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Tardezinha lentamente submerge o sol nas brumas do
horizonte, remoto pervagam no firmamento anilado
palidos clardes do ocaso, o bronze merencorio também
faz sua ora¢ao embibalhar compassado ferindo coragdes
que jazem encarcerados nas prisdes eternas, de eternas
saudades, um siléncio sepulcral envolve a natureza
inteira, quebrando-o redobra o campanario, o bronze
solucam solta gemidos e repete-nos os ecos dos vales.

E hora da Ave Maria. Neste instante suplicamos a ti
Mae Santissima paz para o mundo, balsamo de amor
para os que estdo nos leitos de dores e alegria para os
que choram a dor da perda do ente amado.

Oh! Mae abencoe seus filhos que dormem nas sarjetas,
tendo o céu por teto e as pedras como leito. Mae amada
encoraja os desenganados da vida e perdoa-nos pelas
desobediéncias a vos cometidas e tira de n6s o microbio
da inveja, do 6dio da ambigdo, e, da-nos para sempre a
humildade do vosso filho Jesus.

Oremos todos contritos assim: Ave Maria cheia de
graga, o Senhor € convosco, bendita sois vOs entre as
mulheres e bendito ¢ o fruto do vosso ventre Jesus.
Santa Maria Mae de Deus rogai por nos pecadores agora
e na hora de nossa morte. Amém.

Antonio de Oliveira Borges Junior

Movimento de Reintegracdao de Pessoas Atingidas pela Hanseniase (MORHAN)



A Minha mae Marita
A Minha irma Eliane

Aos pacientes com Hanseniase
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LISTA DE ABREVIATURAS

BAAR bacilo-alcool-acido resistente

BB borderline borderline

BCG bacilo Calmette-Guérin

BCL-2 B-cell lymphoma/leukemia-2

BDNF fator neurotrofico derivado do cerébro

BL borderline lepromatoso

BT borderline tuberculdide

CR3 recptores do complemento do tipo 3

CrmA modificador de resposta de citocinas

CS célula de Schwann

DCs células dendriticas

DNA-CpG deoxioguanilato fosfato-deoxicitilato

DTH hipersensibilidade tardia

dToll Toll de Drosophila

EAN neurite alérgica experimental

ELISA ensaio imunoenzimatico

ENL eritema nodoso leproso

FAAD dominio de morte associado a Fas

GFAP fator de crescimento associado &
proteina

GPI glicosilfosfatidilnositol

HBHA-a heparin binding hemaglutinin adhesin

HLP proteina histona-like

HNPP hereditary neuropthy whith ressure
palsies

hToll Toll humano

1B indice baciloscopico

ICAM-1 molecula de adesdo intracelular-1

IFN-y gama interferon

IGF fator de crescimento de insulina

IKK1 kappal/kinasel

IKK2 kappa2/1kinase2

IL interleucina 1

IL-1R receptores de interleucina-1

IMC imunidade mediada por células

IRAK interleucina 1 associada a kinase

LAK linfocitos killer ativados

LAM lipoarabinomanana

LBP proteina ligadora de LPS

LI inibidor leucémico

LIF fator inibidor leucémico

LL lepromatoso lepromatoso

LM lipomanana

LPS lipopolissacarideo

LPs lipoproteinas bacterianas

LRR receptores ricos em leucinas

MAG glicoproteina associada ao crescimento
da mielina

MALP-2 ativa¢ao de macrofagos lipoptideos
2kda

MAP moléculas adptadoras de proteinas

MAP3K proteina mitogeno-ativada 3 kinase

MB

multibacilares

MBP
MEC
MMP
MyD88
NCAM
NF-xB
NF-1

NGF
NK
NT3
OMS
P13-K
P21
P-43
PAMPs

PB
PDGF-BB
PDIC

PGE2
PGL-I
PIM
PKC
PLP
PMN
PO
PQT
PTK
rthIFN
RNAm
RR
RT-PCR

sCD-14
SNC
SNP
TACE
TCR
TGF-B
Th
TIMP
TIR
TLR
TNF-a
TNFR-I

Vii

proteina basica mielina

matriz extracelular

metaloproteinase de matriz

fator de diferencia¢do mieloide
células de adesdo molecular neural
fator nuclear kappa B
neurofibromatose de von Recklin Ghausen
tipo-1

fator de crescimento de nervo

natural killer

neutropismo-3

Organizacao Mundial de Satde
fosfatidilinositol 3 kinase

proteina-21

proteina associada ao crescimento-43
padrdes moleculares associados a
patégenos

paucibacilares

fator de crescimento derivado de plaquetas
poliradiculoneuropatia desmielinizante
inflamatoria cronica

prostaglandina E 2

glicolipideo fenolico-1

fosfatidil inositol manosideo

proteina quinase de calcio

proteina proteolipidica
polimorfonucleares

protéina zero

poliquimioterapia

proteina tirosina kinase

interferon humano recombinante
acido ribonucléico mensageiro

reacao reversa

transcri¢do reversa associada a reacdo
polimerasica em cadeia

CD-14 soluvel

sistema nervoso central

sistema nervoso periférico

enzima conversora do TNF-alfa
receptor de célula T

fator de transformacdo de crescimento beta
células T auxiliares

peguenas proteinas
lipoproteinas intracelular

receptor toll-like

fator de necrose tumoral alfa

receptor 1 de fator de necrose tumoral

TNFR-IIreceptor 2 de fator de necrose tumoral

Tp47
TRAF-6

treponema pallidum 47
proteina adaptadora fator -6



SUMMARY

A major complication in leprosy is the development of deformities along the chronic course
of disease. In the present study, a malignant human Schwann cell line (ST88-14) was used
to characterize the induction of cell death and the production of cytokines in these in vivo
and in vitro SCs. It had previously been shown that, in some neuropathies, SC became
activated and produced cytokines during experimental injury. Here, the physiological
functions of SC and how cytokines, M. leprae, and M. leprae components possibly cause
damage to these cells were investigated. The recent description of the mechanisms utilized
by M. leprae to enter SCs and, consequently, the study of M. leprae-SC interaction in the
innate immune response (Toll-like receptors - TLR) are essential to understanding what is
involved in the development of nerve damage. In this connection, an evaluation was made
of TLR expression in skin biopsies and the ST88-14 cell line and whether these cells were
susceptible to cell death through TLR2 activation. It was found that TLR2 expression on
SCs and their activation by a TLR2 agonist - a synthetic lipopeptide comprising the N-
terminal portion of the putative M. leprae 19kD lipoprotein — simultaneously induced IL-6
and IL-8 secretion and triggered increased production of apoptotic cells, which, along with
cytokine production, was blocked by an anti-TLR2 monoclonal antibody. Besides
demonstrating the presence of TLR2 expression in the SCs of skin lesions of leprosy
patients, SCs were also identified in lesions that had undergone apoptosis in vivo.

The ability of M. leprae ligands to induce apoptosis of schwann cells through TLR2
provides a mechanism by which activation of the innate immune response contributes to
nerve injury in leprosy. Thus, by investigating the capacity and effects of TNFo/TGFf and
M. leprae within the human ST88-14 cell line, this study showed that SCs constituitively
expressed both TNF receptors and that, in comparison to the controls, their presence
triggered increased apoptosis in culture, also observed when ST88-14 was maintained in
culture in the presence of live and/or dead M. leprae.. It would, therefore, seem apparent
that these observations are clear indications that the TNF-Rs, in conjunction with a specific
TNFa response, the synergistic effect with TGFB, and M. leprae infection are all
implicated in the pathogenesis of nerve damage.
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I. INTRODUCAO

HANSENIASE

A Hanseniase ¢ uma doenca endémica em vérios paises em desenvolvimento'?,
sendo que o Brasil ocupa o 2° lugar no mundo em nimero absoluto de casos (76.550 em
2002), com uma taxa de prevaléncia de 4.28/10.000, apenas superada pela India. A meta da
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) ¢ eliminar a Hanseniase como problema de satde
publica, atingindo uma prevaléncia de menos de 1 caso por 10.000 habitantes até 2005.
Devido a alta taxa de deteccao (cerca de 42 mil casos novos ao ano) considera-se dificil o
pais alcangar esta meta (Figura 1).

A Hanseniase ¢ a principal causadora das neuropatias nao-traumaticas no mundo.
As neurites agudas podem ocorrer nos pacientes em todo o espectro da doenga,
particularmente durante os estados reacionais. Estima-se que mais de um quarto de todos
pacientes com Hanseniase apresentam algum grau de incapacidade no curso da doenga, e
destes cerca da metade severa debilidade. No Brasil, cerca de 8% dos pacientes que sdo
diagnosticados apresentam grau II de incapacidade, o que significa lesdes neurologicas
permanentes. Com mais de 700.000 pacientes com Hanseniase registrados no mundo, a
perda econdmica para a comunidade causada pelas neurites hansénicas ¢ significativa ja
que as lesOes neurais evoluem apesar da cura bacterioldgica em resposta ao tratamento
poliquimioterdpico. Os efeitos sociais e psicoldgicos da deformidade sao imensuraveis e
contribuem fortemente para o estigma de que sdo vitimas os pacientes.

Aproximadamente 3 milhdes de pessoas no mundo sdo fisicamente deformadas
como conseqiiéncia das lesdes dos nervos periféricos, causadas por esta doenga. Apesar dos
efeitos serem especificos do M. leprae sobre o parénquima do nervo, 0os mecanismos
celulares e moleculares que envolvem a infecc¢do das células de Schwann e a instalagdo

e irreversibilidade das lesdes das estruturas nervosas permanecem desconhecidos.

' Os principais paises endémicos contribuem com 92% dos casos estimados de Hanseniase no mundo, sendo
que os cinco principais contribuem com mais de 80%, a maioria concentrada no Sudeste asiatico, Africa e
Américas. Em 2003, 12 paises ainda ndo atingiram a meta de eliminagdo. Sio eles: India, Brasil. Angola,
Costa'de Marfim, Guiné, Libéria, Madagascar, Mogambique, Nepal, Reptblica Centro Africana e Tansania. O
Brasil-ocupa’o primeiro lugar em casos registrados de Hanseniase na América Latina. Cerca de 74,04% da
populagdo brasileira-vive em area de alta prevaléncia.



A infeccao da célula de Schwann pelo M. leprae ¢ um exemplo impar de relagao parasito-
hospedeiro, constituindo por isso um excelente modelo de estudo do dano do nervo
periférico induzido por um agente vivo. O Mycobacterium leprae ¢ o Unico agente
patogénico bacteriano com capacidade de invadir os nervos periféricos. A ocorréncia de
uma forma clinica de Hanseniase cujos sintomas aparecem exclusivamente no nervo (forma
neural pura) fortalece ainda mais a hipdtese de que a lesdo de nervo emerge durante um
estagio precoce e que talvez aconteca até antes da colonizagdo dermatoldgica pela bactéria.
Alteragdes semelhantes nos nervos podem ser vistas em todas as formas de Hanseniase, o
que sugere que um mecanismo comum possa ser responsavel pela ocorréncia das lesdes de
nervo em todas as formas da doenga. E, portanto, inquestionavel que o evento que inicia as
manifestagdes neurologicas nesta doencga seja a infeccao das células de Schwann.

Recentemente, varios estudos vieram esclarecer algumas etapas da interacao do M. leprae
com a cé¢lula de Schwann, criando excelente oportunidade para a compreensao da biologia

desta célula-chave no desenvolvimento € na manutencdo da integridade da fibra nervosa.
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1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE HANSENIASE

A Hanseniase, causada pelo Mycobacterium leprae, ¢ uma doenca infecciosa
cronica, granulomatosa, cujas manifestacdes clinicas predominantes sdo lesdes da pele,
mucosas € nervos periféricos. O homem ¢ considerado o seu principal reservatorio, € o
modo de transmissdao mais conhecido da doenga ¢ a dispersdo de particulas infectadas a
partir das vias aéreas superiores dos pacientes multibacilares. O inicio da doenca ¢
geralmente gradual e os primeiros sinais podem aparecer dois a dez anos apos a infecgao.
As caracteristicas clinicas da doencga refletem a diversidade da patologia, a qual depende do
equilibrio entre a multiplicacdo bacilar ¢ o desenvolvimento da resposta imune do
hospedeiro.

Clinicamente, a Hanseniase é caracterizada por um espectro de formas clinicas'.
Ridley e Jopling (1966) conceberam uma classificagdo considerando principalmente as
variacoes da resposta imune celular apresentada pelos pacientes individualmente. Esta
classificagdo vem sendo usada nos trabalhos de investigagdo e em alguns centros na rotina
diagnostica. A classificagdo espectral de Ridley e Jopling ¢ baseada nos critérios clinicos,
bacteriologicos e principalmente imunoldgicos e histopatologicos, definindo os grupos:
tuberculdide-tuberculdide (TT), “borderline”-tuberculdide (BT), “borderline-borderline”
(BB), “borderline”-lepromatoso (BL), lepromatoso-lepromatoso (LL) e indeterminado (I).
Os pacientes com a forma indeterminada podem evoluir para a forma tuberculdide,
“borderline” ou lepromatosa, regredir espontaneamente, ou permanecer como
indeterminados por um longo periodo de tempo.

O diagndstico'® da Hanseniase ainda é principalmente clinico, acrescido de exames

laboratoriais como a pesquisa do bacilo em esfregaco de linfa (baciloscopia) e do exame

% As formas clinicas da Hanseniase receberam vérias classificagdes. Em 1953, no VI Congresso Internacional
de Hanseniase, cria-se a chamada classificagdo de Madrid, que acrescenta aos critérios de polaridade de
Rabello, critérios bacteriologicos, imunolédgicos e histopatologicos, definindo entdo as trés formas: as polares
(tuberculoide e virchowiana), o grupo transitdrio e inicial, com a forma indeterminada e o grupo instavel e

intermediario, com a forma dimorfa ou “borderline”.

16 A forma-LL-apresenta numerosos bacilos nas lesdes e caracteriza-se por lesdes cutineas multiplas com uma
distribuicdo lateral e simétrica. As lesdes podem ser méaculas, papulas ou ndédulos. As maculas sido as
primeiras a aparecer € podeém ser eritematosas ou hipopigmentadas. A reacdo de lepromina é negativa e,
histologicamente, ¢la) se caracteriza por um infiltrado inflamatério constituido predominantemente por
macrofagos e raros linfocitos. A forma TT é considerada como benigna, com reacdo de lepromina positiva.



histopatologico. As formas clinicas da Hanseniase expressam uma relacdo entre o curso
clinico evolutivo e a extensdo do comprometimento cutaneo e neural. A partir de 1982, a
OMS propds uma classificagdo operacional em Hanseniase multibacilar e paucibacilar,
baseada na presenca ou nao de bacilos. Esta classificacdo foi adaptada pelo Ministério da
Satide do Brasil adicionando a baciloscopia, que ¢ parametro decisivo, o numero e
distribuicao das lesdes cutaneas e o nimero de troncos nervosos acometidos.

O paciente deverd ser classificado operacionalmente para fins de tratamento em
paucibacilares (BT e TT) e multibacilares (LL, BL, BB) para indicacdo do esquema
poliquimioterapico (PQT/OMS). Este esquema foi preconizado pela Organizagao Mundial
de Satude-OMS em 1982, e introduzido no Brasil em 1991.

O M. leprae tem taxa de multiplicagdo lenta e o dano do nervo progride lentamente em
todas as formas clinicas da Hanseniase ndo tratada. A lesdo neural ocorre mais
freqiientemente no polo lepromatoso, especialmente entre pacientes do tipo borderline, que
podem apresentar destrui¢do lenta, gradual e insidiosa em grande extensdo dos nervos
periféricos (Duncan e Pearson, 1982; Job,1989; Pearson e Ross, 1975). Nas formas neurais
puras, a injuria do nervo ocorre insidiosamente, ¢ em grande parte ¢ despercebida durante
longos periodos de tempo, ao contrario da injuria aguda e/ou subaguda dos nervos
periféricos que ocorre no curso dos episddios reacionais vistos em pacientes tratados com
quimioterapia. Um dado considerdvel no quadro clinico de varios pacientes ¢ que, mesmo
depois de terminar a MDT e apesar da auséncia de bacilos na linfa, observa-se significativo
dano ativo do nervo periférico por neurite persistente. A presenca de bactérias mortas como
tentativa de “eliminar” as bactérias ou seus componentes poderia explicar a lesdo neural
ativa apods o fim do tratamento. Alguns autores admitem que os quimioterdpicos nao
alcancariam os nervos em concentragoes suficientes para matar os bacilos ali alojados,
permitindo o surgimento dos bacilos persistentes (Chimelli et al., 1997). A terapia com

esterdides administrados antes da instalacdo do dano nervoso ¢ freqiientemente capaz de

Nao se observam habitualmente os bacilos nos exames bacteriologicos. Com maior freqiiéncia, a lesdo é uma
macula eritematosa unica com bordos elevados e bem circunscritos, com superficie seca e as vezes de aspecto
escamoso no qual o crescimento do pelo é deficiente (ou esta ausente) e se comprovam transtornos de
sensibilidade tatil, dolorosa e térmica. A lesdo histologica compreende um granuloma bem formado
constituido de macréfagos-diferenciados e células epitelidides. A Hanseniase indeterminada caracteriza-se por
macula hipocrdmica ou discretamente eritematosa com alteracdo da sensibilidade, alopécica ou por area
hipoestésica,~sem lesdo dermatologimente visivel. O teste de Mitsuda pode ser negativo, duvidoso ou



prevenir sintomas de incapacidade permanente. Entretanto, em alguns casos, rapida e
adequada administracao de prednisona oral parece ter efeito muito pequeno na recuperagao

de lesoes instaladas no nervo (Van Brakel, 1996).

I.1.1.1. ESTADOS REACIONAIS

Durante o curso da doenca, pacientes hansenianos podem desenvolver estados
reacionais, que constituem episodios agudos de resposta inflamatéria e imunoldgica nao
relacionadas a infecgdes secundarias, e que podem se manifestar em varias formas da
doenca. Os episddios reacionais sao os principais fatores de risco do aparecimento das
deformidades primarias. O tratamento especifico precoce, o reconhecimento e tratamento
adequado das reagdes e as medidas educativas sdo importantes na prevencdo dessas
deformidades. As reagdes sao classificadas em dois tipos, de acordo com suas
manifestagdes clinicas e histoldgicas: Reacao Reversa (RR) ou Reagdo do tipo I e Eritema
Nodoso Leproso (ENL) ou Reacgao do tipo II (Ridley, 1969; Jollife, 1977).

Nery (1995) encontrou uma freqiiéncia de 59,2% de estados reacionais em pacientes
MB durante a poliquimioterapia, sendo 51% com ENL, 42% com rea¢do reversa e 7% com
neurite isolada. Nao foi encontrada diferenca significativa quando as formas clinicas foram
avaliadas separadamente ou agrupadas (BL/LL). Todas as formas clinicas multibacilares
tém potencial de apresentar reagoes.

A Reagdo-Reversa, ou reagdo tipo I, que pode ocorrer em casos de Hanseniase
paucibacilar ou multibacilar, caracteriza-se pelo aparecimento de novas lesdes de pele,
lesdes de pele antigas que se tornam avermelhadas e edemaciadas, edema de maos e pés e
neurite, entre outros sinais e sintomas. O tratamento antiinflamatorio deve ser instituido
prontamente devido-ao risco de dano permanente aos nervos. Prednisona (1 a 2 mg/kg dia)
deve ser introduzida conforme avaliacdo clinica e seguir o esquema de reducdo da dose
ap6s melhora clinica de 5-10 mg/semana até a retirada completa do medicamento.

A reacao do tipo II ocorre nos pacientes de Hanseniase multibacilar, sendo suas
principais caracteristicas clinicas o aparecimento de nddulos dolorosos e avermelhados,

acompanhados ou ndo.de febre, dor articular, mal estar, orquite, iridociclite, edema nas

levemente positivo. A ‘histopatologia revela infiltrado linfo-histiocitario na derme, acompanhando os feixes



extremidades e presenga de nervos dolorosos e espessados. O tratamento de escolha ¢ a
talidomida'” na dose de 100-400 mg ao dia, associada ou ndo a esteréides. Mulheres em
idade fértil sdo tratadas com corticdide. O tratamento para os episodios reacionais deve ser

mantido junto com a medicagdo poliquimioterapica'®.

I.1.1.2. REACAO TIpo I - E amplamente aceita a hipotese de que o aumento da
imunidade mediada por células (IMC) durante a RR ¢ dependente da expansao de células T
especificas para o M. leprae (Sampaio, 2000). O ressurgimento da IMC parece estar
relacionado com a quebra do estado anérgico que possivelmente ocorre em pacientes com
baixa resposta imune (BT, BB e pacientes de BL). As lesdoes de RR, independentemente da
forma clinica, apresentam granulomas bem diferenciados nas lesdes e resposta imune
celular ao bacilo quando avaliado pelo teste cutaneo e in vitro. As lesdes nestes pacientes
tornam-se mais infiltradas, eritematosas, amolecidas, suculentas, por vezes escamosas,
podendo chegar a ulceracdao. Histologicamente, ha um aumento no influxo de células
CD4+. A epiderme estd espessada, com expressao aumentada de moléculas de adesdo e
antigeno HLA-DR. Desta forma, as lesdes dos pacientes lepromatosos passam a apresentar
caracteristicas histologicas de lesdes de pacientes tuberculdides. A resposta proliferativa
para as c€lulas T destes pacientes, especifica para o M. leprae, passa a ser positiva (Laal et
al, 1987) e o paciente passa a apresentar reatividade ao teste cutaneo de Mitsuda
(Alvarenga et al, 1995). A RR ¢ associado a um aumento da producao de IFNg que leva a
formagdo de granuloma, aumento da atividade microbicida do macréfago e inflamagao

(Yamamura, 1992; Verhagen, 1997). Os clones de linfocitos obtidos na lesdo de um mesmo

vasculo-nervosos onde podem ser encontrados poucos bacilos. A baciloscopia é geralmente negativa.

7" A talidomida foi sintetizada em 1953 (na Alemanha Ocidental) e, como um bom hipndtico, foi

especialmente utilizada por mulheres gravidas, No entanto, a associacdo com a taxa aumentada de neonatos
com mal formagdo congénita, reconhecida em 1961, levou a retirada da droga do mercado em 1962 (Mellin,
1962). Em 1965, por causa de seu efeito sedativo, talidomida foi administrada pela primeira vez a pacientes
com ENL (Sheskin, 1965). Em 48 horas, uma significativa melhora da condigo clinica destes pacientes foi
alcancada. Desde entdo, esta droga vem sendo usada para o tratamento da Reagdo Tipo II na lepra.

18 pacientes lepromatosos - Rifampicina 600 mg e clofazimina 300 mg, uma vez por més,
supervisionado, e dapsona 100 mg e clofazimina 50 mg, diariamente, ndo supervisionado, por um
periodo de 2 anos.

Pacientes tuberculdides - Rifampicina 600 mg, 1 vez por més, supervisionado, e dapsona 100 mg por dia, ndo
supervisionado, por um-periodo de 6 meses.



paciente BL antes e durante a reacio reversa apresentavam fenotipo CD4 " e secretavam IL-
4 ¢ IFNy. Durante o episddio reacional, a maior parte dos clones apresentava uma
polarizagdo para a producdo de IFNy (Verhangen, et al, 1997). Quando estes clones de
células T foram isolados das lesoes de RR, eles expressavam IFNy e TNFa, caracterizando
um perfil Thl (Verhangen, et al, 1998). Khanolkar-Young e colaboradores (1995)
demonstraram a presen¢a de TNFa em pele e nervos de pacientes com RR, o que indica um
papel importante dessa citocina na resposta imune do tipo DTH observada durante os
episodios. A ocorréncia de reacao reversa apos o término da poliquimioterapia ¢ explicada
pela persisténcia de antigenos de bacilos mortos e pelo desequilibrio na regulagao da
resposta imune inflamatoria decorrente da reducdo da carga bacilar. Lesdes de troncos
nervosos sdo freqlientes durante a RR, justificando o uso precoce de corticoéides em altas

doses para impedir o dano irreversivel dos nervos periféricos.

I.1.1.3. REACAO TiPO II - caracteriza-se clinicamente pelo aparecimento de nddulos
subcutaneos eritematosos ¢ dolorosos nao relacionados as lesdes lepromatosas preexistentes
que podem ocorrer ou nao, associados a manifestagdes sist€émicas inflamatorias tais como
febre, mal estar, linfadenopatia, mialgia, edema, leucocitose, neurite, artralgia, orquite e perda
de peso - quadro infeccioso sistémico - que, em alguns pacientes, se assemelha a um quadro
endotoxémico. A presenca de nddulos subcutineos acompanhados de sintomatologia
sist€émica parece estar associada a niveis sangiliineos elevados de IL-1p ¢ TNFa (Sarno et
al., 1991) detectados nos pacientes com reagdo. A participagdo de complexos imunes
circulantes na patogenia do ENL ainda ndo esta definitivamente comprovada (Wemambu et
al., 1969; Waters et al., 1972). Dados atuais referem-se a um aumento na resposta de células T
para o Mycobacterium leprae (Modlin et al., 1983; Laal et al., 1985; Rao et al., 1987) e
aumento na expressao de [FNy (Cooper et al., 1989) em pacientes apresentando ENL. O ENL
pode ser observado em pacientes ndo tratados (Guinto et al., 1993) embora seja mais
freqlientemente observado ap6s o inicio da poliquimioterapia (MDT). No primeiro ano de
tratamento, cerca de 15 a 25% dos pacientes podem desenvolver ENL (Browne, 1963).
Pacientes-multibacilares. submetidos a inoculagdes mensais com IFN-y durante seis meses
apresentaram ‘uma’ freqiiéncia de ENL (60%) maior do que aqueles que s6 recebiam o

tratamento quimioterapico (15%) (Sampaio et al., 1991,1992). O quadro histopatologico das



lesdes de ENL revela um infiltrado inflamatorio misto, constituido por células mononucleares
(com predominio de células CD4+), neutrofilos (presentes em cerca de 50% dos pacientes) e
bacilos fragmentados. O infiltrado inflamatdrio se localiza principalmente em torno de vasos.
Ha espessamento da epiderme, expressao aumentada de moléculas de adesao (ICAM-1 e
LFA-1) e antigeno HLA-DR, além do edema que pode afetar toda a derme (Thangaraj et al.,
1988; Sullivan et al., 1991). A resposta imune celular durante o ENL tem curta duragdo e desta
forma ndo causa interferéncia no quadro histopatoldgico das lesdes prévias, enquanto na
reacao reversa um infiltrado de células epitelidides se superpde ao aspecto anérgico prévio.
Embora o principal resultado destes estados de reativacao inflamatdria parega ser a eliminagao
do bacilo ou de seus constituintes, lesdo irreversivel de nervos periféricos podera ocorrer em
um pequeno numero de pacientes. A patogénese do ENL tem sido sugerida como dependente
do efeito direto de citocinas inflamatdrias sobre os componentes do vaso, levando a ativagao
endotelial e disparo de uma complexa cascata de eventos envolvendo leucdcitos e células
endoteliais na derme (Sampaio, 1994).

A presenca de neutrofilos ¢ um achado comum nas lesdes de ENL. No entanto, o
acumulo e fun¢do destas células na patogénese do ENL ainda ndo estdo esclarecidos.
Interessantemente, foi demonstrado que o acimulo de neutrofilos em sitios de infec¢ao por
patogenos intracelulares, tal como micobactéria, foi dependente da atividade de células T
do sistema imune (Appelberg, 1992). Portanto, a presenca de resposta imune especifica no
ENL poderia ser responsavel pelo acimulo de neutréfilos no sitio da lesdo. Dados do nosso
laboratério demonstraram que os neutréfilos de pacientes com Hanseniase sintetizam e
secretam TNFa e IL-8 (Oliveira et al, 1999). Evidéncias implicam o TNFa como a
molécula pivo envolvida nas manifestagdes sistémicas locais de reagdes hansenianas. Foi
demonstrado na hanseniase que contato entre macréfagos e linfocitos € importante para
producao aumentada de TNFa (Sampaio e colaboradores, 2000). Este pode ser um dos
mecanismos a colaborar para o aumento da resposta imune observada durante os episodios
de reagao, onde um influxo de células ¢ observado nas lesdes e também para a alta
producao de TNFa, levando posteriormente a reducao da viabilidade bacteriana. Desta
forma, parece que as células do sistema imune t€ém a capacidade de se regularem
mutuamente e o contato célula-célula parece ser um componente importante nesta interacao

(ver apéndice)!



1.1.1.3.NEURITES REACIONAIS - caracterizam-se pela presenga de dor espontinea ou a
palpagdo num tronco nervoso periférico, acompanhada ou ndo de comprometimento da
funcdo. No curso da doenca pode ocorrer perda aguda da fung¢do do nervo, sem dor,
chamada de neurite silenciosa. Em estudo prévio, um total de 33,9% dos pacientes tinha
pelo menos um episddio de neurite aguda durante o tratamento e 2,9% apresentaram o
quadro de neurite silenciosa (Pimentel, 1998). Neste estudo demonstrou-se que episoddios
de neurite aguda foram associados a ocorréncia de reagdes de ENL (55,3%), quando
comparados aos pacientes com reagao reversa (33,3%).

As biopsias de nervos, obtidas para diagndstico, mesmo na auséncia do quadro
clinico de neurite aguda, monstram infiltrado inflamatorio por vezes intenso, envolvendo o
epi-, peri- e endoneuro. Um aspecto predominante ¢ a marcada assimetria no acometimento
dos fasciculos: alguns se mostram quase normais entre outros completamente destruidos.
Granuloma e necrose sdo vistos nas formas tuberculdides. A lesdo axonal ¢ o quadro
predominante confirmado pelo exame eletroneuromiografico (Jardim et al., 2003). Ha
perda de fibras mielinizadas e sinais de remielinizagao (Chimelli et al., 1997)

Os bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) corados pela fucsina na coloragao de
Wade podem ser vistos por microscopia Otica e em cortes semifinos dentro de
macrofagos e células de Schwann ndo mielinizadas. Em alguns casos hé intensa fibrose
substituindo fasciculos. Os nervos mais afetados pelos episddios reacionais sao 0s nervos
ulnar, fibular e tibial posterior. H4 uma correlagdo entre a ocorréncia de neurites € o
desenvolvimento de incapacidades fisicas durante e apds o tratamento poliquimioterapico
(Pimentel, 1998). Isto justifica o fato da pesquisa da patogénese do dano neural ser
prioritaria, fato este refor¢ado por sua inclusdo entre as prioridades na pesquisa da

hanseniase apontadas pelo TDR/OMS.
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Figura 2:

A - Fasciculo de nervo periférico mostrando estrutura neural conservada. Fibras
mielinizadas do endoneuro coradas em vermelho. Perineuro de espessura normal. Paciente
com neuropatia periférica. Tricromio de Gomori 600x

B - Fasciculo de nervo periférico mostrando alargamento do espago subperineural e discreta
perda de fibras mielinizadas. Paciente com forma neural pura da hanseniase. Corte
semifino. Azul de toluidina. 600x

C - Presenga de células S100-positivas coradas em marrom no endoneuro em meio a células
inflamatorias que infiltraram este compartimento neural. Paciente com forma neural pura da

hanseniase. Imunoperoxidase Complexo avidina-biotina 2000x

D - Presenca de células N-CAM-positivas no endoneuro de nervo periférico com a forma
ne lmmn eée. Imunoperoxidase. Complexo avidina-biotina 4000x

on my mac



1.2. O AGENTE ETIOLOGICO

O agente causal, o Mycobacterium leprae, foi descoberto por Gerhard Henrik
Armauer Hansen (Noruega , 1873). O M. leprae ¢ um bacilo alcool-acido resistente, que
compartilha com outras micobactérias muitas de suas caracteristicas fenotipicas como a
coloragdo pela fucsina resistente a solugdes a alcool-acidas, um envelope celular rico em
lipidios, auséncia de exo- e¢ endotoxinas e crescimento lento. A microscopia oOtica,
apresenta-se sob a forma de bastonete porém, mais freqiientemente, ¢ visualizado formando
grupamentos denominados globias.

O Mycobacterium leprae ¢ uma bactéria gram-positiva de crescimento lento, com
tempo de geracao de 12-13 dias, (multiplica-se por divisdo binaria, Brennan & Nikaido,
1995), fato relacionado com o longo periodo de incubacao da doenca. Sendo encontrado
preferencialmente em fagocitos mononucleares e células de Schwann (CS) do nervo
periférico, o M. leprae nao ¢ cultivavel em meio de cultura artificial, o que resulta na
dificuldade de estabelecer estudos que elucidariam véarios aspectos da patogenia causada
por este microrganismo. Charles Shepard (Shepard, 1960) realizou um inéculo subcutaneo
de 5.000 a 10.000 M. leprae isolado de bidpsias humanas no coxim plantar de
camundongos Balb/c e observou uma lesdo inflamatéria localizada de Hanseniase que
regredia apos o bacilo atingir o nimero de um milhdo de células bacterianas na lesao.
Demonstrou-se também, que camundongos timectomizados apresentam uma infecgdo
generalizada quando inoculados com M. leprae (Shepard, 1962). O mesmo autor
demonstrou que, apos o limite de multiplicagdo ter sido alcancado, existe pouca mudanca
no numero total dos-organismos e eles comegam a perder a viabilidade (Shepard & Chang,
1967).

Em 1971, a inoculacio de 10" bacilos em tatus Dapsillus novemcinctus deu origem a
uma infec¢do sistémica em 50% dos animais inoculados. Estes tatus apresentaram uma forma
disseminada da doenca com comprometimento de pele, medula dssea, figado, bago,
linfonodos, pulmoes; meninges e olhos. (Kirchheimer & Storrs, 1971). A partir dai passou-

se ter disponibilidade de massa bacteriana até entdo inacessivel, o que permitiu estudos



imunologicos, bioquimicos e de biologia molecular. Além do tatu de nove bandas, somente
macacos mangabei e chimpanzés foram encontrados naturalmente infectados com o M.
leprae (revisto por Pessolani et al, 2003).

A estrutura da parede celular do patogeno ¢ diferente das verificadas para outras bactérias e
lhe confere resisténcia a descoloragao mediada por solucao de alcool-acido.

Uma camada de peptideoglicana ¢ observada sobre a membrana citoplasmatica, e
caracteriza-se por apresentar na porcao peptidica glicina no lugar de L-alanina.
Externamente a esta camada verifica-se a ocorréncia de longas cadeias de glicolipidios,
entre estes se destacando o glicolipidio fenolico (PGL-I,) presente unicamente no
Mycobacterium leprae. O PGL-I foi descrito, inicialmente, por Shirley Hunter e Patrick
Brennan em 1981 e, ap6s sua caracterizagdo como espécie-especifico, revelou-se de grande
importancia devido a possibilidade de utilizad-lo para o diagndstico precoce da doenca
(Hunter & Brennan, 1981; Lefford et al., 1991). Embora o PGL-I esteja presente apenas no
M. leprae, recentemente se demonstrou que a sua utilizacdo como base para o
sorodiagndstico em areas endémicas gerou resultados limitados, ja que cerca de 40% dos
PB sao negativos (Baumgart et al., 1993). A ocorréncia de resposta imune e conseqiiente
presenca de anticorpos em individuos com infecgdes subclinicas ¢ uma das dificuldades
encontradas no estabelecimento de um teste soroldgico para o diagnostico da hanseniase.
Recentemente, um teste soro-diagnostico rapido e de uso facil, utilizando o antigeno PGL-
1, foi implementado no campo, visando identificar pessoas em risco de adoecer (Buhrer-
Sekula et al., 2003). O lipoarabinomanana (LAM), outro componente importante da parede
celular verificado em varias espécies de micobactérias, apresenta especificidade em suas
seqliéncias glicidicas. A LAM consiste de unidades repetidas de arabinose e manose,
ancoradas através de um fosfotidilinositol de membrana semelhante ao lipopolissacarideo
(LPS) (Britton, 1993). Foi ainda verificado que moléculas de LAM de cepas distintas de
uma mesma espécie desencadeiam respostas diferenciadas em células de sangue periférico
(Chan et al., 1991). Os estudos de Sibley e colaboradores, em 1990, demonstraram que o
lipoarabinomanana possui capacidade de inativar macrofagos inibindo a producao de IFNy
por-linfocitos. Estas observagdes sugerem o LAM como uma molécula moduladora dos
mecanismos de regulacdo da resposta imune do hospedeiro. O LM (lipomanana) e o PIM

(fosfatidil mositol; manosideo) sdo versdes mais simples do LAM. No primeiro falta a



arabinomanana, enquanto no ultimo falta também a maioria dos residuos. LM e PIM
induziram, de forma semelhante ao LAM, a producdo de TNFa, a transcricdio de RNA
mensageiro e supressao da proliferacdo induzida por antigeno, indicando que a maioria da
atividade biologica do LAM esté associada a sua porg¢ao fosfatidilinositol (Barnes et al., 1992).
O LAM foi identificado como sendo um lipopolisacarideo, andlogo funcionalmente ao LPS
de bactérias Gram-negativas, sendo que LPS ¢ o principal componente da membrana externa
da bactéria Gram-negativa e pode iniciar uma grande variedade de reacdes inflamatorias
incluindo a liberacao de outros fatores soluveis. A produgdo em excesso destes mediadores
soliveis causa choque séptico e morte. A participacdo de componentes do M. leprae na
regulacao da resposta imune e inducao da produgdo de TNFa in vitro (Sampaio et al., 1992;
Sampaio et al., 2000; Charlab et al., 2000) também foi demonstrada, indicando que
componentes do bacilo possam interferir com a ativagao de células T, modulando a resposta
imune especifica a bactéria, interferindo deste modo nas formas clinicas da hanseniase (ver
apéndice).

Cole e colaboradores, (2001), concluiram o seqlienciamento do genoma do M.
leprae, caracterizando um marco importante para o conhecimento da biologia desta
micobactéria. O genoma do M. leprae” contém somente 49.5% de genes funcionais (que
codificam para proteinas, caracteristica esta ndo observada em nenhum outro genoma
bacteriano até hoje seqiienciado), 27% desses genes sao pseudogenes (1.116 pseudogenes ou
genes degenerados, assim denominados devido a perda de regides necessarias para sua
transcri¢do e/ou traducdo) e 23.5% ndo foram codificados, provavelmente por causa de

mutagoes.

1.2.1. LIPOPROTEINAS BACTERIANAS

As lipoproteinas bacterianas pertencem a um grupo de moléculas com padrdes

moleculares associados a patogenos. Entre os componentes moleculares da superficie dos

19 0_conhecimento.de seqiiéncias de M. leprae tornou possivel a realizacdo do método de
amplificagdo_enzimatica-de DNA para identificacdo do bacilo em amostras clinicas. A técnica da
reacdo polimerasica em-cadeia (do inglés “polymerase chain reaction”, ou PCR) vem sendo
utilizada como 'métodode suporte alternativo aos métodos tradicionais de diagndstico da doenca
como bacterioscopia-e histologia (Santos et al., 1993).



microorganismos ha um padrao molecular comum patogeno-especifico. O lipidio A no
LPS, por exemplo, representa uma parte invariavel dos organismos gram-negativos e ¢
responsavel por efeitos pré-inflamatorios. Ja a por¢do O pode variar de acordo com as
diferentes espécies bacterianas € reconhecimento através do sistema imune inato. Como
estes padroes moleculares sao alvos reconhecidos pelo sistema imune inato, eles sao
chamados padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs).

As lipoproteinas bacterianas, que sao moduladores das fungdes da imunidade inata e
adquirida, ativam células do sistema imune através de receptores especificos e induzem
sinalizagdo em cascata que resulta na ativagdo de NF-kB (Norgard, 1996), levando a
expansao de célula B e a produgdo de citocina inflamatéria (Kreutz, 1997). A porcao ativa
da lipoproteina ¢ uma cisteina triacilada amino-terminal. Os lipopeptideos sintéticos
compreendem porgdes ativas das lipoproteinas bacterianas e tém sido usados como
adjuvantes em modelos de vacina animal (BenMohamed et al., 1997), em vacinas
experimentais para HIV (Seth et al., 2000), assim como para estimular imunidade contra

maléria (Nardin et al., 2001) e virus da Hepatite B em humanos (Vitielo et al., 1995).

1.2.1.1. LIPOPROTEINA PUTATIVA 19 KD

O genoma do M. tuberculosis revelou cerca de 100 lipoproteinas,

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/M tuberculosis), enquanto no genoma do M. leprae

foram identificadas 31 lipoproteinas putativas (fun¢des desconhecidas) (Tabela 1). Somente
duas lipoproteinas de M. tuberculosis t€ém sido bem descritas, 19 e 38 kDa
(Mohagheghpour et al., 1998; Oftung et al., 1997; Young et al., 1991). A lipoproteina
ML1966 de M. leprae (lipoproteina putativa 19 kD de M. leprae) compartilha 47% da
seqliéncia de aminoacido com a lipoproteina de 19 kD de Mycobacterium tuberculosis
(Rv3763 de IpgH), um importante indutor de liberagao de citocina de mondcito por TLR2
(Brightbill et al., 1999; Takeuchi et al., 2001). A 19 kDa do M. leprae parece ter tido
origem na duplicacdo de um gene localizado num local diferente do ocupado pela
lipoproteina 19 kDa de M. tuberculosis. A analise por espectrometria de massa de GC de
lipoproteinas micobacterianas proporcionou evidéncia da presenca de trés substitui¢cdes de

acidos graxos: dois na porcao glicerol (consistindo-se em um acido palmitico, estearico ou



tuberculoestearico) € um nao ligado ao residuo de cisteine (&cido palmitico). Os
lipopeptideos tri-palmitilados ativam um padrdo similar de receptores Toll quando
comparados com lipoproteinas de M. tuberculosis purificadas (Krutzik et al., 2003). A
lipoproteina 33 kDa (ML0603) assim como a 19 kDa estdao envolvidas na resposta imune na

Hanseniase (Maeda et al., 2002).

Lipoproteinas Putativas do Genoma do M. leprae e correspondentes homologos em M. tuberculosis

M. leprae M. tuberculosis Function

MLO0136 IppX lipoproteina putativa

ML0246 IpqT lipoproteina putativa

MLO0303 glnH proteina putativa ligada a glutamina

MLO0319 IpqE lipoproteina putativa

MLO0337 Rv2059 proteina putative periplasmatica, RV2059, ndo ¢ lipoproteina
ML0489 Rv2585¢ lipoproteina putativa,Rv2585c¢ pode ser secretada
MLO0557 IprG lipoproteina putativa

ML0603 Rv2413¢ lipoproteina putativa, antigeno 33-kDa

MLO0775 IpgB lipoproteina putativa

ML0902 IppM lipoproteina putativa

ML1086 IpqY lipoproteina transporter ligada a soluto

ML1093 IpqZ lipoproteina putativa

ML1099 IprE lipoproteina putativa

MLI115 IprB lipoproteina putativa

MLI1116 IprC lipoproteina putativa

MLI1121 oppA Lipoproteina de transporte-ligada a soluto extracelular
ML1177 Rv1343c

ML1199 IspA signal peptidase lipoproteina, ndo ¢ lipoproteina
ML1274 prolipoproteina diacilgliceril transferase, ndo € lipoproteina
ML1315 IppK

ML1427 Rv2041c ABC - lipoproteina transporter

ML1441 Rv2051c¢ apolipoproteina possivel N-aciltransferase, ndo € lipoproteina
MLI1577 Rv2864c proteina ligada penicilina provavelmente

ML1699 IppZ lipoproteina putativa

ML1729 fecB Lipoproteina transporter dicitrate putativa Felll
ML1923 IpgF lipoproteina putativa

ML1925 sodC precursor superoxido dismutase (Cu-Zn)

ML1966 IpqH lipoproteina putativa, antigeno 19-kDa

ML2010 Rv1906¢ secretada, ndo € lipoproteina

ML2095 phoS2 PstS componente de fosfato uptake

ML2192 phoS3 Precursor ligado a proteina 3 fodfatase

ML2446 Rv0483 lipoproteina putativa

ML2569 Ipgl glicosil hidrolase putativa secretada

ML2593 lprK mcelE

Table 1: Modificado a apartir de Krutzik et al. 2003




1.3. RESPOSTA IMUNE NA HANSENIASE

A resposta imune especifica, desencadeada pela infeccdo pelo M. leprae, determina ndo sé
o curso da infeccao como as diversas formas clinicas da Hanseniase. Embora a imunidade
celular e humoral estejam simultaneamente ativadas na Hanseniase, o componente celular
assume maior importancia na eliminagdo bacilar, pois o M. leprae ¢ um patdogeno
intracelular. Aqueles individuos com predominio da imunidade celular localizam a doenca
na forma tuberculdide, e aqueles que apresentam depressao da imunidade celular

disseminam a doenca, caracterizando o pdlo lepromatoso (Sehgal, 1989) (Figura 3).
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Figura 3 — Hanseniase: ciclo provavel de transmissao e espectro clinico, bacteriologico e
imunologico. Adaptado de Tropical Disease Research: A Global Partnership, 1987.

O desenvolvimento dos niveis da resposta imune e o aparecimento das formas
clinicas da Hanseniase parecem depender de fatores ainda ndo completamente
estabelecidos. Segundo Godal et al. (1972), a carga bacilar, ou seja a concentragao local de
M. leprae assim como a resposta imune do hospedeiro podem ser criticas. A carga bacilar
se expressaria em funcdo do tempo de estabelecimento da resposta imune apds a exposigao.
Quanto maior o tempo decorrido para a resposta imune se estabelecer, mais o paciente
caminhard para o polo lepromatoso. A infec¢do subclinica ¢ definida como um estagio no
qual nenhum sinal da doenga esta presente ou a imunidade definitiva nao se desenvolveu.

Os pacientes lepromatosos apresentam um quadro de anergia local, e as lesdes se
apresentam principalmente com uma relacido CD4/CDS8 invertida na lesdo, auséncia de
organizacdo e diferenciacdo dos macrofagos para formar granuloma e atrofia da epiderme.
Ha total afastamento da epiderme do infiltrado inflamatorio na derme por uma faixa de
tecido conjuntivo densa, denominada faixa de Unna ou zona clara, caracteristica desta
forma clinica. O aspecto quiescente das lesdes lepromatosas sugere que o microambiente
tissular impede a migracao e o acimulo de linfocitos, especialmente células T CD4+, visto
que os linfocitos do sangue periféricos nestes pacientes mantém uma propor¢ao de células
CD4:CD8 normal (2:1) (Van Voorhis et al., 1982). Ja os pacientes tuberculoides
desenvolvem resposta imune celular que leva a morte e eliminacao da maioria dos bacilos,
mas que freqiientemente provoca danos aos nervos. As lesdes tuberculdides apresentam
predominio de células T CD4+, embora células com fenotipo CD8+ também estejam
presentes, mantendo uma relagdo CD4/CD8 positiva (Modlin et al., 1986). Ocorre a
expressao de antigenos HLA-DR em queratindcitos hiperplasiados e presenca de linfocitos
intraepiteliais (Modlin et al., 1988).

O reconhecimento de pelo menos duas subpopulagdes distintas de linfécitos T
auxiliador 1 (Thl) e T auxiliador 2 (Th2) trouxe novas possibilidades sobre os mecanismos
reguladores envolvidos na resposta imune ao M. leprae (Mosmann et al., 1986).

O.-padrao de resposta imune Thl x Th2 na Hanseniase foi determinado através da
detec¢do da expressao- de RNAm de citocinas na lesdo de pacientes tuberculdides e

lepromatosos.’Os pacientes LL apresentaram um perfil predominante de citocinas do tipo



Th2, (IL-4, IL-5 e IL-10) sugerindo susceptibilidade a doenga e os pacientes tuberculdides
apresentaram perfil do tipo Th1 (IFNy, IL-2), (Yamamura et al, 1991; Salgame et al, 1991).
Varios autores descreveram que lesdes de pacientes tuberculdides apresentam RNAm de IL-
12, IL-18, IFNy e TNFo aumentado em comparagdo com pacientes lepromatosos (Sieling et
al, 1994; Garcia et al, 1999; Arnoldi et al, 1990). A citocina IL-10 tem sido detectada em
altos niveis em pacientes lepromatosos com correlagdes positivas com o indice de
baciloscopico (IB) (Moubasher et al, 1998).

Eventos celulares precoces na infec¢do podem ser cruciais em determinar qual
destas duas vias predominara definindo o padrio da resposta imune. As células
apresentadoras de antigeno poderiam desempenhar um papel importante na regulacdo da
resposta imune, entretanto, o mecanismo pelo qual o modo de apresentagdo favoreceria a
ativagcdo de um tipo ou outro de linfocitos T auxiliares ainda nao esta definido.

Recentes evidéncias suportam a hipotese de que o perfil de citocinas gerados pela
resposta imune inata possa regular a subseqiiente capacidade de resposta imune antigeno-
especifica. Sabe-se que a partir do momento da infeccdo, fagocitos mononucleares
desempenham um papel importante, tanto na resposta imune especifica quanto na resposta
imune inata. Além de suas fungdes como célula apresentadora de antigeno e de sua capacidade
microbicida (morte e destruicao do patdgeno), estas c€lulas secretam um grande numero de
fatores soluveis que interagem ndo s6 com células do sistema imune, mas também com células
dos tecidos.

O sistema imune pode estar altamente envolvido nas neuropatias periféricas
causando desmielinizagdo como, por exemplo, na PDIC (poliradiculoneuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica) e na sindrome Guillan Barré. Os tecidos alvos nestas
neuropatias apresentam um aumento na expressdo de MHC-II (Pollard et al., 1986;
Mancardi et al., 1988; Mitchell et al., 1991). Fendmeno similar tem sido sugerido na
Hanseniase, uma vez que tem sido observada a expressaio de MHC-II por células de
Schwann em biopsias de nervo (Narayana et al., 1990). Previamente, Samuel e
colaboradores demonstraram a expressao de moléculas MHC-I e MHC-II em células de
Schwann humanas dissociadas de nervo periférico apos estimulo com M. leprae. (Samuel et

al. 1987).



Modelos em camundongo demonstraram que as cé€lulas de Schwann podem ser
lisadas por células T CD8+ de maneira antigeno-especifica, sugerindo que as células de
Schwann murinas estejam suscetiveis a morte através de células T CD8+ (Steinhoff &
Kaufmann, 1988). Ja foi demonstrado, também, que as citocinas IFNy e TNFa aumentam a
expressao de MHC-II em células de Schwann de roedores (Gold et al., 1995).

Estudos realizados pelo grupo liderado por Tom Ottenhoff propuseram um modelo in
vitro no qual células de Schwann podem apresentar antigenos de M. leprae a linfocitos T
CD4+, mostrando a participagdo ativa das CS na imunopatologia da neurite na
Hanseniase (Spierings et al., 2001). Este estudo sugere que a morte da célula de
Schwann durante este evento de apresentagdo de antigeno poderia representar um

mecanismo de injuria no nervo durante a reacao reversa.

1.4. CELULAS DE SCHWANN

As células de Schwann®® (nos nervos periféricos)?' ou oligodentrocitos (no sistema
nervoso central) sdo células da glia especializadas na produgdo da membrana, que envolve
as porc¢oes alongadas do neurdnio (Figura 4). Aproximadamente 90% de todas as células
endoneurais sao CS e todas estdo associadas a axonios em nervos periféricos normais. Nos
nervos periféricos, o axonio € o prolongamento dos neurdnios localizados na raiz dorsal e
nos ganglios autonomicos para vertebrais (Alberts et al, 1995).

A interagdo entre o axonio e CS estd entre os sistemas mais precisamente regulados
em biologia. Os sinais advindos da CS influenciam o desenvolvimento de todos principais
componentes dos nervos periféricos: neuronios, células do tecido conjuntivo e mesmo as

proprias células Schwann. No desenvolvimento dos nervos, a sinalizacao axonal determina

2O fisiologista alemdo Theodor Schwann, nascido em Neuss (Prussia) foi um dos fundadores da teoria
celular, descobriu a bainha de mielina (lipidio) que envolve o axonio de algumas fibras nervosas.

21O tecido nervoso tem origem no ectoderma do embrido. Anatomicamente, o tecido nervoso forma uma rede
de comunicagdes que constitui o sistema nervoso, e este sistema esta dividido em: Sistema Nervoso Central
(SNC) formado pelo encéfalo e medula espinhal e Sistema Nervoso Periférico (SNP) formado por ganglios
Nervosos e por nervos [cranianos e raquidianos que saem do encéfalo e da medula. O tecido nervoso constitui-
se ‘de dois ‘tipos celulares principais: os neurdnios (células que apresentam geralmente longos
prolongamentos) e células da glia ou neurdglia (que sustentam os neurdnios, participam da atividade neural,
da nutri¢ao dos neurénios e de defesa do tecido nervoso).



a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagdo da CS. Tanto as células CS mielinizadas
quanto as nao mielinizadas revertem a fenotipos imaturos se o axonio com o qual estdo em
contato sofre degeneracdo. Este aspecto faz destas células um exemplo particular de
desdiferenciacao celular na vida adulta.

Ha evidéncias, entretanto, de que sinais derivados da glia (CS) sdo necessarios a
sobrevivéncia neuronal em periodos iniciais do desenvolvimento. Estes sinais regulam a
especializacdo molecular e funcional do ax6nio e controlam a maturagdo da bainha
perineural que protege os nervos da inflamacdo e de macromoléculas indesejaveis
produzidas no tecido circunjacente. Nos nervos adultos um sinal autdcrino mantém a
sobrevivéncia da CS na auséncia do axonio, o que explicaria a sobrevivéncia de CS apds a

transsecc¢ao de nervos.
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Figura 4: Principais estagios do desenvolvimento de células de Schwann originadas da

crista neural. Fonte: Jensen & Mirsky, 2002.

Durante a embriogénese dos vertebrados, as células da crista neural surgem do lado
dorsal do tubo neural e sofrem extensa migragao ao longo de distintas vias onde proliferam
intensamente antes de se diferenciarem, dando origem a varios tipos celulares, incluindo os
neuronios. e-.a glia (Cs) do sistema nervoso periférico. Estas células, inicialmente
identificadas ‘como ‘percursoras e possivelmente instruidas por neuroregulina 1, se

diferenciam em' CS ‘imaturas que, apos o nascimento, se diferenciam tanto em CS nao



mielinizadas e em outras, aptas a produzirem a bainha de mielina. Além das suas diferencas
morfologicas, as células mielinizadas e nao mielinizadas expressam diferentes conjuntos de
genes. As fibras mielinizadas expressam principalmente RNAm de varias proteinas da
mielina (PO, MBP (myelin-basic-protein) PLP (Proteolipid protein), MAG (myelin-
associated glycoprotein), conexina-3 e periaxina. As ndo mielinizadas quase nao expressam
as citadas e expressam p75 (low-affinity neutrophin receptor), GAP-43 (growth-associated
protein 43) NCAM (neural cell adhesion molecule) e LI. A expressao de fatores de
transcri¢do tais como Krox-20 e POU sao importantes para a mieliniza¢ao. Outros fatores
como membros da familia Jun (c-Jun, Jun B e Jun D) e o fator NF-kB sdo importantes para
diferenciagdo e desenvolvimento das células de Schwann (revisto por Mirsky & Jessen,
1999).

Presume-se que um sinal axonal inicie a mielinizacdo da CS, porém a natureza
desse sinal ainda ¢ desconhecida. Os sinais envolvidos na expressao das proteinas
relacionadas a mielina sao mantidos mesmo nos neurénios adultos e requerem uma
continua interacao axonio-CS. A degeneragdo axonal causa drastica redugdo da expressao
destes genes e expressao de outras proteinas na CS entdo sem axonio (CS denervada). Essas
proteinas sao o GAP-43, o BDNF (brain-derived neurotrohpic factor), e a proteina de
matrix extracelular, F-spondin. Varios fatores de crescimento’” podem modular a
diferenciagdo de CS. TGF-3; tem efeitos varidveis na expressao de genes que sao exXpressos
por CS nao mielinizadas denervadas, aumentando a expressao de NCAM e LI e reduzindo a
expressao de p-75 e GAP-43 (Awatramani et al 2002)

Jessen e Mirsky, 2000, estudando o desenvolvimento das células de Schwann em
nervo ciatico de rato, demonstraram as principais mudangas na expressao de proteinas e
lipidios. Os autores mostraram que as c€lulas de Schwann imaturas expressavam p75,

NCAM, L1, GFAP, GAP-43, ASE3, Ran-2, O4, S100, as células de Schwann ndo

22 . : . . .
As células do sistema nervoso necessitam de fatores de crescimento durante o seu desenvolvimento para

regulagdo da divisdo e sobrevivéncia. Kimura et al.1990, demontraram que a linhagem celular de rato JS1
secreta um fator mitogénico denominado SDGF (fator de crescimento derivado de schwanoma). SDGF
pertence a familia dos fatores de crescimento epidérmicos, ¢ € um fator de crescimento autdcrino e fator
mitegénico para astrocitos, células de Schwann e fibroblastos. As células Schwann de nervo periférico de
camundongos” sdo induzidas a expressar moléculas de adesdo célular neuroglial (NgCAM) durante a
embriogénese e sob condigoes patologicas (Martini & Schachner, 1988). Sing et al, 1996 demonstraram que
M. leprae e produtos secretados de macrofagos modulam a expressdo de NgCAM em células de Schwann de
camundongo.



mielinizadas p75, NCAM, L1, GFAP, GAP-43, ASE3, Ran-2, GalC, Alpha-1beta integrina,

04, S100 e as células de Schwann mielinizadas Krox-20, Periaxin, Proteina zero, MBP,
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Figura 5: Fonte: Cells of the Nervous System.
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PMP-22, MAG, Conexina-32, P2, PLP, GalC, S100, O4). A figura 5 ilustra a diferenciagao
seqliencial e a participacao dos fatores de crescimento FGF, PDGF, TGF beta das CS e
alguns dos marcadores celulares incluindo o receptor NGFR, S100, GFAP ¢ o fator de
transcricao SCIP.

A proteina mais representada na bainha de mielina ¢ a Po, uma glicoproteina que
constitui mais de 50-60% do total da mielina. A MBP (myelin basic protein) constitui 11-
20% e PMP22 variada concentracio. A MAG (myelin-associated glycoprotein) ¢ a de
menor concentragao.

Percursores das células CS mostram uma relagdo intima morfoldégica com os
axonios e estas células ndo sobrevivem quando sdao desprovidas do contato com o axonio.

Sinais paréacrinos derivados de neurdnios resgatam as CS da morte celular por apoptose.




Estes sinais sdo identificados como f-neuroregulina 1 e endotelina. Esta Gltima parece ter
acao reguladora negativa na geracao de CS.

A sobrevivéncia da CS apos a degeneracao do axonio € crucial para a regeneracao
do nervo porque a CS confere fatores troficos e substratos para adesdo que promovem o
crescimento axonal. Nestas condi¢des as CS emitem circuitos autdcrinos que as capacitam
sustentar sua propria sobrevivéncia. Estes sinais s estdo presentes na célula diferenciada.
Trés principais componentes deste circuito foram identificados: neutropin-3 (NT3) IGF-2
(insulin growth factor-2) e o fator derivado de plaqueta (PDGF-BB). Outro fator, o fator
inibidor leucémico (LIF) também promove sobrevivéncia (Jessen e Mirsky, 2002). Estes
fatores promovem a sobrevivéncia através da inibigao das vias de apoptose.

Outros fatores ao contrario, promovem a apoptose ¢ podem ter um papel importante na
morte de CS, tanto no periodo de desenvolvimento como depois da lesao neural.

Recentemente foi demonstrado um efeito apoptotico do TGFp,, tanto in vivo quanto
in vitro. A aplicacdo de TGFP mata as CS por apoptose em cultura e aumenta a morte
destas células em nervos transeccionados porém ndo em nervos normais. O efeito
apoptotico do TGFPB ¢ completamente bloqueado pela presenga de (-neuroregulina 1 e
sinais autécrinos dos IGF-2, PDGF-BB e NT3. O TGFp sinaliza via c-jun-N terminal
kinase e através da via de fosforilacdo de c-jun. As CS mielinicas de nervos pds-natais sao
resistentes a apoptose induzida pelo TGFf e isto esta relacionado a faléncia para fosforilar
c-jun. Em nervos adultos todas as células CS tornam-se resistentes a morte celular
(Parkinson et al., 2001).

Tem sido demonstrado que além da interacdo CS x axdnio, as CS recrutam a
proteina Desert Hedgehog, membro de uma familia de proteinas de sinalizagdao, importante
na formagdo do perineuro e do tecido conjuntivo endo- e epineural. Além dos fatores de
crescimento, as CS secretam laminina e colageno IV que sdo depositados na matriz
extracelular ‘além de NCAM e N-cadherina que permanecem localizadas na membrana
plasmatica. A resposta do axonio a estas proteinas depende de receptores especificos tais
como integrinas (Bunge, 1993) Trés familias de proteinas de adesdo influenciam a
interacao.CS.x axonio..Primeiro, a super familia do gene de imunoglobulina inclui NCAM,
L1, MAG (myelinic-associated glycoprotein). NCAM e L1 estdo expressos na CS e no

axoOnio’antes do ‘estabelecimento da relacdo 1 CS : 1 axonio que precede o embainhamento.



A expressao de NCAM parece ser interrompida quando a CS se mieliniza, entretanto a
diferenciagdo para CS nao formadoras de mielina ndo interrompe a expressao de NCAM.
(Bunge, 1993).

A deposi¢ao da lamina basal ao longo da unidade CS-ax6nio ocorre apds o
envolvimento do axdnio pela CS e depende da liberacdo da matriz extracelular pela CS
incluindo colageno I, II1, IV, V e laminina.

A proliferacao de CS ¢ de grande importancia funcional para o SNP. As CS podem
potencialmente proliferar pelo menos 2 vezes durante seu ciclo vital. Elas proliferam cedo
no desenvolvimento para encobrir os axonios e, posteriormente, elas podem proliferar apos
a lesdo do nervo quando a CS associada a fibra nervosa lesada sofre uma onda de
proliferagdao que ¢ caracteristica da degeneracdo Walleriana. Pelo menos 2 fungdes criticas
do nervo periférico (mielinizagdo e regeneracdo) estdo intimamente associadas com a
proliferagao de CS.

As unidades axdnio-célula de Schwann com e sem mielina formam as fibras
nervosas mielinicas e amielinicas, respectivamente (Webster et al., 1973). As células de
Schwann diferem dos macrofagos, fibroblastos endoneurais por uma lamina basal formada
por lamininas, colageno tipo IV, nidogénio e proteoglicanas que envolve as fibras
mielinicas e amielinicas € que estd justaposta a membrana plasmatica (Bunge et al., 1986;
Alberts et al., 1995). Uma isoforma da laminina, a lamina-2 ¢ constituida pelas cadeias a2,
B1 e yl e no final do brago longo da cadeia a2 se encontra o dominio globular (G) da
molécula (Ehring et al., 1990).

Fileiras de cé¢lulas de CS sao arrumadas longitudinalmente ao longo da fibra nervosa
(ax6nio) e formam uma bainha em torno delas. Uma lamina basal rica em carboidratos
cobre a superficie da membrana celular de CS. Quando a organizagdo MB ¢ impedida, as
CS sdo incapazes de embainhar e mielinizar os axonios. O nucleo ¢ elipséide, geralmente
localizado no meio da célula. Ax6nios mielinizados e amielinizados mantém diferente
relagdo com as CS. Na fibra mielinica a CS envolve um tnico axonio enquanto na fibra
amielinica a CS envolve varios axonios.

A bainha de mielina ¢ um envoltério grosso de fosfolipidios representados
principalmente pela’ esfingomielina. As células de Schwann enrolam-se em espiral no

axonio; determinam @ formacao de um involucro membranoso pluriestratificado formado



pelas membranas plasmaticas das proprias células, diversas vezes redobradas e sobrepostas.
Esse involucro, de natureza lipidica, ¢ denominado bainha de mielina. Essa bainha atua
como isolante elétrico e contribui para o aumento da velocidade de propagagdao do impulso
nervoso ao longo do axonio.

A bainha de mielina (Figura 6), porém, nao ¢ continua. Ha uma regido de
descontinuidade da bainha, o que acarreta a existéncia de uma constri¢do (estrangulamento)

denominada nodulo de Ranvier (Alberts et al, 1995).

Figura 6: Fibra mielinizada normal. ME. Fonte. Mildroni & Bilbao, 1995.

A parte mais volumosa das células de Schwann representada pelo seu citoplasma
perinuclear forma a bainha de Schwann, o segundo envoltério do axénio. Ela ¢ também
conhecida como neurilema. Por fora dela, hd uma camada de tecido conjuntivo (a terceira
bainha do.axdnio), a bainha conjuntiva ou endoneuro. As fibras sensitivas € motoras estao
agrupadas e formam um fasciculo nervoso envolvido por varias camadas concéntricas de

células planas que ‘se-unem em jungdes intimas (tight junction) formando o perineuro. O



perineuro e 0s vasos sanguineos formam uma barreira entre o parénquima e a circulacao
sanguinea e os fluidos do tecido, esta barreira estd comprometida durante a injuria e a
infeccdo. Os varios fasciculos nervosos que formam o nervo estdo ligados pelo epineuro
composto de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos que se distribuem
paralelamente ao sentido dos axdnios para formar um tronco de nervos (Figura 7) Mildroni

& Bilbao, 1995.
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Figura 7: Célula da Schwann e estrutura do Nervo Periférico. Fonte. Spierings et

al., 2000.

A interrup¢ao da continuidade axonal por trauma ou inflamagao inicia um processo
conhecido como degeneragdo Walleriana que leva a uma série de eventos moleculares e
celulares no nervo, orquestrados por macrofagos via complexas interagdes do axonio
lesado, as CS, fibroblastos, mastocitos e células endoteliais. A degeneragdo Walleriana
envolve degeneragdo da fibra nervosa assistida por proteases, remocao dos debris celulares
e mantendo a lamina basal de CS que ird permitir a regeneragdo. Seguindo a lesao do nervo,
a expressao génica nas CS mielinizadas ¢ drasticamente alterada. Os RNAm relacionados a
mielina desaparecem, € as CS passam a expressar os genes vistos normalmente em CS nao

mielinizadas tais como NCAM, L1, p-75 e GAP-43.



Os altos niveis de mRNA de TGFf, e da proteina levantam a hipotese que TGFf3,
modifica o fenotipo da CS denervada (Awartramani et al., 2001). Estas modificagdes
génicas sdao acompanhadas de intensas modificacdes fenotipicas das CS que se
desdiferenciam e proliferam mantendo a integridade da membrana basal onde entrard o
axonio regenerado. A degeneragdao axonal e regeneracao que levam ao remodelamento do
nervo sao dependentes da liberacdo de enzimas proteoliticas e metaloproteinases e seus
inibidores TIMP e citocinas (Maeda & Sobel, 1996; Hartung & Kieseier, 2000).

Mesmo na presenca de altos niveis destas enzimas liberadas depois da injuria, a
membrana basal e o tecido conjuntivo endoneural sdo preservados e nao degradados. A
membrana basal ajuda a manter a organizagdo colunar das CS proliferantes durante o
reparo. Varios componentes da matrix extracelular, componentes do MB (laminina,
fibronectina, coldgeno IV e varios proteoglicans) como também NCAM, tém atividade de
promover neuritos in vitro ¢ sao fundamentais na regeneragdo axonal. As células que
produzem citocinas no sistema nervoso periférico incluem macrofagos residentes e
recrutados, linfocitos, células de Schwann e provavelmente neuronios. As citocinas sao
importantes nas neuropatias periféricas e tanto contribuem com as lesdes nervosas como
mediam o reparo e a regeneracao dos tecidos (Creange et al, 1998). Varios estudos tém
indicado que algumas células do sistema nervoso, ativadas através de diversos estimulos
em sitios de inflamacao, injaria e degeneracao do tecido nervoso central tém capacidade
para produzir citocinas com atividades pré-inflamatérias como o TNFa e IL-1p ou com
atividades anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-f1, entre outros.

TNF ¢ uma citocina pleotropica que promove inflamacao e sinais de morte celular.
No SNC esta bem esclarecida sua habilidade para iniciar a cascata de eventos que levam a
apoptose e lesao neurologica. Rapida inducdo do gene de TNF ocorre depois de isquemia
cerebral e € reduzida pela administragdo do TNFRI (p55). A proteina transativada do HIV
provoca apoptose de neurdnios corticais por induzir sintese de TNFa Ambos os receptores
de TNF (p55 e p75) sdo identificados em neurdnios, sendo que a ativacao do p55 induz a
apoptose. Interessantemente, apesar dos seus efeitos toxicos para os neurdnios, tem sido
descrito um efeito neuroprotetor do TNFa, Este papel antidoto do TNFa na
neurodegeneracao pode estar relacionado com a natureza dupla da inflamagao: a eliminagao

do tecido irreversivelmente lesado e a recuperagao daqueles que ainda podem regenerar.



Estudos recentes demonstraram que a IL-6 ¢ expressa em niveis aumentados no sistema
nervoso central em vdarios estados de doencas, e contribuem para processos
neuropatolégicos (Kallen, 2002). A IL-6, ¢ uma citocina multifuncional que exerce um
extenso espectro de atividades sobre uma variedade de células alvo, entre elas indugdo de
maturacdo de células B, producao de anticorpos (Hirano et al., 1990), e inducdo de
producdo de proteinas de fase aguda, entre outros. Elevados niveis de IL-6 podem ser
encontrados em varias doengas que atingem a pele, como Psoriase e Hanseniase, onde IL-6
foi encontrada no soro de pacientes em reagao (Sampaio et al.,1993).

Fatores de crescimento produzidos pelas células neurais como o IGF-1 (insulin
growth factor) tém agdo anti-apoptotica no SNC e no SNP. IGF-1 inibe as acdes mortais
dos receptores de TNFa em percursores de oligodendrocitos e ligantes de Fas em
fibroblastos. O TNFa poderia exercer seus efeitos apoptoticos bloqueando a acdo de
sobrevivénica do IGF-1, agindo como um silenciador dos sinais de sobrevivéncia. Neste
caso, as quantidades de TNFa seriam extremamente pequenas (Venters et al.,1999).

O RNAm e a proteina TNF apresentam pico no 1° ¢ no 5° dia apods a lesdo
constritiva do nervo periférico. Da mesma forma, o TNFRI estd elevado neste modelo de
lesdo neural. Neste modelo, o TNFa endogeno contribuiu para a sobrevivéncia de
neurdnios sensitivos (ganglio da raiz dorsal) (Shubayev et al, 2001).

O IFN-y produzido por células T ativadas estimula as células de Schwann a
produzirem TNFa e IL-6 demonstrando uma interacao entre estas populagdes celulares. As
células de Schwann nao produzem IL-2 mais h4 evidéncia de que a IL-6 e/ou TNFa
produzidas por estas células levam a proliferacdo de células T de forma independente.
(Martino, 1998). Virias evidéncias apontam para uma potencial fun¢do das células de
Schwann na modulacao da resposta imune intraneural, ja que estas células produzem vérias
moléculas envolvidas na resposta imune inflamatoria, entre elas ICAM-1, L1, L2-HNK,
NCAM, N-caderina, as citocinas IL-1, IL-6, TNFa e prostanoides inflamatorios, PGE-2 e
TxA2 (Lilje & Armati, 1997; Mirwani et al., 1996).

Hé interesse de varios autores em estudar a capacidade de citocinas produzidas por
células T-eu-macrofagoes/mondcitos, por exemplo TNFa, como causa de desmielinizagao.
Selmaj & Raine, (1988) mostraram que nao ha evidéncias de que TNFa ou outra citocina

cause desmielinizagao nos axonios no sistema nervoso central. A injecdo intraneural de



TNFa levou a desmielinizacdo perivascular em ratos Lewis na presenga de anticorpos
antimielina (Spies et al.,1995).

As células de Schwann podem atuar como células apresentadoras de antigeno nao
profissionais (Wekerle et al., 1986; Argall et al., 1992), uma vez que SC de camundongo
expressam MHC classe II apos estimulo in vitro com IFN-y (Samuel et al 19787a, 1987b).
Steinhoff et al., 1990, demonstraram em modelo murino o reconhecimento e lise de células
de Schwann (ativadas com IFN-y) por Células T CD8+ no contexto MHC classe I, com
especificidade para a proteina de choque térmico 65 kd. Os autores sugerem que ativagao
de células T autoreativas com especificidade para epitopos do M. leprae poderia contribuir
para dano no nervo em pacientes tuberculoides, caracterizado através de baixa presenga em
células de Schwann. A co-cultura de células de Schwann com linfocitos T especificos para
a proteina de choque térmico hsp70 induziu a expressao de moléculas de MHC de classe 11

sobre a superficie de células de Schwann (Ford et al., 1993).

I.4.1. SCHWANOMA HUMANO ST88-14

O cultivo de células de Schwann tem trazido importantes contribuigdes a
neurociéncia, destacando-se o entendimento das propriedades da membrana das CS, a
comunicag¢do axonio-célula de Schwann, a interagao da CS com agentes patogénicos. Muito
do que se sabe das propriedades das CS veio dos estudos usando cultura de células
embrionomas ou neonatal. H4 evidéncia que as células de Schwann do adulto diferem na
expressao de alguns receptores das células em periodos neonatal (Ansselin et al., 1995).
Infelizmente, as células de Schwann sdo dificeis de se isolar dos nervos periféricos de
mamiferos adultos devido a abundincia de tecido conectivo e do estado altamente
diferenciado das células, particularmente daquelas envolvidas na formacao da mielina. As
modificagdes € o aprimoramento das técnicas de manutencao das culturas in vitro tem
permitido-que se isolem as cé€lulas de animal adulto e células da cultura de nervo periférico
humano.

A linhagem celular humana ST8814 foi isolada de um tumor maligno do nervo
periférico, obtido de.um paciente diagnosticado com NF-1 (neurofibromatose de Von

Recklinghausen tipo 1) (Jonhson et al., 1989). Neurofibromatose ¢ uma das desordens



genéticas humanas hereditarias mais comuns e dominantes, afetando 1 em 3.500 pessoas. O
gene para NF1 (um regulador negativo do protocongene ras) estd localizado na regidao
paracitométrica do cromossomo 17 (17q11.2), possui 60 éxons arranjados em 350 kb do
DNA e codifica a proteina neurofibrimina. Essa proteina e homdloga a Saccharomyces
cerevisie IRA1 e IRA2, e as proteinas ativadoras da funcdo GTPase que aceleram a hidrélise
da proteina p21 ras-GTP para p21 ras-GDP, ou seja passando da forma ativa para a inativa.
As mutagdes nesse gene alteram a estrutura original da proteina neurofibromina, impedindo
a inativagdo da p2l1 ras-GTP, o que resulta em excesso de sinais mitogénicos para
proliferacao celular, favorecendo o aparecimento de lesdes neoplasicas. (Viskochil et al,
1990, Wallace et al., 1990; Tanaka et al, 1991, Xu et al, 1990b). A NF1 caracteriza-se por
lesdes lisas pigmentadas da pele, anormalidades da iris, anormalidades esqueléticas,
dificuldade de aprendizagem, neurofibromas e aumento do risco para tumores malignos no
sistema nervoso central e periférico incluindo neurofibrosarcomas, glicomas e Schwanomas
(Yan et al, 1995). Sugeriu-se que a NFI surge quando ocorre uma segunda mutacao
somatica nas cé¢lulas de Schwann, como por exemplo supressao de produtos génicos tal
como retinoblastoma (Weinberg, 1991). A linhagem ST8814 tem habilidade para crescer
em baixas concentracdes de soro, ou em soft agar, e cresce em multicamadas refrateis
(DeClue et al, 1992). Yan et al, 1995, demonstraram que, quando plaqueada com
aproximadamente 10% de confluéncia, esta linhagem cresce em dez dias em alta densidade
por empilhamento e as células sdo ligeiramente refrateis. O crescimento de células
malignas tem sido associado ao crescimento independente de ancoragem, ou seja, cé€lulas
ndo transformadas ndo crescem em suspensao soft agar. A linhagem ST88-14, quando
semeada em suspensdo soft Agar, forma colonias de 1-2 mm de didmetro em uma
freqiiéncia de aproximadamente 1 x 10 (DeClue et al, 1992).

A linhagem ST88-14, semelhante as células primarias, ¢ positiva para os marcadores S-100,
laminina, PO ¢ MPB (Morrissey et al., 1991; Rutkowiski et al., 1992; Ryan et al., 1994).
Apesar de apresentar todos os componentes que compdem a lamina basal que recobre as CS
in vivo, as ST88-14 s6 se organizam in vitro em culturas mistas de células de Schwann-
neurdénios. Recentemente foi demonstrada a presenca de RNAm para as cadeias al, f1 e yl
da laminina-2 e do receptor distroglicana na linhagem ST88-14 (Tempone et al., 2002),

moléculas estas envolvidas na aderéncia do ML a CS (Marques et al., 2000; Marques et al.,



2001; Portugal, 2003) Em adi¢do foi recentemente descrito que estas células internalizam o
M. leprae apds duas horas de interacdo seno observado no interior de vacuolos

citoplasmaticos através de eletromicroscopia (Alves, 2003).

2. INTERACAO ENTRE M. LEPRAE E AS CELULAS DE SCHWANN

Nos ultimos anos houve interesse crescente no entendimento da interagao M.
leprae-célula de Schwann. O M. leprae tem um tropismo especifico para nervos periféricos,
acumulando-se no interior das células de Schwann. As vias percorridas pelo ML para
alcancar as CS ainda ndo sao conhecidas. H4 sugestdes de que o ML alcance as CS nas
terminacdes nervosas cutaneas e dai, por via retrograda, alcance o nervo periférico.
Entretanto, hd sugestdes que o ML possa chegar ao endoneuro por via hematogénica,
atravessando o endotélio vascular (Pessolani et al., 2003). Os monoécitos do sangue
infectados com M. leprae participariam como vetores, propiciando a entrada do
Mycobacterium no nervo. Sabe-se entretanto, que a taxa de monocitos circulantes
infectados do sangue nos linfaticos ¢ baixa (Scollard et al., 1999). O ML, semelhante a
outras micobactérias, entra nos mondcitos/macrofagos via receptores do complemento do
tipo 3 (CR3) e interage especificamente com o colesterol presente na membrana plasmatica.
Acredita-se que a parede extremamente rica em glicolipidios facilita esta interacao.
(Gatfield & Pieters, 2000). O M. leprae e outras micobactérias conseguem neutralizar ou
driblar os mecanismos de maturacao ou fusao com os lisossomas, ¢ desta forma sobrevive
dentro do fagossoma. A localizagdao exata das ML nas CS ainda ¢ controversa (Shetty e
Antia, 1994). Se estas diferentes localizagdes estdo relacionadas com a viabilidade
bacteriana nao ¢ conhecido. Na infeccdo pelo MT, a bactéria viva ¢ encontrada em
fagossomas precoces contendo a proteina TACO que evita a maturagdo do vacuolo e
permite a sobrevivéncia bacteriana. Esta proteina estd ausente em vacuolos contendo
bacilos mortos. (revisto por Pieters, 2001). Se o ML utiliza este sistema de sobrevivéncia
precisa ser esclarecido.

Os mecanismos de sobrevivéncia do ML na CS sao desconhecidos, de um lado pela
dificuldade de se obterculturas perenes de CS humanas, do outro lado pela impossibilidade

de se cultivar oM. leprae. Estudos recentes demonstraram que a temperatura utilizada na



cultura ¢ critica para a viabilidade do ML* o que explicaria os diferentes resultados
descritos na literatura (Hagge et al, 2002).

Na década de 80, autores indianos (Misky & Mukherjee) utilizando CS de linhagens
de camundongos, analisaram o efeito da infec¢dao pelo ML em algumas fungdes destas
células, verificando comportamentos diferentes em diferentes cepas de animais. A infecg¢ao
pelo ML ndo influenciou os niveis de producao de laminina em CS obtidas de
camundongos C57BL/G enquanto houve marcado aumento em células do Swiss branco.
Por outro lado, os niveis de proliferacdo de CS avaliados pela sintese de DNA eram
reduzidos em células infectadas por ML vivo, porém nao com bacilos invidveis.
Interessantemente, nos modelos em que se observou aumento de producao de laminina pela
infeccdo do ML, verificou-se inibicdo da proliferacio sugerindo um complicado
mecanismo de regulacdo entre estas duas fungoes.

Estudos recentes (Hagge et al, 2002) utilizando cultura de CS de ratos Holtzman
demonstraram que CS infectados pelo ML vivo a 33° perdem a aderéncia a superficie do
frasco de cultura e formam agregados, aspecto este ndo observado com bactérias mortas.
Observou-se ainda que a expressao de genes nas CS infectadas estava alterada: baixos
niveis de GFAP RNAm, altos niveis de NCAM RNAm e baixos niveis de RNAm N-
cadherina foram encontrados em culturas infectadas com ML viavel em comparagdo a
bactéria morta. TGFf;, LI e NCAM nao mostraram alteracdes significativas (Hagge, 2002).

Nestes estudos, CS infectadas tanto com bactéria viavel como morta foram capazes

de se associarem ao axdnio em co-culturas e de se mielinizarem, contrastando com

» No modelo descrito pelo grupo de Diana Williams, as células de Schwann foram purificadas do nervo
ciatico de rato outbread neonatal Holtzman (método modificado de Brockers et al., 1979). Nervos ciaticos de
ratos com 1-3 dias de idade foram dissecados, dissociados com colagenase e protease (dispase) e incubados a
37°C. Esta preparagdo final foi tratada com tripsina ¢ EDTA, incubado a 37°C com agitagdo, e ressuspensa
em meio D-10. A suspensao foi passada através de um filtro de nylon para remover os fragmentos grandes de
tecido € obter uma solugdo célula-Gnica. As células de Schwann foram dissociadas das garrafas de cultura
usando Trypsina-EDTA ¢ nao foram feitas mais de cinco passagens. O meio de cultura foi suplementado com
mitégenos. [3-heregulin, forskolin e extrato de pituitaria bovina. A pureza da cultura foi determinada através de
analise da presenga do marcador S-100. Os mitégenos foram removidos das culturas antes da realizacdo dos
experimentos de co-cultura com neurdnios e somente heregulin foi removido quatro dias antes da infecc¢do
com M. leprae. Desta forma o modelo de infecgdo de célula de Schwann criado conserva a atividade
metabdlica de M. leprae por até 3 semanas em cultura e mantém capacidades funcionais de células de
Schwanniparareagir com.neurdnios em cultura (Hagge et al., 2002).



trabalhos anteriores que mostraram que esta funcdo estava comprometida nas células
infectadas. Nestas co-culturas (CS + neurdnios) verificou-se que ML foram fagocitados por
células mielinizadas e nao mielinizadas. Estas observacdes contrastam com antigos e
recentes trabalhos que mostraram que ML infectava exclusivamente CS nao mielinizadas
(Shetty VP & Antia NH., 1996; Rambukkana et al., 2002). Outra importante contribui¢ao
com relacdo ao efeito do ML em CS foi descrita por Rambukkana et al., (2002) que
demonstraram que o ML induziu rapida desmielinizagdo por um mecanismo dependente de
contato em um modelo de cultura utilizando tecido nervoso obtido de ciatico de
camundongo Rag-17/. Neste estudo as CS mielinizadas eram resistentes a invasao pelo ML,
enquanto as ndo mielinizadas permitiram intenso parasitismo, embora em ambas houve
aderéncia do ML. O efeito desmielinizante da ligacdo do ML ocorreu tanto quando se
utilizaram bactérias viaveis como mortas ¢ até mesmo quando PGL-1 foi utilizado. Embora
este estudo aponte a desmielinizagdo como um evento precoce na interagdo CS e ML, a
lesdao axonal foi observada depois de 72 horas de infec¢dao. Até recentemente ignoravam-se
as vias pelas quais o ML aderia especificamente a CS. Rambukkana e colaboradores, em
1997, descreveram que o M. leprae se liga as células de Schwann, especificamente pelo
dominio globular da cadeia a2 de laminina-2, a isoforma mais abundante da laminina
presente na lamina basal que recobre as células de Schwann e que esta ligagao ¢ suficiente

para a adesdo do M. leprae as células (Rambukkana et al., 1997) (Figura 8).
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Figura 8. Fonte; Rambukkana et al., 1997; Ng et al., 2000.




Além disso, o receptor distroglicana presente na membrana da CS funciona como
receptor da CS para M. leprae (Rambukkana et al., 1998; Weinstein et al., 1999). A
distroglicana ¢ codificada por um unico gene e clivada por processamento pos-traducional
em duas proteinas: a distroglicana-f3, uma proteina de superficie da membrana altamente
glicosilada que se liga a laminina e a agrina, presentes na lamina basal das CS (Yamada et
al., 1994) e a distroglicana, uma proteina transmembrana cujo dominio citoplasmatico se
liga a extremidade C-terminal da proteina distrofina do citoesqueleto da célula (Suziki et
al., 1994). A laminina-2 liga-se a distroglicana, as integrinas 1 e 4 seus receptores na CS,
cujos dominios citoplasticos se encontram associados a elementos do citoesqueleto celular.
(Feltri et al., 2001; Milner et al., 1997; Calderwood et al., 2000; Winder, 2001). Anticorpos
anti-distroglicana o inibiriam parcialmente a ligacdo do bacilo a CS. Estudos subseqiientes
identificaram a proteina cationica, proteina histona-like (Hlp), também conhecida como
laminin-binding protein (ML-LBP), e o glicolipideo de fendlico I (PGL-I) presentes na
superficie do ML como adesinas bacterianas potencialmente envolvidas na interacdo com
as células de Schwann (Shimoji et al., 1999; Marques et al., 2000; Ng et al., 2000) (Figura
9).
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Figura 9: Fonte: Ng et al., 2000.

Nos estudos de Marques e colaboradores foi demonstrado que o M. leprae pré-
tratado com a Hlp recombinante, induz um aumento da adesdo do bacilo a linhagem

humana de célula de Schwann ST88-14 (Marques et al, 2000). As Hlps sdo expressas com



maior intensidade em culturas de micobactérias em fase estaciondria e em estado de
dorméncia. (Lee et al.,, 1998, Matsumoto et al., 1999). Marques e cols., 2000,
demonstraram que a Hlp tem sido observada unicamente na fracao de parede celular do M.
leprae, estando ausente no citoplasma (Marques et al., 2000).

Mais recentemente foi demonstrado (Pessolani et al 2003) que o ML produz na sua
superficie uma proteina de 188 residuos intimamente relacionada a adesina “heparin-
binding hemagglutinin adhesin” (HBHA) do M. tuberculosis. Esta proteina esta envolvida
na interacdo do bacilo MT com a célula epitelial, sendo responsavel pela dissseminagdo do
bacilo (Peth et al., 2001). E possivel que o ML utilize via semelhante para atingir os tecidos
(Portugal, 2003). Os eventos intracelulares nas CS que se seguem apo6s a ligagdo do ML
foram recentemente descritos.

O M. leprae vivo ou irradiado, pré-tratado com rHlp, induz a ativagdo da proteina
tirosina kinase (PTK), proteina quinase dependente de calcio (PKC) e fosfatidilinositol 3-
quinase (PI 3-K) (Alves, 2003). As vias PTK, PKC e PI 3-K sao utilizados por M. leprae
e BCG em monocitos humanos e provavelmente representam sinais universais gerados
durante a fagocitose (Lima, 2001).

Uma cultura primaria de células de Schwann mantida in vitro por cerca de oito
meses foi obtida a partir de fragmentos de bidpsia de nervo sural humano cultivados na
presenca de sobrenadante de linfocitos killer ativados (LAK) (Van den Berg et al., 1995). A
caracterizacdo fenotipica através da expressdao de S-100 e do receptor de fator de
crescimento de nervo de baixa afinidade, Thy-1, confirmou que estas culturas contém mais
de 99% células de Schwann e auséncia de fibroblasto. E possivel que este modelo permita

esclarecer pontos da interagdo do ML com as CS até entdo desconhecidos.



2. IMUNIDADE INATA

A sobrevivéncia de cada espécie animal depende da sua habilidade de reconhecer
patogenos” invasores e responder rapidamente a presenca desses agentes. O sistema imune
tem a capacidade de reconhecer, responder e eliminar compostos exogenos (ndao proprios)
e, geralmente, de tolerar os compostos endogenos (proprios). O sistema imunoldgico inato
reconhece as caracteristicas gerais dos antigenos estranhos que deflagram varias fungdes
efetoras. Essas fungdes sdo efetuadas por diversos tipos celulares e fatores soliveis
presentes no hospedeiro. Podem destruir ou eliminar numerosos microorganismos € outros
antigenos estranhos até mesmo na auséncia da imunidade antigeno-especifica mediada por
células (linfocitos B e T). Todavia, os anticorpos antigeno-especificos derivados dos
linfécitos B e as citocinas secretadas por linfocitos T antigeno-especificas ativadas
potencializam as fungdes efetoras inatas. Desta forma, ocorre co-evolugcdo da imunidade
adaptativa com a inata na resposta imunologica. No sangue, 0S microorganismos
desencadeiam uma resposta imune especifica: producao de anticorpos livres para destruigao
de patdgenos circulantes e interacao de fagocitos com linfocitos T durante a apresentagao
de antigenos, ocorrendo ativagdo. Apds essa ativagao, os linfocitos T secretam citocinas
que facilitam as fung¢des dos fagdcitos, estimulando assim o processo inflamatoério.

A resposta inata ou natural proporciona a defesa inicial e participa da indugdo das
respostas adaptativas. Na resposta inata, os neutrofilos polimorfonucleares (PMN) e outras
células (macrofagos, eosindfilos, células natural killer) protegem o organismo sadio
juntamente com varios outros mecanismos de protecao tais como: barreira fisica (pele e
mucosa); barreiras mecanicas: fluxo de liquidos (suor, saliva, lagrimas, secregdes, etc),
tosse, espirro;  barreiras quimicas (pH, lipideos, enzimas); eosinofilos (no sangue e no
tecido), células natural killer, macrofagos e varias moléculas circulantes (citocinas,
imunoglobulinas, sistema complemento) (Pefiate e Pefia, 2001; Janeway & Medzhitov,
2002; Chaplin, 2003). Concomitantemente, citocinas tais como interferons o, § ¢ TNFa
atuam como mediadores soliveis neste tipo de resposta No sistema imune inato uma das

fungoes das células fagociticas ¢ fagocitar os patogenos. A fagocitose ¢ um tipo de
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A resposta imune nos mamiferos pode ser adquirida evolutivamente como resposta a sucessivas infecgdes
pelo mesmo patdgeno e é capaz de combater organismos que durante a evolugao se adaptaram para resistir a
imunidade 'inata.



endocitose através do qual uma célula se torna capaz de ingerir ¢ degradar grandes
particulas insoluveis. O processo de fagocitose se inicia com a ligagdo do fagocito a
particula que deve ser fagocitada. Essa ligacdo ocorre através de um reconhecimento
molecular entre receptores existentes na superficie celular do fagdcito e a particula a ser
fagocitada. Um exemplo ¢ o CDI14 (receptor de lipopolissacarideo-LPS) presente nos
macrofagos, que se liga ao lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas, parede celular
de estreptococos, e lipoarabinomanana do Mycobacterium tuberculosis. Varios autores tém
sugerido que a interacao do LPS com neutréfilos e macréfagos € mediada por CD14, na
presenca de fatores do soro tais como LBP (proteina ligadora de LPS) (Shapira, 1995).
CD14, ¢ uma proteina, glicosilfosfatidilnositol (GPI) de 55kDa, ancorada a membrana,
sobre a superficie de mondcitos/macrofagos e, em menor grau de neutréfilos® (Viriyakosol
& Kirkland, 1995). Entretanto, células endoteliais, fibroblastos e linfécitos respondem a
LPS, mas nao expressam CD14. A molécula sCD14 (soltvel) tem sido detectada no soro
normal, na urina de pacientes nefroticos, € em cultura de sobrenadantes de células HL60
ap6s diferenciagcdo e, também, no meio de cultura de células transfectadas expressando
CD14 (Haziot, 1993).

O entendimento do sistema imune inato teve um avango consideravel a partir da
descoberta de homologos da proteina Toll de Drosophila em mamiferos (Medzhitov et al.,
1997). Desde entdao, houve interesse crescente em investigar a funcdo destas proteinas na
imunidade mediada por células. A identificagdo dos receptores Toll tem dado importantes
informacdes sobre a funcdo da imunidade inata no reconhecimento de microorganismos

invasores.

2 Neutrofilos respondem a baixas concentragdes de LPS (na presenga de soro ou LBP purificado) ¢ a
molécula de CD14 se liga ao complexo LPS-LBP (Wright, 1991). Foi demonstrado que PMN t€ém um pool
intracelular de CD14, que aumenta seus niveis ap6s estimulo com TNF-a, G-CSF, GM-CSF ¢ FMLP
(Wright, 1991). PMN de sangue periférico também sintetizam ativamente uma molécula CD14 com um peso
molecular semelhante a0 CD14 de mondcitos (Haziot, 1993). Zhang e cols., 1994, demonstraram que LAM
(lipoarabinomanana), um componente da parede de micobactérias, pode se ligar 8 CD14 e disparar a sintese
de TNF-a em mondcitos.



2.1. RECEPTORES "TOLL-LIKE"

A identificacdo dos receptores Toll tem dado importantes informagdes sobre a
funcdo da imunidade inata no reconhecimento de microorganismos invasores. O
envolvimento dos receptores Toll na imunidade inata foi inicialmente descrito em
drosophila. A superficie epitelial do corpo das drosophilas serve como a primeira linha de
defesa contra microorganismos (Horisato, 1995). O receptor Toll ¢ uma proteina
transmembrana, responsavel pela regulacdo da polaridade dorso-ventral no
desenvolvimento do embrido da drosophila e sua sinalizagao ativa a resposta imune inata na
mosca adulta. (Chaudhary et al., 1998). A proteina Toll de Drosophila (dToll) participa da
resposta imune contra fungos e contra infec¢ao por bactéria Gram-positiva (Lemaitre et al.,
1996, Rutshmann et al., 2002) e, via IMD, das respostas as bactérias Gram-negativas

(figura 10).
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Figure 10. Fonte: Takeda et al., 2003. Defesa do Hospedeiro em Drosophila. Inducio de
genes dependents de.Toll por infec¢do bacteriana Gram-positiva, ¢ por fungos; e por
bactérias, Gram-negativas (genes dependents de PGRP-AS para ativagdo da via IMD em
infeccdo).




Os dominios intracelular e extracelular de dToll exibem similaridades estruturais e
funcionais com proteinas de duas familias distintas: o receptor de interleucina 1 (IL-1R)
(Hoffmann & Reichhart, 2002) e a superfamilia das proteinas com dominio rico em
leucinas (LRR) (Kobe & Deisenhofer, 1995). As LRRs facilitam a interacdo lipideo-
proteina e proteina-proteina (Krantz et al., 1991; Kobe & Kajava, 2001). A resposta imune
modulada por dToll reflete um sistema ancestral conservado, que tem componente
homologo em plantas (Staskawics et al., 1995) e vegetais, como exemplificado através da
indugdo de resposta inflamatéria mediada por IL-1/NF-kB (Baeuler & Henkel, 1994).
Analise de mutagdes e delecdes mostra que residuos de aminoacidos conservados entre os
dominios citoplamdticos de IL-1R e dToll sdo essenciais para transdug¢ao de sinal destes
receptores (Heguy et al.,1992; Schneider et al., 1991).

A Toll humana (hToll) ¢ uma proteina transmembrana tipo 1 com um dominio
consistindo de dominios ricos em leucinas (LRRs) e um dominio citoplasmatico homologo
para o dominio citoplasmatico da proteina humana IL-1R (Medzhitov et al., 1997a). Um
grande nimero de homodlogos de Toll tem sido identificado em mamiferos, e parece ser
critico nas respostas para a bactéria Gram-negativas (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al.,
1999). Desde que a primeira versdo constitutiva ativa de um receptor Toll foi (TLR)
identificada em 1997 por Janeway e Medzhitov na Universidade de Yale (Rock, 1998),
mais nove receptores foram identificados (Chaudhary et al., 1998, Takeuchi et al., 1999,
Chuang & Ulevitch, 2001) e sdo referidos como receptores toll-like (TLRs) (Tabela 2). O
primeiro receptor Toll identificado hoje esta catalogado como TLR4. Todas as proteinas
sdo transmembranas, contendo motivos repetidos e ricos em leucinas nas por¢des
extracelulares, parecidas com proteinas de reconhecimento padrao.

As proteinas TLR contém uma por¢do citoplasmatica que ¢ homologa para o
receptor interleucina-1 e conseqiientemente podem disparar vias de sinalizagdo. Uma
proteina humana homoéloga da proteina Toll de Drosophila, designada Toll-like receptor, ¢
expressa em cé¢lulas do sistema imune e sua superexpressdo em macrofagos causa a
liberagao de citocinas e expressao de moléculas coestimulatorias que sdo essenciais para a
ativagao.

Medzhitov e cols. (1997a), demonstraram a expressdo de RNAm para hToll em

mondcites; macrofagos, células dendriticas, células T CD4, células Thl and Th2, linhagem



de células do epitélio intestinal, linhagem de células B e, mais fortemente, em células do

baco e leucocitos do sangue periférico (PBL). Uma resposta eficiente requer que as células

fagociticas reconhecam os padrdes moleculares associados a patdgenos bacterianos

(PAMPs-pathogen-associated molecular patterns) (Medzhitov and Janeway, 1997b).

Distribuicao ~ (.

TLR1 humano: 4 proteina: baixos niveis

(TIL, Rsc786) mouse: 5 em monacitos

proteina:  monocitos,

associa-se e regula a resposta de TLR2

interage com lipoproteinas micobacterianas e

TLR2 humano: 4 granulocitos; peptideoglicanas,  resposta  para  LPS
(TIL4) mouse: 3 aumentado emdependente ¢ independentemente de CD14,
macréfagos via NF-kB
RNAmM: DC,

aumentado em céls.

TLR3 humano: e e E 1nterag? com RNAds; ativa via NF-kB; induz
mouse: 8 , .~ producdo de interferons do tipo I
Proteina: baixos
niveis fibroblastos
TLR4 . f e . , . .
(HToll Ly87, humano: proteina: monocitos, interage com lipoproteinas microbianas,
’ ’ ) aumentada noresposta para LPS dependente de CD14, via
Rasl2-8, mouse: 4 endotélio NF-kB
Ran/M1)
TLR5 humano: erj;z?a leucgcggcs;interage com lipproteinas microbrianas, NF-
(TIL3) mouse: 1 prostata, & ’kB, response to Salmonella
pulmao
. . . .. interage com lipoproteinas microbianas,
TLR6 humano: 4 RNAm. l(iucocr[os, sequéncia da proteina mais similar a hTLR1;
mouse: 5 ovario, pulmao .
associa-se com e regula a resposta TLR2
RNAm: bago, pulméo,, . e
humano: baixa similaridade para outros membros da
TLR7 placenta; aumentado 1
mouse: X ) familia TLR
em macrofagos
TLRS humano: X RNA{n: leucocitos,
mouse: X pulmao
human: RNAm: leucocitosreceptor para DNA-CpG bacteriano; fraca
TLR9 ) proteina: DC, céls.Bsimilaridade para TLR3, pode mediar
mouse: 9or ? . . ~ , p
(intracelular) interagao proteina-proteina
TLR10 Aumanqg, 4 I.{Ném: tecidos relacionado a TLR1 and TLR6
mouse: ? linfoides
RP105 humano: 5Proteina:  céls.

(CD180, Ly-78) mouse: 13 maduras

= ativagdo de célula, reconhecimento de LPS r

MD-1 Humano: 6 proteina: células Bassocia-se e regula a expressdo de RP105 de
(Ly86) mouse:13 maduras superficie
MD-2 Humano: associa-se e regula a expressdo de TLR4 de

(Ly96) abilke:1 8 proteina: macrofagos

Tabela,2. Meodificado-a partir de Bioscience, 2002

superficie 4, sinaliza presenga de LPS



Em mamiferos, uma proteina da familia Toll, chamada receptor semelhante a Toll-4
ou TLR-4, sinaliza a presenca de LPS pela associacio com o CDI14. Recentemente,
membros da familia TLR tém sido caracterizados na sinalizagdo de LPS. TLR4, o primeiro
TLR humano identificado ¢ ativado por LPS que esta na parede de bactérias tal como
Salmonela (Poltorack et al., 1998), e também reconhece outros padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) (Takeda et al., 2003) e uma proteina viral (Ko et al.,
2000). Os camundongos C3H/HeJ e C57BL10/ScCr tém uma mutagdo em ¢/r4 e por isso
sao hiporesponsivos para LPS (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999). O
reconhecimento de LPS induz transducdo de sinal mediada por CD14 e o receptor TLR 4
(TLR4) e MD-2. Rock, em 1998, localizou a codificacdo do gene para o receptor TLR4 no
cromossomo 9 (9q32-q33). A ligacao do lipopolissacarideo a CD14 conduz a associagao de
CD14 com o complexo TLR4-MD-2 que leva a dimerizagdo de TLR4. Uma vez que TLR4
¢ ativado recruta a proteina MyD88, que ¢ associada a proteina kinase serina-treonina, o
receptor de interleucina 1 associado a kinase (IRAK). IRAK ¢ entdo fosforilado e associada
com a proteina adaptadora fator 6, associada ao fator de necrose tumoral (Traf-6). A
oligomerizagdo de Traf-6 ativa um membro da familia de proteina mitogeno-ativada 3
kinase (MAP3K), que conduz direta- ou indiretamente a ativacao de I (kappa) B kinase 1
(IKK1) e de I (kappa) B kinase 2 de (IKK2). Estas kinases fosforilam I (kappa) B em
residuos do serina, levando assim IkB para a degradacdo e liberando NF-(kappa) B (NF-
kB), um heterodimero p50/p65 que se move para o nucleo e induz a ativacao
transcripcional de uma grande variedade de genes da resposta imune e inflamatoria (Yang,
1998; Chaudhary, 1998; Takeuchi, 1999). (Figura 11)

Hé evidéncias de que os receptores TLR4 aumentam a resposta Thl, ao passo que

os receptores TLR2 aumentam a Th2 (Re & Strominger, 2001).
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Figura 11. Fonte: Medzhitov & Janeway, 2000.

TLR2 tem sido demonstrado como o principal mediador para a ativagdo de
macrofago em resposta a micobactérias (Lien, 1999, Brightbill, 1999). O gene TLR2 esta
localizado no cromossomo 4 (4q32). O receptor toll 2 responde a peptideoglicanas de
bactérias Gram-positivas, lipoproteinas bacterianas, lipoarabinomanose da parede celular de
micobactérias, fosfatidilinositol glicosil de Trypanosoma cruzi, uma modulina fenol-
soluvel liberado por Staphylococcus epidermis, fungos, e também pode ser ativado por LPS
de leptospira (Werts et al., 2001; Means et al., 1999).

Hé evidéncias de que os TLRs podem formar heterodimeros. O TLR6 reconhece a
lipoproteina de micoplasma cooperativamente com TLR2 (Takeuchi et al., 2001, Takeuchi
et al. 1999). Os camundongos mutantes para TLR2 nao respondem para BLP ou MALP-2.
As diferencas entre MALP2 (macrophage-activating lipopeptide 2 kDa) e BLP consiste no
padrao de acetilagdo do residuo de cisteina N-terminal, ou seja, BLP tem uma cisteina N-
acil S-diacil enquanto MALP-2 tem somente uma cisteina diacilada. Macréfagos
deficientes de TLR2 e.TLR6 ndo respondem ao MALP-2. Entretanto, a expressao de TLR2
extracelular e TLR6 citoplasmatico (e vice versa), construidos em fibroblastos mutantes

para os 'dois receptores, levou a produgdo de IL-6 por estas células induzidas por MALP-2.



Isto demonstra que os dois receptores agem juntos ¢ que TLR6 ¢ responsavel pelo
reconhecimento das sutis diferengas estruturais entre MALP2 e BLP (Takeuchi et al.,
2001).

Ozinsky e cols. (2000) mostraram que TLR2 se associa com TLR6 em células CHO
e a hiperexpressao da forma dominante negativa de TLR6 em células RAW264 resultou na
supressdao da produg¢ao de TNFo em resposta aos ligantes PGN e S. Aureus, morto por
aquecimento (Aliprantis et al., 2002).

Recentemente foi demonstrado que a expressao elevada de TLRI1 inibiu a resposta
mediada por TLR2 a modulina secretada de Staphylococcus epidermis (Hajjar et al., 2001).
A Co-transfeccao de TLR1 e TLR2 em células Hela confere resposta a fatores soluveis de
Neisseria meningitidis (Wyllie et al., 2000). Entretanto, os ligantes de TLR1 in vivo sao
lipopeptideos triacilados e lipoproteinas micobacterianas (Takeuchi et al., 2002). Foi
mostrado por Takeuchi e cols (1999) que TLR1 mostra similaridade com TLR6.

O TLRS ¢ ativado pela flagelina, uma proteina achada na superficie de bactérias
flageladas, tal como Listeria (Hayashi et al., 2001).

O TLR3 reconhece RNA de dupla fita e induz a produgao de IFN f independente
das moléculas adaptadoras MyD88 e TIRAP (Toll/IL-1 receptor homology domain-
containing adaptor protein (TIRAP). TLR3 ¢ dependente de uma terceira molécula
adaptadora chamada (7oll-Interleukin I receptor domain)-containing adaptor molecule
(TICAM)-1 para producao de IFN f (Hiroyuki et al., 2003). A resposta de TLR3 para LPS
pode ser célula-especifica (Cario & Podolsky, 2000).

O TLRY esta envolvido no reconhecimento de DNA- deoxiguanilato fosfato- deoxi-
citidilato (CpG) bacteriano, que age como um PAMP (Chuang T, 2001). Uma vez que a
citosina ¢ metilada no genoma de mamiferos, a presenca de DNA-CpG nao metilada indica
infeccdo microbiana. De forma semelhante ao lipopolissacarideo, o DNA bacteriano induz
respostas inflamatorias agudas (Hacker et al., 2000; Schnare et al., 2000). O TLR7
reconhece agonistas sintéticos tais como, imidazoquinoline, um potente antiviral;
loxoribine, imunomodulador que aumenta a atividade das células natural Killer (NK) e
induz a produgdo de citocinas incluindo IFNs e bropirimine, um imunomodulador que
induz a producao de citocinas incluindo IFNf e que na clinica ¢ usado no tratamento do

carcinoma! renal (Sarosdy, 1993). O TLRS8 ainda ndo tem um ligante descrito. TLR7 e



TLR8 sao altamente homoélogos a TLR9. Os trés receptores participam na discriminacao de
estruturas de &cidos nucléicos em microorganismos € TLR7 e TLRY induzem sinalizagao
via NF-kB (Takeda et al., 2003).

Medzhitov (2001) argumenta que os dez receptores descritos podem se associar a

quase 20 combinagdes especificas de PAMP, e a maioria pode reconhecer qualquer classe

de agente infeccioso (Figura 12).
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Figura 12. Modificado a partir de http://www.biotechjournal.com/Pathways/tollvol2.htm e
Takeda et al., 2003.




A ativagdo realizada por um dos PAMP, dispara nos receptores Toll uma sinalizagdo em
cascata que ativa transcricdo de NF-k B e regula a atividade de genes para produzir
citocinas tal como TNF e IL-1. Entretanto, também ha evidéncia de que outras rotas sao

estimuladas pela ativacdo de TLR. (Figuras 13).
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Figura 13, Fonte; http://www.biotechjournal.com/Pathways/tollvol2.htm




2.1.3. CONSEQUENCIAS BIOLOGICAS DA ATIVACAO CELULAR VIA TLRS

Os TLRs sao expressos no local da infeccdo em varios tipos celulares. A
identificacao de TLRs como mediadores da resposta celular para uma variedade diversa
de ligantes bacterianos tem aumentado a compreensao do mecanismo da resposta imune
inata. O reconhecimento dos ligantes bacterianos via TLR e a subseqliente ativagdo das
vias de sinalizacdo nestas células resultam em uma série de respostas biologicas,
incluindo produgdo de citocina, apoptose, aumento na apresentacao de antigenos e da

atividade antimicrobicida.

2.1.3.1. PRODUCAO DE CITOCINAS:

Ha evidéncia de que a inducao de muitos genes ¢ mediada, pelo menos em parte,
através da ativagdo do fator de transcri¢ao nuclear, o NF-kB, incluindo um grande nimero de
genes de citocinas. A ativagdo de NF-kB resultante do reconhecimento dos ligantes
bacterianos através de TLRs determina a transcricdo e secre¢ao de citocinas. Isto tem sido
observado em uma variedade de sistemas experimentais que utilizam linhagens celulares
transfectadas, assim como células primarias de varias origens (Hertz & Modlin, 2003). As
citocinas produzidas em resposta a agonistas de TLR podem variar de acordo com o tipo
celular, entre estas podemos citar IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 ¢ TNFa. Alguns dos estudos
iniciais em TLRs foram realizados em uma linhagem celular monocitica transfectada com
TLR4 e se observou um aumento nos niveis de IL-1 e IL-8 nas células transfectadas. A
expressao de RNA mensageiro para IL-6 também foi detectada nestas células quando
estimuladas com IFN-y (Medzhitov, 1997). Modlin e cols. (1999) demonstraram que as

lipoproteinas sdo potentes estimuladores da producao de IL-12 por macréfagos humanos e



que a indugdo ¢ mediada por receptores. Toll-like. A interleucina-12 (IL-12)** ¢ uma
citocina heterodimérica considerada essencial para resposta imune protetora contra
patogenos intracelulares. A IL-12 foi descrita como a citocina que faz ponte entre a
resisténcia natural e a resposta imune adaptativa (Cassatela, 1995). IL12 ¢ uma citocina
induzida por micobactérias (Zhang, 1994), constituindo um potente sinal para a geragao de
resposta de linfocitos T helper tipo 1 (Thl) (Trinchiere, 1996), responsavel pela acao
antimicrobicida cpmtra patdégenos intracelulares (Heinzel, 1993) incluindo Mycobacterium
tuberculosis (Romani et al., 1997). As lipoproteinas micobacterianas incluindo 19 kDa e 33
kDa, a proteina OspA de Borrelia burgdorferi e uma lipoproteina Tp47 de Treponema
pallidum induzem a producao de IL-12 em macrofagos e células dendriticas. O bloqueio de
TLR2 com anticorpo monoclonal especifico inibe a capacidade dos macréfagos produzirem
IL-12 (Brightbill, 1999; Krutzik, 2003). Os receptores Toll também podem ativar resposta
imune inata incluindo a gera¢ao de 6xido nitrico (NO), um mecanismo microbicida direto
(Brightbill, 1999).

A produgdao de citocinas dependentes de TLR tem sido demonstrada em
camundongos e pode explicar a resisténcia do camundongo deficiente de TLR4 ao choque
endotoxico induzido por LPS. O TNFa ¢ um dos mediadores primarios de choque séptico,
e macrdofagos peritoniais de camundongos selvagens produzem significantemente mais
TNFa que em camundongos que sofrem uma mutagdo natural em TLR4 (Hoshino et al.,
1999). Além disso, células de camundongos deficientes de TLR4 falham na produgdo de
oxido nitrico quando ativados por IFN-y e estimulados com LPS. Estes achados
demonstram a importancia de TLR4 como mediador da reposta a LPS no inicio da resposta
imune celular e para a eliminacao de agentes infecciosos.

Outros TLRs tém sido mostrados como mediadores na produgdo de citocinas sendo
que as celulas expressando TLR9 produzem IL-8 e TNFa (Bauer et al., 2001).
Camundongos injetados com flagelina bacteriana, um agonista de TLRS, sdo capazes de
produzir IL-6 (Hayashi et al., 2001). Tem sido demonstrado que células endoteliais e

epiteliais podem expressar e responder aos agonistas de Toll produzindo citocinas. Dada a

2 A'IL-12 & produzida principalmente por mondcitos/macréfagos e células B. Entretanto, investigagdes
realizadas por Cassatela (1995) demonstraram que neutrofilos estimulados com LPS e IFN-y produzem IL-12
p35, IL-12 p40; e/ também-induzem a secre¢io de IL-12 p70.



importancia das citocinas na resposta imune € na resposta inflamatoria, a fungdo de TLRs
mediando a produgdo de citocinas coloca esta familia de receptores numa posi¢ao

relevante na defesa contra patégenos bacterianos.

2.1.3.4. TLR ENTRE IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

As células dendriticas (DCs) também expressam TLR2 e, assim como os mondcitos,
produzem IL-12 em resposta a lipoproteina 19 kDa de M. tuberculosis e 19 kDa /33kDa de
M. leprae (Thoma-Uszynski et al. 2000; Krutzik, 2003). Entretanto, os monocitos sao
capazes de produzir IL-10, enquanto as DCs ndo produzem IL-10. Isto sugere uma
expressao diferencial de citocinas em células da mesma origem que expressam TLR2. A
producao de IL-10 por mondcitos € ndo por DCs sugere que a ativacdo de Toll em
mondcitos pode exercer um efeito regulador no desenvolvimento de células T helper, assim
impedindo uma ativagdao excessiva da resposta imune. Os mecanismos responsaveis por
estas diferengas na produ¢ao de citocinas ndao sdo conhecidos. Recentemente foi
demonstrado que outros receptores Toll dimerizam com TLR2 e influenciam respostas
dependentes deste receptor. Pode-se pensar, entdo, que a expressao diferencial de outros
TLRs ou de moléculas adaptadoras utilizadas na via de sinalizagdo possa contribuir para a
producao diferencial de citocinas em monocitos e em células dentriticas humanas.

As células de origem monocitica, incluindo macréfagos e células dentriticas,
participam como células apresentadoras de antigeno para a ativacao de células T. O perfil
de citocinas afeta as fungdes das células produtoras de citocinas Thl e Th2 e, desta forma,
determinam a tendéncia para uma resposta imune mediada por célula ou para uma resposta
humoral, respectivamente. Assim, a expressao e ativacdo de TLR nas células monociticas
tem um efeito potencial no desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Krutzik, 2003).
A hanseniase vem sendo usada como modelo para o entendimento deste fendmeno. Como
dito anteriormente, os padrdes da resposta imune Th1l x Th2 na hanseniase foram descritos
pelos-grupos de Robert Modlin e Barry Bloom em 1991(Yamamura et al, 1991; Salgame et
al, 1991). Os dois grupos demonstraram que clones de linfocitos isolados da lesdao de

pacientes com /hanseniase lepromatosa apresentam um perfil predominante de citocinas do



tipo Th2 que esta associado com a produgdo de IL-4. J4 os pacientes tuberculdides
apresentariam uma resposta imune do Thl promovida por IL-12, que ¢ produzida pelas
células monociticas (Yamamura et al, 1991; Salgame et al, 1991; Sieling, 1994). Outros
ensaios realizados pelo grupo de Robert Modlin (2003) demonstraram que lesdes de pele de
pacientes tuberculdides tém uma freqii€ncia maior de células positivas para receptores Toll

2 do que nas biopsias de pacientes lepromatosos (Krutzik, 2003).

2.1.3.5. TLRS E RESPOSTA INFLAMATORIAS

TLRs respondem a uma série de ligantes bacterianos e participam da resposta imune
inata e adaptativa. Entretanto, a producao de citocinas dependentes de TLR pode ser
prejudicial para o hospedeiro quando essa produgdo se torna excessiva. A fun¢do de TLR
nas infec¢des bacterianas deve, portanto atingir um equilibrio.

Os neutroéfilos sdo participantes ativos da resposta imune inata e contém agentes
microbicidas como granulos citoplasmaticos. A citocina IL-8 ¢ um fator quimiotatico de
neutrdfilo, secretado por uma variedade de tipos celulares incluindo monocitos e células
epiteliais. A infiltracao prolongada de neutrofilos mediada por IL-8 pode causar injuria no
tecido devido a liberacdo de enzimas proteoliticas dos granulos de neutréfilos. Na acne,
uma lesdo encontrada na pele de individuos afetados pelo Propionobacterium acne,
encontra-se um grande nimero de células inflamatorias incluindo neutrofilos € monocitos
expressando TLR2. Além disso, tem sido demonstrado que extrato de P. acnes pode ativar
mondcitos via TLR2 e induzir a producao de IL-8 (Kim et al., 2002).

A inflamagdo devido a ativagdo de Toll pode também contribuir para uma
diminui¢do progressiva das fun¢des do pulmdo em pacientes com fibrose cistica. Estes
pacientes sdo susceptiveis a infeccdo por bactérias Gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa € Burkholderia cepacia e a bactéria Gram-positiva Staphilococus aureus. A
coloniza¢do com pelo menos um destes microbios envolve um intenso infiltrado de
neutrofilos. Recentemente tem sido mostrado que o sobrenadante de cultura de P.
aeruginosa, lipopeptideos bacterianos ¢ LPS induzem a secrecdo de IL-8 em culturas de

células epiteliais (Becker et al., 2000).



O TLR também tem sido envolvido na destruicdo 6ssea em modelos murinos.
Infec¢dao de camundongo com um mistura de 4 bactérias anaerdbicas resultou em destruigao
Ossea peri-apical, porém uma destrui¢do significativamente menor foi observada em
camundongos deficientes de TLR4 do que em camundongos do tipo selvagem. A
destruicao 6ssea foi correlacionada com os niveis de IL-1a e IL-1P na lesdo peri-apical,
sugerindo que a producao de citocina mediada por TLR4 contribui para a destruicdo 0ssea
induzida pela infeccao (Hou et al., 2000). Desta forma, Toll particpa como mecanismo de
defesa na resposta imune do hospedeiro e uma superproducao pode levar a dano no tecido,
imunopatologia como na injuria de tecido mediada por inflamagdo e apoptose vista no
choque séptico.

Stephan Krutzik e colaboradores (2003), avaliaram a ativagao e regulagao de TLR2
e TLR1 em pacientes com hanseniase. Como dito anteriormente, os padrdoes de resposta
imune Thl (polo TT) x Th2 (pdlo LL) (Yamamura et al., 1992; Salgame et al. 1991) na
hanseniase caracterizam a reposta imune mediada por células e humoral, respectivamente.
Neste estudo foi demonstrado que TLR2 e TLR2-TLR1 heterodimeros foram ativados em
mondcitos e células dentriticas apds estimulo com M. leprae e com os lipopetideos 19kDa e
33 kDa de M. leprae. Ficou demonstrado também que nao ha diferenca nas quantidades de
TLR2 circulantes nos pacientes TT e LL. Um achado importante neste estudo foi que a
ativacdo do heterodimero TLR2-TLR1 aumenta a expressdao de citocinas Thl e induz a
inibicdo das citocinas IL-4 e IL-10. A analise de bidpsias de pele de pacientes com
hanseniase mostrou alta expressao de TLR2 e TLR1 em mondcitos e células dendriticas de
pacientes tuberculdides quando comparadas com pacientes lepromatosos (Krutzik et al.,
2003).A conservacao de Toll através da evolucdo mostra a importancia desta classe de
receptores como mediadores da resposta imune inata e sugere uma funcao essencial de TLR

na geracao da resposta imune protetora.

2.1.3.4. POLIMORFISMO DE TLRS

Em humanos, varios estudos tém revelado a associacao entre mutagdes de TLRs ¢ a

susceptibilidade para infec¢ao bacteriana e resposta para LPS. Uma muta¢ao no dominio

extracelulan do genede TLR4 foi associada com a resposta diminuida para LPS inalado



(Arbour et al., 2000). Analises em pacientes com choque séptico causado por bactérias
Gram-positivas revelaram que estes pacientes tinham uma mutagao em TLR2 mais elevada
do que a populagdo normal e daquela de pacientes sofrendo de sepsis causada por bactérias
Gram-negativa (Lorens et al, 2000).

A primeira descrigdao sobre polimorfismo em receptores Toll na hanseniase foi feita
em 2002 e ficou demonstrado que a falha de uma resposta imune mediada por células em
pacientes LL estaria associada com a mutagao de TLR2 Arg677Trp (Kang et al., 2001). O
mesmo grupo mostrou posteriormente que mondcitos de pacientes apresentando a mutacao
para TLR2 eram menos responsivos para M. leprae e que a producao diminuida de IL-12
em pacientes lepromatosos quando comparada com pacientes tuberculdides estava
associada a esta mutacdo. (Kang et al. 2002). Foi mostrado também que a mutacao TLR2
Arg677Trp aboliu a ativagdo da via NF-kB em resposta para M. leprae e M. tuberculosis
(Bochud et al., 2003).



3. APOPTOSE

A morte celular ¢ um processo fisiologico natural, no qual bilhdes de células
morrem todos os dias, enquanto um nimero similar de novas células ¢ criado para permitir
o desenvolvimento e manutencdo dos oOrgdos. A apoptose ¢ uma forma de morte
programada, geneticamente controlada morfoldgica- e bioquimicamante definida. Ocorre
durante o desenvolvimento e hemostasia dos tecidos dos organismos multicelulares. E um
processo consumidor de energia autodestrutivo e conseqiiente a ativacdo de genes
especificos que sdo filogeneticamente conservados. Este tipo de morte celular difere da
morte por necrose. Esta € patologica ou acidental e ocorre quando a célula ¢ impedida de
manter seus processos vitais por lesdes fisicas ou quimicas causadas por fatores externos,
como temperaturas extremas, radiacao, traumas, produtos toxicos e isquemia. A necrose
pode ter ainda origem biologica, como nas infecgdes por bactérias ou virus. Esse tipo de
morte celular tem como prototipo a necrose isquémica, caracterizada pela deplecao do ATP
intracelular, edema da célula com desagregacdo das organelas e ruptura da membrana
plasmatica. Apesar das vias de apoptose e necrose serem distintas, elas se sobrepdem in
vivo (Suda et al., 1993; Hengartner, 2000). (Figura 14). Um evento que produz necrose

pode desencadear apoptose no tecido adjacente e vice-versa.
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Em 1972, John Kerr, Andrew Wyllie e Alastair Currie descreveram os diferentes
aspectos das células na morte programada e na patologica. Para distingui-los, esses autores
adotaram a palavra grega apoptosis, para distinguir este tipo de morte celular da necrosis

(necrosar), A\ palavra apoptose em grego arcaico significa "o ato de cair", como caem as



pétalas das flores e as folhas das arvores no outono, e foi escolhida porque sugere perdas (a
morte celular, no caso) benéficas, necessarias ao bom funcionamento e a sobrevivéncia do
organismo (Kerr et al.,, 1972). A expressao morte celular programada, do inglés
“programmed cell death” (PCD) abrange todas as vias através do qual uma célula morre, e
¢ freqiientemente usada como sindnimo de apoptose. O termo morte celular programada ¢
derivado da biologia do desenvolvimento para designar elimini¢ao das células durante a
embriogénese, morfogénese, nos processos de desenvolvimento, diferenciacdo e selegao
celular (Sen, 1992). Ela participa na fisiologia de varios sistemas celulares tais como em
neutréfilos que possuem tempo de vida pré-estabelecido, na eliminacao de células T auto-
reativas, na regulacdo da proliferacdo das células imunes, na involugdo de células
desprovidas de fatores de crescimento e nas células que servem como alvo para células T,
células natural killer ou mecanismos citotoxicos celulares dependentes de anticorpos
(Cohen, 1993; Kroemer et al, 1998).

A apoptose ¢ reconhecida como um importante mecanismo de defesa contra virus,
parasitas e bactérias, tanto durante a imunidade inata como na imunidade adquirida.
Morfologicamente, as células apoptdticas apresentam caracteristicas tais como:
condensagdo e fragmentagdo da cromatina nuclear acompanhada de condensagao da célula.
Ha fragmentacdo do DNA em fragmentos chamadas nucleosomo, Na microscopia Otica
condensagdo da cromatina nuclear (picnose) com proeminéncia nuclear, agregacao de
cromatina, e vacuolizagdo citoplasmatica. Na microscopia eletronica, enquanto a membrana
e as organelas permanecem intactas.(Figura 15). O processo ¢ seguido pela formagao de

corpos apoptoticos que sao subseqiientemente fagocitados por células adjacentes nado

(macrofagos) sem necessitar processo inflamativo.
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As alteracdes promovidas pela apoptose resultam da ativacdo de proteases e
endonucleases enddgena’’, indicada através do padrio caracteristico de fragmentagdo®
internucleosomica da cromatina. Nos vertebrados superiores a apoptose ¢ primordial para o
desenvolvimento ¢ fun¢ao do sistema imune.

Uma das principais caracteristicas da morte celular programada ¢ a expressao de
receptores de superficie especificos que sao utilizados por fagdcitos no reconhecimento e
englobamento de células mortas evitando, desta forma, que os conteudos intracelulares
sejam liberados causando destruicao do tecido, inflamagdo e apresentacdo de antigenos
intracelulares (Arends & Willie, 1991; Savill 1993).

A morte celular programada de células infectadas pode trazer beneficios pois reduz
a sobrevivéncia do patogeno resultando em diminuicdo da sua multiplicagdo (Hasnain et
al.,1997). Patdgenos virais, bacterianos e protozoarios tem desenvolvido estratégicas
diferentes para modular apoptose da célula hospedeira. Sabe-se que os virus podem
interferir tanto com os mecanismos altamente conservados de morte celular programada ou
com mecanismos reguladores das células dos mamiferos, constituindo dessa forma um
mecanismo de escape para o patogeno oral. A capacidade de inibir a apoptose ¢ também
chave para a transformacdo da célula hospedeira pelos virus oncogénicos. (Barry and
McFadden 1998; Gao and Kwaik 2000). Além de ser induzida por patdégenos a apoptose
pode ser induzida por outros agentes tais como quimioterapicos, irradiacao, auséncia de
fatores de crescimento, DNA danificado, hipéxia (Vaux and Strasser 1996; Yuan 1997,
Evan e Litllewood, 1998); oxidantes ou estimulantes do metabolismo celular oxidativo™. A
radiacdo ultravioleta e ionizagdo sdo capazes de gerar H;O, e OHe e induzir apoptose. O

oxido nitrico (NO), um oxidante, tem sido descrito como um indutor de apoptose em

27 Nuclease(s) endogena(s), responsaveis pela fragmentacdo do DNA, sdo dependentes da presenga de ions
Ca2+ e Mg2+. Desta forma, a fragmentagdo do DNA pode ser inibida através de queladores de calcio
extracelulares (EDTA) ou intracelulares (BAPTA-AM, quin-2) em varias situagdes.

28 No DNA-clivado observam-se fragmentos de 180-200 pares de base por eletroforese em gel de agarose
com padrdo tipico de escada, enquanto na necrose o DNA clivado ¢ quebrado ao acaso e ¢é visto como um
rastro (Gerschenon & Rotelo, 1993; Duke at al., 1996).

29 . . . C A - .

Buttke & Sandstron/(1995) hipotetizaram que produtos reativos do oxigé€nio, superoxido dismutase,
catalase, peroxidase, radicais livres, tocoferol, carotendides, acido ascoérbico ou lactoferrina e transferrina
causam stress. oxidativo e consequentemente induzem apoptose.



macrofagos e monocitos (Rojas et al, 1997). A liberagao de perforina e granzimas pelas
células “natural killer” (NK) cells ou linfocitos T citotdxicos antigeno especificos (CTL)
induz apoptose em células alvo (Trapani 2000).

A presenca de tumores (benigno e maligno) ¢ um estado patologico resultante de um
aumento na divisdo celular ou de uma taxa reduzida da morte das células. A falha no
mecanismo de apoptose normal permite a proliferacdo de células mutantes assim como
divisdo celular espontdnea associada com o cancer. Muitas células cancerigenas
manifestam resisténcia aos estimulos fisioldgicos que ordinariamente provocariam apoptose
em células normais. Devido a esta resisténcia, células tumorais podem multiplicar e
sobreviver em muitas regides inospitas do corpo (Thompson, 1995).Varios oncogenes ¢
proto-oncogenes (c-fos, c-jun, c-myc, rb-1, p53 e Bcl-2) sdo conhecidos por ter uma fungao

critica na regulacio da apoptose, por exemplo ***'. (Tabela 3).

30 A proteina anti-apoptdica baculovirus p53 (Henkart & Grinstein,1996) foi analisada ¢ ha uma funcdo
critica na prevencdo do cancer. O gene c-myc é um homodlogo celular do oncogene viral v-myc, que ¢
estabelecido em um numero de retrovirus de aves e felinos induz leucemias e carcinomas. O oncogene c-myc
tem sido envolvido no controle da proliferagdo celular normal. Em células tumorais, expressao elevada ou
desregulada de c-myc sugere uma func¢do no estagio da carcinogénese. A expressdo nao controlada de c-myc
quando combinada com a proliferagdo celular € um potente indutor de morte celular programada (Evan et al.,
1992).

31 Roi proposto que a atividade protetora de Bcl-2 é devido a sua atuagdo como antioxidante, neutralizante de
efeitos oxigénio reativos, que sdo moléculas efetivas para varias vias de morte apoptotica. Isto sugere que
Bcl-2 deve proteger as células dos produtos oxigénio reativo durante o curso da sintese de ATP (Henkart &
Grinstein, 1996).



Inibidores de apoptose

Inibidores fisiolégicos

1. Fatores de crescimento
2. Matrix extracelular

3. Ligante CD40
4.Amino acidos neutros
5.Zinco

6.Estrogeno
7.Androgenos

1. Adenovirus EI1B

2. Baculovirus p35

3. Baculovirus IAP

4 .Virus da variola bovina
crmA

5.  Epstein-Barr
BHRF1, LMP-1
6. Virus de febre suina
africana LMW-5 HL

7. Herpesvirus 81 34.5

virus

Agentes farmacologicos

1.Inibidores de calpaina
2.Inibidores de cisteina
protease

3. Promotores de tumores
PMA

Phenobarbital
a-hexaclorociclohexane

Indutores de apoptose

Ativadores fisiolégicos

1.Familia TNF

Lignate FAS
TNF
Fator de crescimento

tranformador 3

3. Neuriotransmissores
Glutamato

Dopamina
N-methyl-D-aspartate

4. Retirada do fator de
cresimento

5. Perda de aderéncia a
matrix

6. Calcio

7. Glucocorticoides

Indutores relacionados a

lesdo

1.Choque térmico

2. Infecgdo por virus
3.Toxinas bacterianas
4.0Oncogenes

myc, reel EIA

5. Supressores de tumores
p35

6. Células T citoliticas

7. Oxidentes

8. Radicais livres

9. Deprivagao de
nutrientes -
antimetabolitos

Agentes  associados a

terapia

1. Drogas quimioterapicas
Cisplatina, Doxorubicina,
Bleomicina, citosina,
arabinosida, mostarda
nitrogenada, metotrexate,
vincistrina,

2. Radiagdo gama

3. Radiagdo ultravioleta

Toxinas

1. Etanol
2. Peptideo  amildide

Tabela 3: Inibidores e indutores de apoptose.

A proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia) tem uma fungdo central como
molécula repressora de apoptose (Ashwell et al., 1994). A Bcl-2 tem sido demonstrada
como-responsavel pela regulacdo de apoptose em células epiteliais, neurais e linfoides
(linfoeitos T maduros), entre outros (Thompson, 1995). A molécula Bcl2 ¢ encontrada na

face citoplasmatica-da membrana externa da mitocondria, no reticulo endoplasmatico e no



envelope nuclear (Porter, 1999). (Figura 15). A proteina Bcl-2* interage com outra
proteina, chamada Bax, formando homodimeros (Oltval et al., 1993) e a interacdo entre
estas duas proteinas pode determinar sensibilidade e resisténcia na indugdo para apoptose.
A permeabilizagdo da mitocondria induz a liberagdao de varios dos seus componentes, entre
estes include citocromo ¢, SMAC (também conhecido como Diablo) e AIF (fator indutor de
apoptose) (Figure 15). O citocromo ¢, um componente essencial no transporte de elétrons, ¢
importante nas reagdes de oxi-reducdo celular que ocorre no interior respiragao
mitocondriana. Apos ser liberado no citoplasma, o citocromo ¢ leva a formacao de um
complexo (apoptosomo) contendo Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1), o
iniciador procaspase-9 e citocromo. Este complexo leva a clivagem de procaspase-9 e inicia
a cascata das caspases efetoras. As caspases> (pro-enzimas) sdo encontradas ativadas por
sinais indutores de apoptose, como por exemplo proteinases e granzima B. A liberacao de
SMAC pela mitocondria ajuda na inibi¢ao dos inibidores de caspase conhecidos como IAPs
(apoptotic proteins). Estes inibidores impedem a ativacdo de caspase através do bloqueio
da clivagem e ativagdo das pré-enzimas. A liberagdo de AIF pela mitocondria tem sido
demonstrada por iniciar uma via alternativa de morte celular. O AIF transloca-se ao nucleo,
iniciando a condensagdo da cromatina e subseqiliente fragmentacdo do DNA(revisto por

Opferman & Korsmeyer, 2003) (Figura 16).

32 A familia Bel-2 compreende proteinas pro e anti-apoptoticas. Os membros desta familia possuem pelo
menos 1 dos 4 dominios do Bcl2 (BH1 a BH4). As proteinas inibidoras da apoptose contém pelo menos o
dominio BH1 e BH2. As proteinas que induzem apoptose formam 2 subfamilias. Uma das subfamilias contem
BHI1, BH2 ¢ BH3 ((Bax, Bak and Bok) enquanto a outra contém apenas o dominio BH3. O dominio BH3
(Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa and Puma) pode ser considerado antagonista fisioldgico das proteinas inibidoras
de apoptose devido as fungdes de morte celular das proteinas (Adams e Cory, 1998).

3 As caspases 2, 8, 9 e 10 compreendem as caspases iniciadoras e as caspases 3, 6 ¢ 7 as efetoras (Porter,
1999).
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Opferman & Korsmeyer. Nature Immunology, 2003.

3.1. RECEPTORES DE MORTE CELULAR E VIAS DE SINALIZACAO

A apoptose ¢ iniciada através da ligacdo de ligantes relacionadas a morte célula,
chamada de “ligantes morte” tais como, Fas L (ligante de Fas), TNFa, linfotoxina a,
Apo3L, Apo2L ou TRAIL aos receptores celulares especificos tal como Fas (CD95, APO-
1) ou receptores do fator de necrose tumoral** TNFRIL, DR3 (Apo-3), DR4, DR5 (Apo-2) e
DR6 (Kaufmann et al., 200; Baud et al., 2001). Estes receptores pertencem a superfamilia

das proteinas NGF/TNF. O TNF ¢ uma citocina com multiplas fun¢des que participa em

4 0 fator de necrose.tumoral ou TNF foi assim denominado por causar necrose hemorragica em tumores
implantados.na-pele e em.camundongos tratados com Bacillus Calmet-Guerin (BCQG), e ter efeito citolitico
sobre uma grande variedade de linhagens celulares “in vitro” (Carswell et al., 1975; Green et al., 1975;
Darzynkiewics et al., 1976):



processos de diferenciacdo e regulacao celular (Chouaib et al., 1992). O TNFa pode existir
sob duas formas: uma forma de membrana de 26 kDa, e uma forma secretada de 17 kDa. O
TNFa®® é secretado por mondcitos, macrofagos, células T, células NK, mastocitos,
fibroblastos e neutrofilos, em resposta a estimulos in vitro como LPS, virus, antigenos, e in
vivo durante infeccdo, rejeicdo e enxerto ou injuria (Ding et al., 1992). A produgdo desta
citocina nao € constitutiva, mas transitoriamente induzida em uma variedade de células e por
varios estimulos tais como virus, bactéria, LPS e forbol esters. Ha evidéncia de que a inducao
de muitos genes ¢ mediada, pelo menos em parte, através da ativagdo do fator de transcri¢ao
nuclear, NF-kB. A inducdo das respostas celulares induzidas por TNFa ¢ mediada por sua
ligacdo a receptores de superficie celulares especificos (Tartaglia et al., 1991). Os dois
receptores sao distintos imunologicamente, um de 55KDda (TNF-R1), também conhecidas
TNFa R60, CD120a, TNFRp55, Tipo 1 (ou A) e ou outro de 75kDa (TNF-R2) *° também
conhecidos de TNF-R80, TNF Tipo 2 (ou B), e estdo presentes em todos tipos celulares
exceto eritrocitos e linfocitos ndo estimulados. Os receptores Tipo I e II se ligam a TNFa e
TNFB que sdo proteinas estruturalmente e funcionalmente homologas, com afinidades

1?7 induz vérias

semelhantes (Engelman et al., 1990). A ligagao de TNF ao receptor TNF-R
atividades, tais como citotoxidade, proliferacao de fibroblastos, e sintese de protaglandina
E2 (Engelman et al., 1990; Espevik et al., 1990). Proteinas soluveis do receptor de TNFa

(sTNF-R) que se ligam a TNFa tém sido encontradas na urina de pacientes com febre, em

33 05 efeitos bioldgicos do TNF-a incluem necrose hemorragica de tumores transplantados, crescimento e
proliferagdo de células normais, resposta antiviral, citotoxica, imunoregulatdria, inflamatdria e choque endotéxico
(Carswell et al. 1975). Aumenta a fagocitose, liberagdo de PGE,, citotoxidade celular dependente de anticorpo,
dispara degranulagdo e atua como um potente estimulo do metabolismo de O, em neutréfilos (Tsujimoto et al,
1986; Larrick et al, 1987). TNF induz a expressdo de E-selectina (ELAM-1) e aumenta a expressdo de ICAM-1
em células endoteliais, receptores que contribuem para aumentar a aderéncia de varias células ao endotélio
vascular.

3¢ INF-R2 define a qualidade e quantidade da resposta celular para o TNF de membrana. Foi demonstrado
que TNF-a de membrana pode causar morte programada em células endoteliais irradiadas e na linhagem
celular COLO 205, através da ativagdo do receptor TNF-R1 (Mannel et al.,1996).

37 Anticorpos-monoclonais direcionados contra o receptor p55, que compete com a ligacdo para TNF-a,
exercem fungdes agonistas semelhantes a acdo de TNF-a ou induzem inibi¢do das respostas de TNF-a.
Camundongos deficientes do receptor p55 sdo resistentes ao choque endotdxico mas sucumbem para infecgao
de Listeria monocytogenes, indicando uma decisiva func¢do deste receptor na defesa do hospedeiro (Pfeffer et
al., 1993).



soro e urina de pacientes com insuficiéncia renal, na urina normal e em soros ultrafiltrados
de pacientes com cancer avangado.

A glicoproteina de 43 kD, APO-1/Fas ¢ expressa em cé¢lulas linféides e nao linféides,
sendo expressa em tecidos normais e neoplasicos (Clement e Stamenkovic, 1994). A ativagao
através de anticorpos antagonistas tal como anti-APO-1 ou anti-Fas, ou através da ligagao
natural do receptor a um membro da familia de TNF (Fas Ligante ou Fas-L), induz
transducao do sinal de apoptose naquelas células expressando o receptor. A funcao
essencial deste receptor parece ser a delecdo periférica de células T maduras, células
infectadas, linfomas e células inflamatorias (Ashkenazi e Dixit, 1998) e também a
estimulagdo da proliferagao.

Os receptores Fas, TNFRI, TNFRII tem um dominio extracelular que se estende
através da membrana da célula, onde os ligantes FasL. ¢ TNF se ligam Fas e ao TNFRI,
TNFRII, respectivamente, Varias proteinas e moléculas adaptadoras de transducao de sinal
que transportam sinais sdo, ativadas apds a unido dos receptores aos seus ligantes.
Ocorrendo uma inteira comunicacao entre as diferentes vias de sinalizacao. Os dominios
funcionais dentro de uma proteina sdo mostrados como blocos coloridos (Figura 17). O
recrutamento de uma proteina para outra ¢ indicado pela juxtaposi¢ao dos dominios: BID
(beta interaction domain); cIAPs, (cellular inhibitors of apoptosis); FADD, (Fas associated
death domain protein); IKK, (IkB kinase); JNK, (c-Jun N-terminal kinase); MAP3K,
(mitogen-activated protein 3 kinase); NEMO, (NF-kB essential modulator protein); RIP,
(receptor-interacting protein); T2K, (TRAF2-associated kinase); TANK, TRAF (family
member associated NF-kB activator); TRADD, (TNF receptor-associated death domain
protein); TRAF, (TNF receptor-associated factor) (Revisto por Mak & Yeh, 2002)
(Figural7).
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Figura 17. Sinalizagdo intracelular via TNFR. Fonte Mak & Yeh, 2002

3.2. MORTE CELULAR INDUZIDA POR MICOBACTERIAS

A apoptose estd implicada na geragao e na resolugdo da inflamagdo em resposta a
diferentes patogenos. Recentemente estudos mostraram que muitos patdogenos exercem
controle no processo que regula a apoptose das células infectadas. A inducao da apoptose
na infec¢do resulta de uma complexa intera¢ao de proteinas do parasita com a maquinaria
de proteinas da célula do hospedeiro. O suicidio da célula resultaria na impossibilidade de
sobrevivéncia do agente invasor, razao porque estes utilizam diferentes vias para impedi-lo.
Enquanto alguns virus patogé€nicos ativamente inibem a apoptose, garantindo a
multiplicagdo de sua progene, outros, como o do sarampo, induzem apoptose em células
dendriticas e células T. Na AIDS a infeccao viral induz apoptose em um niimero macico de
células T, resultando em um comprometimento profundo do sistema imune.

Além.de conferir uma vantagem seletiva para o virus, a capacidade de bloquear a apoptose

¢ a chave da transformacdo da célula hospedeira pelos virus oncogénicos. Além de



funcionar como um mecanismo protetor na infec¢ao bacteriana, a apoptose pode permitir a
eliminagdo do patdégeno sem inflamacao e subseqiliente dano no tecido.

Recentemente, Zychlinsky propde que em contraste a classica teoria da morte

celular imunologicamente silenciosa, as células ao sofrerem apoptose iniciariam um
processo inflamatério o que explicaria algumas doencas inflamatérias do intestino até
mesmo doencgas bacterianas, tais como Shigellose onde a apoptose de macréfago parece ser
a chave da inflamagao Zychlinsky et al (1992 e 1996); (Hersh et al., 1998).
A apoptose também tem sido descrita em varios outras infecgdes bacterianas entre elas,
Salmonela spp., Yersinia spp., micobactérias, Listeria monocytogenes, Corynebacterium
diphteriae, Bordetella spp., Staphilococcus spp., Pseudomonas spp., etc (revisto por
Zychlinsky & Sansonetti, 1997). O papel da apoptose na infec¢do micobacteriana ¢ um
tema controverso.

Molloy e cols. (1994) utilizando um modelo in vitro de infeccdo por BCG
demonstraram que a morte de macrofagos por necrose nao reduzia a viabilidade bacilar o
que era observado quando se induzia a morte por apoptose adicionando ATP as culturas
apontando a apoptose como um possivel mecanismo de contengdo da infecgao.

Entretanto, quando a apoptose foi induzida por ativagao do receptor Fas, utilizando como
ligante anticorpos monoclonais APO1/CD95 em cultura de macréfagos infectados com M.
avium-M. intracellulare, ndo se observou correlagdo entre a taxa de apoptose e a
viabilidade bacteriana uma vez que nem todo estimulo para apoptose resulta em morte da
micobactéria intracelular (Laochumroonvorapong et al., 1996).

Entretanto, a infec¢do pelo Mycobacterium tuberculosis-Mtb induziu em macrofago
alveolar humano apoptose TNF dependente e esta apoptose estava associada com uma
maior taxa de morte do bacilo.

Keane ¢ cols. (2000) demonstraram que um tipo atenuado de Mycobacterium
tuberculosis-Mtb (H37Ra) induziu mais apoptose em macrofagos alveolares humanos que
um tipo virulento de Mtb (H37Rv). Este fato se correlacionou com a susceptibilidade dos
macrofagos ao efeito do TNF e verificou-se que a taxa de crescimento do H37Rv era maior
do gue a do Mtb atenuado H37Ra.

Analise da resposta da célula THP1 a infec¢do com micobactéria virulento mostra

que o sinal de morte pelo TNF estd bloqueado, sugerindo que a interferéncia com a



sinalizagdo de morte pelo TNF pode ser um fator de viruléncia que permite ao Mtb driblar a
defesa inata.

A primeira descricdo de apoptose na hanseniase foi feita por Cree et al., (1986) que
mostrou a presenca de corpos apoptoticos em bidpsias de pele predominantemente na forma
tuberculdide sugerindo que se tratava de células epitelidides presentes nos granulomas..
Posteriormente, Gupta e cols. demonstraram que células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com hanseniase sofreram apoptose espontanea apos 24 horas de
cultura o que foi inibido com anticorpos anti-TNF sugerindo um papel desta citocina na
inducgdo de apoptose (Gupta et al., 1999).

Interessantemente, neste estudo a inibi¢do da apoptose por ionomicina € zinco
aumentou os niveis de IL-2 em contraste com a reducdo do TNF (Gupta , 1999).
Analizando a taxa de apoptose em biopsias de tuberculose, hanseniase e leishmania,
Mustafa e cols. (2001) mostraram que apoptose era mais frequente em biopsias de nervo do
que nas lesdes cutaneas de hanseniase e células com caracteristicas de células de Schwann
(CS) expressarem Fas L e antigenos de micobactérias.

Neutrofilos obtidos de pacientes com hanseniase cultivados in vitro apresentaram
apoptose, o que foi confirmado utilizando-se a técnica de eletroforese de DNA. Neste
estudo verificou-se que a taxa de apoptose em neutréfilos de pacientes semelhantemente as
células do individuo normal aumentava com o tempo de cultura, porém em 12 horas era
significativamente maior nos pacientes. Pacientes com reacao tipo II (ENL) exibiam taxa
de morte celular significativamente maior quando comparados com pacientes nao
reacionais ¢ com individuos sadios. Elevacao dos niveis de TNFa e IL-8 foram induzidos
por LPS, M. leprae e LAM-ML, havendo uma tendéncia dos pacientes com ENL
mostrarem picos mais elevados de produ¢dao de TNFa em estagios mais precoces do cultivo
fato que poderia estar relacionado a sintomatologia clinica destes pacientes. (Oliveira et al.,
1998).

Recentemente, Hernandez e colaboradores (2003) demonstraram que macroéfagos
infectados com M. leprae sofrem apoptose, dependente e com intensidade que variou em
fun¢@o da quantidade de microorganismos infectantes aumentando a taxa progressivamente
maior quando a taxa de infec¢dao alcancava 20:1. Quando se adicionou IFN-y na cultura

observou-se um/aumento no percentual de células apoptoticas assim como um aumento na



producao de TNF alpha. Isto leva a sugerir que a atividade microbicida atribuida ao IFN-y
pode ser influenciada pelos niveis de TNF e pela taxa de apoptose das células infectadas. A
analise de RNA mensageiro (RNAm) extraido destas células mostrou que o M. leprae foi
capaz de ativar a expressao de genes Bax e Bak envolvidas na regulacdo de apoptose.
Finalmente, a pentoxifilina, uma droga conhecida como inibidora do TNF, quando
adicionada as culturas e houve uma diminui¢do no percentual de apoptose e nos niveis de
TNF paralelo a diminui¢ao na expressao dos genes Bax e Bak Interessantemente leucocitos
de pacientes sofrendo estados reacionais apresentaram taxa elevada de apoptose espontanea

quando comparada com os pacientes nao reacionais.

3.3. TLR E APOPTOSE

A inducdo de apoptose por componentes de micobactérias foi recentemente
atribuida a ativacao de receptor Toll (TLR) em células estimuladas por estes patdogenos
(revisto por Heldwein & Fenton, 2002).

O estimulo de células expressando TLR2 com lipopeptideos bacterianos resulta em
citotoxidade dose-dependente e em mudancas morfoldgicas sugestivas de apoptose e
dependente de TLR2 (Aliprantis, 1999). Outros componentes bacterianos tais como LPS e
PAMPs sao sinalizadores para morte celular através de TLR.

As proteinas da familia Toll identificadas no genoma humano tém fungdes essenciais na
ativacdo da resposta inflamatoria através do reconhecimento de diferentes patogenos.
Receptores Toll podem induzir respostas variadas em diferentes tipos celulares
freqiientemente associadas a defesa do hospedeiro. Previamente foi descrito que TLR2 e
TLR4 ativam a via de transducao de sinal NF-kB considerado um fator de transcri¢ao anti-
apoptotico (Wang et al., 1998), entretanto tem sido descrito que em alguns sistemas o NF-
kB parece participar da indugdo do processo de morte. A apoptose de células HL-60,
induzida por etoposideo, ¢ dependente de NF-kB (Aggarwal, 2000). Sabendo-se que as
bactérias patogenicas podem usar os receptores Toll para matar macrofagos, as vias de
sinalizacdo utilizadas por TLR2 para ativar NF-kB e apoptose em resposta a BLPs
(lipoproteinas bacterianas) tem sido investigada. Ha evidéncias de que a inibi¢cdo de fatores

da via NF-kB incluindo TRAF-6, NIK e IKKB, aumenta a apoptose, sugerindo que o fator



de transcrigdo NF-kB ¢ protetor contra a apoptose mediada por TLR. Por outro lado, a
apoptose ¢ bloqueada através da hiperexpressao de uma forma dominante negativa de
FADD e de caspase 8. Estes dados demonstram que multiplas vias de sinalizagdo sao
iniciadas em resposta a ativacdo por TLR, sugerindo que o equilibrio entre as moléculas de
transducao de sinal especificas dentro da célula pode determinar o destino da célula apos a

ativagao por TLR.

3.4. APOPTOSE EM CELULAS DE SCHWANN

A apoptose desempenha importante papel no periodo de desenvolvimento do nervo
periférico. A relagao intima entre a CS e o axdnio ¢ indispensavel para a sobrevivéncia
daquela célula e a interrupgao induz a apoptose dos precursores da CS (revisto por Jessen e
Mirsky, 1999). Entretanto CS apoptoticas nao sdao detectaveis no SNP normal de
mamiferos. Uma variedade de doengas neurologicas, entretanto, sdo caracterizadas por
perda especifica de neurdnios e apoptose parece ser 0 mecanismo predominante de morte
celular. Entre elas se incluem Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica,
retinopatia pigmentosa e varias formas de degeneracao celular.
O stress oxidativo, a toxicidade pelo célcio, os defeitos mitocondriais e a deficiéncia de
fator de sobrevivéncia predispde os neurdnios a apoptose tanto in vivo como in vitro.
Fatores de crescimento neurotréficos e a matriz extracelular alteram o limiar de apoptose
destas células semelhantemente ao que se observa quando ha hiperexpressao de bcl2. O
nivel de apoptose de uma célula nervosa ¢ entdo determinado pelo efeito combinado de
fatores de sobrevivéncia internos e externos. Estes dados se confirmaram quando outros
autores utilizaram uma linhagem de célula de Schwann de rato transfectada para estudar os
papéis de NGF (fator de crescimento de nervo), Bcl e CrmA (modificador de resposta de
citocina) na morte de célula de Schwann in vitro. O estudo demonstrou que as células de
Schwann transfectadas com Bcl-2 foram suscetiveis a apoptose em resposta a NGF de
exogenos, ao passo que as células expressando Crma foram resistentes (Merja Soilu-Ha"
nninen e cols., 1999).

A injaria celular causada por radicais livres liberados nos locais de inflamagao

poderia induzir apoptose tal como a que se observa in vitro.



Nas atrofias musculares espinhais, uma desordem neurodegenerativa recessiva, um dos
genes recentemente associados a esta doenga ¢ uma proteina inibidora de apoptose neuronal
que ¢ homologa da proteina inibidora da apoptose no baculovirus. Desta forma as mutacdes
neste gene podem resultar em maior susceptibilidade do neurénio motor a apoptose.
(revisto por Thompson et al., 1995).

O papel de apoptose nas CSs em neuropatias periféricas também foi demonstrado.
As bidpsias de nervo de pacientes com neuropatia Charcot-Marie-Tooth exibiram nucleos
apoptoticos, o que se correlacionou com dareas desprovidas de neurofilamento e com a
identificacao imunohistoquimica de células de Schwann nao mielinizadas.

Neste estudo foi possivel demonstrar a reducdo concentrada do nimero de CS favorecendo
a apoptose. Em contraste, a presenca de apoptose na neuropatia hereditaria com paralisia
causada por pressdo (hereditary neuropathy with pressure palsies - HNPP) estaria
relacionada com o estado regenerativo € com o aumento do nimero de CS. Estes estudos
indicam que fatores que regulam o nimero de CS no desenvolvimento pds-natal continuam
a ser importante para a sua sobrevivéncia na vida adulta.

O modelo experimental de desnervagao em rato demonstrou que CS sofre rapida apoptose
na juncao neuromuscular, e que a aplicagao de fatores de crescimento membros da familia
das neuroregulinas previnem a apoptose in vitro. Este foi um estudo importante para
confirmar o papel de CS na regulacao do crescimento neural e demonstrou que a interagao
trofica axonio x CS ¢ fundamental no desenvolvimento do sistema neuromuscular
(Trachtenberg et al., 1996).

Tem sido demonstrado que no modelo experimental da neurite alérgica
experimental (EAN) apoptose de CS contribui com 10% da morte celular durante a fase
inicial da recuperacdo. A apoptose de CS segue o clearance de linfocitos T e ¢ mais
evidente nas areas de maior desmielinizacao porém ¢ rara onde predomina a degeneragao
Walleriana.

Alguns autores tém caracterizado as citocinas como agentes citotoxicos em doengas
do sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico, sendo que as citocinas pro-
inflamatérias tem uma fun¢do importante nas neuropatias periféricas tanto induzindo lesdes

quanto protegendo as CS no reparo do SNP (Lisak et al., 1997; Creange et al, 1998).



Estudando o papel do TNFa na (PDIC) poliradiculoneurite desmielinizante inflamatoria
cronica, Bonetti e cols. (1999) mostraram em estudos funcionais que receptores de TNF
promoveriam a ativagao de NF-kB e c-jun detectado em nucleo de CS em bidpsias de nervo
de PDIC sem evidéncia de apoptose. Os autores concluem que a CS ¢ alvo de TNF, que
esta citocina influencia o destino de CS por vias transcripcionais de ativacdo e modula o
seu fenotipo.

Em estudo recente, Bonetti e cols. demonstraram que CS expostas a TNF ou IFN

eram capazes de induzir tanto apoptose como lise de linfécitos T. Em cultura, as CS
aumentaram a expressdo de Fas ligante e perforina®® quando estimuladas por YIFN e TNF.
Estes autores concluiram que as CS expostas a citocinas inflamatorias tém a capacidade de
induzir dano seletivo ao linfocito T e, assim, de regular a resposta imune no SNP.
A expressdao de citocinas tem induzida desmielinizagcdo no PNS, e este efeito estd
diretamente relacionado ao dano na bainha de mielina e no axdnio (Gillen et al., 1998). As
células que produzem citocinas no nervo periférico incluem macrofagos residentes e
recrutados, linfocitos, mastocitos, células de Schwann e, provavelmente, neuronios. Varios
estudos tém indicado que astrocitos e microglia ativados através de diversos estimulos em
sitios de inflamagdo, injuria e degeneracao do tecido nervoso central t€ém capacidade de
produzir uma série de citocinas com atividades pré-inflamatorias semelhante as de TNFa e
IL-18 ou atividades antiinflamatorias IL-10 e TGF-B1. Desta forma, neurdnios ou células
da glia expressando os receptores podem tornar-se alvos para estas citocinas (Satoh et al.,
1998).

Em algumas situacdes a morte no sistema nervoso pode ser controlada por fatores
que garantem a sobrevivéncia das células. Ha crescente investigagdo da participacao de
TGF beta na morte de células de Schwann. TGF 3 (Transforming growth factor ) ¢
expresso por celulas de Schwann e tem efeitos sobre a proliferacdo, aumenta a expressao de
L1 e ICAM e fenotipo destas células (Cheng and Mudge (1996); Stewart et al.1995a,b;
Scherer e Salzer, 1996, e revisto por Mirsky & Jessen, 1996). TGFf induz a morte em
c¢lulas de Schwann durante a fase neonatal e embriogénica das células de Schwann (Meier

et al., 1999). Skoff e col. (1998) mostraram que TGFf atua sinergisticamente com TNFao
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A perforina€uma proteina formadora de poros, presente em células citotoxicas.



na morte celular de CS de rato. Neste estudo ficou demostrado que as CS de rato
expressavam os dois receptores de TNF e que a combinagdo de TNF com TGF causou
significativa perda de adesdo nas CS, assim como morte celular. Os fendmenos nao se
repetiram quando as citocinas foram utilizadas separadamente. Outras citocinas tém sido
envolvidas na morte por apoptose em células de Schwann, como por exemplo IL-1p e IFN-
Y que atuam separadamente ou combinadas (mas ndo sinergisticamente) induzindo
proliferagao ou apoptose (Conti et al., 2002). Muitos autores t€ém demonstrado que a
liberacao de mediadores inflamatoérios poderia levar direta ou indiretamente a injuria no
nervo na auséncia de M. leprae vivo. Entretanto, o efeito de bactérias e citocinas sobre

células de Schwann ainda ndo esta totalmente esclarecido.



Objetivos

Geral

Explorar os mecanismos de lesdao do nervo na hanseniase envolvendo a célula de Schwann e
componentes imunoinflamatorios.

Especificos
Estabelecer e caracterizar morfologicamente a linhagem de célula de Schwann humana
ST88-14.

Analisar a expressao dos genes e a secrecdo constitutiva de citocinas (TNFa, IL-8, IL-6) e
seus receptores (TNF-RI e II) na linhagem ST88-14.

Identificar a expressdao de receptores Toll-like receptor 2 (TLR2) na linhagem ST88-14 e
em lesOes cutaneas de hanseniase.

Avaliar a expressao de moléculas MHC classe I e II na linhagem ST88-14.
Avaliar a produgao de TNF-a pela linhagem ST88-14 in vitro na presenca de M. leprae.

Analisar a expressdo e a secre¢ao de citocinas IL-8 e IL-6 pela linhagem ST88-14 na
presenca do lipopeptideo 19 kDa de M. leprae.

Analisar parametros indicativos de morte celular por apoptose induzida via receptor Toll na
linhagem ST88-14 na presenca do lipopeptideo 19 kDa de M. leprae.

Analisar parametros indicativos de morte celular por apoptose na linhagem ST88-14 na
presenca de M. leprae.

Analisar parametros indicativos de morte celular por apoptose em lesdes cutineas de
hanseniase.



RESULTADOS

CAPriTULO 1

EXPRESSION OF TOLL-LIKE RECEPTOR 2 ON HUMAN SCHWANN CELLS: A
MECHANISM OF NERVE DAMAGE IN LEPROSY

O uso de uma linhagem de célula Schwann humana no laboratorio tem sido
aplicada no que diz respeito ao estudo da interacao entre M. leprae e célula
de Schwann. A capacidade de ligantes de M. leprae induzirem apoptose em
células de Schwann por TLR-2 proporciona um mecanismo pelo qual a
ativacdo da resposta imune inata contribui para a injiria de nervo na
hanseniase. Desta forma, investigamos neste estudo a expressao do receptor
TLR-2 na linhagem de células de Schwann (ST88-14) e em pacientes com
hanseniase. Posteriormente, a possibilidade destas células serem susceptiveis
a morte pela ativagdo do receptor TLR-2 foi também avaliada. A expressao
de TLR-2 na superficie da linhagem ST88-14 ¢ em células primarias foi
detectada bem como um aumento no nimero de células com caracteristicas
apoptoticas seguinte a incubacao com a lipoproteina 19kD de M. leprae. A
apoptose induzida pelo lipopeptideo nas células de Schwann foi bloqueada
com anticorpo monoclonal anti-TLR2. Paralelamente, foi também observado
que as células de Schwann em lesdes de pele de pacientes com hanseniase

expressam TLR-2.

Expression of Toll-Like Receptor 2 on Human Schwann Cells: a Mechanism of Nerve
Damage in Leprosy. 2003. Infection and Immunity. 71:1427-1433



INFECTION AND IMMUNITY, Mar. 2003, p. 1427-1433
0019-9567/03/$08.00+0 DOI 10. 1128/IAI 71.3.1427-1433.2003

Vol. 71, No. 3

Copyright © 2003, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Expression of Toll-Like Receptor 2 on Human Schwann Cells:
a Mechanism of Nerve Damage in Leprosy

Rosane B. Oliveira,"* Maria T. Ochoa,’ Peter A. Sieling,' Thomas H. Rea,’
Anura Rambukkana,* Euzenir N. Sarno,” and Robert L. Modlin'*

Division of Dermatology, Department of Microbiology and Immunology, David Geffen School of Medicine, University
of California at Los Angeles, Los Angeles, California 90095"; Leprosy Laboratory, Oswaldo Cruz Institute,
FIOCRUZ, Manguinhos, Cep 21045-900, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil’; Division of Dermatology,

Keck School of Medicine, University of Southern California, Los Angeles, California 90033 and
Laboratory of Bacterial Pathogenesis and Immunology, Rockefeller University,
New York, New York 10021*

Received 9 July 2002/Returned for modification 5 September 2002/Accepted 3 December 2002

Nerve damage is a clinical hallmark of leprosy and a major source of patient morbidity. We investigated the
possibility that human Schwann cells are susceptible to cell death through the activation of Toll-like receptor
2 (TLR2), a pattern recognition receptor of the innate immune system. TLR2 was detected on the surface of
human Schwann cell line ST88-14 and on cultured primary human Schwann cells. Activation of the human
Schwann cell line and primary human Schwann cell cultures with a TLR2 agonist, a synthetic lipopeptide
comprising the N-terminal portion of the putative Mycobacterium leprae 19-kDa lipoprotein, triggered an
increase in the number of apoptotic cells. The lipopeptide-induced apoptosis of Schwann cells could be blocked
by an anti-TLR2 monoclonal antibody. Schwann cells in skin lesions from leprosy patients were found to
express TLR2. It was possible to identify in the lesions Schwann cells that had undergone apoptosis in vivo. The
ability of M. leprae ligands to induce the apoptosis of Schwann cells through TLR2 provides a mechanism by
which activation of the innate immune response contributes to nerve injury in leprosy.

For patients with leprosy, nerve damage is a major cause
of morbidity. Although antibiotic therapy can eliminate the
pathogen, Mycobacterium leprae, therapy is often initiated after
nerve damage has occurred. Furthermore, nerve damage can
occur during the administration of therapy, in particular, dur-
ing the reactive states of erythema nodosum leprosum and the
reversal reaction.

In all forms of leprosy, M. leprae can be detected in nerves in
active lesions (24). The M. leprae-Schwann cell interaction is a
complex process, involving multiple bacterial ligands and cel-
lular receptors (21). One initial target for the M. leprae inter-
action with peripheral nerves is laminin 2, located in the basal
lamina of the Schwann cell axon unit (22). A specific glycolipid
of M. leprae has been shown to mediate this interaction and
hence determine the predilection of M. leprae for nerves (17).
Other mycobacteria, including M. tuberculosis, M. chelonae,
and M. smegmatis, exhibit laminin-binding capacity for adher-
ence to Schwann cells (14). The colonization of Schwann cells
by M. leprae also stimulates granuloma formation and cell-
mediated nerve injury (28). However, damage to cutaneous
nerves can also occur in the absence of immune cells (23).
Therefore, study of the M. leprae-Schwann cell interaction is
essential for understanding the mechanisms of nerve injury in
leprosy.

The ability of the host to rapidly detect invading pathogens
is an important feature of the innate immune system and is
mediated in  part by-pattern recognition receptors that recog-
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nize various classes of microbial ligands. In particular, Toll-like
receptor 2 (TLR2) has been shown to be involved in the rec-
ognition of mycobacterial lipoproteins (2, 5). Evidence impli-
cates the Toll family of receptors as having an important role
in host defense. The Toll family of receptors has been con-
served throughout hundreds of millions of years of evolution,
to include both insects and mammals. Mutation of toll in Dro-
sophila dramatically increases susceptibility to fungal infections
(13). Mice with spontaneous or targeted mutations in TLRs
are more susceptible to bacterial infections, further implicating
TLRs as critical receptors in mammalian host defense (4, 8, 15,
19, 29, 32). TLRs are required for the optimal induction of
innate immunity in mouse models of microbial infection (31,
33). Although the activation of TLRs can contribute to host
defense through the direct induction of antimicrobial re-
sponses (30) or activation of the adaptive immune response
(16), the activation of TLRs can also lead to tissue injury,
including the manifestations of septic shock (20) and the in-
duction of apoptosis (9).

Previously, whole M. leprae was found to favor Schwann cell
survival over apoptosis (23). However, the breakdown of M.
leprae either before or during treatment results in the release
of bacterial macromolecules that could activate TLRs, includ-
ing lipoproteins that activate TLR2. In the present study, we
sought to determine whether microbial lipopeptides can trig-
ger Schwann cell apoptosis via TLR2 and hence contribute to
nerve damage in leprosy.

MATERIALS AND METHODS

Cell line and culture. The ST88-14 tumor cell line was established from
malignant schwannomas (neurofibrosarcomas) from patients with neurofibroma-
tosis type 1 (26) and was generously donated by J. A. Flechter (Dana Farber

0T0Z ‘8T Ateniga- uo Aq Bio°wse el woly papeojumod


http://iai.asm.org

1428 OLIVEIRA ET AL. INFECT. IMMUN.

MAG IgG1

A

T TLR-2 | MHC-I MHC-II
1] ©
£ 5 E
2 ] >
- w w
[T]
0
£
O 4 p
= S{0f 701 q0%F 40% 10 10° 107 10% 10 10 “{pf qgl {DZ 0% 10%
] Empty Empty Etmpty
fluorescence intensity >

C Media

Media
19 kDa 19 kDa
19 kDa +TLR2 19 kDa + TLR2
19 kDa + IgG1 19 kDa + IgG1
0 50 100 150 200 250 300 0 20 40 60 80 100120 140
IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)

19 kD+anti-TLR2 19 kD+IgG1

%apoptotic cells

35 4
30 +

25

20 -

15 -

10

‘'m0 .
0 - T T .

Media 19kD 19kD + 19kD+igG1
anti-TLR2

0T0Z ‘8T Ateniga- uo Aq Bio°wse el woly papeojumod


http://iai.asm.org

VoL. 71, 2003

Cancer Institute, Boston, Mass.). The cells were grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 100 U of penicillin/ml, 100 pg of streptomycin/ml, 2 mM
L-glutamine, and 15% fetal calf serum (HyClone, Logan, Utah) (culture me-
dium) in a humidified CO, incubator. The purity of Schwann cells was assessed
by microscopic examination after immunostaining with antibodies to myelin-
associated glycoprotein (MAG) and Ca®* binding protein (S-100) as described
below. For in vitro assays, ST88-14 cells were suspended in culture medium and
cultured (7 X 10* cells/well) on 24-well plates (Falcon, Franklin Lakes, N.J.) at 37°C.

Primary human Schwann cell cultures. Human Schwann cells were prepared
from nerve explants from adult human donors as described previously (6).
Briefly, nerve fragments were dissected free of connective tissue, cut into small
(2- to 4-mm) fragments, and placed in culture medium with enzymes to dissociate
the cells. Schwann cells were further purified to homogeneity by using fluores-
cence cell sorting with the aid of a Schwann cell-specific p75 (low-affinity nerve
growth factor receptor) monoclonal antibody (MAb) (N. Tapinos and A. Ram-
bukkana, submitted for publication). The purity of Schwann cells was evaluated
by labeling with anti-p75 antibody, which revealed >95% p75-positive cells (see
Fig. 3A). These highly purified Schwann cells were seeded on mouse laminin 1
(4 pg/ml) in phosphate-buffered saline (PBS) in 200-pnl chamber slide wells and
grown for 2 days prior to the experiments.

Patients and clinical specimens. Patients with leprosy were classified accord-
ing to the criteria of Ridley and Jopling (25). Scalpel or punch skin biopsy
specimens (6-mm diameter) were obtained at the time of diagnosis from patients
after they gave informed consent. The specimens were embedded in OCT me-
dium (Ames, Elkhart, Ind.), snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at —70°C
until sectioned.

Antigens and antibodies. The M. leprae 19-kDa lipopeptide was synthesized at
the University of Texas Southwestern Medical Center (gift of Michael Norgard).
The following antibodies were used for immunohistochemical studies: rabbit
anti-S-100 (Zymed Laboratories, South San Francisco, Calif.), mouse anti-hu-
man MAG (Chemicon, Temecula, Calif.), mouse anti-human neural cell adhe-
sion molecule (anti-human NCAM) (DAKO, Carpinteria, Calif.), mouse anti-
human TLR2 (2392; Genentech, San Francisco, Calif.), immunoglobulin G
(IgG) controls (Sigma, St. Louis, Mo.), goat anti-rabbit IgG (Caltag, Burlingame,
Calif.), and horse anti-mouse IgG (Vector Laboratories, Burlingame, Calif.).

Measurement of cytokines. Schwann cells were resuspended in culture me-
dium and cultured (7 X 10* cells/well) on 24-well plates (Costar Corporation,
Cambridge, Mass.) at 37°C. Human Schwann cell lines were stimulated with the
19-kDa lipopeptide (100 ng/ml) for 96 h. Cytokine levels (interleukin 18 [IL-1B]
[BioSource, Camarillo, Calif.] and IL-6, IL-8, IL-12, and tumor necrosis factor
alpha [TNF-a] [BD-Pharmingen, San Diego, Calif.]) in the culture supernatants
were measured by using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits ac-
cording to manufacturer instructions.

Immunoperoxidase labeling. NCAM and TLR2 expression in leprosy lesions
was determined by immunoperoxidase labeling of cryostat sections of skin biopsy
specimens by using anti-human NCAM, anti-human TLR2, or an isotype control
antibody. Cryostat sections (3 to 4 wm) were acetone fixed for 10 min and
blocked with normal serum before incubation with the antibodies for 60 min,
followed by biotinylated horse anti-mouse IgG for 30 min. Slides were washed
with PBS between incubations. Primary antibodies were visualized with the ABC
Elite system (Vector Laboratories, Burlingame, Calif.),which uses avidin and a
biotin-peroxidase conjugate (ABC) for signal amplification. ABC was incubated
for 30 min, followed by incubation with a substrate (3-amino-9-ethylcarbazole;
Vector Laboratories) for 10 min. Slides were counterstained with hematoxylin
and mounted in aqueous/dry mounting medium (Crystal Mount; Biomeda, Fos-
ter City, Calif.).

Immunofluoresence labeling. Schwann cells were cultured on 24-well plates
containing glass coverslips covered with 4% silane (Sigma). The samples were
washed (three times for 10 min each time) with PBS and fixed in 4% parafor-
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maldehyde. After the samples were washed (three times for 10 min each time)
with PBS, they were incubated with primary antibodies (anti-S-100 and anti-
human MAG). Secondary antibodies (fluorescein isothiocyanate [FITC]- goat
anti-rabbit IgG and FITC-goat anti-mouse IgG) were added, and the mixture
was incubated for 30 min at room temperature. Coverslips were mounted with
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories).

Double immunofluorescence of leprosy lesions. Two-color immunofluores-
cence staining was performed by serial incubation of sections with mouse anti-
human NCAM (IgG2a) MAb followed by incubation with an isotype-specific
fluorochrome conjugated MAD (goat anti-mouse IgG2a-specific tetramethyl rho-
damine isothiocyanate [TRITC]; Southern Biotechnology Associates, Birming-
ham, Ala.). Sections were washed and incubated with mouse anti-human TLR2
(IgG1) followed by goat anti-mouse IgG1-specific FITC (CalTag).

Confocal microscopy. Immunofluorescence sections were examined with a
Leica-TCS-SP inverted confocal laser scanning microscope fitted with krypton
and argon lasers. Sections and cells were illuminated with 488 and 568 nm of light
after filtering through an acoustic optical device. Images decorated with FITC
and TRITC were recorded simultaneously through separate optical detectors
with a 530-nm band-pass filter and a 590-nm long-pass filter, respectively. Pairs
of images were superimposed for colocalization analysis.

Flow cytometry. To assess the cell surface expression of TLR2, standard flow
cytometric analysis was performed. Cells were harvested and blocked with hu-
man serum for 1 min at 25°C to reduce nonspecific FcR binding. Schwann cells
were stained with MAbs to TLR2, major histocompatibility complex class I
(MHC-T), and MHC-II for 20 min at 4°C. Cells were washed twice and incubated
with phycoerythrin-labeled goat anti-mouse IgG for 20 min at 4°C. After staining,
cells were washed and fixed in 2% paraformaldehyde before analysis on a Becton
Dickinson (Mountain View, Calif.) FacsScan or FacsCalibur flow cytometer.
Gating was set on large granular cells, and 10,000 gated events were collected
from each sample. Data were analyzed by using WinMDI 2.8 (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, San Diego, Calif.).

Identification of apoptotic cells by Hoechst staining. Nuclear fragmentation of
Schwann cells was assessed as a hallmark of apoptosis. ST88-14 and primary
Schwann cells were seeded on 24-well plates containing glass coverslips and
incubated in the presence or absence of anti-human TLR2 blocking MAb (10
pg/ml) or isotype control antibody for 30 min. Subsequently, the 19-kDa lipopep-
tide (100 ng/ml, 20 pg/ml) or actinomycin D (ActD) (10 pg/ml) was added in a
total volume of 0.5 ml/well, and the mixture was incubated for 24 h. Control cells
were cultured in medium alone. Cells were washed with PBS, fixed in 4%
paraformaldehyde, and stained with Hoechst dye 33258 (Sigma) for 15 min.
Slides were allowed to air dry, and the nuclear morphology of cells was viewed
under UV light exposure. For quantitative analysis, the percentage of nuclear
fragmentation was calculated on the basis of the examination of at least 500 cells
in multiple vision fields.

TUNEL assay. Apoptotic cells in leprosy lesions were identified by using the
terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling
(TUNEL) method in accordance with supplier instructions (Boehringer Mann-
heim). Briefly, paraffin skin sections were dewaxed by heating at 60°C for 1 h,
washed in xylene, and rehydrated through a graded series of ethanol. Slides were
incubated in permeabilization solution (proteinase K [20 wg/ml] in 10 mM
Tris-HCI) for 20 min at 37°C, followed by incubation with TUNEL reaction
mixture for 60 min at 37°C. After labeling, samples were incubated with Con-
verter-POD for 30 min at 37°C, followed by the addition of the substrate 3-ami-
no-9-ethylcarbazole and incubation for 10 min. Slides were counterstained with
hematoxylin and mounted in aqueous dry mounting medium (Crystal Mount).
Negative controls included incubation with label solution instead of TUNEL
reaction mixture.

Statistical analysis. Student’s ¢ test was used to compare the numbers of
apoptotic cells in the primary human Schwann cells and human Schwann cell

FIG. 1. Expression of TLR2 and TLR2-induced apoptosis in a human Schwann cell line. (A) The human Schwann cell line expressed S-100 and
MAG, markers compatible with Schwann cells. (B) Schwann cells were labeled with anti-TLR2, anti-MHC-I, and anti-MHC-II MAbs (thick lines)
or isotype control antibodies (thin/line), followed by phycoerythrin- or FITC-conjugated goat anti-mouse antibodies, and examined by flow
cytometry. The results'shown are representative of three independent experiments that gave similar results. (C) Schwann cells produced IL-6 and
IL-8 in response to the 19-kDa lipopeptide. The ability of Schwann cells to release IL-6 and IL-8 in response to the 19-kDa lipopeptide was
dependent on'TLR2. Broken lines indicate.the minimum level of detection of the cytokine ELISA. (D) The 19-kDa lipopeptide induced apoptosis
in Schwann cells in a TLR2-dependent manner. Arrows indicate apoptotic cells. (E) Quantification of apoptotic cells. The nuclear morphology of
apoptotic cells was assessed after Hoechst staining and exposure to UV light. The results from one representative experiment of three are shown.
For quantitative analysis, percent nuclear fragmentation was calculated based on an examination of at least 500 target cells in multiple vision fields.

The data are shown as mean and standard deviation.
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lines. Differences between means were considered significant when P values were
less than 0.05.

RESULTS

Schwann cell line ST88-14 expresses functional TLR2 and
undergoes apoptosis in response to TLR2 ligation. In order to
develop an in vitro model to study nerve damage in leprosy
caused by M. leprae, we used Schwann cell line ST88-14 (26).
Immunohistochemical analysis confirmed that the cell line ex-
pressed S-100 and (MAG (Fig. 1A), markers compatible with
Schwann cells. We measured TLR2 expression by flow cytom-
etry and found that TLR2 was expressed at moderate levels in
comparison to MHC-I but at higher levels in comparison to
MHCH-II (Fig. 1B). We detected no change in TLR2 expression
after activation with a TLR2 ligand, the active N-terminal
peptide of the M. leprae 19-kDa lipoprotein (S. R. Krutzik and
R. L. Modlin, submitted for publication). These data indicate
that Schwann cell line ST88-4 expresses TLR2 constitutively
and thus that Schwann cells may be responsive to microbial
pattern molecules.

To investigate the functional significance of TLR2 expres-
sion on the Schwann cell line in the context of inflammation,
we first evaluated cytokine production in response to the 19-
kDa lipopeptide of M. leprae. We detected very low levels of
inflammatory cytokines (IL-1B, IL-12, and TNF-a were not
detectable; IL-6 and IL-8 are shown in Fig. 1C) in response to
the 19-kDa lipopeptide. Lipopeptide activation of IL-6 and
IL-8 from the Schwann cell line was inhibited by antibodies to
TLR2, demonstrating a functional TLR2 response in Schwann
cells.

While evaluating their response to the 19-kDa lipopeptide,
we were surprised to find that the normally adherent Schwann
cells detached from cell culture plates. TLR2 ligation promotes
apoptosis (3) of Schwann cells, thus, we evaluated apoptotic
cell death by monitoring changes in nuclear morphology with
Hoechst dye. Cells with condensed nuclei, characteristic of
apoptosis, comprised 9% * 0.8% (mean and standard error of
the mean) of the cultures in the absence of the 19-kDa lipopep-
tide (Fig. 1D and E), but the frequency of apoptotic cells
increased to 29% = 2.6% in the presence of the 19-kDa li-
popeptide. When cultures were incubated with an anti-TLR2
MAD prior to exposure to the lipopeptide, nuclear damage was
diminished to 7% =+ 2.1% (P < 0.05), whereas the frequency of
apoptotic cells in the presence of an isotype control antibody
was 24% =+ 2.1% (P < 0.001). These data indicate that TLR2
ligation induces apoptosis in a human Schwann cell line.

TLR2 activation on primary human Schwann cells induces
apoptosis. We next wanted to determine whether primary hu-
man Schwann cells-expressed functional TLR2. Primary hu-
man Schwann cells isolated from nerves showed typical
Schwann cell morphology when labeled with a MADb to
Schwann cell-specific p75 (Fig. 2A). Primary Schwann cells
also expressed-TLR2 and high levels of MHC-I (Fig. 2B). To
determine whether  FTLR2 might trigger apoptosis in primary
Schwann cell cultures, we cultured the cells in the presence or
absence of the'19-kDa lipopeptide and assessed morphologic
changes characteristic.of,apoptosis by using Hoechst dye. Cells
with nuclear fragmentation, indicative of apoptosis (Fig. 2C),
were not detectable in cultures containing medium but in-

INFECT. IMMUN.

creased to 20% * 2.1% in the presence of the 19-kDa lipopep-
tide. Apoptosis was inhibited in the presence of an anti-TLR2
MAD, with 4% = 2.0% (P < 0.001) of cells showing evidence
of nuclear damage, whereas the frequency of apoptotic cells in
the presence of an isotype control antibody was 12% * 2.1%
(P < 0.05) (Fig. 2D). These data indicate that the activation of
TLR2 induces apoptosis in primary human Schwann cells.

Schwann cells in leprosy lesions express TLR2. To deter-
mine whether Schwann cells in vivo express TLR2, skin biopsy
specimens from leprosy patients were labeled with MADbs to
NCAM, a Schwann cell marker, and TLR2. Although we an-
alyzed almost 20 patients representing the clinical spectrum of
leprosy, it was difficult to localize intact nerve cells in the skin.
Therefore, we evaluated TLR2 expression in lesions where
nerve cells were evident, regardless of the form of leprosy. The
NCAM antibody identified cells containing wavy nuclei typical
of nerve cells in all lesions (Fig. 3A, left panel). Cells with
characteristic nerve morphology were also found to express
TLR2 (Fig. 3A, right panel). Immunofluorescence staining for
both TLR2 and NCAM demonstrated that NCAM-positive
Schwann cells expressed TLR2 (Fig. 3B). The results obtained
with isotype control antibodies were negative (data not shown).
These data indicate that TLR2 is expressed on Schwann cells
in vivo and therefore may be susceptible to apoptosis through
TLR?2 ligation.

Apoptosis of Schwann cells in leprosy tissues. To determine
whether TLR2 expression on Schwann cells in leprosy lesions
correlated with apoptosis, DNA strand breaks were evaluated
as indicative of cellular apoptosis. Nerve cells within the skin
lesions of leprosy patients were stained positive by the TUNEL
technique (Fig. 4), which detects DNA strand breaks. Lym-
phoid tissue (tonsil) was used as a control to demonstrate
background levels of apoptosis. These data indicate that in
leprosy, human Schwann cells undergo apoptosis in vivo, and
this apoptosis correlates with the expression of TLR2 on
Schwann cells in lesions.

DISCUSSION

We investigated the contribution of TLR2, a pattern recog-
nition receptor of the innate immune system, to nerve damage
in leprosy. We found that TLR2 was expressed by a human
Schwann cell line, by primary human Schwann cell cultures,
and on Schwann cells in skin biopsy specimens from leprosy
patients. The activation of Schwann cells with a lipopeptide
comprising the functional N-terminal portion of the putative
M. leprae 19-kDa lipoprotein triggered nuclear apoptosis.
Schwann cells in leprosy lesions were also found to have un-
dergone nuclear apoptosis. These data suggest that the activa-
tion of TLR2 on Schwann cells contributes to nerve damage in
leprosy.

Several mechanisms of Schwann cell injury have been
thought to contribute to nerve damage in leprosy. Previously,
Spierings et al. provided striking evidence that human
Schwann cells process and present M. leprae antigen to CD4™"
T cells in an MHC-II-restricted manner (28). The ability of
these T cells to kill antigen-pulsed Schwann cells provides a
mechanism by which cell-mediated immunity to M. leprae can
contribute to nerve injury in leprosy. The release of TNF-a
locally in leprosy lesions and the binding of TNF-a to its
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FIG. 2. Expression of TLR2 and TLR2-induced apoptosis in a primary human Schwann cell line. (A) Primary human Schwann cells isolated
from nerve explants showed typical Schwann cell morphology when labeled with a MADb to Schwann cell-specific p75. (B) Primary Schwann cells
expressed TLR2 and the antigen-presenting molecule MHC class I (MHC-I). Specific antibodies are indicated by thick lines; isotype control
antibodies are indicated by thin lines: (C) The 19-kDa lipopeptide induced apoptosis in Schwann cells in a TLR2-dependent manner. (D) Quan-
tification of apoptotic cells. The nuclear morphology of apoptotic cells was assessed after Hoechst staining and exposure to UV light. For
quantitative analysis, percent nuclear fragmentation was calculated based on an examination of at least 100 target cells in multiple vision fields.
The data are shown as mean and standard error of the mean. The data are from a single donor, since this experiment was performed to confirm

the data from the cell lines.

receptors on Schwann eells may also=contribute to peripheral
nerve injury in leprosy (12, 27, 34). Other cytokines, including
IL-1B and gamma interferon, ‘can“also induce apoptosis in
cultured Schwann cells(7)./Nerve-damage can also occur in the
absence of apoptosis or lysis because of demyelination upon
exposure to M. leprae in the absence of immune cells (23).

Here we found that human Schwann cells express TLR2 and
that activation of TLR2 can lead to apoptosis. Recent studies
showed that bacterial lipoproteins induce the apoptosis of
monocytes through a TLR2-dependent pathway (2). Although
we measured TLR2-dependent IL-6 and IL-8 production from
Schwann cells, it is not clear at present whether inflammatory
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FIG. 3. TLR2 is expressed in vivo on Schwann cells in leprosy lesions.
(A) Representative sections of skin biopsy specimens from leprosy pa-
tients showing the expression of NCAM and TLR2. Arrows indicate cells
with wavy nuclei, characteristic of nerve cells. (B) Two-color immunoflu-
orescence staining of skin lesions from leprosy patients. Cryostat sections
of skin biopsy specimens were stained with anti-NCAM (red, left panels)
and anti-TLR2 (green, center panels) antibodies. The merge of the two
images (right panels) showed colocalization of NCAM and TLR2. The
presence of nerves in small biopsy specimens was variable. We analyzed
almost 20 patients representing the spectrum of leprosy; the lesions shown
were from a patient with erythema nodosum leprosum, a reaction in
lepromatous patients. The insets duplicate and highlight the doubly pos-
itive cells typical of Schwann cells (arrows). Original magnification, X630.
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cytokines are involved in TLR2-mediated apoptosis. We also
found that TLR2-positive Schwann cells in leprosy lesions un-
dergo apoptosis, potentially contributing to nerve damage in
leprosy. These findings do not exclude the contribution of
other mechanisms, including T cells or TNF-q, to apoptosis in
leprosy; rather, they allow for an additional pathway of nerve
damage.

Although the induction of apoptosis following the activation
of TLR2 may lead to tissue injury, apoptosis can also be a
beneficial component of the host response to the pathogen.
First, apoptosis, like lysis, can lead to the release of intracel-
lular bacteria, allowing their uptake by freshly activated mac-
rophages, which can dispose of them (11). Second, apoptosis
can lead to the release of antigen, which can be taken up and
presented, via MHC-I and MHC-II molecules, by professional
antigen-presenting cells (1, 10). Although Schwann cells can
express MHC-II molecules and present antigen to T cells (28),
the activation of TLR2 in monocytes has been shown to down-
regulate MHC-II expression and presentation (18). Further
studies are required to determine whether TLR activation on
Schwann cells directly affects antigen presentation by Schwann
cells or, through apoptosis, enhances presentation by profes-
sional antigen-presenting cells. The fact that whole M. leprae
does not induce apoptosis (23) suggests that the bacteria, when
intact, can evade detection by this aspect of the innate immune
system.

TLR2-induced apoptosis has been shown to involve a novel
pathway requiring myeloid differentiation factor 88 and nu-
clear factor kB and involving Fas-associated death domain
protein and caspase 8 (3). However, the mechanism of TLR-
induced apoptosis of Schwann cells remains to be investigated.
The use of TLR agonists as therapeutic agents must be care-
fully evaluated to achieve a balance in generating proinflam-
matory responses without tissue injury. On the other hand,
TLR antagonists could be useful in preventing immunopatho-
logic manifestations of the innate immune response to micro-
bial infection.

Tdt+

FIG. 4. Apoptotic Schwann cells in leprosy tissues. DNA strand breaks were detected on the basis of terminal deoxynucleotidyltransferase (Tdt)
activity and were found in cells witha morphology typical of Schwann cells in leprosy tissues. Arrows indicate apoptosis-positive cells with wavy
nuclei, characteristic of Schwann cells. Original magnifications, X100 (left and middle panels) and X400 (right panels). Tdt—, no enzyme added

(negative control); Tdt+, Tdt enzyme added; T-lep, tuberculoid leprosy.
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RESULTADOS

CAPITULO 2

INDUCTION OF APOPTOSIS IN A HUMAN SCHWANN CELL LINE IN VITRO: A
ROLE FOR CYTOKINES AND M. LEPRAE INFECTION.

O Mycobacterium leprae ¢ uma bactéria neurotropica afetando os nervos sensitivos
e autondmicos. As alteracdes neuroldgicas motoras e sensitivas progressivas sao as
principais causas de incapacidade e estigma caracteristicos da Hanseniase. A
apoptose de células de Schwann pode ser um dos fatores criticos na remielinazagao
e na regeneragdo do nervo. Neste estudo, nds demonstramos pela primeira vez, a
expressao de TNF-R1 e TNF-R2 na superficie da linhagem de células de Schwann
humana (ST88-14) ndo estimuladas, assim como a secrecdo destes receptores. As
citocinas tém sido implicadas como agentes citotoxicos em uma variedade de
doencas inflamatorias que danificam o sistema nervoso central ou periférico, e ao
mesmo tempo que causam dano, podem levar ao reparo no tecido danificado. Nos
investigamos os efeitos de TNFo/TGFf na linhagem ST88-14 ¢ demonstramos que
estas citocinas atuaram sinergisticamente para induzir apoptose nestas células. Os
resultados demonstraram uma taxa aumentada do apoptose nas células cultivadas na
presenca de TNFa /TGFP o que nao aconteceu quando as citocinas foram utilizadas
separadamente. Finalmente, investigamos a possibiliddade do M. leprae induzir
apoptose nesta linhagem e observamos que uma taxa aumentada de apoptose foi
observada quando a linhagem foi infectada com M. leprae vivo ou morto. Os dados
indicaram que TNFRs estdo presentes na superficie desta linhagem humana de
células de Schwann e que uma resposta especifica pode estar implicada na
pathogénese do dano no nervo. E o presente estudo indicou também que a linhagem
de células de Schwannn ST88-14 pode ser considerada como um modelo para o
estudo da interacdo bactéria-célula e que poderia reproduzir outros estudos da
mesma natureza. .

INDUCTION OF APOPTOSIS IN A HUMAN SCHWANN CELL LINE IN VITRO: A
ROLE FOR CYTOKINES AND M. LEPRAE INFECTION. 2003. Manuscrito em
preparagao.
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ABSTRACT

The development of deformities during the course of leprosy disease is a major public
health concern worldwide. It is possible that cytokine production and apoptosis of Schwann
cells (SCs) directly affect nerve degeneration and regeneration leading to injury of the
myelin sheath and axon. In the present study, the expression of TNFalpha, TGFbeta, and
their receptors, in addition to cell death triggered by cytokines or whole Mycobacterium
leprae were investigated in a human SC line. The results showed the presence of TNF-Rs
and TGF-RII on the SC membrane and the shedding of TNF-Rs during the culture period.
Evaluation of cell death was performed through TUNEL and flow cytometry techniques.
TNFalpha/TGFbeta combination as well as M. leprae infection triggered an increase in the
apoptosis rate in the cultured SC. Moreover, reverse transcriptase-polymerase chain
reaction assay revealed that M. leprae upregulated the expression of such cytokines and
their receptors on the SC line. Despite the detection of TNFalpha mRNA, no protein was
found in the culture supernatants. The data indicate that induction of SC death after cell
interaction with M. leprae may, in fact, be implicated in the pathogenesis of nerve damage,

which can most likely be modulated by in vivo cytokine production..



INTRODUCTION

Leprosy is the leading cause of non-traumatic peripheral neuropathies worldwide. The
development of neuropathy following M. leprae infection is the result of injury to the
Schwann cells (SC, the myelin forming cells of the peripheral nervous system),
demyelination, and axonal degeneration, a series of events that frequently lead to
deformities. The neurotropism of M. leprae may be attributed to the binding of the phenolic
glycolipid I (PGL-I) and/or the Hlp (histone-like protein) present on the surface of the
bacteria, to the laminin-2, which complex binds to the a-dystroglycan present on the SC
surface (Ng et al. 2000; Marques et al., 2001).

Cytokines such as interferon y (IFNy) and tumor necrosis factor a (TNFa) play a
fundamental role in granuloma formation and killing of the bacteria both in vivo and in
vitro (Chensue ef al., 1994). They are also involved in peripheral neuropathies by inducing
nerve lesion and tissue repair (Lindenlaub & Sommer, 2003). On one hand, apoptosis in
mature SC has been described in inflammatory demyelination and in transection or crush of
immature nerves (Thompson et al., 1995), and it may represent the final outcome of
tissue/cell injury and/or an attempt at regeneration of the damaged nerve. In rat SC, the
combination of TNFa and transforming growth factor § (TGFf) has been reported to cause
significant SC detachment and lysis (Skoff ez al., 1998).

It has been demonstrated that neurons and glia cells express both TNF receptors, TNF-RI
and TNF-RII (Finsen ef al., 2002). Similarly, the expression of TNF-Rs and TGFfB-Rs
mRNA was_also observed in human and rat SC, respectively (Bonnetti et al., 2000;

Awatramani et al., 2002). TGFf is known to exert proliferative and phenotypic changes



(Mirsky & Jessen, 1996), to direct a demyelinated phenotype on the SC (Awatramani et al.,
2002), as well as to induce death during the embryonic and neonatal phases of SC
development (Parkinson et al., 2001).

The expression of TNFa and TGF3 mRNA and protein as detected in the skin and nerves
(Khanolkar-Young ef al., 1995; Sampaio et al.,1998) of reactional leprosy patients points to
such cytokines as performing a pivotal function in the pathophysiology of tissue and nerve
damage in leprosy. Although pro-inflammatory cytokines seem to have a predictable
pattern of expression during immune-mediated demyelination of the PNS (Lisak et al.,
1997; Gillen et al., 1998), the impact M. leprae might have on SC remains controversial
(Rambukkana et al., 2002; Hagge et al., 2002). Apoptosis was not observed when SC-
neuron co-cultures were infected with the bacteria (Rambukkana et al., 2002). On the other
hand, the presence of Toll-like receptor (TLR) 2 and of apoptotic SC has been
demonstrated in leprosy lesions (Oliveira et al., 2003).

In the present study, the human Schwannoma cell line ST88-14 was used as a model to
determine whether cytokines and M. leprae were capable of triggering human SC apoptosis
in vitro and, as such, to contribute to nerve damage in leprosy. Additionally,

characterization of cytokine production by this cell line was performed.



MATERIAL AND METHODS

Schwann cell line and culture: The ST88-14 Schwannoma cell line was established from
a neurofibromatosis type I (NF1) patient (Fletcher et al., 1991),(26) and it was gently
donated by Dr. J.A. Fletcher (Harvard University, Boston, MA). The cells were grown in
RPMI 1640 medium supplemented with 100U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin, 2mM
L-glutamine, and 15% fetal calf serum (FCS; Gibco BRL, Gaithersburg, MD), at 37°C, in a
humidified CO2 incubator. Cell viability was evaluated by Tripan blue staining. The purity
of Schwann cells (SC) in culture was assessed via microscopic examination of
cytocentrifuged preparations (Cytospin 2; Shandon, Sewickley, PA) stained with Wright-
Giemsa and Toluidine blue, and after immunostaining with anti-S-100 antibody as
described elsewhere (Fletcher et al., 1991). For the experimental assays, the attached ST88-
14 cells were released by using trypsin/EDTA (0.25%/1mM), 1min, the cells were washed
in RPMI-FCS, suspended in complete medium, and cultured further (7x10" cells/well) onto

24-well plates (Costar Corporation, Cambridge, MA) for in vitro stimulation.

Reagents: Recombinant human TNFo (thTNFa) prepared in E. coli and rthTGFp1
prepared form 293 cells were purchased (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN).
Monoclonal antibodies (mAbs) anti-TNF-RI, -TNF-RII and -TGF-RIl (R&D Systems),
rabbit anti-S-100 (Dakopatts, Copenhagen, Denmark), biotinylated goat anti-rabbit,
conjugate goat anti-mouse-FITC, conjugate goat anti-rabbit-FITC (Caltag, Burlingame,
CA), mouse IgG1 and rabbit IgG antibodies (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA)
were used for immunehistochemical and flow cytometry studies. In addition, anti-CD64,

anti-CD32 and 'anti<CD16 antibodies were purchased (Becton & Dickinson, Mountain



View, CA). Actinomycin D (ActD), bovine serum albumin (BSA), sodium azide, and

fluorescein diacetate (FDA) were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

M. leprae: Irradiated armadillo-derived Mycobacterium leprae was provided by Dr. P.
Brennan (Department of Microbiology, Colorado State University, Fort Collins, CO). All
reagents used for the in vitro cultures were shown to contain < 0.1U/ml endotoxin as
measured by the Limulus amebocyte lysate assay (Whittaker Bioproducts, Walkersville,

MD).

In vitro experimental conditions: SC was cultured in 24-well plates in the presence of
TNFa (10ng/ml), and/or TGF (40ng/ml) for 1 or 2 days. The cells were infected with 100
live/dead M. leprae and exposed to these bacteria for 24 hours at either 33C or 37C. The
parameters were chosen on the basis of experiments reported by Hagge et al, 2002.
Subsequently, either ActD (10ug/ml) was added or the were placed in a waterbath and
subjected to heat treatment at 65C after which the cells were switched to dry ice. Control

cells were cultured with medium alone. The attached cells was released via trypsinization.

Cytokine determination: Concentration of TNFa, soluble TNF-Rs and TGFpB1 in cell
free culture supernatants was determined by using commercial specific enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA), processed according to the manufacturer's specifications
(R&D Systems). Cytokine levels were expressed as pg/ml of protein and the detection limit
of the'assay was 4pg/ml, 3pg/ml, 10pg/ml and 15 pg/ml for TNFa, sTNF-RI, sTNF-RII and

TGFB, respectively.



RNA isolation and PCR conditions: For analysis of mRNA expression, cultured SC were
suspended in 1mL Trizol™ (Gibco BRL), and RNA was extracted according to the
manufacturer's instructions. One ug of total RNA was reverse transcribed into cDNA
(Sampaio ef al., 1998) and the samples stored at -20°C until use. Cytokine-specific
oligonucleotide primer pair sequences for f-actin, interleukin (IL-) 8 and TNFa were used
as published (Moraes et al., 1999) and synthesized (Gibco BRL). Sequences for TNF-RI
were 5’-ATTTGCTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACC-3’ and 5’-GTCGATTTCCCA
CAAACAATGGAGTAGAGC-3’; TNF-RII were 5’-GAATACTATGGACCAGACAGT
CCAGATGTGC-3’ and 5’-TATCCGTCGATGAAGTCGTGTTGGAGAACG-3’; TGFf1
were 5’-CTACTACGCCAAGGAGGTCAC-3’ and 5’-TTGCTGAGGTATCGCCAGGAA-
3’; TGF-RI were 5’-TGTTGTGAAGGTCTCTCCTGCG-3" and 5’- GGATTGAGGCGT
TCTTGG-3’; TGF-RII were 5’-CTGTGTCGAAAGCATGAAGG-3’ and 5°’-GGTAGTGT
TTAGGGAGCCGTC-3’. The primers were designed to avoid genomic DNA
amplification. PCR was performed as detailed elsewhere (Moraes et al., 1999) and the
samples amplified in a DNA thermocycler 2400 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster
City, CA). PCR products were subjected to electrophoresis on agarose gels where
specificity of the amplified bands was validated by their predicted size (3-actin, 661bp; IL-
8, 291bp; TNFa, 355bp; TGFP, 326bp; TNF-RI, 586bp; TNF-RII, 402bp; TGF-RI, 371bp;
TGF-RII, 402bp). Densitometer analysis was performed by scanning the images from the gels
(Video Documenting System, Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ) and densitometric

values obtained through the ImageMaster software.

Real time RT-PCR: Expression of TNFa message was determined by using a Tagman real
time PCR and the Tagman PCR kit (Perkin Elmer), processed following the manufacturer's
specifications, and the spectra detected in the ABI Prism 7700 sequence detection system
(Perkin Elmer). PCR amplification was carried out by using 100ng cDNA added to
triplicate tubes with 20ul of the master mixture consisting of the forward and reverse
primers to B-actin and TNFa, and the labelled cytokine probes. The amplification
parameters consisted.of a hold cycle of 50°C for 5Smin to activate the uracil N'-glycosylase
followed by 95°C for-10min to inactivate N'-glycosylase and release the activity of the
DNA polymerase and finally 50 cycles of 95°C/15sec to separation of strands, 60°C/1min



to annealing of primers and probes and extension of the new strand. The relative expression
of TNFa is compared continuously during the log phase of PCR in terms of DCT (mean
CT of three replicate cytokine cDNA minus the mean CT of three replicate 3-actin cDNA).
Samples were defined as negative when the signal did not attain threshold levels up to 50

cycles.

Flow cytometry: To confirm the gate setting for viable SC, samples were initially stained
with 20ug/ml FDA (15min, at room temperature, in the dark) for determination of cell
viability, and with anti-S-100 antibody. Intracellular staining procedure for S-100 was
performed following cell fixation with 4% paraformaldehyde (PFA; Sigma) for 10min. The
cells were washed in PBS and suspended in Hanks balanced salt solution (HBSS; Gibco)
plus 0.1% saponin and 0.05% sodium azide. During permeabilization, cells were incubated
with rabbit anti-S-100 Ab, washed twice, and the appropriate conjugate goat anti-rabbit-
FITC added for 30min. After washing, the cells were suspended in 1% PFA for immediate
analysis. For further evaluation of cell surface expression of the cytokine receptors, SC
were stained with anti-TNF-RI, -TNF-RII (50ug/ml), and -TGF-RII (2ug/ml) mAbs for
20min at 4°C. Following washing, the samples were incubated with phycoerythrin (PE)-
labeled goat anti-mouse IgG (20min, 4°C), when the cells were finally fixed in 2% PFA
before analysis on a FacsCalibur flow cytometer (Becton & Dickinson). A total of 10,000
events were recorded per sample. Thresholds for positivity were set up by employing
irrelevant isotype mouse IgG1 and rabbit IgG antibodies, respectively, as negative controls.

All data are expressed as percentage of positive bright cells.

7-Amino Actinomycin.D (7-AAD) staining: SC cultured in the experimental wells were

gently suspended in 20ug/ml 7-AAD (Sigma) in 1% BSA, 0.1% sodium azide and PBS, at



4°C, in the dark, for 20min. Acquisition was performed immediately afterwards and a total
of 10,000 events per sample was collected and analyzed in the flow cytometer. The relative
fluorescence intensity of cells was analyzed in a dot plot using logarithmic scale for FL-3,
and statistical markers were set using unlabeled negative control cells as reference. Cells
without 7-AAD labeling were considered viable, while apoptotic and dead cells showed

low and high 7-AAD staining, respectively (Philpott et al., 1996).

TUNEL assay: The presence of apoptosis was investigated in the cells attached onto
silanized glass coverslips (4% silane; Sigma) and fixed with 0.5% PFA for 20min.
Detection of apoptotic cells was assessed by direct imunno-peroxidase of digoxigenin-labeled
genomic DNA. The reaction procedure was performed accordingly to the Apoptag Plus in situ
detection kit (Oncor, Inc., Gaithersburg, MD). The apoptosis rate (%) was determined by
counting at least 100 cells per slide (5 slides/experiment). Control of the procedure was

obtained by omitting the anti-digoxigenin antibody (negative control).

Statistical analysis: Results are reported as mean = SD (standard deviation) for each
group of experiments. For comparison of data among the experimental groups, the unpaired
T-test was used. Multiple comparisons were evaluated by the Dunnett's ¢ test using the

SPSS 11.5 for Windows statistical software. The significance level adopted was p < 0.05.



RESULTS

Expression of cytokines and their receptors in the human SC line.

To determine whether SC ST88-14 synthesized pro-inflammatory cytokines, evaluation of
gene expression was performed initially by RT-PCR. As shown in Figure 1A, messages for
IL-8, TNFa, TNF-RI, and TNF-RII were detected in the unstimulated cultured cells.

The expression of both TNF receptors on the Schwann cell membrane was then evaluated
in vitro by flow cytometry. Firstly, a gate was set up around the viable SC, which were
stained with both FDA and S-100 antibody (Figure 1B, left panel). Secondly, the
expression of human Fc¢ gamma-receptors (Fcg-R) was investigated by using antibodies to
detect CD16 (Fcg-RIID), CD32 (Feg-RII), and CD64 (Fcg-RI). Once all three Feg-Rs were
absent in the SC line (not shown), an additional step for blocking the Fcg-R was not
necessary, and staining for TNF-RI and TNF-RII was proceeded as described in the
Methods. The data presented in Figure 1B (right panel) confirmed the constitutive
expression of such molecules on the SC surface (% positive cells = 50 + 9.7% and 34 =
10.7%, respectively) when compared to the cells treated with the isotype negative control
antibody.

In order to determine whether the SC ST88-14 was capable of secreting the TNF receptors
and TNFa, unstimulated culture supernatants were harvested at different periods of time
and assayed by ELISA. Notwithstanding the detection of both TNF-Rs in the culture
medium, the levels of soluble TNF-RI were much higher after 12 and 24h (Figure 1C) than

those of TNF=RII (mean 172 + 36.3pg/ml vs. 36.8 = Spg/ml, 24h of culture), and were even



augmented after 48h. As related to TNFa, no protein was detected in the supernatants at
any moment (data not shown).

Similarly, messages for TGFf, TGF-RI and TGF-RII were detected in the unstimulated SC
cultures (Figure 1D). Moreover, the constitutive expression of TGF-RII on the cell
membrane, as evaluated by flow cytometry, showed a total of 93 = 2% cells that present the
molecule on the SC surface (Figure 1D, right panel). Nevertheless, very low, if any, TGFf

protein was observed in the cell culture supernatants (3 = 1pg/ml).

Cytokine-induced cell death of SC ST88-14.

Upon the initial observation of cell death induction in rat SC (Skoff et al., 1998) and the
expression of both TNF-Rs on the SC membrane (Figure 1), it appeared imperative to
determine whether such cytokines exerted a similar effect on the human SC lineage. As
previously described (Hernandez et al., 2003), standardization of the 7-AAD staining
method was established by using SC cultured in the presence of actinomycin D (ActD,
20ug/ml). Figure 2A shows one representative experiment in which the fluorescence
intensity of 7-AAD vs. forward scatter was employed to define the early apoptotic cells (a,
7-AAD®™ staining), and the late dead cell population (d, 7-AAD™®" incorporation -
necrosis) induced by treatment with ActD. Negligible 7-AAD staining was seen in the live
cells (v, viable).

The effect of cytokines on SC viability was then assessed. As showed in Figure 2B, when
the SC were treated for 24h with TNFa alone (10ng/ml) a low rate of apoptosis (early
apoptotic.cells, 7-AADY™ staining) was observed (mean = 9.3 = 2.4%). Addition of TGFf

(40ng/ml), increased significantly (p < 0.05) the rate of SC death (mean = SD = 15.3 =



3.6%) when compared to the cells cultured in medium alone (4.9 = 0.6%). Incubation of the
cells with ActD resulted in an apoptosis rate of 23.8 = 0.14% (p < 0.01).

Quantification of dead cells was also performed via TUNEL staining in the SC cultured
onto glass coverslips. When evaluated separately, TNFa (but not TGF) induced death (8.7
+ 2.6%) of the cultured SC (p = 0.017 vs. the untreated cells), even though at a lower extent
than the effect induced by the combination of cytokines. A total of 20.6 = 2.3% apoptotic
cells was identified in the TNFo/TGFp-treated cultures when compared to 2.2 = 0.5%
found in the untreated wells (p < 0.01; Figure 2B). Figure 2C illustrates the cells that

stained positively following cell incubation with TNFa and TGFp.

Induction of SC death by M. leprae.

In order to determine whether whole M. leprae was able to induce death of the
human SC line in vitro, the cells (7x10* per ml), plated onto 24-well plates, were cultured
with the irradiated M. leprae (100:1 bacteria per cell) for a total period of 24h at 37°C.
When evaluated by way of 7-AAD staining, a 14.5 = 1.5% apoptosis rate was detected in
the stimulated wells as compared to 5.7 = 1.6% (p = 0.0011) observed among the control
cells (Figure 3A). Similar data were noted when the SC were maintained at 33°C (12.4 =
1.4% in the M. leprae treated vs. 4.1 = 1.6% in the untreated cells, p = 0.017). Induction of
SC death by M. leprae was dependent on the bacterial load (Figure 3A) since a significant
rate of apoptosis was achieved at 100:1 (14.5 = 1.5%) as compared to 50:1 (7.5 = 1.5%)
and 5:1 bacteria:cell ratio (4.6 +0.7%). Moreover, similar apoptosis rate was observed
when live M. leprae was added to the SC instead of the dead bacilli (not shown). As
showed in Figure 3B (right panel), SC appeared heavily infected and presented
morphological alterations resembling apoptotic features, not observed when in the absence

of the bacteria (Figure 3B, left panel).

M. leprae-induced expression of cytokines and their receptors in the human SC line.



To determine whether M. leprae up-regulated inflammatory cytokines in the ST88-14 cells,
evaluation of gene expression was performed by RT-PCR (Figure 4). Even though at very
low levels, TNFa message was observed in these cultures (as assessed by real time RT-
PCR) already after 1h in the presence of M. leprae (100 bacteria/cell) when compared to
the control wells, it peaked after 3h, and decreased sharply thereafter (Figure 4A). Even so,
no protein was detected in the culture supernatants. As for TNF-RI, expression of mRNA
was noted after 3h and was even augmented 6h after M. leprae stimulation (Figure 4B). On
the other hand, messages for TGF@1, TGF-RI and TGF-RII were observed in the cultures
already 1h following M. leprae interaction (Figures 4C and 4D). Detection of TGFf protein
in the supernatants was assessed by ELISA and showed augmented cytokine levels (32 +

13.6pg/ml) as compared to the unstimulated wells (3 = 1pg/ml).



DISCUSSION

In the present study, the human Schwann cell line ST88-14 was used as a model to evaluate
both the expression/production of cytokines in vitro, and the induction of cell death
triggered by cytokines as well as following its subsequent interaction with whole M. leprae,
the only bacterial pathogen known to invade Schwann cells (SC). To our knowledge, this is
the first time that the expression and release of both TNF receptors have been reported as
regard to this particular cell line. These data also confirm a prior observation made by
Bonetti et al. (2000), who demonstrated the presence of TNF-R on the human SC surface
both in benign schwanomma and in normal primary cultured SC.

It has been previously shown that the phenotypical and functional features expressed by the
ST88-14 SC line are similar to those referred to normal SC (Ryan ef al., 1994; Yan et al.,
1995; Marques et al., 2001). Moreover, accumulating evidence attests to the ability of SC
to secrete inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, IL-8, and TGFp) and to act as secondary
antigen-presenting cells via MHC class I and class II (Steinhoff ef al., 1999: Spierings et
al., 2001; Deprez et al., 2001), which clearly reinforces their potential role in modulating
immune responses under both pathological and non-pathological conditions.

In the current study, the expression of IL-8, TNFa, and TNF-Rs was initially investigated
in the unstimulated SC via RT-PCR (Figure 1A). As related to IL-8, the detection of
cytokine mRNA' supports the recently described ability of the cell line to secrete this
cytokine in vitro (Oliveira et al., 2003). In that sense, the release of IL-8 and MCP-1
(macrophage chemotactic protein-1), detected following SC infection (Rutkowski et al.,

1999), could be viewed as an important event at the onset of the inflammatory response,



which implies their possible role in cell recruitment and the initiation of local immune
responses up to the generation of nerve damage.

With respect to TNFa, expression of the message was detected in the unstimulated cells
while further induction was seen as a result of M. leprae stimulation. In this instance, very
small quantities of TNFa mRNA that could only be captured by real time RT-PCR were
observed in the cellular lineage (Figure 4A). Even so, at no time, the protein was identified
in the culture supernatants. The lack of evidence in demonstrating TNFa secretion in the
SC cultures is concomitant with the findings from other studies (Rutkowski et al., 1999).
However, it is also in contrast to the observation reported elsewhere (Wagner & Myers,
1996) where TNFa was identified by way of immunohistochemistry, thereby indicating the
ability of these cells to produce TNF but not necessarily to secrete the active protein. On
the other hand, it is also possible that very low amounts of the cytokine may be released
into the culture medium, which could then bind to the soluble TNF-Rs and be undetectable
under the present culture conditions. As related to TNF-R, both mRNA and protein were
identified in the ST88-14 cultures. Even though expression of TNF-RII was evidenced in
vitro, higher amounts of sTNF-RI were released during the whole culture period (Figure
1C), a fact that supports the notion that each of the receptors is independently regulated
(Spinas, 1992).

Apoptosis has been described in many of the pathological conditions related to the central
and peripheral nervous systems. It can also function as a protective mechanism that leads to
bacterial death and pathogen clearance in the absence of inflammation (Oddo et al., 1996).
Cytokines have been involved in the induction of SC death, namely, IL-1f3 and IFNy, which

were seen to act separately in triggering proliferation and apoptosis, respectively (Conti et



al., 2002). Similarly, the participation of TGFf in the induction of cell death and
proliferation has been previously reported in developing nerves (Parkinson et al., 2001),
and it has been demonstrated that a preserved axon-SC interaction seems to regulate the
expression of TGF-R in vivo (Awatramani et al., 2002). The binding of TNFa to the TNF-
RI triggers cell death, a phenomenon that within the nervous system seems to be controlled
by factors that guarantee cell survival. It is also worth to speculate that signals coming from
the nerve milieu can regulate the secretion of TNFa by these cells. Accordingly, it has been
demonstrated that low concentrations of TNFa reduced the capacity of the insulin like
growth factor (IGF-1) to promote neuronal survival (Venters et al., 1999).

The present study shows that TNFa when added to the SC cultures was able to induce a low
rate of cell death, a condition that was enhanced by the addition of TGFf (Figure 2).
Additionally, the expression of TGF-RI and TGF-RII was confirmed by RT-PCR and flow
cytometry analysis (Figure 1D). The data suggest that common apoptotic signalling
pathways have been triggered downstream through the stimulation of both cytokines
receptors. Alternatively, TGF could be capable of 1) altering the rate of TNFa binding to
the cell receptors; ii) favoring one particular signalling pathway triggered by TNFa via
TNF-RI over TNF-RII; ii1) affecting the extent of expression of one or both TNF-Rs; or
1v) interfere with intracellular TNF signaling.

In contrast to the presently described effect TNF had on SC viability, Bonnetti et al. (2000),
albeit had demonstrated the presence of TNF-R on human SC, were unable to detect any
TNF toxic effect. Instead, the authors showed that TNFa. led to the activation of NF-kB and
c-jun without evidence.of cell death. An ongoing study from our group has indicated that

M. leprae is also capable of triggering NF-kB translocation within the ST88-14 SC line



(Pereira et al., manuscript in preparation). As such, both the mycobacteria and/or the
cytokine could influence SC function by activating transcriptional pathways and most
probably modulating their phenotype.

The further observation on the M. leprae-induced SC apoptosis (Figure 3) is in agreement
with the data recently published by Oliveira et al. (2003), who reported the induction of SC
death by the 19kDa of M. leprae (through the TLR-2) and the presence of apoptotic SC in
leprosy skin biopsies, which co-localized with the positively-stained N-CAM cells. The fact
that M. leprae triggers apoptosis in a dose-dependent manner had been previously
demonstrated by using monocyte-derived macrophage cultures (Hernandez et al., 2003). In
that system, apoptosis seemed to be a TNFa-mediated phenomenon (Sampaio et al., 2002;
Hernandez et al., 2003). Furthermore, induction of SC death as showed herein was
achieved by adding both live and dead bacteria to the cultures. However, whether both
trigger the same intracellular pathways in the SC requires further clarification.

When taking into consideration that the neural lesion is specifically related to M. leprae
infection, the release of mediators induced by this pathogen either from the SC or from the
inflammatory cells present in the tissue milieu would directly or indirectly account for
nerve destruction. In this sense, the participation of TNFo/TGFf (and of the TLR) in the
M. leprae-induced apoptosis of the SC in vivo cannot be excluded. A similar mechanism
has been proposed by Depino et al. (2003) who pointed out that cytokine production and
microglial activation could be a proccess actively involved in neurodegeneration associated
with the pathogenesis of Parkinson’s disease. It is postulated that nerve injury in leprosy is
the-"consequence of the immune inflammatory response against M. leprae and its

components, with" significant effects on the extracellular matrix. However, even in the



absence of immune cells, M. leprae is able to introduce a series of phenotypic changes in
the SC, which will then either die or become the primary source of pro-inflammatory
signals as components of the innate immunity can be involved in the infectious process. It
is also possible that TNFo/TGFf production induced by the bacteria is able to counteract
the “protective” effect M. leprae appears to have during its initial interaction with the SC
(Rambukana et al., 2002).

The present data indicate that induction of SC death, also observed in primary human SC
(Oliveira et al., 2003), can provide an effective mechanism of tissue injury ongoing during
M. leprae infection, which can be likely modulated further by cell-cell interaction (Sampaio
et al., 2000) and cytokine production both in vitro and in vivo. In addition, the human
Schwanomma cell line could be considered a useful model to study bacteria-cell interaction
since it has been shown to reproduce the major findings from other studies of the same

nature.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of cytokines and cytokine receptors in the ST88-14 SC line. (A)
Detection of mRNA expression in the SC line was performed by qualitative RT-PCR as
described in the Methods. Total RNA was extracted from the cultures, reverse transcribed,
and subjected to PCR by using specific primers. Visualization of PCR products after
ethidium bromide staining of 1.7% agarose gels was obtained by UV translumination. (3-act
= B-actin; (B) For detection of TNF-R by flow cytometry, a gate was set up to define SC
based on the immunoreactivity for S-100 and FDA for viable cells (left panel). Staining
with the specific mAbs (50ug/ml), anti-TNF-RI (==), and anti-TNF-RII (—) showed the
presence of both receptors on the SC surface (right panel). In the control wells (---), only
the secondary antibody was added. A histogram obtained from one representative
experiment out of four is presented; (C) For quantification of TNF-R proteins, soluble
TNF-RI (M) and TNF-RII (A) were assessed in the culture supernatants by specific
ELISA. Supernatants from unstimulated cultures were harvested after different periods as
indicated. Data are expressed as pg/ml of protein. Each point represents mean values = SD
of 3 individual experiments; (D) Detection of TGFB and TGF-Rs mRNA in the SC line
was performed by qualitative RT-PCR (left panel) as described above and PCR products
were visualized after staining of agarose gels. Identification of TGF-RII on the cell
membrane was assayed by flow cytometry (right panel) as detailed in (B). One

representative experiment out of three is shown.



Figure 2. Cytokine-induced cell death in the ST88-14 human SC. (A) Flow cytometry
histograms demonstrate standardization of 7-AAD staining from one representative
experiment. SC treated with ActD for 24h were used to set up the gates for viable (v),
apoptotic (a, 7-AAD®™ staining), and dead cells (d, 7-AAD™®). Negligible 7-AAD
staining was seen in the live cells (v). Untreated cells (left panel) were used as controls and
comprised cells cultured in medium alone; (B) Evaluation of apoptosis was then assessed
in the SC cultures after treatment with TNFa (10ng/ml) and TGFp (40ng/ml) for 24h.
Values in the graphic represent mean % apoptotic cells + SD of 4 different experiments
when assayed through flow cytometry (7-AAD staining) or the TUNEL technique. A

significant rate of response (* p < 0.05 and ** p < 0.01) was detected when the cells were

treated with (&) TNF/TGF, (m) ActD or (#) TNFa alone vs. the (O0) untreated cells (Untr)

and between the TNF/TGF (*) vs. the TNF treated wells; (C) TUNEL staining of SC
cultures treated (right panel) or not (left panel) with TNFo/TGFp. The cells were
counterstained with methyl green. Negative control of the procedure was obtained by
omitting the anti-digoxigenin antibody. Positively stained apoptotic cells are indicated

(arrows).

Figure 3. Mycobacterium leprae induces apoptosis of SC in vitro. (A) Cultured SC (7 x
10* cells/well)-were stimulated or not (unst) with dead M. leprae (ML, 50:1 or 100:1
bacteria:cell ratio) for 24h, when following 7-AAD staining, the apoptosis rate was
assessed by flow cytometry. Cultures were established either at 33°C or 37°C and values in
the “graphic” represent mean % positive cells + SD of 3 individual experiments. */**

Indicates significant differences (p < 0.05 and p < 0.01) when compared to the unstimulated



wells (Unst); (B) SC cultured onto glass coverslips and maintained in the absence (left) or
presence (right panel) of M. leprae for 24h, were Ziehl-Nielsen stained (100x
amplification). Mycobacteria were found in abundance in SC cytoplasm (arrows) and cells

with apoptotic features were observed.

Figure 4. M. leprae-induced cytokine mRNA expression in the ST88-14 SC line. (A)

For detection of TNFa mRNA, the human cell line was cultured with (W) or without (o) M.

leprae (ML) for different periods, when RNA was extracted and processed for real-time
RT-PCR as described in the Methods section. Amplification of TNF message was
evidenced in the stimulated wells mainly after 3h. Results represent mean = SD of 3
different experiments, all assayed in parallel; (B) Expression of TNF-RI, (C) TGFp1 and
TGF-Rs mRNA were assessed in these same cultures by semi-quantitative RT-PCR. PCR
products generated from unstimulated (unst; or C = control) and M. leprae-stimulated
ST88-14 cells were visualized from the agarose gels and the constitutive gene (3-actin) was
used in order to normalize the exact levels of input cDNA present among the different samples
tested. Values represent the relative amount of PCR product present in an individual sample
expressed as the ratio between the tested genes, (B) TNF-RI, (C) TGFp1, (D) TGF-RI and
TGF-RII, and B-actin.



CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho indicam que:

1.

10.

A linhagem de célula de Schwann humana ST88-14 assim como a cultura priméaria

de célula de Schwann humana expressam TLR2 .

A linhagem ST88-14 produz e secreta as citocinas IL-8 e IL-6. A producdo destas

citocinas o que foi inibido pelo anti-TLR2.

. A linhagem ST88-14 expressa MHC-classe I e MHC-classe II.

A linhagem ST88-14 expressa receptores de TNF (TNF-R1 e TNF-R2).

. M. leprae induziu a producao de TNF na linhagem ST88-14.

O lipopeptideo 19 kDa M. leprae induziu apoptose na linhagem ST88-14 o que foi
inibido pelo anti-TLR2.

M. leprae aumentou a taxa de apoptose na linhagem ST88-14.

TNFa associado a TGFf1 induziram apoptose na linhagem ST88-14.

TLR2 foi identificado por imunohistoquimica em células de Schwann em nervos

cutaneos nas lesoes de hanseniase.

Cé¢lulas apoptoticas foram identificadas em nervos cutineos em lesdes de

hanseniase.



4. DISCUSSAO

A interagdo entre o bacilo e o hospedeiro que define a permissividade ou restricdo ao
crescimento do M. leprae nas células infectadas (macréfago e células de Schwann) ¢ um
ponto crucial para o entendimento da dicotomia infeccdo x doenca. A complexidade desta
interacao ¢ expressa no fato da hanseniase apresentar-se clinica e patologicamente em dois
polos distintos, caracterizados por também distintos padrdes de resposta imune. No polo
tuberculdide, as lesdes cutaneas sdao limitadas e ricas em granulomas epitelidides,
associadas a resposta imune adquirida do tipo Thl, e nas lesdes disseminadas da forma
lepromatosa predominam os marcadores de resposta imune Th2 com auséncia de
granulomas epitelidides (Yamamura et al., 1992). O perfil da resposta imune especifica ao
M. leprae parece ser fortemente influenciado pela ativagdo da resposta imune inata via
receptor Toll. Recentemente foi demonstrado que bidpsias de pacientes da forma
tuberculdide exibem acentuada expressao deste receptor no infiltrado de células
mononucleares, contrastando com a quase auséncia destes nas formas lepromatosas
(Krutzik et al., 2003). Além disso, estes autores demonstraram que IFNy aumenta a
expressao de TLR1 em mondcitos, enquanto IL-4 reduziu a expressao de TLR2. Em ambas
as formas clinicas da doenca, a lesdo neural estd presente, sugerindo uma via complexa de
mecanismos patogenéticos que incluem nao s6é os mediadores da resposta imuno-
inflamatéria como também mediadores especificos produzidos pelos componentes neurais.
O presente estudo ¢ o primeiro a demonstrar a presenga de TLR2 em CS tanto em linhagem
celular como em cultura primdria humana. Sabe-se que Toll 2, embora nido tenham
especificidade, reconhecem PAMPs (padroes moleculares associados a patdégenos), que sao
estruturas presentes na superficie de patogenos, fungos, DNA ndo metilado, produtos de
bactérias gram-positivas tais como LPS, peptideoglicanas e lipoproteinas presentes na
membrana das micobactérias. Embora receptores Toll sejam  encontrados
predominantemente em células do sistema imune ja foram identificados em queratinocitos
da pele participando do sistema imune inato cutaneo (Baker et al., 2003). No presente
estudo (Oliveira et al., 2003 / Capitulo 1), foi possivel demonstrar que a ativacao de TLR2
por-uma lipoproteina do ML desencadeou apoptose nas CS confirmando, pela primeira vez,
a funcionalidade destes receptores nestas células. A ativacdo deste receptor por seus

ligantes induz uma_série de acontecimentos intracelulares assim como a ativacao de genes



ligados a apoptose. A ativacdo da CS com o agonista de TLR2, um lipopeptideo sintético
que abrange a por¢ao N-terminal putativa da lipoproteina 19 kDa de M. leprae, determinou
a producao de pequenas quantidades de IL-6 e IL-8, produgdo esta, que foi bloqueada com
o anticorpo monoclonal anti-TLR2, confirmando que a secrecdo destas proteinas foi, pelo
menos em parte, mediada por este receptor. Além disso, foi observado que as CS
normalmente aderentes mostravam sinais de desprendimento da placa quando o
lipopeptideo sintético 19 kDa era adicionado, resultando num aumento no nimero de
células com caracteristicas de células apoptoéticas. Este evento também foi bloqueado pela
adicao de anticorpo monoclonal anti-TLR2, confirmando mais uma vez a funcionalidade
deste receptor. Expressao de TLR2 foi observado ainda em células de Schwann em lesodes
de pele de pacientes com hanseniase através da técnica de imunohistoquimica com dupla
marcacao utilizando anticorpo anti-NCAM para identificar a CS e seu anticorpo especifico
anti-TLR2. Aplicando-se a técnica do TUNEL foi também possivel identificar células de
Schwann nas lesdes com caracteristicas de apoptose. A capacidade de ligantes de ML
induzirem apoptose em células de Schwann através da ativacdo de TLR2 sugere um
mecanismo pelo qual a resposta imune inata poderia contribuir para a lesdo de nervo
periférico na hanseniase, ainda que na auséncia de um processo inflamatorio instalado.

Véarios mecanismos parecem contribuir para a lesdo neural na hanseniase. A expressao de
MHC classes I e II nestas células descrita por alguns autores sugeriu que CS contendo ML
poderia apresentar antigenos dependentes de ambas as classes de MHC e desta forma ativar
linfécitos CD8 ou CD4. Spierings e cols. (2000) demonstraram que as CS humanas
processaram e apresentaram antigenos de ML restritos a classe II e foram eficientemente
destruidas por células Thl ativadas. Resultados semelhantes foram descritos por Steinhoff
et al. (1997) em que CS apresentando antigeno de ML sofreram lise por linfocitos CD8+
citotoxicos via MHC classe I. Um outro mecanismo proposto baseou-se no fato de que ML
foi capaz de aumentar a expressao de N-CAM em linfocitos periféricos CD8+ de pacientes
com eritema nodoso (ENL), sugerindo que estas células citotoxicas lisem CS expressando a
molécula N-CAM independente da presenga da micobactéria, de forma semelhante ao
meeanismo descrito na esclerose multipla (Spierings et al., 2000). Estes autores
identificaram linfocitos CD8+/NCAM+ em amostras de nervo de ENL o que fortalece esta

hipotese (Spierings- et al., 2000). Em nosso presente estudo foi possivel mostrar que a



linhagem de células de Schwann (ST88-14) obtida de pacientes com neurofibromatose
(Fletcher, 1991; Glover, 1991), expressava constitutivamente tanto MHC classe I como 11,
com predominio de classe I. Dados na literatura mostraram que a proteina 19 kDa,
homologa a utilizada neste estudo, reduz a expressao de MHC classe II em macrofagos
(Noss et al., 2002); essa reducao da expressao em CS, no entanto, precisa ser verificada.

O modelo de neurite autoimune experimental (EAN) tem sido largamente utilizado ja que
mimetiza os acontecimentos da sindrome de Guillan-Barré humana permitindo documentar
o papel das citocinas na evolug¢ao da lesao inflamatoria do SNP. Neste modelo, a lesdao
neural pode ser induzida em animal susceptivel tanto pela imuniza¢ao ativa com
componentes da mielina como através da transferéncia de clones de células T autoreativas.
A desmielinizagao ocorre rapidamente apods a infiltragdo de linfocitos € macrofagos em
contraste com a degeneracdo Walleriana onde ndo se encontra infiltragdo linfocitaria (Rott
et al, 1993; Fujimoto et al, 1999).

Na lesdao neural da hanseniase, macrofagos e linfocitos sdao observados no infiltrado
inflamatério embora as especificidades imunolédgicas destes linfocitos ainda ndo tenham
sido caracterizadas. A resposta imune mediada por células constitui a principal resposta
protetora contra bactérias intracelulares, como o M. leprae. Esta imunidade depende,
primariamente, de uma apresentagao do antigeno para as células efetoras do sistema imune,
0 que inclui a participagdo de mondcitos e linfocitos T. Os primeiros exercem fungao
efetora de eliminagdo da bactéria, fagocitando e apresentando fragmentos antigénicos para
as c¢lulas T aferentes, responsaveis pela especificidade dessa resposta, e cuja principal
funcdo na imunidade mediada por células sera ativar os macréfagos, aumentando as
fungdes fagocitica e microbicida dessas células, levando a um aumento da morte de
bactérias. Essa ativagao dos mondcitos pelos linfocitos pode ocorrer tanto via citocinas,
como por exemplo IFNy, quanto pelo contato célula-célula, através de proteinas presentes
na membrana dos linfocitos, capazes de se ligarem a receptores na membrana de
mondcitos, ¢ influenciar na producdo de citocinas por essas cé€lulas. TNF-a apresenta-se
como uma citocina amplamente investigada, estando relacionada aos quadros reacionais € a
lesaode nervo nesta doenca. Ela ¢ uma das principais proteinas designadas a mediar as
atividades em um grande nimero de células, exercendo fungdes bioldgicas importantes em

reagOes| inflamatérias de resposta do hospedeiro. Assim, a influéncia de linfocitos T na



producao de TNF por mondcitos foi evidenciada paralelamente a culturas de PBMC. Foi
observado que, quando o estimulo ¢ o M. leprae, a produgao de TNF-a ¢ bem menor nas
culturas de mondcitos. Experimentos subsequentes, onde células T foram reconstituidas em
culturas de mondcitos, confirmaram a necessidade da presenca de linfocitos para uma
amplificacdo da producdo de TNF-a em resposta a micobactéria. Experimentos foram
direcionados para a andlise da interferéncia do contato célula-célula nesse fenomeno, e
demonstrou-se que esse esta intimamente relacionado com amplificacdo da producdo de
TNF-a. Com a fixagdo das células T, observou-se que a producao de TNF-a por
mondcitos, mediante estimulo por M. leprae, voltava a aumentar quando essas células
fixadas foram reconstituidas nas culturas de mondcitos. Para confirmar se contato célula-
célula era primordial para amplificagdo da producdo de TNFa, demonstrou-se que quando
o contato entre as duas populagdes celulares (mondcitos e células T) foi “interrompido”, ha
uma queda na produg¢do de TNF-a aos niveis produzidos nas culturas de monocitos
purificados. Estudos evidenciaram ainda que células T de pacientes reacionais sdo capazes
de amplificar a produ¢ao de TNF-a por mondcitos mediante estimulo com M. leprae,
porém isso nao ocorre quando células T de pacientes nao reacionais sao reconstituidas em
culturas de mondcitos de pacientes reacionais (Sampaio et al., 2000). Essas observacoes
leva-nos a hipotese de que células de pacientes reacionais possam apresentar-se sob um
estado pré-ativado, adquirido in vivo, que influencia diretamente a produg¢do de TNFa. Do
mesmo modo, a interacdo célula T-CS compreende um mecanismo adicional de lesdao
tecidual ainda a ser explorado em nosso sistema in vitro.

A capacidade das células de Schwann produzirem citocinas, pode conferir a estas células a
propriedade de modular a resposta imune sobre condigdes patologicas e nao patologicas.
Foi demonstrado que IL-6, por exemplo, exerce uma funcdo essencial na defesa contra
micobactérias (Appelberg, 1994; Ladel et al., 1997) e outros parasitas (Kopf et al., 1994). A
IL-6 ¢ produzida no estdgio inicial da infec¢do micobacteriana e inibe o crescimento
bacteriano em macrofagos (Flesch e Kaufmann 1990; Orme et al., 1993). Sua principal
acdo parece ser o efeito na parede vascular contribuindo para o acumulo de leucocitos
(Eugster et al., 1998)..A citocina IL-8 que também ¢ produzida por CS ¢ capaz de recrutar
varias c¢lulas inflamatorias principalmente neutrofilos e também participa da resposta

imune-local (Oliveira-et al., 2003).



O TNFa parece ser um agente anti-infeccioso natural envolvido na resisténcia bacteriana,
resultando em efeitos colaterais no sitio onde esta citocina alcanga concentracdes elevadas.
Dados do nosso laboratorio indicam que na hanseniase, o TNFa parece ser um mediador de
lesdo nervosa através de todo o espectro da doenca, e em particular durante os estados
reacionais. Esta citocina tem sido predominantemente detectada no soro de pacientes
tuberculdides além de ser detectada no soro de pacientes reacionais (ENL e RR). Os
pacientes MB e PB com neurite, como esperado, apresentam niveis mais elevados de TNF
(Sarno & Sampaio, 1996), sugerindo que a produgdao em excesso desta proteina pode estar
envolvida na lesao tecidual da hanseniase como também em suas manifestacdes locais e
sist€émicas. O papel do TNF na lesdo do nervo foi também sugerido por outros autores que
detectaram esta proteina e seu RNA em biopsias de nervo de pacientes com reagdo reversa
através da expressdao imunohistoquimica e PCR respectivamente (Khanolkar-Young et al.,
1995). RNAm de TNFa foi detectado na linhagem celular ST88-14 em quantidades
pequenas somente captadas por PCR em tempo real (Capitulo 2; Oliveira et al., manuscrito
em preparacdo). Ensaios preliminares sugerem que ap6s alcangar um pico em 3 horas de
cultura, o RNA progressivamente reduziu e desaparece em 24 horas.

Por outro lado, TNFa ndo foi identificado no sobrenadante de cultura de CS em nenhum
momento, o que poderia ser explicado pela rédpida degradagdo do mesmo, ou por secrecao
de pequenas quantidades. Uma rapida captura do TNF pelos seus receptores presentes na
superficie das células ndo pode ser afastada. Embora outras citocinas pré-inflamatoérias
tenham sido descritas na literatura, ndo encontramos trabalhos que tivessem demonstrado a
secrecdo desta proteina por células de Schwann. Entretanto, a molécula de TNF foi
identificada por método de imunohistoquimica e por hibridizagdo in situ em nervo ciatico
de rato, confirmando a capacidade desta citocina ser produzida pela CS (Wagner & Myers,
1996). A expressao de RNAm de TNF foi também detectada por PCR em células de
Schwann primarias € linhagem celular de rato apds estimulo com IFN-y (Murwani et al.,
1996) e em bidpsias de nervo de pacientes com neuropatias desmielinizantes, hereditarias,
toxicas ou metabodlicas (Deprez et al., 2001). Os receptores de TNF foram descritos
primeiramente em CS primaria de rato (Skoff et al., 1998) e também em linhagem de CS
benigna, assim como_em bidpsias de nervo de pacientes com CIPD através de

imunohistoquimica“(Bonetti et al., 2000). No nosso estudo, receptores de TNF foram



detectados na linhagem ST88-14 através de citometria de fluxo e no sobrenadante de
cultura através do método de ELISA. Nos trabalhos de Bonetti e cols. 2000, efoi
demonstrado que tratamento de CS com TNF assim como IFN-y levaria a hiperexpressao
de Fas Ligante e perforina, confirmando a existéncia de ambos receptores nas CS humanas.
Por outro lado, o efeito do TNF foi também demonstrado em experimento onde se
adicionou TNF e TGF em cultura de células Schwann de rato, verificando-se a inducao de
apoptose contrastando com o efeito da citocinas isoladamente. No presente estudo foi
possivel confirmar este achado utilizando a linhagem de células de Schwann humana ST88-
14. TNF em combinagdo com TGF aumentou a taxa de apoptose, sugerindo que o receptor
TNFR1 foi ativado neste ensaio, constituindo mais um mecanismo atuando na lesdo neural
da hanseniase (Manuscrito em preparagao).

Nos ultimos anos, estudos realizados no nosso laboratorio confirmaram que a linhagem
ST88-14, originaria de lesdes neoplasicas da neurofibromatose humana, interage com ML e
que ¢ capaz de internalizar este bacilo tanto vivo quanto morto. Por outro lado, ficou
caracterizado que estas células, da mesma forma que as CS normais, produzem as proteinas
S100, PO e MBP. Interessantemente, a linhagem ST88-14 expressa também laminina 2 na
superficie o que permite a sua utilizagdo em ensaios de infeccao pelo ML in vitro (revisto
por Pessolani et al., 2003).

Alguns estudos prévios tém tentado esclarecer o papel da apoptose na hanseniase.
Neutrofilos isolados de pacientes com ENL mostram maior taxa de apoptose quando
comparado com pacientes ndo reacionais, aspecto este também observado em neutrofilos
(Oliveira et al., 1999; Hernandez et al., 2003). Analisando a taxa de apoptose em células
mononucleares de sangue periférico nas diferentes formas clinicas foi encontrada uma taxa
aumentada em multibacilares quando comparadas com paucibacilares e pessoas normais
(Oliveira et al., 1999). Foi também evidenciado que células mononucleares de pacientes
com RR mostraram aumento de apoptose (Gupta., 1999). Entretanto, nenhuma diferenca na
freqiiéncia de células apoptoticas foi observada quando se avaliou a bidpsia de diferentes
formas clinicas (Hatari et al., 1998).

O entendimento a respeito da inducao do fenomeno de apoptose da célula hospedeira por
diferentes patogenos vem crescendo nos ultimos anos e suas conseqiientes implicagcdes no

desenvolvimentode diversas doengas vém sendo amplamente investigadas. Bactérias como



a S. flexneri, Salmonella, Legionella pneumophilla, Bordetella pertusis e protozoarios
como o Trypanossoma cruzi sao capazes de induzir apoptose. Micobactérias patogénicas
para o homem foram também descritas capazes de causar a morte de macrofagos in vivo e
in vitro (Placido e colaboradores, 1997). Estudos do nosso laboratério tornaram possivel
determinar a contribuicdo do M. leprae na indugdo de apoptose in vitro, bem como
investigar alguns dos possiveis mecanismos envolvidos neste processo (Hernandez et al.,
2003). Foi observado inicialmente que M. leprae induz apoptose de maneira dose-
dependente em macréfagos derivados de monocitos in vitro. Placido e colaboradores (1997)
descreveram que a indugdo de apoptose em monocitos por M. tuberculosis também ocorre
de maneira dose dependente tanto in vitro quanto in vivo. Pacientes duplamente infectados
com HIV e M. tuberculosis apresentam uma maior quantidade de bactérias do que pacientes
infectados apenas com M. tuberculosis € um maior percentual de apoptose no granuloma.
Desta forma, como na tuberculose associada ao HIV, a taxa de apoptose pode ser maior nas
lesdes dos pacientes lepromatosos do que nas lesdes dos pacientes tuberculoides, ja que o
numero de bacilos presentes nas lesdes dos lepromatosos ¢ muito maior. No entanto,
diversos agentes podem influenciar o processo de morte celular e apoptose observada nas
lesdes provavelmente ¢ decorrente de um somatorio de fatores, incluindo carga bacilar.

Molloy e colaboradores (1994) e também Oddo e colaboradores (1996) descreveram que a
apoptose, mas nao necrose, das células infectadas reduz a viabilidade das micobactérias
intracelulares, BCG e M. tuberculosis, respectivamente. Desde entdo, a apoptose comegou a
ser avaliada como um mecanismo de defesa do hospedeiro, capaz de reduzir a viabilidade
do patégeno e ainda limitar a infec¢cdo. Entretanto na hanseniase, ainda nao foi investigado
o impacto deste processo na viabilidade do bacilo. Os resultados relativos a reducao de
viabilidade das bactérias ndo sao unanimes. Santucci e colaboradores (2000) nao
observaram queda de viabilidade do M. tuberculosis mesmo com altas taxas de apoptose in
vitro. Os autores sugeriram que as diferentes vias de ativacao de apoptose (ativagdo dos
receptores de morte ou dano ao DNA, por exemplo) podem ou ndo favorecer a morte de
patogenos intracelulares. Concordantemente, micobactérias virulentas parecem apresentar
meeanismos para impedir o processo de apoptose da célula hospedeira, ao contrario das
micobactérias nao virulentas (Keane e colaboradores, 2000). A capacidade de inibir este

processo, pode, facilitar a sobrevivéncia do patdégeno, sua multiplicacdo e a manutengao da



infeccdo cronica da doenca. Alguns dados obtidos em experimentos in vivo ddo suporte a
esta idéia. Além do TNFa, outros mediadores podem estar envolvidos na inducao e/ou
manutengdo do processo ativo de morte celular in vitro. Bermudez e colaboradores (1999)
observaram que a adi¢do de anticorpos neutralizantes anti-TNFo ou anti-Fas inibiram
parcialmente a morte de cé€lulas infectadas com M. tuberculosis. Ainda mais, adi¢ao
simultanea dos dois anticorpos reduziu o percentual de morte a niveis semelhantes ao das
culturas nao estimuladas. A participagdao do Fas e do FasL necessita ainda ser investigada
em nosso sistema.

O TNFa pode induzir um amplo espectro de resposta através de sua interacdo com o0s
receptores TNFR1 e TNFR2. A ativagdo destes receptores induz ativacdo dos fatores de
transcricdo AP-1 e NF-xB, que regulam a expressdao de diversos genes responsivos ao
TNFa. No entanto, ativacdo destes mesmos receptores pode induzir ativagdo das caspases,
levando as células a morte por apoptose. Esta dupla capacidade de induzir ativagao e morte
parece ser uma caracteristica comum dos receptores da superfamilia do TNFR e vem sendo
observada também nos TLRs. Foi sugerido, e parece coerente, que o processo de ativagao
confere resisténcia ao processo de morte.

Nenhum dos genes ativados através de NF-kB ou AP-1 parece ser necessario para a
apoptose induzida pelo TNFa, uma vez que este processo ocorre mesmo na presenca de
inibidores da sintese protéica. O bloqueio das vias de ativacdo do NF-kB aumenta o efeito
citotoxico do TNFa, sugerindo que genes induzidos por este fator t€ém uma fungdo
protetora. Chu e colaboradores (1997) descreveram que a proteina c-IAP2, cuja expressao
pode ser controlada pelo NF-kB, esta envolvida com a protecdo contra apoptose induzida
pelo TNFa em linfécitos T. No entanto, o mecanismo preciso que determina a morte ou a
sobrevivéncia da célula em resposta ao TNFa e porque, em determinadas situagoes,
macrofagos: sintetizam grandes quantidades de TNFa (como em resposta ao LPS) sem a
inducdo de apoptose ainda ndo ¢ conhecido. Perera e colaboradores (2000) descreveram
que macrofagos ativados por LPS ou lisado soluavel de M. leprae apresentam
dessensibilizacdo a apoptose e reduzida expressao da caspase 8. A regulacdo dos processos
de ativagao‘ou apoptose foi altamente dependente de RIP. Na auséncia desta proteina, NF-
kB era ativado em resposta ao TNFa mas quando ela estava presente, apoptose das células

era observada (Pimentel-Muinos e Seed 1999). Foi demonstrado que IKKf ¢ essencial para



a protegdo dos timocitos a apoptose induzida por TNFa. Os mecanismos pelo quais
determinados estimulos favorecem associacdo das proteinas ativadoras do processo de
morte aos receptores de morte, enquanto outros ndo, ainda sdo desconhecidos. Embora a
presenca do NF-kB tenha sido detectada em células estimuladas com M. leprae (Hernandez
et al., manuscrito em preparagdo), a participagdo deste fator na indug¢dao de apoptose e da
sintese de TNFa ainda estd sendo investigada. O efeito das diferentes concentracdes de M.
leprae na ativacao do NF-kB também sera alvo de investigacao, ja que vem sendo sugerido
que diferentes concentracdes deste fator podem favorecer respostas celulares diversificadas.
O efeito do ML na taxa de apoptose das CS provenientes de linhagem celular foi avaliado
adicionando-se ML vivo ou morto. Foi observado que ML foi capaz de aumentar a taxa de
apoptose de CS quando comparada com a cultura ndo estimulada (Capitulo 2, Manuscrito
em preparacao). As vias que estdo ativadas neste processo porém, necessitam ainda ser
esclarecidas. Este resultado discorda dos experimentos realizados com culturas mistas de
CS-axo6nio em que a adi¢do de ML induziu a desmielinizagdo ap6s ligacdo do ML a CS
porém nao induziu apoptose. Nao se pode afastar a possibilidade de que mediadores
liberados pelo axdnio protejam as CS de efeitos citopaticos do ML (Rambukkana et al.,
2002). No modelo utilizado neste estudo utilizou-se uma lipoproteina putativa de ML 19
kDa que se liga a TLR2, assim ativando uma via especifica de apoptose.

Recentemente, estudos tém mostrado que lipoproteinas bacterianas podem induzir apoptose
em mondcitos através de TLR2 (Aliprantis et al, 1999). O mecanismo de apoptose
dependente de TLR2 ocorre via MyD88 e envolve o dominio FADD (Fas-associated death
domain protein) e caspase 8 (Aliprantis, et al, 2000). Sera portanto interessante determinar
0 mecanismo de apoptose em resposta a TLR2 no nosso sistema, assim como verificar se as
citocinas inflamatérias estdo envolvidas na apoptose mediada por TLR2, fato nao

esclarecido at¢ o presente momento.
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Tumor necrosis factor (TINF)-« has been implicated as a key factor in inflammatory pro-
cesses occurring in erythema nodosum leprosum (ENL). In the present study, the roles of
soluble factors and contact-mediated interaction in the induction of enhanced TNF-a secretion
in leprosy have been investigated. In vitro studies have demonstrated that Mycobacterium
leprae per se is a poor stimulus for TNF-« production by purified monocytes obtained from
normal subjects, although this could be enhanced by either exogenous interferon-y or cell
contact with fixed activated T lymphocytes. Further investigations demonstrated that mono-
cyte-T cell contact enhanced M. leprae-induced TNF-« production by peripheral blood mono-
nuclear cells of ENL patients and was modulated by blocking antibodies to CD40L, CD69,
and CD18. These results suggest that physical contact with T cells isolated from patients in
a particular disease state (ENL) modulates monocyte function and may contribute to the
secretion of proinflammatory cytokines described in ENL.

During the clinical course of leprosy, a substantial proportion
of patients develop reactional episodes (type I, or reversal re-
action [RR], and type II, or erythema nodosum leprosum
[ENL]) of acute inflammation affecting skin and nerves [1, 2].
The precipitating factors and pathophysiological mechanisms
involved in triggering both types of reaction remain ill defined.
Although the prevalence of leprosy is declining because of the
broad coverage of multidrug therapy (MDT), a significant im-
pact on the incidence and development of reactional episodes
has not been achieved. Therefore, understanding mechanisms
governing the induction of reactional episodes is likely to fa-
cilitate novel strategies to prevent or treat these clinical inflam-
matory complications, which occur during and even after MDT.

Proinflammatory cytokines (tumor necrosis factor [TNF]-«,
interferon [IFN]-y, and interleukin [IL]-18) are known to be
released in vivo and ex vivo during episodes of RR and ENL
[3-5]. Convincing data indicate that TNF-« is likely to be a
marker of tissue injury throughout the leprosy spectrum [6, 7],
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mediating local and systemic inflammatory manifestations dur-
ing reactional states (e.g., ENL, RR, and neuritis). Previous
studies have demonstrated elevated concentrations of TNF-«
in plasma during ENL and enhanced TNF-« secretion follow-
ing in vitro stimulation of ENL patients’ peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) [8-10]. Furthermore, we have ob-
served that TNF-« release from PBMC cultures from ENL
patients, following in vitro exposure to Mycobacterium leprae,
was far higher than that observed from highly purified mono-
cytes prepared simultaneously from the same patient [9]. These
data suggest that cognate interaction between mononuclear
cells in PBMC from ENL patients is required for maximal
TNF-a production in response to M. leprae. Such effects may
be mediated through release of soluble factors and/or cell-cell
contact.

Previous studies have demonstrated that monocyte/macro-
phage TNF-«a production can be enhanced by synergistic cy-
tokines [11, 12]. The appearance of ENL in lepromatous pa-
tients after intradermal injections of IFN-y strongly suggests
that this cytokine is likely to play a key role in the regulation
of cytokine production in leprosy [13]. In addition, IFN-y prim-
ing of leprosy patients’ peripheral blood monocytes has been
demonstrated to enhance TNF-« production, both in vivo and
in vitro [13].

Monocyte cytokine production is also modulated by contact-
mediated interactions with cell matrices and other cells. En-
gagement of specific adhesion molecules on monocytes results
in the transduction of cellular signals, nuclear translocation of
NF-«B, and cytokine secretion [14, 15]. This process quanti-
tatively enhances expression of inflammatory mediators by
these cells in vitro. Direct contact with activated peripheral
blood T cells, human T cell lines, or membrane preparations
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of activated T lymphocytes has been demonstrated to stimulate
monocytes and monocytic cell lines, in vitro, to produce pro-
inflammatory cytokines, including TNF-«, IL-6, and IL-13
[16-18]. Although previous studies have identified significant
modulation in integrin expression during ENL reactions [19,
20], the synergistic or independent role of cell-cell contact in
the generation of TNF-« in leprosy has not been characterized.

In the present study, using purified mononuclear cells ob-
tained from peripheral blood of healthy donors and of patients
with unreactional lepromatous leprosy or ENL, we investigated
the effects of exogenous IFN-vy and cell contact of monocytes
with activated T cells on TNF-a production in response to
M. leprae.

Patients and Methods

Patient population.  Patients with leprosy (n = 15) from the
Leprosy Out-Patient Unit, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Ja-
neiro, volunteered for this study. Clinical diagnosis was established,
following histological examination of skin biopsy samples, accord-
ing to Ridley and Jopling’s classification [21]. Patients (11 men and
4 women, 21-55 years of age [mean = SD, 31 = 11 years]) were
given diagnoses of lepromatous leprosy (LL; n = 7) or borderline
lepromatous leprosy (BL; n = 8) and then were treated with MDT,
as recommended by the World Health Organization [8]. MDT was
continued throughout the study.

Ten patients experienced a type II (ENL) reaction during the
course of MDT, and 5 were unreactional. ENL was diagnosed on
presentation of painful, isolated, or disseminated dermal erythem-
atous nodules, with or without systemic involvement, such as fever,
malaise, myalgia, lymphadenitis, arthralgia, and/or edema. Biopsy
samples were taken from ENL lesions, and clinical diagnosis of
ENL was confirmed by an experienced pathologist. After informed
consent was obtained, venous blood was drawn from all patients
(blood was drawn from ENL patients during an active reactional
episode), and assays were performed as described below.

Reagents and antigens. PMA, lipopolysaccharide (LPS) from
Escherichia coli (serotype 0127;B8), polymixin B, indomethacin,
phytohemagglutinin (PHA), RPMI 1640 medium, fetal calf serum,
antibiotics, and L-glutamine were purchased from Sigma (Poole,
UK). Paraformaldehyde (PFA) was purchased from Merck (Darm-
stadt, Germany). Recombinant human IFN-y and a neutralizing
monoclonal anti-human IFN-y were purchased from R&D Sys-
tems (Minneapolis). Anti-CD40, -CD40L, and -CD69 monoclonal
antibodies were obtained from Immunotech (Marseille, France).
Anti-CD18 and anti-CD11a were from Dakopatts (Copenhagen).
Irradiated armadillo-derived whole M. leprae (2 X 10° bacteria/mg)
and purified lipoarabinomannan of M. leprae (LAM-ML) were
kindly provided by Dr. P. Brennan (Department of Microbiology,
Colorado State;University, Fort Collins). Irradiated whole M. tu-
berculosis (Mtb; H37Rv) was supplied.by J. Dhillon (St. George’s
Hospital Medical School, London), Mycobacteria were thawed and
water-bath sonicated prior to ‘addition to monocyte cultures, as
described elsewhere [9]. All reagents and media used for in vitro
cultures were shown to contain <0.1 U/mL of endotoxin, as mea-
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sured by the Limulus amebocyte lysate assay (Whittaker Bioprod-
ucts, Walkersville, MD).

Monocyte isolation and culture (healthy subjects). ~Monocytes
were isolated from donor buffy coats (South Thames Blood Trans-
fusion Center, London) by Ficoll-Hypaque density centrifugation
(Pharmacia, Upsala, Sweden), prior to cell separation in a Beckman
JEG elutriator (Beckman Instruments, Palo Alto, CA). The mono-
cyte fraction was recovered, resuspended in RPMI supplemented
with 2% autologous human serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin, and cultured in 24-well
plates (Costar, Cambridge, MA) at 1 X 10° cells/well for an addi-
tional 2-h period. Following adherence, cultures were washed 3
times in warm culture medium.

PBMC isolation (patients with leprosy). PBMC were isolated,
under endotoxin-free conditions, from heparinized venous blood
by Ficoll-Hypaque density centrifugation. Because blood samples
from leprosy patients were too small for processing by elutriation
(=40 mL of venous blood), monocyte and lymphocyte purification
was carried out by rosetting PBMC suspension with neuramini-
dase-treated (Calbiochem-Behring, La Jolla, CA) sheep erythro-
cytes. Nonrosetted cells (monocyte-enriched population) were
plated (1 X 10° cells/well) onto 24-well plates (Costar) and were
allowed to adhere for 2 h. Nonadherent cells were then removed
from such cultures by washing with warm RPMI, and the resultant
adherent population (0.95 X 10° cells/well) was cultured in medium
supplemented with 10% human AB* serum (Whittaker Bio-
products).

Monocyte cultures (adherent population) were >95% pure, as
judged both from Giemsa and from nonspecific esterase staining
(not shown). In addition, the rosetted population (lymphocyte-
enriched cells) was collected and treated with sheep erythrocyte
lysis solution, and, following an adherence culture step onto 6-well
plates (37°C, for 2 h), for further exclusion of contaminating mono-
cytes, nonadherent cells (T lymphocytes) were recovered, washed
in PBS, and suspended at 2 X 10° cells/mL in medium containing
10% AB* serum. Purified T cells were >95% CD3* and <1% CD14~,
as assessed by flow cytometry.

T cell activation and fixation. ~HUT-78, a human cutaneous
CD4" T cell lymphoma line [22], was obtained from the American
Type Culture Collection (Bethesda, MD). For in vitro experiments,
HUT-78 cells or primary T cells were either cultured in medium
alone or stimulated with 1 pg/mL PHA and 5 ng/mL PMA (PHA/
PMA) for 18 h at 37°C. After the incubation period, unstimulated
and PHA/PMA-stimulated T cells were washed 3 times with PBS
and were fixed under gentle agitation with freshly prepared 1%
PFA in PBS for 2 h at 4°C. Fixed cells were washed again and
suspended at 4 X 10° cells/mL in culture medium. Where indicated,
primary T cells were fixed immediately following isolation from
PBMC. PFA-fixed (stimulated or unstimulated) T cells showed no
detectable cytokine release (TNF-a or IFN-v) into culture medium
(data not shown). Unless specified, T cells were cocultured with
monocytes at a 1:2 T cell:monocyte ratio.

Cytokine assays.  Concentrations of TNF-a and IFN-y in cell-
free culture supernatants were determined by commercial ELISA,
using specific pairs of monoclonal antibodies (R&D Systems), and
were processed according to the manufacturer’s specifications.
Time course experiments demonstrated that maximal TNF pro-
duction varied between donors but occurred within 12-18 h, and
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TNF production remained elevated at 24 h. Therefore, to control
for donor variability, TNF production was measured at 7' = 18-
24 h in all experiments, unless otherwise stated. TNF-a concen-
trations are expressed as picograms per milliliter of protein, and
the detection limit of the assay was 4 pg/mL.

Statistical analysis. ~ Results are reported as pooled data from
the entire series of experiments. All experimental data are
mean + SE. For analysis of variation of cytokine concentrations
in culture samples and for comparison of paired samples, the Fried-
man analysis of variance (ANOVA) and Kendall coefficient of con-
cordance test and the Wilcoxon signed-rank test (Statistica for Win-
dows, computer program manual; Statsoft [1995], Tulsa, OK) were
used whenever appropriate. The statistical significance level
adopted was P < .05.

Results

M. leprae induction of TNF-a production by human monocytes
M. leprae and LAM-ML demonstrated a concen-
tration-dependent ability to induce secretion of TNF-« by hu-
man monocytes obtained from healthy donors (individuals not
exposed to leprosy; figure 14). For M. leprae, this ranged from
low, if any, TNF-a—61.6 = 49.3 pg/mL, at a bacillus:cell ratio
of 1:1—up to 1619 = 273 pg/mL at a concentration of 10 pg/
mL (equivalent to 30 bacilli per monocyte). LAM-ML (10 pg/
mL) induced 2954 + 380 pg/mL of TNF-«, although lower
concentrations of LAM-ML (100 ng/mL) released amounts of
TNF-« (mean = SE, 1649 = 527 pg/mL) equivalent to 10 ug/
mL M. leprae (figure 1B).

The potency of irradiated M. leprae (30 bacilli per monocyte)
as a trigger of monocyte TNF-« production was demonstrated
to be far less than that of irradiated M. tuberculosis (Mtb, 1
bacillus per monocyte), which induced 3983 + 397 pg/mL TNF,
or LPS (10 ng/mL), which induced 7000 = 314 pg/mL (figure
1C). Indeed, at a comparative 1:1 bacteria: cell ratio, monocyte
TNF-a production in response to M. tuberculosis was ~60-fold
that induced by M. leprae. Moreover, in vitro culture of mono-
cytes further reduced the production of TNF-« induced by M.
leprae or LAM-ML (10 pg/mL of each; P < .05, Friedman
ANOVA and Kendall coefficient of concordance test; figure 2).

Additional experiments performed in the presence of indo-
methacin (1 or 10 ug/mL) demonstrated that prostaglandin pro-
duction did not account for the low level of TNF-« production
triggered by M. leprae in vitro (table 1). Furthermore, control
experiments carried out in the presence of polymixin B (5 pg/
mL) demonstrated that TNF-« production did not result from
contaminating endotoxin in any of the described experimental
conditions (data not shown).

IFN-y enhances M. leprae—induced TNF-o secretion by human

in vitro.

monocytes in vitro. ~Monocytes obtained from healthy subjects
were exposed to either M. leprae or Mtb, in the presence or
absence of an‘optimal dose of TEN-y (100 U/mL). Although
IFN-v treatment induced no significant TNF-a production per

se, it significantly enhanced monocytes’ secretion of TNF-« in
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Figure 1. Mycobacteria inducing tumor necrosis factor (TNF)-«
production by purified monocytes. Monocytes obtained from healthy
donors were exposed to titrated concentrations of (4) Mycobacterium
leprae or (B) purified lipoarabinomannan of M. leprae (LAM-ML),
and, after 18-24 h, levels of TNF-« in culture supernatants were de-
termined by ELISA. C, Amounts of TNF-« released in vitro in the
same monocyte cultures after stimulation with M. leprae (ML; 10 pg/
mL), LAM-ML (10 pug/mL), lipopolysaccharide (LPS; 10 ng/mL), or
M. tuberculosis (Mtb; 0.4 pg/mL). Data are expressed as picograms per
milliliter of protein and represent the mean + SE of 10 individual ex-
periments. TNF-a levels in unstimulated cultures (Unstim) were
undetectable.

response to both stimuli (M. leprae, 4668 = 304 pg/mL; Mtb,
6487 + 488 pg/mL) in comparison with that to either stimulus
alone (1619 + 273 and 3003 *= 275 pg/mL, respectively; P =
.007 and .0027, Wilcoxon signed-rank test; figure 34). In ad-



1466 Sampaio et al.

4000 7
=) ]
= 3000
=
&
= 2000
=
Z
= 1000

0 T D:. __l
Unstim ML LAM-ML
Figure 2. Effects of in vitro culture on monocyte tumor necrosis

factor (TNF)-« production induced by Mycobacterium leprae. Mono-
cytes from healthy subjects were stimulated on the day of isolation
(solid bars) or after 24 (shaded bars) or 48 (open bars) h of culture
with M. leprae (ML; 10 pg/mL) or purified lipoarabinomannan of M.
leprae (LAM-ML; 10 pg/mL). Supernatants were harvested and as-
sessed for the presence of TNF-«. Data are expressed as picograms of
TNF-a per milliliter of protein and represent the mean = SE of 5
individual experiments. Significantly lower TNF-« values were detected
following 24- and 48-h cultures (P < .05, Friedman analysis of variance
and Kendall coefficient of concordance test). Unstim, unstimulated
cultures.

dition, the concentration-dependent ability of M. leprae to in-
duce TNF-«a production was augmented in the presence of IFN-
v, even at very low bacterial exposure (0.3 pg/mL, equivalent
to 1 bacterium per cell; figure 3B). Such enhancing effects of
IFN-vy were also observed with monocytes exposed to M. leprae
or LAM-ML on consecutive days of cell culture (P < .05, Wil-
coxon signed-rank test; figure 3C).

Effect of monocyte—T cell contact on M. leprae—induced TNF-
a production.  Adherent monocytes were cocultured at a 2:1
ratio with PFA-fixed resting or activated HUT-78 T cells, in
the presence or absence of M. leprae. Resting HUT-78 T cells,
in the absence or presence of M. leprae, had little effect on
monocyte TNF-« production. Coculture with activated HUT-
78 T cells alone, however, resulted in enhanced monocyte TNF-
o production, which was further increased in the presence of
M. leprae. Such experiments demonstrated that coculture with
activated, but not resting, HUT-78 T cells induced enhancement
of TNF-« secretion in response to M. leprae exposure (figure
44). To determine whether such an effect was dependent on
the concentration of interacting fixed activated T cells, mono-
cytes were cocultured with a titrated ratio of such T cells in
the absence and presence of M. leprae. These experiments (fig-
ure 4B) demonstrated that optimal enhancement of M. le-
prae—induced TNF-« production occurred at a monocyte:ac-
tivated T cell ratio of 8:1/(P <'.05,-Wilcoxon signed-rank test).
In contrast, a 1:1 ratio produced no enhancement of M. le-
prae—induced TNF-« secretion. These data indicate that, at a
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high monocyte: T cell ratio, monocyte response to M. leprae is
enhanced, whereas such effects are abolished at a low ratio
(1:1).

The effect of cell-cell interaction on the monocyte response
to other mycobacteria was also investigated. Parallel experi-
ments were carried out, using Mtb as the stimulus. A different
pattern of response was observed with Mtb, with maximal en-
hancement of TNF-« production occurring at a 1:1 monocyte:
T cell ratio and decreasing when lower numbers of fixed ac-
tivated T cells were used (figure 4C). Thus, although mono-
cyte—T cell contact enhanced TNF-« production in response to
both types of mycobacteria, the mechanisms involved are ap-
parently not identical.

M. leprae induction of TNF-o release by PBMC and purified
monocytes from leprosy patients with reaction (ENL). PBMC
and purified monocyte and lymphocyte subpopulations were
isolated from patients during symptomatic ENL. Whole
PBMC, isolated monocytes, and monocyte cultures reconsti-
tuted with autologous T lymphocytes (monocytes and lympho-
cytes) were exposed to M. leprae for a total period of 18-20 h,
after which supernatants were harvested and assayed for the
presence of TNF-a by ELISA. As shown in figure 54, PBMC
isolated from ENL patients and cultured in the absence of M.
leprae produced no detectable TNF-«, whereas exposure to M.
leprae induced significant TNF-a secretion into the medium
(mean *+ SE TNF-a, 2370 = 513 pg/mL). In contrast, purified
monocytes released less TNF-« (1108 + 75 pg/mL) when stim-
ulated with identical M. leprae (P = .015, Friedman ANOVA
and Kendall coefficient of concordance). Such diminished re-
sponse, however, was reversed after reconstituting monocyte
cultures with autologous purified T cells (monocytes and lym-
phocytes, 2954 = 734 pg/mL).

These findings strongly suggest that TNF-« secretion is aug-
mented by interaction of monocytes and T cells. IFN-y pro-
duction was not detected in supernatants from such cultures
(not shown). Furthermore, addition of neutralizing antibody
to IFN-y (0.25 ug/mL, sufficient to neutralize 240 ng/mL of
IFN-y) had no effect on TNF-« production (figure 5B). Such
data demonstrate that IFN-y played no part in the amplifi-
cation of TNF-« response in this ex vivo system.

Role of monocyte-T cell contact in the amplification of TNF-

Table 1.  Effect of indomethacin treatment on monocyte tumor ne-
crosis factor (TNF)-a production induced by Mycobacterium leprae in
vitro.

Indomethacin

Stimulator Nil 1 pg/mL 10 pg/mL
Unstimulated 50 + 43 72 + 43 54 + 17
M. leprae 1769 = 509 1439 + 263 1500 + 403

Irradiated M. tuberculosis 2842 + 527 2461 + 436 3099 + 70

NOTE. Monocytes were stimulated with M. leprae (10 pg/mL) or Mtb (4
png/mL) in the absence (medium) or presence of indomethacin (1 or 10 ug/mL).
TNF-a production is expressed as mean = SE of 3 independent experiments.
Unstimulated cells were kept in culture in the absence of any stimulus.
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Figure 3. Interferon (IFN)—y enhances tumor necrosis factor
(TNF)—« production from mycobacteria-stimulated monocytes in vitro.
A, Monocytes obtained from healthy subjects were stimulated on the
day of isolation with either Mycobacterium leprae (30:1 bacteria:cell
ratio) or M. tuberculosis (Mtb; 1:1 bacterium:cell ratio), in the absence
(shaded bars) or presence (diagonally striped bars) of IFN-y (100 U/
mL). B, Monocytes were exposed to a titrated concentration of M.
leprae in the absence () or presence (M) of IFN-y (100 U/mL). C,
Monocytes were cultured in vivo for 24 h before stimulation with M.
leprae (ML) or. purified lipoarabinomannan of M. leprae (LAM-ML;
10 pg/mL), either in the presence (shaded bars) or absence (open bars)
of IFN-y. Data are expressed as picograms of TNF-a per milliliter of
protein and represent jthe \mean = SE of 7 individual experiments.
*P < .05 and **P <.005, which represent a significant difference (Wil-
coxon signed-rank test) versus values in the absence of IFN-y. Unstim,
unstimulated cultures.
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o response in cells from patients with ENL.  Subsequent ex-
periments were carried out to determine the role of monocyte-T
cell contact in the amplification of TNF-« secretion observed
in cells from patients with ENL. Isolated monocytes were cul-
tured alone or directly cocultured with either viable isolated
autologous T lymphocytes or paraformaldehyde-fixed autolo-
gous T lymphocytes. In additional cultures, fixed and unfixed
T cells were cocultured in the same wells as isolated monocytes
but were physically separated from monocytes by using trans-
well inserts (0.4-um pore size), which prevented cell-cell contact
but allowed diffusion of soluble factors.

As shown in figure 64, M. leprae—induced TNF-« release
from isolated monocytes (1450 + 283 pg/mL) was enhanced
when either viable (3231 + 660 pg/mL) or fixed (2895 + 124
pg/mL) autologous T lymphocytes were added back to the cul-
tures (P = .01, Friedman ANOVA test). Such enhancement,
however, was not observed after physical separation of identical
monocytes and T cells (figure 64), which indicates that cell-cell
contact, rather than the release of soluble factors, was crucial
for this phenomenon. As expected, it was noted in some ex-
periments that unstimulated monocyte/lymphocyte cocultures,
in the absence of M. leprae, released detectable TNF-q, in the
range of 50-200 pg/mL (figure 64-6C). Nonetheless, such var-
iable TNF-« induction was markedly lower than the levels in-
duced by M. leprae in these same experiments.

Further studies were carried out to determine whether the
activation state of mononuclear cells obtained from ENL pa-
tients influenced their in vitro behavior. Monocytes obtained
from patients with ENL were cultured in the absence or pres-
ence of M. leprae (10 pg/mL), either alone or cocultured with
(1) fixed autologous lymphocytes or (2) fixed lymphocytes ob-
tained from unreactional lepromatous patients. In addition,
monocytes obtained from unreactional leprosy patients were
either cultured alone or cocultured with (1) fixed autologous
lymphocytes or (2) fixed lymphocytes from ENL patients.

It was observed that isolated monocytes from ENL patients
(figure 6B) released significantly more TNF-« in response to
M. leprae in vitro (939 = 83.1 pg/mL) than did monocytes from
unreactional patients (261 + 16.2 pg/mL; P<.05, Wilcoxon
signed-rank test), which confirms our previous observations [9,
13]. Moreover, fixed lymphocytes obtained from ENL patients
increased M. leprae—induced TNF-o secretion in monocytes
obtained from unreactional patients (648 + 137 vs. 261 + 16
pg/mL TNF-q; P < .01, Wilcoxon rank test). In contrast, T cells
obtained from unreactional lepromatous patients had no effect
on the induced TNF-« secretion by monocytes from ENL pa-
tients (939 * 83 vs. 933 + 28 pg/mL, respectively). Similar ef-
fects were observed when unfixed T cells were used, despite
their potential for allogenic stimulation. Such cells cultured in
the absence of M. leprae, however, expressed little or no TNF-
o (data not shown).

Interestingly, the data shown in figure 6C indicate that T cells
obtained from unreactional lepromatous patients (LL/BL) have
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Figure 4.  Monocyte-T cell contact enhances Mycobacterium le-
prae—induced tumor necrosis factor (TNF)-a secretion in vitro. A4,
Monocytes obtained from healthy donors were cocultured with fixed
phytohemagglutinin/PMA-stimulated HUT-78 T cell line (HUTst) or
unstimulated HUT-78 T cell line (HUT), at a 1:2 T cell:monocyte
ratio, in the presence or absence of 10 pg/mL M. leprae. Data are
expressed as picograms of TNF-« per milliliter of protein and represent
the mean = SE of 7 pooled experiments. Monocytes were cocultured
with a titrated,ratio’of HUTst in the presence (@) or absence (M) of
M. leprae (10 pg/mL) (B) or M. tuberculosis (C) (O; 0.4 pg/mL) for
18 h, after which culture supernatants were assayed for TNF-a. Data
are the mean of 4,and 2 experiments, respectively, and error bars rep-
resent SE. A significant difference (P < .05, Wilcoxon matched pairs
test) was found in comparison with cells (monocytes and HUTst) cul-
tured in the absence of the stimulus.
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the potential to enhance M. leprae—induced monocyte TNF-«
production subsequent to in vitro stimulation with PHA/PMA.
Accordingly, in these cultures, unstimulated T cells fixed im-
mediately following isolation from blood did not routinely in-
duce monocyte TNF-« production. Concentrations of TNF-«
in cocultures of monocytes and unstimulated fixed T cells,
in the presence of M. leprae, were 506 + 81 pg/mL, versus
521 = 27.5 pg/mL in monocyte cultures and 947 = 109 pg/mL
in monocyte-stimulated T cell cultures (P<.05, Friedman
ANOVA).

Preliminary experiments were carried out to ascertain the
potential contribution of candidate T cell-surface molecules to
the observed enhancement of M. leprae-induced monocyte
TNF-a production. Monocytes from ENL patients were co-
cultured with autologous PFA-fixed T cells in the presence or
absence of blocking antibodies to candidate surface molecules
involved in enhancement of TNF-« production (table 2). These
data demonstrate that blockade of CD40L, CDI18, or CD69
modulates TNF-« release by =<58%. Furthermore, parallel
studies in which monocytes from unreactional patients were
cocultured with PFA-fixed activated autologous T cells dem-
onstrated a similar but reduced effect on blockade of CD40L
or CD69.

Discussion

M. tuberculosis and M. leprae enter into macrophages
through receptors of the complement pathway (CR), mainly
CR1, CR3, and CR4 [23, 24]; however, involvement of other
cell-surface receptors [25] in cell binding, phagocytosis, cytokine
production, and induction of cell activation has been demon-
strated, mostly for Mtb and some of its components. For ex-
ample, engagement of CD11b/CD18 [26]—as well as activation
of CD14, scavenger receptor A, and the mannose receptor [27,
28]—has been reported to enhance both TNF-« mRNA ex-
pression and protein secretion in vitro. In addition, induction
of TNF-« and IL-13 by LAM of Mtb seems to be mediated
through binding to the CD14 molecule on human monocytes
[29]. Whether any of these molecules is involved in triggering
TNF-a production in response to M. leprae is currently not
known.

This study demonstrates that M. leprae, in contrast to other
bacterial products such as LPS, LAM-ML, or Mtb, is per se
a relatively poor inducer of monocyte TNF-a production in
vitro in monocytes from healthy subjects (individuals not ex-
posed to M. leprae). The observed low induction of TNF-«
was shown to be independent of the suppressive effects of
PGE2, described elsewhere [30]. Even at a high bacteria:cell
ratio (30:1), which may approximate that seen in untreated
lepromatous leprosy lesions, the levels of TNF-« induced by
irradiated M. leprae were considerably lower than those in-
duced by irradiated Mtb at a 1:1 bacterium:cell ratio.

This study utilized irradiated mycobacteria, and we cannot
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Figure 5. T lymphocytes obtained from patients with erythema no-

dosum leprosum (ENL) enhance Mycobacterium leprae—induced tumor
necrosis factor (TNF)-« production in vitro. 4, Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), purified monocytes (M¢), and cocultures
of monocytes and T lymphocytes (M¢ + L¢) obtained from ENL pa-
tients (n = 10) were cultured in the presence (M) or absence ([]) of M.
leprae for 18-20 h, after which supernatants were recovered and assayed
for the presence of TNF-« by ELISA. *Significant difference in TNF-
o values (mean + SE) in comparison with PBMC or M¢ + L¢ cultures
(P < .05, Friedman analysis of variance and Kendall coefficient of con-
cordance). B, Mononuclear cells obtained from ENL patients were
cultured as PBMC, purified monocytes, or monocytes reconstituted
with autologous T cells (M¢ + L¢) and were stimulated with (H) or
without ((J) M. leprae, in the presence or absence of a neutralizing
monoclonal anti-IFN-y antibody (0.25 pg/mL), for 20 h. Supernatants
were assessed for the presence of TNF-a. Results, expressed as pico-
grams of TNF-a per milliliter of protein, represent the mean of 3
independent experiments for each culture condition.

exclude the possibility that live M. leprae could induce different
levels of monocyte TNF-« production. We observed no differ-
ence, however, in the amount of monocyte TNF-« induced by
live versus irradiated Mtb (data not shown). The differences
we now report:between the abilities of M. leprae and Mtb to
induce monocyte TNF-a production;are likely to reflect par-
ticular features of the 2 mycobacteria species and may help to
explain differences in the clinical pathophysiology of diseases
caused by these'2 organisms. Such- differences are likely to be
related to the type of receptors and/or to distinct secondary
pathways triggered in monocytes by each bacterial species.
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The observation that monocyte responsiveness to M. leprae
was further reduced following a 48-h in vitro culture may be
related to down-regulation of cell-surface receptors (e.g., CD14
and CR3) required for triggering TNF-a production associated
with cellular differentiation. The low expression of these re-
ceptors in highly parasitized unreactional lepromatous leprosy
lesions might contribute to the very low levels of TNF-« pro-
duction detected in such lesions (not shown). In contrast, acute
inflammatory states are frequently observed in reactional le-
promatous and tuberculoid leprosy lesions. In particular, ENL
is associated with increased CD4 T cell infiltration in lesions,
increased expression of adhesion molecules, including intercel-
lular adhesion molecule 1 and leukocyte function antigen 1 [3],
and enhanced IL-12 and IFN-y mRNA expression [31, 32],
consequent with enhanced TNF-« expression [5, 8, 33].

The role of soluble factors in induction of ENL is strongly
supported by our previous observation of the appearance of
ENL in leprosy patients following intradermal injection of IFN-
v [13]. Moreover, we recently demonstrated reciprocal coex-
pression of enhanced TNF-« and IFN-y mRNA expression
within inflammatory lesions during ENL [31, 33]. In vitro data
from this study demonstrate that recombinant human IFN-y
(100 U/mL), when added to monocyte cultures from healthy
individuals (or leprosy patients [13]), enhanced both M. leprae—
and M. tuberculosis—induced TNF-a production.

Monocyte TNF-«a production can also be modulated by cell-
cell interaction. Data from this study demonstrate that, in healthy
individuals, monocyte contact with activated, but not resting, T
cells (at a 1:1 ratio) enhanced TNF-a production induced by
both M. leprae and Mtb. These data indicate that the activation
state of the T cell is critical to the expression of ligands required
to enhance TNF-«a secretion induced by the mycobacteria. This
is in keeping with previous observations that monocyte contact
per se with a high ratio (1:8) of activated and not resting T cells
can trigger monocyte TNF-« production [18].

It is interesting that, in this study, the kinetics of T cell en-
hancement of TNF-a production were different for M. leprae
and M. tuberculosis. Such differences may be key to the distinct
pathophysiology caused by these 2 related microorganisms. Al-
though such data clearly indicate that both IFN-y and mono-
cyte-T cell contact modulate monocyte TNF-a production
induced by M. leprae, the relative contributions of such mech-
anisms to enhanced TNF-a production associated with ENL
are not known

Ex vivo experiments carried out using PBMC from reactional
(ENL) patients demonstrated that, although enhanced TNF-«
production in response to M. leprae is augmented by mono-
cyte-T cell contact, it is independent IFN-y production. Such
data suggest that peripheral blood T cells from ENL patients
already express activation ligands required to trigger enhanced
TNF-a secretion in response to M. leprae. Likewise, inability
of T lymphocytes from unreactional patients to modify TNF-
o levels suggests that they lack expression of the required li-
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1500-C the possibility that raised plasma IFN-y levels in ENL patients
could have preactivated monocytes prior to venesection.
- The results from this model of cognate interaction suggest
E 1000 x that monocyte-T cell contact enhances TNF-« production in
g PBMC of ENL patients in response to M. leprae. This is po-
3 tentiated by the activation state of both cell types. Elevated
; 5004 expression of cell-surface activation markers and IFN-y within
= ENL lesions indicates that such a mechanism could also con-
tribute to the enhanced TNF-« expression observed within the
0. = lesions themselves; however, macrophages in lepromatous le-
Mo Mz:;q) Mg:irn];(b sions are highly parasitized. Previous studies have demon-

Figure 6. Enhancement of Mycobacterium leprae—induced tumor
necrosis factor (TNF)-a production in peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from patients with erythema nodosum leprosum (ENL)
is modulated by T cell-monocyte contact. 4, Monocytes obtained from
patients with ENL were cultured alone (M¢) or cocultured (M¢ +
L) with fixed (L¢ Fix; n = 3) or unfixed (L¢; n = 6) autologous T
lymphocytes in the presence (M) or-absence ([J) of M. leprae. In some
cultures (n = 6), M¢ and T cells were physically separated through
transwell (TW) inserts. B, Monocytes obtained from reactional (React;
n = 3) and unreactional (Unreact; n = 3) patients were cultured either
alone or in the presence of fixed unstimulated T cells obtained from
unreactional (Unreact L¢) and reactional (React L¢) patients, respec-
tively, with (M) or without ([]) M. leprae. C, Monocytes, obtained from
unreactional lepromatous patients (n = 3), were cultured in the pres-
ence or absence of autologous phytohemagglutinin (PHA)/PMA—
stimulated (Li¢ Stim) or unstimulated (L¢ Unst) T lymphocytes, with
(M) or without ((J) M. leprae. In all €xperimental conditions, super-
natants were harvested 18 h laterand were assayed for TNF-a pro-
duction. Data"are expressed as picograms of TNF-« per milliliter of
protein and are shown as'mean = SE of the pooled experiments. *Sig-
nificant differences in TNF-o values were observed between Md/
M¢ + Lo-TW and M¢ + Lo cultures (P < .05, Wilcoxon signed-rank
test).

strated that such a high bacillary load has clear and substantial

Table 2. Effects of blocking monoclonal antibodies (MAbs) to can-
didate T cell-surface molecules involved in enhancement of tumor ne-
crosis factor (TNF)-a production induced by Mycobacterium leprae.

. Inhibition Inhibition
MADs against (ENL).® % (unreactional),® %
cell-surface
proteins® M¢/Lo Mg/Lop/ML M¢/Lo M¢/Lo/ML
CDlla 7.6 0 0 0
CD138 5 54.3 0 0
CD40 0 12.2 0 0
CD40L 0 43 0 32.6
CD69 16.6 58.7 0 41

NOTE. Results are expressed as percentage of inhibition in comparison with
TNF-a production in coculture with a control mouse IgG and are the mean of
3 independent experiments. ENL, erythema nodosum leprosum; M¢/L¢, mono-
cytes and lymphocytes; M¢/Lé/ML, monocytes, lymphocytes, and M. leprae.

* Fixed T cells were preincubated with MAbs (10 pg/mL final concentration)
for 30 min at 37°C before use in coculture experiments.

b Monocytes from ENL patients were cocultured with autologous parafor-
maldehyde (PFA)-fixed T cells.

¢ Monocytes from unreactional leprosy patients were cocultured with auto-
logous PFA-fixed T cells preactivated with phytohemagglutinin/PMA.
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effects on immunological functions of macrophages, including
antigen presentation, which suggests a lack, or even suppres-
sion, of cellular activation of both macrophages and T cells.
Such effects were induced only by viable bacilli [41]. Thus,
during the course of MDT, the decrease in the number of viable
bacilli, and hence in their immunosuppressive effects, may trig-
ger a change in the activation state of monocytes and T cells,
consequent with the enhanced TNF-a production observed
during ENL.
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