UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

NATALIA APARECIDA DE PAULA

Pele humana como modelo ex vivo para manutenc¢ao do bacilo Mycobacterium leprae

Ribeirdo Preto

2019



NATALIA APARECIDA DE PAULA

Pele humana como modelo ex vivo para manutenc¢ao do bacilo Mycobacterium leprae

Versao Original

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Area de Concentrac3o: Biologia Celular e Molecular

Orientador: Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade

Ribeirdo Preto

2019



Autorizo a reproducao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacdo na publicacao
Servico de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

FICHA CATALOGRAFICA

De Paula, Natalia Aparecida

Pele humana como modelo ex vivo para manutencdo do bacilo
Mycobacterium leprae, 2019.

147 p. :il. ;30 cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto/USP. Area de concentragio: Biologia Celular e Molecular.

Orientador: Andrey Cipriani Frade, Marco.

1. Mycobacterium leprae; 2. Cultura ex vivo; 3. Viabilidade; 4. Morfologia;
5. hOSEC




Nome: DE PAULA, Natalia Aparecida

Titulo: Pele humana como modelo ex vivo para manutencdo do bacilo Mycobacterium leprae

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S3ao Paulo para obteng¢dao do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Profa. Dra.

Instituicao:

Julgamento:

Prof.Dr.

Instituicao:

Julgamento:




DEDICATORIA

As pessoas acometidas pela Hanseniase.



Agradecimentos



EPIGRAFE

“Caminhante, ndo ha caminho, o caminho se faz ao caminhar”.

(Antonio Machado)

“Nunca despreze o que parece ser desprezivel”

(Sem autor)



RESUMO
DE PAULA, Natdlia Aparecida. Pele humana como modelo ex vivo para manutencdo do bacilo
Mpycobacterium leprae. 2019. 147f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Molecular) —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Mpycobacterium leprae (M. leprae), descrito como causador da hanseniase em 1873, ainda hoje
ndo ha meios de cultiva-lo artificialmente in vitro, sendo que atualmente a Unica forma de manté-
lo viavel e replicando-se é a inoculacdo in vivo, principalmente em camundongos nude, porém
trata-se de um modelo in vivo, trabalhoso e demorado. Esse trabalho propde padronizar o cultivo
do M. leprae, em modelo ex vivo, a partir de explantes de pele humana (hOSEC — human
organotypic skin explant culture) tanto para ensaios laboratoriais quanto para auxilio clinico. Para
isso, M. leprae, cepa Thai-53, obtido de camundongos nude, foiinoculado em fragmentos de pele
humana e mantidos em placas com meio de cultura DMEM, a 5% de CO2? A manutenc3o,
crescimento e morfologia dos bacilos nos explantes foram avaliadas apds os periodos de cultura
(4, 7,14, 28 e 60 dias) por coloracgdo de Fite-Faraco (FF) e por biologia molecular (RLEP/16s rRNA).
Apds 28 e 60 dias de cultura, bacilos foram recuperados dos explantes e inoculados na pata de
camundongo nude para avaliar manuten¢do da viabilidade e infectividade. A coloragdo FF,
bacilos foram encontrados em todos os tempos nas formas bacilar integra e fragmentada,
isolados ou formando alguns aglomerados e raras globias. A viabilidade bacilar foi demonstrada
pela positividade da RT-PCR para 16s rRNA em todos os explantes em todo o periodo de cultura.
Dentre os animais inoculados com os bacilos previamente cultivados nos explantes por 28 e 60
dias, apds manutencdo por 5 meses, 28,4% apresentaram-se positivos para os bacilos, em pelo
menos uma das técnicas utilizadas, FF (31,8%), Zihel-Neelsen em suspensdo de macerado da pata
(77,3%) e RT-PCR (45%). Suspensdo de bacilos oriundas de raspados dérmicos e hansenomas de
pacientes, foram inoculadas nos explantes e cultivados da mesma maneira ja citada, mantendo-
se positivas ao FF e RT-PCR apds cultivo médio de 28 dias. Os bacilos de amostras clinicas também
foram recuperados dos explantes e inoculados nos camundongos e também apresentaram

positividade apds cinco meses de manutengao in vivo. Pela primeira vez na literatura, nossos



resultados demonstraram com sucesso que é possivel manter o M. leprae viavel no modelo de
pele humana ex vivo por até 60 dias, tanto a partir de amostras laboratoriais quanto clinicas,
importante passo no desenvolvimento de modelos experimentais para estudos da biologia do M.

leprae e suas interagdes, além de clinicos, como imunologia e susceptibilidade a drogas.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae; Cultura ex-vivo; Viabilidade; Morfologia; hOSEC.



ABSTRACT
DE PAULA, Natalia Aparecida. Human skin as an ex vivo model for maintenance of the
Mycobacterium leprae bacillus. 2019. 147f. Thesis (PhD in Cell and Molecular Biology) - Ribeirdo

Preto Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Mycobacterium leprae (M. leprae), described as the cause of leprosy in 1873, there is still no way
to grow it artificially in vitro, and currently the only way to keep it viable and replicating is in vivo
inoculation, especially in nude mice, but it is an in vivo, laborious and time-consuming model.
This work proposes to standardize the cultivation of M. leprae, in an ex vivo model, from human
organotypic skin explant culture (hOSEC) for both laboratory and clinical assistance. For this, M.
leprae, Thai-53 strain, obtained from nude mice, was inoculated into fragments of human skin
and kept in plates with DMEM culture medium, at 5% CO2. The maintenance, growth and
morphology of the bacilli in the explants were evaluated after culture periods (4, 7, 14, 28 and
60 days) by Fite-Faraco staining (FF) and by molecular biology (RLEP / 16S rRNA). After 28 and 60
days of culture, bacilli were recovered from the explants and inoculated into the nude mouse
paw to evaluate maintenance of viability and infectivity. At FF staining, bacilli were found at all
times in whole and fragmented bacillary forms, isolated or forming some agglomerates and rare
globes. Bacillary viability was demonstrated by the positivity of RT-PCR to 16S rRNA in all explants
throughout the culture period. Among the animals inoculated with the bacilli previously cultured
in the explants for 28 and 60 days, after maintenance for 5 months, 28.4% were positive for the
bacilli in at least one of the techniques used, FF (31.8%), Zihel-Neelsen in paw maceration
suspension (77.3%) and RT-PCR (45%). Bacilli’s suspension of bacilli from skin smear and injury
biopsy of patients were inoculated into the explants and cultured in the same manner as
mentioned above, and show positivity for FF and RT-PCR after an average culture of 28 days.
Clinical sample bacilli were also recovered from the explants and inoculated in the mice and also
showed positivity after five months of in vivo maintenance. For the first time in the literature,
our results have successfully demonstrated that it is possible to maintain M. leprae viable in the

ex vivo human skin model for up to 60 days, both from laboratory and clinical samples, an



important step in the development of experimental models for studies the biology of M. leprae

and its interactions, as well as clinical, such as immunology and drug susceptibility.

Keywords: Mycobacterium leprae; ex-vivo culture; viability; morphology; hOSEC
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Introducao

Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae (M. leprae), ou bacilo de Hansen, foi o primeiro patégeno
bacteriano a ser identificado e associado como causa de uma doenga infecciosa no homem,
descrito por Gerhard Henrik Armauer Hansen em Bergen na Noruega no ano de 1873, em uma
época em que as doencgas eram associadas a hereditariedade e ainda, muitas vezes como punicao
divina (HANSEN; LOOFT, 1895).

Hansen, que era um jovem médico, passou longo periodo visitando e estudando doentes
por toda a Noruega e paises vizinhos que vinham nos ultimos anos registrando um aumento no
numero de casos de lepra. Inquieto com a ideia da hereditariedade da lepra, frente a suas
observacOes epidemioldgicas realizadas nos lugares que visitou, analisou incansavelmente
material oriundo de lesGes comuns nos leprosos, e identificando formas microscépicas
associando-as a lepra. A partir de 1873, Hansen comecou a defender e publicar sobre seus
achados nas amostras dos leprosos, e a defender a ideia de que a lepra ndo era uma doenca
hereditaria, e sim infecto-contagiosa, causada por um microrganismo (BECHLER, 2012).

Hoje sabemos que o microrganismo identificado por Hansen é um patégeno intracelular
obrigatorio causador da lepra, doenga atualmente conhecida no Brasil por hanseniase, uma
doenca cronica historicamente relatada desde 1500 a.c. (LEVITICO, BiBLIA).

Taxonomicamente, o M. leprae pertence a ordem Actinomycelalis e familia
Mycobaderiaceae, o género Mpycobacterium também inclui o complexo Mycobacterium
tuberculosis (M.tuberculosis), o complexo Mycobacterium avium, e outras micobactérias e
numerosas espécies saprofitas presentes no solo e na dgua. O M. leprae apresenta-se sob a forma
de bacilo reto ou levemente encurvado, com extremidades arredondadas, medindo
aproximadamente de 1 a 8 um de comprimento e 0,3 um de diametro (MACIEIRA, 2000;
GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). No homem, esse bacilo é um parasito encontrado infectando

predominantemente macréfagos, onde pode ser observado formando aglomerados ou globias.
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Além dos macrofagos, o M. leprae invade células do sistema nervoso periférico, célula de
Schwann, que tem grande importancia na patogénese da hanseniase. A replicagao do bacilo é
muito lenta e ocorre por processo de divisdo binaria, que pode levar até 20 dias para se completar
(COWDRI, 1940; MACIEIRA, 2000; PINHEIRO et al., 2011).

E uma micobactéria que pode ser categorizada como gram-positiva, porém a
caracteristica que a identifica é ser alcool-acido resistente, com uma parede celular constituida
de peptideoglicanos entrelacados e ligados a cadeias polissacarideas, que servem de suporte
para os acidos micdlicos, que contribui para sua caracteristica de ser fortemente alcool-acido
resistente quando submetido a coloracdo de Ziehl-Neelsen (MACIEIRA, 2000; PINHEIRO et al.,
2011).

As micobactérias, como o M. leprae, bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR), possuem na
sua parede celular uma grande concentracdo de lipideos, devido a presenca de ceras e acidos
graxos (acidos micélicos), o que dificulta a sua identificacdo por meio das coloracdes tradicionais.
No método de Ziehl-Neelsen (também chamada de Fite-Faraco quando adaptada para material
parafinado) os BAAR sdo corados pela fucsina fenicada (vermelho) e por sua parede ser resistente
ao alcool, elas ndao perdem a coloragao avermelhada apds o banho em solugao alcool-acida,
outras bactérias quando lavadas com o alcool perdem a coloragdo vermelha e se coram com o
segundo corante da reacdo, azul-de-metileno (azul) (FITE; CAMBRE; TURNER, 1947).

A sequéncia completa do genoma de M. leprae foi revelada no inicio dos anos 2000 (COLE
et al., 2001), contendo 3.268.203 pares de bases (pb), e com um teor médio de G + C de 57,8%,
e 1600 genes. Estes valores sao muito mais baixos do que os relatados para o genoma de M.
tuberculosis, que possui 4.000 genes, 4.411.532 bp e 65,6% G + C (COLE, et al., 1998). Apenas
49,5% do genoma do M. leprae contém genes codificadores de proteinas, comparados com
90,8% do M. tuberculosis, que divide um ancestral comum com o M. leprae (COLE et al., 2001;

SINGH; COLE, 2011).
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Cepas

O genoma do M. leprae é excepcionalmente conservado, sendo um bacilo altamente
clonal. Andlises comparativas com o genoma do M. tuberculosis indicam que o M. leprae sofreu
uma evolucdo redutiva, e acumulou mais de 1130 pseudogenes que ocupam a metade de seu
genoma (COLE et al., 2001; SINGH; COLE, 2011).

Os estudos que tentam determinar cepas diferentes, buscam encontrar variacdes
genOmicas entre isolados de M. leprae de fontes distintas, e a maioria, toma como base o isolado,
ou cepa, ‘TN’, originalmente isolada de um paciente em Tamil Nabu, india (EIGLMEIER et al.,
1993).

Singh e Cole (2011) compararam a cepa TN com outros trés isolados, de diferentes locais
do mundo: Brasil (Br4923), Tailandia (Thai53) e Estados Unidos (NHDP63). A comparacdo revelou
215 sitios polimérficos, uma conservacdao notavel do genoma, 99,995% de identidade entre
isolados de locais geograficamente distantes.

Monot et al. (2015) fizeram comparacao das regides repetitivas de 5 isolados diferentes,
TN, Br4923, Thai53, NHDP98 (México) e um isolado da Ethiopia-Africa e ndo encontraram
nenhuma diferenca significativa. Avaliando os SNPs em 400 amostras de 28 paises diferentes,
observaram que a frequéncia de SNP no M. leprae (1 em 28400 pb) é muito menor comparada a
outros microorganismos como o M. tuberculosis (1 em 3000 pb) (FLEISCHMANN et al., 2002). Eles

encontraram 4 combinagdes de SNPs, distinguindo 16 subtipos do M. leprae.

Hanseniase

O M. leprae, é o agente etioldgico da Hanseniase, sinonimia de lepra ou doenca de
Hansen, uma doenca infecciosa crénica, com manifestacdes dermatoldgicas e neuroldgicas,

curavel quando diagnosticada e tratada precocemente, porém pode causar danos progressivos
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e permanentes a pele, nervos, membros e olhos, tornando-se incapacitante (TALHARI et al.,
2015).

A hanseniase é de ocorréncia mundial e o Brasil € um dos paises com maior ocorréncia da
doenga. De acordo com os ultimos relatdrios oficiais de 143 paises, 214.783 individuos foram
diagnosticados e notificados em 2016. Dados epidemiolégicos mostram que, apesar da
efetividade do tratamento, ainda ha alta ocorréncia de novos casos no Brasil, sugerindo que a
taxa de transmissdo é continua (WHO, 2017).

O homem é o principal reservatério de M. leprae, dessa forma a transmissdo so ocorre de
homem para homem, o principal modo de transmissdao do bacilo sugerido seria por absorg¢ao via
respiratoria de goticulas de secrecdo nasal ou oral (NOORDEEN, 1994). O bacilo provoca uma
inflamagdo granulomatosa, e afeta principalmente regiées menos quentes do corpo humano,
como a pele, mucosa nasal e nervos periféricos.

A micobactéria tem crescimento lento, e o periodo de incubacdo da doenca é longo,
podendo ser de 2-12 anos. A maioria das pessoas que entra em contato com M. leprae ndo
desenvolve a doenca, e muitas pessoas infectadas ndo apresentam sinais clinicos; a
caracterizacdo clinica da hanseniase é determinada pela resposta imune do hospedeiro a
infeccdo, e apresenta um espectro de formas clinicas, que pode ser categorizada de acordo com
a classificacdo de Ridley-Jopling (RIDLEY; JOPLING, 1966; HASTINGS et al., 1988; RODRIGUES;
LOCKWOOD, 2011; WOROBEC, 2012).

A classificagdo de Ridley-Jopling (RIDLEY; JOPLING, 1966) é baseada no tipo de lesdo na
pele e carga bacilar, que subdivide a doenca em: forma tubérculoide (TT), na qual o paciente
apresenta vigorosa resposta imunecelular (resposta Thl), apresentando poucas lesGes e
micobactéria ndo detectavel; forma lepromatosa (LL) ou Virchowiana, cujo polo anérgico
(resposta Th2) da doenca acarreta multiplas lesdes na pele e micobactéria detectavel em grande
guantidade. E entre esses dois polos ha formas definidas como bordeline ou dimorfa, na qual o
paciente apresenta alguma resposta imune-celular, multiplas lesGes e resposta imune instavel
(Rodrigues; Lockwood, 2011). Outra classificacdo simplificada proposta pela OMS, de carater

apenas operacional, e que é amplamente utilizada na decisdo da conduta terapéutica, utiliza o
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numero de lesGes na pele para caracterizar a doenga em duas formas: paucibacilar, até cinco
lesdes; ou multibacilar, presenca de mais de cinco lesdes.

O fato do M. leprae nao ser cultivavel in vitro, dificulta sua detecc¢do, diagndstico da
doenga e avaliagdo de resisténcia medicamentosa. Atualmente, devido a auséncia de um teste
padrdo ouro, varios critérios clinicos e laboratoriais sdo usados para o diagndstico da hanseniase
(BATHIA et al., 1993; WOROBEC, 2012). A avaliacdo das lesdes e nervos pelo clinico treinado é a
avaliagdo mais importante, e as técnicas laboratoriais rotineiras realizadas para ajudar no
diagnéstico e classificacdo da forma clinica incluem: a avaliagdo microscopica do raspado de
incisdo dérmica ou esfregaco de tecido na busca de bacilos e a andlise histopatoldgica, porém
essas técnicas apresentam limitacOes, pela dificuldade de encontrar o bacilo nas amostras
bioldgicas, principalmente, na forma paucibacilar da doenga ou da infecgdo recente por M.

leprae, pois nesses casos os bacilos sdo raros ou ausentes (SHEPARD; McRAE, 1968).

Aspectos histopatoldgico

A auséncia de um modelo experimental de infeccdo para o M. leprae, impede que
saibamos a exata sequéncia de eventos que ocorrem na hanseniase, mas apds a entrada do bacilo
no organismo via mucosa respiratoria pode ocorrer a propagacdo do bacilo para nervos
periféricos e pele, onde ele é fagocitado pelas células de Schwann e macréfagos (NG et al., 2000,
MASAKI et al., 2013; TRUMAN et al., 2014). Devido sua replica¢do, que acontece em média a cada
12 dias (LEVY; JI, 2006), o periodo de incubacdo em que a doenca pode ficar silenciosa sem
apresentar nenhum sinal/sintoma é de cinco anos em média (HASTINGS et al., 1988).

De acordo com os dois podlos da doenca, tuberculdide (TT) e lepromatoso (LL),
histologicamente a interacdo do bacilo com a pele do hospedeiro pode ser resumida da seguinte

forma: Forma clinica TT: formacdo de granuloma tuberculoide, constituido por agregado de

células fagocitarias mononucleares com diferenciagao epitelioide bem evidente e participagao
de células gigantes multinucleadas tipo Langhans no centro da lesdo e com a presenca de

linfécitos que confere um halo denso contornando este granuloma (FLEURY, 1989). Os

21



granulomas do tipo TT estendem-se desde a derme profunda até a papilar, inclusive atingindo a
camada basal da epiderme (HASTINGS et al., 1988; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). Forma
clinica LL: a lesdo histopatolégica mostra um extenso infiltrado celular composto de histiocitos-
macréfagos com citoplasma carregado de bacilos, e as chamadas células espumosas, descritas
por Virchow em 1863 (VIRCHOW, 1863), que sdo macréfagos e células de Schwann infectadas
pelo M. leprae que acumulam grande quantidade de lipideos, as vezes multivacuoladas, e que
parece estar relacionado com a modulacdo da resposta imune na doenca (MATTOS et al., 2010).
A epiderme esta atrofica/despapilada e a zona sub-epidérmica ndo esta envolvida. O infiltrado
virchowiano mesmo quando exuberante ndo atinge a camada basal da epiderme, ficando
separado por uma faixa de fibras colagenas correspondente a derme papilar retificada, conhecida
como faixa de Unna (RIDLEY, 1990; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

O M. leprae tem tropismo pelos nervos periféricos, onde infecta as células de Schwann.
Essa célula é uma célula importante que envolve o axénio constituindo a bainha de mielina, que
promove o isolamento neural e esta envolvida na velocidade da condugdo do impulso nervoso.
A infeccao da célula de Schwann pelo M. leprae esta relacionada com a ligagdo de uma
glicoproteina da parede do bacilo, phenolic glycolipid | (PGL-1), a molécula distroglicana-a (a-DG)
da laminina-2 da célula de Schwann (CAMBIER et al., 2017; MADIGAN et al., 2017; SHIMOII et al.,
1999). A invasdo da célula pelo M. leprae leva a degeneracdo celular e perda da bainha de
mielina, o que desequilibra o microambiente adequado do neurdnio, levando a uma retracdo
axonal, fibrose periaxonal e a resposta inflamatdria (MADIGAN et al., 2017; SPIERINGS et al.,
2000; MICHELLIN et al., 2012). O dano neural é uma das consequéncias mais importantes na

hanseniase, pois sdo de dificil regeneracdo e levam a perdas sensitivas e motoras importantes.

Tratamento e Resisténcia medicamentosa

O tratamento da hanseniase, em 1940, teve inicio com a monoterapia usando a dapsona,
uma sulfona sintética que tem como alvo desestabilizar a biossintese de folato na micobactéria,

porém na década seguinte, foram relatados os primeiros casos de resisténcia ao tratamento com
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a dapsona (WOLCOTT, 1953). Outras drogas, como rifampicina (grupo das ansamicinas), ainda no
esquema de monoterapia, comegaram a ser empregadas no tratamento, e novas resisténcias
foram relatadas (JACOBSON; HASTINGS, 1976). A partir de 1981, a OMS recomendou que todos
os pacientes com hanseniase recebessem a poliquimioterapia (PQT). Atualmente, a OMS
recomenda a poliquimioterapia com 3 medicamentos rifampicina, dapsona e clofazimina, em
doses diarias e uma dose de reforco mensal, para todos os pacientes com hanseniase, com
duracdo de tratamento de 6 meses para hanseniase PB e 12 meses para hanseniase MB (WHO,
2017).

No final dos anos 1990, foi possivel identificar alteragdes na sequéncia de DNA da
micobactéria que gera resisténcia aos antibioticos. Resisténcia a dapsona esta relacionada a
mutacoes no gene folP1 que codifica a diidropteroato sintetase, envolvida na biossintese de
folato na micobactéria (KAl et al., 1999); a resisténcia a rifampicina estd associada a mutacdes no
gene rpoB, que codifica a subunidade B da RNA polimerase (HONORE; COLE 1993); e a resisténcia
a fluoroquinolona estd associada a mutacdo no gene gyrA que codifica a subunidade A da DNA-
girase (CAMBAU et al., 1997; WILLIAMS; GILLIS, 2004).

Apesar da alta efetividade do regime PQT implantado pela OMS, ainda ha paises com alta
endemia da hanseniase no mundo, como india e Brasil, e relatos de pacientes que apresentam
resisténcia e/ou recidivas apds o tratamento tem aumentado, sendo que no Brasil, em 2016,
foram notificados 1431 casos de recidivas, cerca de 6% entre os casos novos detectados no

mesmo ano (WHO, 2017).

Modelos experimentais

Modelos experimentais em pesquisa podem ser definidos como a materializacdo de uma
parte da realidade. Uma das descricbes que os dicionarios de lingua inglesa trazem para a palavra
model (modelo) é uma “representacdo tridimensional em escala reduzida; uma descricdo

simplificada de um sistema” (Oxford dictionaries).
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A importancia em ter um modelo de geracdo de conhecimento deriva da necessidade
de entender exatamente os mecanismos que geram os dados, fatos e fendtipos, e auxiliar na
compreensdo dos fendOmenos naturais, patogénese das doencas em nivel celular e molecular, e
fornecer sistemas para desenvolver e testar novas terapias, além de manter os principios de
bioética em relacdo a intervencbes em anima nobili (experiéncias com seres humanos). Nesse
sentido, o modelo experimental deve ser, funcionalmente, o mais semelhante possivel ao que se
objetiva estudar, e deve apresentar demonstracao das limitacdes em relacdo a realidade que ird
representar (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005).

Existem diversos modelos experimentais descritos, e aplicados em diferentes escalas de
conhecimento e de fen6meno que se quer estudar, divididos em modelos in vitro, as culturas de
células; modelos ex vivo, cultura de tecidos e érgaos; modelos in vivo, usando os animais de
laboratdrio; e os estudos anatomicos, geralmente em cadaveres (FERREIRA; HOCHMAN;
BARBOSA, 2005; RANGANATHA; KUPPAST, 2012; LEBONVALLET et al, 2010).

A cultura de célula, modelo in vitro, é caracterizada por permitir a manutencdo de
células vivas em laboratdrio independente do organismo que a originou. Tanto as células
eucarioticas como de bactérias e leveduras sao modelos experimentais utilizados nos casos em
gue se deseja avaliar o comportamento molecular, bioquimico, celular e histoquimico de tecidos
normais ou patolégicos, produzindo entendimento de diversos eventos celulares (por exemplo
pinocitose e fusdo celular, ou hibridizacdo celular) (FELL, 1972), que geram muitos beneficios
cientificos e tecnoldgicos (por exemplo produgdo de insulina recombinante) (CHEN et al, 1995).

Os modelos in vivo, fazem uso de uma infinidade de espécies animais, que podem ser
utilizados em todos os campos da pesquisa bioldgica, desde a investigacdo dos processos da
fisiologia normal, eventos patoldgicos de doencas (JORGENS, 2006), fendmenos bioldgicos e
comportamentais (FAGUNDES; TAHA, 2004), além de serem modelos para testes de terapias e
vacinas (MCSHANE et al, 2001).

Em comparacdao com os modelos in vitro, os animais possibilitam a observacdo dos
eventos no contexto complexo de um organismo composto por vdrios sistemas que estdo
interligados e sobre influencia um do outro. E na interface entre os modelos in vitro e in vivo,

estdo os modelos ex vivo, que se referem a experimentagao de um 6rgao ou tecido fora do
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organismo do qual pertence, com alteragées minimas de condi¢cGes naturais, permitindo o
controle das condi¢des avaliadas, porém mantendo em parte a complexidade do sistema de

origem (CASTRO; GILLESPIE; BERNSTEIN, 2019; NUGRAHA et al, 2019; LEBONVALLET et al, 2010).

Modelo Experimental para Pele

Estrutura da Pele Humana

A pele é constituida por uma porc¢ao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e uma
porcdo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo e em continuidade com a derme
encontra-se a hipoderme, que serve de unido entre a pele e os drgdos subjacentes (Junqueira;
Carneiro, 2004).

A epiderme humana possui espessura de 0,07 a 0,12 mm e contribui pouco com as
propriedades mecanicas da pele (SILVER; FREEWAN; DEVORE, 2001). Ela é constituida por
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. Neste tecido sao encontrados quatro tipos
celulares: queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, com funcGes
de barreira mecanica, producdo de citocinas e sinalizacdo celular; sintese de pigmentos;
apresentacdo de antigenos (AG); sintese de catecolaminas e sensibilidade tatil, respectivamente
(RABE et al., 2006). Os queratindcitos estdo distribuidos de 4 a 5 camadas; os demais tipos
celulares estdo distribuidos por entre os queratindcitos em locais especificos (GARTNER; HIATT,

2007).
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Figura 1 - llustracdo da organizacdo da pele humana. Epiderme, derme e hipoderme e suas estruturas
sensoriais
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Fonte: (https://www.exploringnature.org/db/view/Integumentary-System-Skin;
http://www.sld.cu/sitios/medregenerativa/temas.php?idv=27536).

A porcdo epitelial ndo contém vasos sanguineos e recebe nutrientes por difusao a partir
dos vasos sanguineos presentes na derme. No limite inferior da epiderme localiza-se uma camada
de células germinativas que se diferenciardo em novas células da epiderme, essa camada é
chamada de camada basal (ABRAHAMS; CRAVEN; LUMLEY, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A derme é uma camada de tecido conjuntivo de origem mesenquimal, vascularizada,
firmemente ligada a epiderme em sua porc¢ao superior e ao tecido subcutaneo em sua porgao
mais profunda. Sua espessura varia de 1 a 4 mm (SILVER; FREEWAN; DEVORE, 2001). Na derme
estdo os vasos sanguineos e linfaticos, terminacdes nervosas, ductos sudoriparos, glandulas
sebaceas alveolares e musculos eretores do pelo, ligados aos foliculos pilosos (ABRAHAMS;
CRAVEN; LUMLEY, 2005; HABIF, 1996). Ela é formada por uma matriz (acido hialurénico,
mucopolissacarideos e condroitina-sulfato), fibras (colagenas, reticulares e elasticas), células
(fibroblastos, macrofagos, mastdcitos), e os leucdcitos (neutrdfilos, eosindfilos, linfécitos e
basofilos) que chegam pela corrente sanguinea ao tecido por diapedese (HABIF, 1996;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A derme é constituida por duas camadas distintas, a camada
papilar (superior) que se localiza préxima a epiderme, composta por fibras de colageno disposta

aleatoriamente (HABIF, 1996), e a camada reticular (inferior), mais espessa que a papilar, que se
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estende da base da camada papilar ao tecido subcutdneo e é composta por fibras espessas de

colageno, que sdo organizadas paralelamente a superficie da pele.

Cultura ex vivo de Pele

Para os estudos dermatolégicos todos os tipos de modelos experimentais sdo aplicados,
com objetivo de se estudar fisiopatologia de doencas, mecanismos de envelhecimento,
cicatrizacao de feridas, testes de farmacos e outros produtos de atividade cutanea.

Ha uma tendéncia mundial de conscientizacgdo em minimizar o uso de animais, uma
discussdo iniciada na década de 50, por Charles Hume, fundador da Federacao Universitaria de
Bem-Estar Animal (UFAW), em 1954, que fez a proposta original para a UFAW levar em
consideragao alternativas para testes em animais e mudar o estudo cientifico em experimentos
com animais de laboratério, e se concretizou a partir do programa denominado de 3Rs (do inglés:
Reduction, Refinement, Replacement - Reducdo, Refinamento, Substituicao), que objetiva além
de diminuir o numero de animais, minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para a
substituicdo dos testes in vivo (RANGANATHA; KUPPAST, 2012).

Desde 2009, na Unido Europa, testes de produtos cosméticos em animais sdo proibidos,
e no Brasil embora ainda ndo exista uma legislacdo federal, varios estados ja sancionaram lei
proibindo o uso de animais em testes de cosméticos e itens de higiene pessoal (Lei 777/2013 SP).

Nessa corrente para os estudos dermatoldgicos hd necessidade de desenvolvimento de
novas alternativas ao uso de animais, principalmente, para fins de teste de cosméticos e produtos
de higiene pessoal. Como modelo ex vivo, sdo empregados os modelos organotipicos de pele,
gue englobam as peles reconstituidas, formadas por camadas de células, queratindcitos e
fibroblastos, que se tornaram mais evidentes nos ultimos anos pela utilizacdo e aprimoramento
pelas empresas de cosmiatria (REVISTA FAPESP, 2016; CATARINO et al, 2018, PENNACCHI et al,
2015); e os explantes de pele (JACOBS; LEHE; HASEGAWA, 2006; ANDRADE et al, 2015; XU et al,

2012, DANSO et al, 2014), que representam melhor o sistema organico da pele, mantendo além
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das camadas de células epidérmicas, a complexidade da camada dérmica com suas estruturas
(LEBONVALLET et al, 2010).

Os modelos que usam explante de pele humana consistem em manter pequeno
fragmento de pele humana saudavel, obtida de cirurgias, em meio artificial composto por meio
de cultura com nutrientes, temperatura e oxigenacdo dtimas e semelhantes ao microambiente
de origem. Estudos experimentais em dermatite de contato alérgica, cicatrizagdo de Ulceras, tém
mostrado que tanto a estrutura dermo-epidérmica e epiderme proliferativa, como a fisiologia do
tecido sdo mantidas por algumas semanas no meio artificial, podendo-se observar a
viabilidade/vitalidade celular do modelo utilizando marcagdo especifica para proliferagdo celular
e migracdo de células de Langerhans (COMPANJEN et al., 2001; JACOB; LEHE; HASEGAWA, 2006;
LEBONVALLET et al., 2010), expressdao de Ki-67 e keratin 6, indicadores de atividade de
gueratindcitos na epiderme, e sintese de fibras colagenas na derme, para as propriedades

histoldgicas e bioquimicas (XU et al., 2012).

Modelos de Cultivo para o M. leprae

Diferentemente do M. leprae, o M. tuberculosis, pertencente ao mesmo género e descrito
uma década mais tarde por Robert Koch, apesar de seu crescimento lento comparado com outros
microrganismos (em torno de 24 horas) (Straus, 1980), ainda supera em muito a velocidade de
replicacdo do M. leprae, que é em torno de 12 dias, e é facilmente crescido em laboratdrio em
meio axénico Lowenstein-Jensen, além de se ter modelos animais que adquirem a infec¢do e
podem ser estudados para o conhecimento de vérios aspectos da micobacteria e da doencga,
incluindo um leque de possibilidades para teste de drogas e vacinas. Embora sejam micobacterias
proximas, desde a descoberta do M. leprae inumeras tentativas de cultiva-lo foram realizadas em
diversos meios de cultura e em varias espécies de animais, porém sem muito sucesso.

Vaudremer em 1935 publicou seus experimentos mostrando resultados de suas
tentativas com meios de cultivo de diferentes composi¢es, enriquecido com caldo de batata,

embora ele tenha citado que em seu trabalho a micobactéria foi isolada e cultivada, estes
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experimentos foram questionados e considerados equivocados, pois ndo foi possivel reproduzir
a metodologia usada por Vaudremer, de forma que os bacilos perdiam suas caracteristicas
patogénicas e tornavam-se invidveis (LIMA, 1937).

Outras tentativas de cultivo consideraram a importancia do baixo teor de oxigénio na
cultura. Ishagque M. (1990, 1993) tentou cultivar os bacilos em meio com baixa concentracdo de
oxigénio, ao longo das semanas os bacilos gradualmente perderam o poder de adaptacdo a
crescer no meio artificial e ndo sobreviveram mais do que 36 semanas de incubacao.

Em um recente trabalho (AMAKO, et al., 2016) os autores fizeram tentativas de cultivar
os bacilos em meio Kirchner modificado, com o acréscimo de alguns nutrientes (extrato de gema
de ovos, piruvato e transferina) e com suplemento de plasma humano, porém, os bacilos
mantidos ao longo de 120 dias nao apresentaram crescimento exponencial.

O genoma do M. leprae comparando-o com o do M. tuberculosis, mostrou ter sofrido uma
evolugdao redutiva, no qual o genoma sofreu uma redugdao de tamanho e acumulou muitos
pseudogenes. Essa reducdo intensa com a perda concomitante de funcbes catabdlicas e
respiratdrias, parece ter resultado em severas restricGes metabdlicas (EIGLMEIER et al, 2001;
COLE et al, 2001). Assim como o M. tuberculosis, o M. leprae se apropria do metabolismo de
macrofagos a seu favor, subvertendo a fungdo microbicida, sobrevivendo e se multiplicando no
interior destas células. Uma vez sobrevivendo a primeira linha de defesa do organismo o bacilo
entdo de forma especial também infecta as células de Schwann (célula glial que envolve os
axonios dos neurdnios periféricos) uma vez infectadas estas células passam a servir ao bacilo,
gue induz alteragdes na programacdo genética que desdiferencia essa célula (MASAKI, 2013),
que perde sua fungao e passa a abrigar o bacilo que desvia o metabolismo de lipideo e glicose a
seu favor (MATTQOS, 2011, MEDEIRO, et al 2016). Isto sugere que o cultivo desta micobactéria em
meio isento de células pode ndo ser possivel (LEVY; JI 2006).

Lima e Arantes, em 1939, relataram evidéncias de que amostras de bacilos obtidas de 3
pacientes (dentre 36) permaneceram vidveis por 5 meses, quando semeados em meio Sauton
(meio utilizado na época para crescimento de M. tuberculosis), com algumas modifica¢des, entre
elas a adicdo de extrato de glandulas (hipdfise, tireoide). Esse aparente excito poderia ser devido

a presenca de células eucaridticas adicionadas junto com o macerado, porém nao podemos
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afirmar, o trabalho de Carvalho Lima ndo apresentou maiores investigacdes sobre isso e ndo ha
na literatura outros relatos sobre novas tentativas para a confirmacao deste protocolo.

Esforcos em cultivar o M. leprae in vivo, tanto para se ter um meio de cultivar e multiplica-
lo, como para se ter um modelo animal que expresse a patogénese da doenca causada pela
micobacteria, também foram realizados em varios animais, cerca de 30 espécies de animais ja
foram inoculadas com o M. leprae utilizando-se as mais diversas vias de inoculagdo, porém, os
resultados foram limitados ou de curta duracdo (MADEIRA; ROSA, 2008; COURET, 1910). Entre
eles, o tatu nove-bandas, Dasypus novemcinctus, conhecido como hospedeiro natural, na década
de 70 foi descoberto como um hospedeiro adequado para a propagacdo do M. leprae,
principalmente devido sua menor temperatura corpdrea (30-35°C) (KIRCHHEIMER; STORRS,
1971; BALAMAYOORAN et al 2015).

O cultivo in vivo com inoculagdo do bacilo em coxim plantar de camundongo, descrito na
década de 60 por Shepard (SHEPARD, 1960), teve como base a hipdtese de que o crescimento do
M. leprae deveria ocorrer, seletivamente, em locais do corpo de temperatura mais baixa. E a
inoculagao na pata de camundongos imunocomprometidos mostrou os melhores resultados em
relacdo a manutencao e multiplicagdo bacilar, provavelmente devido a imunodeficiéncia celular
e a baixa temperatura na pata do camundongo (SHERPARD, 1960; KIRCHHEIMER; STORRS, 1971).
Essa é a metodologia que proporcionou avangos nas pesquisas, tanto no estudo do bacilo
propriamente dito, quanto nos estudos de resisténcia as drogas utilizadas na terapia da doenca,
Essa é a técnica atualmente utilizada para manter o bacilo viavel e se multiplicando em
laboratdrio, porém é uma técnica bastante trabalhosa e que requer periodo longo (maior que 6
meses) de manutenc¢do dos animais para que a replicacdo satisfatéria dos bacilos aconteca.

O cultivo do M. leprae in vitro, poderia proporcionar manipulacdo mais facil, pratica e
rapida, porém sua ineficiéncia ainda impossibilita o avango no esclarecimento de aspectos

basicos envolvidos na transmissdo, resisténcia/suscetibilidade e estudo de novas terapéuticas.
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Modelos Experimentais para hanseniase

Embora os modelos experimentais in vivo tenham agregado importante avanco nos
estudos do M. leprae eles s3o limitantes e ndo ha um animal que apresente o pleomorfismo de
manifestacGes clinicas da hanseniase humana. A hanseniase é uma doenca desafiadora, pois
possui um espectro clinico/imunoldgico muito amplo. O modelo experimental ideal para seu
estudo seria um animal imunologicamente competente que apresentasse o espectro clinico da
doenca e episédios reacionais, além de desenvolver neurite em nervos periféricos, e ainda
deveria ser um animal com um tempo de sobrevida suficiente para acompanhar o
desenvolvimento da doenca (MADEIRA; ROSA, 2008).

Armauer Hansen em 1873, apds identificar as formas bacilares intracelulares em amostras
de pacientes com hanseniase e declarar essa a causa da doenga, tentou cultivar os bacilos in vitro
e transferi-los para modelo animal, mas sem sucesso (BECHLER, 2012).

As primeiras inoculagbes in vivo que apresentaram algum sucesso foram apds a
observacdo do Dr. Chapman Binford, em 1956, de que os bacilos, no homem tem uma
preferéncia natural por regioes de temperatura mais baixas. A partir desta observag¢do Binford
conseguiu produzir lesdo em orelhas de Hamsters (BINFORD, 1959), Shepard (1960) padronizou
a inoculacdo em patas de camundongos, e Kirchheimer e Storrs (1971) transferiram bacilos para
tatu nove-bandas, Dasypus novemcinctus, que € o Unico animal que desenvolve alguns aspectos
clinicos semelhante ao da doenca humana.

Os tatus, apds aproximadamente 9-18 meses desenvolvem nddulos que sado tipicos de
hanseniase lepromatosa, com bacilos em estruturas espumosas de fagolisossomos, depois a
doenca se dissemina para varios 6rgdos e afetam nervos periféricos (KIRCHHEIMER; STORRS,
1971).

Camundongos de varias linhagens ja foram testados e ndo apresentaram disseminacdo
sistémica, os bacilos ficam retidos no granuloma formado na pata inoculada. Os camundongos
sdo mais facilmente mantidos em condic¢Ges de laboratério e sdo usados como modelo para teste
de eficacia de drogas e resisténcia. Um modelo que apresentou sucesso na forma disseminada
da doenca foi um chimpanzé, o qual foi identificado com forma clinica dimorfa ou borderline (BB-

BL) apds inoculacdo dos bacilos (MADEIRA; ROSA, 2008).
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Colston e Koasaka testaram inoculagdo em camundongo Nude (animais congenitamente
atimicos) que possuem reposta imune limitada, e observaram que apdés 8 meses, houve
disseminacdo para outras regides e orgdos (COLSTON; HILSON, 1976; KOASAKA et al., 1976).
KARANTH et al., (1990) observaram alteracdes na quantidade de neuropeptidios de pele e coluna
vertebral dos camundongos nudes inoculados com o M. leprae, o que poderia indicar um possivel
modelo para estudo de neuropatias da hanseniase.

Ainda, a hanseniase é uma infeccdo crbnica que, assim como outras infeccdes por
micobactérias, apresenta um recrutamento para o sitio de infec¢do de células como macréfago,
formando um granuloma, que difere dentre as formas da doenca quanto a constituicdo e
eficiéncia em conter o bacilo (PANDYA; TAILOR, 2008; TALHARI et al. 2006; OBADIA; VERARDINO;
ALVES, 2011). Modelo murino imunocompetentes sdo utilizados para estudar a formacdo de
granulomas, uma alternativa para estudo do granuloma humano, seria utilizar linhagens de
células humanas. WANG et al., 2013 conseguiram fazer observacdes relevantes em relacdo a
interacdo do bacilo com formacdo do granuloma, utilizando um modelo in vitro de co-cultura de
macrofagos infectados com células mononucleares de sangue periférico, porém, este é um
modelo que ainda apresenta dificuldades em ser padronizado.

Quanto ao modelo para atual ‘padrdao ouro’ para testar a susceptibilidade as drogas do
M. leprae baseia-se no método complicado e demorado de aplicacdo dos bacilos em patas de
camundongos, e tratamento do animal com a droga teste. Esse ensaio é realizado em poucos
laboratérios e pode levar até um ano para revelar o resultado (WILLIAMS; GILLIS, 2004). Dessa
forma a pesquisa de novos farmacos e pesquisas sobre a resisténcia do bacilo as drogas é limitada

pela dificuldade do cultivo em laboratério da micobactéria.
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Objetivo

Padronizar e avaliar a aplicagdao do modelo de cultura organotipica de pele para o cultivo

do M. leprae.

Objetivos especificos:

- Avaliar a viabilidade do M. leprae inoculado no modelo hOSEC;

- Analisar as modificagdes histolégicas da pele durante o seguimento de cultivo;

- Avaliar a capacidade do M. leprae de se multiplicar no modelo hOSEC por até 60 dias.

- Confirmar a viabilidade e capacidade de multiplicagao bacilar apds o cultivo ex vivo

(hOSEC) pelo modelo in vivo de Shepard em camundongos nude.
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Metodologia

2.1 Aspectos Eticos, humano e animal

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de S3o Paulo (n°1744888 / 2016) e pelo Comité de Etica no uso do animal na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (n° 026 / 2015-1) (Anexo 1 e 2).

Os doadores de pele foram informados sobre o estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de Consentimento para Guarda de Material

Bioldgico, para permitir o uso da pele que seria descartada (residuo bioldgico).

2.2 Cultura Organotipica de Explante de Pele Humana — (hOSEC-Human
Organotypic Skin Explant Culture)

Fragmentos de pele humana, saudaveis, descartados de cirurgias plasticas
(abdominoplastia), logo que excisados foram colocados em um recipiente de vidro estéril,
fechado hermeticamente e mantido em caixa térmica para ser transportado do centro cirurgico
até o laboratério.

No laboratério, para descontaminacdo, o fragmento foi mantido a 4°C na geladeira
overnight (18h a 20h) em solucdo de PBS (tampdo fosfato-salino) e 1,5% de
antibidtico/antimicotico (penicilina 100U/ml, estreptomicina 100 mg/ml, Gibco® - Invitrogen
Corporation - Grand Island, NY, USA).

A manipulacdo da peca de tecido foi realizada dentro de fluxo laminar em condicGes
assépticas. Apds o tempo de descontaminacao, o tecido foi transferido do frasco com PBS para

outro recipiente, e o tecido gorduroso subcutdaneo foi retirado com o auxilio de uma tesoura
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curva e de uma pinga (Figura 2), entdo a pele (derme-epiderme) foi fragmentada em circulos de
0,8 cm de diametro, com o auxilio de um punch cirurgico, assim os fragmentos de pele estavam
prontos para receberem os indculos e/ou serem posicionados da placa de cultura.

Na placa de cultura eles foram posicionados com o lado dérmico sobre papel filtro (80
g/m?, permeabilidade ao ar 26 |/s m?, porosidade 25 pm) apoiados em grades metalicas (acido
inoxiddvel) dentro do pogo de placas de cultura de 6 pogos, cada grade comportou 3 fragmentos.
Meio de cultura Dubelcco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®- Invitrogen Corporation -
Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco®- Invitrogen
Corporation - Grand Island, NY, USA), 1% L-glutamine (Sigma-Aldrich, Germany) e 1% de solucdo
antibiotica/antimicoética (GIBCO - Invitrogen Corporation - Grand Island, NY, USA), foi adicionado
ao poco da placa de forma que o volume (5 mL) ndo ultrapassasse a altura da derme, mantendo
a epiderme acima da interface meio/ar. As placas com os fragmentos foram mantidas em
incubadora a 37° e 5% de CO;. As trocas de meio foram realizadas a cada 3 dias, quando 3 mL do

meio antigo era retirando e 3 mL de meio fresco adicionado (Figura 3).

Figura 2 - Pele usada para a montagem do hOSEC

Fragmento de pele obtida de abdominoplastia, usada para hOSEC. Em (A) tecido antes da remocdo do
tecido subcutaneo. Em (B) seta vermelha indica a pele ainda com camada de tecido adiposo e seta azul
indica a pele apds retirada de todo o tecido adiposo, mantendo derme e epiderme.

35



Placa de cultura com explantes de pele (0,8 cm de didmetro) sobre papel filtro, grades metalicas e meio
DMEM.

2.3 Obtencao do Mycobacterium leprae

M. leprae, cepa Thai-53, mantido em continuas passagem em camundongo nude atimico
(NU-Foxnl1nu), da col6nia do Instituto Lauro de Souza Lima, em Bauru, S3o Paulo, Brasil, foram
isoladas como descrito por Trombone, et al. (2014) com algumas modificagdes. Resumidamente,
o M. leprae foi extraido a partir do coxim plantar de camundongos nude machos, mantidos com
o inoculo durante 6 meses no biotério apropriado. Apds eutandsia com CO,, as patas traseiras
foram removidas e limpas com etanol a 70% e solucdio de etanol iodado 2% para
descontaminagdo da superficie (Figura 4). Em uma placa de petri, com auxilio de tesoura e lamina
de bisturi, a epiderme e o tecido 6sseo foram descartados e o tecido altamente bacilifero cortado
em pequenos pedacos e transferido para um tubo de 5 mL e macerado com 2 mL de Solugao
Salina Equilibrada de Hanks (HBSS) usando um homogeneizador de tecido (Tissue Homogenizer
Omni TH®). Durante o processo, o tubo foi mantido em gelo para evitar o aquecimento da
amostra. Os detritos teciduais foram removidos passando-os através de um filtro celular de 40
um (Falcon®) e a suspensao rica em bacilos foi obtida.

Uma aliquota desta suspensdo foi usada para calcular o nimero de bacilos / mL
(coloragdo de Ziehl-Neelsen), e para determinacdo de viabilidade (Live/Dead BacLight Viabilidade

Bacteriana, ThermoFisher Scientific, cat: L7007).
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A suspensdo bacilar foi mantida em solucdo HBSS com antibidtico/antimicdtico (1%
penicilina/estreptomicina) em microtubo de criopreservagdo lacrado com plastico parafilme e

refrigerada até o momento da inoculacdo, que foi realizada no maximo 24h apds a extracao.

Figura 4 - Camundongo nude — Extracao de bacilos do coxim plantar

Camundongo nude apds eutandsia, posicionado dentro de fluxo laminar, para a remocdo do coxim das
patas traseiras e obtencdo de bacilos.

2.4 Coloragao de Ziehl-Neelsen

Dez pl de suspensao foram colocados em laminas de vidro (previamente marcadas com
trés circulos) acrescidos de 5 pl de solugdo de fenol / soro (5% de fenol, 2% de SBF em agua
destilada), homogeneizados e distribuidos uniformemente dentro da area do circulo, apéds a
suspensao secar em temperatura ambiente, a lamina foi passada 3 vezes em chama para fixacdo
do material. O corante Fucsina Fenicada (NewProv, Pinhais, PR, Brasil) foi adicionado por 20 min,

em seguida a lamina foi enxaguada em agua corrente e descorada em solucdo alcool-acido a 1%
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(1% de acido cloridrico em etanol), até que o corte ficasse levemente réseo, entdo a lamina foi
lavada em dgua corrente e mergulhada por poucos segundos em solucao de azul de metileno
(NewProv, Pinhais, PR, Brasil) para contra coloracdo. Apds a lamina seca, a analise foi realizada
em objetiva de 100x com 6leo de imersdo, em microscépio 6tico LEICA® DM-4000B (Leica
Microsystems, Alemanha). O calculo de bacilos alcool acidos resistentes / mL (BAAR/mL) foi feito
de acordo com Trombone et al. (2014), contando todos os bacilos de 20 campos de cada
esfregaco (3), total de 60 campos, a média foi utilizada na seguinte formula:

(Média de bacilo por campos contados) x (diluicdo da amostra no esfregaco) x (fator de

correc3o?).

2.5 Ensaio de Viabilidade do Mycobacterium leprae purificado em suspensao

A viabilidade do M. leprae em suspensao foi verificada antes da inoculagdo, utilizando o
kit BacLight Bacterial Viability (Invitrogen; Molecular Probes, cat: L7012). Todo o procedimento
foi realizado em ambiente com luz reduzida, seguindo as orientagdes da bula do kit, para 200 uL
de suspensdo de bacilos, foram adicionados 3,6 uL de A’ e 6 uL de B’, que foram preparados da
seguinte forma: A’- 1 uL da solucdo A + 9 uL de salina e B’- 1 uL da solu¢do B + 19 uL de salina. A
suspensdo foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente no escuro, centrifugada a
12000rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 15 pL
de glicerol 10% (diluido em salina), 8 pL foi pipetado em uma lamina e coberto com laminula. A
analise de porcentagem de bacilos viaveis foi feita em microscopio de fluorescéncia (LEICA® DMI-
4000 B, Leica Microsystems, Alemanha) avaliando as duas coloragdes fluorescentes, verde (Syto
9 - Sy) para bacilos viaveis, e vermelho (iodeto de propidio - Pl) para bacilos invidveis, como

descrito por Trombone, et al. (2014).

valor especifico para cada microscdpio usado para a leitura
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2.6 Inoculagao no modelo hOSEC e cultivo

Antes da inoculacdo a viabilidade foi verificada como descrito anteriormente, e uma
aliguota da suspensdao foi direcionada para teste de crescimento de microrganismos
contaminantes, em meio Brain Heart Infusion (BHI) (por 24 - 48 horas a 37 °C) e meio Sabouraud
(incubacdo a 37°C por 30 dias), tanto sélido como liquido, sob condi¢Ges aerdbias, anaerdbicas e
microaerofilica, que foi realizado no laboratdrio de microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP (Prof. Dr. Sérgio Luiz de Souza Salvador) (Figura 5).

Os explantes de pele (0,8 cm) foram divididos em 3 grupos: (a) inoculado com M. leprae
viavel (MLV), (b) inoculado com M. leprae inviavel (MLI) e (c) inoculado com solucdo salina (NaCl
0,9%, diluente de suspensdo bacilar). Os bacilos invidveis foram obtidos por autoclavagem
(autoclave a 121 ° C por 40 min) de aliquota da mesma suspensado dos bacilos viaveis.

A suspensdo bacilar da pata do camundongo nude foi utilizada quando apresentou
viabilidade acima de 86%, e a concentracdo do indculo (vidvel e invidvel) foi realizada apods a
analise de viabilidade e considerando o nimero de bacilos vidveis, de forma que a aliquota da

suspencdo direcionada para autoclavagem foi diluida da mesma forma que a aliquota MLV.

Figura 5 — Controle microbioldgico.

(A)

Placas e frascos de cultura com os meios usados para o controle microbioldgico das suspensdes bacilares
obtidas dos camundongos nude. Meios sélidos (A) e meio liquido (B).
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A inoculagdo nos explantes previamente cortados (punch 0,8cm) foi realizada
intradérmica utilizando uma microseringa Hamilton® (Hamilton Company- US Reno, Nevada) e
com o auxilio de uma pinca fina (Figura 6), 25 ul / explante, com 1,5x 10* bacilos (vidvel ou
invidvel), ou solugdo salina, foram injetados. Os explantes receberam o inéculo antes de serem

colocados nas placas de cultura.

Figura 6 — Processo de Inoculagdo dos explantes de pele.

As placas foram mantidas na incubadora a 37°C com 5% de CO,, a cada 3 dias, 3 mL de
meio de cultura antigo foram substituidos por meio fresco. Em dias predeterminados, zero,
quatro, sete, quatorze, vinte e oito, e sessenta (DO, D4, D7, D14, D28 e D60) apds a inoculagao,
explantes de cada condicdo, foram removidos da placa de cultura para andlise, da seguinte

forma: trés fragmentos foram colocados no reagente TRIzol® (Invitrogen®, cat .: 15596018) para
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analise de biologia molecular, trés foram colocados em formalina a 3,7%, para andlise histoldgica,
eem D28 e D60, além dos fragmentos para histologia e biologia molecular, trés fragmentos foram

removidos para inoculacdo in vivo (camundongo nude).

2.7 Estudo Histomorfolagico

Apds os tempos experimentais os fragmentos foram fixados em solucao de formalina a
3,7% [solugdo comercial formalina 37% (Synth, LabSynth - Diadema, Brasil), diluida 10x em 4gua
destilada] durante 24 horas, posteriormente transferidos para alcool 70%, onde ficaram até o dia
da inclusao em parafina, quando passaram em uma bateria de desidratagdo: alcool 80%, 90% e
95%, 50 min em cada; alcool absoluto I, Il e lll, 1 hora em cada; solucdo alcool-xilol (1:1) overnight;
xilol I por 1 hora, e xilol Il por 30 min; parafina a 60°C por 2h; entdo os fragmentos foram cortados
ao meio e emblocados em cassetes proprios com parafina, de forma que a face interna do
explante (regido central) ficasse voltada para a face de microseccdo do bloco.

Foram realizados cortes de 4 um de espessura em |laminas comuns de histologia para a
coloracdo HE, com hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) e eosina (Vetec

Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, BR), e colora¢do de Fite-Faraco.

2.7.1 Coloragao Hematoxilina e Eosina (HE)

Primeiramente, as laminas foram deixadas em estufa 60°C para que a parafina dos
cortes escorresse, por 2h, apds isso as [laminas passaram por bateria de desparafinizagdo em xilol
[, Il e lll (Synth, LabSynth - Diadema, Brasil) e mistura alcool absoluto + xilol (1/1) 2 min cada;
hidratacdo em uma sequéncia de alcoois, absoluto | e Il, dlcool 95%, 70%, 50% (Synth, LabSynth
- Diadema, Brasil) 2 mim em cada um, 5 mim em agua corrente e 2 enxagues em agua destilada;

e coradas em hematoxilina por aproximadamente 5 min, lavadas em agua corrente por 5 min, 1
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enxague em agua destilada e um mergulho em alcool 80%, e em eosina por aproximadamente 1
min. Para a montagem, a lamina foi passada em alcool 70%, alcool 95%, dlcool absoluto | e I,
mistura alcool absoluto + xilol (1/1) , xilol | e xilol ll, e entdo a laminula foi fixada com meio de
montagem Entellan (Merck®, Darmstadt, Alemanha).

A andlise e imagens foram realizadas em microscopio ético LEICA® DM-4000B (Leica
Microsystems, Alemanha) equipado com uma camera LEICA DFC® 280 (Leica Microsystemes,
Germany) para captura das imagens histoldgicas. Pelo software Leica Aplication Suite (LAS)
versao 3.2.0, as imagens foram calibradas, e as montagens para os painéis obtidas usando a

ferramenta Stretch Image.

2.7.2 Coloragao Fite-Faraco

Para a observacdo do bacilo utilizou-se a coloracdo de Fite-Faraco. As laminas foram
incubadas a 60°C por 2 horas para escorrer a parafina, seguida por incubacao em terebentina
(Acrilex®, Batistini, SP, Brasil) por 15 min, e lavadas extensivamente em agua corrente, levemente
secas com papel filtro e entdo coradas com passos semelhantes do protocolo de Ziehl-Neelsen:
os cortes foram cobertos com corante fucsina fenicada (NewProv, Pinhais, PR, Brasil) por 20 min,
descoradas com solucdo alcool-acido a 1% e mergulhadas em solucdo de azul de metileno
(NewProv, Pinhais, PR, Brasil) para contra coloracdo, e lavadas em dgua corrente. Apds tempo
para secagem do excesso de agua, as laminas foram diafanizadas com passagens de 10 segundos
em dlcool absoluto, 30 segundos em xilol I, mantidas em xilol Il por pelo menos 30 segundos, e
montadas com Entellan® (Merck, Alemanha). A andlise foi realizada em microscopio ético LEICA®
DM-4000B (Leica Microsystems, Alemanha), com objetiva de 100x com 6leo de imersdo. Os
bacilos foram analisados quanto a sua morfologia, integros ou fragmentados, ao longo de todo o

corte, e 100 campos centrais foram escolhidos para contagem dos bacilos.
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2.8 Estudo Molecular

2.8.1 RNA

2.8.1.2 Extragdo de RNA total dos explantes

Os explantes direcionados para analise molecular foram retirados da cultura e

imediatamente transferidos para microtubo contendo 1 mL de TRIzol® Reagente (Invitrogen.

Cat.: 15596026) e levados para freezer -80°C, onde foram mantidos até o processamento.

Para a primeira etapa da extragdao, maceragao mecanica do explante de pele, foram

realizadas algumas tentativas diferentes para atingir a dissocia¢do total do tecido. Foram usamos

3 protocolos (Figura 7):

a)

b)

Tissuelyser: em um microtubo de 2 mL o fragmento foi colocado inteiro, ou em
pedacos menores feitos com o auxilio de uma lamina de bisturi, a este adicionou-se 1
bead metalica de 5mm e 1 mL de trizol. Os tubos foram colocados no aparelho
TissuelLyser (Qiagen) e realizados 3 ciclos de 50 hzt por 3 ou 4 min, entre os ciclos os
tubos foram deixados no gelo para resfriar a amostra;

FastPrep®: o fragmento foi picotado com lamina de bisturi e adicionado em tubo
FastPrep® com 1 mL de trizol. O tubo foi acondicionado no aparelho FastPrep® (MP
Biomedicals) e submetido a ciclagem de 6,5 m/s por 45 segundos;

Homogeneizador de tecidos Omni TH®: o fragmento foi dividido ao meio e cada
metade colocada em tubo de 4 mL com 1 mL de TRIzol®, usando o homogeneizador
de tecidos (Tissue Homogenizer Omni TH®) com a probe de 7 mm serrilhada, foram
realizados 3 ou 4 ciclos de 15 segundos na velocidade méaxima de rotagao, com o tubo

sempre imerso no gelo.
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Figura 7 - Equipamentos utilizados nos testes de dissociagdo mecanica dos explantes de pele.

Equipamentos utilizados nos testes de dissociagdo mecanica do explante de pele para extracao de acidos
nucléicos. (A) TissueLyser (Qiagen), (B) FastPrep® (MP Biomedicals) e (C) Omni homogeneizador de tecidos
(Omni TH®).

Apds os testes iniciais, o protocolo de dissociagdo mecanica com melhor eficiéncia na
maceracao dos explantes foi o (c), utilizando o aparelho Omni homogeneizador de tecidos (Omni
TH®), e seguiu como descrito abaixo.

Para o processamento da amostra e extracao de RNA, todo material utilizado foi lavado
com agua DEPC (Diethyl Pyrocarbonate, Sigma-Aldrich, cat.: D5758) ativa, seguida por dgua DEPC
inativa (inativagdo realizada por autoclavagem). A mesma probe foi usada para todo o material,
sendo que a cada fragmento macerado a probe foi limpa com alcool 70%, seguida de agua DEPC
ativa e por ultimo, agua DEPC inativa, e procurou-se macerar os grupos em dias diferentes para
evitar contaminacdo entre eles. Cada fragmento foi dividido em duas partes e cada parte
macerada em 1 mL de TRIzol® na velocidade maxima do homogeneizador (35.000 rpm), sendo o
tubo sempre mantido imerso no gelo para evitar aguecimento da amostra. Apds a maceragao o
tubo seguiu para a préxima etapa da extragdao de RNA, ou foi acondicionado em freezer -802C
até ser processado.

Na etapa seguinte cada microtubo contendo 1 mL de macerado recebeu 200 pL de
cloroférmio (J.T Baker. Cat.: 9180-02) gelado e foi misturado com intensa agitacdo manual por

15 segundos, seguido por centrifugacdo a 12000 rpm, a 4°C, por 15 min. Apés a centrifugacao a
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fase aquosa, parte superior, foi transferida para um novo microtubo (a fase organica, interface e
fenol-cloroférmio, foi reservada para extragdao de DNA) e a ele adicionado 500 pL de isopropanol
gelado. Em seguida o microtubo foi mantido em -80°C por aproximadamente 24h para
precipitagdo do RNA, apds isso as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 10 min,
o sobrenadante descartado, e o pellet resultante lavado com 1 mL de alcool 75% gelado, com
centrifugacdo a 7500 rpm, 4°C por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o microtubo
com a tampa aberta mantido em temperatura ambiente, por aproximadamente 15 minutos, para
o pellet de RNA secar, apds seco foi eluido em 15 plL de agua DEPC. O RNA extraido foi
acondicionado em freezer -80°C. Ao final, foram obtidos 2 tubos por amostra, cada um com

volume de 15 L, que apds eluicdo foram unidos dando origem a 1 tubo com 30 pL.

2.8.1.2 Quantificacao e avaliagao de integridade do RNA

Apds pelo menos um dia da extracdo o RNA foi quantificado em NanoVue® Plus (GE
Healthcare Life Sciences) usando 2 pL. Além da quantificacdo em ng/ulL foram obtidas também
as razbes 260/280, 230/280. Para definir quantidade total de RNA por fragmento, apds obter a
quantificagdo, dada em ng/ L, o valor foi multiplicado pelo volume total de cada amostra.

O gel de agarose, para avaliar a integridade do RNA, foi realizado para algumas amostras.
O gel foi confeccionado a 1,5%, utilizando 300 ng de cada RNA + 2 uL de xileno cianol + 1 uL de
gel red, a eletroforese aconteceu sob 70V, por lhora. E o resultado foi conferido em

transluminador de luz UV.

2.8.1.3 Tratamento com DNase e sintese de cDNA

O RNA foi tratado com enzima DNase para garantir que a amostra de RNA n3o estivesse
contaminada com DNA. Seguiu-se o protocolo da bula do kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega,
USA, cat.: M6101), para cada 1000ng de RNA 1 unidade de enzima foi utilizada, apds

homogeneizacdo da amostra com a enzima e o tampao por pipetagem, o tubo foi incubado por
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30 min a 37°C, apds esta incubacdo cada amostra recebeu 1 plL de solucdo stop, e foi incubado
novamente por 5 min a 65°C.

Apds tratamento com DNAse as amostras foram quantificadas novamente em Nanovue®,
e 500 ng do RNA foi utilizado para sintese de cDNA, seguindo orientagdes do kit GoScript™
Reverse Transcriptase System (Promega, USA, cat.: A5001), os 500 ng de RNA foram inicialmente
incubados com 1 pL de Random Primers, em um volume final de 5 uL, a temperatura de 70°C por
5min, a este foram adicionados 15 pL de mix contendo 4 pL de tampao [5x], 2,4 pL de MgCl,
[25mM], 1 pL de mix de nucleotideos [10mM], 0,5 pL de RNasin [40u/uL], 1 pL de Transcriptase
Reversa, e 6,1 uL de agua Nuclease-free, apds homogeneizacao por pipetagem o tubo foi
incubado a 25°C por 5min, 42°C por 1 hora e 70°C por 15min.

Todas etapas de incubacdo foram realizadas em termociclador T100 thermal cycler da

Bio-Rad (BioRad Laboratories, USA. Cat.: 1861096).

2.8.1.4 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de cDNA foram submetidas a PCR com primers especificos para a regido 16S
ribossomal (16S rRNA) e para proteina envolvida na fissdo binaria, ftsZ (Filamentous
temperature-sensitive mutant Z) do M. leprae, e para os alvos humanos 185 rRNA (18S
ribossomal) e TGF-B (fator de transformacdo do crescimento beta) (Life Technologies, Carlsbad

City, CA, USA), a sequéncia de cada primer é mostrada da Tabela 1:
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Tabela 1- Sequéncia de primers usados para amplificacdo de cDNA

Alvo Sequéncia ™ Referéncia
165 rRNA 5' TCGAACGGAAAGGTCTCTAAAAAATC 3 830C MAHANTY et al.,, 2016
5'CCTGCACCGCAAAAAGCTTTCC 3'
Fts7 5’GCCGAAATCGCTATCAACTC3 899C i
5" ACAGTGACCCGTACCTCGTC 3’
18S rRNA > GTAACCCGTTGAACCCCATT 3 83eC RHO et al., 2010
5' CCATCCAATCGGTAGTAGCG 3'
5' ACATCAACGCAGGGTTCACT 3'
TGF-B 5' GAAGTTGGCATGGTAGCCC 3' 882C NEGERA et al., 2018

5'GCTGGTTATCTCTCAG CTCCA 3'

As reagOes foram realizadas com Master Mix SYBR Green (GoTaq gPCR Master Mix,
Promega, USA, cat.: A6002), a amostra foi misturada com 12,5 uL de Master Mix [2x], 0,5 uL de
cada primer [10 uM ] e 6,5 pL de agua nuclease-free, as amostras de cDNA foram usadas na
diluigdo [1:5], sendo que para as reagdes com 16S rRNA foram usados 2,5 pL e para as demais
reacGes 5 L. As amostras foram avaliadas em triplicata e a concentracdo dos primers e da
amostra foram definidas apds testes.

A reacdo de PCR foi realizada no termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems
(BioRad, sistema CFX96™ Touch, EUA. Cat.: 184-5096) com os seguintes protocolos de ciclagem:

a) 16S rRNA - uma temperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 94°C
por 2 min, 60°C por 2 min e 72°C por 3 min, e um ultimo passo a 72°C por 10 min, ao
final a Ultima etapa foi a curva de melting, processada com incrementos de 0,5°C, de
55°Ca 95°C;

b) FtsZ - uma temperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 45 ciclos de 95°C por 5
seg, 64°C por 10seg e 72°C por 20seg, e ao final a Ultima etapa foi a curva de melting,
processada com incrementos de 0,5°C, de 50°C a 90°C;

c) 18S rRNA - uma temperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 38 ciclos de 95°C
por 15seg e 60°C por 1 min, ao final a Ultima etapa foi a curva de melting, processada

com incrementos de 0,5°C, de 65°C a 95°C;
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d) TGF-B - umatemperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 45 ciclos de 95°C por
5 seg e 60°C por 10 seg e 72°C por 20seg, ao final a ultima etapa foi a curva de
melting, processada com incrementos de 0,5°C, de 65°C a 95°C.

Em todas as reagdes foram usados os controles:

a) NT (no template) — tubo com todos reagentes da reacdo de PCR exceto amostra de
cDNA;

b) NRT (no reverse transcriptase) — tubo com todos os reagentes da reacdo de PCR e
amostra de RNA que na etapa de sintese de cDNA foi incubado com todos os
reagentes da sintese exceto a enzima transcriptase.

DNA extraido de M. leprae isolado de camundongo nude foi utilizado como controle
positivo para amplificacdo do 16S rRNA.

Apds o término da reacdo o arquivo gerado foi exportado para pen drive e analisado no
software do aparelho termociclador (Bio-Rad CFX Manager 2.1. 1022.05.23), o threshold ajustado
e os cycle threshold (cT) das amostras determinados, a amplificacdo foi considerada positiva

quando apresentava curva de amplificagdo com TM (temperatura de melting) igual ao controle.

2.8.1.4.1 Sequéncia dos Primers FtsZ

O par de primers para a regido génica ftsZ responsavel pela sinteses da proteina FtsZ
(Filamentous temperature-sensitive mutant Z) envolvida na fissdo binaria da micobacteria, foi

desenhado a partir de sequéncia referéncia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/909912)

usando o software Primer3 versdo 4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). As sequéncias obtidas

foram testadas e validadas in silico quanto especificidade pelas ferramentas do programa BLAST:
BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LO

C=blasthome) e Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome) do banco de dados do NCBI.
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In vitro os primers foram testados com reagentes e protocolo citados na se¢do anterior,
usando amostras de DNA e cDNA de suspensao de bacilos M. leprae, e DNA e cDNA de tecido
humano sem indculo, e a temperatura ideal de anelamento foi testada em PCR gradiente com

temperaturas de 502C a 65,2°C.

2.8.2DNA

2.8.2.1 Extragdao de DNA

Com a fase reservada da extracdo de RNA (fase interface e fenol-cloroféormio), a extracao
de DNA seguiu com a adicdo de 500 uL de tampado de extracdo (Tiocianato de Guanidina [4M] +
Citrato de Sddio [50mM] + TrisBase [1M]) e intensa agitacdo manual por 3 minutos, seguido por
centrifugacdo a 12000 rpm, por 30 minutos sem refrigeracdo. A parte superior, fase aquosa, foi
transferida para novo microtubo e a ela adicionado 400 uL de isopropanol, essa mistura foi
incubada em geladeira por aproximadamente 24h, seguido por centrifugacdo de 12000 rpm a
4°C por 15minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 500 pL de alcool 70%,
seguido de centrifugacdo a 12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. O alcool foi desprezado e o pellet
apos seco foi eluido com 15 pL de tampao TE pH 8,0 (Tris-HCI [1M] e EDTA [0.1M]). Ao final os
dois tubos de cada amostra foram unidos, dando origem a 1 tubo por amostra com volume total
de 30 pL. O material foi acondicionado em freezer -20°C.

Apds quantificagdes e testes para checar a qualidade do DNA, uma etapa de purificagdo
foi acrescentada.

As amostras foram descongeladas e receberam 1 mL de isopropanol, os tubos foram
acondicionados em freezer -202C por 4 dias, quando entdo foram centrifugados a 12000rpm, 42C
por 15min. O sobrenadante foi desprezado, 1 mL de alcool 70% foi adicionado e apds leve
homogeneizacdo manual o tubo foi centrifugado novamente a 12000rpm, 42C por 15min. O

sobrenadante foi descartado, o pellet seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 20 plL dgua
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para biologia molecular (Sigma Aldrich, cat.: W4502). As amostras foram acondicionadas em -

209C.

2.8.2.2 Quantificagao de DNA

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em 3 equipamentos diferentes:
NanoDrop® (Uniscience — ND1000V381), Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) e NanoVue® Plus
(GE Healthcare Life Sciences), os dois primeiros equipamentos utilizados no laboratério de
Hanseniase da FioCruz-RJ.

Nos equipamentos NanoDrop e NanoVue foram utilizados 2 pL de amostra diretamente
no sensor. Para o Qubit, 2 uL de amostra foram misturados com 198 pL do reagente especifico
do aparelho (199 pL tampao de diluicdo + 1 pL de reagente A). Os valores foram obtidos em

ng/ulL.

2.8.2.3 Rea¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a PCR com primers especificos para a regidao RLEP
(elemento de repeticdo) do bacilo, e para o gene humano GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate

Dehydrogenase) (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncia de primers usados para amplificacdo de DNA

Alvo Sequéncia ™ Referéncia

RLEP 5’ ATTTCTGCCGCTGGTATCGGT 3 ggeC AZEVEDO et al,, 2016

5 TGCGCTA-GAAGGTTGCCGTAT 3’

5’ TGCACCACCAACTGCTTAGC 3’
GAPDH 81eC VANDESOMPELE et al., 2002

5" GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3
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Todas as amostras de DNA, apds quantificagdo em NanoVue, foram diluidas para 7ng/uL,
e 5 pL foram misturados com 12,5 pL de Master Mix SYBR Green [2x] (GoTag gPCR Master Mix,
Promega, USA, cat.: A6002), 0,5 pL de cada primer [10 uM ] e 6,5 pL de agua nuclease-free. As
amostras foram avaliadas em triplicata, e a concentragao dos primers e da amostra foram
definidas apos testes.

As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection
Systems (BioRad, sistema CFX96° Touch, EUA. Cat.: 184-5096) com os seguintes protocolos de
ciclagem:

a) RLEP — uma temperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 952C por

30 seg e 62,52C por 30 seg e 72°C por 1 min, ao final a ultima etapa foi a curva de
melting, processada com incrementos de 0,5°C, de 60°C a 95°C;

b) GAPDH - uma temperatura inicial de 95°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 95°C por
5seg e 62°C por 10 seg, ao final a ultima etapa foi a curva de melting, processada com
incrementos de 0,5°C, de 55°C a 95°C.

Apds o término da reacdo o arquivo gerado foi exportado para pen-drive e analisado no

software do aparelho termociclador (Bio-Rad CFX Manager 2.1. 1022.05.23), o threshold ajustado
e os cT das amostras determinados, a amplificacdo foi considerada positiva quando apresentava

curva de amplificagdo com TM igual ao controle.

2.8.3 Analise das PCRs — Expressao génica e Viabilidade

A analise de viabilidade do M. leprae pelo 16S rRNA, foi realizada avaliando a detecgdo
ou ndo do amplicon, considerando positiva a amostra com Cr (do inglés threshold cycle, limiar do
ciclo) abaixo de 40.

O método de Livak e Schmittgen (2001) usando a férmula 22¢" foi usado para calcular a
viabilidade e expressao génica relativa. Inicialmente o ACT foi calculado subtraindo o valor de Ct

do gene alvo do valor de Cr do gene referéncia, e o valor de ACT obtido aplicado na férmula 24T,
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A expressdo génica relativa de TGF-B3, foi obtida usando o 18S rRNA como gene de
referéncia. E a viabilidade relativa foi baseada na relagdo entre cDNA/DNA, usando o gene
GAPDH (DNA) como referéncia para estimar a viabilidade relativa dos explantes pela expressao
do 18S rRNA (cDNA), e para viabilidade relativa bacilar o gene RLEP (DNA) usado como referéncia
para a expressao do 16S rRNA (cDNA).

2.9 Recuperac¢ao de bacilos do hOSEC

Apds os tempos de 28 e 60 dias em cultura no hOSEC os bacilos foram recuperados dos
explantes, em triplicatas de cada repeticdo. Todo o processo foi realizado com material estéril e
em fluxo l[aminar.

O fragmento foi retirado da placa de cultura e transferido para tubo de 4 mL contendo
1 mL de solugdo salina, e macerado usando o homogeneizador de tecido (Figura 7c), com
velocidade 4, e 3 ciclos de aproximadamente 15 segundos, mantendo o tubo sempre em gelo,
para evitar aguecimento da amostra. O macerado foi filtrado em cell strainer de 40 uM (Falcon®)
previamente umedecida com salina, o filtrado foi centrifugado a 12000rpm por 10min a 4°C,
entdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso com 200 uL de solugdo salina

e direcionado para inoculacdo.

2.10 Inoculagao in vivo

A suspensdo bacilar obtida dos explantes nos diferentes tempos, foi mantida em
microtubo lacrado com plastico parafilme e refrigerada, até no maximo 24h, até o momento da

inoculacdo.
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A inoculagdo foi feita nas patas traseiras de camundongos nude machos, com idade de
6 a 8 semanas. Dentro do fluxo laminar foi feita a imobilizagdo manual do animal, e com uma
seringa de insulina, 30 plL da suspencao bacilar foram inoculados no coxim de cada pata traseira,
as 2 patas do animal foram inoculadas, e a suspencao de cada fragmento foi dividida para 2, 3 ou
5 animais.

Os animais foram mantidos no biotério do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL — Bauru-
SP) por 5 meses, quando entdo foram eutanasiados para analise das patas inoculadas. Uma das
patas foi macerada para coloragdo de Ziehl-Neelsen e a outra dividida em duas partes, uma
processada para andlise histopatoldgica (coloracdo de HE e Fite-Faraco) e a outra transferida para
RNAlater mantida em -80°C para posterior extragdo de RNA/DNA e realizagdo de PCR, como

descrito para os fragmentos em cultura (Segdo 2.8).

Figura 8 - Caixa de camundongos nude dentro de fluxo laminar onde sdo manipulados assepticamente.
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2.11 Ensaio de aplicagao de indculos clinicos no modelo hOSEC

2.11.1 Individuos

Cinco pacientes (P) atendidos no ambulatério de Hanseniase do Hospital das Clinicas da
faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP foram selecionados para coleta de material para
inoculagao nos fragmentos.

Os individuos apresentavam quadro clinico compativel com polo lepromatoso da
hanseniase e/ou faléncia/resisténcia ao tratamento. Os exames laboratoriais, baciloscopias e

histopatoldgicos anteriores a coleta foram positivos.

2.11.2 Coleta de material

Foram coletadas bidpsias de pele ou raspado dérmico dos respectivos pacientes.

Um paciente (P1) teve coleta de raspado dérmico, que foi coletado de quatro sitios
(I6bulos das orelhas, cotovelo direito e joelho direito). O raspado dérmico foi realizado apds
incisdo com lamina de bisturi n215, feita sob isquemia, o interior da incisdo foi raspado com a
face ndo cortante da lamina e o material obtido transferido para microtubo contendo 1 mL de
solugdo salina (NaCl 0,9%) com 1% de antibidtico/antimicético (penicilina 100U/ml,
estreptomicina 100 mg/ml, Gibco® - Invitrogen Corporation - Grand Island, NY, USA). O tubo foi
mantido sob refrigeracao até o momento do processamento.

Dos demais pacientes (P2, P3, P4, P5) foram coletadas bidpsias de lesGes, sob anestesia
local, usando punch cirdrgico de 4mm, que foram realizadas em ambiente ambulatorial, por
dermatologistas do servico. Os fragmentos excisados foram colocados em microtubos secos e

mantidas sob refrigeracao até o momento do processamento.
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2.11.3 Processamento das amostras clinicas e inocula¢ao

O tubo com o raspado dérmico foi levado para o laboratério sob refrigeracao, e
centrifugado por 15 min a 12000rpm e 42C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet adicionado
100 pL de solucdo salina (NaCl 0,9%), 10 uL foi retirado para montagem de lamina de Ziehl-
Neelsen, e 25 uL da suspencao foi inoculado, por fragmento, com agulha e seringa de insulina.

O fragmento antes do processamento foi descontaminado com solugdo salina (NaCl 0,9%)
com 1% de antibidtico/antimicético, entdo picotado com tesoura e transferido para tubo de 4
mL contendo 1 mL de solugdo salina, onde foi macerado usando o homogeneizador de tecido
(Figura 7c), com velocidade 4, e 3 ciclos de aproximadamente 15 segundos, mantendo o tubo
sempre em gelo. O macerado foi filtrado em cell strainer de 40 uM (Falcon®) previamente
umedecida com salina, do filtrado 10 pL foi transferido para lamina para coloragdao de Ziehl-
Neelsen e o restante direcionado para inoculado nos explantes, logo apds a extragao.

Cada explante foi inoculado com 25 pL da suspensdo obtida na extracdo, usando a
microseringa, e acondicionados nas placas de cultura como descrito anteriormente para os
outros explantes do trabalho (Secdo 2.6).

Apds os tempos de cultivos, entre 15 e 30 dias, os explantes foram retirados das placas
de cultura e processados para as andlises histopatoldgica e molecular, e para extragdo dos bacilos

para inoculagdo in vivo, seguindo os mesmos protocolos descritos anteriormente.

2.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 5, usando teste nao-
paramétrico One-Way ANOVA seguida por Test Tukey, com intervalo de confianca de 95%, e os
valores de p significantes foram: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Para confecgdo dos graficos foi usado o GraphPad Prism 5, e Microsoft Excel 2016.
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2.12 Descarte de Residuos Biologicos

Todo o residuo gerado nos experimentos foi descartado de forma adequada conforme
Resolugdo RDC n° 306/2004 da ANVISA.

Os residuos, grupo Al (suspensdo bacilar), grupo A2 (residuos de tecidos de
experimentacdo com inoculacdo de M. leprae) e grupo A4 (sobras de fragmentos de tecido
humano, pele e tecido adiposo, saudaveis), primeiramente foram tratados com hipoclorito de
sédio (NaClO 2%) e acondicionados em frascos que foram descartados em saco branco, e

encaminhado para incineracao.
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Resultados

3.1 Modelo hOSEC: padronizacao e ajustes

A cultura de explante de pele anteriormente usada no laboratério do grupo de
Cicatrizagdo e Hanseniase (Frade, et al. 2015; Andrade, et al. 2015), necessitou de alguns ajustes
para padronizacdo no uso como modelo para o cultivo de M. leprae.

A principio, para a cultura em hOSEC, a pele obtida em cirurgia plastica era cortada em
fragmentos de aproximadamente 1cm? com tesoura cirdrgica, e apenas um fragmento era
colocado por grade e/ou por pogo. Apds testes preliminares concluiu-se que para o objetivo
deste trabalho, os fragmentos deveriam ser menores viabilizando as analises, e que cada andlise
(histologia, biologia molecular, inoculagao in vivo) deveria ser feita com um fragmento. Dessa
forma, estabeleceu-se que os fragmentos para a cultura do M. leprae deveriam ter o tamanho
de 0,8 cm de diametro que foram obtidos com punch cirdrgico de 0,8 cm, apresentando em
média o peso de 0,12g.

Além do uso do punch facilitar as analises, pelo tamanho padronizado, com fragmentos

menores, foi possivel cultivar 3 fragmentos por pogo na placa de cultura (Figura 9).

Exlantes de pele sobre grades metalicas em placa de cultura de 6 gos. A) Método anterlor,gtos
retangulares de aproximadamente 1 cm? obtidos com uso de tesoura cirurgica; (B) Método padronizado,
mais eficiente, com fragmentos circulares obtidos com punch cirurgico de 0,8 cm de diametro.
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Inicialmente, a inoculagdo de volume, da suspensao de bacilos ou salina, era realizada
com seringa de 1 mL e agulha de 13 x 0,45mm — 26 G1/2 (BD Plastipak, Brasil), porém observou-
se a dificuldade em fazer a inoculagao padronizada com volume exato de 30 uL em todos os
fragmentos, o que consequentemente altera a quantidade de bacilos inoculados. Diante disso foi
padronizado o uso de microseringa Hamilton® (Hamilton Company- US Reno, Nevada) de volume
fixo de 25 pL, com agulha adaptada de 13 x 0,45mm — 26 G1/2 (Figura 10), dessa forma os

volumes e concentragdes de bacilos inoculados nos fragmentos foram uniformizados.

Figura 10 - Imagem demonstrativa das seringas usadas para inoculacao

(A) Seringa de 1 mL e agulha de 13 x 0,45mm — 26 G1/2, usada nas primeiras tentativas de inoculacdo. (B)
Microseringa Hamilton® com agulha adaptada de 13 x 0,45mm — 26 G1/2, padronizada para a inoculac¢3o.

3.2 Caracterizacao da pele dos doadores

A pele utilizada nos experimentos discutidos neste trabalho, foi obtida de restos
cirdrgicos de reducdo de pele de abdémen (abdominoplastia) de 4 doadores.

Entre os doadores foram 3 individuos do sexo feminino, brancas, com idades que
variaram entre 41 a 56 anos: Pele 1 — 41 anos, Pele 2 - 56 anos e Pele 3 - 52 anos. A quarta pele

foi obtida de doador do sexo masculino, branco, de 25 anos (Pele 4).
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3.3 Analise dos explantes em cultura

A observac3o clinica, os explantes permaneceram com aparéncia saudavel durante todo
o periodo de cultura.

Do ponto de vista histoldgico, foi possivel notar a coloragdo por HE, que a pele em cultura
manteve sua estrutura natural até o 72 dia, muito similar ao inicio da cultura (DO) (Figura 11),
mantendo todas as camadas da epiderme (basal, espinosa, granulosa e cérnea) e sem alteracées
visiveis na juncdo dermo-epidérmica. Nos tempos subsequentes, de modo progressivo houve
diminui¢ao do niumero de camadas de queratindcitos, a epiderme se apresentou mais retificada
e aumento importante da espessura da camada cérnea, porém a juncao dermo-epidérmica e a
camada basal se mostraram regulares.

A derme papilar, formada por tecido conjuntivo frouxo, mostrou-se visivel e facilmente
notada até o 142 dia, a partir de 282 dia foi possivel percebé-la mais densa, com delimitagao
menos perceptivel, e as papilas dérmicas deixaram de ser acentuadas. Na derme reticular, no
geral, observou-se aumento da espessura das fibras coldgenas com diminuigdo dos espagos entre
elas no 282 e principalmente no 602 dia, sendo possivel notar células dispersas e estruturas de
glandulas, vasos, musculos, filetes nervosos, e foliculos pilosos, que foram observados ao longo
de toda a cultura.

Essas observacoes histoldgicas foram semelhantes em todos os explantes das 4 peles,
inoculados com MLV e com salina, sem alteracdo perceptivel a essa andlise entre os grupos.

Imagens representativas de duas peles diferentes (Pele 1 e Pele 3) e de explantes

inoculados com MVL e Salina, podem ser observadas nas Figura 12 e Figura 13, respectivamente.
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Figura 11 — Histomorfologia dos explantes ao longo do periodo de cultura

Cortes de explantes de pele (Pele 1) corados com hematoxilina e eosina. Nas colunas, da esquerda para
direita, estdo os tempos em cultura DO, D7, D14, D28 e D60. De cima para baixo sdo amplia¢cdes obtidas
em objetivas de 10x, 20x e 40x. As imagens foram obtidas no software Leica Aplication Suite (LAS) versdo
3.2.0, usando a ferramenta Stretch Image.
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Figura 12 A - Histomorfologia dos explantes de dois individuos distintos ao longo do periodo de cultura

hematoxilina e eosina. (A) Ampliacdo em objetiva de 10x, (B) Ampliacdo em objetiva de 40x (na préxima
pagina). Nas colunas, da esquerda para direita, estdo os tempos em cultura DO, D28 e D60. As imagens
foram obtidas no software Leica Aplication Suite (LAS) versdo 3.2.0, usando a ferramenta Stretch Image.
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Figura 12 B - Histomorfologia dos explantes de dois individuos distintos ao longo do periodo de cultura

(B)

Comparagdo representativa de cortes histolégicos da Pele 1 (acima) e Pele 3 (abaixo), corados com
hematoxilina e eosina. (A) Ampliacdo em objetiva de 10x (pagina anterior), (B) Ampliacdo em objetiva de
40x. Nas colunas, da esquerda para direita, estdo os tempos em cultura DO, D28 e D60. As imagens foram
obtidas no software Leica Aplication Suite (LAS) versdo 3.2.0, usando a ferramenta Stretch Image.
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Figura 13 A- Histomorfologia dos explantes inoculados com MLV e Salina ao longo do periodo de cultura
D7 D28 D60

Inoculacdo SA

(A)

Inoculacio MLV

Comparagdo representativa de cortes histolégicos da Pele 1, com indculo Salina (SA) (acima) e MLV
(abaixo), corados com hematoxilina e eosina. (A) Ampliacdo em objetiva de 10x, (B) Ampliagdo em
objetiva de 40x (na préxima pagina). Nas colunas, da esquerda para direita, estdo os tempos em cultura
D7, D28 e D60. As imagens foram obtidas no software Leica Aplication Suite (LAS) versdo 3.2.0, usando a
ferramenta Stretch Image.
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Figura 13 B- Histomorfologia dos explantes inoculados com MLV e Salina ao longo do periodo de cultura.

Inoculacdo SA

Inoculacio MLV

Comparagdo representativa de cortes histolégicos da Pele 1, com indculo Salina (SA) (acima) e MLV
(abaixo), corados com hematoxilina e eosina. (A) Ampliagdo em objetiva de 10x (pagina anterior), (B)
Ampliacdo em objetiva de 40x. Nas colunas, da esquerda para direita, estdo os tempos em cultura D7, D28

e D60. As imagens foram obtidas no software Leica Aplication Suite (LAS) versdo 3.2.0, usando a
ferramenta Stretch Image.
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3.4 Analise da suspensao bacilar para inoculagao

Todas as suspensdes bacilares utilizadas para a inoculagdo nos explantes apresentaram
86% ou 87% de viabilidade (Figura 14), e os testes de controle microbioldgicos, para a
identificagao de possiveis microrganismos na suspensdo obtida dos camundongos, realizada com
aliquota separada previamente a inoculagdo dos explantes, mostrou auséncia de contaminagées

em todas as suspensoOes utilizadas.

Figura 14 - Fotomicrografia do ensaio de Viabilidade de suspensdo bacilar.

Imagem de suspensdo de bacilos coradas com kit BacLight Bacterial Viability. Imagem obtida em
microscopio de fluorescéncia (LEICA® DMI-4000 B) (objetiva de 63x). Em verde bacilos vidveis, e em
vermelho bacilos inviaveis.

65



3.4 Andlise dos explantes inoculados

Pelo fato de algumas diferencas metodoldgicas entre os experimentos realizados com
pele feminina e o experimento com a pele masculina, os resultados foram mostrados
separadamente, primeiro para as peles femininas e depois para masculina.

Os dados dos explantes, D60 da Pele2 inoculados com MLV e Salina, e dos explantes D4,
D7 e D28 da Pele3 inoculados com Salina, ndo sdo apresentados nas analises devido a

contaminagdo durante a cultura ou por delineamento experimental.

3.4.3. Pele Feminina

3.4.3.1. Histologia — Fite-Faraco

Os explantes foram processados para analise histoldgica com coloragao especifica para
os bacilos (Fite-Faraco), e foi possivel observar bacilos bem corados tanto nas amostras
inoculadas com bacilos viaveis (MLV) como com bacilos invidveis por autoclavagem (MLI). A
principio esperava-se poder contar os bacilos e estimar porcentagem de bacilos integros (vivos)
e fragmentados (mortos) em cada corte e obter uma média para cada fragmento inoculado, e
estimar uma curva para nimero de bacilos e morfologia/viabilidade ao longo da cultura, porém

algumas observacGes foram feitas e nos levaram a discutir esse método de analise, a saber:

a) Os fragmentos com o indculo MLI apresentavam a grande maioria dos bacilos com
morfologia integra — o que nos leva a questionar a afirmac¢do de que bacilos integros
sdo vidveis e que os fragmentados sdo invidveis, frente a metodologia de

inviabilizacdo bacilar utilizada (autoclavagem);

66



b) Algumas laminas dos fragmentos DO apresentavam numero de bacilos muito inferior
ao esperado, além de uma discrepancia notavel entre as triplicatas e repeticdes de
todos os tempos de cultivo, fato que nos fez pensar sobre a representatividade do
corte realizado no fragmento para esta analise.

Diante desta discussdo, optamos por fazer de forma representativa a contagem de bacilos
em 100 campos escolhidos no corte de cada explante. O Grafico 1 mostra o nimero de bacilos
encontrados nos 100 campos analisados por explante, de cada tempo de cultura, nas 3 peles
femininas utilizadas. Pode-se notar a variacdo no numero de bacilos encontrados entre as
triplicatas do mesmo grupo, assim ndao houve diferenga estatistica entre eles, exceto para os
fragmentos de D28 da Pele 2, que apresentou diferenca estatistica em relagdo a todos os outros

grupos avaliados.

Gréfico 1 - Distribuicdo do nimero de bacilos por explante durante a cultura
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Numero total de bacilos em 100 campos analisados de cada explante em cada tempo de cultura e nas
distintas peles (3 peles de doadoras femininas). *p<0,05.
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Os bacilos foram identificados por todas as regiGes do corte, em menor nimero na
epiderme, localizados na camada de queratindcitos e algumas vezes na camada cérnea; e na
grande maioria na derme, drea de inoculacdo, desde a regido superficial até profunda chegando

até a base do explante (Figura 15).

Figura 15 — Bacilos nas diferentes regides do explante.
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Cortes histoldgicos de um explante com MVL, corado em Fite-Faraco, evidenciando bacilos na camada de
queratindcitos (cabeca de seta), e regides superficial e profunda da derme (seta). CC=Camada cérnea, DS=
Derme superficial, DP=Derme profunda. Aumento em objetiva de 100x.

Os bacilos observados nos cortes apresentaram variavel morfologia, além dos categoricos
bastonetes bem corados, muitas outras formas foram observadas, estruturas isoladas e menores,
aglomerados de formas menores e irregulares, bastonetes isolados com colorag¢do continua ou
com regides descontinuas de granulacdo, e formagdes maiores com muitas formas distintas

(Figura 15). As diversas formas encontradas em nossas amostras sdo formas muito semelhantes
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as descritas em 1886 por Adolpho Lutz em suas observacgGes realizadas em material de individuos
doentes, como descrito na obra “Sobre a morfologia do microrganismo da lepra” (Lutz A. 2004)

(Figura 17), e mais tarde por Paldrock A. (1923) e Souza-Araujo (1953) (Figura 16).
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Figura 16 — Diversidade na morfologia dos bacilos identificados nos explantes

Imagens de bacilos identificados nos cortes dos explantes com MVL, (continua préxima pagina)
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corados em Fite-Faraco, bacilos identificados em todas as diferentes peles, ao longo de todo o tempo de
cultura. (a) bastonetes classicos bem corados. (b) bastonetes com vacuolos, regiGes menos coradas. (c)
diplococos. (d) e (e) bacilos empilhados. (f) bastonetes com regides continua de granulagdo. (g) cocos
enfileirados. (h) estreptococos (i) bastonetes menores bem corados. (j) pontos de condensacdo. (k), (1),
(m) e (n) aglomerados com diversas formas. (o) e (p) formas menores e irregulares. (q) globia. Fotos
obtidas em aumento de objetiva de 1000x.

Figura 17 - Morfologia dos bacilos segundo Adolpho Lutz.
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llustracao retirada da obra “Sobre a morfologia do microrganismo da lepra”. Adolpho Lutz - Obra
Completa. Legenda de retirada da obra de origem: 1- Bastonetes com invélucro gelatinoso umido. 2-
Bastonetes com invélucro gelatinoso ressecado. 3, 4, 5- O mesmo conglomerado de bastonetes em
estado umido, meio ou totalmente ressecado. 6- Um conglomerado de bastonetes distinguiveis através
da coloragdo de Gram e descoloracdo com alcool nitrico, com um grupo de pequenas esferas semelhantes
a cocos. 7-Bastonetes que se podem distinguir com formas de ponto, cdélon, ‘i’, estreptococos e
Coccothrix. 8-Células de paredes espessas nao coradas, isoladas e em conjunto. 9, 10 e 11- Células grandes
gue podem ser coradas com o corante de contraste, vistas isoladamente e na extremidade de bastonetes

homogéneos ou descontinuos.
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Figura 18 — Formas bacilares descritas por Paldrock e Souza-Araujo

B Souza Araujo: Morfologia do bacilo da lepra 393
Coadensation | Bourgeons Divisiod
de 'Um;g:w{m' Wis a0 torps Ombelles,  DOurBeoms des Foraes
ciromanoe. I bacillaire. stparés, Bourgeons. ragifiees.
' MEIROWSKI, 1914 T e

20 T B 2 B

/1) de T v by

fvolution du bacille de la lépre.

Estampa 1 — Bacilo de Hansen. Filg. 26 do Rapport da III Conférence Internationale
de la Lépre, 1923.

Imagem retirada da publicacdo “Morfologia do Mycobacterium leprae hominis e do M. leprae muris.
Estudo baseado na microscopia electronica e de contraste de fases. llustracdo feita por A. Paldrock (Souza-
Araujo, 1953).
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3.4.3.2 Analise molecular

3.4.3.2.1 Extracao e Quantificagao de acidos nucléicos

Para a extracdo do RNA/DNA total do fragmento foram testados 3 protocolos de

maceragao, com os seguintes resultados:

a) Tissuelyser: nas duas formas que foram testadas, fragmento inteiro e fragmento
picotado, ap6s varios ciclos de agitacdo em frequéncia maxima com a bead metalica,
nao houve a dissociagdo completa do tecido, além de gerar um aquecimento
consideravel na amostra;

b) FastPrep®. os fragmentos submetidos a este protocolo foram parcialmente
dissociados restando pedacos da pele ao final do ciclo;

c¢) Homogeneizador de tecidos, Omni TH®: a dissociacdo do fragmento foi satisfatoéria
nesse protocolo quando processado com a probe de 7mm, em rotacdo maxima, sendo
gue a divisdo do fragmento em duas partes e cada metade processada em 1mL de
reagente trizol foi mais eficiente.

Como entendemos que para obter analise mais fidedigna dos fragmentos a dissociacdo

por completo do fragmento seria necessaria, o protocolo usando o homogeneizador de tecidos

(Tissue Homogenizer Omni TH®) foi selecionado para o processamento das amostras.

A) RNA

Ao final da extracdo as amostras foram quantificadas em Nanovue®, e mais de 88% das

amostras de RNA entre MLV, MLI e Salina, apresentaram a razdo 260/280 acima de 1,7 (indicativo
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de pureza, valores mais préximos de 2,0 indica maior pureza), sendo que a maioria foi 1,8

(Tabela3), todas as amostras foram usadas nas etapas seguintes.

Tabela 3 - Razdo entre as absorbancias 260/280 das amostras de RNA

Razdo % % % Total de
260/280 Explante  Explante Expl.ante explantes
MLV MLI Salina (%)
o 0 0 3 3(2,2)
L 0 1 4 5(3,7)
= 3 1 4 8(5,9)
L7 18 9 11 38(27,9)
18 28 29 17 74 (54,4)
L 6 2 0 8(5,9)
Total 55 42 39 136 (100)

Raz&o das absorbancias 260/280, indicativo de pureza, valores mais préoximos de 2,0 indica maior pureza.
Amostras de RNA extraido dos explantes das peles femininas, obtida na quantificagcdo pelo equipamento
NanoVue®.

O gel de agarose para checar a qualidade/integridade do RNA foi realizado com algumas
amostras, e pode ser observado na Figura 19. Todas as amostras avaliadas apresentaram as

bandas referentes ao 18S e 28S RNA ribosomal humano, indicando integridade do RNA extraido.

Figura 19 - Fotodocumentagao de gel de agarose para avaliacdo da integridade do RNA

Gel de agarose a 1,5%, com amostras de RNA extraido dos explantes de pele em tempos variados de
cultura, setas mostrando as bandas 18S e 28S (RNA ribossomal humano).
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Na Figura 20, pode-se observar a comparacdo das quantidades totais em nanogramas (ng)
de RNA extraido dos explantes durante o periodo de cultura e entre as diferentes peles usadas.

A quantidade de RNA total diminuiu ao longo do tempo, de forma semelhante nos 3
grupos (MLV, MLI e salina), assim como nas peles diferentes. Embora o grupo Salina tenha
apresentado quantidades um pouco acima dos outros dois grupos (MLl e MLV) (Figura 18), ndo
houve diferencas estatisticas entre esses grupos quando avaliados dentro do mesmo tempo de
cultura, as diferencas foram significativas apenas entre os tempos de forma semelhante para os
grupos de inoculagdo, mostrando que os indculos ndo influenciaram a quantidade total de RNA

nos explantes, e apenas o tempo de cultura influenciou nesse dado.

Figura 20 - Quantificagcdao de RNA total por grupo de tratamento em cada pele.
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Média de RNA total (n=3 explantes) em nanogramas (ng) extraido dos explantes da Pele 1, Pele 2 e Pele
3, por grupo de tratamento (Salina, MLI e MLV) ao longo dos dias de cultura (Dias 0, 4, 7, 14, 28 e 60).
Quantificacdo obtida pelo equipamento Nanovue®. Dados dos explantes D60 dos grupos MLV e Salina da
Pele 2 ausentes (retirados do grupo devido contaminagao), e do D4 e D7 dos grupos MLI e salina da Pele
3 ausentes (delineamento experimental).
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Entre os tempos de cultivo os resultados foram semelhantes para as 3 peles, entre DO, D4
e D7 ndo houve diferenca estatistica, porém a partir de 14 dias, e progressivamente até 60 dias,
a reducdo de RNA comeca a ficar estatisticamente diferente dos tempos iniciais tanto para o

grupo MLV quanto para salina (Grafico 2).

Gréfico 2 - RNA total dos grupos MLV e Salina
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RNA total em nanogramas (ng) extraido de explantes do grupo MLV e do grupo Salina, ao longo dos dias
de cultura. *p< 0,05. ***p<0,001.

A avaliagdo da quantidade total de RNA dos explantes independente dos indculos, mostra
gue ndo ha diferenca entre a Pele 2 e 3 em nenhum dos pontos de analise, entreaPele 1 e 2 a
diferencga estatisticamente significativa foi nos tempos DO, D4, D7 e D28, e ente a Pele 1 e 3 houve

diferenca em DO, D7, D14 e D28 (Grafico 3).
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Gréfico 3 - Quantificacdo de RNA total das 3 peles

55000
50000
45000

H Pelel
40000

M )
[
mM * %
35000 H Pele2
M

30000

25000 M Pele3
20000

W Média
15000
10000
5000
0

DO D4 D7 D14 D28 D60

Dias em cultura

ng de RNA

Média de RNA total (n= explantes dos 3 grupos, MLV + MLI + salina) em nanogramas (ng), extraido dos
explantes das 3 peles, ao longo dos dias de cultura (DO, D4, D7, D14, D28 e D60) e a respectiva média das
peles. Quantificacdo obtida pelo equipamento Nanovue®. *p< 0,05. **p<0,01. ***p<0,001. As letras (a,
b, c) representam as diferencgas estatisticas entre as medias.

B) DNA

O DNA extraido foi quantificado, em NanoDrop® e, baseando-se nos valores obtidos, as
amostras foram diluidas a 20ng/uL, e submetidas a uma PCR em termociclador Applied
Biosystems ViiA 7 system (laboratério de Hanseniase da FioCruz-RJ), com primers para o gene
enddgeno 18S rRNA. Notamos uma grande incoeréncia dos Crs resultantes (de 21,2 a 39,8)
(Figura 21), entdo optamos por realizar uma nova quantificacdo no equipamento Qubit®, que
avalia diretamente a quantidade de moléculas de DNA por marcacao fluorescente especifica, a
fim de verificar se contaminantes quimicos poderiam estar interferindo na quantificacdo pelo
método de absorbéncia realizada pelo NanoDrop®, e esta nova quantificacdo revelou valores
totalmente diferentes e sem nenhuma relacdo com os valores obtidos na primeira afericao

(Tabela 4).
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Uma nova PCR foi realizada com dilui¢do das amostras a 5ng/ulL, baseando-se nos valores
de quantificacdo do Qubit®. E mais uma vez os Crs resultantes foram incoerentes (de 17,4 a 35,5)

(Figura 22).

Figura 21 - Curva de amplificagdo — Amostras quantificadas em NanoDrop®
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Curva de amplificagdo de PCR em tempo real usando primers para gene enddgeno (18S rRNA), realizada
com amostras de DNA quantificadas em NanoDrop® e diluidas a 20ng/uL. Crs obtidos de 21,2 a 39,8 em
Termociclador Applied Biosystems ViiA 7 system.

Figura 22 - Curva de amplificagdo — Amostras quantificadas em Qubit®.
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Gréfico de amplificacdo de PCR em tempo Real usando primers para gene enddgeno (18S rRNA), realizada

com amostras de DNA quantificadas em Qubit® e diluidas a 5ng/uL. Crs obtidos de 17,4 a 35,5 em
Termociclador Applied Biosystems ViiA 7 system.
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Diante destes resultados pensou-se que as amostras poderiam conter contaminantes
guimicos que estariam interferindo tanto na quantificagao total do DNA, quanto na PCR. Assim,
as amostras de DNA foram submetidas a uma nova etapa de precipitacdo na tentativa de purifica-
las dos possiveis contaminantes quimicos, e entdao submetidas novamente a quantificagao em
NanoVue®, que apresentou valores diferentes dos encontrados nas quantificagdes anteriores.
Baseando-se nesses ultimos valores obtidos, e partindo da menor concentracdo encontrada,
todas as amostras foram diluidas a 7ng/uL, e submetidas a PCR com o gene endégeno GAPDH
em termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems, que entdo mostrou C:s coerentes
(de 19,4 a 21,6) (Figura 23).

Os dados das diferentes quantificagdes e os Crs obtidos nas PCRs de algumas das amostras

testadas antes e apds a purificacdo podem ser comparados na Tabela 4.

Figura 23 - Curva de amplificacdo de gene endégeno com amostras purificacdo.
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Curva de amplificacdo de PCR em tempo real usando primers para gene endégeno (GAPDH), realizada
com amostras de DNA apods etapa de purificagdo, quantificadas em NanoVue® e diluidas a 7ng/uL. Crs
obtidos de 19,4 a 21,6. PCR realizada em termociclador BioRad (CFX96TM Real-Time PCR Detection
Systems).
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Tabela 4 — Quantificacdo de DNA e Crs com protocolos diferentes

NanoDrop® Qubit® NanoVue® Cr antes da purificagao CT. ?péi
Amostra [ng/uL] [ng/ul] [ng/ul] Quantificagio Quantificagao purlflcag:a;

NanoDrop Qubit® NanoVue
1 119,1 5,5 20,5 33 20 21
2 140,4 2,9 8,8 ND ND 20
3 141,3 4,6 92,0 34 ND 21
4 220,1 10,5 261,5 37 19 20
5 234,1 14,5 151,0 ND 28 20
6 246,3 8,8 202,5 ND 20 21
7 268,8 9,0 162,0 26 21 21
8 280,1 16,9 210,0 33 22 20
9 321,3 22,6 297,5 ND 34 20
10 398,6 17,8 749,5 36 25 21
11 400,4 15,9 47,5 23 23 20
12 408,3 18,1 883,0 27 20 21
13 435,5 9,0 139,0 30 ND 20
14 447,1 17,2 282,5 21 20 22
15 1659,3 23,7 711,5 29 ND 21
16 1896,3 27,0 842,0 ND ND 21

Quantificacdo de DNA [ng/uL] em NanoDrop® e em Qubit®, e Crs obtidos em PCR baseada nas
quantificagbes, antes da purificacdo. E quantificacdo em NanoVue® e Crs das mesmas amostras apds
purificagdo. ND=N3do Detectada.

A quantificagdo realizada apds a purificagao foi considerada a mais correta, e entao foi
usada para avaliar a quantidade total de DNA por fragmento ao longo da cultura. Os valores de
ng total de DNA, apesar dos desvios entre as triplicatas de cada grupo (Pele e Dia), mostram uma

tendéncia em diminui¢do de DNA ao longo da cultura (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Quantificacdo de DNA total das 3 peles
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Média de DNA total (n= 3 explantes do grupo MLV) em nanogramas (ng) extraido de explantes das 3 peles,
ao longo dos dias de cultura (DO, D4, D7, D14, D28 e D60), comparagao entre as 3 peles usadas e a
respectiva média por tempo. Quantificacdo obtida pelo equipamento Nanovue®.

3.4.3.2.2. Viabilidade e expressao génica da Pele e dos bacilos

O gene 18S rRNA foi usado como gene enddgeno, alvo para avaliar a taxa de expressao
génica da pele ao longo do tempo de cultura. Os Crs obtidos na RT-PCR realizada com cDNA
sintetizado a partir de 500 ng de RNA de cada explantes, quando analisados juntos, sem
considerar peles e inoculacdes diferentes, mostram variacdao semelhante ao longo dos tempos,

com diferenca estatistica encontrada entre DO e D7, onde DO apresentou Crs maiores (Grafico 5).
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Gréfico 5 - Threshold Cycle (Ct) de RT-PCR 18S rRNA de todos explantes
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Dias em cultura

Cr de cada explante obtido na RT-PCR para o alvo 18S rRNA, realizada com cDNA sintetizado a partir de
500ng de RNA. Todas amostras (3 Peles, MLV e Salina) foram plotadas no grafico e mostram a expressao
génica do 18S rRNA na pele ao longo do tempo de cultura. *p<0.05.

Quando o gene enddgeno foi analisado entre os grupos de inoculacdo (com ou sem
bacilos), os explantes com salina entre as 3 peles apresentaram maior dispersdo dos Crs, que
variaram de 9,2 e 15,2, e o Cr médio das 3 peles foi de 10,6 e 13,6, com os maiores Crs em D14,
D28 e D60 (Grafico 6), porém ndo houve diferenga estatistica para nenhum dos tempos, assim

como quando os valores foram separados por pele (Figura 24).
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Gréfico 6 - Threshold Cycle (Ct) de RT-PCR 18S rRNA - Grupo Salina
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Dias em cultura

Cr médio (n=3) da RT-PCR para o alvo 18S rRNA de cada pele do grupo inoculado com salina, em cada
tempo de cultura. Dado de D60 da Pele2 e D4, D7 e D28 da Pele 3, ausente.

Figura 24 - Threshold Cycle (Ct) de RT-PCR 18S rRNA grupo Salina por pele
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Dias em cultura Dias em cultura Dias em cultura

Crs da RT-PCR para 18S rRNA de cada explante ao longo do tempo de cultura distribuido por pele.
Explantes inoculados com salina. Dado de D60 da Pele2 e D4, D7 e D28 da Pele 3, ausente.

O grupo MLV apresentou maior homogeneidade entre os Crs (exceto pelos explantes de

DO e de D60), entre D4 e D28 os Crs variaram de 9,4 e 12,2, e o Cr médio das 3 peles foi de 10,1
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e 16,3, os menores Crs médios foram obtidos em D4, D7 e D14 (10,1, 10,2 e 10,5,
respectivamente), e quando comparadas todos os explantes das 3 peles juntas as diferencas
estatisticas encontradas (*p<0,05) foram em DO comparado com D4, D7 e D14, e D60 comparado
com D4 e D7 (Grafico 7). Quando analisados separados por pele, os Crs apresentaram diferenca
estatistica na pele 2, DO comparada com os demais tempos, e na pele 3, qguando comparado D4

com D28 (Figura 25).

Gréfico 7 - Threshold Cycle (Cr) de RT-PCR 18S rRNA — Grupo MLV
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Cr médio (n=3 explantes por pele) da RT-PCR para o alvo 18S rRNA de cada pele do grupo inoculado com
MLV, em cada tempo de cultura. Diferenca estatistica entre as médias. Dado de D60 da Pele2 ausente.
*

p<0,05.
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Figura 25 - Threshold Cycle (Cr) de RT-PCR 18S rRNA Grupo MLV por pele
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Crs da RT-PCR para 18S rRNA de cada explante distribuido por pele. Explantes inoculados com MLV. Dados
da Pele2 D60 ausentes. *p<0,05.

O Grafico 8 mostra os Crs médios dos grupos de inoculagdo (MLV e Salina) separados por

pele e suas médias ao longo dos dias de cultura. Os bacilos inoculados ndo causaram diferenca

estatisticamente significante na expressado génica do 18S rRNA ao longo da cultura.

Gréfico 8 - Threshold Cycle (Cr) de RT-PCR 18S rRNA — Grupo MLV e Salina em cada pele
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Cr médio da RT-PCR para o alvo 18S rRNA de cada grupo de inoculagdo, MLV e Salina (SA), separado por
pele, e média de cada grupo ao longo dos dias de cultura. Dado de D60 da Pele2 e D4, D7 e D28 SA da

Pele 3, ausentes.
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Para avaliar a quantidade e qualidade das moléculas de DNA do genoma humano ao longo
da cultura, uma PCR para o alvo GAPDH foi realizada com as amostras de DNA extraido dos
explantes MLV, apds a purificacdo. O gene foi amplificado em todas as amostras, e os Crs obtidos
ficaram entre 19,5 e 21,6, e a variacdo se manteve semelhante dentro de cada tempo, sem

diferenca estatistica entre os tempos de cultura (Grafico 9).

Gréfico 9 - Threshold Cycle (Cr) da PCR para GAPDH
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Dias em cultura

Cr obtido pela PCR para o alvo GAPDH de cada explante inoculado com MLV, PCR realizada em amostras
de DNA, apods purificacdo, quantificagdo em NanoVue® e diluidas a 7ng/uL. Dado de D60 da Pele2
ausentes.

Quando os Crs foram analisados separados por pele, apenas os explantes da pele 3
apresentaram diferencga estatistica ao longo do tempo de cultura, quando comparado DO com
D4, D28 e D60, D4 com D7, e D7 com D28 (Figura 26). E entre as peles as médias ndo tiveram

diferenga significativa (Grafico 10).
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Figura 26 - Threshold Cycle (Ct) da PCR para GAPDH separado por pele
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Dias em cultura Dias em cultura Dias em cultura
Crs da PCR para alvo GAPDH de cada explante separado por pele. PCR realizada em amostras de DNA,

apos purificacdo, quantificacdo em NanoVue® e diluidas a 7ng/pL. Explantes inoculados com MLV.
Dados da Pele2 D60 ausentes. *p<0,05, **p<0,01.

Graéfico 10 - Threshold Cycle da PCR para o alvo GAPDH, média de cada pele
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Crs médio (n=3) da PCR para o alvo GAPDH de cada pele. PCR realizada em amostras de DNA, apds

purificacdo, quantificagdo em NanoVue® e diluidas a 7ng/uL. Explantes inoculados com MLV. Dados
Pele2 D60 ausentes
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O gene GAPDH foi usado como referéncia para estimar a viabilidade dos explantes ao
longo do tempo pela expressdo génica de 18S rRNA, usando a férmula 24¢7, onde o ACT foi
calculado subtraindo os valor de Cr de 18S rRNA do valor de Ct de GAPDH, e o valor de ACT obtido
aplicado na férmula 24T,

A diferenca estatistica significante foi encontrada ente D7 e D28, quando os valores foram
analisados pelas médias das peles juntas, para as demais comparac¢des ndo houve diferenca
estatisticamente significante, e no geral as menores viabilidades, sdo do inicio (D0O) e fim de
cultura (D60). Em DO provavelmente pelo tempo que a pele ficou em processamento no fluxo
laminar (Pelel = 56h, Pele 2 = 30h, Pele 3 = 32h), até ser transferida para estufa em condicGes
ideais de cultura (Meio de cultura, 372C, 5% CO3;). Os valores de viabilidade relativa (18S

rRNA/GAPDH) estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Viabilidade relativa da pele MLV (cDNA/DNA)
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Viabilidade relativa da pele. Calculada usando a férmula 227, onde o ACT foi calculado subtraindo os valor
de Cr de 18S rRNA do valor de Cr de GAPDH, e o valor de ACT obtido aplicado na férmula 227, e dividido
por 10 para padronizacdo dos nimero. Os dados sdo mostrados por pele, inoculadas com MLV. Dados de
D60 da Pele 2 ausente. *p<0,05.
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B) Bacilos

Em relagdo a viabilidade dos bacilos nos explantes, a RT-PCR para o alvo 16S rRNA do M.
leprae foi testada, e a especificidade confirmada usando cDNA sintetizado a partir de RNA
extraido dos explantes com indculo de bacilos autoclavados, e essas amostras ndo apresentaram
amplificacdo.

Para a condicdo de explante com indculo de bacilos vidveis, de DO a D60, nas 3 peles
diferentes, apenas 1 dos 3 explante de DO da pele 1 apresentou Cr acima de 40 (considerado ndo
detectdvel), todos os outros (53) foram amplificados com Crs de 27,7 a 39,7 (Tabela 5), com TM
de 839C, confirmando a especificidade do amplicon. Cinco amostras das 53 tiveram Cr acima de

35, sendo elas 3 do grupo DO e 2 do grupo D60.

Tabela 5 - Threshold Cycle (Ct) para o alvo 16S rRNA — Viabilidade do bacilo

Pelel Pele2 Pele3
28,05 34,73 30,29

DO 37,32 38,30 33,51
ND 35,34 34,95

28,66 32,66 28,74

D4 28,45 31,70 29,84

27,70 31,08 28,01
29,21 30,75 33,35
D7 29,77 30,27 33,19
29,70 33,21 29,43
29,71 29,80 29,80
D14 29,01 29,19 28,92
30,00 30,54 28,79
31,03 30,65 28,37
D28 31,27 32,37 31,61
31,43 33,82 33,70

31,30 NR 29,81
D60 37,17 NR 30,22
39,71 NR 32,90

Crs obtidos na RT-PCR realizada com cDNA sintetizado a partir de 500 ng de RNA extraido dos explantes
inoculados com bacilos (MLV). NR = explante ndo processado, ND = Alvo ndo detectado. Em negrito o
menor e maior Cr em cada pele.
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Quando considerado o Cr médio dos explantes (3 peles juntas), sem normalizacdo com
gene referéncia, as diferencas estatisticas encontradas foram entre DO comparada com D4 e D14,
e D14 comparado com D60, sendo que D4 e D14 mostraram os menores Crs indicando maior

guantidade de RNA do alvo (Gréfico 11).

Gréfico 11 - Threshold Cycle de RT-PCR para o alvo 16S rRNA
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Cr médio da RT-PCR para 16S rRNA realizada com cDNA sintetizado a partir de 500 ng de RNA extraidos
dos explantes inoculados com MLV. e C; médio de 3 explantes por tempo e pele. * Cr médio das 3 peles.
Linha pontilhada linha de tendéncia da média. Dados de D60 da pele 2 ausentes. *p<0,05. **p<0,01.

Quando consideradas as amostras separadas por pele, a diferenca estatistica encontrada
para a Pele 1 foi entre as amostras D4 e D60, para Pele 2 entre as amostras D4, D7, D14 quando
comparadas com DO, e para a Pele 3 ndo houve diferenca entre os tempos (Figura 28). No geral
os maiores Crs, indicando menor niumero de molécula alvo, foram observados no tempo DO e

D60.
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Figura 28 - Threshold Cycle de RT-PCR para o alvo 16S rRNA separado por pele
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Crs da RT-PCR para 16S rRNA de cada explante distribuido por pele. Explantes inoculados com MLV. Dados
de D60 da pele 2 ausentes. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

De acordo com a analise do Cr, desconsiderando a normalizagdao com gene enddégeno da
pele, as amostras nos tempos DO e D60 apresentaram maiores Crs (indicativo de menor
quantidade de sequéncia alvo), e as amostras entre D4 e D28 apresentaram menores Crs.

Com intensdo de quantificar e estimar a viabilidade bacilar, uma PCR com primers para o
gene RLEP foi realizada e a taxa de viabilidade estimada pela férmula 24T,

A média dos Crs obtidos das 3 peles mostram diferenca estatistica quando comparado DO
com D14, D28 e D60, e D7 com D14 e D60, sendo que os Crs diminuem ao longo do tempo,

indicando aumento da sequéncia alvo disponivel (Grafico 12).
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Gréfico 12 - Threshold Cycle (C7) PCR para RELP
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7ng/uL. Explantes inoculados com MLV. e Cr médio de 3 explantes por tempo e pele. > Cr médio das 3
peles. Linha pontilhada linha de tendéncia da média. Dados de D60 da pele 2 ausentes. *p<0,05.

Quando os Crs sdo analisados separados por pele, a Unica diferenca estatisticamente

significante foi encontrada na pele 3 entre DO e D60 (Figura 29)

Figura 29 - Threshold Cycle (Ct) da PCR para o alvo RLEP separado por pele
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Crs obtidos na PCR para RLEP de cada explante distribuido por pele. Explantes inoculados com MLV. Dados
de D60 da pele 2 ausentes. * p<0,05.
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Utilizando o gene RLEP como gene referéncia, a viabilidade relativa do M. leprae foi
estimada em cada explante pelo gene 16S rRNA usando a férmula 22", onde o ACT foi calculado
subtraindo os valor de Cr de 16S rRNA do valor de Cr de RLEP, e o valor de ACT obtido aplicado
na férmula 24T,

O Figura 30, mostra a viabilidade em cada tempo de cultura com diferenca significativa
apenas entre D7 e D60. Quando os explantes foram separados por pele a andlise estatistica ndo
mostrou diferenca significativa.

No geral a viabilidade relativa para o M. leprae parece se manter até o 282 dia, reduzindo

no final do tempo de cultura (D60).
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Figura 30 - Viabilidade relativa do M. leprae (16S rRNA/RLEP)

Pelel Pele 2
1.4 147
— -
QN 1.2 2, 127
‘gf 1.0 5 107
= | © -
g 0.8 E 0.8
_ o 0.6
_§ 0.6 _g
T 0.41 B 0.4
a o
8 0.2 £ 0.2+
> >
0.0 o.o—w—.—
Q \"3 4} g D Q Q \3 4 0 D Q
S QPP Q Q S P I
Dias em cultura Dias em cultura
Pele 3
Pele 1 + Pele 2+ Pele 3
1.4 1.4
[l i
%N 12_ © 12
>
o 107 = 107
= K]
- ful
o 0.89 )
2 :
o 0.6 o
T —_
3 1 >
S 0.2
>
0.0 i T
S P QPP L
Dias em cultura Dias em cultura

Viabilidade relativa do bacilo no explante inoculado com MLV, ao longo do tempo separados por pele.

Valores de viabilidade obtidos pela férmula 22¢T, usando DNA-RLEP como gene referéncia. Dados de D60
da Pele 2 ausentes. *p<0.05.

A fim de identificar divisdao celular dos bacilos nos explantes, foi desenhado um par de
primers para a regiao génica da proteina FtsZ, envolvida na fissdo binaria da micobactéria.
Os primers FtsZ, desenhados no programa Primer3, foram testados em amostras de DNA

e cDNA de M. leprae, e DNA e cDNA de pele humana, em diferentes temperaturas de annealing
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(TA). Em todas TA testadas nenhuma amostra humana foi amplificada, mostrando especificidade
dos primers, a amostra de cDNA obtida de suspensao de M. leprae usada nos primeiros testes
também ndo mostrou amplificacdo, a Unica amostra amplificada foi de DNA de M. leprae. Nos
testes com DNA a melhor TA para a reacdo foi considerada a de 649C, como demostrada na
Tabela 6.

Apds os testes iniciais a RT-PCR com os primers FtsZ foi realizada para os explantes
inoculados com MLV, e ndo houve nenhuma amplificacdo detectavel em sinal de expressao deste

gene.

Tabela 6 - Teste de temperatura de annealing para primers FtsZ

TA 65,2¢ 64,02 62,62 57,82 53,9¢ 51,3¢ 50,02
Amostra &G ™ G ™ &G ™ G ™M &G ™ G ™M G TM

DNA-ML 342 89 295 89 300 89 32,7 89 344 89 352 89 346 89

DNA-P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

¢cDNA-P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
PCR realizada para teste dos primers FtsZ. TA = Temperatura de annealing, Cr = (Threshold Cycle), TM =
Temperatura de Melting. Amostras: DNA-ML = DNA extraido de suspensdo de M. leprae, DNA-P = DNA

extraido de pele humana sem bacilo, cDNA-P = cDNA sintetizado a partir de amostra de RNA extraido de
pele humana sem bacilo. Em negrito a melhor TA e melhor Cr encontrado.

C) Modulacdo da resposta imune

Na tentativa de se observar alguma influéncia na expressdo génica de moléculas do
sistema imune nos explantes, foi realizada RT-PCR com primers para TGF-B. O Cr médio
encontrado para cada tempo de cultura em cada grupo MLV e Salina sdo mostrados no Grafico
13 e Figura 31, e os valores de expressdo relativa calculados pela formula 24T usando o 18S rRNA

como gene referéncia, sdo mostrados para cada pele e grupo na Figura 32.
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Tanto pela analise do Cr médio (Grafico 13) como pela expressao relativa (Figura 31),
observa-se que em DO ha uma baixa amplificagao do alvo, tendo alguns explantes do grupo MLV
(4 de 9) com amplificacdo ndo detectavel (Crs acima de 40, considerado como amplificagcdo nao
detectavel, foram retirados da analise).

Pela analise dos Crs observa-se que em D4 ocorre a diminuicdo dos valores tanto para
MLV gquanto para Salina, indicando maior expressdo deste gene, expressdo que nos tempos

seguintes diminui, porém sempre em uma taxa acima do DO.

Grafico 13 - Threshold Cycle médio de TGF-3

421 o
I Jkk 1
40 =
9
S 387 b
° n T
@ e T
S oy Rt -
= i ; /
" 5929,
2 i . /
Rt 55
e i V)
30 T T T I T T
O X A X &> O
U VA P G
L | | |
' MLV H Salina '

Cr médio da RT-PCR para TGF- realizada com as amostras de cDNA sintetizadas a partir de 500 ng de
RNA extraidos de cada explante. Ao longo do tempo de cultura nos dois grupos, MLV e Salina. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001.
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Figura 31 - Threshold Cycle de cada explante para TGF-f3 (MLV — Salina)
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Cr de cada explante obtido na RT-PCR para o alvo TGF-B nos dois grupos de inoculagdo (MLV e Salina).
**p<0,01 ***p<0,001.

A expressao relativa, apresentada na Figura 32, mostra que os explantes da pele 1 e 2
com o inéculo MLV possuem expressdo relativa de TGF-3 menor quando comparada com os
explantes do indculo Salina, sendo que os explantes com os bacilos possuem expressao relativa
semelhante ao DO, os explantes com salina tiveram um aumento da expressao apds DO, com

diferencas significativas entre os tempos na pele 1 e 2 (Figura32).
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Figura 32 - Expressao relativa de TGF-3 em cada Pele e grupo de inoculagao
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Expressdo génica relativa de TGF-B, calculada pelo método 227, a partir de Cr obtidos de RT-PCR, usando
o gene 18S rRNA como gene referéncia. *p<0,05. **p<0,01.

Quando a expressdo génica é avaliada por indculo, sem separar as peles, é possivel
identificar diferenca estatisticamente significativa entre os D4 e D14 entre os dois grupos (Grafico

14).
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Grafico 14 - Expressdo génica relativa de TGF-3 entre explantes com M. leprae e salina
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Expressdo génica relativa de TGF-J3, calculada pelo método 227, a partir de Cr obtidos de RT-PCR, usando
18S rRNA como gene referéncia. Amostras das 3 peles foram plotadas no grafico, separadas entre
explantes com bacilos (MVL) e sem bacilos (Salina). *p<0,05 **p<0,01.

3.4.4 Pele Masculina: observagoes

Esses dados estdao em tdpico separado pois sao resultados de apenas uma repetigdo, com
pele de individuo masculino, e com algumas diferencas metodoldgicas em relacdo aos
procedimentos empregados as peles femininas, o que ndo faz apropriado que os dados sejam
unidos. Porém, sdo resultados relevantes que devem enriquecer a discussao do trabalho no geral.

A Pele 4 foi obtida de abdominoplastia de um individuo do sexo masculino, branco, de 25
anos. A preparagdo da pele e organizagdao dos explantes para a cultura nas placas foi idéntica a
citada para as peles femininas.

Quanto a inoculacdo, essa foi realizada com mesma seringa usada nas peles anteriores,

porém, com a agulha longa (26S gauge Small Hub RN NDL Sold, Halmilton®) (Figura 33), e 25 uL
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de suspensdo foi inoculada contendo 1x10%bacilos (nas peles anteriores foram inoculas 1,5x10%

bacilos).

Figura 33 — Seringa e agulha de inoculagao da pele 4.

Seringa de 25 pL com agulha longa (26S gauge Small Hub RN NDL Sold, Halmilton®) utilizada para
inoculacdo das suspensdes nos explantes da pele 4.

Histologicamente, os explantes da pele masculina tiveram as mesmas alteragdes
observadas nas peles femininas ao longo do tempo de cultura.

E bacilos foram identificados em todos os fragmentos corados em Fite-Faraco, e as
mesmas observacdes realizadas em relacdo aos bacilos nas peles anteriores cabem para a Pele 4

(Figura 34).
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Figura 34 — Bacilos em cortes de Fite-Faraco da Pele 4.

Coloracgdo Fite-Faraco especifica para bacilos, explantes da Pele 4 em cultura por 4 (A), 14 (B), 28 (C, D),
60 (E) dias apds a inoculagdo. Bacilo integro (seta), bacilo fragmentado (cabeca de seta) e globias (estrela).
Aumento em objetiva de 100x.

Para a analise de biologia molecular apenas o RNA foi extraido, e a extracdo foi realizada
com protocolo usando 1 mL de trizol por fragmento, diferente do empregado para os fragmentos
das peles anteriores que usou 2 mL, o que gerou menor eficiéncia na quantidade de RNA total
obtida por amostra (Grafico 15). As razdes (260/280) foram satisfatérias, entre 1,8 e 2,1,
mostrando pureza das amostras. Assim como os fragmentos das peles femininas, os fragmentos
da pele masculina também tiveram uma redugao na quantidade total de RNA ao longo do tempo

de cultura (Grafico 16).
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Grafico 15 - RNA total Pele Masculina e Pele Feminina
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Média de RNA total em nanogramas (ng) extraido de fragmentos (MLV, MLI e Salina) ao longo dos dias de
cultura, comparacgao entre as 4 peles usadas. Barra preta mostra a média das peles femininas (1, 2 e 3).
Barra cinza representa a média da pele masculina. Quantificacdo obtida pelo Nanovue®

Gréfico 16 - RNA total por grupo de tratamento da pele 4
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Média de RNA total em nanogramas (ng) extraido dos explantes, por grupo de tratamento (MLV, MLI e

Salina) ao longo dos dias de cultura. Fragmentos da pele 4. Dados de DO de MLI e Salina ausentes.
Quantificagcdo obtida pelo Nanovue®.
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A RT-PCR para 16S rRNA foi realizada com cDNA sintetizado como protocolo ja descrito,
porém, partindo de 410ng de RNA. A reacdo apresentou positividade em todos os tempos de
cultura, sendo que os 2 fragmentos de DO foram os que mostraram Crs mais altos, 1 dos 3
fragmentos D28, e 1 dos 2 fragmentos D60 ndo tiveram amplificacdo detectavel. O Grafico 17
mostra os Crs de cada fragmento avaliado em cada tempo, estatisticamente apenas DO foi

diferente.

Gréfico 17. Cr médio da RT-PCR para 16S rRNA dos explantes Pele 4
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Crs da RT-PCR para 16S rRNA de cada fragmento da pele 4. Fragmentos inoculados com bacilos vidveis.
Dados ausentes: 1 explante D60 e 1 DO. Ndo detectavel: 1 explante D28 e 1 D60. *** p<0,001.

3.5 Viabilidade e Infectividade dos bacilos apds cultura no hOSEC

Ap0ds os tempos de 28 e 60 dias em cultura nos explantes, os bacilos foram recuperados

para inoculacdo em camundongos nude. Os resultados deste tépico serdo divididos em duas
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partes, a primeira com dados referentes as culturas nas peles femininas (Pelel, Pele2, Pele3), e

uma segunda parte com dados do experimento com a pele masculina (Pele 4).

Pele Feminina (Pelel, Pele2, Pele3):

Cada explante da cultura foi macerado para obtencdo da suspensdo de bacilos, e a
suspensdo obtida foi dividida entre 3 animais, sendo que cada animal recebeu 30uL por pata
traseira totalizando 6 patas por explante. Cada condi¢cdo em cultura D28-Pelel; D28-Pele2; D28-
Pele3; D60-Pelel; D60-Pele3 tinha, respectivamente, o seguinte nimero de explante para
inoculacao in vivo: 6, 3, 3, 4, 5, totalizando 36 animais para D28, e 27 para D60. Alguns animais
morreram antes do tempo de analise sendo 9 do grupo D28 e 6 do grupo D60. O resumo da

casuistica dos animais inoculados pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Casuistica dos animais inoculados com suspensao do hOSEC.

Grupo in?)rclltjn:aa(jlzs Obitos (%)
D28 - Pelel 18 4(22,2)
D28 - Pele2 9 0(0,0)
D28 - Pele3 9 5 (55,5)
D60 - Pelel 12 0(0,0)
D60 - Pele3 9 5 (55,6)

Total 63 15(23,8)

Camundongos nude inoculados com suspensdo de bacilos obtida de maceragao de explantes mantidos
em cultura por 28 e 60 dias.

Apds o tempo estipulado de 5 meses, os animais foram eutanasiados e as patas removidas
para analise, sendo que cada animal teve uma das patas macerada para obtencdo de suspensdo

bacilar para coloragdo de Ziehl-Neelsen, e a outra pata dividida em duas partes, uma para analise
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histopatoldgica (Fite-Faraco e HE) e a outra para andlise molecular por RT-PCR (16S rRNA). Dessa
forma para cada pata e andlise foram obtidos os seguintes dados:

Na andlise histopatoldgica das laminas em HE, todas as patas apresentaram um infiltrado
celular predominantemente histiocitdrio (macréfagos jovens em diferenciacdo) central, com
afluxo de outras células (plasmacitos, neutréfilo), em geral localizados no local de inoculagdao

(Figura 35).

Figura 35 — Histopatologia da regido do indculo na pata do camundongo
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Corte da pata de um dos camundongos nude inoculado com suspensao recuperada de hOSEC, corada com
HE. Imagem mostra a area de inoculacdo, em destaque o infiltrado celular, predominantemente
histiocitario central, com afluxo de outras células, esbocando um ganuloma. Aumento em objetiva de 4x
e 40x.

Dos 27 animais do indculo do dia 28, 4 animais tiveram leitura positiva no Ziehl-Neelsen,
o resultado da contagem de nimero de bacilos por campo analisados foi 286/60, 29/60, 2/60 e
1/100, sendo esses indculos de 2 explantes da Pele 3. Na analise histopatoldgica (Fite-Faraco)
ndo foram observados bacilo em nenhuma das patas. Devido a erro metodoldgico dentre os 27
animais D28, apenas 5 tiveram amostras processadas para RT-PCR, e destas nenhuma foi positiva.

Dos 22 animais do indculo do dia 60, 2 animais tiveram positividade no Ziehl-Neelsen (1
bacilo por 100 campos analisados) um foi inoculado com suspensdo de explante da Pele 1 e outro

da Pele 3. E um animal apresentou positividade no histopatolégico (Fite-Faraco), sendo o mesmo
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gue teve positividade no Ziehl-Neelsen, da Pele 3. E nenhuma das amostras tiveram amplificacdo
na RT-PCR.
No geral, dos 48 animais que foram analisados, 27 D28 e 21 D60, respectivamente 4 e 2

tiveram analises positivas, sendo que nenhuma positividade para RT-PCR (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados da Inoculagdo da suspensdo de hOSEC in vivo

Identificacdo de
bacilos (+) ou ndo
(-) por animal

Positividade
no grupo

Inéculo Animais
(explante) analisados

D28 Pelel
D28 Pelel
D28 Pelel
D28 Pelel
D28 Pelel
D28 Pelel
D28 Pele2
D28 Pele2
D28 Pele2
D60 Pelel
D60 Pelel
D60 Pelel
D60 Pelel
D28 Pele3
D28 Pele3
D28 Pele3
D60 Pele3 -

D60 Pele3 + POSITIVO
D60 Pele3 2 --

Explantes apds tempo de cultura (28 e 60 dias) foram macerados e a suspensdo de bacilos obtida foi
inoculada em 3 camundongos nude. Apds 5 meses da inoculagdo o animal foi eutanasiados e as patas
analisadas por 3 métodos diferentes (Ziehl-Neelsen, Fite-Faraco e RT-PCR). Primeira coluna mostra o
tempo de cultura e de qual pele a suspensdo foi obtida. Segunda coluna mostra quantos dos 3 animais
inoculados sobreviveram até o momento da andlise. Terceira coluna mostra a positividade do animal para
pelo menos uma analise, cada simbolo representa um animal, sendo que ‘+' para positivo em pelo menos
uma analise, e ‘- para negativo quando todas as andlises nao identificaram bacilo. Quarta coluna mostra
POSITIVO quando pelo menos um animal do grupo (tempo e pele) teve positividade em algum dos testes.

NEGATIVO

- - - NEGATIVO

POSITIVO

- POSITIVO

P P O FR W W WwWwWwWwwwwwweEr, wnNN
1
1
1
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Figura 36 — Macerado de pata de camundongo nude com indculo de hOSEC
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Imagens de macerado de pata de camundongo nude corados com Ziehl-Neelsen. Pata analisada apés 5
meses da inoculagdo com suspensao obtida de explante com MLV de 28 dias de cultura. Bacilos bem
corados nas setas. Imagens obtidas em aumento de objetiva de 100x.

Pele Masculina (Pele 4):

Explantes D28 e D60 da Pele 4 foram macerados da mesma forma que os explantes das

outras peles. A suspensao bacilar obtida de cada explante de D28 foi dividida para dois

camundongos, sendo que cada pata traseira foi inoculada com 30 uL de suspensdo. A suspensao

de cada explante D60 foi dividida entre as patas traseiras de 5 camundongos.

Ao todo foram 5 explantes D28 inoculados em 10 camundongos, e 2 fragmentos D60

inoculados em 10 camundongos. Todos os animais do grupo D28 sobreviveram até o tempo de

analise, e 3 do grupo D60 morreram antes da analise (Tabela 9).
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Tabela 9 - Casuistica dos animais inoculados com suspensédo da Pele 4

Animais L.
Grupo - (n2 explantes) inoculados Obitos (%)
D28 - (5) 10 0(0,0)
D60 - (2) 10 3(30,0)
Total 20 3(15,0)

Camundongos nude foram inoculados com suspensdo de bacilos obtida de maceracao de explantes da
Pele 4, mantidos em cultura por 28 e 60 dias.

Apds 5 meses da inoculacdo, os animais foram eutanasiados e as patas removidas para
analise, sendo que cada animal teve uma das patas macerada para obteng¢ao de suspensao bacilar
para coloracdo de Ziehl-Neelsen, e a outra pata dividida em duas partes, uma para analise
histopatoldgica (Fite-Faraco e HE) e a outra para andlise molecular por RT-PCR (16S rRNA). Todos
os explantes (D28 e D60) apresentaram positividade em pelo menos um dos animais analisados,

em pelo menos uma das técnicas de analise (Tabela 10).

Tabela 10 — Resultado Inoculagao da suspensdo de hOSEC (Pele 4) in vivo.

Identificacdo de

Inéculo Animais . N Positividade
. bacilos (+) ou ndo
(explante) analisados . no grupo
(-) por animal
D28 Peled 2 + +
D28 Peled 2 ++
D28 Peled 2 + - POSITIVO
D28 Peled 2 + -
D28 Peled 2 + +
+++-

D60 Peled 4 POSITIVO
D60 Peled 3 + -

Explantes apds tempo de cultura (28 e 60 dias) foram macerados e a suspensao de bacilos obtida de cada
explante D28 e D60 foi inoculada, respectivamente, em 2 ou 5 camundongos nude. Apds 5 meses da
inoculagdo o animal foi eutanasiados e as patas analisadas por 3 métodos diferentes (Ziehl-Neelsen, Fite-
Faraco e RT-PCR). Primeira coluna mostra o tempo de cultura da suspensao obtida. Segunda coluna
mostra quantos dos animais inoculados sobreviveram até o momento da andlise (apenas o grupo D60
teve 6bitos). Terceira coluna mostra a positividade do animal para pelo menos uma andlise, cada simbolo
representa um animal, sendo que ‘+’ para positivo em pelo menos uma analise, e -* para negativo quando
todas as anadlises ndo foram capazes de detectar o bacilo. Quarta coluna mostra ‘POSITIVO’ quando pelo
menos um animal do grupo (tempo e pele) teve positividade em alguma das anélises.
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A identificacdo de positividade nos animais foi a seguinte: Em pelo menos uma das
técnicas de microscopia, 64,7% dos animais foram positivos, sendo que pela andlise de
macerados (Ziehl-Neelsen) foi possivel detectar bacilos em 9 patas, sendo 60% dos inoculados
com D28 e 42,9% dos inoculados com D60. Pela andlise histopatoldgica (Fite-Faraco) foram
positivos 50% dos inoculados, sendo que apenas os de D28 foram positivos e nenhum dos
inoculados com D60. Pela RT-PCR, em 52,9% dos animais houve amplificacdo da regido alvo 16S
rRNA, o que reforga a confirmagdo de viabilidade bacilar apds o cultivo nos explantes em até 60
dias e apds 5 meses de cultura in vivo na pata.

Das 11 patas positivas nas analises de microscopia, 7 também tiveram positividade na
analise molecular (63,6%), sendo que entre as positivas na coloracdo de Ziehl-Neelsen, 5 (80,0%)
foram RT-PCR positivas, e entre as positivas no histopatolédgico Fite-Faraco, 4 (80%) foram
positivas na RT-PCR. Além disso, a RT-PCR mostrou positividade em 2 amostras negativas na
analise microscépica. No geral, a RT-PCR mostra viabilidade em 9 animais (52,9%), sendo 6
(60,0%) dos inéculos de D28 e 3 (42,9%) dos in6culos D60 (Tabela 11).

A Figura 37, mostra bacilos detectados pela coloragdo de Fite-Faraco na pata de um dos

animais.

Tabela 11 - Positividade das patas inoculadas com suspensdo de hOSEC da Pele 4.

Inéculo ZN(+) FF(+) RT-PCR Pelomenosuma IN e FFe Pelo menos uma
(ne d (%) (%) (+)  técnica microscopia RT-PCR RT-PCR (+) técnica microscopia
ne de
o (%) (+)(%) (+) (%) (%) (+) e RT-PCR (+) (%)
animais)
D28 (10) 6(60,0) 5(50,0) 6(60,0) 8 (80) 4(40,0) 4(40,0) 6 (60,0)
D60 (7) 3(42,9) 0(0,0) 3(42,9) 3(42,9) 1(14,3) 0(0,0) 1(14,3)
Total (17) 9(52,9) 5(50,0) 9(52,9) 11 (64,7) 5(29,4) 4(40,0) 7 (41,2)

Positividade para M. leprae nas patas dos camundongos nude, microscopia e biologia molecular. ZN=Ziehl-
Neelsen, do macerado de uma pata; FF= Fite-Faraco, realizado com metade da segunda pata.
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Figura 37 - Fotomicrografia da pata do camundongo nude com bacilos.
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Corte histoldgico da pata de camundongo nude, em coloracao Fite-Faraco, coloracdo especifica para
bacilos. Pata apds 5 meses de inoculagdo com suspensao de 28 dias de cultivo na Pele 4. Demonstrando
bacilos de aspecto integro. Objetiva de 100x.

3.6 hOSEC e inoculos clinicos

Ao longo do trabalho, paralelamente, amostra de 5 pacientes (P1, P2, P3, P4 e P5) foram
obtidas (1 raspado dérmico, e 4 bidpsias de pele), e suspensdo de bacilos destas amostras foram
inoculadas em fragmentos de pele e cultivados como descrito anteriormente para as outras

suspensoes teste.
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3.6.1 - Caracterizagao clinica dos pacientes (Ambulatério da Dermatologia de
Hanseniase (ADMH) - HCFMRPUSP)

Os 5 pacientes sdo portadores de hanseniase em atividade apds tratamento, atendidos
no ADMH durante os anos de 2017 e 2018, com suspeita de recidiva e/ou resisténcia e/ou
tratamento insuficiente, cujas caracteristicas demograficas e nosoldgica encontram-se descritas
na Tabela 12.

Os pacientes apresentaram média de idade de 43 anos (Max=66, Min=25), 2 do género
feminino e 3 masculinos, com origem ou procedéncia no estado de Sao Paulo ha mais de dez
anos. Todos multibacilares sendo, quatro classificados como hanseniase dimorfo-virchowiana e
um com forma virchowiana, quatro caracterizados como faléncia terapéutica e um como recidiva
apos periodo médio de 18 meses de tratamento. Aspectos clinicos de dois pacientes estao

ilustrados na Figura 38.

Tabela 12 - Caracterizacdo demografica e nosoldgica dos pacientes

Diagnéstico
Pac Idade Sexo Primario
Classificacao

Iniciodo 12 Términodo Esquema N2 Reacao
tratamento tratamento Tratamento Doses Hansénica

1 25 F MHDV mar-17 fev-17 PQT-MB 12 ENH

2 51 M MHDV  abril, 2015 maio, 2016 PaT-MB 16 NAO
Ofloxacina

3 66 M MHDV jan, 1994  dez, 1995 PQT-MB 24 NAO

4 33 M MHV fev,2017 jan, 2019 PQT-MB 24 NAO

5 40 F MHDV fev,2017  jan, 2018 PQT-MB 12 ENH

Informagbes dos 5 pacientes que tiveram amostra coletada para extragdo de bacilos e inoculagdo no
hOSEC. MHV = Hanseniase Virchowiana, MHDV= Hanseniase Dimorfo Virchowiana, PQT-MB=
Poliguimioterapia para Multibacilares, ENH = Eritema nodoso hansénico.
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Figura 38 — Imagens de aspectos clinicos dos pacientes
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Paciente 3: com diagndstico de hanseniase virchowiana com histdria de tratamento prévio com 21 doses
de PQT-MB convencional (Faléncia Terapéutica), apresentando infiltracdo facial importante associada 4
madarose bilateral e assimétrica (A), infiltracdo de lobo auricular esquerdo (B) e placas eritemato-
infiltradas nos joelhos, associadas a hansenomas na perna direita.

Paciente 4: com diagndstico de hanseniase virchowiana, apés 23 doses de PQT-MB mantendo sinais de
atividade de doenca (Faléncia Terapéutica) com (D) face infiltrada, rarefacdo lateral das sobrancelhas e
hansenomas nos labios, fronte, pavilhGes auriculares, evidentes posteriormente (E); cotovelo esquerdo
(F); em membros inferiores associados a amputagdo de halux direito (G) e a ictiose distal intensa por
disautonomia ilustrada no pé direito (H).

As amostras dos pacientes para extragdao dos bacilos e inoculagdo em hOSEC, foram
coletadas apds o tratamento convencional (PQT-MB) descrito na Tabela 12. Os dados
laboratoriais, pré e pds o tratamento, até o momento da coleta das amostras, encontram-se

descritas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Dados laboratoriais dos pacientes.

Baciloscopia Sorologia Histopatologia PCR de lesao Mutacdo

¢ Pré-tto Pos-tto Pré-tto Pos-tto Pré-tto Pos- tto Pré-tto Pos-tto M
bacilar

1 5+ 3+ NR POS NR BAAR+ POS POS NEG
2 3+ 3+ POS POS BAAR+ BAAR+ POS NR NEG
3 DNE 4+ DNE POS BAAR+ BAAR+ NR NR NEG
4 DNE 4+ DNE DNE BAAR+ BAAR+ NR POS NEG
5 1+ 4+ POS POS BAAR+ BAAR+ NR POS NEG

Dados laboratoriais dos 5 pacientes que tiveram amostra coletada para extracdo de bacilos para
inoculacdo no hOSEC, Pré e Pds- tratamento (Pré-tto, Pds-tto). Sorologia anti-PGL-l. DNE= Dados ndo
encontrados, NR = N3o Realizado, POS=Positivo, BAAR+=Bacilo Alcool Acido Resistente encontrado na
bidpsia, NEG= Sem mutacdo nos genes rpoB, folP e gyrA.

Apos a etapa de extracdo dos bacilos da amostra coletada dos pacientes, uma lamina para

coloragdo ZN foi preparada para certificar de que os indculos continham bacilos, e para todas as

suspensodes obtidas os bacilos foram detectados.

As analises dos explantes inoculados foram realizadas entre 15 e 30 dias variando entre

os indculos (Tabela 14).
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Tabela 14 - Casuistica das amostras dos pacientes para inoculagdo em hOSEC.

. Amostra ZN do material Tempo de analise . .
Paciente Analise realizada
coletado coletado do explante
P1 Raspado Positiva D28 RT-PCR, FF, inoculac3o in vivo
dérmico
. D33 RT-PCR, FF
P2 Hansenoma Positiva
D44 RT-PCR, FF
. D15 RT-PCR, FF
P3 Hansenoma Positiva
D30 RT-PCR
D15 RT-PCR, FF
P4 Hansenoma Positiva D26 RT-PCR, FF
D29 Inoculagado in vivo
D15 RT-PCR, FF
P5 Hansenoma Positiva D26 RT-PCR, FF
D29 Inoculagao in vivo

Amostra de pacientes com hanseniase inoculadas em hOSEC. RT-PCR = RT-PCR com primers 16S rRNA,
FF = Histopatologia coloracao Fite-Faraco.

Em todos os tempos de andlise mostrado na Tabela 14, a analise por FF dos explantes
inoculados, demonstrou bacilos corados. A RT-PCR (16S rRNA) foi processada nos explantes de
trés pacientes (P1, P2 e P3), sendo que em dois deles (P1 e P2) houve amplificacdo de 16S rRNA.

Amostras dos explantes inoculados com as suspensdes de 3 pacientes (P1, P4 e P5)
também foram recuperadas para inoculacdo in vivo. A suspensdo obtida do explante D30 do
paciente P1, foi inoculada em 2 camundongos, e apds 5 meses da inoculagdo, ndo apresentou
positividade nas analises por microscopia, porém, a RT-PCR para os dois animais foi positiva, com
Crs de 36 e 37. Os animais com os indculos dos outros dois pacientes ainda estao no biotério,
aguardando o tempo para analise.

No geral, dos cinco pacientes, trés tiveram as amostras de hOSEC avaliadas. Sendo que o
hOSEC inoculado com suspensdao obtida do raspado dérmico do paciente 1, apresentou
positividade na RT-PCR do explante mantido em cultura por 28 dias, além de apresentar

positividade no camundongo inoculado com a suspensado obtida do hOSEC.
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O hOSEC com amostra do paciente 2 foi mantido em cultura por 33 e 44 dias e apresentou
positividade na RT-PCR realizada no hOSEC de 33 dias, este paciente nao teve material de hOSEC
inoculado no camundongo.

As amostras do hOSEC do paciente 3, ndo apresentaram positividade da RT-PCR em

nenhum dos tempos de cultura (15 e 30).
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Discussao

Um dos mais misteriosos e sagazes microrganismos causadores de enfermidade humana,
que desde muito tempo antes de Cristo circula pela humanidade, causando debilidades e
incapacidade nos doentes e muitos estigmas sociais, o bacilo de Hansen, desde sua descoberta
continua a driblar e desafiar os pesquisadores que buscam respostas para sua capacidade de
subverter os mecanismos de defesa do sistema imune e de manter seu ciclo de vida
aparentemente a niveis tdo basais e silencioso (SCOLLARD, 2006).

Embora as caracteristicas de crescimento rapido e capacidade de viver em diferentes
meios e diversas condicOes possa parecer uma grande habilidade para um microrganismo, para
o M. leprae a auséncia destas caracteristicas é que desafia o avanco dos estudos a seu respeito.
Desde sua descoberta em meados do século XIX, muitas tentativas de se isolar e crescer esta
micobactéria em diferentes formulacdes de meio, foram infrutiferas e principalmente
irreprodutiveis (LIMA, 1937; LIMA, 1939; ISHAQUE, 1993; LEVY; JI, 2006; WADE, 1961).

Diante das limitacdes que a auséncia do crescimento em laboratério do M. leprae traz a
ciéncia e a terapéutica dos doentes, novos métodos que possam ser favoraveis ao crescimento e
manutencdo dessa micobacteria, ainda sdo e devem ser estudados.

O hOSEC, cultura de explante de pele, foco em nosso trabalho, faz parte de uma nova
corrente de metodologias que buscam minimizar o uso de animais em pesquisa, que cada vez
mais se fortalece, seja por consciéncia dos préprios pesquisadores ou por pressao da sociedade
e de drgdos que defendem os direitos dos animais. Varios trabalhos trazem ensaios que avaliaram
a pele humana em cultura, em diferentes plataformas, e mostram que até 15 dias a pele mantida
em condi¢cGes favoraveis com meio nutritivo, temperatura e oxigenacao semelhantes ao
organismo humano, conserva os aspectos fisioldgicos semelhantes aos naturais, e assim sao
capazes de satisfazer as necessidades de um modelo experimental para observacdes e
intervencdes (JACOBS; LEHE; HASEGAWA, 2006, ANDRADE, et al 2015, XU et al., 2012, DANSO et
al., 2014). Concordando com isso a pele do hOSEC, em nosso trabalho, até o 142 dia em cultura

a andlise histoldgica mostrou morfologia muito préxima a pele normal no tempo inicial quanto a
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integridade da juncdo dermo-epidérmica, ao nimero de camadas epiteliais, a diferencia¢do dos
gueratindcitos e camadas granulosa e cérnea. Além disso, a viabilidade relativa obtida pela razao
cDNA/DNA no 142 dia se manteve semelhante aos explantes de pele nos tempos anteriores (DO,
D4 e D7).

Mesmo diante da reducdo de atividade metabdlica da pele nos tempos posteriores ao 142
dia, para se observar a possivel multiplicacdo do M. leprae, diante de sua lenta replicacdo,
estabelecemos que os explantes seriam mantidos em cultura por 60 dias, visto que em trabalho
anterior (FRADE et al., 2015) a pele no hOSEC se manteve viavel por periodo semelhante sob
avaliagdo imunohistoquimica da expressdo proteica de Ki-67 e KC5/6. Em nosso trabalho, a
analise histomorfoldgica dos explantes mostrou que houve manutengdo basal da estrutura da
pele no 282 dia até o 602, apesar de modificacdes em relacdo a espessura da epiderme
(diminuicdo do numero de camadas de queratindcitos da Camada Malpighiana) e a morfologia
das fibras coldgenas (diminuicdo da espessura e aumento dos espacos intersticial).

Na avaliacdo da pele em cultura, além da observacdo histoldgica, a viabilidade relativa
usando os dados de PCR para expressdo do gene 18S rRNA ribossomal e das cdpias genémicas do
GAPDH, mostrou uma viabilidade reduzida em DO em comparag¢dao com os niveis entre 0 42 e 142
dia de cultura, e uma nova reducdo no 282 dia seguido por um aumento no 602 dia.

Sabemos que no processo natural da pele, ocorre a diferenciacdo dos queratindcitos, que
leva cerca de 28 dias, e se inicia com o seu deslocamento da camada basal, ou germinativa, em
direcdo a camada cérnea. Quando ele deixa a camada basal ele ndo se divide mais e passa por
um processo de maturacdo, tendo seu interior preenchido com queratinas e seu nucleo
degradado hidroliticamente (GREEN, 1977), passa a ter um envelope quimicamente resistente
feito de proteina e ligagdes cruzadas e-(y-glutamil) lisina, formando entdo o estrato cérneo
(MATOLTSY; BALSAMO, 1955; SUN; GREEN, 1976; RICE; GREEN, 1979). Esse processo pode ser
notado, histologicamente, nas amostras do hOSEC do nosso trabalho, pela diminuicdo da
espessura da epiderme, por ter seus queratindcitos se diferenciando e espessando a camada
cornea. Nesse processo de maturacdo o nivel de DNA e RNA nos queratindcitos cai junto com a
perda de nucleo ativo, sendo a degradacao do RNA, descrita ocorrer em torno de 24h, mais veloz

do que do DNA que a depender das condicbes pode varia de 7 e 30 dias, ou até meses
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(MORRISSEY, 1978; BORGES; HEPP; NONOHAY, 2015), nos explantes de nosso estudo a reducdo
dos acidos nucléicos ao longo do tempo é notéria (Gréficos 3 e 4), e podemos associa-la com o
processo de diferenciacdo dos queratindcitos e espessamento da camada cérnea observada na
histologia.

A menor taxa de viabilidade relativa no tempo zero comparada com os outros dias pode
ser devido a uma diminuicdo do metabolismo geral das células da pele mediante a reducdo de
suprimento nutritivo ou por todo o ambiente adverso ao qual a pele foi submetida durante o
periodo que antecede a estabiliza¢cdo na estufa, de 30 a 50 horas equivalente ao tempo entre a
excisdo cirurgica, descontaminacdo e processamento (fragmentacdo e inoculacdo) até ser
transferida para estufa em condicdes ideais de cultura (Meio de cultura, 372C, 5% CO3), sendo
gue em condicOes ideais 0 metabolismo volta ao estado normal que se mantém até o 149 dia.
Para melhor avaliar esta condicdo, o ideal seria ter o padrao de viabilidade da pele no momento
da excisao cirurgica.

A reducdo da taxa de viabilidade vista no 282 dia é coerente com a redug¢do no nimero
de queratindcitos. XU et al. (2012), mostraram uma queda na taxa de proliferacdo dos
gueratindcitos da camada basal de explantes de pele em cultura, sendo de 26% no 42 dia, 7% no
122 dia e cessando no 142 dia. Nas nossas amostras, morfologicamente a camada
basal/germinativa, juncdo dermo-epidérmica se mantendo estavel até o 602 dia, porém
provavelmente a proliferagao dos queratindcitos da camada basal também esta diminuida, nao
sendo capaz de repor os queratinécitos na mesma velocidade que ocorre a diferenciacdo,
levando a visivel diminui¢cao da espessura da epiderme, e a diminui¢ao da viabilidade relativa
apos o 149 dia.

Visto que o habitat natural e mais comum do M. leprae é a pele humana, e sabendo que
o0 M. leprae se apropria do metabolismo de macréfagos, sobrevivendo e se multiplicando no
interior destas células, infecta as células de Schwann, célula glial que envolve os axonios dos
neurdnios periféricos e, além dessas células principais, o bacilo também pode infectar outras
células em modelos experimentais, como em fibroblastos e células musculares (MASAKI, et al.,
2013), em células epiteliais (SILVA, et al., 2013), e clinicamente visto em pacientes virchowianos

com carga bacilar intensa que tem acometimento de érgaos como figado, medula éssea e mucosa
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respiratoria alta (GARBINO, 2000), pareceu-nos promissor desafia-lo a sobreviver, e quem sabe
se multiplicar, no modelo ex vivo de cultura de pele humana, uma vez que este modelo mantem
as caracteristicas histolégicas da pele do hospedeiro, mantendo células epiteliais, células de
Langerhans, glandulas, estruturas neurais, e com resposta imune limitada quando comparada ao
organismo por completo.

Em nosso trabalho a suspensao de bacilos foi inoculada na regido dérmica e sob a analise
da coloracdo de Fite-Faraco os bacilos foram encontrados por toda a extensdo da derme, além
de menor nimero serem observados também na camada de queratindcitos e na camada cornea.
A contagem dos bacilos pelo método de analise de corte histoldgico foi realizada apenas de forma
demonstrativa, pois notamos que os valores encontrados ndo parecem ser representativos, uma
vez que entre os explantes da triplicata houve grande inconsisténcia (Gréfico x).

Atualmente o indice morfoldgico, que consiste em realizar a contagem diferencial entre
bacilos integros (considerados vidveis) e fragmentados (considerados invidveis) em amostras
coradas por Ziehl-Neelsen tem sido realizado por alguns centros de referéncia no diagndstico e
tratamento da hanseniase, sendo essa descricdo morfoldgica considerada com maior
importancia nos casos de suspeita de recidiva, resisténcia medicamentosa, e no
acompanhamento da evolucdo do tratamento (LASTORIA; ABREU, 2014; Guia de procedimentos
técnicos, baciloscopia em hanseniase, 2010; WHO, 2017). Em nossas amostras essa analise de
contagem e diferenciacdo morfologica foi desconsiderada pela subjetividade da analise, e
também, por bacilos caracterizados como integros terem sido observados em grande nimero na
suspensado de bacilos autoclavados.

Tendo em vista a subjetividade da analise das formas fragmentadas, em nosso trabalho
consideramos que as morfologias, que ndo se enquadraram na descricdo do caracteristico
bastonete corado uniformemente (Figura 16), ndo podem ser associadas a viabilidade ou a
inviabilidade, visto que, os diferentes padrdes morfoldgicos encontrados podem ser comparados
com as morfologias descritas em outros trabalhos que também questionam a viabilidade das
diferentes formas encontradas. Desde os contemporaneos de Hansen, ha mencao de um possivel
ciclo de vida do M. leprae, baseado nas diferentes morfologias em relagdo ao grau de granulacao

e fragmentacdo. Adolpho Lutz em 1886, usando microscopia de campo claro e diferentes técnicas
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guimicas, ja descrevia varias formas bacilares observadas nas amostras de lesGes dos pacientes
virchowianos sem tratamento (Figural7). Mais tarde Souza-Araujo (1953) publica suas
observacdes realizadas em amostras frescas de bacilos analisadas sob microscopia de contraste
de fases e descreve muitas formas vivas e com morfologias variadas, que associa as ilustracdes
de Paldrock feitas ente 1914 e 1923 (Figura 18), muito semelhantes as ja descritas por Adolpho
Lutz, e também, as morfologias observadas por nés neste trabalho.

Entre outros padrées morfoldgicos as formas estreptococos e cocos que encontramos,
comparadas com a forma bacilar uniformemente corada, poderiam ser bacilos em degeneracao,
porém diante das observacdes semelhantes realizadas por Souza-Araujo que utilizou amostras
frescas obtidas de lesGes ativas, e observou os bacilos vivos sem fixacdo ou uso de corantes,
poderiam ser também fases de um ciclo de vida do bacilo, ou ainda, formas de resisténcia. Diante
dessa literatura e de nossas observacdes no presente trabalho, cabe destacar a necessidade de
maiores discussdes em relagdo as consideracdes realizadas pelos centros de referéncia na analise
de amostras de pacientes quanto a possiveis equivocos as analises de indice morfoldgico,
viabilidade e, consequentemente, de atividade da doenca.

Carvalho Lima e Maria Arantes (1939), nas tentativas de subcultivar os bacilos em seu
meio modificado, relataram que formas diferentes menos coradas e sem granulacdes quando
transferidas para meio novo tornavam a se corar intensamente e voltavam a apresentar granulos.
Outros trabalhos relatam mais observacdes em relacdo ao pleomorfismo no M. leprae (BAKER,
1981; MAURICE COURET, 1910; WADE, 1961; LIMA, 1939), e trabalhos do final da década de 80,
usando microscopia eletrénica mostram as alteracdes celulares do M. leprae e de outras
micobacterias, em amostras de pacientes e de camundongos tratados ou ndo, e relatam que a
conformacdo da membrana do M. leprae é sensivel aos protocolos de fixacdo, e que a
caracteristica de assimetria ou ndao da membrana frente a viabilidade deve ser observada com
cautela (PORTAELS, et al., 1988) (SILVA; MACEDO, 1983).

Esforcos em padronizar outros ensaios para determinar a viabilidade do bacilo que vao
além da subjetividade em determinar o indice morfoldgico, incluem usar marcadores baseados
na integridade da membrana, usando corantes fluorescentes que entram seletivamente na

membrana com dano (BacLight) (LAHIRI; RANDHAWA; KRAHENBUHL, 2005; TROMBONE, et al.,
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2014); no metabolismo bioquimico celular avaliando radiorespiracdo e oxidacdo de acido
palmitico (usando radioisétopos) (TRUMAN; KRAHENBUHL, 2001); e sintese proteica pelas
técnicas de biologia molecular usando alvos de RNA ribossomal ou RNA mensageiro (LAVANIA,
et al., 2008; MARTINEZ, et al., 2009; TURANKAR, et al., 2019), que tem a vantagem entre os
primeiros de ter maior sensibilidade e ndo necessitar a purificagdo prévia dos bacilos. Devido a
sua meia vida relativamente curta, o RNA tem sido usado com sucesso como um indicador de
viabilidade para varios patégenos (BAQUE, et al., 2011; MONTENEGRO, et al., 2014).

Nosso trabalho, ndo distingue quais formas bacilares sao vidveis ou ndo, e sabemos que
ha bacilos invidveis desde o indculo inicial, uma vez que a viabilidade com corantes fluorescentes,
realizada na suspensdo obtida do camundongo nude antes da inoculagdo nos explantes,
apresentou apenas 13 e 14% de bacilos com comprometimento de membrana. E com base na
avaliacdo do RNA ribossomal podemos com certeza afirmar que bacilos metabolicamente ativos
chegaram até o fim do periodo de cultura (60 dias), uma vez que todos os explantes
apresentaram amplificacdo na RT-PCR do alvo 16S rRNA, com Cis de 27,7 a 39,7, e
interessantemente tendo os maiores Crs no tempo inicial (Tabela x), sendo que para um dos
explantes de DO o Crficou acima de 40.

A reducdo na quantidade de moléculas de RNA ribossomal nos explantes em DO,
provavelmente ndao tem influéncia do hOSEC, uma vez que logo apds o explante receber o indculo
ele foi transferido para solucdo de preservacdo e congelado para posterior extracdo do RNA.
Entdo, o que poderia estar acontecendo é uma redugao do metabolismo celular dos bacilos,
mediante ao processo de extracdo do coxim plantar do camundongo e conservacdo da suspensdo
em temperatura baixa (em torno de 42C) até o momento da inocula¢do, processo que durou
cerca de 20h. Truman e Krahenbuhl (2001) mostraram que os bacilos extraidos de coxim plantar
de camundongos nude quando armazenados em suspensao em temperatura de 4°C
apresentavam uma diminui¢ao na atividade metabdlica, que foi avaliada pela taxa de oxidagao
do acido palmitico. Ainda neste mesmo trabalho, eles mostram que essa suspensdo apds uma
semana a 49C, quando inoculadas em camundongo BALB/c, ainda teve capacidade de infectar o

animal. Em nosso trabalho, apds o tempo DO, os explantes tiveram RNA ribossomal detectado
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com Crs menores do que em DO, mostrando que possivelmente os bacilos apds encontrarem
condi¢des mais favoraveis recomam o metabolismo normal.

A correlacdo da viabilidade celular com a presenca de RNA ribossomal é mostrada por
alguns autores também para outros microrganismos. Silva e Macedo (1987), mostram por
microscopia eletronica as etapas de degradacdo da Mycobacteria aurus no interior de
macrofagos, evidenciando que a desorganizacdo e degradacdo dos ribossomos sdo uma das
primeiras etapas na degradagao celular, ou seja, a desorganizagdo ribossomal certamente expde
as moléculas de RNA de sua estrutura que sdo logo degradadas. Além da sensibilidade
apresentada pela molécula de RNA ribossomal em relagao a viabilidade, no caso do 16S rRNA do
M. leprae usado neste trabalho, estima-se que tenha para cada uma cdpia gendmica cerca de
4000 moléculas de RNA (ESTRADA-G, et al., 1988), e grande especificidade, também relatada por
Estrada-G, 1988, quando comparada com outras micobacterias. Qutros trabalhos mostram a
sensibilidade do alvo 16S rRNA para amostras tanto de pacientes como de murinos, e a
correlacdo com os efeitos da quimioterapia, mostrando a eficiéncia e correlagdo da quantificacdo
das moléculas de 16S rRNA e viabilidade celular, em relacdo a outros alvos, como sodA
(Superoxido dismutase A), e técnicas como a analise de baciloscopia (KURABACHEW; WONDIMU;
RYON; 1998; MARTINEZ et al, 2009).

O alvo RLEP usado para detectar copias de DNA na amostra é uma regido repetitiva ndo
codificadora que por conter varias copias (29) por genoma tem uma boa sensibilidade na PCR e
descrita correlacdo com a baciloscopia (MARTINEZ, et al., 2011; TRUMAN, et al., 2008; AZEVEDO,
et al., 2016). Os Crs obtidos nos explantes pela PCR para o RLEP apresentaram uma tendéncia em
diminuir ao longo do tempo (Gréfico 12), apresentando a menor média nos explantes do 602 dia,
o que pode ser um indicativo de maior nimero de bacilos no final do periodo de cultura.

A viabilidade relativa calculada pela razdo cDNA/DNA mostra semelhanca entre o tempo
inicial e o0 42 dia, no 72 dia um aumento da taxa de viabilidade, e apds o 142 dia uma reducao,
essa observacdo vale para as Peles 1 e 3 quando observadas separadamente, e a Pele 2
apresentou uma taxa de viabilidade constante ao longo do periodo observado. A viabilidade
relativa que expressa a relacdo entre moléculas de DNA e RNA pode mostrar uma variacao entre

ndimero de células vidveis, assim como, um aumento ou diminuicdo de metabolismo celular para

123



uma dada célula ou conjunto de células. Dessa forma, para inferir taxa de crescimento ou morte
é necessario que as observacdes sejam feitas em conjunto com outros dados.

Quando a amplificacdo obtida na PCR RLEP de cada explante foi correlacionada com
nuimero de bacilos, usando curva de diluicao de DNA extraido de suspensao bacilar, os dados nao
apresentaram um padrdo coerente entre as triplicatas de amostras (Figurax). Ndo descartamos
a possibilidade de ter ocorrido perda aleatdria de DNA no processo de extracdo e purificacdo,
visto a grande variagdo na quantidade total de DNA obtida por explante (Figurax), o que poderia
alterar/confundir a posterior andlise de taxa de viabilidade ou numero de bacilos ao longo da
cultura.

Embora em modelo animal de multiplicacdo do M. leprae, e mais recentemente em
linhagem celular (FERREIRA, et al., 2018), ja ter sido evidenciado crescimento exponencial do M.
leprae, Amako et al, em seu trabalho de 2016, utilizando PCR digital e marcac¢do fluorescente
mostraram que foi possivel manter os bacilos vivos por até 120 dias em seu meio NK250
modificado, porém a multiplicacdo bacilar, avaliada pelo aumento de cdpias de DNA, ndo
apresentou padrdo exponencial como encontrado para a maioria das outras bactérias e que o
crescimento foi lento levando 60 dias ou mais para se ter um aumento significativo na contagem
das células. Pela marcacdo fluorescente eles observaram que alguns bacilos nos agregados
apresentavam comprometimento de membrana e estavam mortos, diante desses resultados
deduziram que algumas células bacilares ndo participam da replicacdo, e outras se degeneram,
0 que levaria ao padrao de crescimento lento e ndao exponencial. Esse evento poderia também
estar ocorrendo no hOSEC. Mesmo nos modelos in vivo (Tatu e camundongos), a avaliacdo do
crescimento exponencial parece ser influenciada pela quantidade de indculo, do animal
experimental e da temperatura de manutencdo dos animais, dependendo dessas variaveis o
crescimento pode variar, apesar do consenso em relacdo ao tempo de duplicacdo ser em torno
de 12 dias, a longa fase lag e a entrada na fase log apds 60/90 dias em todos os modelos
(SHEPARD, 1971; LEVY; JI, 2006).

Em microbiologia sabe-se que em algumas bactérias gram-positivas, e pelo menos em
uma gram-negativa (Coxiella bunetii) descrita (OSWALD; THIELE, 1993), quando nutrientes

esséncias sdo depletados, ou na presenca de condicGes adversar, estruturas especializadas de
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“repouso” sdo desenvolvidas pelo processo de esporulacdo, onde ocorre formacdo de uma
estrutura intracelular (enddsporo) composta por um revestimento que envolve o cromossomo
bacteriano, pequenas quantidades de RNA, ribossomos e algumas enzimas e moléculas
importantes para retomar o metabolismo quando as condigdes voltarem ser favordveis. Essa
estrutura intracelular ndo apresenta reagdes metabdlicas, e a depender da espécie pode estar
localizada na extremidade ou préoximo a ela, ou centralmente (TORTORA; FUNNKE; CASE, 2005).
Embora nossos dados, assim como, as informacGes da literatura em relacdo a morfologia, e
comportamento do M. leprae nos diferentes modelos e tentativas de cresce-lo in vitro, nos
chame atencgao sobre a possibilidade de uma forma de resisténcia para ele, o mecanismo de
esporulacdo ainda n3do foi descrito para micobacterias e algumas evidéncias mostram que genes
classicos envolvidos neste mecanismo ndo sdo conservados nesse género (TRAAG, 2009), porém
isso ndo afasta a possibilidade de que o M. leprae apresente uma forma de resisténcia com
alguma semelhanga.

Na tentativa de se observar um sinal molecular especifico de divisdo celular,
desenvolvemos uma RT-PCR para o alvo FtsZ do M. leprae. O produto proteico do gene FtsZ é
requerido na fissdao binaria de muitos procariontes, bem como em algumas organelas
eucaridticas e é responsavel pelo recrutamento dos outros componentes do anel contractil
formado no inicio do processo de fissdio (MARGOLIN, 2005; HONG; DENG; XIE, 2013), sendo
essencial para a divisdo bacteriana, inclusive sendo alvo de drogas para tratamento da
tuberculose (LIN, et al., 2018).

O par de primers desenhado com auxilio do programa Primer3 e com NCBI-BLAST,
mostrou especificidade para as amostras de DNA do M. leprae, nao apresentando amplificagdao
nas amostras humanas de cDNA e DNA genomico. Quando as amostras de cDNA sintetizadas a
partir do RNA extraido dos explantes foram testadas nao apresentaram amplificagao para o alvo
FtsZ, este resultado pode representar auséncia da expressdo desse gene nas amostras, ou nivel
de expressdo abaixo do detectavel pelo protocolo aplicado.

N3do podemos afirmar que o protocolo de amplificagcdo usado para os primers FtsZ foi ideal
para detectar o alvo nas amostras de cDNA do trabalho, uma vez que para os testes tivemos

apenas amostra de DNA postiva e nenhuma amostra de cDNA como controle para a reagao, o
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controle deveria ser cDNA sintetizado a partir de uma amostra com maior probabilidade de
conter bacilos em divisdao. Usamos junto com as amostras dos explantes uma amostra de cDNA
sintetizada a partir de uma aliguota da mesma suspensdo de bacilos da inoculagdo dos explantes,
que foi separada para extracdo de RNA no momento da inoculagdo. Considerando a aparente
diminuicdo do metabolismo dos bacilos em DO ja discutida, e que a expressdo génica do FtsZ
ocorre no inicio do processo de divisdo celular e rapidamente desaparece (GARRIDO, et al.,1993)
esse produto génico poderia ndo estar mais presente na amostra de suspensao bacilar testada,
ndo sendo uma amostra adequada para a valida¢do do protocolo.

No modelo testado neste trabalho, para se avaliar padrdao de replicagao celular novas
abordagens deverdo ser realizadas, acreditamos que a inocula¢do de uma quantidade maior de
bacilos (>10%) também poderia influenciar na qualidade da andlise. Entretanto, diante de nossos
dados de PCR, fica evidente que bacilos metabolicamente ativos permaneceram nos explante ao
longo dos 60 dias em cultura no hOSEC.

Com a confirmacdo de que bacilos viaveis foram mantidos por até 60 dias no hOSEC, nossa
pergunta foi se esses bacilos ainda guardavam capacidade de infectar o modelo in vivo, e isso foi
demostrado com a identificacdo de bacilos nas patas dos camundongos nude inoculados com
suspensao dos explantes mantidos na cultura por 28 e 60 dias.

Embora 22% dos camundongos nude tenham ido a ébito antes do tempo de andlise, e
grande parte dos animais inoculados com suspensdo do dia 28 (59%) ndo terem amostras
avaliadas por RT-PCR, amostras de patas inoculadas com suspensao de 5 experimentos
independentes (Pele1-D60, Pele3-D28, Pele3-D60, Pele4-D28, Pele4-D60) apresentaram analises
positivas, sendo que apenas os animais inoculados com suspensdo de Pelel-D28, e Pele2-D28,
ndo apresentaram positividade em nenhuma analise das patas (Tabelas 7, 8, 9 e 10). Com esses
dados fica notdério que é possivel manter M. leprae no hOSEC por até 60 dias mantendo sua
capacidade de infectar o animal.

Embora a suspensdo inoculada nos explantes da pele 4 (masculina) tenha sido um pouco
menor que das outras peles (Pele 4 =1 x 10% Pele 1, 2, 3 = 1,5 x 10%), houve maior positividade
nos camundongos, inclusive com positividade na andlise de RT-PCR para RNA ribossomal,

mostrando a viabilidade dos bacilos nas patas apds 5 meses de inoculagao em 52,9% dos animais.
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N3o ha como afirmarmos se foi o menor nimero de bacilos inoculados nos explantes da
Pele 4, que possibilitou maior éxito na possivel proliferacdo dos bacilos durante o tempo de
cultura, o que poderia ter gerado indculos com maior nimero de bacilos para inoculagdo nos
camundongos, ou se a pele 4 por ser de individuo masculino possui caracteristicas mais
favoraveis para o bacilo se multiplicar e/ou se manter vidvel e/ou infectivo. A avaliacdo da
viabilidade relativa e a PCR RLEP ndo foi realizada nos explantes da Pele 4.

Dados epidemioldgicos mostram que homens sdao mais afetados pela hanseniase do que
as mulheres, dados do boletim de Vigilancia em Saude do ministério da saude de 2012 a 2016,
mostram que a taxa detecg¢ao de hanseniase foi maior para o sexo masculino em todas as faixas
etarias, além disso a proporcdo de doentes multibacilares entre os homens é de 62,7% enquanto
para mulheres é de 37,3%.

Alguns autores associam a maior taxa de doentes do sexo masculino, e maior taxa de
multibacilares, geralmente pela maior exposicao ao bacilo ou ainda pelo menor cuidado
dispensado a saude por parte dos homens, o que retardaria o diagndstico da doenca, que quando
realizado ja seriam casos mais avancados e com indices baciloscopicos mais elevados (NOBRE, et
al., 2017). Porém, os individuos do sexo masculino de muitas espécies sdo mais suscetiveis do
gue os do sexo feminino a infeccbes causadas por certos parasitas, fungos, bactérias e virus
(KLEIN, 2000), e nos humanos, assim como em outros animais, os hormonios esteroides
(especialmente os androgenos e estrogénios), exercem propriedades imunomoduladoras. Na
tuberculose, é relatado, que os estrégenos femininos direcionam a reposta proé-inflamatéria Th-
1, e a testosterona por outro lado a inibe, sendo que a contencdo da micobacteria, e producdo
de citocinas pré-inflamatdrias é mais eficiente nos individuos do sexo feminino (BINI, 2014).

Quanto a pele sabemos que ela atua na resposta imune, os queratindcitos que
representam cerca de 95% da celularidade da epiderme, possuem receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), sdo fonte potente de citocinas, quimiocinas, inclusive com papel na imunidade da
hanseniase (TELES, et al., 2001; LYRIO, 2015). Em nosso estudo ndo temos dados suficientes para
debater sobre a possivel influéncia da pele masculina na viabilidade dos bacilos nos explantes.

A expressdo de citocinas nos explantes inoculados com bacilos € um vasto campo a ser

investigado, por ora temos os dados da expressdao génica de TGF-3 nas peles femininas, que
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interessantemente se mostrou inibida nos explantes das Peles 1 e 2 quando inoculados com os
bacilos em comparacdo aos explantes inoculados apenas com salina (Figura 30, grafico 15).

Os membros da familia TGF-B sdo citocinas multipotentes que estdo envolvidas em
muitos processos celulares, incluindo diferenciacdo celular, embriogénese, carcinogénese,
cicatrizacdo de feridas e a regulacdo imunoldgica, exibem efeito pleiotropico na variedade de
funcdes bioldgicas, podendo exibir efeito pro-inflamatério e antiinflamatdrio (FUJIO, 2016).

O TGF-B é associado a inibicdo da atividade de macréfagos contra patdgenos
intracelulares (BARRAL-NETO, et al., 1992; TSUNAWAKI, 1988). E na hanseniase os maiores niveis
de TGF-B estdo relacionados aos pacientes do polo virchowiano, associado ao mecanismo de
evasdo da micobacteria, promovendo menor habilidade dos macréfagos em conte-la; pacientes
do polo tuberculdide tendem apresentar menos TGF-B nas lesdes, assim como menor producao
dessa molécula quando suas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) sdo
estimuladas in vitro (GOULART; MINEO; FOSS, 2000; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Na cicatrizagdo, evento que certamente estd sendo estimulado no explante em cultura
como ja observado por MENDOZA-GARCIA et al. (2015), o TGF-B aumenta a for¢a de contracdo
da ferida e estimula o crescimento de células epiteliais in vivo (CLARK; COKER, 1998), pode induzir
os queratindcitos epidérmicos a expressar integrinas que facilitam o componente migratorio da
reepitelizacdo, e é produzido por fibroblastos, queratindcitos, e pelos mondcitos e macréfagos
infiltrantes (GAILIT; WELCH; CLARK, 1994). Sobre a influéncia dos bacilos na expressdo do TGF-B
no hOSEC outras analises deverdo ser realizadas para uma melhor discussdo e elucidacdo desse
evento.

Esse trabalho levanta muitas questdes a serem esclarecidas e mostra pontos
metodoldgicos que ainda precisam ser melhorados, porém, ha evidéncias de que o modelo
funciona, mantendo o M. leprae viavel e infectivo, e isso torna-se mais consolidado quando
aplicamos translacionalmente o modelo hOSEC para a inocula¢do de amostras clinicas.

As amostras clinicas que foram usadas advieram de pacientes que estavam em
tratamento da hanseniase hd pelo menos 1 ano com poliquimioterapia convencional, e que, no
momento da coleta da amostra, ainda apresentavam lesGes sinalizadoras de atividade da doencga,

sendo candidatos a pacientes com resisténcia ou recidiva.
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A analise das suspensdes obtidas de cada amostra e dos explantes pelo Fite-Faraco apds
o tempo de cultura evidenciou bacilos em todas as amostras e explantes, confirmando a extracao
de bacilos das amostras coletadas, além de inoculagdo e manutencdo no explante.

Dos cinco pacientes, trés (P1, P2 e P3) tiveram as amostras de hOSEC avaliadas por RT-
PCR, e 2 deles apresentaram positividade apds 28 e 33 dias em cultura. Esses hOSECs positivos
foram inoculados com amostras obtido de raspado dérmico (P1) e de bidpsia de pele (P2),
evidenciando a efetividade do hOSEC em manter as suspensdes clinicas obtidas de diferentes
fontes de coleta.

Assim como visto para as suspensdes experimentais, o hOSEC também manteve os bacilos
da suspensao clinica viavel e infectivas, como foi comprovado com a positividade do camundongo
inoculado com a suspencgdo do hOSEC de 28 dias do P1.

Esses resultados abrem possibilidade de se padronizar o modelo hOSEC para testes de
resisténcia a drogas com amostras de pacientes suspeitos de doenca resistente, teste que
atualmente é realizado com inoculagdo das amostras de pacientes em camundongos que
recebem doses das drogas questionadas por periodo que vai de 6 a 12 meses, para entdo se obter
o resultado. Em comparagdo com este modelo animal, que é uma técnica trabalhosa, morosa,
cara e limitada para o estudo das interagGes do M. leprae com as células hospedeiras, o hOSEC
embora requeira algum treinamento e cuidados inerentes de metodologias de cultura, pode vim
a ser uma alternativa menos trabalhosa, que demande menos espago, com minimizagao do uso
de animais e com possibilidade de avaliar interacdo do patdégeno com células do seu principal e
natural hospedeiro.

Varios pontos podem ser aprimorados no sentido de melhorar a eficiéncia em manter o
M. leprae no modelo hOSEC e avaliar a multiplicacdo bacilar. A quantidade de bacilos inoculados,
e a temperatura de manutengdo dos explantes sao varidveis importantes que devem ser
testadas. Em alguns trabalhos mais recentes com éxito na manutengdo do bacilo vidvel e se
dividindo, em Amoebas (WHEAT, et al., 2014), em meio NK260 suplementado com extrato de
gema de ovo, piruvato, transferina e plasma humano (AMAKO, et al., 2016), e em linhagem
celular de artrépodes (FERREIRA, et al., 2018), quantidades maiores de bacilos foram usadas, na

ordem de 107, além de usaram incuba¢cdes em temperaturas em torno de 302 a 329,
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Modificacdes nesse sentido, além da suplementacdo do meio de cultivo do hOSEC com
nutrientes que favoregam o M. leprae e uso de compostos inibidores da resposta imune inata da
pele sdo os proximos passos no estudo dessa metodologia, porém, pela primeira vez na
literatura, nossos resultados demonstraram com sucesso que é possivel manter o M. leprae
vidvel no modelo de pele humana ex vivo por até 60 dias, tanto a partir de amostras laboratoriais
guanto clinicas, importante passo no desenvolvimento de modelos experimentais para estudos
da biologia do M. leprae e suas interagdes, além de clinicos, como imunologia e susceptibilidade

a drogas.
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Conclusao

- A pele no modelo hOSEC mantém caracteristicas de viabilidade e manutengao basal da

sua estrutura por até 60 dias;

- Durante pelo menos 60 dias é possivel manter os bacilos M. leprae viaveis no modelo ex
Vivo;
- Ap6s cultivo no hOSEC, por 28 e 60 dias, os bacilos guardam capacidade de infectar o

animal, modelo in vivo;

- A pele de individuo masculino pode apresentar condicGes mais favoraveis para a

manutencdo do bacilo nesse modelo;

- A expressao génica de TGF-3 é ativada no hOSEC, e o M. leprae inoculado na pele inibe

essa expressao;

- O hOSEC pode ser um modelo para inoculagao de amostras clinicas além de amostras

experimentais;

- A multiplicagdo do bacilo neste modelo ainda precisa ser melhor averiguada;

Em conjunto, os dados deste trabalho mostram que é possivel manter o bacilo M. leprae
vidvel no modelo ex vivo hOSEC, e que este modelo pode ser um promissor método para o estudo
do bacilo, abrindo um leque de possibilidades no que diz respeito ao estudo da biologia do bacilo

e de terapéutica.
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