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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

AVALIAÇÃO DOS MECANISMOS IMUNOPATOGÊNICOS ASSOCIADOS À INFECÇÃO NEURAL 

NA HANSENÍASE 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Beatriz Junqueira de Souza 

 
A neuropatia da Hanseníase é a doença neurodegenerativa do sistema nervoso 

periférico, de origem infecciosa mais comum, cujo hospedeiro preferencial é a célula 

de Schwann. A compreensão da relação célula de Schwann - M. leprae é fundamental 

para entender a progressão da doença tanto em modelos experimentais, como em 

pacientes. Além disso, é de suma importância entender como as bactérias viáveis e 

mortas afetam a biologia do hospedeiro, uma vez que esse contexto é amplamente 

desconhecido. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a relação entre a célula 

de Schwann – e o M. leprae no contexto da lesão neural, utilizando o modelo de 

interação patógeno-hospedeiro in vitro, ex vivo e in vivo. Para isso, a linhagem 

humana ST88-14 foi utilizada para determinar como bactérias viáveis e mortas 

modificam a expressão gênica global em resposta a infecção enquanto CSPM de 

camundongo contribuíram para identificar a relação entre infecção, desmielinização e 

a viabilidade de M. leprae. Além disso, usamos biópsias de nervo de pacientes 

controles e com Hanseníase para correlacionar os achados experimentais, com o 

padrão de resposta durante a progressão da doença humana. A partir dos resultados, 

foi possível correlacionar alterações histopatológicas com o perfil de expressão gênica 

induzida pela infecção. Ademais, demonstrou-se, pela primeira vez, uma correlação 

significativa entre a assinatura gênica dos estágios iniciais e as alterações 

histopatológicas na neuropatia hanseniana. Além disso, observamos que a 

mielinofagia é fundamental para a manutenção da viabilidade bacteriana em células 

mielinizantes. O presente trabalho, portanto, avança o conhecimento das bases 

moleculares e celulares da neuropatia da Hanseníase, através de diferentes modelos 

experimentais, abrindo portas para novas perspectivas na compreensão da doença 

Humana. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

EVALUATION OF IMMUNOPATHOGENIC MECHANISMS ASSOCIATED WITH NEURAL 

INFECTION IN LEPROSY 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Beatriz Junqueira de Souza 

 

Leprosy neuropathy is the most common infectious neurodegenerative disease 

of the peripheral nervous system, whose preferred host is the Schwann cell. 

Understanding the relationship between Schwann cell - M. leprae is essential to 

comprehend the disease progression both in experimental models and in patients. 

Furthermore, it is of paramount importance to understand how viable and dead 

bacteria affect the biology of the host, since this context is largely unknown. Therefore, 

the objective of this work was to investigate the relationship between the Schwann cell 

– and M. leprae in the context of neural injury, using the in vitro, ex vivo and in vivo 

pathogen-host interaction model. For this, the human strain ST88-14 was used to 

determine how viable and dead bacteria modify global gene expression in response to 

infection, while myelinated primary Schwann cells from mice contributed to identify the 

relationship between infection, demyelination and M. leprae viability. In addition, we 

used nerve biopsies from both control and leprosy patients to correlate the 

experimental findings with the pattern of response during human disease progression. 

From the results, it was possible to correlate histopathological changes with the 

infection-induced gene expression profile. Furthermore, for the first time, a significant 

correlation between the gene signature of early stages and histopathological changes 

in leprosy neuropathy was demonstrated. Moreover, we observed that myelinophagy 

is essential for the maintenance of bacterial viability in myelinated cells. The present 

work, therefore, advances the knowledge of the molecular and cellular bases of leprosy 

neuropathy, through different experimental models, opening doors to new perspectives 

in the understanding of the Human disease. 
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RIN - número equivalente a integridade do RNA 

RNAm – ácido ribonucleico mensageiro 

RNAr – ácido ribonucleico ribossomal 

ROS - espécie reativa de oxigenio 

RPL13- Proteina Ribossomal L13 

RPMI- Meio Roswell Park Memorial Institute 

RR- Reação Reversa 

RTqPCR - Reação em cadeia da polimerase quantitativa 

SC – Célula de Schwann 

SHH – Sonic HedgeHog 

SNC – Sistema Nervoso Central 

SNP- Sistema Nervoso Periférico 

SOSTDC1 – “Sclerostin Domain Containing 1” 

SOX10 – “SRY-box transcription factor 10” – Fator de Transcrição 10 relacionado ao 

SRY. 

SOX2- “SRY-Box Transcription Factor 2” – Fator de Transcrição 2 para expressão do 

SRY. 

SREBP- Proteínas de ligação do elemento regulador de esteróis. 

TG -Tricrômico de Gomori 
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TGFB – Fator de Crescimento Transformador Beta 

TH1- “T helper 1” – Linfócito T auxiliador 1 

TH2- “T helper 2” – Linfócito T auxiliador 2 

TNF -fator de necrose tumoral 

TT- Tuberculóide-Tuberculóide 

TYRP1– “Tyrosinase Related Protein 1” – Proteina relacionada a tirosinase 1. 

ULK1 – “unc-51 like autophagy activating kinase 1” – cinase-1 ativadora de autofagia 

tipo unc-51.  

UNC5B– “Unc5 Netrin Receptor B” – Receptor de netrina Unc5. 

WIPI2 – Proteína 2 de interação com fosfoinositídeo do domínio de repetição WD. 

WNK – proteína cinase 1 deficiente de lisina 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Apresentação do problema 

A Hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada pelo patógeno 

intracelular obrigatório Mycobacterium leprae (M. leprae) e Mycobacterium 

lepromatosis (M. lepromatosis) (DEPS e COLLINS, 2012; SINGH et al, 2015). Ambos 

possuem tropismo pelos nervos periféricos e pele, devido à sua preferência por 

regiões do corpo com baixa temperatura (em torno de 28 a 30°C) e por outros 

mecanismos de predileção patógeno-hospedeiro ainda pouco esclarecidos 

(SCOLLARD et al., 2006; ANTUNES et al., 2012; WHO, 2016). Após entrar no 

organismo, o bacilo apresenta uma longa janela de incubação, período no qual as 

manifestações clínicas da doença tendem a aparecer, sendo em torno de dois a dez 

anos, após a instalação da infecção primária (BRASIL, 2010).  

 

O M. leprae se estabelece, principalmente, nas células que sintetizam a bainha 

de mielina no nervo periférico, isto é, as células de Schwann, comumente conhecidas 

como a glia do sistema nervoso periférico (SNP) (MIETTO et al., 2016; 

VERKHRATSKY et al., 2019; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Estas células da glia estão 

envolvidas no suporte de inúmeras funções fisiológicas do SNP, incluindo na 

velocidade da propagação do potencial de ação neuronal e na manutenção da 

homeostase e integridade do axônio (VERKHRATSKY et al., 2019; MIETTO et al., 

2021; SARDELLA-SILVA et al., 2021). De modo curioso, a habilidade particular de 

preferencialmente invadir as células de Schwann, com certo grau de afinidade por 

outras células do microambiente neural (ex.: macrófagos), torna a Hanseníase uma 

doença complexa e multifatorial (SCOLLARD, TRUMAN, & EBENEZER, 2015; 

SERRANO-COLL et al., 2018). Tal colonização perturba a função de diferentes células 

do nervo, ocasionando, dessa forma, grave degeneração do tecido nervoso, com uma 

grande importância clínica, especialmente pela incapacidade física gerada nos 

pacientes acometidos pela doença (ANTUNES et al., 2012; JARDIM et al., 2021). É 

sobre esse complexo mecanismo de interação patógeno-célula de Schwann, ainda 

tão pouco compreendido ao nível molecular e celular que leva a destruição do nervo 

periférico, que a presente tese é baseada. 
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1.2 Histórico, epidemiologia e transmissão 

A Hanseníase é uma das doenças mais antigas que acometem a humanidade. 

Com registros históricos que datam de 6.000 anos a.C., a doença também é citada na 

bíblia hebraica, no livro de Levítico, como “tsaraáth”, que significa desonra, vergonha 

ou desgraça (EIDT, 2004). Devido à ausência de entendimento a respeito do modo de 

transmissão da doença, acreditava-se, naquela época, que a manifestação 

sintomatológica da doença era decorrente do “castigo devido ao pecado carnal”. Desta 

maneira, o indivíduo acometido carregava, além das debilidades oriundas da doença, 

um grande estigma social. A antiga “lepra” trazia o fardo da discriminação, onde o 

isolamento era a única forma de controlar a doença e banir o “portador da desonra” 

(BRASIL, 2010). Por ser uma doença predominantemente de países 

subdesenvolvidos e pelo fato de a Hanseníase atingir as camadas socioeconômicas 

mais desfavorecidas, especialmente no Brasil, o estigma e o preconceito sofrido pelos 

pacientes culminaram na necessidade de trocar o termo lepra, por outra terminologia. 

Esta mudança ocorreu em 1995, a partir da na lei nº 9.010, que oficializou a mudança 

do nome da doença para Hanseníase, em homenagem ao pesquisador Gerhard 

Armauer Hansen, responsável pela identificar o agente etiológico M. leprae como 

causador da doença (FEMINA et al., 2007).   

 

Apesar do Ministério da Saúde ter aperfeiçoado e intensificado as medidas 

integrativas de educação social, a respeito da doença na rede básica de saúde e nas 

mídias sociais, o Brasil ainda considera a Hanseníase como um problema de saúde 

pública, contando com mais de 28 mil novos casos por ano (Figura 1) (WHO, 2021). 

Para que se seja considerada erradicada, o número de casos precisa estar abaixo de 

10 casos por 100 mil habitantes, meta que ainda não foi cumprida (BRASIL, 2020). 

Ainda, a incapacidade física e as deformidades nos membros, decorrentes das lesões 

neurológicas carregam o fardo do preconceito social. O diagnóstico tardio é uma das 

principais razões que levam a incapacidade física, uma vez que o acesso aos 

cuidados de saúde básica pelas classes sociais economicamente desfavoráveis ainda 

é um grande entrave a ser melhorado em nossas políticas públicas (ANTUNES et al., 

2012; LASTÓRIA et al., 2014). 
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Figura 1 – Mapa de novos casos de Hanseníase no mundo em 2019.  
Em 2019, 118 países apresentaram novos casos da doença, predominantemente 
países subdesenvolvidos, onde 79% do total global aconteceram no Brasil, na Índia e 
na Indonésia. Fonte: Organização Mundial da Saúde (WHO, 2021). Boletim 
estratégico para erradicação da Hanseníase. ISBN: 978-92-9022-850-9. 

Segundo o boletim estratégico para erradicação da Hanseníase (2021-2030), 

elaborado pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2021), no ano de 2019 a 

Hanseníase foi prevalente em 161 países e, mais especificamente, 118 países 

detectaram casos novos da doença, num total de 202.256 novos casos em 2019 

(Figura 2). Desses novos casos, 79% foram relatados na Índia, Brasil e Indonésia, 

regiões de alta prioridade no desenvolvimento da doença (WHO, 2021). 
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Figura 2 – Progressão de novos casos de Hanseníase no mundo por regiões, 
entre 2009 e 2019.  
Fonte: Organização Mundial da Saúde (WHO, 2021). Boletim estratégico para 
erradicação da Hanseníase. ISBN: 978-92-9022-850-9. 

Dentro da incidência de 2019, 10.816 casos apresentaram avançado 

comprometimento neurológico, culminando em incapacidade física no momento do 

diagnóstico, incluindo, dentre esses, 370 crianças. Este dado mostra que o 

diagnóstico ainda está ocorrendo de modo muito tardio e isso pode ser associado, por 

exemplo, à uma ausência da conscientização da população, associada também a 

pouca assistência de saúde para a população mais carente (Figura 3) (WHO, 2021). 

Dos novos casos, 38,9% eram do sexo feminino e 7,4% eram crianças. Sabendo-se 

do longo tempo de incubação necessária à manifestação sintomatológica, a detecção 

de casos infantil é considerada um indicador de transmissão recente na comunidade. 

Não obstante, a disparidade de gênero observada também se apresenta no Brasil, 

onde indivíduos do sexo masculino são mais acometidos e, de modo geral, pessoas 

que não completaram o ensino fundamental. Complementarmente, a população parda 

apresenta o maior número de casos acometidos (BRASIL, 2021). 
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Figura 3 – Grau de incapacidade física (GIF) no Brasil.  
Proporção de casos de Hanseníase avaliados quanto aos graus de incapacidade 
física 1 – no início do comprometimento neurológico, e 2 – em um estado mais 
avançado do comprometimento neurológico, no momento do diagnóstico no ano de 
2020. Brasil, 2020. 

Atualmente, já é sabido que o principal mecanismo de transmissão da doença 

se dá pelas vias aéreas, uma vez que foi demonstrada a presença do bacilo viável em 

secreções nasais, sendo, portanto, transmitido por gotículas de modo inalatório 

(FADLITHA et al., 2019). Não se descarta, entretanto, a possibilidade da via de 

transmissão cutânea, uma vez que o bacilo viável pode ser encontrado em lesões de 

pele. Deve-se ressaltar, porém, que além do homem, o tatu de nove bandas – 

Dasypus novemcintus – também é um hospedeiro natural do M. leprae, e, além do 

mais, pode ser infectado pela mesma cepa, sugerindo a possibilidade da transmissão 

cruzada entre as espécies (TRUMAN et al., 2001). É comum, em algumas partes do 

Brasil, a alimentação pela caça de carne de tatu selvagem, sendo essa uma 

proposição de um possível mecanismo de propagação de cepas diferentes, 

especialmente na região centro-oeste do Brasil (SILVA et al., 2018). 

1.3 Agente etiológico 

O M. leprae é um bacilo pertencente ao gênero Mycobacterium, com morfologia 

de bastonete com aproximadamente 1-8 µm um de comprimento e 0,3 µm de diâmetro 

(TRUMAN et al., 2001). É uma bactéria Gram-positiva, apesar de não ser corada, de 
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modo efetivo, pela coloração de Gram, devido à alta quantidade de lipídios na sua 

superfície. O envoltório celular de M. leprae é constituído pela membrana plasmática, 

parede celular, folheto externo de pseudo-bicamada e uma cápsula (VISSA e 

BRENNAN, 2001). Esta impermeabilidade se deve à uma camada hidrofóbica rica em 

lipídios complexos, os quais são distintos de outras bactérias Gram-positivas ou 

Gram-negativas, que recobrem a superfície externa dessas micobactérias (VISSA e 

BRENNAN, 2001; BHAMIDI et al., 2011). Esses lipídios são caracterizados como 

ácidos graxos ramificados, denominados de ácidos micólicos, unicamente 

encontrados neste gênero, além de glicolipídios, como o lipoarabinomanana e de seu 

precursor lipomanana (LM) (VISSA e BRENNAN, 2001; BHAMIDI et al., 2011; 

ANTUNES et al., 2012). O M. leprae possui um importante componente em seu folheto 

externo, o glicolipídio fenólico 1 (PGL-1), molécula presente exclusivamente neste 

bacilo, que não apresenta reação cruzada com outras micobactérias, em especial ao 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), sendo, portanto, uma molécula alvo 

para sua identificação (LETURIONDO et al., 2019). Além deste glicolipídio, 

encontram-se também como componentes da cápsula o ftiocerol dimicocerato e o 

fosfatidilinositol manosídeo, além de outros fosfolipídios (Figura 4) (VISSA e BENNAN, 

2001; SCOLLARD et al., 2006); BHAMIDI et al., 2011). 

 

 

Figura 4 – Envoltório celular de M. leprae.  
O envoltório celular de M. leprae composto por membrana plasmática, parede celular, 
folheto externo e cápsula. Adaptado de VISSA e BRENNAN, 2001. 
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 No ano de 2001, o genoma do M. leprae foi completamente sequenciado 

(COLE et al., 2001). Apesar da expectativa sobre a compreensão de quais genes 

estariam relacionados à fisiopatologia da doença, menos da metade do seu genoma 

(49,5%, ou seja, 1.605 genes) é capaz de codificar proteínas, ou seja, mais da metade 

do seu conteúdo genético é constituído por pseudogenes (COLE et al., 2001). 

Traçando-se um paralelo com o M. tuberculosis, o M. leprae perdeu muitos genes 

relacionados ao crescimento bacteriano, além de outros relacionados as vias 

catabólicas e do metabolismo energético (OLIVEIRA et al., 2021). Comparando-se os 

dois genomas, o M. leprae possui apenas dois genes que expressam lipases, 

enquanto M. tuberculosis dispõe de mais de 20 genes responsáveis pela hidrólise 

lipídica (COLE et al., 2001). O decaimento genético de genes relacionados à 

reprodução bacteriana poderia explicar, portanto, o seu longo tempo de multiplicação 

intracelular (VISSA e BRENNAN, 2001). 

 

O M. leprae apresenta crescimento lento em comparação com outras 

micobactérias e, além disso, por ser um parasito intracelular obrigatório, a maquinaria 

da célula hospedeira é essencial para sua sobrevivência (Figura 5). O bacilo leva em 

torno de 14 dias para se replicar. Além disso, até hoje, nenhum grupo foi capaz de 

cultivar essa bactéria in vitro (MARTINEZ et al., 2009). Seu cultivo, entretanto, para 

experimentação foi iniciado em 1965, por SHEPARD e colaboradores, que 

demonstraram o aparecimento de uma lesão focal, típica da doença, através da 

inoculação de 103 bacilos no coxim plantar de camundongos atímicos (SHEPARD et 

al., 1965). Este animal ainda é o principal modelo experimental de cultivo in vivo da 

bactéria, que demanda cerca de seis meses, em média, para obtenção de um volume 

adequado para uso em experimentação científica (Figura 6) (MARTINEZ et al., 2009). 

O tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) também é capaz de manifestar a 

forma disseminada da Hanseníase, cerca de 18 a 24 meses após infecção 

(KIRCHHEIMER e STORRS, 1971; SILVA et al., 2018; ZHOU et al., 2021).  
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Figura 5 – Micrografia de biópsia de pele apresentando numerosos bacilos (M. 
leprae), evidenciados por coloração de Ziehl-Neelsen (400x).  
Fonte: CHIARATTI et al, 2016. 

 A respeito do sítio de tropismo, o M. leprae possui especial preferência em 

infectar os nervos periféricos, persistindo principalmente no interior das células de 

Schwann (SCOLLARD et al., 2012). Não obstante, é sabido que o M. leprae também 

é capaz de infectar outras células não neuronais que constituem o nervo, tais como 

macrófagos, células endoteliais, adipócitos e fibroblastos (MADIGAN et al., 2017b; 

PINHEIRO et al., 2018; ANDRADE et al., 2019; HOOJI e GELUK, 2021; ROSA et al., 

2021) Neste contexto, é importante compreender as características 

anatomofisiológicas do sistema nervoso periférico, a fim de se estabelecer uma 

relação entre tecido, células e a manutenção da infecção do M. leprae no nervo 

periférico. 
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Figura 6 – Modelo de cultivo de M. leprae em coxim plantar de camundongos 
nude. 
Pata de camundongo nude seis meses após a inoculação, a pata atinge uma carga 
bacilar suficiente para ser utilizada experimentalmente. Este modelo é uma das únicas 
formas de cultivo do bacilo para uso experimental. Fonte: SCOLLARD et al., 2006. 

1.4 O Sistema Nervoso Periférico 

O sistema nervoso periférico (SNP) compreende uma complexa e extensa rede 

de prolongamentos nervosos, que possibilitam a integração e comunicação do 

sistema nervoso central com os demais tecidos do corpo (KANDEL et al., 2012). 

Anatomicamente, o SNP se organiza em gânglios periféricos, nos prolongamentos dos 

nervos e nas terminações nervosas (PURVES et al., 2010; MIETTO et al., 2011). Os 

gânglios periféricos abrigam os corpos celulares dos neurônios somáticos sensitivos 

e dos neurônios autonômicos motores, enquanto os axônios dos neurônios, em 

associação com as células não-neuronais (ex.: células da glia, do sistema 

imunológico, vascular, entre outros) do SNP se organizam em forma de nervos. Os 

nervos do SNP podem ser classificados em nervos espinais – que se comunicam com 

os centros superiores a partir da medula espinal – ou em nervos cranianos – onde os 

corpos celulares desses neurônios têm origem no encéfalo (KANDEL et al., 2012; 

SONNE e LOPES-OJEDA, 2021). 

 

Apesar de existirem diferentes tipos de neurônios, todos obedecem a uma 

estrutura principal, composta por 3 elementos: O corpo celular, os dendritos e o axônio 

(Figura 7) (LENT et al., 2010). O corpo celular é a região onde se localizam a maioria 
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das organelas do neurônio bem como o núcleo celular. Desta maneira, grande parte 

das proteínas e metabólitos são produzidos nesta região, tornando o corpo celular não 

somente o centro metabólico do neurônio, mas também a região mais eletron-densa 

do mesmo (PURVES et al., 2010). Os dendritos, por sua vez, são responsáveis dela 

detecção e recepção de informações eletroquímicas externas, advindas por meio das 

sinapses, que serão transduzidas, integradas e processadas no neurônio. Já o axônio 

é a porção mais extensa do neurônio, podendo chegar à 1 metro de comprimento, em 

humanos. Este prolongamento possui uma membrana altamente especializada, 

dotada de canais iônicos dependentes de voltagem, que permitem a geração de um 

potencial de ação elétrico, responsável pela transmissão de informações entre os 

neurônios e células-alvo (PURVES et al., 2010; KANDEL et al., 2012). 

 

 

Figura 7 – Representação esquemática do neurônio. 
O neurônio é célula fundamental responsável pela transmissão do impulso nervoso. 
As setas indicam suas divisões estruturais. Adaptado de NELLIKKATTIL et al., 2016. 

1.4.1 Anatomia do nervo periférico 

 

Um nervo periférico é formado pela associação de várias fibras nervosas:  

axônios, associados às células da glia (Figura 8). Cada fibra nervosa possui um 

envoltório de lâmina basal, circundada de tecido conjuntivo – denominado de 

endoneuro. O perineuro, por sua vez, é uma segunda camada de tecido conjuntivo eu 

agrupa várias fibras nervosas (JESSEN e MIRSKY, 2005; MIETTO et al., 2011). O 
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perineuro constitui parte da barreira hemato-nervosa, dificultando o acesso de 

diversas moléculas e agentes nocivos à intimidade das fibras nervosas (JESSEN e 

MIRSKY, 2005). Vários feixes nervosos, por sua vez, constituirão o nervo 

propriamente dito. A união entre os feixes se dá por uma camada envoltória de tecido 

conjuntivo denso, denominada epineuro. Os nervos mais calibrosos possuem 

múltiplos fascículos, enquanto os nervos mais delgados podem ser formados por 

fascículo único (LENT et al., 2010). No SNP, caracterizam-se as fibras nervosas como 

mielinizadas e não mielinizadas. As fibras mielinizadas são formadas por um único 

axônio, associada à inúmeras células de Schwann, que se enovelam ao longo do eixo 

axonal, de modo paralelo, compondo, cada trecho, uma estrutura denominada de 

bainha de mielina (MIETTO et al., 2011). As fibras não mielinizadas, no entanto, se 

caracterizam por serem circundadas por uma fina camada citoplasmática, onde uma 

única célula de Schwann é capaz envolver diversos axônios de pequeno calibre. Esta 

estrutura é denominada de feixes de Remak (NAVE e TRAPP, 2008). 
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Figura 8 – Anatomia do nervo periférico. 
A figura ilustra as características anatômicas do nervo periférico, que conta com uma 
organização estrutural de fibras nervosas, organizadas em feixes, delimitados por 
fascículos nervosos, que compreendem três camadas de isolamento: o epineuro, 
tecido conjuntivo que delimita o nervo per se, o perineuro, que delimita cada fascículo 
nervoso e o endoneuro, que delimita cada fibra nervosa. Cada fibra nervosa é 
composta pela associação entre um axônio e as células de Schwann que enovelam 
este axônio. Fonte: Adaptado de KULIASHA et al., 2018. 

De modo interessante, diferentes doenças são caracterizadas por perturbações 

nas fibras sensitivas e/ou motoras dos nervos periféricos, tendo como possível gatilho 

inúmeros fatores, incluindo causas infecciosas, genéticas e idiopáticas. A esse 

quadro, dá-se o nome de neuropatia (NINDS, 2014). Algumas neuropatias podem 

acometer as fibras nervosas periféricas de forma seletiva, como no caso do Diabetes 

mellitus (MATSUTOMO et al., 2005; RICHERSON et al., 2005), ou de forma mais 

gradativa, como a Síndrome do Túnel do Carpo (NISHIMURA et al., 2004) e a própria 

Hanseníase (VILLAROEL et al., 2007). Em todos esses contextos, uma característica 

em comum é a perturbação na função das células de Schwann. Tal condição modifica 

as atividades fisiológicas da glia periférica e, de certo modo, culminam na gradual 

degeneração do nervo acometido. Portanto, faz-se fundamental entender a 

fisiopatologia das células de Schwann, no contexto da saúde e doença do nervo 

periférico, a fim de avançar o conhecimento sobre as causas moleculares e celulares 

das neuropatias periféricas.  

1.4.2 A biologia da célula de Schwann 

 

As células de Schwann (CS) foram primeiramente descobertas em 1839 por 

Theodor Schwann e posteriormente identificadas como as principais células 

garantidoras da homeostase do SNP (SCHEIB e HOKE, 2013; SARDELLA-SILVA et 

al., 2021). No que se refere seu contexto embrionário, as células de Schwann passam 

por diferentes períodos de diferenciação, como descrito a seguir: i) o estágio de célula 

de Schwann precursora, onde entram em contato com os axônios primitivos que estão 

sendo formados no embrião, ii) seguido pelo estágio de célula de Schwann imatura 

(JESSEN e MIRSKY, 2019a). Nesse momento do desenvolvimento embrionário, a 

célula de Schwann imatura pode se diferenciar na célula de Schwann adulta ou em 

fibroblastos residentes do nervo. Quando axônios e células de Schwann imaturas 
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chegam ao momento do enovelamento, a célula de Schwann imatura envolve o 

axônio, alterando sua morfologia. A célula de Schwann imatura que, gradativamente 

se torna em uma célula adulta mielinizante, irá enovelar o axônio, enquanto as células 

adultas do tipo Remak envolverão diversos axônios amielínicos. Portanto, na fase 

adulta, podemos diferenciar dois fenótipos da glia periférica: as células de Schwann 

mielinizantes e as células de Schwann não mielinizantes (JESSEN e MIRSKY, 2015; 

JESSEN e MIRSKY, 2019a). Morfologicamente, as células de Schwann mielinizantes 

produzem proteínas relacionadas à composição da bainha de mielina, como a 

proteína zero de mielina (MPZ) e a proteína básica de mielina (MBP), além de 

componentes da matriz extracelular que compõe a lâmina basal, como a Laminina-2, 

o colágeno tipo IV, o heparan-sulfato dentre outros polissacarídeos (CHERNOUSOV 

e CAREY, 2001). 

1.4.2.1 As células de schwann mielinizantes 

 

Por muitos anos, acreditou-se que o propósito da bainha de mielina seria, 

unicamente, impulsionar a função eletrofisiológica do nervo, além de proporcionar o 

princípio de condução saltatória, por meio do aumento da velocidade de condução do 

potencial de ação. Tal mecanismo é justificado pela composição bioquímica da 

mielina, onde 75% de sua massa total é constituída de ácidos graxos livres (JESSEN 

e MIRSKY, 2005). O fenótipo de célula de Schwann mielinizante resulta da ativação 

de uma cascata de sinalização de fatores de transcrição pró-mielinizantes, que são 

desencadeados inicialmente pelos fatores Sox2, NF-kB e Egr1 (Figura 9) (JESSEN e 

MIRSKY, 2022). À medida que as fibras nervosas amadurecem, os axônios se 

segregam e a fase pró-mielinização se inicia, levando a inibição de dois conjuntos de 

fatores – Pouf3f1 e Pouf3f2- que levam a regulação positiva de KROX20 (SVAREN e 

MEIJER, 2008; HE et al., 2010; SALZER et al., 2015), juntamente ao fator de 

transcrição SOX10 (KAO et al., 2009). O KROX20 é considerado um fator regulador 

mestre da mielinização no SNP, pois apresenta o papel de conduzir a transcrição de 

proteínas estruturais da mielina bem como os demais componentes lipídicos da 

mielina (LE et al., 2005b; SALZER, 2015). Concomitantemente a esses 

acontecimentos, ocorre uma massiva regulação de lipídios durante o processo de 

mielinização. As proteínas de ligação do elemento regulador de esteróis (SREBP) são 

reguladas positivamente, tendo papel fundamental na construção estrutural da mielina 

nas células de Schwann (CAMARGO et al., 2009). A célula de Schwann apresenta 
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como característica marcante a capacidade de modulação genética para assumir um 

fenótipo transcricional de célula mielinizante ou célula Remak. A distinção no padrão 

de expressão gênica se dá pelo equilíbrio na repressão transcricional na qual SOX2 e 

cJUN inibem a expressão de KROX20 e vice-versa (SALZER, 2015). Dentre as vias 

de sinalização pró-mielinizantes, destaca-se a regulação da Neuregulina-1 (NRG1) 

para a ativação de vias canônicas intracelulares ativadas por ErbB2/3 (LEMMON e 

SCHLESSINGER, 2010), uma das principais vias responsáveis pela diferenciação da 

célula de Schwann. 

 

 

Figura 9 – Regulação transcricional da célula de Schwann mielinizante. 
Célula de Schwann imatura se diferenciando, ativando uma cascata de sinalização 
que levará a biossíntese de esteróis e proteínas de mielina, sob ação principal da 
indução de KROX20 para a manutenção do fenótipo de célula de Schwann 
mielinizante madura. Fonte: Adaptado de SALZER et al., 2015. 

Dentro do nervo, a população celular majoritária são as células de Schwann, 

que formam aproximadamente 91% das células componentes de um nervo sadio 

(MUELLER et al., 2003; CAMPANA et al., 2007). Além dessas, outras populações 

celulares compõe a estrutura nervosa, tal qual macrófagos residentes e fibroblastos 

(SCHUBERT e FRIEDE, 1981). Todas essas populações celulares promovem a 

funcionalidade do nervo, entretanto, as células de Schwann apresentam papel 

fundamental e crítico em resposta a estímulos externos (SALZER et al., 2015). 
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Funcionalmente, as células de Schwann cooperam na manutenção do metabolismo 

neuronal, na garantia da integridade do axônio e, de modo especial, pelo fornecimento 

de fatores tróficos aos neurônios (BRINKMANN et al., 2008; MIETTO et al., 2021). 

Dada a importância do papel fisiológico das células de Schwann para a função do 

nervo, é importante destacar aspectos extremamente particulares no que tange a sua 

morfofisiologia para o funcionamento do microambiente nervoso. Durante o período 

de desenvolvimento pós-natal, as células de Schwann mielinizantes apresentam a 

habilidade intrínseca de se alongar acompanhando o crescimento axonal, além de 

participar ativamente da construção das regiões intermodais e de bandas longitudinais 

conhecidas como bandas de Cajal, que são estruturais citoplasmáticas longitudinais 

presentes em células de Schwann, responsáveis por seu enlongamento (GOMEZ-

SANCHEZ et al., 2017; ARTHUR-FARRAJ e COLEMAN, 2021). COURT e 

colaboradores (2004) observaram que células de Schwann que não arquitetavam 

bandas de Cajal durante seu desenvolvimento pós-natal, apresentavam um 

crescimento axonal ruim, e como consequência, as distâncias intermodais eram mais 

curtas e a velocidade de condução do nervo, menor. Isso se deve ao fato de que, por 

essas bandas, metabólitos importantes são captados do espaço extracelular, 

contribuindo para a nutrição e metabolismo axonal (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10 – Bandas de Cajal na célula de Schwann.  
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Micrografia de fluorescência mostrando bandas de Cajal em uma porção de uma fibra 
mielinizada de nervo isquiático de rato adulto. Observa-se que numa fibra sadia, a 
estrutura da célula de Schwann apresenta inúmeras bandas para o fluxo de 
metabólitos, enquanto no animal “knockout” – incapaz de arquitetar as bandas, o 
crescimento axonal será prejudicado. Fonte: Adaptado de COURT et al., 2004. 

Nas fibras mielinizadas, observa-se ainda a presença de fendas 

citoplasmáticas transversais cônicas, presentes no internodo, que percorrem toda a 

bainha de mielina – da face externa ao núcleo da célula de Schwann – denominadas 

incisuras de Schmidt-Lantermann (ISL) (TERADA et al., 2019). Essas fendas 

escalonadas formam canais de comunicação entre as camadas envoltórias de mielina 

(TERADA et al., 2019). MIETTO e colaboradores (2021) recentemente demonstraram 

as ISL como sítio de proteínas transportadoras de ferro para as mitocondriais axonais, 

necessárias para o reparo adequado do nervo (MIETTO et al., 2021). 

1.4.2.2 Aspectos patológicos: o que acontece com a célula de Schwann quando 

o nervo sofre uma injuria?  

 

A glia periférica possui um papel fundamental não somente na manutenção da 

integridade do axônio, como também para o metabolismo neuronal (BRINKMANN et 

al., 2008; VALENZUELA et al., 2016; MIETTO et al., 2021). A neuroplasticidade de 

reparo observada no SNP, diferentemente do central, ocorre devido à capacidade das 

células de Schwann adultas adquirirem um terceiro fenótipo funcional, denominado de 

fenótipo de reparo (JESSEN e MIRSKY, 2015; SALZER, 2015; WONG et al., 2017). 

O mecanismo primordial que ocorre nesta etapa é a mudança do perfil genético da 

célula de Schwann, caracterizado pela repressão de genes de mielina com 

concomitante indução de genes de suporte (ARTHUR-FARRAJ et al., 2012; MASAKI 

et al., 2013; SALZER, 2015; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Essa mudança no perfil 

genético caracteriza uma nova capacidade funcional da célula de Schwann, que 

favorece a capacidade de restauração da função do nervo. Neste sentido, é 

importante, primeiramente, entender como ocorre o processo de degeneração da fibra 

nervosa pós lesão. 

1.4.3 Degeneração Walleriana 

 

Após a lesão, seja por corte, esmagamento ou processo adicional (ex.: químico, 

metabólico, infeccioso, dentro outros), a porção distal do axônio entra em um processo 
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degenerativo, coletivamente conhecido por degeneração Walleriana (DW) 

(CONFORTI et al., 2014; MIETTO, 2015; SALZER, 2015). A DW é caracterizada por 

degeneração retrógrada, distal ao local da lesão (Figura 11) (PERRY et al., 1990; 

CONFORTI et al., 2014). O esqueleto axonal por sua vez, se desintegra e a membrana 

basal do axônio se rompe. Este processo apresenta características bioquímicas 

marcantes, como um abrupto e robusto influxo de Cálcio (Ca2+) e o déficit energético 

(ATP) no sítio da lesão, gerando espécies reativas de oxigênio, que promovem o 

desmantelamento axonal (WANG et al., 2012). O neurônio acometido, por sua vez, 

modifica sua expressão gênica, induzindo a transcrição de diversos fatores pró-

regeneração (DORON-MANDEL et al., 2015).  
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Figura 11 – Degeneração Walleriana. 
Micrografias de fluorescência 37h (A e B), 40h (C e D), 42h (E e F) e 44h (G e H) após 
esmagamento e seção axonal mostrando a DW começando distalmente e envolvendo 
a fragmentação total dos axônios. Fonte: Adaptado de BEIROWSKI et al., 2005.  

Durante o curso da DW, nos momentos iniciais, a bainha de mielina sofre uma 

extensa fragmentação (MIETTO et al., 2015; MARTINEZ e CANAVARRO, 2000), 

previamente a chegada de macrófagos hematogênicos, consolidando o papel crítico 

da própria célula de Schwann em induzir a destruição da sua própria bainha de mielina 

(MUELLER et al., 2003). Dada a composição lipídica da mielina, formada 

aproximadamente por 70% de lipídeos compondo sua massa total, as lipases – como 
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a fosfolipase A2 (PLA2) – apresentam um importante destaque no contexto da DW, 

no processo da degradação estrutural, promovendo a hidrólise de fosfolipídios de 

membrana (MARTINI et al., 2008). As Incisuras de Schmidt-Lantermann, por sua vez, 

também apresentam um papel crítico no curso da destruição mielínica. Quando ocorre 

o processo de injúria, os filamentos de actina presentes nas ISL irão promover uma 

constrição da fibra que resultará na fragmentação mielínica em formato de ovóides de 

mielina (JUNG et al., 2011). Concomitantemente, as células de Schwann mielinizantes 

e não mielinizantes distais ao sítio da lesão, modificam sua expressão gênica, 

silenciando os genes de enovelamento, passando a transcrever genes relacionados 

ao suporte regenerativo, caracterizando, morfologicamente a célula de Schwann em 

modo de reparo (ARTHUR-FARRAJ et al., 2012). Esta habilidade é exclusiva do SNP, 

uma vez que os oligodendrócitos não apresentam o fenótipo de diferenciação de 

reparo, ficando a cargo dos astrócitos realizarem o processo cicatricial no encéfalo e 

medula, quando a lesão ocorre (KANDEL et al., 2012). 

 

1.4.4  As fases do reparo: O clearance de mielina 

 

Existem dois acontecimentos principais desencadeados na célula de Schwann, 

envolvidos no mecanismo imediato pós lesão: a desdiferenciação e a ativação celular. 

No primeiro momento, as células de Schwann mielinizantes deixam de realizar a sua 

expressão gênica padrão, incluindo os genes relacionados ao seu fenótipo, 

caracterizando este processo como a desdiferenciação (NAMGUNG, 2014; JESSEN 

e MIRSKY, 2015; JESSEN e MIRSKY, 2019a; JESSEN e MIRSKY, 2022). Não 

obstante, simultaneamente, ocorre a indução da expressão de genes de reparo, 

caracterizando o mecanismo de ativação pró-nervo (JESSEN e MIRSKY, 2015). Desta 

maneira, a associação de tais mecanismos caracterizam a desdiferenciação celular 

(Figura 12) (JESSEN e MIRSKY, 2015). 
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Figura 12 – A célula de Schwann de reparo. 
O diagrama representa os principais estágios de desenvolvimento da célula de 
Schwann. Seta preta: Desenvolvimento normal; seta vermelha: resposta à lesão das 
células de Schwann. Seta tracejada: formação pós-reparo de células de Schwann 
mielinizantes e não mielinizantes. Adaptado de JESSEN e MIRSKY (2015). 

Ao se caracterizar os principais eventos que ocorrem durante a 

desdiferenciação, ressalta-se a redução da expressão de genes relacionados à 

indução da mielinização em células de Schwann em desenvolvimento, como o gene 

KROX20, que leva a transcrição do fator Egr2 – fator chave para a produção da bainha 

de mielina e, enzimas relacionadas à síntese de colesterol; as proteínas estruturais 

MPZ, MBP e p75NTR. Desta maneira, a célula de Schwann de reparo pode ser vista 

como uma célula de Schwann de fenótipo imaturo, uma vez que ainda não expressa 

suas características de célula adulta (JESSEN e MIRSKY 2015; JESSEN e MIRSKY, 

2019a). Outra característica marcante da desdiferenciação é o aumento da expressão 

gênica de neurotrofinas, fatores de crescimento vasculares e genes relacionados a 

resposta imune inata. O fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) e o fator de 

crescimento neural (NGF) constituem as neurotrofinas mais diferencialmente 

expressas, enquanto o fator de necrose tumoral alfa (TNF), a interleucina 1 (IL-1α), 

interleucina 1-B (IL-1β) e a proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) estão 

consideravelmente em maior expressão gênica pelas células de Schwann distais 

(SUZUKI et al. 2015). De modo particular, esses fatores pró-inflamatórios induzidos, 

irão, por conseguinte induzir ao recrutamento de macrófagos no nervo, auxiliando no 

processo fagocítico tardio dos debris celulares e mielínicos (GOMEZ-SANCHEZ et al., 
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2015). É importante ressaltar que no contexto da Hanseníase, ao passo que a bactéria 

interage com a célula de Schwann, também desencadeia tais mecanismos de 

desdiferenciação, levando ao fenótipo imaturo e, por conseguinte, induzindo um 

processo facilitador da infecção do nervo, que serão descritas mais à frente 

(RAMBUKKANA et al., 2002; PETITO et al., 2013; MADIGAN et al., 2017). 

1.4.5 A destruição autofágica da mielina  

 

O processo inicial de remoção dos debris de mielina, no entanto, ocorre por um 

mecanismo recentemente descrito: a mielinofagia. Durante os primeiros dias após a 

lesão, a célula de Schwann se encarrega de realizar a remoção de cerca de 50% da 

mielina, pelas vias da autofagia (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). Sendo a mielina um 

componente citoplasmático das células de Schwann mielinizantes, ocorre, portanto, a 

organização dos debris de mielina em ovóides, que serão digeridos pelos lisossomos, 

por uma via autofágica seletiva, mediada pela proteína alvo da rapamicina (mTOR), 

porém diferente da via clássica dependente de mTOR (THUMM e SIMONS, 2015; 

GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015; GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Dessa maneira, os 

ovóides de mielina são envolvidos por um autofagossomo de dupla membrana, que 

segue para a degradação lisossomal (Figura 13). Após esta primeira etapa e, a partir 

da ativação de genes de resposta imune, os macrófagos concluem a remoção dos 

debris de mielina que estão localizados no microambiente neural (GOMEZ-SANCHEZ 

et al., 2015). 
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Figura 13 – Mielinofagia na célula de Schwann mielinizante saudável. 
Fases da mielinofagia. (A) Axônio íntegro. (B) Quando a degeneração Walleriana é 
iniciada, o axônio entra em degeneração. (C) A célula de Schwann então internaliza 
fragmentos de mielina. (D) Em seguida, os fragmentos de mielina resultantes são 
recolhidos em fagossomos. Adaptado de THUMM e SIMONS, 2015.  

Na célula de Schwann imatura, um gene em específico – JUN – dá origem à 

proteína cJUN, sendo essa altamente expressa na célula de reparo, apesar de sua 

baixíssima expressão nas células de Schwann precursoras (JESSEN e MIRSKY, 

2015; JESSEN e MIRSKY, 2022). Observa-se o aumento deste fator de transcrição 

em nervos lesionados (SHY et al., 1996). Entende-se, a partir de dados da literatura, 

que essa proteína é a responsável por induzir o processo de desdiferenciação, 

atuando de modo antagônico principalmente na supressão do gene de mielina 

KROX20, além de outros genes relacionados a produção de mielina (ARTHUR-

FARRAJ et al., 2012). Uma das principais características da célula de Schwann de 

reparo é sua morfologia extensa – esta é associada a qualidade necessária de 

estiramento para promover uma ponte de reconexão para os axônios lesionados. Seu 

processo de alongamento celular é desencadeado após a perda de contato com o 
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axônio (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Células de Schwann Remak, por exemplo, 

ao modular sua morfologia para célula de reparo, podem chegar ao triplo de seu 

comprimento após quatro semanas de lesão. De modo similar, células de Schwann 

mielinizantes chegam ao dobro de seu tamanho quando adquirem o fenótipo de 

reparo. Na maioria das vezes, o fenótipo de reparo forma ramificações ao longo do 

eixo da célula. Este processo auxilia o crescimento axonal na orientação correta, com 

vistas a obter uma regeneração efetiva ao nervo lesionado (GOMEZ-SANCHEZ et al., 

2017; JESSEN e MIRSKY, 2019a). Após a degeneração e a remoção da mielina e 

resíduos celulares ocasionados pela lesão, o microambiente nervoso está apto ao 

processo de regeneração. Neste sentido, a célula de Schwann de reparo é capaz de 

modular uma cascata de sinalização promovendo alterações na expressão gênica, 

onde a mesma é capaz de modular seu fenótipo para um fenótipo de célula de 

Schwann adulta mielinizante (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Este dado consolida 

ainda a notável habilidade de remodelamento apresentada pela CS, que pode entrar 

num processo de encurtamento celular de até sete vezes; as CS em modo de reparo 

são bastante alongadas, e os axônios regenerados apresentam um padrão 

morfológico de nodos de Ranvier mais próximos, onde a mielina internodo é mais curta 

(Figura 14) (JESSEN e MIRSKY, 2015; ARTHUR-FARRAJ et al., 2012). A morfologia 

das células de Schwann de reparo de origem mielinizante ou não mielinizante é 

bastante similar. A plasticidade e capacidade de adaptação ao estímulo ao qual o 

nervo é exposto é uma característica singular das células de Schwann, para a 

manutenção do sistema nervoso periférico como um todo.  
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Figura 14 – Células de Schwann mielinizantes, não-mielinizantes (Remak) e em 
modo de reparo (Bugner) in vivo. 
A imunofluorescência ilustra em verde, as células de Schwann mielinizantes e não-
mielinizantes, em nervo não lesionado. Em vermelho, uma célula de Schwann de 
reparo após 4 semanas de lesão. Em azul, a organização da célula de reparo para 
formação de trilhas de regeneração (bandas de Bungner), cercada por lâmina basal. 
Fonte: Adaptado de GOMEZ-SANCHEZ (2017) e JESSEN e MIRSKY (2019a). 

Em algumas circunstâncias crônicas, o processo de regeneração não é 

eficiente; nestes casos, ocorre a destruição do nervo, abalando o processo de 

desencadeamento do potencial de ação, levando a uma condição denominada 

neuropatia periférica. 

1.5 A neuropatia da Hanseníase  

Estima-se que a prevalência das neuropatias periféricas na população em geral 

seja de 2,4%, e em adultos com mais de 55 anos, possa atingir até 8% da população 

em geral (IASP, 2017). Doenças metabólicas como o Diabetes mellitus e doenças 

infecciosas como a Hanseníase são as principais causas dessa comorbidade, 

juntamente com distúrbios genéticos, doenças autoimunes e processos traumáticos 

(NINDS, 2014; IASP, 2017). 
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A Hanseníase é a principal doença infecciosa causadora de neuropatia 

periférica no mundo. O alto grau de morbidade e de incapacidade física se deve ao 

grave acometimento do nervo infectado, que resulta em uma irreversível perda da 

função motora e sensitiva periférica, acarretando sérios prejuízos à qualidade de vida 

do paciente (RAMBUKKANA et al., 2002; JARDIM et al., 2003; ANTUNES et al., 2012; 

PINHEIRO et al., 2018). A Hanseníase apresenta múltiplas e variáveis manifestação 

sintomatológica que, de certo modo, estão relacionadas com a resposta imune celular 

que cada indivíduo elabora contra M. leprae. Devido a essa gama diversificada de 

sinais e sintomas, existe um espectro de classificação das formas clínicas da 

Hanseníase. O correto diagnóstico da forma clínica é fundamental para o manejo 

adequado do tratamento ao paciente (WHO, 2016; BRASIL, 2010).  

 

Em 1966, RIDLEY e JOPLING postularam uma classificação para a 

Hanseníase, baseada nos sinais e sintomas e nas características imunológicas e 

histopatológicas apresentadas pelos pacientes. Esta classificação apresenta dois 

extremos: o paciente com baixa carga bacilar – tuberculóide (TT) e o paciente com 

alta carga bacilar – lepromatoso (LL), além de classificações intermediárias: borderline 

tuberculoide (BT), borderline borderline (BB) e borderline lepromatoso (BL) (RIDLEY 

e JOPLING, 1966). Os pacientes TT apresenta resposta imune celular (Th1) bastante 

efetiva, o que resulta num combate ao patógeno que leva à apenas uma lesão com 

baixa carga bacilar.  No sítio da lesão, há uma considerável expressão de interleucina 

12 (IL-12) e interferon-gamma (IFN-ᵞ) Sua imunidade humoral, no entanto, é pouco 

pronunciada, e o indivíduo apresenta poucos anticorpos específicos para M. leprae 

(PARK et al., 2016). Os pacientes do polo oposto, LL, apresentam a modulação da 

resposta imune celular (Th2) e humoral oposta ao TT. Neste paciente, a resposta 

imune humoral é bastante efetiva, com alta quantidade de anticorpos específicos 

(PARK et al., 2016). É possível observar aumento de citocinas anti-inflamatórias no 

sítio da lesão, como Interleucina-4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10). No entanto, a 

imunidade celular é muito pouco elaborada, o que resulta num paciente com alta carga 

bacilar e múltiplas lesões de pele (WHO, 2010). Por esta dificuldade no controle da 

carga bacilar, esta forma clínica é a mais contagiosa (JOPLING e MC DOUGALL, 

1988). Nas formas clínicas borderline – BB, BL ou BT a resposta imune celular será 

maior de acordo com a proximidade ao polo tuberculóide (PARK et al., 2016).  

Em 1982, a OMS desenvolveu um novo sistema de classificação da 

Hanseníase, baseado no número de lesões e na intensidade da carga bacilar (WHO, 
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2016). Neste sistema, classificam-se como paucibacilares (PB) os indivíduos com até 

cinco lesões de pele e índice baciloscópico nulo, enquanto classificam-se como 

multibacilares (MB) indivíduos com seis ou mais lesões de pele e baciloscopia positiva 

(BRASIL, 2010).  

1.5.1 Episódios reacionais 

 

A resposta imunológica do paciente contribui em muito no curso da doença, 

mesmo que durante ou após o tratamento. Neste sentido, é importante ressaltar 

alguns quadros inflamatórios, sistêmicos e agudos, resultantes de mudanças no 

balanço imunológico do hospedeiro em relação ao patógeno: os episódios reacionais 

(ANDRADE et al., 2016). Tais episódios são divididos em duas categorias: A reação 

de tipo 1 é caracterizada por uma reação de hipersensibilidade tardia devido à uma 

alteração súbita na imunidade celular (BRITTON, 1993), em decorrência da presença 

de antígenos hansenianos. Esta reação também é conhecida como reação reversa 

(RR); isso se deve ao fato de que a resposta imune aparenta estar diminuindo, 

entretanto, em seguida, reverte o quadro e se torna muito mais intensa. Durante esse 

percurso observa-se um aumento do infiltrado de linfócitos T CD4+ nas lesões focais 

de nervo e o aumento da resposta celular, gerando a hipersensibilidade tardia, onde 

ocorre mudança no perfil da resposta Th2 para Th1, apresentando notório aumento 

da produção de IFN-ᵞ (COOPER et al., 1989). Esse quadro pode surgir na fase inicial 

da doença, durante o tratamento com a poliquimioterapia (PQT), ou até mesmo anos 

após o término do tratamento (ROSE, 1991). A fase inicial do tratamento com a PQT 

está correlacionada ao aparecimento da reação reversa; isso se deve ao fato, 

possivelmente, devido ao rápido extermínio do bacilo, que permite que o sistema 

imune se recupere. Desta forma, neste tipo de reação, desenvolve-se um forte quadro 

inflamatório, que afeta principalmente pele e nervos (Figura 15) (SCOLLARD et al., 

2012).  
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Figura 15 – Episódio reacional tipo 1 (Reação Reversa). Lesões com borda 
definida, caracterizadas por rubor e calor. 
Fonte: Instituto Lauro Souza Lima. SVS, DVDT, Ministério da Saúde (2017). 

Já a reação de tipo 2, denominada Eritema Nodoso Hansênico (ENH), ocorre 

predominantemente em pacientes multibacilares lepromatosos (Figura 16). Esta 

reação ocorre em cerca de 50% dos pacientes LL, que podem desenvolver lesões 

eritematosas, pápulas inflamatórias além de sintomatologia sistêmica em casos 

graves como febre alta, ulceração, edema e inflamação nos nervos sensitivos, 

caracterizando um processo denominado neurite. A neurite pode ter sérias 

consequências, incluindo a lesão irreversível do nervo, perda de função e 

incapacidade física. A histopatologia dos nódulos inflamatórios ressalta a presença de 

infiltrado de neutrófilos e células mononucleadas (HASLETT et al., 2005). 

 

 

Figura 16 – Episódio reacional tipo 2 (Eritema Nodoso Hansênico). Nódulos e 
pápulas dolorosas. 
Fonte: Instituto Lauro Souza Lima. SVS, DVDT, Ministério da Saúde (2017). 

A intensidade inflamatória dos episódios reacionais tem como consequência 

especialmente o comprometimento da função nervosa, que pode evoluir para uma 

disfunção permanente, desencadeando a neuropatia hanseniana (JARDIM et al., 
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2003). Esses episódios agudos são a causa principal da disfunção neurológica que 

culmina na incapacidade física (JIH et al., 2002). Observa-se frequentemente na 

literatura, um aumento da resposta de interleucinas IL-2, IL-12, TNF e IFN-ᵞ, 

configurando um aumento da resposta celular no sítio da lesão, que pode 

desencadear o quadro de neurite hanseniana (JIH et al., 2002). As reações 

comumente estão presentes no momento do diagnóstico, em torno de 20% dos novos 

casos no Brasil apresentam algum tipo de reação. O acompanhamento da avaliação 

da função neurológica é fundamental no contexto da RR. Isso se dá devido à 

possibilidade de neurite silenciosa (BRASIL, 2017). A neurite silenciosa pode levar a 

destruição do nervo sem sinais aparentes, como a ausência de dor, por exemplo. 

Muitos estudos têm sido realizados para identificar biomarcadores que predispõe a 

reação de tipo 1, entretanto, não há resultados concretos. A lesão neural pode ocorrer 

ao longo de todo espectro clínico; entretanto, existe ainda uma forma clínica da 

Hanseníase que não apresenta características cabíveis ao sistema Ridley e Jopling e 

tampouco ao sistema da OMS: a Hanseníase Neural Pura (NP) (Figura 17). 

1.5.2 Classificação independente: Hanseníase neural pura 

 

Nesta forma clínica, que posteriormente foi inserida na classificação de Madrid, 

ocorre o desenvolvimento exclusivamente de lesão de nervo, sem sinais de pele, que 

culminam em neuropatia periférica do ramo nervoso acometido, resultando em 

disfunção sensitiva, motora ou sensitivo-motora (JARDIM et al., 2003). Dentre os 

principais sintomas da Hanseníase neural pura no que diz respeito ao 

comprometimento sensitivo, relata-se parestesia, hipoestesia ou anestesia tátil, 

térmica e dolorosa, dor neuropática no trajeto do nervo (JARDIM et al., 2003). Dentre 

as formas de acometimento do bacilo, já se sabe que as células de Schwann não 

mielinizantes são o sítio de predileção da bactéria (EBENEZER e SCOLLARD, 2021). 

Tais células compõe especialmente as fibras aferentes sensitivas, uma vez que 

apresentam calibre mais fino. Este dado é corroborado pela sintomatologia inicial da 

neuropatia da Hanseníase, que é a perda da sensibilidade periférica; tal fenômeno em 

seguida evoluirá para o acometimento de fibras mielinizadas, podendo haver 

progressão também para as vias eferentes motoras (RAMBUKKANA et al., 2004). 

 

Uma vez que não há lesões cutâneas nesta forma clínica, o diagnóstico deve 

ser o mesmo para pacientes com neuropatia periférica, por avaliação morfofuncional 
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do ramo nervoso, por meio de testes quantitativos de sensibilidade, avaliação 

eletroneuromiográfica e biópsia de nervo (ANGST et al., 2020).  A seleção do nervo 

biopsiado será realizada a partir da avaliação eletroneurofisiológica, sob os critérios 

de alteração na amplitude do potencial de ação, diminuição da velocidade de 

condução ou ausência de resposta neural pós estímulo elétrico. Atualmente, o padrão 

ouro de identificação da Hanseníase neural pura é a realização da reação em cadeia 

da polimerase quantitativa (RT-qPCR) para identificação de material genético de M. 

leprae nos fragmentos de biópsia de nervo (BRASIL, 2020; JARDIM et al., 2021). No 

entanto, esta é uma realidade dos centros de referência em Hanseníase, não fazendo 

parte da realidade da maior parte das unidades de saúde do Brasil (CASTRO, 2012). 

 

Figura 17 – Classificações vigentes para categorização das formas clínicas da 
Hanseníase.  
O espectro da Hanseníase varia de acordo com a carga bacilar, resposta imune do 
hospedeiro, características histopatológicas e episódios reacionais. *TT:  
Tuberculoide-tuberculoide; *BT: Borderline-tuberculoide; *BB: Borderline-borderline; 
*BL: Borderline-lepromatoso; *LL: Lepromatoso-lepromatoso; *PB: Paucibacilar; *MB: 
Multibacilar; *ENH: Eritema Nodoso Hanseniano. Fonte: Adaptado de LOCKWOOD e 
SAUNDERSON, 2012. 

1.6 O rearranjo metabólico 

A desmielinização tem sido recorrentemente citada na literatura como o marco 

deflagratório do início da destruição das fibras periféricas, em células de Schwann 

mielinizantes infectadas com M. leprae, sendo anterior, inclusive, ao recrutamento 

inflamatório pela imunidade inata (SPIERINGS et al., 2000; PINHEIRO et al., 2018). 
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O impacto da desmielinização pode não resultar somente na indução do fenótipo de 

reparo, mas em mecanismos nutricionais para a célula hospedeira. 

 

Nos últimos anos, o laboratório de Hanseníase, bem como diversos 

pesquisadores no mundo têm reportado diversas alterações desencadeadas em 

células de Schwann não mielinizantes infectadas; tais alterações favorecem a 

sobrevivência intracelular do bacilo, como por exemplo a indução do aumento de 

corpúsculos lipídicos (BARISCH e SOLDATI, 2017; ELAMIN, STEHR e SINGH, 2012; 

KAUR e KAUR, 2017; MATTOS et al., 2011; MATTOS et al.,  2012), a modulação do 

metabolismo de glicose (MEDEIROS et al., 2016), e a reprogramação celular 

(MASAKI et al., 2013; PETITO et al., 2013). De modo particular, o sucesso do 

estabelecimento da infecção por M. leprae se dá pela sua habilidade natural em induzir 

o fenômeno de desmielinização após entrar em contato com fibras nervosas 

mielinizadas (Figura 18) (RAMBUKKANA et al, 2002; TAPINOS et al., 2006).  

 

 

Figura 18 – O impacto de M. leprae na célula de Schwann. 
A interação no M. leprae com seu sítio preferencial de infecção, a célula de Schwann, 
acarreta diversas modificações genéticas e funcionais, que por sua vez, culminam em 
um processo de perda da função do nervo e consequente fibrose do tecido. Adaptado 
de MIETTO et al., 2015. 

Entretanto, as alterações metabólicas decorrentes da quebra da mielina para a 

fisiologia da bactéria foram muito pouco exploradas.  É importante dizer que, durante 

o processo da quebra de mielina, a maior parte dos lipídeos derivados da mielina 

formam os ovóides de mielina, que por seguinte são utilizados para a construção dos 

corpúsculos lipídicos, que serão reutilizados, posteriormente pelas células de 

Schwann, para a reconstrução da bainha de mielina. (BROSIUS-LUTZ et al., 2017; 

GOODRUM et al., 1994). Como consequência do decaimento massivo do número de 
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genes de M. leprae ao longo do curso dos anos, a estratégia de sobrevivência do 

bacilo envolve a capacidade de subversão do metabolismo da célula hospedeira para 

seu próprio benefício (ELAMIN et al., 2012; KAUR e KAUR, 2017; MATTOS et al., 

2012; MEDEIROS et al., 2016). A célula hospedeira infectada por M. leprae, apresenta 

uma característica morfológica que é a produção e acúmulo de corpúsculos lipídicos; 

tal evento tem sido associado à sobrevivência da mesma (Figura 19). O acúmulo de 

corpúsculos lipídicos já vem sendo descrita como uma característica patológica que 

ocorre em diversas outras infecções por bactérias intracelulares obrigatórias 

(BARISCH e SOLDATI, 2017).  

 

 

Figura 19 – Múltiplos papéis dos lipídeos na sobrevivência micobacteriana. 
Representação esquemática mostrando as diversas de atuação dos lipídeos desde 
fonte de nutrição, rigidez, evasão da resposta imune do hospedeiro, bem como servir 
como fatores de virulência. Adaptado de KAUR e KAUR, 2017. 

1.6.1 O comportamento inflamatório da CS frente ao bacilo viável e morto 

No curso da infecção pelo M. leprae, estudos anteriores do presente grupo 

ressaltaram alterações significativas de certas citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias (TELES et al., 2007; PETITO et al., 2013; MARQUES et al., 2015; 

ANDRADE et al., 2016; de OLIVEIRA et al., 2022). Dentre tais moléculas, o fator de 

necrose tumoral (TNF) é uma das citocinas produzidas pela célula de Schwann frente 

a infecção. Dos estudos mais recentes, demonstra-se que é papel da bactéria morta 

levar a este perfil de atividade inflamatória, onde ocorre uma forte indução de infiltrado 

macrofágico, resultando num processo inflamatório focal que gerará o dano no nervo 

(LIEFNER et al., 2000). TELES e colaboradores (2007) observaram que, além da 

expressão aumentada de TNF, ocorre também o aumento da síntese dos receptores 

TNFR1 e TNFR2 em amostras de fragmentos de nervo de pacientes com a 
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Hanseníase NP. Tais dados foram posteriormente corroborados por outro estudo do 

presente grupo, onde ANDRADE e colaboradores (2016) demonstraram 

experimentalmente in vitro o aumento não somente na expressão gênica, mas da 

expressão proteica de TNF de membrana em células de Schwann; não somente, o 

grupo demonstrou que, na presença de TNF exógeno, as células de Schwann 

induziram o aumento da secreção solúvel das interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), já 

discriminadas anteriormente na literatura pelo seu papel na lesão axonal (ANDRADE 

et al., 2016). O recrutamento de macrófagos para o sítio da lesão, bem como o 

aumento da resposta inflamatória também é intensificado pelo aumento da expressão 

de metaloproteases (MMPs), já descritas no envolvimento das células de Schwann 

infectadas, em especial no envolvimento secundário da resposta imune adaptativa, 

que contribui para a aceleração da destruição da bainha de mielina e da perda da 

integridade axonal (TELES et al., 2007; CHATTOPADHYAY et al., 2007). A Tabela 1 

dispõe o histórico da literatura pertinente ao comportamento da célula de Schwann 

frente ao bacilo viável e morto, e seus efeitos na célula hospedeira (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Mecanismos celulares e moleculares de interação do M. leprae viável 
e morto com nervo periférico. 
Modelo 
experimental 

Viabilidade  Resultados Referência 

Cocultura de CS e 
Gânglio da raiz 
dorsal de 
camundongos. 

M. leprae 
morto 

M. leprae induz rápida 
desmielinização por um mecanismo 
dependente de contato, na ausência de 
células imunes, num modelo de cultura de 
nervo in vitro de camundongos com 
depleção para RAG1. CS mielinizantes 
foram resistentes a invasão do M. leprae, 
mas entraram em desmielinização ao 
contato com a bactéria, enquanto CS não-
mielinizantes apresentaram grande 
número de M. leprae intracelular. 

Rambukkana 
et al., 2002 

CS primária de 
rato 

M. leprae 
viável 

As CS mantiveram 56% de 
viabilidade a 33°C por 3 semanas. 
Apresentaram alterações morfológicas e 
expressaram moléculas de adesão, mas 
foram capazes de manter a interação 
celular. Coculturas de neurônio-CS, 
infectadas após mielinização, não 
apresentaram alterações morfológicas na 
arquitetura da mielina a 33°C por 30 dias, 
mantendo 53% de viabilidade do M. 
leprae. 

 

Hagge et al., 
2002 

Linhagem de CS 
humanas ST88-
14 e CS primária 
humana 

Lipopetídeo 
19-kDA do 
M. leprae 

TLR2 foi expresso em níveis 
moderados em comparação ao MHC-I, 
mas em maiores níveis para o MHC-II. A 
lipoproteína 10-kDa do M. leprae inicia 
apoptose e induz inflamação. A presença 
de células apoptóticas aumenta na 
presença de TLR2 e da lipoproteína 19-
kDa do M. leprae. 

Oliveira et al., 
2003 

Linhagem de CS 
humana ST8814 

M. leprae 
morto 

       Presença de receptores de TNF e 
TGF na membrana nas CS. A combinação 
de TNFα/TGF-β1 bem como a infecção por 
M. leprae desencadeou o aumento na taxa 
de apoptose nas culturas de CS. Além 
disso, RT-qPCR mostrou que o M. leprae 
aumentou a expressão dessas citocinas e 
seus receptores nas CS. 

Oliveira et al., 
2005 

CS primárias e 
cocultura de SC 
mielinizante- 
neurônio. 

M. leprae 
morto 

O M. leprae se liga e ativa 
diretamente a proteína de ancoragem 
ErbB2, induz a cascata de sinalização 
Erk1/2 e em seguida induz a 
desmielinização. 

Tapinos et al., 
2006 

Linhagem de CS 
humana ST8814 
e biópsias de 
nervo (ex vivo) 

M. leprae 
morto 

M. leprae e TNF induzem o 
aumento de MMP-2 e MMP-9 além de 
aumentar a secreção dessas enzimas em 
culturas de ST88-14. Os efeitos do TNF e 
do M. leprae foram sinérgicos. Nervos com 

Oliveira et al, 
2010 
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infiltrado inflamatório e fibrose 
apresentaram maior síntese de RNAm 
para TNF, MMP-2 e MMP-9 em 
comparação ao controle. Biópsias de 
pacientes sem alterações inflamatórias 
também demonstraram aumento de MMP-
2 e MMP-9. Biópsias com infiltrado 
endoneural e granulomas epitelioides 
apresentaram maior expressão gênica 
para MMP-2 e MMP-9. 

Linhagem de CS 
humana ST88-14 

M. leprae 
morto 

CS se transdiferenciam em 
miofibroblastos produtores de matriz 
extracelular sob estímulo de TGFβ-1, por 
mecanismo desencadeado pelo M. leprae. 

Petito et al., 
2013 

CS primárias de 
camundongo 

M. leprae 
viável e M. 
leprae morto 

O M. leprae sequestra a 
capacidade de reprogramação de CS 
adultas para o estágio de células tronco 
progenitoras pela diminuição da 
expressão de genes de diferenciação de 
CS e pelo aumento da expressão de 
genes do desenvolvimento embrionário. A 
reprogramação leva ao aumento do 
potencial migratório e imunomodulatorio 
das células infectadas. 

 

Masaki et al., 
2013 

CS primárias de 
camundongo 

M. leprae 
viável 

A indução da reprogramação de 
CS adultas em células pSLC induzem 
muitos genes relacionados a resposta 
imune, em especial de imunidade inata e 
genes associados a quimiocinas, desde os 
primeiros momentos da infecção na CS, 
atingindo seu máximo quando a célula se 
desdiferencia totalmente. 

Masaki et al., 
2014 

Biópsia de nervo 
humana 

M. leprae 
morto 

M. leprae é capaz de contribuir 
para uma resposta mediada por TNF 
induzindo a produção de TNF de 
membrana e aumentando os receptores 
TNFR1, tornando as CS mais sensíveis 
aos níveis de TNF exógenos do nervo, que 
advém de macrófagos residentes nos 
estágios iniciais da lesão e num segundo 
momento, de células inflamatórias. 

Andrade et al., 
2016 

Linhagem de CS 
humana ST88-14 

M. leprae 
viável 

A infecção por M. leprae foi capaz 
de modular o metabolismo de glicose da 
CS, gerando um aumento marcante na 
captação de glicose. Adicionalmente, a 
infecção por M. leprae reduziu o potencial 
de membrana mitocondrial e a liberação 
de lactato pelas CS, resultando no controle 
de radicais livres. 

 

Medeiros et al., 
2016 

Modelo de peixe-
zebra 

M. leprae 
viável e M. 
marinum 
expressando 
PGL-1 

A aproximação de macrófagos infectados 
ao axônio induz a desmielinização. O 
PGL-1 é o responsável pela resposta 
neurotóxica pela indução de ROS e RNS, 
causando dano mitocondrial que leva a 
desmielinização. 

Madigan et al., 
2017b 
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CS primária 
humana e de 
camundongo 

M. leprae 
morto 

Diminuição da expressão de 
neurotrofinas como NT-4, NGF e BDNF 
em CS humanas estimuladas com M. 
leprae, enquanto observou-se aumento da 
expressão de NT-3 em camundongos 
estimulados com M. leprae.  Essas 
alterações podem levar a lesão neural. 

Nogueira et al., 
2018 

Linhagem de CS 
humana ST88-14 

M. leprae 
viavel 

PGL-1 induziu a expressão de 
MR/CD206 e PPAR-γ em CS infectadas. 
Tais moléculas podem auxiliar no 
reconhecimento, invasão e sobrevivência 
do bacilo. Essa sinalização também induz 
o acúmulo de corpúsculos lipídicos nas 
CS. 

Dias Acosta et 
al., 2018 

Linhagem de CS 
humana ST88-14 

M. leprae 
viável 

M. leprae utiliza o metabolismo de 
glicose do hospedeiro como fonte de 
carbono para biossintetizar a maioria de 
seus aminoácidos. A enzima fenolpiruvato 
carboxilase é necessária para a dieta 
intracelular do M. leprae.   

Borah et al., 
2019 

CS primária de 
camundongo 

M. leprae 
viável 

M. leprae infecta a S e acelera a 
destruição da mielina pelo mecanismo de 
mielinofagia, que leva ao aumento de 
corpúsculos lipídicos, principais organelas 
de persistência da infecção nas CS  

Mietto et al., 
2020 

Fonte: Adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2022. 

1.7 O Estado da arte 

As células de Schwann – as principais células gliais do sistema nervoso 

periférico – são o hospedeiro preferencial para a entrada, persistência e replicação do 

M. leprae dentro do nervo (SCOLLARD et al., 2015; MIETTO et al., 2016; SERRANO-

COLL et al., 2018; DIAZ ACOSTA et al., 2018; de OLIVEIRA et al., 2022). Portanto, 

muita atenção tem sido dada às alterações moleculares e celulares causadas pelo M. 

leprae nessas células, a fim de identificar as razões subjacentes que culminam na 

neuropatia grave observada nos pacientes. A resposta imune elicitada no 

microambiente nervoso contra os bacilos é um componente chave que pode levar às 

distintas manifestações clínicas (PINHEIRO et al., 2018). As células de Schwann 

infectadas produzem um amplo painel de quimiocinas e citocinas inflamatórias, que, 

acompanhadas de resposta imune celular, têm sido associadas à manifestação de dor 

neuropática e a neurite hanseniana em pacientes (SPIERINGS et al., 2000a e 2000b; 

ANDRADE et al., 2016; ANGST et al., 2020). Este perfil de imunomodulação 

observado em células de Schwann infectadas é de grande importância, e observou-

se na literatura que tal fenômeno ocorre antes da reprogramação das células de 

Schwann para o fenótipo de célula de Schwann imatura, destacando o papel crucial 
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da rede de sinalização imune no contexto dos estágios iniciais da infecção por M. 

leprae (MASAKI et al., 2014; HOOKI e GELUK, 2021). Além disso, a infecção por M. 

leprae nas células de Schwann tem sido associada a alterações na via metabólica de 

glicose/lactato (MEDEIROS et al., 2016; BORAH et al., 2019), acúmulo de 

lipídios/colesterol (MATTOS et al., 2011; ROSA et al., 2021), disfunção mitocondrial 

(OLIVEIRA et al., 2021) e a destruição da bainha de mielina (MIETTO et al., 2016; 

MADIGAN et al., 2017; MIETTO et al., 2020).  

 

Algumas dessas alterações também foram confirmadas em pacientes com 

Hanseníase e são sugeridas como causadoras da neuropatia em curso e da fibrose 

tecidual observada, além da perda da função neurológica periférica comumente 

apresentada por esses pacientes (PETITO et al., 2013; ANDRADE et al., 2016). No 

entanto, embora esses eventos possam surgir de modificações da função de suporte 

do nervo da CS, as alterações que acompanham o perfil de expressão gênica nessa 

célula hospedeira são amplamente desconhecidas. Estudos mostraram que o 

glicolipídio fenólico 1 (PGL-1), um dos principais componentes patogênicos da parede 

celular de M. leprae, é essencial para a internalização de M. leprae nas células de 

Schwann e tem sido amplamente atribuído à indução do processo patológico in vitro 

e em modelos infecciosos experimentais (NG et al., 2000; MADIGAN et al., 2017, DIAS 

ACOSTA et al., 2018). A compreensão dos mecanismos imunopatogênicos 

relacionados à lesão nervosa em pacientes com Hanseníase é fundamental para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o controle da neuropatia 

hanseniana. O tratamento de danos nos nervos com esteroides é eficaz, mas pelo 

menos 40% dos pacientes recaem e requerem um novo ciclo de esteroides (WALKER 

et al., 2011; LOCKWOOD et al., 2017). 

 

Como a neuropatia da Hanseníase é uma doença complexa e ainda intrincada, 

na qual tanto M. leprae viável quanto o morto podem ter um papel prejudicial na 

progressão da doença, é necessário compreender e decifrar a contribuição de 

bactérias viáveis e mortas na alteração da biologia da célula de Schwann. Na 

literatura, sugere-se que bacilos mortos, ao contrário de M. leprae viáveis, tornam as 

células de Schwann suscetíveis ao ataque de células “natural killers” (STEINHOFF et 

al., 1991). Além disso, bactérias mortas e seus componentes estruturais, como a LAM, 

também foram relatados como causadores de dano neural via modulação do fluxo 

autofágico (SILVA et al, 2017) e do ataque de proteínas do sistema de complemento 
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no nervo (BAHIA EL IDRISSI et al., 2015). Apesar da imensurável importância das 

células de Schwann para a compreensão de diversos mecanismos relevantes a 

respeito da manutenção e do reparo do sistema nervoso periférico, ainda se 

encontram muitas dificuldades para o estabelecimento e obtenção de culturas 

primárias, que, por limitações amostrais e éticas, impõe a necessidade da utilização 

de outros métodos de estudo. Uma das metodologias mais utilizadas para o avanço 

na compreensão do metabolismo e fisiologia das células de Schwann é o estudo em 

linhagens celulares, especialmente da linhagem de células ST88-14, isolada de um 

tumor maligno de paciente portador de neurofibromatose I (YAN et al., 1995). Tal 

linhagem é capaz de expressar proteínas endógenas clássicas como o marcador S-

100 e é capaz de ser invadido por microrganismos como o M. leprae. Não obstante, 

vê-se como fundamental a busca de novas estratégias de infecção, como a utilização 

de modelo in vivo, tal qual demonstrado por MADIGAN (2017) em peixe-zebra, com 

vistas a compreender o impacto nos sistemas biológicos bem como a possibilidade de 

investigação dos efeitos da infecção em longo prazo. 

1.8 Justificativa 

A Hanseníase é a principal causa de neuropatia periférica não traumática em 

países endêmicos. A neuropatia é frequentemente silenciosa ao longo de sua 

evolução, o que dificulta o seu diagnóstico nos estágios iniciais e impede que sejam 

estabelecidas medidas capazes de prevenir o dano neural. Visto que as células de 

Schwann oferecem um ambiente ideal para a preservação e proliferação de M. leprae, 

o entendimento dos mecanismos envolvidos na infecção e modulação dessas células 

pelo bacilo representam um passo crucial para a melhor compreensão do dano neural 

na Hanseníase. Uma grande limitação para os estudos na área deve-se ao fato da 

Hanseníase ser uma doença desmielinizante, no entanto, as linhagens celulares 

estudadas e, mesmo a célula primária humana não são mielinizantes, o que limita em 

muito os estudos. Assim, o uso de células murinas pode auxiliar na maior 

compreensão dos processos especificamente associados com a desmielinização. Um 

dos principais desafios atuais, para as áreas endêmicas da Hanseníase, é o 

tratamento efetivo da neurite, bem como a detecção precoce de dano neural, 

prevenindo as incapacidades permanentes. Atualmente, os pacientes com neuropatia 

hanseniana são tratados com poliquimioterapia (PQT) e corticosteróides, que não têm 

sido eficazes em impedir a evolução da neuropatia periférica. Assim, estudos com o 
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objetivo de contribuir para o entendimento da patogênese da neuropatia, usando tanto 

células humanas não mielinizantes quanto células mielínicas murinas, podem auxiliar 

em futuras intervenções mais específicas e efetivas. 

1.9 Hipótese 

A hipótese da presente tese baseia-se na conjectura que o M. leprae modula a 

biologia da célula de Schwann, de modo a favorecer sua sobrevivência e instalação 

no nervo periférico. Estas alterações favoreceriam a atividade intracelular do 

patógeno, ao passo que levariam ao dano neural observado na neuropatia da 

Hanseníase. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Determinar a capacidade do M. leprae em modular a expressão de genes 

associados à biologia da célula de Schwann em células da linhagem ST88-14, em 

células primárias de camundongo e em biópsias de nervo, bem como determinar os 

mecanismos imunopatogênicos associados com a desmielinização na Hanseníase.  

2.2 Objetivos Específicos 

❖ Analisar o perfil de expressão de transcritos envolvidos na neuropatia 

periférica, na plasticidade de células gliais, no mecanismo de reparo neural e 

no perfil inflamatório em biópsias de nervos de pacientes com e sem 

Hanseníase e em células de Schwann da linhagem humana ST88-14 

infectadas ou estimuladas com M. leprae; 

❖ Analisar o perfil de expressão de mediadores inflamatórios secretados por 

células de Schwann infectadas ou estimuladas com M. leprae; 

❖ Correlacionar os dados de expressão gênica aos achados histopatológicos de 

biópsias de NP e controle; 

❖ Investigar o envolvimento de genes de autofagia na infecção de células de 

Schwann primárias mielinizantes de camundongo (CSPM); 

❖ Investigar a correlação entre a indução de corpúsculos lipídicos pela infecção 

por M. leprae e a viabilidade bacteriana. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Parte 1: Modelo murino 

O presente estudo foi realizado no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/ FIOCRUZ) e 

foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob 

número de aprovação L-033-2015. Para a obtenção de células de Schwann primárias 

com mielina, foram utilizados camundongos BALB/c machos, com 21 dias de idade, 

conforme modelo adaptado de GOMES-SANCHEZ (2015). Inicialmente, os 

camundongos foram eutanasiados por CO2. Após, os nervos isquiáticos (direito e 

esquerdo) foram dissecados e mantidos em meio L15 gelado. Em seguida, o epineuro 

foi cuidadosamente removido em ambiente estéril, com auxílio de uma lupa, e os 

nervos foram mantidos in vitro, por 48h, à 37°C/5%CO2, para que ocorresse o 

processo de degeneração natural, em meio de cultura Eagle Dulbecco Modificado 

(DMEM F12), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e os antibióticos 

penicilina- estreptomicina (PEES) a 100 U/mL. Após esse período, os segmentos de 

nervo foram submetidos ao processo de degeneração enzimática utilizando 0,005% 

de Colagenase A (#C0130, Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e 1,2 U/mL de Dispase 

(#17105041, Gibco®, Estados Unidos) em meio de cultura DMEM/F12 suplementado 

com antibióticos penicilina-estreptomicina (PEES) a 100 U/mL por 18h. No dia 

seguinte, foi realizada a dissociação mecânica, utilizando agulha de 26 G, e os 

fragmentos de nervo e células foram centrifugados a 500 g por 5 minutos. O pellet 

celular foi ressuspendido em meio completo (descrito anteriormente) e as células 

foram plaqueadas, em placas de cultura de 24 poços, previamente tratadas com 

5 µg/mL de laminina (#23017015, Natural Laminin, ThermoFisher Scientific®, Estados 

Unidos) por 5 horas a 37°C/5% CO2. Após, o sobrenadante foi descartado, deixando 

aderidas as células de Schwann primárias mielinizantes (CSPM), as quais foram 

lavadas 3x com tampão fosfato-salina (PBS) para remoção de debris celulares e um 

novo meio suplementado foi inserido. Em determinado grupo experimental, as CSPM 

foram tratadas com inibidor JNK (#SP600125, Enzo Life Sciences®, Estados Unidos) 

diluído em meio de cultura, numa concentração final de 40μM. 

 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/c0130
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3.1.1 Purificação e infecção por M. leprae 

A cepa Thai-53 de M. leprae, gentilmente doada pelo Instituto Lauro Souza 

Lima (São Paulo, Brasil), foi selecionada para o estudo, pois é a cepa mais prevalente 

em circulação no mundo. Apesar de não ser a cepa mais prevalente no Brasil, ela 

apresenta similaridade genética de 99,9% com as cepas 4N e 3I, predominantes no 

Brasil (MONOT et al., 2009). Foi purificada do coxim plantar de patas de camundongos 

nude infectados, conforme descrito por MEDEIROS e colaboradores (2016). Para os 

experimentos de infecção in vitro, as CSPM foram incubadas com M. leprae em uma 

proporção de multiplicidade de infecção de 100 bactérias por célula (MOI 1:100). O 

experimento foi incubado de acordo com os parâmetros 33°C/5%/CO2, para 

manutenção da atividade bacteriana. Após os pontos de 24h e 72h de infecção, as 

CSPM foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% e 

processadas para as técnicas de imunocitoquímica e reação em cadeia da polimerase 

em transcrição reversa quantitativa (RT-qPCR). Para a imunomarcação, foi realizada 

o experimento de infecção com M. leprae corado com a sonda fluorescente PKH67 

“Green Fluorescent Cell Linker Kit” (Sigma #MKCF0773), de acordo com as instruções 

do fabricante. 

3.1.2 Imunofluorescência e Microscópio de fluorescência 

 

Para a realização da imunomarcação, as células foram fixadas com 

paraformaldeído a 4% em PBS 0,1M por 15 minutos. Em seguida, as CSPM foram 

lavadas por 3 vezes em PBS e permeabilizadas numa solução de bloqueio contendo 

0,03% de Triton 100X + Normal Goat Serum (NGS) a 5% + Albumina de Soro Bovino 

(BSA) em PBS por 1 hora. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos 

em temperatura ambiente com os seguintes anticorpos primários diluídos em solução 

de bloqueio: anticorpo monoclonal de rato anti-MBP (1:300 Millipore, MAB386) e 

anticorpo policlonal de coelho anti- LC3 (1:100 Novus Biological, NB100-2220). As 

células foram lavadas por 3 vezes em PBS e incubadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente, em solução de bloqueio contendo o marcador fluorescente 

intercalante de DNA 4’,6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI) (1:500, Invitrogen®, Molecular 

Probes, Estados Unidos) juntamente aos anticorpos secundários cabra anti-rato 488 

e cabra anti-coelho 594, ambos a proporção de diluição de 1:500 (Invitrogen®, 

Molecular Probes). As CSPM foram em seguida lavadas 2 vezes em PBS e 1 vez em 

água destilada. As lamínulas foram montadas em seguida com o meio de montagem 
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Fluoromount (#00-4958-02, Sigma-Aldrich®). Os corpúsculos lipídicos foram corados 

com Oil Red O e observados em microscopia de fluorescência, enquanto os ovóides 

de mielina foram observados em campo claro. Ambas as quantificações foram feitas 

no software ImageJ® (NIH, Estados Unidos). 

 

Todas as imagens foram realizadas no microscópio invertido Zeiss 

AxioObserver Z1 (Carl Zeiss®, Alemanha), utilizando o sistema de iluminação 

estruturada Apotome, nas lentes de 40X e 60X com imersão em óleo. A fonte de luz 

HXP-120 foi utilizada para excitação das células imunomarcadas e as imagens foram 

adquiridas utilizando a câmera Zeiss HMRc, controlada pelo “software” AxionVision 

versão 4.8 (Carl Zeiss®, Alemanha). 

3.1.3 RT-qPCR – Reação em cadeia da polimerase em transcrição reversa 

quantitativa 

 

Após a infecção no tempo estabelecido, o RNA total das células das CSPM foi 

extraído e isolado utilizando o reagente Trizol® (ThermoFisher Scientific, Estados 

Unidos), de acordo com as instruções do fabricante. A fita de DNA complementar 

(cDNA) foi transcrita a partir do RNA, por meio do kit SuperScript III First-Strand 

Synthesis (Invitrogen, #18080-400). O cDNA foi, portanto, amplificado utilizando a 

sonda SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, Estados Unidos). Para as 

análises de RT-qPCR, foram utilizadas as sequências de pares de primers conforme 

a Tabela 2:  

 

Tabela 2 – Sequências de pares de primers utilizados para avaliação da 
expressão gênica por RT-qPCR. 

Gene Sigla Forward Reverse 

Proteína Básica de 

Mielina 

MBP AATCGGCTCACAA

GGGATTCA 

TCCTCCCAGCTTAA

AGATTTTGG 

Proteína Zero de 

Mielina 

MPZ CGGACAGGGAAA

TCTATGGTGC 

TGGTAGCGCCAGG

TAAAAGAG 

Proteína 2 de resposta  

de crescimento precoce 

EGR2 AGGCCCCTTTGAC

CAGATGA 

AAGATGCCCGCAC

TCACAAT 

Beclina-1 BCN1 GCCTGGGCTGTG

GTAAGTAA 

CCAGCCTCTGAAA

CTGGACA 
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Proteína 2 de interação 

com fosfoinositídeo do 

domínio de repetição 

WD 

Wipi-2 GCTGTTGGTAGTA

AGTCCGGG 

GCTTTGAGGCTGA

CAATGGC 

Cinase-1 ativadora de  

autofagia tipo unc-51 

ULK-1 TGCGCATAGTGTG

CAGGTAG 

AACATCGTGGCGC

TGTATGA 

Lipase Hormônio 

Sensível 

HSL TCGGGGAGCACT

ACAAACG 

CACGCAACTCTGG

GTCTATGG 

Lipase de triacilglicerol 

de adipócito 

ATGL GGTGCCAACATTA

TTGAGGTG 

AAACACGAGTCAG

GGAGATGC 

Perilipina PLIN GTCCCTATCCGAT

GCCCTGAAG 

GCGTCCGCCTCTG

CTGAAG 

Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 

GAPDH TGCACCACCAACT

GCTTAG 

GGATGCAGGGATG

ATGTTC 

 

Além das CSPM, biópsias de nervo humanas também foram processadas para 

extração do RNA total e obtenção da fita de cDNA, para elaboração e análise do RT-

qPCR. Foi utilizado o kit de PCR array Human Autophagy (Genone, #HATPL-I) e o kit 

de PCR array Human Schwann Cell Biology (ScienCell Research Laboratories®, 

#GK096). Todos os experimentos de RT-qPCR foram realizados em triplicata e 

corridos no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems®, Estados 

Unidos). Os resultados foram analisados pelo método ΔΔCT após normalização com 

o gene endógeno GAPDH. 

 

A expressão gênica de M. leprae também foi avaliada por expressão gênica, 

por meio do protocolo previamente descrito por MARTINEZ (2009). As CSPM 

infectadas por M. leprae, tratadas ou não com JNKi, foram submetidas à extração de 

DNA e RNA bacteriano a partir do protocolo de extração utilizando Trizol®. O RNA 

total foi reversamente transcrito utilizando primers randômicos e o kit GoScript 

(Promega®, #A2801), de acordo com as instruções do fabricante. Níveis quantitativos 

de RNA ribossomal 16S foram determinados a partir da razão com o DNA ribossomal 

16S, quantificado por meio do PCR em tempo real utilizando a sonda TaqMan.  

3.1.4 Análise estatística 
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Para análise estatística, foi utilizado o “software” Prism (GraphPad®, Estados 

Unidos) versão 7.0, onde os gráficos foram gerados. Os resultados foram 

apresentados como média ± desvio padrão. Para os resultados do RT-qPCR, os 

dados foram avaliados estatisticamente pelo teste Mann-Whitney, enquanto para as 

análises de imunomarcação, foram avaliadas por meio do teste T. Para este trabalho, 

o nível de significância foi considerado 5%. 

3.2 Parte 2 

3.2.1  Avaliação da expressão gênica em fragmentos de nervo 

Biópsias de nervo de oito pacientes com diagnóstico de Hanseníase neural 

pura (NP) foram obtidas de voluntários recrutados no Ambulatório Souza Araújo 

(Laboratório de Hanseníase, Instituto Oswaldo Cruz, Fundação Oswaldo Cruz) 

(Tabela 3). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação Oswaldo Cruz 

(número de parecer: 2.227.887). Fragmentos de biópsia de nervo dos pacientes foram 

utilizados para coloração histopatológica e análise de RT-qPCR. Para o presente 

estudo, foram selecionados pacientes com NP que não apresentavam qualquer sinal 

histopatológico de fibrose endoneural, para garantir que os espécimes nervosos 

selecionados estivessem nos estágios iniciais da progressão da neuropatia da 

Hanseníase. A seleção das amostras foi realizada após análise da coloração com 

hematoxilina e eosina (H&E) e tricrômico de Gomori (TG) ao microscópio de campo 

claro, seguindo protocolo previamente publicado (ANTUNES et al. 2012). Os critérios 

de exclusão foram pacientes com coinfecção, comorbidades metabólicas como 

diabetes e sinais de fibrose endoneural, gestantes e pacientes menores de 18 anos. 

Para o grupo controle, espécimes de biópsia de nervo de três indivíduos submetidos 

à cirurgia do plexo braquial foram gentilmente doados pelo Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ).  

 

Tabela 3 – Dados clínicos de pacientes com NP incluídos neste estudo (n=8). 
*NP= Hanseníase Neural Pura; *RR= Reação Reversa 

Idade 

(anos) 
Gênero 

Forma 

Clínica da 

Hanseníase 

Reação PQT 

Grau de 

Incapacidade 

física 

67 feminino NP 
RR + 

Neurite 
Não 0 
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3.2.2 Cultura de células de Schwann 

 

A linhagem celular de Schwann humana, ST88-14, foi utilizada no presente 

estudo para os ensaios in vitro. Antes dos ensaios, as células foram cultivadas em 

meio RPMI (Gibco®, EUA) suplementado com 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 

2 mM de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em 

ambiente controlado a 37°C/5%CO2. Para os ensaios, células ST88-14 foram 

suspensas em meio de cultura sem penicilina-estreptomicina e cultivadas a uma 

densidade de 5x105 células/poço em placas de cultura de 6 poços. A cultura de células 

foi infectada com M. leprae viável, gentilmente doado pelo Instituto Lauro de Souza 

Lima (São Paulo, Brasil) ou estimulado com M. leprae morto (irradiado com raios 

gama), obtido através do BEI Resources® (#NR-19326), com uma multiplicidade de 

infecção (MOI) de 50 bacilos/célula (50:1). Após 24h de incubação, os sobrenadantes 

foram colhidos e mantidos congelados a -20°C até a quantificação das quimiocinas e 

citocinas inflamatórias. Além disso, as culturas de células de Schwann foram 

submetidas a procedimentos de extração de RNA total. 

 

 

26 masculino NP 
RR + 

Neurite 
Não 0 

34 feminino NP Não Não 0 

48 masculino NP 
RR + 

Neurite 
Não 0 

47 feminino NP RR Não 2 

22 masculino NP RR Não 2 

22 feminino NP Não Não 0 

48 feminino NP Não Não 0 
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3.2.3 Extração de RNA e matriz RT-qPCR 

 

Culturas de células de Schwann e fragmentos de biópsia de nervo foram 

triturados mecanicamente e ressuspendidos em 1 mL de TRIzol® (Gibco, Estados 

Unidos) e o RNA foi obtido seguindo as orientações do fabricante e armazenado a -

70°C até o uso. Após, 10 ng de RNA total foram transcritos reversamente para cDNAs 

usando o kit Superscript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e então amplificados 

usando o SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, EUA) ou TaqMan 

probes (ThermoScientific®, Estados Unidos). O kit GeneQuery™ Human Schwann cell 

PCR Primer library array (Realtime Primers®, EUA #GK096) foi usado para perfilar a 

expressão gênica total em células de Schwann e biópsias de nervos humanos. A lista 

completa de genes está disponível em https://www.sciencellonline.com/genequerytm-

human-Schwann-cell-biology-qpcr-array-kit.html” (acessado em 27 de janeiro de 

2022). As sondas TaqMan Fast Universal PCR Master Mix e Human TaqMAn MGB-

Probe (ThermoScientific®), foram usados para determinar a expressão de RNAm de 

TNF (HS-99999043_m1), IL23A (HS-0037334324_m1), CCL2 (HS-00234140_m1) e 

CXCL10 (HS-0017042_m1). O array de RT-qPCR foi realizado em triplicata e as 

amplificações foram realizadas no sistema ViiA7 Real-Time PCR (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). O método ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi 

usado para analisar os dados obtidos após normalização usando o controle endógeno 

do gene endógeno RPL13, para análise SYBR Green, ou normalizado usando o gene 

endógeno gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH; HS -02758991_g1), para 

ensaios TaqMan.  

3.2.4 Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

 

Para avaliação da secreção de citocinas/quimiocinas solúveis, os 

sobrenadantes de culturas ST88-14 de controles e culturas ST88-14 infectadas com 

M. leprae (viável ou morto) foram colhidos após 24h e armazenados a -20°C até o 

uso. Os seguintes mediadores inflamatórios (TNF, TGF-β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, 

MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10) foram quantificados pela técnica de ELISA seguindo 

as orientações do fabricante (R&D Systems®, EUA). 

3.2.5 Análise estatística 

https://www/
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As análises dos experimentos foram realizadas por Teste t não pareado, teste 

de Kruskal-Wallis ou ANOVA one-way. Para todas as análises estatísticas, o valor de 

p≤0,05 foi considerado significativo. As análises estatísticas foram realizadas com o 

software Prism versão 7.0 (GraphPad® Software, EUA). Alternativamente, um 

correlograma foi gerado para avaliar a correlação entre as características 

histopatológicas em biópsias de nervo e o seu padrão de expressão gênica. A 

correlação de Pearson foi aplicada a cada par de variáveis presentes nos dados. O 

valor da correlação varia entre -1 e 1, com valores negativos implicando a existência 

de correlação negativa e valores positivos implicando correlação positiva. A força da 

correlação é medida pela proximidade do valor a 1 ou -1, com valores mais próximos 

a estes sugerindo uma correlação mais forte. Cada regressão foi realizada usando a 

expressão gênica como variável de resposta e inicialmente tanto o PCR quanto os 

bacilos ácido-resistentes (BAAR) como covariáveis. Cada coeficiente teve sua 

significância estatística testada pelo teste t para coeficientes de regressão. Nos casos 

em que uma das variáveis não foi estatisticamente significativa, o modelo foi ajustado 

novamente utilizando apenas a covariável estatisticamente significativa. Por fim, a 

qualidade de ajuste do modelo foi avaliada usando R², uma medida estatística que 

avalia o quanto da variação na variável de resposta é explicada pelas covariáveis. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Parte 1 

4.1.1 A infecção por M. leprae acelera a quebra de mielina 

 

Com o objetivo de investigar as consequências da quebra e degradação da mielina 

durante o curso da infecção por M. leprae, utilizou-se CSPM de nervo isquiático de 

camundongo como modelo experimental. Inicialmente, observamos uma taxa de 98% 

de infecção das CSPM pela bactéria após 3 dias de incubação in vitro (div) (Figura 

20).  

 

 

Figura 20 – Aumento da degradação da mielina em resposta à entrada do M. 
leprae nas células de Schwann primárias mielinizantes de camundongo. 
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CSPM de nervo isquiático de camundongo foram infectadas com M. leprae corado em 
verde por PKH (MOI 100:1, 3 div). (A, B) O bacilo invade com sucesso as CSPM e 
reside em estreita associação com a degradação de ovóides de mielina, conforme 
indicado nas seções ortogonais. Os ovóides podem ser observados devido à 
imunomarcação com anticorpo anti Proteína Básica de Mielina (MBP), em vermelho, 
enquanto o núcleo das células de Schwann está marcado em azul, por DAPI. na Taxa 
de infecção expressa como média ± Desvio Padrão de quatro experimentos 
independentes com pelo menos 80 células contadas por experimento. O nível de 
significância foi considerado quando p≤0,05. *p<0,05 ****p<0,0001. 

Além disso, foi constatado que as bactérias estavam localizadas em áreas 

citoplasmáticas ricas em ovóides de mielina (Figura 21A), resultando em uma 

colocalização de aproximadamente 80% (Figura 21B). 

 

 

Figura 21 – Interação do M. leprae com ovóides de mielina em CSPM de 
camundongo infectadas representando a interação M. leprae-mielina.  
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CSPM de nervo isquiático de camundongo infectadas com M. leprae corado em verde 
por PKH (MOI 100:1, 3 div) interagindo com ovóides de mielina, marcado com 
anticorpo anti Proteína Básica de Mielina (MBP), em vermelho e núcleo das células 
de Schwann marcado por DAPI (em azul). Elucidação de duas células distintas (Ai e 
Aii), ilustrando o posicionamento da bactéria junto aos ovóides de mielina. (B) 
Porcentagem de bacilos associados aos ovóides por célula de Schwann. A taxa de 
interação foi expressa como média ± Desvio Padrão de quatro experimentos 
independentes com 80 a 200 ovóides de mielina contados por cada experimento. A 
quantificação foi realizada utilizando o software ImageJ. O nível de significância foi 
considerado quando p≤0,05.  *p<0,05. ****p<0,0001. 

 

Após observar a interação das bactérias em regiões de maior abundância de 

mielina, buscou-se compreender se a infecção por M. leprae poderia impactar o 

processo de destruição da mielina em CSPM. Para responder esse questionamento, 

a área de mielina foi mensurada e comparada entre CSPM infectadas e sem infecção 

(controle), num período de 0h, 1 dia in vitro (div) e 3 div (Figuras 22A, 22B e 22C). O 

resultado foi estratificado de acordo com a porcentagem de CSPM contendo 

pequenos ovóides (0-350 μm2), médios ovóides (350-700 μm2) e grandes ovóides (> 

700 μm2) em degeneração.  

Observou-se que nas culturas de CSPM controle, no período de 1 div e 3 div, 

apresentou-se uma gradual redução de seu conteúdo de mielina de pequenos 

ovóides, médios ovóides e grandes ovóides, do seguinte modo, respectivamente: 

36,2%, 40,9% e 22,3% (1 div) (Figura 22D) e 43,4%, 30,7% e 16,8% (3 div) (Figura 

22E). Este dado reflete o processo natural de degeneração progressiva da mielina 

dentro das CSPM. 

De modo interessante, após 1 div de infecção, as CSPM tiveram uma redução 

significativa da área de mielina dos grandes ovóides em 2,3 vezes, que refletiu em um 

aumento de 1,6 vezes na porcentagem de pequenos ovóides (Figura 22D). Além 

disso, no período de 3div de incubação, foi observada uma redução ainda maior de 

grandes ovóides, resultando num aumento de 6 vezes na porcentagem de células 

contendo ovóides médios, que culminou numa redução da área de mielina em 79% 

das CSPM (Figura 22E). 
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Figura 22 – Aumento da quebra de mielina em resposta a entrada do M. leprae 
nas CSPM de camundongo. 
Imunofluorescência da mielina nas culturas de CSPM de camundongo mostrando o 
curso progressivo da degradação de mielina em células (A) –h – sem infecção; (B) 3 
div sem infecção e (C) 3 div infectado e o conteúdo dos ovóides de mielina por célula 
em diferentes condições (Ai-Ci). (D) Quantificação da área dos ovóides de mielina por 
célula 1 div e (E) 3 div, estratificadas em pequenos ovóides (0-350 um), médios 
ovóides (350-700 um) e grandes ovóides (> 700um). As barras em preto representam 
as culturas não infectadas e as barras em branco, as culturas infectadas por M. leprae 
(MOI 100:1). Os gráficos foram representados por média ± desvio padrão. A 
quantificação foi realizada por meio do software ImageJ. O nível de significância foi 
considerado quando p≤0,05. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Para confirmar o fenótipo de degradação da mielina observado por 

microscopia, analisou-se também o efeito da infecção ao nível transcricional. Para 

isto, foram avaliados os níveis de RNAm para dois genes que codificam duas 

proteínas de mielinização: MBP e MPZ. Também foi analisado o gene que codifica o 

fator transcricional KROX-20, que regula a mielinização na célula de Schwann. O 

resultado mostra que, concomitante com o aumento da degradação da mielina, 

também foi observada uma redução estatística nos níveis de RNAm para MBP, MPZ 

e KROX20 no grupo infectado por M. leprae em comparação com as CSPM não 

infectadas (Figura 23), que é consistente com o efeito do M. leprae em induzir, desde 



74 

os estágios iniciais, a reprogramação de CSPM para um fenótipo não produtor de 

mielina. 

 

 

Figura 23 – M. leprae modula negativamente genes pró-mielinizantes em CSPM  
de camundongo. 
Diminuição significativa na expressão de transcritos de mielina – MBP, MPZ e 
KROX20 – in vitro, a partir da infecção por M. leprae (MOI 100:1, 3 div) de células de 
Schwann primárias de camundongo, avaliado por RT-qPCR. A linha horizontal 
representa os níveis de expressão gênica em células não infectadas (controles). Os 
resultados estão expressos em média ± Desvio Padrão. Experimento realizado em 
triplicata. O nível de significância foi considerado quando p≤0,05. *p < 0,05, **p < 0,01, 
***p < 0,001, ****p < 0,0001. 

Para analisar ainda mais as alterações nos transcritos de mielina durante a 

infecção da Hanseníase, os mesmos genes foram investigados em fragmentos de 

nervo de pacientes com Hanseníase. Foi observado que, nessas amostras, houve 

uma regulação negativa de transcritos de RNAm de MBP e MPZ, quando comparados 

com pacientes controle (sadios (Figura 31). Coletivamente, esses dados mostram que 

M. leprae é capaz de entrar em CSPM e se agrupar em torno de ovóides de mielina e 

que, essa interação patógeno-hospedeiro resulta na aceleração da degradação da 

mielina que acompanhada pela regulação negativa em um conjunto de genes chave 

envolvidos na produção de mielina.  
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Figura 24 – M. leprae modula negativamente genes pró-mielinizantes em 
biópsias de nervo. 
Diminuição significativa na expressão de transcritos de mielina – MBP e MPZ – ex 
vivo, a partir de fragmentos de biópsias de nervo de pacientes com Hanseníase Neural 
Pura (NP) (n=8), avaliado por RT-qPCR. A linha horizontal representa os níveis de 
expressão gênica em biópsias controle (n=3). Os resultados estão expressos em 
média ± Desvio Padrão. Experimento realizado em triplicata. O nível de significância 
foi considerado quando p≤0,05.  *p < 0,05. 

4.1.2 M. leprae induz a degradação da mielina por autofagia e aumenta o 

número de corpúsculos lipídicos 

 

Dados da literatura mostram que em CSPM, os ovóides de mielina são 

progressivamente degradados por um mecanismo de macroautofagia denominado 

mielinofagia (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015; JANG et al., 2016).  Portanto, nosso 

próximo passo foi estudar se a destruição avançada da mielina, observada nas CSPM 

infectadas, estaria relacionada com possíveis alterações na via de destruição 

autofágica. Para tanto, CSPM foram infectadas ou não com M. leprae e a relação entre 

a formação de ovóides de mielina e a autofagia foi avaliada através da análise do 

número de ovóides de mielina positivos para o marcador de autofagossomo LC3. 

Embora as CSPM não infectadas apresentem cerca de 26% de ovóides de LC3+ 

puncta-mielina, em células infectadas com M. leprae, observou-se um aumento 

significativo de até 82% (Figura 25). 
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Figura 25 – M. leprae induz a destruição da mielina pelo mecanismo de 
mielinofagia.  
Micrografias obtidas por microscopia de fluorescência, ilustrando o acúmulo de 
punctos de LC3, elucidado pela marcação com anticorpo anti-LC3 (em vermelho) em 
ovóides de mielina em degeneração, elucidado pela marcação com anticorpo anti-
MBP (em verde, setas apontam para o MBP) em (A) CSPM não infectadas e (B) 
infectadas por M. leprae (MOI 100:1, 3 div). (C)  gráfico mostrando o efeito da infecção 
na porcentagem de ovóides de mielina com punctos de LC3 expressos por média ± 
Desvio Padrão de três experimentos independentes, com pelo menos 130 ovóides de 
mielina analisados por experimento.  (D) Análise da expressão gênica em CSPM 
infectadas por M. leprae, avaliadas por RT-qPCR. A linha horizontal representa a 
expressão gênica em células não infectadas (controles) do efeito da infecção na 
expressão dos genes relacionados a formação do autofagossomo (BCN1, WIPI2 e 
ULK). O nível de significância foi considerado quando p≤0,05.  *p < 0,05, ****p 
<0,0001. 

A análise expressão de genes envolvidos nos estágios iniciais da formação do 

autofagossomo BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7 mostra um aumento estatisticamente 

significativo em CSPM infectadas com M. leprae quando comparado a condição não 

infectada (Figura 25D). Resultados semelhantes foram observados em fragmentos de 

nervo de pacientes com Hanseníase em comparação com nervo de indivíduos sadios 

Figura 26.  
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Figura 26 – Aumento da indução de autofagia em biópsias de nervo de pacientes 
com Hanseníase  
Aumento significativo na expressão de transcritos relacionados a formação do 
autofagossomo – BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7 – ex vivo, a partir de fragmentos de 
biópsias de nervo de pacientes com Hanseníase NP (n=8), avaliados por RT-qPCR. 
A linha de base representa os níveis de expressão gênica em biópsias controle (n=3). 
Os resultados estão expressos em média ± Desvio Padrão. Experimento realizado em 
triplicata. O nível de significância foi considerado quando p≤0,05. *p < 0,05.  

Sabe-se que a quebra da mielina pode resultar na formação corpúsculos 

lipídicos (BROSIUS-LUTZ et al., 2017; GOODRUM et al., 1994), e conhecendo a 

importância dos lipídios para as bactérias intracelulares (BARISCH & SOLDATI, 2017; 

ELAMIN et al., 2012) e de modo especial, para o estabelecimento da infecção pelo M. 

leprae (MATTOS et al., 2011a; MATTOS et al., 2011b; MATTOS et al., 2012; KAUR e 

KAUR, 2017; ROSA et al., 2022),  avaliou-se se a formação destas organelas lipídicas 

teria alguma relação com o tamanho dos ovóides de mielina em CSPM não infectadas 

e infectadas com M. leprae após 3 div, para isso, os corpúsculos lipídicos foram 

corados por Oil Red O, .que marca lipídeos neutros, e tamanho dos ovóides de mielina  

foi avaliado lipídios neutros bem como o tamanho dos ovóides de mielina em CSPM 

não infectadas e infectadas com M. leprae após 3 div (Figura 27). 
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Figura 27 – M. leprae induz o aumento de corpúsculos lipídicos a partir da 
quebra de mielina em CSPM. 
Coloração em Oil Red O (em vermelho) para marcação de corpúsculos lipídicos (setas 
brancas) em (A) CSPM não infectadas e (B) CSPM infectadas por M. leprae viável. 
Pode-se observar a associação do bacilo aos corpúsculos lipídicos (Bi). Esses dados 
estão corroborados através da quantificação dos corpúsculos lipídicos em ambas as 
condições (C). Os resultados estão expressos em média ± Desvio Padrão de três 
experimentos independentes, com pelo menos 40 células por experimento. Foi 
também quantificada a área dos ovóides de mielina das CSPM infectadas e não 
infectadas, ilustrando a redução do tamanho dos ovóides (D). Tal resultado está 
expresso em média ± Desvio Padrão de três experimentos independentes, com no 
mínimo 100 ovóides contabilizados por experimento. O nível de significância foi 
considerado quando p≤0,05. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001. 

Os resultados do experimento revelaram que, embora as CSPM não infectadas 

exibissem uma média de cerca de 5,6 corpúsculos lipídicos por célula, esse número 

aumentou estatisticamente três vezes mais no grupo infectado por M. leprae, atingindo 

uma média de cerca de 17 corpúsculos lipídicos por CSPM, observados por coloração 

Oil Red O (Figura 27C). Também foi observada uma redução estatística de cerca de 

40% no tamanho dos ovóides de mielina em CSPM infectadas com M. leprae (Figura 

27D), o que se correlaciona muito bem com a quebra avançada de mielina e 

corpúsculos lipídicos induzidos pela infecção por M. leprae. De modo consistente, 

observou-se em CSPM infectadas, uma indução de 8,7 vezes na expressão de RNAm 

de perilipina – um gene (PLIN) que codifica uma proteína associada a corpúsculos 

lipídicos – observou-se também  uma regulação negativa estatisticamente significativa 
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de 40% e 55% nos genes que codificam  lipase de triglicerídeos adiposos (ATGL) e 

nos transcritos de lipase hormônio-sensível (HSL) (ambos relacionados à lipólise), 

respectivamente, quando comparados com os valores observados em células não 

infectadas (Figura 28). 

 

 

Figura 28 – M. leprae induz a expressão de transcritos para formação de 
corpúsculos lipídicos e para regulação negativa de lipases.   
Diminuição significativa na expressão de transcritos relacionados a quebra de lipídios 
– HSL e ATGL – e aumento significativo do gene da perilipina – PLIN – responsável 
pela construção de corpúsculos lipídicos, em CSPM de camundongo infectadas (MOI 
100:1, 3 div), avaliadas por RT-qPCR.  A linha horizontal representa os níveis de 
expressão gênica em células não infectadas (controle). Os resultados estão expressos 
em média ± Desvio Padrão. Experimento realizado em triplicata. O nível de 
significância foi considerado quando p≤0,05. *p < 0,05. 

Assim, esses resultados indicam um aumento na mielinofagia observada por 

uma regulação positiva de transcritos envolvidos na formação de autofagossomos 

levando ao aumento da formação de corpúsculos lipídicos como resposta à infecção 

por M. leprae em CSPM.  

4.1.3 A degradação da mielina favorece a viabilidade de M. leprae dentro das 

células de Schwann 

 

Levando em consideração que a degradação da mielina é um provável 

mecanismo benéfico para a persistência do M. leprae dentro da célula hospedeira, 

nosso próximo passo foi verificar se a prevenção da degradação da mielina reduziria 

a viabilidade da bactéria. Assim, a degeneração da mielina foi farmacologicamente 
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inibida, por meio do tratamento das culturas de CSPM com o inibidor JNK SP600125 

(JNKi). Estudos in vitro já mostraram que este composto bloqueia a degradação da 

mielina em células de Schwann (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). Como esperado, o 

tratamento com JNKi impediu a degradação de ovóides de mielina em células não 

infectadas e infectadas por M. leprae cultivadas por 3 div, mantendo seus valores de 

mielina semelhantes aos observados em CSPM não infectadas recém-plaqueadas em 

0h (Figura 29). 
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Figura 29 – A inibição farmacológica da degradação de mielina altera a fisiologia 
do M. leprae. 
Imunomarcação de mielina a partir de anticorpo anti MBP (em vermelho) em CSPM 
de camundongo (A) sem infecção (0h de experimento); (B) sem infecção (3 div); (C) 
infectadas (3 div); (D) sem infecção, incubada com inibidor de JNK (3 div); (E) 
infectadas e incubadas com inibidor de JNK (3 div). (F) Quantificação da área média 
dos ovóides de mielina nos diferentes grupos de células estudados (eixo x). O software 
utilizado para quantificação foi o ImageJ. Os resultados estão expressos como média 
desvio padrão com pelo menos 200 células analisadas por experimento. Experimento 
realizado em triplicata. O nível de significância foi considerado quando p≤0,05. *P < 
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

Notavelmente, a inibição da quebra da mielina resultou na significativa redução 

de cerca de 3,3 vezes na quantidade de M. leprae intracelular, se comparado as 

células infectadas sem o inibidor (Figura 30). 
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Figura 30 – A viabilidade bacteriana é afetada pela inibição farmacológica de 
JNK. 
Quantificação da porcentagem de bactérias viáveis, em CSPM de camundongo (barra 
em preto) e nas células que foram incubadas com inibidor de JNK (JNKi) (barra em 
branco). O gráfico mostra que o bloqueio da degradação de mielina pela inibição da 
via JNK leva a diminuição da viabilidade bacteriana. A quantificação foi realizada pelo 
software ImageJ. Os resultados estão expressos em média ± Desvio Padrão, de 
quatro experimentos diferentes. O nível de significância foi considerado quando 
p≤0,05.  *p<0,05.  ****p < 0.0001. 

Esses resultados forneceram, pela primeira vez, evidências de que a 

degradação da mielina é um dos principais contribuintes para a persistência de M. 

leprae nas CSPM, sugerindo o papel central da degradação da mielina favorecendo a 

sobrevivência intracelular do patógeno da Hanseníase no nervo periférico de 

pacientes infectados. 

4.2 Parte 2: modelo humano 

4.2.1 Análise de expressão gênica em fragmentos de nervo de pacientes com 

neuropatia hanseniana 

 

Com o objetivo de estudar a assinatura genética dos nervos de pacientes com 

neuropatia hanseniana, a presente tese investigou a expressão de diferentes genes 

envolvidos em múltiplos aspectos da neuropatia periférica, como a seguir: i) 

plasticidade e reprogramação das células de Schwann; ii) suporte neuronal e iii) 

neuropatia. Em relação aos genes relacionados à neuropatia, alguns alvos foram 

significativamente elevados em nervos de pacientes com NP, como HLA-DRB1, 

APOB e WNK, enquanto outros foram regulados negativamente, incluindo HLA-DQB1 

e PLP1 (Figura 31). Curiosamente, HLA-DRB1, previamente descrito por influenciar a 

suscetibilidade à Hanseníase (da SILVA et al., 2009), foi regulado positivamente 60 

vezes mais em nervos hansenianos quando comparados a nervos não hansenianos. 

APOB e WNK também foram aumentados nos nervos de pacientes com NP 10 e 4 

vezes mais, respectivamente (Figura 31). 

Ao examinar o perfil de RNAm envolvido na desdiferenciação das células de 

Schwann, observamos que JUN, GDNF e MAPK14 apresentaram aumento 

significativo, enquanto ERBb2, GJA1, BDNF e MAPK3 foram significativamente 

diminuídos em nervos de pacientes com NP (Figura 31). Embora as neurotrofinas, 

como o BDNF, sejam necessárias para a regeneração do axônio, no presente estudo, 
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identificou-se que o BDNF foi regulado negativamente em pacientes com NP, o que 

está de acordo com um relato anterior que investigou a expressão desta neurotrofina 

na infecção por M. leprae (NOGUEIRA et al., 2020). 

Em resumo, a presente análise das assinaturas genéticas mostrou 

notavelmente que a maioria dos genes envolvidos na regeneração do nervo estava 

aumentada nas biópsias do nervo da Hanseníase, possivelmente sugerindo um 

equilíbrio contínuo da degeneração do nervo e uma tentativa de regredir o dano 

durante o curso da infecção in vivo. 
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Figura 31 – Alteração na expressão gênica da biologia da célula de Schwann em 
pacientes com Hanseníase NP. 
Análise do perfil de expressão gênica de transcritos de RNAm diferencialmente 
expressos, de vias de sinalização envolvidas com neuropatia periférica, regeneração, 
suporte neuronal, plasticidade e desdiferenciação da célula de Schwann. A análise foi 
realizada em biópsias de nervo de pacientes com Hanseníase NP (n=8) (A- barras 
pretas) e em biópsias controle (n=3) (A- linha horizontal). Os resultados estão 

representados como média  Desvio padrão. O nível de significância foi considerado 
quando p≤0,05. *p < 0.05; ** p < 0.01, *** p< 0.001, **** p < 0.0001. 

 

 

4.2.2 Os genes funcionais das células de Schwann são modulados 

diferencialmente de acordo com a viabilidade do bacilo 

 

O dano neural na Hanseníase tem sido associado ao papel desempenhado por 

bactérias viáveis e mortas após o contato com células de Schwann (MASAKI et al., 
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2013; DIAZ ACOSTA et al., 2018). Entretanto, pouco foi explorado como a viabilidade 

da bactéria, viável ou morta, poderia interferir no perfil genético da célula hospedeira 

infectada. Portanto, a próxima etapa deste estudo foi investigar possíveis diferenças 

na assinatura genética das células de Schwann humanas, após precoce exposição ao 

M. leprae viável e morto. Para tanto, células de Schwann da linhagem ST88-14 foram 

infectadas com M. leprae viável e estimuladas com M. leprae morto (MOI 50:1) e, após 

1 div, o RNAm foi extraído para o procedimento de PCR array, também utilizado no 

experimento anterior. Conforme observado na Fig. 32B-D, o M. leprae morto 

aumentou a expressão de WNK, IFNB, IKBKA e HLA-DQA1 (genes relacionados à 

neuropatia periférica), além de GJA1 e RAF1 (para reprogramação de células de 

Schwann) e KCNJ10, OLIG1, SHH e SOSTDC1 (para regeneração neural). 

Curiosamente, M. leprae viável pareceu modular genes relacionados à plasticidade e 

desdiferenciação das células de Schwann como BDNF, JUN, SOX10, ERBB2 e 

MAPK11 (Figura 32D). 
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Figura 32 – Padrão de expressão gênica envolvidos na biologia da célula de 
Schwann. 
Análise do perfil de expressão gênica de transcritos de RNAm diferencialmente 
expressos, de vias de sinalização envolvidas com neuropatia periférica, regeneração, 
suporte neuronal, plasticidade e dediferenciação da célula de Schwann. Também, em 
células de Schwann humanas ST88-14 infectadas com M. leprae morto (n=10) (barras 
brancas) ou com M. leprae viável (n=10) (barras pretas). Os resultados estão 
representados como média ± Desvio padrão. O nível de significância foi considerado 
quando p≤0,05. *p < 0.05; ** p < 0.01, *** p< 0.001, **** p < 0.0001. 

 

 Em resumo, este primeiro conjunto de análises aponta para a ideia de que M. 

leprae morto induz maior expressão de genes relacionados à neuropatia periférica e 

genes de suporte à regeneração neural enquanto M. leprae viável atua modulando 

genes relacionados à plasticidade e desdiferenciação das células de Schwann. Essa 

interseção de genes foi sintetizada em um diagrama de Venn (Figura 33). 
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Figura 33 – Diagrama de Venn de genes da biologia da célula de Schwann 
diferencialmente mais expressos, relacionados a assinatura genética na 
Hanseníase. 
O diagrama de Venn foi utilizado para identificar clusters de transcritos de RNAm 
sobrepostos e não sobrepostos, com aumento de expressão gênica nas biópsias de 
nervo de pacientes com Hanseníase e em células de Schwann infectadas ou 
estimuladas com M. leprae viável e não viável (MOI 50:1, 1div). 

 

4.2.3 Análise de perfil inflamatório sugere que M. leprae morto e viável 

aumentam a expressão de CCL2 

 

O objetivo seguinte foi analisar o perfil do microambiente inflamatório em 

biópsias de nervos de pacientes diagnosticados com Hanseníase e sadios (controles), 

bem como corroborar esta análise com dados in vitro, oriundos das células de 

Schwann desafiadas com bactérias viáveis e mortas. A análise das biópsias de nervo 

humano indicou que IL23, TNF, CXCL10 e CCL2 estavam aumentados em pacientes 

com NP quando comparados com biópsias de controle (Fig. 34a). Além disso, ao se 

analisar as alterações nas células de Schwann in vitro, foi observado que M. leprae 

morto induziu uma maior expressão de TNF, CXCL10 e IL6 nas células de Schwann 

quando comparadas com aquelas infectadas com bacilos viáveis (Fig. 34B). Ainda, 
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células infectadas com M. leprae viável aumentaram a expressão de IL23 e CCL2 

quando comparadas com culturas não estimuladas. 

 

Esses resultados reforçam a hipótese de que o bacilo morto provavelmente 

está envolvido na indução de um perfil pró-inflamatório, sugerindo que tais mediadores 

pró-inflamatórios sejam induzidos por bactérias mortas presentes no local da infecção. 
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Figura 34 – Análise do perfil inflamatório na infecção por Hanseníase NP.  
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Análise por dos transcritos de RNAm de citocinas/quimiocinas por RT-qPCR em (A) 
biópsias de nervo de pacientes com Hanseníase NP (n=8) (barras pretas) em 
comparação a biópsias de nervo controle (n=3) (linha horizontal – Fold Change) e (B) 
em células de Schwann humanas ST88-14 estimuladas com M. leprae morto (n=10) 
(barras brancas) e infectadas com M. leprae viável (n=10) (barras pretas) (MOI 50:1 
por 24h), em comparação a células ST88-14 não infectadas (n=10). Os experimentos 

foram realizados em triplicata e os resultados estão representados em média  Desvio 
padrão. O nível de significância foi considerado quando p≤0,05. * p < 0.05; ** p < 0.01, 
*** p< 0.001, **** p < 0.0001. 

 

4.2.4 M. leprae viáveis e mortos promovem uma resposta inflamatória distinta 

em células de Schwann 

 

Para consolidar os achados relacionados à expressão gênica anteriormente 

apresentada, foram avaliadas a produção de citocinas em células de Schwann 

desafiadas com bacilos viáveis e mortos. Para isso, realizou-se a análise dos níveis 

de citocinas em sobrenadantes de 1 div, e identificou-se que M. leprae morto causou 

um aumento nos níveis de TNF, IL-8, MCP-1/CCL-2 e CXCL-10 em comparação com 

culturas de controle (não estimuladas) (Figura 35). Por outro lado, a infecção por M. 

leprae viável levou ao aumento de TGF-β, IL-8, IL-6, IL-10, MCP-1/CCL2 e CXCL-10 

em comparação com controles não estimulados. Também se observou uma redução 

estatística nos níveis de TNF após infecção por M. leprae quando comparados a 

culturas estimuladas com o bacilo morto e com o grupo controle (Figura 35).  

 

Juntos, esses resultados ressaltam mais uma vez que M. leprae morto induz 

mediadores pró-inflamatórios em células de Schwann humanas, enquanto M. leprae 

viável promove preferencialmente citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β e 

produção reduzida de TNF (Figura 35). 
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Figura 35 – Padrão de expressão de citocinas e quimiocinas solúveis 
sintetizadas diferencialmente após infecção ou estímulo com M. leprae viável ou 
morto em células de Schwann humanas.  
Ensaio imunoenzimático (ELISA) demonstrando o padrão de secreção de citocinas e 
quimiocinas pró e anti-inflamatórias em células de Schwann humanas não infectadas 
(controle – barra cinza), estimuladas com M. leprae morto (barra branca) e infectada 
com M. leprae viável (barra preta), após 24h de estímulo in vitro (MOI 50:1) (n=10). 

Os resultados foram realizados em triplicata e estão dispostos pela média  desvio 
padrão. O nível de significância foi considerado quando p≤0,05. * p < 0.05; ** p < 0.01, 
*** p< 0.001, **** p < 0.0001. 

 

4.2.5 CCL2 correlaciona-se com diminuição de fibras nervosas na 

histopatologia, BAAR e PCR  
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Em seguida, realizou-se uma matriz de correlação para analisar uma possível 

relação entre alterações histopatológicas e modulações no perfil genético das células 

de Schwann, a fim de avaliar os principais candidatos à assinatura molecular durante 

os estágios iniciais do dano neural em pacientes com Hanseníase. Os achados 

histopatológicos de nervo estão listados no eixo y da Figura 36. Por meio da matriz de 

correlação, observou-se que, axônios em bulbo de cebola, regeneração axonal, 

desmielinização e proliferação de células de Schwann foram positivamente 

correlacionados com SHH, TYRP1, ERBB2 e MAPK14 genes (Figura 36).  A 

remielinização foi positivamente correlacionada com os genes NTN1, OLIG1 e 

UNC5B. Macrófagos espumosos foram correlacionados com IL6 e granulomas foram 

positivamente correlacionados com GDNF, GJA1 e SHH (Figura 36). CCL2 foi 

negativamente correlacionado com infiltrado linfocitário, infiltrado perineural e 

infiltrado epineural; além disso, foi positivamente correlacionado com diminuição de 

fibras e proliferação de células de células de Schwann (Figura 36). 
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Figura 36 – Matriz de correlação entre a expressão gênica de pacientes com 
Hanseníase Neural Pura e suas alterações histopatológicas. 
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O eixo y indica as principais alterações histopatológicas focais observadas em 
pacientes com Hanseníase NP; o eixo x mostra os genes da biologia da célula de 
Schwann avaliados nestes pacientes. A cor verde representa forte correlação (valor 
próximo de 1) enquanto a cor vermelha representa correlação fraca (valor próximo a 
-1) entre o gene expresso e a alteração histopatológica especificada. 

A coloração de bacilos ácido-álcool resistentes (BAAR) em lesões neurais e o 

PCR positivo são duas ferramentas comumente usadas para diagnosticar a 

Hanseníase NP na clínica. Assim, foi investigada, em seguida, uma associação 

potencial entre a presença do bacilo no nervo e alterações na expressão gênica. Uma 

correlação positiva entre a expressão de CCL2 e CDH1 com BAAR foi observada, 

enquanto uma correlação negativa foi observada entre a expressão de CCL2 e GDNF 

com PCR (Tabela 3). 

 

Tabela 4 – Regressão linear entre PCR para M. leprae e BAAR em relação à 
expressão gênica global. 
Dentre todos os genes avaliados, CCL2, CDH1 e GDNF apresentaram diferença 
significativa para BAAR e/ou PCR. 

Variável Estimativa Desvio padrão Valor p 

CCL2 

Intercepto 0.622 1.112 0,5998 

BAAR 5.247 1.435 0.0147* 

PCR -4.445 1.284 0.0180* 

R² 0.778 

CDH1 

Intercepto 0.108 0.253 0,6818 

BAAR 1.014 0.412 0.0493* 

R² 0.502 

GDNF 

Intercepto 3.119 0.503 0.000815*** 

PCR -1.596 0.581 0.033469* 

R² 0.557 
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5 DISCUSSÃO  

A neuropatia da Hanseníase é considerada como a doença neurodegenerativa 

periférica de origem infecciosa mais comum (SCOLLARD et al., 2015; SERRANO-

COLL et al., 2018). Estudos recentes da literatura argumentam que existem 

mecanismos potenciais impulsionados pelo M. leprae no desencadeamento da 

desmielinização após o contato com fibras mielinizadas (RAMBUKKANA et al., 2002; 

TAPINOS et al., 2006; SCOLLARD et al., 2015; MIETTO et al., 2016; MADIGAN et al., 

2017; SERRANO-COLL et al., 2018; MIETTO et al., 2020). No entanto, a relação entre 

a degradação da mielina e seus possíveis efeitos sobre o M. leprae foi muito pouco 

explorado. Existe pouca literatura a respeito dos subprodutos da degeneração da 

mielina. Neste trabalho, foi proposto que tais moléculas ofereceriam condições para 

promover a viabilidade de M. leprae dentro da célula hospedeira, a partir da hipótese 

de que a quebra de mielina forneceria abundantes elementos lipídicos, sendo, 

portanto, uma estratégia vantajosa induzida pelo M. leprae para sobreviver na célula 

hospedeira.  

 

Inicialmente, confirmou-se que M. leprae era capaz de entrar em células de 

Schwann primárias mielinizantes, uma capacidade que foi estudada inicialmente por 

RAMBUKANNA e colaboradores (2002), entretanto pouco aprofundamento foi dado a 

este assunto. Além disso, utilizando o modelo de CSPM, observou-se uma 

interessante afinidade do patógeno por ovoides de mielina em degeneração. 

Curiosamente, os macrófagos, após serem infectados com M. leprae, promovem 

desmielinização neural seguida de fagocitose de debris de mielina (MADIGAN et al., 

2017), que, de fato, podem fornecer fragmentos de mielina para as bactérias 

intracelulares. Coletivamente, foi proposto uma nova e inesperada predileção de M. 

leprae por detritos de mielina em degeneração, que são, sem dúvida, os principais 

abrigos protetores enriquecidos com lipídios dentro da célula hospedeira. Futuros 

estudos serão necessários para elucidar essa parceria metabólica, com vistas a 

reconhecer se M. leprae é capaz de metabolizar elementos derivados da mielina. 

 

A consequência da infecção por M. leprae para a degeneração da mielina 

intracelular foi amplamente subestimada. O presente estudo, por outro lado, abordou 

essa questão mostrando que a infecção por M. leprae acelerou significativamente a 

taxa de degradação da mielina de forma dependente do tempo. Além disso, esse 
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aprimoramento na digestão da mielina foi seguido por uma evidente supressão dos 

principais genes promotores da mielina, como os transcritos de MBP, MPZ e KROX20. 

Os achados também foram validados em biópsias de nervos humanos de pacientes 

com Hanseníase NP e são consistentes com relatórios anteriores que documentaram 

o desligamento de vários genes de mielina, incluindo o indutor de mielina KROX20, 

em células de Schwann infectadas por M. leprae (MASAKI et al., 2013; 

CASALENOVO et al., 2019).  

 

A fim de entender os mecanismos subjacentes ligados à degradação avançada 

da mielina observada em CSPM infectadas, a atenção foi novamente voltada para a 

via de destruição autofágica da mielina, ou seja, a mielinofagia. Os presentes dados 

evidenciam o aumento da mielinofagia, em cerca de três vezes mais em CSPM 

infectadas por M. leprae em comparação com as não infectadas. Isso também foi 

confirmado in vitro e in vivo pela regulação positiva de transcritos-chave envolvidos 

na formação inicial do autofagossomo (BCN1, WIPI2, ULK1 e ATG7). Esse complexo 

fenômeno regulatório que destrói a mielina dentro da célula de Schwann é comumente 

observado durante a resposta à lesão de nervo, como trauma (GOMEZ-SANCHEZ et 

al., 2015) e distúrbio inflamatório (JANG et al., 2016). Na presente tese, nós 

fornecemos evidências adicionais sobre o envolvimento dessa via em um distúrbio 

infeccioso do nervo periférico. 

 

Devido à importância dos corpúsculos lipídicos para a fisiologia de M. leprae 

(BARISCH & SOLDATI, 2017; MATTOS et al., 2011, 2012), o presente estudo buscou 

verificar a formação dessas organelas na modelagem in vitro da infecção por CSPM. 

De fato, foi quantificado um aumento significativo no número desses corpúsculos, que 

também foram correlacionadas com uma redução significativa de 1,6 vezes no 

tamanho geral dos ovóides de mielina em CSPM infectadas com M. leprae, em 

comparação com as não infectadas. Tal fato se correlaciona muito bem com a 

aceleração da degradação da mielina e aumento do aparecimento de corpúsculos 

lipídicos induzidos pelo M. leprae. Esse achado foi corroborado por análise 

quantitativa de PCR que confirmou uma regulação positiva de 8,7 vezes mais no 

RNAm da perilipina (PLIN), juntamente com uma regulação negativa estatística de 

cerca de duas vezes em HSL e ATGL em CSPM infectadas por M. leprae. 

Curiosamente, lesões cutâneas de pacientes com Hanseníase e macrófagos 

infectados por M. leprae aumentaram a expressão de perilipina tanto em nível de 
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RNAm quanto de proteína (TANIGAWA et al., 2008). É importante ressaltar que a 

perilipina atua como uma proteína de suporte promovendo a síntese e o crescimento 

dos corpúsculos lipídicos (IKURA & CALDWELL, 2015; SUN et al., 2014) e prevenindo 

a lipólise (STRAUB et al., 2008).  

 

Coletivamente, o presente trabalho acredita que a elevada mielinofagia 

induzida por M. leprae beneficiará o patógeno pelo menos por dois mecanismos: i) a 

ativação da mielinofagia, um importante mecanismo central que promove a 

reprogramação das células de Schwann (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015), ii) digestão 

aumentada da mielina que contribui para o aumento dos níveis de corpúsculos 

lipídicos, como demonstrado aqui, e em artigos anteriores (BROSIUS-LUTZ et al., 

2017; GOODRUM et al., 1994). Como a quebra da mielina leva à formação de 

corpúsculos lipídicos, é concebível que o M. leprae induza a degeneração da mielina 

para garantir a disponibilidade de lipídios e, portanto, seu funcionamento intracelular 

adequado. Dessa forma, ao se inibir farmacologicamente a degradação da mielina, 

observou-se por RT-qPCR uma redução significativa de 3,3 vezes na viabilidade do 

M. leprae.  

 

O presente trabalho investigou o contexto da infecção da célula de Schwann e 

seu comportamento para a manutenção da infecção. Além da investigação do papel 

da mielina, discutida acima, outra vertente de grande importância no contexto da 

infecção deste hospedeiro foi abordada: O padrão genético de resposta da célula de 

Schwann frente ao patógeno – M. leprae –viável ou morto. A compreensão da relação 

entre a célula de Schwann e o M. leprae é fundamental para entender a progressão 

da doença tanto em modelos experimentais, bem como em pacientes com 

Hanseníase NP. Além disso, é de suma importância entender como as bactérias 

viáveis e mortas afetam a biologia da célula de Schwann, uma vez que esse contexto 

é amplamente desconhecido e pouco explorada no campo. No presente trabalho, foi 

também utilizado o modelo de interação patógeno-hospedeiro in vitro para determinar 

como bactérias viáveis e mortas modificam o perfil de expressão gênica global assim 

que a bactéria entra em contato com as células de Schwann. Além disso, essas 

alterações precoces foram associadas ao perfil genético das células de Schwann em 

resposta à infecção, bem como na análise de biópsias de nervo de pacientes NP, 

estabelecendo uma conexão com o padrão de resposta precoce durante a progressão 

da doença em indivíduos com Hanseníase. 
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Inicialmente, foi realizada uma análise exploratória de expressão gênica das 

células de Schwann desafiadas com bactérias viáveis ou mortas, juntamente com 

dados obtidos de biópsias de nervos. As seguintes famílias de genes foram 

investigadas: neuropatia periférica, rede inflamatória, plasticidade/desdiferenciação 

das células de Schwann e suporte à regeneração nervosa. Entre a expressão gênica 

global, HLA-DRB1, MAPK14, GAP43, FABP7, NTN1 e LRRTM4 foram regulados 

positivamente em biópsias nervosas de pacientes com NP e em células de Schwann 

infectadas com M. leprae viável e morto, em comparação com os respectivos grupos 

controle. Tem sido descrito que os alelos do antígeno leucocitário humano (HLA) 

afetam a resposta imune do hospedeiro contra o M. leprae (de SOUZA-SANTANA et 

al., 2015; DALLMANN-SAUER et al., 2020). O HLA-DRB1 é um dos genes mais 

regulados na esclerose múltipla, tendo um papel especial na indução da 

desmielinização (SIMON et al., 2020). Além disso, este transcrito está 

consistentemente relacionado à forma clínica da Hanseníase tuberculóide (T-Lep), 

enquanto o HLA-DQB1 tem forte relação com a forma clínica L-Lep (MARCOS et al., 

2000). No presente estudo, HLA-DQB1 foi regulado negativamente em pacientes com 

NP, em comparação com as amostras nervosas não infectadas. Além disso, os 

receptores para a molécula de orientação axônica, netrin-1 (NTN1), são expressos 

pelas células de Schwann e desempenham um papel na regeneração periférica e 

induzem o fenótipo de regeneração (DUN et al., 2017). 

 

Ao avaliar o conjunto de genes relacionados à plasticidade e desdiferenciação 

das células de Schwann, algumas serina/treonina quinases, como a proteína quinase 

14 ativada por mitógeno (MAPK14), amplamente conhecida por seu papel nas vias do 

inflamassoma na neuroglia (SHE et al., 2018), foi regulada positivamente em 

pacientes com NP. No entanto, há uma carência de informações sobre a MAPK14 na 

Hanseníase. GAP43, a principal proteína do cone de crescimento do axônio que 

desempenha um papel no crescimento do axônio (KAWASAKI et al., 2018) e na 

regeneração, também foi regulada positivamente, o que sugere um papel provisório 

para o crescimento axonal no nervo infectado. SHH, WNK e KCNJ10 foram regulados 

positivamente em biópsias de nervos de Hanseníase e em células de Schwann 

infectadas com M. leprae morto. O gene Sonic Hedgehog (SHH), que já foi relatado 

anteriormente em danos nos nervos (BENITO et al., 2017; WAGSTAFF et al., 2021), 

também pode desencadear a regeneração e induzir a proliferação de células de 
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Schwann, na tentativa de neutralizar o dano causado pelos bacilos (WAGSTAFF et 

al., 2021). KCNJ10 codifica o canal de potássio retificador para dentro (canal Kir4.1). 

A alteração da expressão do gene KCNJ10 está relacionada a neuropatias, como a 

síndrome East/SeSAME da doença de Huntington, caracterizada por epilepsia, ataxia 

e retardo mental, que eleva os níveis de K(+) extracelular, o que consequentemente 

leva a uma excitabilidade neuronal anormal (TONG et al., 2014; MORIN et al., 2020) 

. Foi demonstrado em camundongos que a inflamação pode silenciar os canais Kir4.1, 

levando a hiperalgesia e dor trigeminal (TAKEDA et al., 2011). Apesar da ausência de 

estudos relacionando o gene KCNJ10 e a infecção pelo M. leprae, parece que a 

modulação deste gene pode ser uma via potencial a ser explorada para a neurite 

hansênica no futuro. JUN foi o único gene estatisticamente regulado positivamente 

em biópsias de NP e células de Schwann infectadas com M. leprae viáveis em 

comparação com os respectivos controles. (JUN é um regulador mestre de células de 

Schwann envolvido na transição de um fenótipo diferenciado para um estágio 

semelhante a células-tronco/progenitoras (JESSEN e MIRSKY, 2005) e foi relatado 

anteriormente como regulado positivamente, entre outros genes de desenvolvimento 

e da crista neural, durante Infecção por M. leprae em células de Schwann de 

camundongo (MASAKI et al., 2013). PLP1, SOSTDC1, RAF1, ARTN, OLIG1, MAPK1, 

IFNB e TYRP1 foram regulados positivamente em células de Schwann infectadas com 

M. leprae viável e morto, mas não nas biópsias de NP. A proteína 1 relacionada à 

tirosinase (TYRP1) desempenha um papel na via biossintética da melanina, sendo 

expressa principalmente pelos melanócitos (DENNIS et al., 2015). Tem sido 

documentado que pacientes com Hanseníase podem apresentar lesões hiper ou 

despigmentação devido a uma transferência defeituosa de melanina (GASQUE e 

JAFFAR-BANDJEE, 2015). Os melanócitos têm sido recentemente associados à 

resposta imune inata, produzindo citocinas inflamatórias, como a IL-1β (GASQUE e 

JAFFAR-BANDJEE, 2015). Mas o papel da via TYRP1 no nervo periférico requer mais 

investigação. Foi documentado que o interferon beta (IFN-β) é aumentado durante 

condições de estresse celular, mas a falta dessa proteína leva à neuroinflamação 

(EJLERSKOV et al., 2015; INÁCIO et al., 2015). O IFNB é essencial para iniciar a via 

de destino celular impulsionada pelo NUPR1, uma assinatura gênica que contribui 

para uma infecção progressiva em células humanas (ANDRADE et al., 2019). O fator 

de transcrição de oligodendrócitos 1 (OLIG1) é uma importante proteína do fenótipo 

de remielinização, geralmente suprarregulada após um distúrbio no microambiente 

celular (SCHMID et al., 2014). Está bem descrito que durante a neuropatia diabética, 
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a falta de insulina leva ao fenótipo de desmielinização devido a uma regulação 

negativa de OLIG1 (SCHMID et al., 2014). Por outro lado, neste estudo, alguns genes 

como MAPK3 (ERK1), uma importante quinase regulada por sinal extracelular e 

molécula de migração e proliferação de células de Schwann (MANTUANO et al., 2015) 

foram regulados negativamente em pacientes com NP. Da mesma forma, ERbB2, um 

conhecido indutor de desmielinização e Connexin43 – GJA1 – também foram 

significativamente reduzidos em pacientes com NP. Apesar da falta de informações 

sobre GJA1 na Hanseníase, isso tem sido descrito em comprometimento neural, como 

na patogênese da doença de Alzheimer, onde a regulação negativa de GJA1 leva a 

níveis reduzidos de ApoE (KAJIWARA et al., 2018; MENTIS et al., 2021). 

 

Embora se saiba que a polaridade da Hanseníase pode resultar do perfil de 

resposta inflamatória do hospedeiro, também podem ocorrer múltiplas características 

de envolvimento neurológico. Por exemplo, polimorfismos em certos genes como 

IL10, ninjurina 1 e TNF têm sido associados à suscetibilidade à Hanseníase 

(CARDOSO et al., 2007; TARIQUE et al., 2015; TARIQUE et al., 2020). No presente 

trabalho, foi possível correlacionar o padrão de alterações histopatológicas com 

alteração no perfil de expressão gênica induzida pela infecção pelo M. leprae. A 

análise do correlograma demonstrou, pela primeira vez, uma correlação 

estatisticamente significativa entre a assinatura gênica dos estágios iniciais – antes 

da fibrose – e as alterações histopatológicas do dano nervoso na neuropatia 

hanseniana. Em relação às características histopatológicas, a expressão de TYRP1, 

SHH e MAPK14 foi fortemente correlacionada com axônios de bulbo de cebola, 

regeneração de axônios, desmielinização e proliferação de células de Schwann, 

enquanto MCP1/CCL2 foi fortemente correlacionada negativamente com infiltrado 

inflamatório no nervo: epineural, endoneural, perineural e infiltrados linfocitários. É 

importante perceber que a fraca correlação com fibrose endoneural, perineural e 

epineural deveu-se aos critérios de inclusão deste estudo, que selecionou pacientes 

sem sinais de fibrose. 

 

A correlação bisserial demonstrou que o gene que expressa a proteína 

quimioatraente de monócitos 1 (MCP1/CCL2) foi positivamente correlacionado com 

BAAR e negativamente correlacionada com PCR, o que indica fortemente a 

correlação do aumento da expressão deste gene por bactérias viáveis. Esse achado 

corrobora um estudo anterior do nosso grupo, que mostrou ativação do sistema 
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micobacteriano ESX-1 pelo M. leprae viável, levando à ativação do gene OASL e à 

indução da proteína CCL2, prejudicando a resposta bactericida do hospedeiro, que 

não foi observado com estímulos de M. leprae mortos em células THP-1 (de TOLEDO-

PINTO et al., 2016). Mais do que isso, independentemente, as células de Schwann 

são responsáveis pelo desencadeamento da resposta ao dano nervoso através do 

início da depuração dos detritos pela mielinofagia, seguida do recrutamento de 

macrófagos, que é especialmente regulado pelo CCL2 (MEDEIROS et al., 2015). 

Nesse sentido, vê-se a relevância da ativação do gene CCL2 não apenas como 

mecanismo protetor na manutenção da viabilidade micobacteriana, mas também 

como marcador biológico indicativo de BAAR positivo. O CCL2 foi descrito como um 

dos genes da imunidade inata ativados imediatamente no contexto da infecção in vitro 

(MASAKI et al., 2013). Assim, apesar dos achados relevantes, ainda há um caminho 

a percorrer em termos de compreensão do papel dessa quimiocina na infecção e no 

dano nervoso durante a Hanseníase. 

 

Para fortalecer os dados obtidos a partir da assinatura gênica da infecção por 

M. leprae, foi avaliado o perfil imunomodulador secretado por células de Schwann sem 

infecção e desafiadas com M. leprae viável e morto. Observamos um perfil pró-

inflamatório elicitado pelos bacilos mortos, enquanto um microambiente anti-

inflamatório parece ser promovido pela infecção com as bactérias viáveis. Estudos 

têm demonstrado que a infecção de macrófagos por M. leprae viável leva a uma 

resposta de células T reguladoras em vez de uma resposta de células T citotóxicas, o 

que contribui para a persistência da infecção no hospedeiro (MONTOYA et al., 2009; 

MODLIN, 2010). Essa característica já é bem demonstrada em pacientes com L-lep, 

o que leva a uma alta carga bacilar. 

 

No presente trabalho, demonstrou-se que as células de Schwann também 

induzem o fenótipo anti ou pró inflamatório de acordo com a viabilidade do bacilo. 

Como nos episódios reacionais há uma mistura de bacilos viáveis e mortos, é 

interessante destacar o papel das células de Schwann, e não apenas dos macrófagos, 

como moduladores do processo de reação no nervo, podendo levar até mesmo à 

neurite hanseniana (ANDRADE et al., 2016).  
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6 PERSPECTIVAS 

A presente tese se conclui no contexto da pandemia de COVID-19. Muitos 

dados ainda seriam executados, entretanto, foi-se necessário retornar do doutorado 

sanduíche devido ao surto pandêmico. Do mesmo modo, a continuidade dos estudos 

em camundongos no presente trabalho foi interrompida devido as ações de trabalho 

apenas emergenciais no campus, uma vez que a FIOCRUZ é o centro de referência 

brasileiro no controle de doenças. Muitas perspectivas surgem deste trabalho, como 

descrito abaixo, que poderão avançar e trazer luz ao conhecimento da fisiopatologia 

da neuropatia da Hanseníase: 

1- O desenvolvimento de alvos moleculares a partir da assinatura genética da 

histopatologia do nervo infectado apresentada;  

2- A possibilidade de averiguação dos subprodutos específicos de mielina 

como alvos farmacológicos para a inibição da viabilidade da bactéria e da 

progressão da doença. 
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7 CONCLUSÕES 

Na presente tese, o estudo no modelo de CSPM de camundongo propõe um 

novo papel sobre a degradação da mielina favorecendo a sobrevivência M. leprae nas 

células de Schwann. Propõe-se ainda, que a quebra de mielina é uma estratégia 

evolutiva vantajosa perpetrada pelo M. leprae para garantir a disponibilidade de 

lipídios e sobreviver por mais tempo no nervo periférico. Paralelamente, foi identificado 

o impacto precoce de bactérias viáveis e mortas, independentemente, na modificação 

do perfil de expressão gênica de células humanas de Schwann in vitro. Também foi 

descrito uma assinatura molecular associada a dano neural em estágios iniciais de 

Hanseníase neural pura de pacientes. A Hanseníase é uma doença complexa e 

intrincada e a identificação desse perfil genético pode contribuir para o completo 

entendimento da patogênese da neuropatia hanseniana e identificar essas vias como 

alvos para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes. Reconhece-se o 

número relativamente limitado de amostras de nervos humanos, pois no presente 

desenho experimental reduziu-se a análise a biópsias de nervos de pacientes com 

Hanseníase sem sinais de fibrose neural e nos estágios iniciais de dano neural. 

Portanto, trabalhos futuros com amostras adicionais de nervos de indivíduos com 

Hanseníase, em estágios clínicos distintos, são importantes para avançar essas 

interações hospedeiro-patógeno e análise genética associada em coortes maiores. 
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9 APÊNDICE A – DOUTORADO SANDUÍCHE 

9.1 Introdução 

Em complementaridade a presente tese, parte do doutoramento desta autora 

foi realizado no exterior, a partir da contemplação no Programa Institucional de 

Internalização (PrInt) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), por meio da aprovação 

no edital do ano de 2019 da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES), do Ministério da Educação (MEC) na modalidade Doutorado 

Sanduíche no Exterior (PDSE). Esse período foi realizado na Universidade da 

California em San Diego, nos Estados Unidos (UCSD/USA), sob supervisão da Dra. 

Cressida Ariana Madigan, no Laboratório Cressida Madigan (Cressida Madigan Lab). 

 

O presente laboratório é um dos pioneiros no mundo na execução de infecções 

bacterianas no modelo in vivo de peixe-zebra (Danio rerio), sendo, portanto, uma 

importante fonte de investigação para a elaboração de um modelo in vivo de estudo, 

inédito para a infecção em longo prazo por M. leprae. O peixe-zebra apresenta 

características bastante favoráveis para utilização enquanto animal de laboratório. A 

espécie se popularizou nos estudos da biologia do desenvolvimento, uma vez que são 

hospedeiros geneticamente manipuláveis, por apresentar alta fecundidade, colocando 

em torno de 300 ovos pós cópula e pelo curto intervalo entre a fase larval e adulta 

(Figura A1) (MADIGAN et al., 2017a).  

 

Figura A1 – Diferentes estágios de vida do peixe-zebra.  
Na esquerda, o peixe em estágio larval (72h pós oclusão do ovo). No meio, a transição 
de larva para a morfologia adulta (aproximadamente 21 dias pós oclusão). Na direita, 
o peixe adulto (aproximadamente 90 dias de idade). Fonte: The Zebrafish Information 
Network. 

Não obstante as vantagens genéticas do peixe-zebra, outro grande 

favorecimento é a transparência óptica do embrião e do estágio larval. Observa-se na 

Figura A2 os embriões 72h após a desova. É possível se manipular o mutante 

desejado, uma vez que o genoma deste animal já foi completamente sequenciado 
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(HOWE et al., 2013). O modelo de infecção de embriões no estágio larval - 

aproximadamente 50-72h de idade – tem sido utilizado na literatura para caracterizar 

os primeiros eventos após infecção (MADIGAN et al., 2017b; DUGGAN e MOSTOWY, 

2018 et al). Nesta etapa do desenvolvimento, o embrião ainda não desenvolveu 

imunidade adaptativa; portanto, é possível se estudar os fatores de virulência 

determinados a partir da interação unicamente com a imunidade inata do embrião 

(MADIGAN et al., 2017a). 

 

 

Figura A2 – Ovos fecundados de peixe-zebra, 72h após a desova pela fêmea.  
A transparência óptica do peixe-zebra e de seu ovo, permitem a observação das 
características morfológicas em seu interior. Observa-se o embrião e o saco vitelínico 
no interior do ovo. Cada fecundação resulta em aproximadamente 300 ovos que serão 
postos 6h após a fertilização. Fonte: Autora. 
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9.2 Justificativa 

Uma das principais características que tornam a Hanseníase uma doença tão 

antiga e ainda sem uma compreensão profunda sobre o dano neural é a ausência de 

modelos experimentais para o estudo da mesma. O peixe-zebra apresenta uma 

característica específica que é a sua temperatura de sobrevivência: em torno de 30ºC. 

Nos estudos com hanseníase, uma das principais dificuldades apresentadas pelos 

modelos animais é a temperatura interna mais elevada, em torno de 37ºC, que 

inviabiliza a replicação bacteriana. Desta forma, além de todas as características 

favoráveis a manipulação genética e ambiental, este se torna um modelo promissor 

para o estudo da infecção neural pelo M. leprae, podendo-se, pela primeira vez, se ter 

um modelo experimental in vivo para a Hanseníase. 

9.3 Objetivos 

Identificar o padrão de transcrição gênica do hospedeiro – peixe-zebra – e do 

patógeno – M. leprae – no contexto da infecção, para identificar os padrões de 

resposta global do patógeno sobre o hospedeiro e do hospedeiro sobre o patógeno. 

9.3.1 Objetivos específicos 

- Realizar a análise da expressão gênica global do eucarioto e do procarioto 

por meio da técnica dual RNAseq; 

- Elaborar e identificar o melhor protocolo de extração de RNA para 

aproveitamento máximo de RNA íntegro do eucarioto e do procarioto, utilizando a 

plataforma “tapestation”; 

- Identificar o impacto da imunidade adaptativa no contexto da lesão de nervo, 

a partir de peixe-zebra knockout para RAG1. 

9.4 Materiais e métodos 

A criação dos peixes-zebra foi inicialmente realizada na Universidade de 

Washington, de acordo com o comitê de ética em pesquisa Animal da Universidade e 

com as diretrizes no Instituto Nacional de Saúde Americano, do inglês “National 

Institute of Health – NIH”. Conforme publicado anteriormente por COSMA e 
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colaboradores (2006), os peixes-zebra foram criados em sistemas de aquários 

próprios para laboratório (Aquatic Habitats, Florida) e transferidos para um sistema de 

fluxo, para o experimento de infecção. Foram mantidos entre 10 a 12 peixes por 

tanque de 9 litros. Os tanques foram mantidos nas condições determinadas pelo 

Comitê Institucional de Cuidados e Uso de Animais: Temperatura da água de 28 - 

30ºC, pH de aproximadamente 7,4 e condutividade de aproximadamente 1.500 

Siemens (μS). 

Para a anestesia, os animais adultos (aproximadamente 3 meses de idade) 

foram transferidos para placa de petri e em seguida foram anestesiados com 0,1% de 

ácido 3-aminobenzóico etil ester (Tricaína) diluído na água. Em seguida, os peixes 

foram infectados por injeção intraperitoneal com 5x105 M. leprae viável, isolados de 

patas de camundongos “nude”, previamente descritos nesta tese. A viabilidade 

bacteriana foi avaliada por radiorespirometria. 

Para mimetizar a infecção de longo prazo, os grupos foram definidos, 

primeiramente, em relação ao seu genótipo. Por meio da técnica CRISPR/Cas9, foi 

realizada a depleção do gene de ativação de recombinação 1 (RAG1). Este gene é 

fundamental para maturação dos linfócitos B e T, componentes fundamentais da 

imunidade adaptativa (JONES et al., 2004). Neste modelo, portanto, seria viável se 

estudar as influências exclusivas da imunidade inata no contexto do curso da infecção 

pelo M. leprae, comparando-as com as manifestações apresentadas no contexto da 

infecção nos peixes imunocompetentes (selvagens). 

 Foram utilizadas duas linhagens de peixe nesse estudo: o peixe-zebra 

selvagem+/+ (do inglês “wildtype”), e o homozigoto RAG1-/-. Os animais foram 

observados duas vezes ao dia, e eutanasiados por overdose de tricaína em cada 

“timepoint” experimental. Caso os animais apresentassem características físicas 

moribundas, também seriam eutanasiados. Para averiguar a viabilidade bacteriana ao 

longo do curso da infecção, foi realizado o ensaio de viabilidade baseado na razão 

16S/23S conforme proposto por MARTINEZ e colaboradores (2009). Os peixes 

mutantes para depleção do gene RAG1-/- não são capazes de produzirem linfócitos T 

e B maduros, similarmente ao que ocorre nos camundongos nude, capazes de 

crescerem o M. leprae no coxim plantar (SHEPARD, 1965; MARTINEZ et al., 2009). 

A ausência de resposta adaptativa nos peixes-zebra poderia, portanto, elucidar o 

papel da resposta imune inata no curso do processo infeccioso da Hanseníase. 

Para cada grupo selvagem e mutante, foram definidos sete (7) sub-grupos 

experimentais, com diferentes tempos de infecção. Todos os peixes foram infectados 
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por 5x105 unidades de M. leprae viável (Figura A3). O Grupo B foi infectado e 

imediatamente eutanasiado, para se avaliar se as possíveis alterações observadas 

seriam em decorrência da infecção crônica ou do processo imediato da injeção 

intracaudal. O Grupo C foi infectado por sete (7) dias; o grupo D por 30 dias (1 mês); 

O Grupo E por 120 dias (4 meses); o grupo F por 180 dias (6 meses); o grupo G por 

240 dias (8 meses) e o grupo H por 360 dias (12 meses).  

 

 

Figura A3 – Desenho experimental do modelo de infecção em peixe-zebra. 
Os grupos experimentais foram definidos de acordo seu genótipo (selvagem ou 
mutante RAG1-/-) e com o tempo de infecção. Grupo B – 0h; Grupo C – 7 dias; Grupo 
D – 30 dias; Grupo E – 4 meses; Grupo F – 6 meses; Grupo G – 8 meses; Grupo H – 
12 meses. Todos os grupos foram infectados com 5x105 de M. leprae viável.  

9.4.1 Processamento para RT-qPCR e RNAseq 

O RNAseq é uma técnica que vislumbra a identificação da expressão gênica 

total de um organismo num dado momento. Haja vista que o peixe-zebra é o único 

modelo animal total para a infecção por M. leprae, e que é muito recentemente 

utilizado na literatura, dispondo-se poucos dados informativos, o objetivo desta etapa 

do estudo foi realizar um dual RNAseq, que avaliaria a expressão gênica total tanto 

do hospedeiro – peixe-zebra– como do patógeno – M. leprae. Esta técnica é de grande 

interesse, uma vez que poder-se-ia acessar informações inéditas a respeito de como 

ocorre o impacto da bactéria do contexto da infecção crônica em um organismo total, 
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bem como o impacto da resposta imune do hospedeiro frente a biologia molecular do 

patógeno. Mais que isso, este procedimento permite se avaliar a expressão gênica no 

animal selvagem e mutante para RAG1-/-
. Primeiramente, para obtenção do RNA total 

do peixe-zebra e do M. leprae, foram testados dois protocolos de extração de RNA, 

uma vez que não há dados robustos na literatura para este tipo de experimento, 

considerando ambos os organismos vivos. Outrossim, também é importante 

considerar que o peixe-zebra é um peixe escamoso, e para acessar o material nuclear 

das células, muitas barreiras necessitam ser lisadas (Figura A4).  

 

 

Figura A4 – Maceração dos peixes-zebra em N2 líquido seguido de TRIzol®. 
Os animais foram triturados em nitrogênio líquido. Após a evaporação de N2, o material 
biológico seguiu para processamento em TRIzol para extração de RNA. Fonte: Autora. 

 

Para a extração de RNA total, foram elaborados dois protocolos, assessorados 

pela Illumina®, com o objetivo de alcançar uma maior quantidade de RNA total na 

melhor integridade possível. Desta maneira, os peixes infectados foram submetidos a 

dois métodos: a homogeneização ultrassônica direta por “beads” magnéticas o 

método de lise diferencial (Figura A5). No método de homogeneização ultrassônica 



133 

por beads, foram utilizadas beads magnéticas de zircônia, de calibre 0.1mm em 1 mL 

de TRIzol® + amostra biológica. A homogeneização é realizada por 60 segundos. Em 

seguida, a amostra é dissociada das beads e segue para precipitação em clorofórmio. 

No processo de lise diferencial, onde a amostra em TRIzol® é centrifugada em alta 

velocidade 20.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, o precipitado é lisado por meio 

do homogeneizador ultrassônico com o auxílio de beads magnéticas de zircônia, do 

tamanho 0,1mm. Após essa lise, a amostra é precipitada em clorofórmio para posterior 

extração de RNA total. 

 

 

Figura A5 – Protocolos teste para extração de RNA total do hospedeiro eucarioto 
e do patógeno procarioto. 
Dois métodos foram utilizados para melhor aproveitamento da extração de RNA total 
do hospedeiro e do patógeno: O método de homogeneização ultrassônica por beads 
e o método de lise diferencial. Fonte: Autora. 

9.4.2 Avaliação da integridade do RNA 

Devido ao fato de ambos os protocolos de extração de RNA total do hospedeiro 

e do patógeno terem sido desenhados para esse experimento, é fundamental que se 

avalie se as técnicas preservaram a integridade do RNA de ambos os organismos. 

Para avaliação da integridade do RNA, foram utilizados dois procedimentos: o sistema 

Agilent TapeStation® para identificar a integridade do RNA do eucarioto (peixe-zebra) 

e o RT-qPCR para ver a expressão gênica dos genes endógenos do M. leprae e do 

peixe-zebra (Figura A6). 
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Figura A6 – Avaliação de integridade do RNA total do hospedeiro (peixe-zebra) 
e do patógeno (M. leprae). 
Diagrama ilustrando os processos envolvidos para análise de integridade do RNA do 
patógeno – procarioto – e do hospedeiro – eucarioto. A integridade RNA do peixe 
zebra foi avaliada pela plataforma Agilent 2100 Bioanalyser System – RNA Tape 
Station. O RNA do M. leprae foi avaliado pela amplificação dos genes endógenos da 
bactéria, pela técnica de RT-qPCR. Genes endógenos do peixe-zebra também foram 
avaliados para controle de qualidade. Fonte: Autora. 

O sistema Agilent TapeStation é um sistema de eletroforese automatizado em 

“chip” para o controle de qualidade de amostras de DNA e RNA. O sistema integra um 

instrumento, “software” de processamento de dados, reagentes e dispositivos 

“ScreenTape” específicos para DNA e RNA. Por meio desta plataforma também foi 

possível avaliar, além da quantidade e integridade, o grau de degradação de RNA de 

cada amostra. O Número Equivalente a Integridade do RNA (RINe) resulta no grau de 

qualidade de cada amostra, onde superior a 7 (>7) excelente qualidade; entre 4 e 6 

média qualidade; inferior a 3 (<3) alto grau de degradação (Figura A7). 
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Figura A7 – Análise da integridade e degradação do RNA na plataforma Agilant 
TapeStation 
Os picos presentes no gráfico sinalizam o gene endógeno de mRNA eucarioto (18S) 
e o gene endógeno de rRNA (28S). No primeiro gráfico, observa-se apenas a 
presença do RNA integro (RIN=10). No segundo gráfico, observa-se no início do curso 
temporal a presença de RNA degradado, e ao mesmo tempo, a presença de RNA 
íntegro (RIN=5). No último gráfico, não é possível observar os picos de RNA de genes 
endógenos, resultando em um RNA degradado e impróprio para o uso (RIN = 3). 
Fonte: MUELLER et al., 2004. 

9.4.3 RNAseq 

Para o padrão ouro, foram desenvolvidas, especialmente para o presente 

trabalho, novas sondas para depleção de RNA ribossomal (rRNA) de M. leprae e 

peixe-zebra. A preparação da biblioteca será realizada com o Illumina Truseq 

Stranded RNAm kit® seguido de sequenciamento com o Novaseq library prep 

sequencing SP100 kit®. As bibliotecas serão sequenciadas no sistema Novaseq6000 

(Illumina®) em leituras de 50 bp de extremidade única. 
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9.5 Resultados 

No estudo com modelo de peixe-zebra infectado, foram extraídos o RNA total 

de peixes-zebra selvagem e mutantes RAG1-/-, no curso temporal de 0 a 12 meses de 

infecção. Para a análise da integridade do RNA, a eletroforese automatizada 

“Tapestation” foi utilizada para o controle de qualidade das amostras. Como o RNA 

mensageiro (RNAm) compreende em torno de 1-3% do total de RNA celular, ele não 

é facilmente detectável. O RNA ribossomal (RNAr), por sua vez, corresponde a 

aproximadamente 80% do total de RNA, sendo a maioria composta pelas espécies 

18S e 28S eu eucariotos (CLARK et al., 2013). A qualidade do RNAm é avaliada a 

partir da quantidade de qualidade do RNAr, onde os picos de 18S e 28S sugerem 

RNAm intacto. Foram analisadas aproximadamente 280 amostras, onde (n=35) 

peixes-zebra selvagens controle; (n=35) peixes-zebra RAG1-/-. controle; (n=35) 

peixes-zebra selvagens infectados com M. leprae viável; (n=35) peixes-zebra RAG1-/- 

infectados com M. leprae vivo. Todas as amostras foram analisadas após extração de 

RNA pelo método de lise diferencial e pelo método das beads de zircônia, descritas 

na sessão de materiais e métodos.  

 

Foram considerados RNA com alto grau de integridade, os que apresentaram 

RIN igual ou superior a 7,0 (Figura A8).  A intensidade de fluorescência emitida pela 

amostra com RIN superior a 7,0 se concentra nos picos de integridade de RNAr 18S 

e 28S, elucidando sua integridade. Por outro lado, amostras que emitiram 

fluorescência ao longo do tempo da corrida da eletroforese caracterizam banda de 

arraste, ou seja, RNA com grau de degradação, que não deve ser, portanto, 

considerado para avaliação da expressão gênica do hospedeiro (Figura A8). 

 

No estudo com modelo de peixe-zebra infectado, foram extraídos o RNA total 

de peixes-zebra selvagem e mutantes RAG1-/-, no curso temporal de 0 a 12 meses de 

infecção. Para a análise da integridade do RNA, a eletroforese automatizada 

“Tapestation” foi utilizada para o controle de qualidade das amostras. Como o RNA 

mensageiro (RNAm) compreende em torno de 1-3% do total de RNA celular, ele não 

é facilmente detectável. O RNA ribossomal (RNAr), por sua vez, corresponde a 

aproximadamente 80% do total de RNA, sendo a maioria composta pelas espécies 

18S e 28S eu eucariotos (CLARK et al., 2013). A qualidade do RNAm é avaliada a 

partir da quantidade de qualidade do RNAr, onde os picos de 18S e 28S sugerem 
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RNAm intacto. Foram analisadas aproximadamente 280 amostras, onde (n=35) 

peixes-zebra selvagens controle; (n=35) peixes-zebra RAG1-/-. controle; (n=35) 

peixes-zebra selvagens infectados com M. leprae viável; (n=35) peixes-zebra RAG1-/- 

infectados com M. leprae viável. Todas as amostras foram analisadas após extração 

de RNA pelo método de lise diferencial e pelo método das beads de zircônia, descritas 

na sessão de materiais e métodos.  

 

Foram considerados RNA com alto grau de integridade, os que apresentaram 

RIN igual ou superior a 7,0 (Figura A8).  A intensidade de fluorescência emitida pela 

amostra com RIN superior a 7,0 se concentra nos picos de integridade de RNAr 18S 

e 28S, elucidando sua integridade. Por outro lado, amostras que emitiram 

fluorescência ao longo do tempo da corrida da eletroforese caracterizam banda de 

arraste, ou seja, RNA com grau de degradação, que não deve ser, portanto, 

considerado para avaliação da expressão gênica do hospedeiro (Figura A8). 
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Figura A8 – Análise do controle de qualidade do RNA total extraído de peixe-
zebra infectado eutanasiado e do peixe-zebra infectado encontrado morto. 
 Avaliação da integridade do RNA eucariótico utilizando a plataforma Bioanalyser 
Tapestation.(A) Análise de mostra de peixe-zebra eutanasiado para análise, com bom 
grau de estabilidade para os picos 18S e 28S de RNAr. (B) Análise de amostra de 
peixe-zebra post-mortem, com alto graude degradação de RNA e picos 18S e 28S 
difusos.  Foram utilizados 10 ng de RNA para performance na microeletroforese.  

Os picos 18S e 28S só analisam, no entanto, a integridade do RNA do eucarioto 

– o hospedeiro. Entretanto, no presente sistema biológico avaliado, o interesse é 

identificar a integridade do RNA também do patógeno – M. leprae. Para isso, genes 

endógenos da biologia do M. leprae foram analisados, de modo a identificar se o 

sistema de extração de RNA total proposto no presente trabalho poderia estar 

A 

B 
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degradando o RNA do bacilo. É importante ressaltar, no entanto, que o acesso do 

RNA bacteriano tende a ser mais dificultado devido à parede celular presente no M. 

leprae.  

Para identificar a presença de RNA íntegro, a expressão gênica dos genes 

endógenos do M. leprae - 23S, 16S, hsp18 e sodA foi avaliada e comparada aos 

resultados obtidos na integridade do hospedeiro. Foi possível observar a amplificação 

dos genes endógenos do M. leprae (Figura A9) nas amostras submetidas a extração 

por lise diferencial. Todas as amostras estudadas, de peixes-zebra controle e 

infectado, selvagem e mutante (RAG1-/-) foram submetidas a análise de integridade. 

 

 

Figura A9 – Curve de “melting” para três genes endógenos no sistema 
patógeno-hospedeiro peixe-zebra-M.leprae. 
O gráfico representa as reações de PCR quantitativo plotadas como a primeira 
derivada negativa da temperatura versus a fluorescência (-dRFU/dT). A análise da 
curva de fusão é uma avaliação das características de dissociação do DNA de dupla 
fita, elucidando a presença da transcrição desses genes endógenos, indicando a 
preservação do RNA do patógeno – para os genes 23S e 16S – e do RNA do 
hospedeiro – 18S.   

9.5.1 O método de extração de RNA interfere na qualidade da integridade 

A partir dos dados obtidos, avaliou-se, portanto, se os métodos de extração de 

RNA total interferem o padrão de integridade da amostra, tanto para o RNA eucariótico 

como para o RNA procariótico. Observou-se que o método de lise diferencial 

preservou a integridade do RNA do hospedeiro, como exemplificado pela Figura A10.  
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Figura A10 – Método de extração de RNA por lise diferencial mantem a 
conservação da integridade do RNA do hospedeiro (peixe-zebra) em 
comparação com o método de lise por beads de zircônia. 
Análise da integridade e estabilidade do RNA eucariótico avaliado pela plataforma 
Bioanalyser Tape Station utilizando (A) o protocolo de lise por beads magnéticas de 
zircônia e (B) o protocolo de lise diferencial da amostra biológica – peixe zebra. Neste, 
observa-se o pico de RNAr 28S preservado. 

Os resultados foram sumarizados na Tabela 4. Os peixes foram plotados de 

acordo com o tipo de extração de RNA, onde o sufixo “nb” indica que o processo de 

lise não passou por beads magnéticas, configurando a o protocolo de lise diferencial. 

Observa-se que, de modo geral, as amostras processadas por lise diferencial 

apresentaram maior grau de integridade do RNA extraído (acima de 7,0), onde foi 
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obtida concentração significativa de RNA total. Do mesmo modo, observou-se que, 

para ambas as técnicas, o RNA do M. leprae foi preservado, conforme demostra a 

amplificação dos genes endógenos 23S, 16S, hsp18  e sodA, configurando, portanto, 

a lise diferencial como método mais adequado para a obtenção de maior preservação 

do RNA no sistema biológico patógeno hospedeiro, para futuro prosseguimento na 

avaliação transcriptômica do dual RNAseq. 

 

Tabela A1: Avaliação da integridade do RNA extraído pelos protocolos de lise 
diferencial e lise por beads de zircônia.  
Coluna 1: nomenclatura dos peixes-zebra selvagens; coluna 2: infecção; coluna 3:  
tempo pós-infecção (em dias). Coluna 4: Número de Integridade do RNA, adequado 
para análise transcriptômica (em verde); parcialmente degradado (em amarelo) e não 
apto para avaliação (em vermelho). Observa-se também a avaliação do RNA 
eucariótico, analisado pelos genes endógenos do M leprae 23S, 16S, hsp18 e SodA. 

 

 

9.6 Discussão 

Como parte do doutorado-sanduiche, a presente tese desenvolveu estudos 

com o modelo in vivo de peixe-zebra, para estabelecimento da infeção crônica por 

modelo experimental. Tal modelo tem um grande potencial para se investigar diversas 

questões que ainda não podem ser respondidas por modelo ex vivo ou in vitro. Foi 

possível estabelecer um método de extração e preservação do RNA total do sistema 

patógeno-hospedeiro, viabilizando a investigação das alterações transcriptômicas 

promovidos pelo M. leprae e pelo peixe-zebra, observando o impacto de cada 

organismo no contexto da infecção. Tais dados viabilizarão a realização do dual RNA-

seq, que contribuirá para o campo da Hanseníase em vários níveis: i) a possibilidade 
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de avaliar diferentes aspectos da infecção pelo M. leprae em um sistema de cultura - 

com um organismo inteiro - para um patógeno não cultivável, possibilita a 

compreensão da expressão gênica de variáveis induzidas pelo patógeno em 

diferentes locais de infecção; ii) a possibilidade de realizar diferentes tempos de 

experimento trará maior precisão na progressão da doença; iii) como todo o M. leprae 

disponível para pesquisa é cultivado em camundongos “nude” ou em tatus infectados, 

provar que a replicação bacteriana in vivo pode trazer grande vantagem, pois o peixe-

zebra é mais barato e mais fácil de abrigar e cada ciclo reprodutivo é muito mais curto 

e gera um grande descendência; iv) a manipulação do peixe-zebra também pode ser 

colocada sob a seleção de antibióticos, o que não é possível com camundongos e 

tatus, abrindo um leque de possibilidades para o entendimento da resistência do M. 

leprae e tantos outros patógenos não cultiváveis. 

 

9.7 Perspectivas  

O presente estudo tem imenso potencial exploratório para aprimorar os estudos de 

patógenos não cultiváveis. Com a abordagem dual RNA-seq, espera-se compreender 

molecularmente as características crônicas da Hanseníase pela primeira vez em um 

modelo animal completo, em um período de infecção inédito, o que é fundamental por 

se tratar de uma doença crônica que pode levar pelo menos 3 anos para se manifestar.  
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10 APÊNDICE B – ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O 

DOUTORADO 

Artigo 1: Artigo de primeira autoria com parte dos resultados da tese de doutorado. 

Título: Gene Expression Profile of Mycobacterium leprae Contribution in the Pathology 

of Leprosy Neuropathy. 

Autores: Beatriz Junqueira de Souza, Mayara Abud Mendes, Gilberto Marcelo 

Sperandio da Silva, Patrícia Sammarco-Rosa, Milton Ozorio de Moraes, Marcia 

Rodrigues Jardim, Euzenir Nunes Sarno, Roberta Olmo Pinheiro e  Bruno Siqueira 

Mietto. 

Revista: FRONTIERS IN MEDICINE, v. 9, p. 1, 2022.  

doi: 10.3389/fmed.2022.861586 
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Artigo 2: Artigo como segunda autora, com parte dos resultados da tese de doutorado. 

Título:  Myelin breakdown favors Mycobacterium leprae survival in Schwann cells. 

Autores: Bruno de Siqueira Mietto, Beatriz Junqueira de Souza, Maria Cristina Vidal 

Pessolani, Flavio Alves Lara e Euzenir Nunes Sarno. 

Revista: CELLULAR MICROBIOLOGY, v. e13128, p. 1-21, 2019.  

doi: 10.1111/cmi.13128. 
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Artigo 3: Relacionado ao tema da tese. 

Título: The red flags of ulnar neuropathy in leprosy.  

Autores: Marcia Maria Rodrigues Jardim; Robson Vital; Ximena Illarramendi; Mariana 

Hacker; Beatriz Junqueira de Souza; Isabela Pitta; Roberta Olmo Pinheiro; Euzenir 

Nunes Sarno.  

Revista: PLoS One. v. 16, p. 1-11, 2021.  

doi: 10.1371/journal.pone.0259804. 
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ARTIGO 4: Artigo de revisão relacionado ao tema da tese. 

Título:  Innate Immune Responses in Leprosy. Frontiers in Immunology. 

Autores: Roberta Olmo Pinheiro; Veronica Schmitz; Bruno Jorge de Andrade Silva; 

André Dias Alves; Beatriz Junqueira de Souza; Mayara Garcia de Mattos Barbosa; 

Danuza de Almeida Esquenazi; Maria Cristina Vidal Pessolani; Euzenir Nunes Sarno. 

Revista: FRONTIERS IN IMMUNOLOGY.  v. 9, p. 1-15, 2018. 

https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00518. 
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