecer a
progressao de doengas, assim como a morte dessas células (Bowen et al., 2007). Dessa
maneira, a internalizacdo do M. leprae em neurdnios pode demostrar a importancia
dessas células como hospedeiras do bacilo na progressdo da hanseniase, assim como
estimular novas investigagdes sobre a interagado patdgeno-neurénio através de ensaios
in vitro.

Além da internalizagdo, um aumento significativo da vacuolizagcdo celular foi
observado (Figura 30A-B-D). A vacuolizagdo é um fenémeno morfolégico bem conhecido
observado em células de mamiferos apds a exposi¢cao a patégenos bacterianos e virais,
assim como diferentes compostos quimicos, sendo frequentemente acompanhada de
morte celular (Aki et al., 2012; Huang et al., 2020; Shubin et al., 2016). Na maioria dos
casos, sua formacgao se da a partir de componentes do reticulo endoplasmatico ou
organelas lisossomais e endossomais, e sua ocorréncia esta relacionada ndo s6 a morte

celular, mas também a um aumento do potencial de sobrevivéncia (Shubin et al., 2016).
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Figura 30. Micrografia eletronica de transmissao das células SK-N-AS expostas ao M. leprae. (A)
Célula controle evidenciando a delimitagdo do nucleo (N) e a presenga de poucos vacuolos,
representados por pequenos pontos brancos no interior da célula. (B) célula exposta ao bacilo
evidenciando o aumento da vacuolizagao celular, principalmente na regido ao redor do nucleo.

(C) Recorte de uma célula controle evidenciando as mitocondrias em verde e os vacuolos em
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amarelo. (D) Recorte de uma célula exposta evidenciando a alta densidade de vacuolos e a
alteragdo morfolégica das mitocondrias. (Ci — Di) Ampliacao da area retangular delimitada nas
imagens C e D apresentando em maior detalhe a vacuolizagcado e morfologia das mitocéndrias.
(E) Gréfico comparativo do tamanho das mitocéndrias encontradas no grupo controle e exposto.
(F) Vacuolo fagocitico contendo a bactéria, ou restos bacterianos, no interior de uma célula

exposta.

Apesar de ndao haver dados suficientes para apontar a vacuolizagdo como um
evento relacionado diretamente a morte, em alguns casos, a vacuolizagdo do reticulo
endoplasmatico pode ser causada por disfuncdo mitocondrial e deplecdo de ATP, as
quais sdo causas de morte celular (Shubin et al., 2016). Tal fato poderia reforcar os
resultados obtidos, uma vez que as mitocéndrias do grupo exposto se mostraram
especialmente alteradas em relacdo ao controle, apresentando diferentes alteracdes
mitocondriais (Figuras 30C-D e 31). Um total de 228 mitocdndrias foi analisado, sendo
103 do grupo controle e 125 do grupo exposto. Diversas alteragdes mitocondriais foram
observadas nas células expostas, como deformidades no formato mitocondrial,
vacuolizagcao mitocondrial, colapso e rarefagao das cristas mitocondriais, obtendo-se um
total de aproximadamente 80% de mitocdndrias danificadas (Figura 31). O tamanho
dessas organelas também se mostrou bastante alterado, e, no grupo exposto, as
mitocéndrias apresentaram um tamanho médio quase trés vezes maior que o controle
(Figura 30Ci-Di-E).

Mudancas na morfologia e remodelamento mitocondrial sao coletivamente
conhecidas como dindmica mitocondrial (Pernas; Scorrano, 2016). Essa dinamica esta
envolvida em diferentes fungdes celulares como diferenciagéo, produgdo de energia,
morte celular e, mais recentemente, tem sido considerada um ponto critico do controle
da funcdo de células imunes e da resposta imune de células hospedeiras frente a
infecgao bacteriana e viral (Cervantes-Silva; Cox; Curtis, 2021). A dindmica mitocondrial
€ determinada pelo balanco de dois processos opostos, a fissao e fusdo mitocondrial, e,
quando esse equilibrio é quebrado, a mitocdndria perde sua forma caracteristica exibindo
variagdes morfolégicas (Zemirli; Morel; Molino, 2018). Nesse sentido, as variagdes
observadas nos resultados podem refletir um desequilibrio dessa dindmica, dado que a
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internalizacdo do patdgeno pode desencadear diferentes respostas celulares e

imunoldgicas.
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Figura 31. Morfologia mitocondrial das células SK-N-AS expostas ao M. leprae. Imagens de

microscopia eletrbnica de transmissdo evidenciando as diferentes alteragdes morfologicas

encontradas nas mitocéndrias. E possivel notar diferencas entre a morfologia dessas organelas

nas células controle (A) em relagédo as células expostas. De todas as organelas analisadas, 80%
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apresentaram alguma alteracdo morfoldgica (B), das quais podemos notar alteragdes de formato

(C), presenca de vacuolos (D), colapso de cristas (E) e a rarefagao delas (F).

Estudos prévios reportaram um desligamento da mitocdndria em células de
Schwann infectadas, assim como o inchago de mitocéndrias de axénios mielinizados e
nao mielinizados de nervos hansénicos (Medeiros et al., 2016). Essa regulagéo
mitocondrial negativa tem sido vista como uma adaptacdo do M. leprae para reduzir o
estresse oxidativo interno, uma vez que o patéogeno reduz o potencial de membrana
mitocondrial da célula hospedeira e evita a geracao e emissao de espécies reativas de
oxigénio pela mitocéndria (Girardi et al., 2023; Medeiros et al., 2016; Oliveira et al., 2021).
Dessa maneira, o patdgeno também subverteria a resposta imune hospedeira,
prejudicando o desencadeamento da imunidade mitocondrial inata e consequentemente
favorecendo sua sobrevivéncia e permanéncia na célula hospedeira (Oliveira et al., 2021).

O inchaco mitocondrial representa um evento tipico de células danificadas,
relacionada ao aumento da permeabilidade mitocondrial, o qual pode levar a morte
celular (Medeiros et al., 2016; Oliveira et al., 2021). Portanto, o aumento do tamanho das
mitocéndrias encontrado nas células neuronais expostas ao bacilo poderia representar
uma das primeiras alteragdes que resultaria na morte neuronal caracteristica da
hanseniase. Logo, enquanto o bacilo faz uso de diversos mecanismos para subverter o
metabolismo da glicose nas células de Schwann em prol de sua sobrevivéncia (Medeiros
et al., 2016), refletindo assim uma possivel adaptagéo evolutiva patégeno-hospedeiro, as
alteragdes morfolégicas mitocondriais vistas em neurdnios poderiam representar efeitos
paralelos a infeccao do M. leprae em nervos. Alteragdes estas que refletiriam uma nao
adaptacgao evolutiva entre a bactéria e 0 neurdnio que permitisse sua permanéncia sem
causar a morte neuronal, fato que também justificaria a rara presenga do M. leprae em
axonios in vivo.

Por fim, se também considerarmos a origem bacteriana ancestral da mitocéndria,
podemos esperar que o avango do entendimento da relacdo M. leprae-organela revele
novos alvos antibacterianos e imunomodulatérios, tornando as alteragdes mitocondriais

possiveis focos de abordagem terapéutica no controle da infecgao.
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6 CONCLUSAO

Apos a analise dos resultados, é possivel concluir que a colestenona apresenta
consideravel toxicidade as células neuronais. A reducao da complexidade de arborizagao
neuronal assim como a redu¢ao do comprimento de seus neuritos, demostram possivel
interferéncia metabdlica nessas células. Vias envolvidas na formagao do citoesqueleto,
podem ser acometidas, uma vez que microtubulos desempenham papel primordial na
formacdo de cones de crescimento axonal. Ademais, o experimento piloto de
degeneracgao corrobora para mais uma interferéncia na saude neuronal que, a principio,
culmina na degeneragdao de neuritos ao longo do tempo. Todavia, os efeitos da
colestenona sobre a viabilidade celular ndo foram significativos, tanto em neurénios do
GRD quanto naqueles da linhagem SK, necessitando experimentos futuros que
investiguem possiveis efeitos da exposi¢ao cronica dessas células ao composto.

Outrossim, nossos resultados revelam consideravel internalizagdo do patégeno
nos neurbnios SK, além de demostrar diferentes alteracbes morfolégicas nas
mitocdndrias dessas células, sugerindo algumas das possiveis alteragdes iniciais que
culminam na morte neuronal. Nesta perspectiva, uma nova seara de estudos se faz
necessaria, uma vez que pouco se tem investigado sobre a interagao direta do bacilo e

as células neuronais.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos dados obtidos até o momento com o presente estudo, pretende-se:
Avaliar o potencial degenerativo da colestenona em neurénios;

Investigar o efeito da colestenona sobre o potencial regenerativo de neurénios;
Investigar possiveis alteragbes no cone de crescimento axonal causadas pela

colestenona;

Investigar o efeito de longo prazo da colestenona em neurdnios primarios e nas
células SK-N-AS.
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8 ATIVIDADES COMPLEMENTARES

De forma complementar, nosso grupo tem trabalhado no desenvolvimento de um
modelo alternativo de interagdo patdégeno—nervo, através do cultivo do GRD explante
associado ao seu segmento de nervo periférico (GRD-NP), uma vez que nao ha, até o
momento, modelo animal que mimetize a neuropatia da hanseniase humana (Figura 32).
Assim, buscamos compreender os eventos de degeneragdo nervosa induzidos pela
infecgdo, através de um modelo que possibilite mimetizar as caracteristicas do
microambiente neural e que apresente todos os elementos celulares e estruturais do
nervo periférico. Tal conquista nos capacitara aplicar testes ndao s6 com a colestenona,
mas também com diferentes drogas e farmacos promissores para ensaios clinicos

prospectivos.

i

Figura 32. Descrigdo anatdmica do modelo GRD-NP. Foto apds dissecacado da medula espinal
de camundongo. As cabecgas de seta apontam para o GRD, enquanto as setas denotam o nervo

periférico.

Até o momento, temos realizado progresso na padronizagdo do processo de
dissecagao e cultura do modelo GRD-NP, obtendo sucesso na sua manutengéo, cultivo
e entendimento de sua morfologia (Figura 33). De maneira preliminar, iniciamos alguns

testes com o M. leprae morto para especular seus possiveis efeitos nesse modelo
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experimental, de modo a avaliar seu impacto ao longo do tempo (Figura 34). A principio,
um possivel efeito degenerativo foi detectado no modelo, apés estimulo de 7 dias com a
bactéria. Todavia, analises e observagdes mais detalhadas, assim como subsequentes
ensaios, sdo necessarios para discernir mais precisamente quanto desses danos sao de

fato causado pela presenga do patdgeno.

Figura 33. Lamina histologica de GRD-NP com 0 dias de cultura. (A) GRD-NP sob objetiva de
4X; barra de escala: 200 ym. Em evidéncia o ganglio (seta) e seu nervo periférico distal (cabeca
de seta). (B)(C) Ganglio em evidéncia sob objetiva de 10X e 20X respectivamente; barras de
escala: 100 e 50 um. (D) Nervo periférico em evidéncia sob objetiva de 20X; barra de escala: 50
pm. (E) Ganglio sob o aumento de 40X permitindo a visualizagdo das células neuronais (cabeca
de seta) rodeadas por células satélites, e seu denso feixe axonal que se encaminha na diregcao
distal (asterisco); barra de escala: 20 um. (F) Nervo periférico sob objetiva de 40X permitindo a
visualizacdo do feixe axonal, incluindo a individualizagcdo de axdnios (seta) e as células de
Schwann que os acompanham (cabega de seta); barra de escala: 20 ym. Coloragao por

hematoxilina-eosina. Fotos retiradas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX63.
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Figura 34. GRD-NP em ensaio de 7 dias. (A) Detalhe do ensaio de infecgdo do modelo GRD-NP
através da injecéo do conteudo bacteriano no nervo. Ganglio (seta) e nervo distal (cabega de
seta) em destaque. (B) Ganglio e (C) nervo distal sem tratamento apds 7 dias de cultura em
aumento de 20X; barra de escala: 50 ym. (D) (E) GRD-NP exposto ao M. leprae morto apés 7

dias de cultura - aumento de 10X e 20X respectivamente; barras de escala: 100 e 50 ym.

Por fim, temos em andamento a producdo de um manuscrito intitulado “Specific
antigens for Mycobacterium leprae and measurement of chemokines in the identification
of infected people” em colaboracdo com grupo parceiro, que visa contribuir para o
aperfeicoamento de métodos diagndsticos de casos de hanseniase em regides de baixa
endemicidade, trazendo para o nosso grupo a ampliagdo de uma visao mais clinica da

patogénese hansénica, de modo a complementar a ciéncia de base que desenvolvemos.
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