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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Modulação do metabolismo energético na hanseníase 

 

RESUMO 

 

Rychelle Clayde Affonso Medeiros 

O Mycobacterium leprae, patógeno intracelular causador da hanseníase, infecta com 

sucesso células da glia do sistema nervoso periférico, denominadas células de Schwann (CS). 

Estas células são responsáveis pela mielinização e envio de metabólitos, como o lactato e o 

piruvato, para os axônios, mantendo assim os processos energéticos associados à transdução 

de sinal nos nervos periféricos. A interação entre o bacilo e sua célula hospedeira vem sendo 

alvo de muitos estudos de modulação imunológica, desmielinização e de metabolismo 

lipídico, porém as possíveis modulações sobre o metabolismo energético destas células 

impostas pelo patógeno permanecem negligenciadas e desconhecidas. Para determinar estas 

modulações, estudamos o metabolismo energético de uma linhagem de células de Schwann 

humanas (ST8814) infectadas in vitro por M. leprae purificado a partir de extratos de coxim 

plantar de camundongos atímicos nu/nu. Analisamos processos de entrada e quebra de 

glicose, a fermentação, potencial elétrico mitocondrial e biossíntese de lipídios. A 

internalização de glicose foi avaliada através do seu análogo fluorescente 2-NBDG e o 

potencial elétrico mitocondrial monitorado através da sonda lipofílica catiônica TMRM. Para 

analisar a fermentação da glicose quantificamos lactato através do kit lactato liquiform 

(Labtest) e analisamos a atividade da enzima lactato desidogenase (LDH) em suas duas 

isoformas. Para análises de quebra de glicose e biossíntese de lipídios foram avaliadas 

atividades de enzimas chaves como fosfofrutoquinase-1 (PFK-1), glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD) e ATP citrato liase (ACL) através do monitoramento da 

redução/oxidação de NADH ou redução de NADP
+ 

em 340 nm. Células infectadas 

apresentaram aproximadamente o dobro da captação de 2-NBDG e liberaram no sobrenadante 

a metade do lactato observado nas culturas controle. Este efeito foi acompanhado da 

diminuição de atividade de LDH- M, isoforma capaz de converter piruvato em lactato. A 

fluorescência de TMRM indicou redução do potencial elétrico mitocondrial nas células 

infectadas. Em contrapartida estas células demonstraram aumento significativo de atividade 

das enzimas G6PD e ACL. Concluímos que o M. leprae é capaz de modular a captação de 

glicose, fermentação, potencial elétrico mitocondrial e enzimas chaves do metabolismo 

energético de células de schwann humanas da linhagem ST8814.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Energy Modulation in Leprosy 

 

ABSTRACT 

 

Rychelle Clayde Affonso Medeiros 

Mycobacterium leprae, an intracellular pathogen which causes leprosy, is able to 

infect Schwann cells (SC) in peripheral nervous system. These cells are responsible for 

myelination and release of metabolites such as lactate and pyruvate to axons and signal 

transduction in peripheral nerves. The host-pathogen interaction in leprosy has been target of 

several studies of immune modulation, demyelination and lipid metabolism. However, 

modulations on the energy metabolism of these cells during infection by mycobacteria remain 

unknown. Here, we performed an in vitro study of the energy metabolism in the human SC 

cell line ST8814 infected with M. leprae purified from footpads of athymic mice and evaluate 

the glucose uptake and cleavage, fermentation, mitochondrial electrical potential and lipid 

biosynthesis. The glucose uptake was evaluated using a fluorescent analog, 2-NBDG, and 

mitochondrial electrical potential monitored using a lipophilic cationic probe, TMRM. Also, 

fermentation was evaluated by lactate quantification using Liquiform kit (Labtest) and by 

activity of lactate desidogenase (LDH) enzyme into its two isoforms. Then, we analyzed the 

activity of key enzymes in the glucose cleavage and lipid biosynthesis: 1-phosphofructokinase 

(PFK-1), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and ATP citrate lyase (ACL) by 

monitoring the reduction / oxidation NADH or NADP 
+
 reduction at 340 nm. We 

demonstrated infected cells increased 2-fold the uptake of 2-NBDG and reduced the lactate 

production when comparing with uninfected cultures. This effect was followed by a decreased 

activity of LDH-M isoform, which is converts pyruvate to lactate. The fluorescence of 

TMRM indicated a reduction of mitochondrial electrical potential in M. leprae-infected SC. 

Interestingly, these cells showed a significant increase of activity of G6PD and ACL enzymes. 

Thus, we conclude that M. leprae can modulate glucose uptake, fermentation, mitochondrial 

electrical potential and key enzymes of energy metabolism of human Schwann cells of lineage 

ST8814. 
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1.1 Hanseníase.   

1.1.1 Considerações gerais  

A hanseníase é uma doença dermatológica e neurológica crônica resultado da infecção 

pelo patógeno não cultivável Mycobacterium leprae, que apresenta comportamento 

intracelular obrigatório e infecta principalmente macrófagos e células de Schwann (Kaplan e 

Cohn, 1986). A doença gera uma série de acometimentos como: lesões na pele, mucosas, 

nervos periféricos e danos neurais que, juntos, podem acarretar em desfiguração e 

deformidades nos pacientes caracterizando o estigma social associado a doença (Scollard et 

al., 2006). A expressão Lepra anteriormente relacionada à patologia foi substituída por 

hanseníase em 1976 no Brasil em homenagem ao descobridor do patógeno Gerhard Hansen. 

A troca teve como objetivo amenizar o preconceito e rejeição na qual os pacientes eram 

submetidos ao serem designados como “leprosos”.  

 Relatos sobre a doença demonstram a sua identificação há muitos séculos e as 

primeiras descrições efetivamente aceitas pela história são de textos oriundos da Ásia (660 

a.C.),  da Grécia (400 a.C.), da China (300 a.C.) e da Itália (100 a.C.).  Nestes textos 

encontramos a definição dos sintomas detectados atualmente na hanseníase, como perda de 

sensibilidade, manchas brancas e avermelhadas, ulcerações, cegueira, rouquidão e 

deformações na face (Trautman, 1984; Robbins et al., 2009). Em algumas passagens do antigo 

testamento bíblico foi descrita a doença e a total desaprovação aos portadores dos seus 

sintomas, uma vez que a caracterizavam como “fonte de castigos divinos” ou de “impureza de 

espírito”. Recentemente, algumas análises em genômica comparativa, utilizando diferentes 

cepas de M. leprae, sugerem que a origem da hanseníase ocorreu no leste africano, em nossos 

ancestrais hominídeos, e se dispersou seguindo as migrações de nossa espécie (Monot, et. al, 

2005). 

O mecanismo exato de transmissão da doença ainda é desconhecido. Acredita-se que a 

transmissão se dá pelo contato direto entre pessoas, principalmente pelas vias respiratórias. 

Indivíduos com a doença em sua forma multibacilar, ou seja, apresentando uma grande 

quantidade de bacilos, são considerados como a principal fonte de infecção (Job et al., 2005). 

Atualmente sabe-se que o homem não é o único hospedeiro natural do bacilo. Na década de 

70 foram relatados nos Estados Unidos tatus naturalmente infectados. Além disso, na mesma 

região alguns pacientes apresentavam o patógeno com a sequencia de genes idêntica aos dos 

tatus, começando assim a suspeita que estes poderiam ser uma importante fonte para a 

dispersão do M. leprae (Kirchheimer & Storrs, 1971; Truman et al., 2011). O material 

genético do bacilo já foi encontrado em solos e águas de áreas endêmicas da Índia e da 
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Indonésia, levando a acreditar em forma de transmissão do bacilo por amostras ambientais 

(Matsuoka et al., 1999; Lavania et al., 2008).   

O diagnóstico da doença é baseado em exames clínicos e laboratoriais. Na ausência de 

infraestrutura laboratorial, o reconhecimento se dá basicamente por sinais clínicos com a 

consequente análise dos sintomas. Os sinais mais claros da doença envolvem falta de 

sensibilidade, lesões cutâneas e espessamento dos nervos. Para detecção do patógeno, exames 

baciloscópicos e histopatológicos podem ser realizados utilizando esfregaços cutâneos (linfa 

de lóbulos auriculares, cotovelos e lesões) e biópsias cutâneas ou do ramo sensitivo dos 

nervos periféricos. Além disso, em casos extremamente difíceis, podem ser utilizados ensaios 

moleculares baseados na técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) empregando 

amostras clínicas como linfa, sangue, secreção nasal e fragmentos de pele e nervos. (Martinez 

et al., 2006; Martinez et al., 2009; Martinez et al., 2011).  

O primeiro medicamento eficaz utilizado contra a hanseníase foi a dapsona que inibe a 

divisão bacteriana pela competição com ácido para-amino-benzóico (PABA) (Seydel et al., 

1980). Na década de 60, Adams e colaboradores perceberam através de avaliações clinicas o 

surgimento de cepas resistentes ao fármaco e com isso outras drogas como Rifampicina e 

Clofazimina foram utilizadas para a cura da doença. A Rifampicina atua inibindo a RNA 

polimerase dependente de DNA da bactéria, já a Clofazimina ainda apresenta mecanismo de 

ação desconhecido (Revisto por Scollard, 2006).  

 O aumento de cepas resistentes fez com que, em 1982, a organização mundial de 

saúde (OMS) implementasse o tratamento através da poliquimioterapia (PQT), onde o 

paciente era submetido às três diferentes drogas mencionadas anteriormente. Nos últimos 30 

anos um grande número de casos de hanseníase que necessitavam da PQT foi relatado em 

mais de 122 países e ao longo desses anos cerca de 16 milhões de pacientes foram curados. 

Os fármacos são distribuídos gratuitamente pela OMS para unidades de saúde de regiões 

endêmicas pois o tratamento do paciente é fundamental para bloquear a fonte de infecção 

interrompendo a cadeia de transmissão da patologia (WHO, 2013; Ministério da saúde, 2013). 

Apesar da implementação do tratamento a partir da PQT reduzir os níveis de 

prevalência da doença, a sua erradicação parece distante e a hanseníase ainda é considerada 

um sério problema de saúde pública. Em 2012, de acordo com notificações de 115 países e 

territórios, a doença apresentou 232.857 casos notificados e a prevalência global foi de 

181.941, ou seja, 0,34 casos para cada 10.000 habitantes. O sudeste da Ásia (71%) e as 

Américas (16%) são as regiões que apresentaram o maior número de casos. Isto é claramente 

demonstrado na figura 1.1 obtida da organização mundial de saúde. 
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Figura 1.1: Taxas da prevalência mundial de hanseníase reportadas à OMS, no início do ano de 2013, 

referentes ao ano anterior. As taxas de novos casos referem-se a cada 100.000 habitantes. Adaptado de OMS, 

2013. 

 Apesar da taxa de prevalência apresentar uma ligeira queda nos últimos três anos 

(WHO, 2013), o Brasil é o segundo em número de casos notificados, com cerca de 33.303, 

representando 14% do número total. O país só fica atrás da Índia, com 134.752 de novos 

casos (WHO, 2013). 

No Brasil é claramente perceptível diferenças na prevalência da doença entre Estados 

e regiões, onde a concentração maior ocorre nos locais de grande pobreza. Em 2013, o 

ministério da saúde publicou dados referentes à distribuição da doença no país demonstrando 

a grande prevalência da doença nos estados de Mato Grosso, Maranhão e Tocantins (Fig – 1.2 

A), e dentro destes, a alta prevalência em microrregiões com baixas condições 

socioeconômicas (Figura 1.2 B) (Ministério da Saúde, 2013). 
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Figura 1.2. Coeficiente de prevalência de hanseníase por 10 mil habitantes no Brasil – 2012. (A) Estados 

(B) microrregiões. Estados com maior prevalência de Hanseníase encontram-se no Norte, Centro,Oeste e 

Nordeste do país (Ministério da Saúde, 2013). 

 

1.1.2 Classificação 

A classificação das formas clínicas da doença foi estabelecida por Ridley e Jopling em 

1966 e combina muitos parâmetros, como os clínicos, bacteriológicos, imunológicos e 

histopatológicos. Esta classificação apresenta dois grandes pólos. Em um pólo encontram-se 

os pacientes lepromatosos (LL) que apresentam alta carga bacilar proveniente da inexistência 

de resposta celular contra o patógeno, apesar de apresentarem altos títulos de anticorpos 

contra o mesmo. No outro pólo encontramos os pacientes tuberculóides (TT) que apresentam 

uma forte resposta celular ao M. leprae e por isso, apresentam baixa carga bacilar, apesar de 

apresentarem baixos títulos de anticorpos contra o mesmo. Em geral os tuberculóides 

apresentam uma única lesão enquanto os lepromatosos, várias. Entre esses dois extremos 

encontram-se as formas intermediárias que denominamos bordeline: bordeline lepromatoso 

(BL), bordeline bordeline (BB) e bordeline tuberculoide (BT), onde a resposta imune celular e 

humoral é maior ou menor de acordo com a proximidade ao pólo  tuberculóide ou 

lepromatoso. 

A maioria dos indivíduos que entram em contato com o bacilo não desenvolve a 

doença. Os que desenvolvem, primeiramente entram em um estágio inicial e transitório que 

denominamos como indeterminado (I) e posteriormente evoluem para uma das cinco 

classificações mencionadas anteriormente (Fig 1.3) (Jopling & Mc Dougall, 1988). 
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Figura 1.3: Formas clínicas da hanseníase. Esquema demonstra o perfil do espectro da doença. 

Representação baseada na classificação de Ridley e Jopling, 1966: TT (tuberculóide), BT (“borderline” 

tuberculóide), BB (“borderline borderline”), BL (“borderline” lepromatosa), LL (lepromatosa). Estão 

esquematizados aspectos da resposta imune do paciente, número de lesões na pele e índice baciloscópico.  

Na tentativa de dinamizar o processo terapêutico, a OMS estabeleceu uma 

classificação simples baseada na carga bacilar. Os pacientes são divididos em dois grupos: 

multibacilares (MB) ou paucibacilares (PB). Os paucibacilares compreendem as formas 

clínicas TT, BT e I, já os multibacilares as formas BB, BL e LL. A duração do tratamento 

com a poliquimioterapia é diferenciada entre os grupos, onde pacientes PB apresentam seis 

meses de terapia e os multibacilares (MB) 12 meses (Britton e Lockwood, 2004).   

 

1.1.3 O agente etiológico 

O Mycobacterium leprae é um patógeno intracelular obrigatório que apresenta até o 

momento tropismo descrito para dois tipos celulares do corpo humano: macrófagos de pele e 

células de Schwann (Bloom, 1986; Kaplan e Cohn, 1986). Foi caracterizado por Gerhard 

Hansen em 1874 e considerado então como o primeiro agente causador de uma doença 

(Hansen 1874). Hansen percebeu a presença de corpos em formas de bastões em amostras 



7 
 

oriundas de nódulos de pacientes, utilizando análise microscópica (Rees, 1985). Contudo, até 

hoje, não foi possível o seu cultivo in vitro, dificultando análises da sua biologia.  

O gênero Mycobacterium apresenta mais de 70 espécies e pertence à ordem dos 

Actinomycetales e família Mycobacteriacea. Deste gênero, três patógenos podem ser citados 

por causarem problemas à saúde humana, como o Mycobacterium tuberculosis, que causa a 

tuberculose, Mycobacterium avium e o Mycobacterium intracellulare que são espécies 

consideradas oportunistas.  

O M. leprae é um bacilo gram-positivo, reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 micra 

de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de largura. É considerado um bacilo álcool-ácido 

resistente (BAAR), pois quando corado em vermelho pela fucsina não descora pela ação da 

solução álcool-ácida (método Ziehl-Nilsen). O seu crescimento é lento fazendo uma divisão 

binária a cada 12-14 dias (WHO 1987). A temperatura ótima para o seu crescimento é abaixo 

de 37
o
, sendo então o motivo pelo qual o bacilo apresenta preferência pelos arredores do 

corpo humano, ocupando os nervos periféricos (Shepard, 1965). 

A sua parede celular é rica em ácidos micólicos ligados a uma camada eletrodensa de 

arabinogalactana e peptidioglicana. Além disso, mais externamente, apresenta fosfolipídeos e 

glicolipídeos. Esta estrutura única da parede é fundamental para todas as micobactérias, pois 

impede a passagem de várias drogas, acarretando em resistência a muitos medicamentos. 

Importante destacar a presença do glicolipideo fenólico I (PGL-1) que é exclusivo no M. 

leprae, sendo por este motivo desde 1981 utilizado em diagnósticos precoces da doença 

(Hunter & Brennan, 1981; Vissa e Brennan, 2001). 

A impossibilidade do cultivo in vitro desafiou cientistas na tentativa de promover alguma 

forma de reproduzir o bacilo. Shepard, na década de 60, demonstrou um crescimento local e 

limitado do patógeno em coxim plantar de camundongos, permitindo a abertura de campos de 

estudos neste sentido. A limitação do crescimento de bacilos no modelo adotado por Shepard 

originou-se da resposta imune do hospedeiro e devido a isso, iniciou-se o manejo ou a 

manipulação do sistema imunológico de camundongos na tentativa de disseminação efetiva de 

bacilos. Atualmente a utilização de camundongos atímicos (nude), com severa deficiência da 

produção de linfócitos T e B, permite uma grande quantidade de bacilos viáveis para serem 

utilizados em diferentes experimentos com diversas finalidades.   
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Figura 1.4. Cultivo de M. leprae em patas de camundongos BalbC Foxn1 nunu (nude).  Demonstração da 

pata do animal 6 meses após inoculação com 5 x 10
7  

bacilos (Imagem adaptada de Scollard et al., 2006). 

  Acredita-se que o patógeno tenha sido submetido a uma evolução redutiva do genoma 

em relação a outras micobactérias. O genoma completo do M. leprae possui 3,27 megabases 

(Mb) e um conteúdo médio G+C de 57%. Esses valores são muito menores do que os 

encontrados no genoma do M. tuberculosis (Cole et al., 1998), que contém 4,41 Mb, 65,6% 

G+C e aproximadamente 4000 genes codificantes. Além disso, o genoma do M. leprae possui 

características únicas, como o baixo número de genes codificantes (somente 49,5% do 

genoma), o elevado número de pseudogenes (27%) e regiões não codificantes (23,5%).  Essa 

redução adaptativa do seu genoma resultou na eliminação de várias vias metabólicas, 

tornando-o um patógeno com necessidades metabólicas muito específicas, consequentemente 

impossibilitando o seu crescimento in vitro, demonstrando sua longa adaptação ao nicho 

intracelular (Cole et al., 2001). 

O M. leprae apresenta um repertório menor de enzimas envolvendo a degradação de 

compostos de carbonos que o M. tuberculosis, mas é capaz de utilizar vias metabólicas como 

a glicólise e a β-oxidação. Em contraste, as vias anabólicas como síntese de purinas, 

pirimidinas, a maioria dos aminoácidos, nucleotídeos e a maioria das vitaminas e cofatores, 

parecem estar intactas no patógeno (Singh e Cole, 2011; Revisto por Scoland, 2006). 
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Tabela 1.1: Diferenciação entre os genomas de M. leprae e M. tuberculosis (Adaptado de 

Cole, 2001) 

Características M. leprae M. tuberculosis 

Tamanho (pb) 3.268.203 4.411.532 

Proteínas codificadas (%) 49,5 90,8 

Genes codificantes (no.) 1.604 3.959 

Pseudogenes 1.116 6 

Conteúdo G-C (%) 57,79 65,61 

 

  

1.2 Metabolismo energético 

1.2.1 glicose e glicólise 

A glicose apresenta um papel central no metabolismo energético como combustível e 

fonte de carbono, representando grande reserva de energia potencial. Além disso, é um 

precursor altamente versátil de aminoácidos, coenzimas, ácidos graxos, colesterol, dentre 

outros (Nelson & Cox, 2011). 

 A captação de glicose nas células ocorre por meio de transportadores proteicos 

específicos denominados de GLUT (“Glucose Transporter” - transportadores de glicose). Um 

grande número de isoformas de GLUT já foram identificados e clonados, apresentando 

diferentes afinidades e capacidades de transportar glicose, sendo expressos em diferentes 

tecidos (Manolescu, et al., 2007). 

 Ao entrar na célula, a glicose pode ser fosforilada pela ação da enzima hexocinase 

(HK) e o produto desta reação é a glicose-6-fosfato (G6P) que apresenta variáveis destinos, 

podendo ser incorporada a outras moléculas como o glicogênio e outros glicoconjugados, ou 

seguir vias metabólicas como a glicólise e a via das pentoses-fosfato (Nelson & Cox, 2011). 

A oxidação da glicose pela via glicolítica é um importante caminho metabólico sendo 

bastante conservado na degradação de carboidratos na maioria dos organismos. Esta via gera 

como produto final duas moléculas de piruvato através de dez reações sequenciais realizadas 

por diferentes enzimas. As reações glicolíticas ocorrem no citosol e normalmente são 
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separadas em duas fases. A primeira fase é dita preparatória, onde há o requerimento de 

energia na forma de ATP para ativar a molécula de glicose através da sua fosforilação para as 

reações oxidativas posteriores, e a segunda, é denominada de pagamento ou produtora de 

energia. Na primeira, duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP) são utilizadas para 

converter uma molécula de glicose em duas de gliceraldeído-3-fosfato. Na segunda fase, o 

gliceraldeído-3-fosfato é degradado em piruvato, com a produção de quatro equivalentes de 

ATP e dois equivalentes de NADH (Nelson & Cox, 2011). No final do processo temos a 

presença de duas moléculas de piruvato, dois equivalentes de ATP e nicotinamida adenosina 

dinucleotídeo reduzidos (NADH).  As dez reações estão demonstradas na figura 1.5. 

 

 

 

Figura 1.5: Esquema da via glicolítica. Dez reações citosólicas com consequente redução de NAD
+ 

, 

formação de duas moléculas de piruvato e saldo de 2 ATPs por glicose quebrada, caracterizam a via (Adaptado 

de Nelson e Cox, 2011)  

 



11 
 

Das reações demonstradas na figura 1.5, três são irreversíveis em condições 

fisiológicas. São essas, as reações catalisadas pelas enzimas: hexocinase (HK), 6-fosfofruto-1-

cinase (PFK) e a piruvato cinase (PK). Por participarem de processos inconvertíveis na 

glicólise essas rotas são consideradas os principais alvos regulatórios em todo o fluxo de 

oxidação de glicose pela via glicolítica, apresentando várias formas de regulação (Mulukutla 

et al., 2010; Sola-Penna et al., 2010). 

 

1.2.2 Destino do piruvato em condições anaeróbias 

 

Em condições anaeróbias, ou de microaerofilia, o piruvato formado na glicólise é 

convertido em lactato, sendo reduzido através da oxidação do NADH pela atuação da enzima 

lactato desidrogenase (LDH). Esta redução é necessária na ausencia de oxigênio para se 

regenerar NAD
+
, uma vez que o mesmo não pode ser gerado a partir da redução do NADH na 

cadeia respiratória, impedindo assim a inibição da glicólise por falta de um aceptor de elétrons 

(Nelson e Cox, 2011).  

 

 

 

Figura 1.6: Reação catalizada pelo complexo lactato desidrogenase (Adaptado de Nelson e Cox, 2011). 

 

A LDH é uma enzima tetramérica, formada por quatro subunidades que apresentam 

duas isoformas, M e H, que são codificadas pelos genes LDHA e LDHB respectivamente. A 

subunidade M (oriundo do inglês Muscle) está correlacionada com a conversão de piruvato 

em lactato em condições fisiológicas e a H (de Heart), de lactato à piruvato. A combinação 
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entre essas subunidades gera a formação de cinco isoformas: M4, M3H1, M2H2, M1H3 e H4. 

Os complexos lactato desidrogenase que apresentam grande proporção da isoforma H tendem 

a participar de tecidos com metabolismo aeróbico, onde há plena disponibilidade de oxigênio, 

como o tecido muscular cardíaco. A predominancia da isoforma M por sua vez ocorre em 

tecidos com metabolismo anaeróbico ou microaeróbico frequente, como o músculo 

esquelético e também no fígado, que apesar de ser muito bem vascularizado, tem como 

função manter o nível de glicose sanguíneo através da gliconeogênese, se necessário, baseado 

em lactato (Markert CL et al., 1975; Swiderek & Paneth, 2011). 

O lactato é transportado através da membrana por receptores específicos, os 

transportadores de monocarboxilato, ou proteínas MCTs. Existem, descritos na literatura, 14 

isoformas de MCTs, das quais grande parte ainda não apresenta função determinada (revisto 

por Sola-penna et al., 2008). Células da glia, como os oligodendrócitos, são capazes de 

expressar MCT1 e MCT4. Youngjin e colaboradores demonstraram que a expressão de MCT1 

no sistema nervoso central é exclusiva aos olidendrócitos, co-localizando com proteínas de 

mielina e o seu silenciamento gera morte neuronal. 

Na primeira metade do século passado, Otto Warburg detectou que células tumorais 

eram capazes de metabolizar glicose até 300 vezes mais avidamente que seus tecidos 

precursores, fermentando-a a lactato, mesmo em normóxia. Acredita-se que se trata de uma 

adaptação à vida no interior de um tumor sólido não vascularizado, onde para se manter os 

níveis de ATP em anaerobiose é necessário aumentar o consumo de glicose. Este fenômeno é 

conhecido como “efeito warburg” e desmistificou a ideia de que a via ocorreria apenas em 

anaerobiose (Revisto por Nelson & Cox, 2011). 

 

1.2.3 Destino do piruvato em condições aeróbias  

 

Em condições aeróbias o piruvato sofre ação do complexo piruvato desidrogenase 

(PDH) no interior da mitocôndria, catalisando a formação de Acetil-coA diante de NAD 

oxidado e coenzima A livre (CoA). O acetil-CoA gerado condensa com uma molécula de 

oxalacetato formando citrato o qual sofre sucessivas oxidações e desidrogenações com o 

objetivo principal de produzir energia (GTP) e reduzir coenzimas como NAD
+ 

e flavina 

adenina dinucleotídeo (FAD). Em cada ciclo completo de reações utilizando uma molécula de 

acetil-CoA são gerados quatro co-substratos reduzidos: três NADH e um FADH2 (Revisto por 

Buchakjian e Kornbluth, 2010).  

O acetil-CoA que não é utilizado para a produção de energia é usado como precursor 

para a síntese de ácidos graxos ou se condensa para a síntese de colesterol no citosol. Como é 
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incapaz de atravessar a membrana mitocondrial, é necessário sua combinação com a molécula 

de oxaloacetato, formando o citrato, que por sua vez pode ser transportado para o citosol por 

receptores específicos (Hatzivassiliou, et al.,2005; Wang et al., 2010). 

A enzima ATP citrato liase (ACL) é caracterizada como uma ligação direta entre o 

metabolismo da glicose e a formação de lipídios (revisto por Chypre, 2012). Esta é capaz de 

converter o citrato citosólico em acetil CoA e oxaloacetato, utilizando a hidrólise de ATP. Na 

via de síntese dos ácidos graxos, acetil CoA é carboxilado em malonil-CoA pela enzima 

acetil-CoA carboxilase (ACC). Em seguida, a ácido graxo sintase (FAS) realiza a 

condensação de acetil - CoA e a malonil- CoA para produzir palmitato. Acetil-CoA também 

pode ser um precursor para a via do mevalonato sendo conduzido à síntese de farnesil - 

pirofosfato (FPP) que está envolvido na biossíntese do colesterol (Revisto por Buchakjian e 

Kornbluth, 2010). 

O destino do oxaloacetato gerado a partir da ação da enzima ATP citrato liase pode ser 

a conversão em piruvato, por ações sequenciais de enzimas como a malato desidrogenase e a 

enzima málica citosólica. Desta forma o piruvato pode então retornar ao ambiente 

mitocondrial. Nesta conversão existe a formação de poder redutor na forma de nicotinamina 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) (Revisto por Nelson & Cox, 2011). 

 

 

Figura 1.7: Lançadeira para a transferência de Acetil-CoA da mitocôndria para o citosol de forma 

resumida. O piruvato derivado do catabolismo da glicose no citosol é convertido em acetil-coA na matriz 

mitocondrial. Acetil CoA é exportado da mitocôndria como citrato. No citosol é convertido em lipídios. O 

oxaloacetato é reduzido a malato e este tem como principal destino a conversão em piruvato pela enzima málica 
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com consequente formação de poder redutor na forma de NADPH, sendo o piruvato produzido retornado para a 

matriz mitocondrial (Adaptado de Nelson & Cox, 2010). 

 

1.2.4 Fosforilação oxidativa 

As coenzimas reduzidas (NADH e FADH2) são utilizadas como fonte de poder redutor 

pelos complexos transportadores de prótons da mitocôndria. Este transporte gera energia 

através da movimentação da ATP sintase, produzindo assim a maior parte (90%) do ATP total 

resultante do catabolismo da glicose (Mitchell & Moyle, 1965). Os prótons são recebidos na 

matriz mitocondrial pelo oxigênio, que se reduz a água, e por esse motivo a fosforilação 

oxidativa se encontra inibida na anaerobiose. 

O transporte de elétrons é realizado pela cadeia respiratória mitocondrial que está 

localizada na membrana interna e consiste de quatro complexos, apresentando três “bombas” 

de prótons e uma ligação física ao ciclo do ácido cítrico. Os complexos são sequenciados de 

acordo com o seu potencial redox, assim a transferência de elétrons entre os complexos é feita 

no sentido de um potencial redox baixo para um potencial de redução mais elevado. Esta 

movimentação gera energia, que é utilizada no bombeamento de H
+
 da matriz para o espaço 

entre as membranas interna e externa da mitocôndria. Por difusão, os prótons tendem a voltar 

para a matriz mitocondrial, mas a membrana interna é impermeável, o que induz a passagem 

pelo complexo enzimático ATP sintase (complexo V). De forma geral o próton H
+
 provoca 

alterações conformacionais na enzima, necessárias para que esta ligue ADP e Pi, 

consequentemente, condensando-os e liberando ATP (Mitchel & Moyle, 1967). 

Ao todo quatro complexos são capazes de induzir o deslocamento de elétrons na 

cadeia, são eles: NADH-ubiquininona oxirreductase, NADH desidrogenase ou complexo I, 

succinato-ubiquinona reductase ou complexo II, CoQH2 - citocromo c reductase ou complexo 

III e  citocromo c oxidase, complexo IV. O grupo prostético destes complexos representam o 

“fio condutor” por onde os prótons são transportados e podem ser quinóides (FMN, FAD, 

CoQ) ou metais de transição (centros FeS, hemos, proteínas ligadoras de Cu) (Revisto por 

Nelson & Cox, 2011).    

É extremamente possível a inibição do processo de fosforilação oxidativa em seus 

vários estágios, bloqueando o transporte de elétrons ou a atividade da ATP sintase. A droga 

antimicina A interfere com o fluxo de elétrons no complexo III. Como a oxidação está 

acoplada à fosforilação, quando inibimos o complexo, não há transferência de elétrons e 

consequentemente também não haverá fosforilação do ADP, dado que não é gerada a força 

protomotriz necessária. Além disso, outras drogas permitem a permeabilidade da membrana a 
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prótons, ocorrendo a redução de O2 em níveis elevados, mas essa redução não é acoplada a 

síntese de ATP, uma vez que o gradiente de prótons é dissipado. São, por isso, designados 

desacopladores. O cianeto carbonil m-clorofenil-hidrazona (CCCP) é um exemplo de 

dissipador de potencial elétrico da membrana de plasmática e das membranas mitocondriais 

(Shigehisa et al., 1973). 

 

 

Figura 1.8: Esquema geral da fosforilação oxidativa. Transferência de elétrons entre os complexos com 

consequente redução do oxigênio, gera a energia na forma de prótons capaz de produzir ATP. Antimicina é 

capaz de inibir o complexo III, invibializando a passagem de elétrons e CCCP, capaz de dissipar prótons do 

espaço intermembranar. (Adaptado de Nelson e Cox, 2011) 

 

1.2.5 Metabolização da glicose pela via das pentose-fosfato 

Se não sofrer a oxidação pela via glicolítica, a glicose-6-fosfato pode ser metabolizada 

pela via das pentose-fosfato. Este caminho para a oxidação da glicose leva a produção de 

compostos importantes para a célula como a ribulose -5- fosfato, o qual pode atuar como 

precursor de coenzimas e nucleotídeos. Nesta via, o NADP é o aceptor final de elétrons, que 

uma vez reduzido pode ser utilziado em diversas vias anabólicas como as reduções de síntese 

de ácidos graxos e esteróis ou no combate a espécies reativas de oxigênio (ROS), como 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical superóxido (O2), através da redução do sistema 

glutationa ( Revisto por Nelson e Cox, 2011).  

O poder redutor na forma de NAPH é então fundamental para o equilíbrio redox da 

célula sendo chave para a regeneração do sistema glutationa. Este sistema atua na remoção de 

H2O2 através da sua redução em água, utilizando elétrons provenientes da forma reduzida da 

glutationa (GSH). A glutationa oxidada originada dessa reação é regenerada pela glutationa 

redutase, que por sua vez depende de NAPH, em sua maioria produzido na reação catalisada 

pela G6PD. Sendo assim, um desiquilíbrio na produção de NAPH pode de forma indireta 
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afetar um dos mais importantes sistema de defesa antioxidante da célula (Revisto por Nelson 

e Cox, 2011). 

Importante ressaltar que a G6P, substrato da G6PD, uma vez oxidada pela via das 

pentoses pode ser reciclada para a glicólise, já que alguns dos produtos finais desta via são 

intermediários da via glicolítica, como o gliceraldeído-3-fosfato e a frutose-6-fosfato. 

(Revisto por Stanton, 2013). 

A figura 1.9 mostra um esquema representativo adaptado do trabalho de Buchakijan e 

Kornbluth apresentando uma visão geral do metabolismo glicolítico sintetizando todas as 

rotas bioquímicas clássicas mencionadas neste projeto. 

 

 

Figura 1.9: Visão geral do metabolismo de carboidratos. (1) A glicose entra na célula por receptores tipo 

GLUT e pode ser oxidada na glicólise ou encaminhar-se para a Via das pentoses-fosfato; (2) O piruvato, produto 

final da glicólise, pode ser reduzido a lactato pela LDH ou sofrer ação da PDH na mitocôndria, gerando acetil-

CoA; (3) O acetil-CoA formado entra no ciclo do ácido cítrico gerando NADH e FADH2, que será utilizado para 

a produção de ATP através da fosforilação oxidativa; (4) O acetil-CoA se combina com o oxaloacetato gerando 

citrato, que é transportado para o citosol onde sofre ação da ACL gerando novamente acetil-CoA. (5) O acetil-

CoA que não é utilizado na produção de energia é utilizado como precursor para a síntese de ácidos graxos; (6) 

ou se condensa para a biossíntese de colesterol através da via do mevalonato no citosol. GLUT transportador de 

glicose; G6P, glicose-6-fosfato; F6P, frutose-6-fosfato; HK, hexocinase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase; PK, 

piruvato cinase; LDH, lactato desidrogenase; PDH, piruvato desidrogenase; ACL, ATP citrato liase (Adaptado 

de Buchakijan e Kornbluth, Nature Reviews, 2010). 
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1.2.6. Particularidades do metabolismo energético no gênero Mycobacterium 

A classificação das micobactérias iniciou-se em 1896 quando Lehmann e Neumann 

propuseram pela primeira vez o género Mycobacterium, no qual incluíram Mycobacterium 

tuberculosis e Mycobacterium leprae. Com o avanço dos métodos e técnicas de identificação, 

muitas outras espécies de micobactérias foram descobertas e classificadas. Atualmente são 

reconhecidas 148 espécies e 11 subespécies dentro do género, das quais aproximadamente 60 

podem causar doença no homem (Jarzembowski & Young, 2008; Wu, Lu & Lai, 2009). 

Micobactérias intracelulares apresentam como principal fonte de energia a oxidação de 

lipídios oriundos do hospedeiro (Munoz-Elias and McKinney, 2005; Munoz-Elias and 

McKinney, 2006; Munoz-Elias et al., 2005; Munoz- Elias et al., 2006; Schnappinger et al., 

2003; Pandey and Sassetti, 2008). Esta afirmação se consolidou com o sequenciamento dos 

genomas do M. leprae e M. tuberculosis, onde foi revelado um grande repertório de genes 

envolvidos na degradação lipídica, além de muitos pseudogenes antes relacionados à glicólise 

(Cole et al., 1998; Cole et al., 2001). Em M. leprae a utilização de lipídios parece proeminente 

no seu repertório bioquímico, porém, apresenta menor grau se comparado ao de M. 

tuberculosis. Nos dois patógenos foram identificados genes para lipólise, como lipases, e β-

oxidação de ácidos graxos. O M. leprae, apesar da redução drástica sofrida ao longo de sua 

adaptação à vida intracelular, manteve em seu repertório genético ao menos uma cópia de 

cada um dos genes primordiais para a realização destas rotas, diferentemente de M. 

tuberculosis que apresenta redundância e vias alternativas. De forma a exemplificar, no bacilo 

causador da tuberculose foram detectados 22 genes para lipases para apenas 2 genes 

detectados em M. leprae (Cole, et al., 2001). 

Os resultados mencionados anteriormente não eliminam a possibilidade de estes 

microorganismos utilizarem a glicose como fonte de energia. Dados em genômica também 

demonstraram a capacidade da maioria de seus representantes em oxidar este glicídio por vias 

como glicólise e via das pentoses-fosfato (Wheeler et al., 1983; Cole et al., 1998; Cole et al., 

2001); Contudo o repertório de genes para degradação lipídica presente no gênero 

Mycobacterium é maior do que para a de carboidratos. Micobactérias que apresentam 

crescimento in vitro tem aproximadamente 70% de toda a glicose direcionada ao fluxo 

glicolítico, e apenas 30% sendo metabolizados pela via das pentoses-fosfato gerando poder 

redutor na forma de NADPH (Ratledge, 1976). Muitos ensaios in vitro utilizando estes 

organismos tem o glicerol como a fonte de carbono possível e sua fosforilação seguida de 

oxidação gera um intermediário da via glicolítica, a diidroxiacetona-fosfato, que segue o 

caminho através das sucessivas etapas do ciclo do ácido cítrico. A excessão do grupo é o M. 
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Bovis, devido a uma mutação pontual no gene responsável por codificar a piruvato cinase, não 

é capaz de utilizá-lo (Keating et al., 2005). 

Durante seu crescimento, as micobactérias tanto in vitro como in vivo, são capazes de 

oxidar substratos reduzindo seus de transportadores de elétrons citoplasmáticos como NADH, 

FADH2 ou ferredoxina. Em M. tuberculosis foi detectado cinco complexos participantes do 

sistema de transporte de elétrons para a oxidação destas coenzimas em aerobiose. São eles: 

NADH desidrogenase I, NADH desidrogenase II, succinato desidrogenase, bc1 citocromo 

redutase e aa3 citocromo c oxidade. O sistema de transporte de elétrons nas micobactérias é 

acoplado ao bombeamento de prótons, sendo capaz de gerar a força protomotriz de formação 

de adenosina trifosfato pela ATP sintase (Revisto por Cook et. al., 2009).  

NADH desidrogenase também é o primeiro componente da cadeia respiratória em  

micobactérias, transferindo eletrons a partir de NADH a quinonas, como por exemplo a 

ubiquinona ou menaquinona (Weinstein et al. 2005). Existem duas classes de NADH 

desidrogenases identificadas até o momento em micobacterias: NDH-1, onde a transferência 

de elétrons é acoplada ao bombeamento de prótons através da membrana, e NDH-2, onde a 

oxidação de NADH não é acompanhada de translocação de prótons. No M. leprae a cadeia 

respiratória encontra-se truncada, uma vez que o óperon responsável pela formação de NDH-1 

está truncado, com isso a oxidação de NADH não leva a formação de ATP através deste 

mecanismo (Cole et. al., 2001).  

Em situações anaeróbias ou de microaerofilia o M. tuberculosis é capaz de manter a 

produção de ATP através do transporte de elétrons realizados por complexos na sua 

membrana plasmática, como a fumarato redutase, nitrato redutase e citocromo bd oxidase 

(Revisto por Cook et al., 2009).  O sequenciamento do genoma de M. leprae demonstrou que 

o bacilo não é capaz de formar este sistema de transporte, mas alternativamente é capaz de 

oxidar NADH ou NADPH no desvio de fosfoenolpiruvato através de oxaloacetato em malato 

ou fumarato pela ação da enzima PEP carboxilase (Cole et al., 2001). 

 

1.3 As células de Schwann  

As células de Schwann (CS) são células gliais do sistema nervoso periférico e o seu 

nome provém da homenagem à Theodor Schwann, fisiologista alemão responsável por sua 

descrição (Armati, 2007). Nos períodos iniciais de sua descoberta, eram vistas apenas como 

“colas” que mantinham o sistema nervoso periférico unido, porém atualmente é conhecida a 

benéfica dependência entre estas células e os axônios no desenvolvimento e funcionamento 

normal da fibra nervosa (Armati, 2007). 
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As células de Schwann apresentam atividade análoga aos oligodendrócitos no sistema 

nervoso central, produzindo uma membrana que envolve as porções alongadas dos neurônios, 

denominada bainha de mielina. Esta tem como característica alta concentração lipídica e 

poucas proteínas, permitindo sua atuação como isolante elétrico, induzindo à rápida 

propagação dos potenciais de ação das sinapses nervosas ao órgão alvo. Além disso, células 

de Schwann também são reconhecidas como reguladoras do diâmetro axonal e moduladoras 

de células do sistema imune através da expressão de moléculas do complexo MHC (Armati, 

2007; Bunge et al, 1980; Armati & Pollard, 1996).  

Os axônios são capazes de induzir o crescimento e a diferenciação das células de 

Schwann a partir da secreção de neuroregulinas, assim, células da crista neural passam pelos 

estágios de CS precursora e CS imatura para CS diferenciada, que por sua vez pode apresentar 

fenótipo mielinizante ou não mielinizante no nervo maduro. CS mielinizantes e não 

mielinizantes envolvem as fibras nervosas dos nervos periféricos, formando inúmeras voltas 

em espiral numa proporção 1:1 célula- axônio no caso das primeiras, e vários axônios por 

célula no caso das segundas. As primeiras expressam principalmente RNAm de proteínas 

relacionadas à formação da bainha de mielina, como a proteína zero (P0), proteína mielínica 

periférica 22 (PMP22), glicoproteína associada à mielina (MAG) e a  proteína básica 

mielínica (MBP) (Revisto por Jessen e Mirky, 1999; 2005). 

Recentemente, Angus e colaboradores demonstraram que a célula de Schwann é capaz 

de armazenar glicogênio e este representa o principal suporte energético para axônios. A 

camada mais externa dos nervos periféricos é denominada de epineuro e é formada por tecido 

conjuntivo frouxo, contendo vasos, fibroblastos e fibras de colágeno tipo I. A camada média 

de tecido conjuntivo, chamada de perineuro, apresenta células pavimentosas fortemente 

unidas que irão se distribuir em camadas concêntricas em relação às fibras nervosas. Entre as 

sucessivas camadas celulares são encontradas fibras de colágeno tipo I e tipo III. Esta 

disposição das camadas é importante, pois pode atuar como uma barreira seletiva ao trânsito 

de substâncias com alto peso molecular (Guth, 1956; Cajal, 1959; Lundborg, 1993), 

dificultando assim a passagem de grandes complexos lipoprotéicos, tornando a glicose 

principal fonte de carbono, energia e poder redutor. 

 Em processos catabólicos, o glicogênio das células é convertido em glicose, a qual 

pode ser oxidada pela via glicolítica e possivelmente convertida a lactato através da 

fermentação.  O lactato gerado será transportado do compartimento glial para o axônio, onde 

é convertido em piruvato, utilizado para a produção de ATP. Dessa forma a produção e 

exportação de lactato tornam-se fundamentais para o suporte energético dos axônios (Angus, 

et al., 2013).   
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Figura 1.10: Esquema demonstrando o suporte metabólico oferecido pelas células gliais ao axônio. 

Lactato é exportado para suprir a demanda metabólica do axônio (Adaptado de Angus et al., 2013).   

O isolamento e purificação de nervos periféricos de mamíferos adultos é 

extremamente difícil e complexo, o que nos impede muitas vezes de utilizar células primárias 

em ensaios laboratoriais e nos induz a utilização de linhagens. A linhagem de CS ST8814 foi 

isolada de um tumor maligno de paciente com neurofibromatose tipo 1. Assim como as 

células de Schwann primárias, são positivas para os marcadores S-110, P0 e MBP (Morrissey 

et al.,1991; Rutkowiski et al., 1992; Ryan et al., 1994). São de fácil cultivo, apresentam bom 

crescimento em baixas concentrações de soro, podendo funcionar como bom modelo para 

ensaios experimentais (Yan et al., 1994).  

 

1.3.1 Células de Schwann e M. leprae 

O M. leprae é capaz de ocupar os nervos periféricos através da ligação de suas 

adesinas de superfície HLP (proteína semelhante a histona) e PGL-1 (glicolipídio fenólico -1) 

ao domínio globular da cadeia α 2 da laminina 2. Esta isoforma de laminina é a mais 

abundantemente presente na lâmina basal que envolve as células de Schwann (Rambukkana et 

al., 1997; Ng et al., 2000; Shimojie et al.,1999; Marques et al., 2000).   

Após a adesão às células, o bacilo é lentamente fagocitado. Uma vez no interior das 

CS os efeitos do patógeno sobre a fisiologia dessas células ainda é pouco conhecido. 
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Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa demonstraram que os bacilos viáveis 

localizam-se em vesículas pouco acidificadas, contrastando com os bacilos irradiados que se 

apresentam em vesículas com alto grau de acidificação (Alves et al., 2004). Estes resultados 

sugerem que o bacilo viável é capaz de modular a endocitose das CS impedindo a formação 

do fagolisossomo e consequentemente garatindo a sua sobrevivência.  

Alguns estudos mostram a relação harmoniosa que o patógeno apresenta com a sua 

célula hospedeira. Antia e Colaboradores em 1985 mostraram que a infecção de culturas de 

gânglios da raiz dorsal de camundongos neonatos apresentou grande proliferação de bacilos, 

mas que este aumento observado não foi acompanhado de morte dos componentes celulares 

envolvidos na formação dos gânglios. Além disso, em 1997 Antia e Shetty ao analisar 

histopatologicamente biópsias de nervos de pacientes da forma lepromatosa apresentando 

grande carga bacilar observaram ausência de toxidade celular.  

Estudos in vitro sugeriram que o M. leprae é capaz de invadir preferencialmente as CS 

não mielinizantes, contudo, ao aderirem as CS mielinizantes tanto bacilos viáveis quanto 

irradiados são capazes de induzir a desmielinização destas células ( Rambukkana et al., 2002). 

Além disso, durante a indução da desmielização as CS foram capazes de se proliferarem 

significativamente aumentando o fenótipo não mielinizado e garantindo o nicho intracelular 

do bacilo. Tapinos e colaboradores em 2006 demontraram que a desmielinização era  

resultado da ligação direta da bactéria na ativação do receptor tirosina quinase ErbB2 e 

consequente fosforilação de Erk ½ por uma via dependente de Ras/Raf/MEK.  A inibição 

farmacológica através de UO126 da ativação de Erk ½ por esta via diminuiu drasticamente a 

desmielinização em CS induzidas por M. leprae. Os mesmos autores em outro trabalho 

detectaram que o bacilo internalizado é capaz de ativar a proliferação das CS através da 

ativação de Erk ½ por uma via dependente de p56Lck, um membro da família das Src 

(tirosino quinase não receptores), promovendo o acúmulo nuclear de ciclina D1 e consequente 

proliferação das CS. ( Tapinos & Rambukkana, 2005) 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o M. leprae é capaz de promover a 

sobrevivência de CS quando são privadas de soro em cultura (Rodrigues et al., 2010). Para 

isto, o patógeno induz o aumento do fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-1), que 

é capaz de ativar vias de sobrevivência celular através de uma ampla sinalização envolvendo 

PI3K (phosfoinositol- 3- quinase) e AKT ( Cheng et al., 2000).  

 

 



22 
 

1.4 Alterações metabólicas ocasionadas na infecção pelo M. leprae e em outras 

patologias infecciosas. 

1.4.1 M. leprae induz a produção de corpúsculos lipídicos nas células hospedeiras. 

Em 1883 o cientista Rudolf Virchow descreveu a presença de macrófagos espumosos 

em lesões de pacientes lepromatosos. Essas células apresentavam grande quantidade de 

corpúsculos lipídicos e bacilos e o seu crescimento se dava como um “tumor”, podendo 

acarretar na desfiguração do hospedeiro. Mesmo após esta descoberta, os mecanismos 

moleculares responsáveis por esta modulação ficaram desconhecidos durante mais de um 

século (Elamin et al., 2012). 

Trabalhos iniciados por Mattos e colaboradores permitiram a detecção dos 

mecanismos moleculares de formação destes agregados lipídicos e a sua relação com o 

sucesso da infecção. Em CS a presença do bacilo viável gera a ativação do receptor TRL6 

(Toll-like receptor 6 ), acarretando na indução da via de PI3K ativando a síntese de lipídeos, 

envolvendo ativação do retículo endoplasmático, complexo de golgi e reorganização do 

citoesqueleto. Além disso, os corpúsculos são recrutados e acumulados em fagossomos 

contendo a bactéria (Mattos et al. 2011a; Mattos et al., 2011b). Desta forma um grande 

paradigma foi quebrado, pois durante mais de um século acreditava-se que os macrófagos se 

tornavam espumosos por acumular lipídeos oriundos da parede do bacilo, rica em ácidos 

micólicos. Na verdade os lipídios acumulados na forma de corpúsculos lipídicos são do 

próprio hospedeiro, tratando-se de uma combinação de indução da síntese de novo combinada 

a uma maior captação de lipídeos plasmáticos.   

Apesar das duas células preferencialmente infectadas pelo bacilo apresentarem esta 

indução durante a infecção, ela não ocorre igualmente nos dois tipos celulares. 

Diferentemente de macrófagos, a formação de corpúsculos lipídicos nas CS é dada apenas na 

presença da bactéria viva e não é determinada por fatores solúveis, uma vez que meios 

condicionados não foram capazes de induzir corpúsculos em outras células. Em macrófagos, a 

ligação a TLR2 (Toll- like receptor 2) e a TLR6 parece ser realizada de forma dependente, 

pois a deleção destes dois receptores em ensaios experimentais impediu a formação de 

corpúsculos neste tipo celular (Mattos et al., 2010). Na figura 1.11 podemos diferenciar a 

indução da formação de corpúsculos lipídicos nos dois diferentes tipos celulares 

preferencialmente infectados pelo bacilo. 
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Figura 1.11: indução da formação de corpúsculos lipídicos nos dois tipos celulares 

preferencialmente infectados pelo bacilo. Diferenças como ativação de receptores, sinalização parácrina e 

necessidade de bactéria viável são encontradas entre os dois tipos de células que o bacilo prefere infectar. 

(Retirado de Mattos, et al., 2012) 

 

 Acredita-se que a formação destes corpúsculos é uma estratégia do bacilo para 

eficácia da sua infecção e persistência nas células hospedeiras. Corpúsculos lipídicos são 

relacionados à produção de imunomoduladores como a prostaglandina E2, que na hanseníase 

funciona como um imunossupressor modulando o macrófago a um perfil Th2, mais “brando” 

à infecção. (Mattos et al. 2010).  Bloqueando a sua formação, permitimos que células como os 

macrófagos sejam capazes de matar as bactérias invasoras in vitro (Revisto por Mattos et. al, 

2012). 

Evidências genéticas sugerem que o bacilo utiliza os corpúsculos para obtenção de 

fontes nutricionais. A possibilidade do M. leprae assimilar ácidos graxos e fosfolipídios 

oriundos dos corpúsculos é bastante plausível, pois o sequenciamento do seu genoma 

demonstrou a conservação de duas lipases e uma fosfolipase, apesar da perda maciça de genes 

relacionados à glicólise (Cole, et al., 2001). Além disso, outros estudos de metabolismo e 

proteômica complementaram a teoria na qual a beta oxidação dos ácidos graxos é 

extremamente ativa no bacilo, sugerindo os lipídios como a fonte principal de carbono destes 

organismos (Wheeler 1989, 2003; Marques et al. 2008). Não coincidentemente o método 

padrão ouro para mensurar a viabilidade do bacilo é baseado na sua capacidade de oxidar 

palmitato radioativo (revisto por Mattos, et al., 2012). 
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1.4.2 Alterações metabólicas em outras doenças infecciosas. 

 

O desenvolvimento de uma doença infecciosa em um indivíduo envolve interações 

complexas entre o microorganismo e o hospedeiro. Os microorganismos podem produzir 

patologias eliminando ou diferenciando células do hospedeiro, através da liberação de toxinas 

ou da própria resposta imune do hospedeiro (Abbas, 2008). 

Rotineiramente em inflamações, estão envolvidos na amplificação do dano tecidual 

antígenos microbianos ou fatores intracelulares do próprio hospedeiro liberados como 

resultado de trauma ou danos teciduais metabólicos. São considerados como auto-antígenos: 

proteínas de choque térmico, histonas e até mesmo fragmentos de DNA. (revisto por Mervyn 

Singer, 2014). Receptores específicos (como por exemplo o sistema tipo Toll) reconhecem 

essas moléculas e regulam a transcrição de genes não só para proteínas envolvidas no 

processo inflamatório (tais como citocinas), interferindo também em vias envolvendo os 

sistemas cardiovascular, endócrino, imunológico e o metabolismo energético (Abraham & 

Singer, 2007).    

Produtos da inflamação e consequente ativação de macrófagos, espécies radicalares 

como o óxido nítrico (NO), podem ser produzidos abundantemente (Ojeda etal., 2011; Santos, 

et al., 2012) o que pode acarretar em modulação funcional mitocondrial. Entre estas 

modulações está a sua ação direta na inibição alostérica do complexo IV do sistema de 

transporte de elétrons ou possível peroxidação dos lipídios da membrana mitocondrial 

ocasionando desagregação dos complexos (Cleeter et al., 1994; Paradies et al., 2012). Desta 

forma para alguns tipos celulares, como os neurônios que sabidamente apresentam fluxo 

glicólitico inferior a células da glia e que são incapazes de aumentar este fluxo em situações 

de estresse, os efeitos de NO são considerados extremamente nocivos e pró-apoptóticos 

(Almeida et al, 2004; Mendez et al., 2009). 

Determinada por um agente infeccioso e atribuída a uma grande inflamação sistêmica, 

a sepse, tem sido bastante estudada quanto as variações metabólicas geradas no hospedeiro. 

Discute-se bastante as alterações mitocondriais, especificamente na supressão do metabolismo 

oxidativo e o papel de espécies radicalares na patologia da doença. Em 2014, Lee e 

Huttemann propuseram um modelo no qual a sinalização inflamatória induzida por LPS ou 

padrões moleculares relacionados a patógenos (PAMPs) conduziria a alterações no estado de 

fosforilação de proteínas mitocondriais, incluindo fosforilação da subunidade catalítica da 

Citocromo C oxidase. Este efeito resulta em inibição da fosforilação oxidativa e no modelo 

proposto, consequente redução do potencial elétrico de membrana mitocondrial que, por 
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conseguinte diminui os níveis de ATP podendo resultar na patogenia principal da doença, 

falência múltipla de órgãos (Revisto por Lee & Huttemann, 2014). 

 Muitas infecções virais têm sido associadas ao aumento de captação e utilização de 

glicídios, demonstrando representantes de vários vírus como herpesvírus e retrovírus sendo 

capazes de induzir essas alterações em células de mamíferos infectadas (Gray, et al., 1983; 

Garry, et al., 1986; El Bacha, et al., 2004; Munger, et al., 2006; Munger, et al., 2008; 

Sorbanaa, et al., 1996). Como exemplo, o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) foi 

capaz de aumentar os níveis de RNAm de Glut 3, aumentando a internalização de glicose em 

linfócitos infectados. Estas alterações podem acarretar na produção de energia e precursores 

biossínteticos necessários para a replicação viral. Além disso, alguns autores acreditam que 

esse mecanismo pode representar uma resposta da célula infectada contra o vírus (Sorbara, et 

al., 1996; Costa, et al, 2012).  

 Fortalecendo nossos exemplos, trabalhos já demonstraram a interação do vírus da 

hepatite C em diferentes pontos da cascata de sinalização de insulina na infecção de 

hepatócitos, podendo induzir a resistência a este hormônio. (Vespasiani-Gentilucci, et al., 

2014).  A insensibilidade a este hormônio gerado pela resistência induzida está intimamente 

ligada à obesidade, aumentando os riscos de eventos cardiovasculares (Deltenre, et al., 2011). 

Além disso, Bacha e colaboradores demonstraram que o vírus da dengue (DEN-2) foi capaz 

de levar alterações nas mitocôndrias de hepatócitos humanos da linhagem HEPG2. Dentre 

essas modificações encontram-se modificações morfológicas mitocondriais, aumento do 

consumo de oxigênio e diminuição do potencial elétrico mitocondrial (∆Ψ) que acarretaram 

em diminuição da eficiência destas células para produzir ATP. Acredita-se que estas 

modulações possam estar correlacionadas à patogênese do vírus na infecção.  

Dessa forma, a elucidação completa de vias metabólicas onde células são moduladas 

por patógenos torna-se fundamental para o entendimento de patogenias e sucesso de 

microorganismos na colonização de novos hospedeiros, possibilitando a descoberta de 

mecanismos atuantes na reversão dos efeitos nocivos das doenças e na viabilidade dos 

patógenos.   
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 O Laboratório de Hanseníase do Instituto Oswaldo Cruz comandou uma extensa análise 

de expressão gênica em diferentes modelos de Hanseníase, com a finalidade de determinar 

possíveis alvos envolvidos na patogenia da doença. Análise de microarranjos com posterior 

confirmação por qPCR em células de Schwann primárias infectadas demonstraram 

diminuição da expressão de genes envolvidos na fosforilação oxidativa como ND1, CYTB, 

COX2 e ATP6, esses dados se repetiram em amostras provenientes de nervos de pacientes da 

forma lepromatosa (Ferreira, 2011 ;Guerreiro, et al., 2012).  

 Os resultados da expressão de genes mitocondriais instigaram o nosso grupo a acreditar 

que o bacilo poderia estar modulando o metabolismo energético da célula hospedeira. Testes 

de funcionalidade mitocondrial de células infectadas foram realizados no intuito de 

primeiramente determinar se a expressão gênica estaria efetivamente determinando o 

fenótipo. Devido ao fato da metabolização de glicose poder gerar ATP sem a efetiva 

participação mitocondrial, somado ao fato deste glicídio se caracterizar como um precursor de 

várias moléculas fundamentais para a célula, nosso grupo se concentrou em determinar o 

metabolismo glicolítico da célula de Schwann infectada. O fluxograma abaixo mostra os 

principais métodos e caminhos que levaram a formação deste projeto.   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 2.1 – Fluxograma das etapas do estudo da modulação do metabolismo energético na hanseníase. As 

etapas em vermelho representam aquelas conduzidas pelo laboratório de hanseníase- IOC, ao passo que as etapas 

em azul representam as etapas realizadas nesta tese de mestrado. 
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3.  Objetivo Geral 

Analisar a modulação do metabolismo energético que o M. leprae é capaz de exercer sobre as 

células de Schwann humanas da linhagem ST8814 

3.1 Objetivos Específicos 

 Analisar a modulação do bacilo nos processos de captação de glicose durante a 

infecção da célula hospedeira por microscopia de fluorescência e citometria de fluxo 

utilizando o análogo fluorescente da glicose 2-NBDG. 

 

 Analisar as vias de oxidação de glicose como glicólise e via das pentoses através da 

atividade de enzimas chaves como a fosfofrutoquinase-1 (PFK) na via glicolítica e  

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) na via das pentoses.    

 

 Identificar o processo de fermentação através da mensuração da quantidade de lactato 

no sobrenadante das células infectadas e atividade das enzimas relacionadas: 

complexo lactato desidrogenase.  

 

 Analisar a atividade mitocondrial das células ST8814, através da mensuração do 

potencial mitocondrial por TMRM (tetrametil rodamina metil ester) e o ionóforo 

CCCP (cianeto carbonil m-clorofenil-hidrazona), por microscopia de fluorescência e 

citometria de fluxo.  

 

 Correlacionar os dados obtidos com amostras de soro e lesões de pele de pacientes 

contidas na soroteca do Lab. de Microbiologia Celular.  
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4.1. Cultivo de micobacterias                                                                                                                    

 4.1.1 M. leprae 

 

O M. leprae vivo utilizado nesse estudo, cedido pela Dra. Patrícia Sammarco Rosa 

(Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP), foi proveniente do modelo de infecção do coxim 

plantar de camundongos atímicos nude (nu/nu). Os bacilos foram quantificados por contagem 

direta conforme descrito por Shepard e McRae (1968) e a viabilidade medida pelo método 

Live/Dead BacLight (Life Technologies, EUA). A viabilidade foi determinada por coloração 

fluorescente utilizando o método Live/Dead BacLight bacterial viability kit (componente A) e 

30 μM de iodeto de propídio (componente B) por 15 minutos à temperatura ambiente. Após a 

coloração, foi realizado um esfregaço em lâmina de vidro. Através da microscopia de 

fluorescência, bactérias vivas e mortas foram quantificadas por contagem dos bacilos verdes e 

vermelhos, respectivamente. 

 

  4.1.2 M. bovis BCG  

 

A cepa vacinal BCG Moreau (doada por Carolina Zavareze – Fundação Ataulfo de 

Paiva) foi cultivada em meio de cultura líquido Middlebrook 7H9 (DIFCO laboratories, EUA) 

contendo 0,02% glicerol, 0,05% Tween-80 (DIFCO laboratories, EUA) e suplementado com 

10% Middlebrook ADC (albumina bovina, dextrose e catalase). O tempo de cultivo foi de 

aproximadamente duas semanas, sob constante agitação, à temperatura de 37º C. Nesse 

período, a cultura foi centrifugada a 500 rpm por 5 min para evitar grumos micobacterianos e 

o sobrenadante foi utilizado para aferir a densidade óptica (DO 600nm). Ao atingir 

aproximadamente 0,8 de DO (0,8 = 2 x 10
8
 bactérias / mL), correspondente à fase 

exponencial do crescimento micobacteriano, o cultivo foi interrompido e aliquotado em 20% 

glicerol e estocado em freezer -70ºC. Para a utilização nos ensaios de infecção, as alíquotas 

congeladas de M. bovis BCG em 20% glicerol foram centrifugadas a 18000 x g por 10 min e 

ressuspensas em meio RPMI-1640 sem adição de antibióticos. A pureza do cultivo foi 

avaliada pelo método de Kinyoun. Brevemente, foram adicionados 10 μL da cultura em 

lâmina de vidro e realizado um esfregaço. Depois de seco, o esfregaço foi fixado por calor, 

utilizando-se um bico de Bunsen. Posteriormente a lâmina de vidro foi coberta com fucsina 

fenicada por cerca de 5 min. O excesso de fucsina foi retirado por lavagem delicada em água 

corrente e em seguida adicionado solução álcool-ácido para descoloração. Após lavagem em 

água corrente, foi adicionado azul de metileno por cerca de 30 segundos. Após essa etapa, a 



32 
 

lâmina foi novamente lavada, e após secagem em temperatura ambiente, foi conduzida até o 

microscópio óptico com lente de imersão (Nikon Eclipse E400) em aumento de 100 x para ser 

avaliada quanto a possíveis contaminações e contagem de bacilos. A cultura foi determinada 

livre de contaminação, quando observados apenas bacilos corados com fucsina (em rosa). 

Uma vez determinada a pureza, a quantificação da cultura foi determinada por contagem 

direta das lâminas como descrito por Shepard e McRae (1968). A viabilidade foi aferida 

através do kit Live/Dead BacLight (Life Technologies, EUA), já mencionado anteriormente. 

 

4.1.3 M. Smegmatis 

 

O M. Smegmatis mc
2
 155 foi doado por Thomas Dick da Universidade de Cingapura, sendo 

cultivado em meio Middlebrook 7H9 (beckton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA). 

O meio então foi suplementado com 0.05 % de Tween 80 e 10% de ADC [0,2% de glicose, 

0.5% de albumina de soro bovino (BSA), 0,085 % de cloreto de sódio] sob agitação constante  

com barras magnéticas em incubadora a 37
o 

C. O cultivo foi interrompido quando a cultura 

atingiu uma densidade óptica (600nm) igual a 1,0 em especfotômetro (Ultrospec 2100 pro 

UV/ visible), correspondente a fase exponencial de crescimento destas bactérias. O número de 

bacilos foi determinado através do método de Shepard e McRae (1968) e as alíquotas foram 

então congeladas em nitrogênio líquido até o seu uso. A viabilidade foi aferida através do kit 

Live/Dead BacLight (Life Technologies, EUA), já mencionado anteriormente. 

4.2. Cultura de células, ensaios de infecção e recrutamento de pacientes. 

4.2.1 Obtenção e Manutenção de Células de Schwann da linhagem ST8814 

A linhagem de Schwannoma ST8814 foi obtida após isolamento de CS malignas de um 

paciente com neurofibromatose tipo I e doada pelo Dr. Jonathan A. Flecher do departamento 

de Patologia de Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School, Boston, EUA. 

Estas células foram estocadas em alíquotas no nitrogênio liquido em solução contendo 10% 

de DMSO e 90% de soro fetal bovino.  

As alíquotas foram descongeladas em banho-maria a 37
o
 C e ressuspensas em 10 ml 

de meio RPMI 1640 (LGC, Brasil) completo [10mM de Hepes, 1mM de L-glutamax ( 

Invitrogen, Carlsbad, EUA)] suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 100 U/mL de 

Penicilina e 100 U/mL estreptomicina. Esta suspensão contendo as células foi então 
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centrifugada a 400x g por 10 minutos a 4
o
C, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspenso em meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino. 

As células foram então expandidas em estufa, com atmosfera de 5% de CO2 a 37
o 

C 

em garrafas de cultura de 25 cm
2
, até obter uma confluência de aproximadamente 90%.

 
No 

repique, o sobrenadante era descartado e, em seguida, as células eram lavadas com PBS e 

retiradas da placa com o auxílio de tripsina a 0,125% (LGC, Brasil). Após o bloqueio da 

tripsina com solução de soro fetal bovino, as células eram centrifugadas a 400x g por 10 

minutos, com o posterior descarte do sobrenadante e ressuspensão do pellet contendo as 

células em RPMI completo suplementado com 10% SFB, 100U/ml de estreptomicina e 

100U/ml de penicilina. Em seguida, as células eram distribuídas em uma nova garrafa de 

cultura de 75m
2
 e incubadas por mais 48 horas em estufa. As culturas foram utilizadas em 

ensaios experimentais até a 4
a
 passagem, ou eram novamente congeladas em solução 

contendo 90% de SFB e 10% de DMSO.  

Em todos os ensaios realizados com as células, após o plaqueamento e o tempo de 

aderência as placas, de aproximadamente 24 horas, realizamos infecção com o M. leprae ou 

as diferentes micobactérias utilizando o índice de multiplicidade de infecção (MOI) de 50:1, 

com consequente tempo de incubação de 48 horas em estufa a 33
o 
C em 5 % de CO2.  

 

4.2.2 Pacientes  

  O recrutamento dos pacientes ocorreu de forma voluntária no centro de referência de 

tratamento de Hanseníase Ambulatório Souza Araújo da Fundação Oswaldo Cruz-RJ. A 

classificação foi realizada de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (Ridley & Jopling, 

1966). Utilizamos soros e biópsias de tais pacientes, onde os classificados como BT 

apresentam índices baciloscopicos (IB) de 0 (n= 15) e LL acima de 2 (n = 16).  Amostras 

provenientes de soros de 12 indivíduos sadios foram incluídos neste estudo. Para os estudos 

em lesões de pele, foram adquiridos fragmentos (6 mm de diâmetro), de pacientes BT (n=4) e 

LL (n=4) contendo tanto epiderme quanto derme, previamente coletados para fins de 

diagnóstico, no Ambulatório Souza Araújo. A tabela 4.1 resume as características dos 

pacientes hansenianos e controles sadios incluídos no estudo e a tabela 4.2 mostra os dados 

clinico-epidemiológicos destes indivíduos. Os procedimentos incluídos no presente estudo 

receberam aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Fiocruz 

(Protocolo n
o
 504/09).   
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Tabela 4.1.  Características dos pacientes hansenianos e controles sadios.  

Características Soro Biópsia 

 

Indivíduos (n) 

Sadios BT LL BT LL 

12 11 12 4 4 

Sexo masc. 4 4 9 2 2 

Sexo fem. 8 7 3 2 2 

Média idade 35,83 45,27 35,75 68,5 73,5 

 

Tabela 4.2. Dados clínico-epidemiológicos dos indivíduos incluídos no estudo. 

    

Iniciais 

    

    Idade 

      

     Sexo 

       

      IB 

  

Forma     

clínica 

 

Tratamento 

 

Soro ou 

Biópsia 

 

ANS 

 

23 

 

M 

 

4 

 

LL 

 

1 MÊS 

 

S 

ECS 39 M 4,75 LL NT S 

CPS 25 M 4 LL NT S 

JCS 24 M 4,25 LL NT S 

EAO 36 F 4,57 LL 2 MESES S 

MDS 27 F 5,2 LL 15 DIAS S 

ESX 39 M 4,5 LL 15 DIAS S 

CBF 22 M 4 LL 1 MÊS S 

RAO 52 M 5 LL NT S 

ORF 53 M 5 LL 1 MÊS S 

INL 54 F 0 BT 1 MÊS S 

VSR 51 F 0 BT 1 MÊS S 

CRR 28 F 0 BT NT S 

JMC 55 F 0 BT 2 MESES S 

JM 45 F 0 BT 1 MÊS S 

RFS 30 M 0 BT 1 MÊS S 

MEC 42 F 0 BT NT S 

LBN 53 F 0 BT NT S 

FRV 27 M 0 BT NT S 

FFS 65 M 0 BT NT S 
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PLS 48 M 0 BT 2 MESES S 

SCC 68 F 5 LL NT S 

LJL 21 M 4 LL NT S 

LS 88 M 4,5 LL NT B 

OCX 84 F 4,5 LL NT B 

RSS 56 F 4 LL NT B 

AJR 66 M 4 LL NT B 

DMS 80 F 0 BT NT B 

MMM 87 M 0 BT NT B 

DHV 44 M 0 BT NT B 

JMS 63 F 0 BT NT B 

4.3. Análise da captação de glicose.  

  A captação de glicose foi monitorada através de um análogo fluorescente 2-[N-(7-

nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-d-glucose (2-NBDG- BioTECH). Para os 

ensaios em microscopia, células foram distribuídas em placas de 24 poços (2x10
5
em cada 

poço) com lamínula de vidro e embebidas em meio RPMI com 10% de SFB. Após a infecção 

e o tempo de espera com as diferentes micobactérias ocorreu a marcação com 500 nM do 

análogo fluorescente de glicose (2-NBDG) por 30 minutos em meio RPMI suplementado com 

10% de SFB, seguindo instruções do fabricante. No caso específico da microscopia utilizamos 

dois diferentes índices de multiplicidade de infecção (MOI): 20:1 e 50:1. As lamínulas de 

vidro foram lavadas duas vezes com PBS 1X por 2 minutos e colocadas em lâminas de vidro 

onde foram analisadas rapidamente. Foram capturadas imagens de 10 campos aleatórios 

utilizando-se o microscópio invertido de fluorescência Zeiss AxioObserver com sistema de 

iluminação Colibri com objetiva Plan-neofluar 40X com 1.4 de abertura numérica (Zeiss). O 

sinal verde do NBDG foi fotografado em câmera monocromática HMR Axiocan (Zeiss) 

através do software Axiovision versão 3.2 (Zeiss). O sistema de iluminação utilizou led de 

470nm e filtro Zeiss 61.  

As análises da captação de glicose por citometria seguiram condições utilizadas na 

microscopia, onde as diferenças primordiais encontram-se na quantidade do análogo, na 

ausência de lamínula e na utilização de tampões e técnicas especificas. Após sucessivas 

titulações em citômetro, 20 micromolar de 2-NBDG foi aplicado nas células por 30 minutos. 

Após marcação e lavagens, células foram então retiradas do poço com 0,125% de tripsina e 
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ressuspensas em tampão de citometria (10% SFB em PBS), colocadas em gelo e rapidamente 

submetidas a aquisição de 10.000 eventos no citômetro AcuriC6 (Becton & Dickison – BD, 

Franklin Lakes, EUA) em canal de fluorescência FL1-A. As aquisições foram analisadas pelo 

programa Accuri. Os resultados representam a diferença de fluorescência entre as células 

mantidas a 37°C e 4°C (controle de negativo para a captação de 2-NBDG) durante a 

marcação.   

4.4. Análise da concentração de lactato.   

Para a quantificação de lactato foram analisados sobrenadantes de células infectadas 

com as diferentes micobactérias e soros de pacientes listados na tabela 4.2. Células destinadas 

à quantificação foram cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB sem a presença de 

vermelho de fenol para evitar a sua interferência na absorção de luz a 550 nm. Em cada poço 

de uma placa de 24 foram colocadas 5x 10
5
 células e novamente, após a aderência, células 

foram infectadas com uma MOI de 50:1 e o tempo de infecção de 48 horas.  

 A mensuração foi realizada a partir do kit lactato liquiform (LABTEST) que consiste 

na formação de um reagente de trabalho com a presença primordialmente das enzimas lactato 

oxidase e peroxidase e seus tampões ideais de trabalho. A lactato oxidase na presença de 

ácido lático promove a formação de piruvato e peróxido de hidrogênio. Em seguida, ocorre 

uma reação de acoplamento entre o peróxido de hidrogênio, 4-aminoantipirina e TOOS, 

catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneinina que tem máximo de absorbância em 

550 nm.  

Em uma microplaca de 96 poços de fundo plano são aplicados o padrão (concentração 

de lactato já determinada) e os “brancos”, como o meio utilizado nas células para os 

sobrenadantes e água para os soros. O reagente de trabalho consiste na mistura do reagente 1 

(tampão 50 mmol/L pH 7.2; 4-aminoantipirina) e 2 (tampão 50 mmol/L pH 7.2 , lactato 

oxidase e N- ethyl-N-[2-hydroxy-3-sulfopropyl-]3-methylaniline- TOOS) na proporção 0.8 do 

1 para 0.3 de 2 para uma solução final de 1 mL. O reagente produzido é aplicado diretamente 

nas amostras, branco e padrão utilizando a proporção 80:1 de reagente de trabalho : volume 

final de reação. A leitura é feita em espectofotômetro e as absorbâncias dos poços são 

diminuídas do branco, divididas pela absorbância padrão e multiplicadas pelo fator de 

calibração correlacionando a concentração de lactato em mg/dL para cada poço, seguindo as 

instruções do fabricante.  
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 4.5. Análise do potencial elétrico de membrana mitocondrial (∆ψ) 

O potencial elétrico de membrana mitocondrial foi monitorado, com a utilização de 

tetrametilrodamina metil éster (TMRM). TMRM é um marcador fluorescente lipofílico 

catiônico, derivado da rodamina123 capaz de acumular na mitocôndria, de acordo com o seu 

potencial elétrico de membrana (∆ψ). O resultado é dado pela relação fluorescência da sonda 

(TMRM) pela fluorescência da sonda na presença do ionoforo de protons CCCP. Uma série 

de titulações foram realizadas para a determinação da concentração ideal do marcador, com 

isso, células ST8814 (4x 10
5
) foram incubadas em faixa de concentração que variava de 

0.1nM a 1nM. O estabelecimento da concentração de TMRM nos permitiu titular a 

quantidade ideal do desacoplador CCCP onde as células foram submetidas a uma faixa de 

5µM a 70µM. Além disso, testes com 2µg/ml de antimicina A resultaram em fluorescência 

emitida próxima ao que foram incubadas com o desacoplador. O ensaio padronizado então 

resultou de 0.5 nM de TMRM e 15 µM de CCCP. O tempo de incubação com CCCP ou com 

Antimicina A (2µg/mL) foi de 10 minutos antes da marcação com TMRM. Células foram 

expostas a sonda por 10 minutos.  

Após a marcação, células são lavadas em PBS por duas vezes, retiradas da placa através 

de tripsina 0,125%, ressuspensas em tampão de citometria contendo PBS com 10% de SFB, 

colocadas em gelo e rapidamente levadas para análise sendo submetidas a aquisição de 10.000 

eventos em FACSCalibur (Becton & Dickison – BD, Franklin Lakes, EUA) em canal de 

fluorescência FL2- A. As aquisições foram analisadas pelo programa Accuri.  

As análises do potencial por microscopia foram realizadas em placas de cultura de 24 

poços onde as células se encontravam aderidas à lamínulas de vidro em concentração de 2x 

10
5 

por poço. A marcação através do fluoróforo TMRM e CCCP seguiu o modelo da 

citometria.  

As lamínulas de vidro foram lavadas duas vezes com PBS 1X por 2 minutos e 

colocadas em lâminas de vidro onde foram analisadas rapidamente. Foram capturadas 

imagens de 10 campos aleatórios utilizando-se o microscópio invertido de fluorescência Zeiss 

AxioObserver com sistema de iluminação Colibri com objetiva Plan-neofluar 40X com 1.4 de 

abertura numérica (Zeiss). O sinal vermelho do TMRM foi fotografado utilizando iluminação 

por led 530nm e o filtro Zeiss 50. 
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4.6 Atividades enzimáticas  

As atividades enzimáticas foram analisadas a partir de garrafas de cultura contendo 3 x 

10
6
  células. Em cada experimento 4 garrafas eram preparadas: células controles, células 

infectadas com M. leprae, células expostas ao bacilo irradiado e células expostas ao M. 

Smegmatis. Nem todas as enzimas apresentaram o controle com a micobactéria patogênica M. 

smegmatis. Após as condições de MOI 50:1 e 48 horas de infecção em estufa a 33
o 

C e 5% de 

CO2, o meio RPMI com 10% de soro é retirado e as células são lavadas 2x com PBS por 2 

minutos. Após a lavagem, as células são tripsinizadas e neutralizadas com SFB. Desta 

suspensão é retirada uma alíquota de 10 µl de cada garrafa para ocorrer a contagem de 

células. Células foram centrifugadas para retirar a solução com tripsina a 1500 rpm por 10 

minutos. Cada pellet proveniente de cada garrafa foi ressuspendido em 3 mL de água para a 

lise celular e então separados em 6 aliquotas que foram congeladas imediatamente. Cada 

alíquota foi utilizada para a leitura de uma diferente enzima. O descongelamento só ocorreu 

no momento da leitura onde as amostras são colocadas em microplacas de 96 poços. São 

aplicados 100 microlitros do lisado para cada 100 microlitros do meio reacional de cada 

enzima nas placas. A análise de cada alíquota referente a uma enzima foi realizada em 

quadruplicata e a oxidação/redução do NADH/NAD
+
 ou a redução de NADP

+
 foi 

acompanhada pela medida da absorvância em 340 nm no leitor de microplacas Victor 3 

(PerkinElmer, EUA). A sobra de cada tubo (aproximadamente 100µl) foi utilizada para a 

quantificação de proteínas. O meio reacional utilizado para a leitura das diferentes enzimas 

encontra-se na tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3.  Reagentes utilizados no meio reacional para cada enzima analisada. 

Reagentes Enzimas 

 G6PD Málica LDH- M LDH- H ACL PFK-1 

Tris- HCl  

(pH= 7.4) 

 

50 Mm 

 

 50 mM 

 

50 mM 

  

50mM 

  

50mM 

  

50 mM 

MgCl2    5Mm   5mM  5mM   5mM   5mM   5mM 

NADP
+ 

 0.2 mM  0.2 mM      -      -      -      -  

NAD
+ 

     -       -      - 0.2 mM      -      - 

NADH      -       - 0.2 mM      - 0.15 mM  0.1 mM 

ATP      -       -      -      - 100 mM 100 mM 
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Piruvato de 

sódio 

     

     - 

      

      - 

   

1 mM 

      

      - 

     

      - 

 

    - 

Lactato de 

Sódio 

 

     - 

 

      - 

 

     - 

 

1 mM 

    

      - 

  

     - 

Citrato      -       -      -      -  20 mM      - 

2- 

mercaptoetanol 

     

      - 

 

      - 

 

      - 

 

    - 

 

10 mM 

      

     - 

Malato 

desidrogenase 

     

     - 

     

      - 

      

     - 

    

    - 

 

2 U/mL 

   

     - 

CoA      -       -      -     - 0.3 mM      - 

Frutose- 6- 

fosfato 

    

      - 

     

      - 

    

      - 

    

     - 

     

      - 
1 mM 

Coquetel de 

enzimas (PFK) 

 

       - 

 

      - 

      

     - 

 

     - 

 

     - 

 

0.1 mM 

Malato        -    1mM      -      -      -    - 

Glicose-6-

fosfato 

   

 1Mm 

     

       - 

     

     - 

     

      - 

 

      - 

 

      - 

               

 

*G6PD: glicose-6-fosfato desidrogenase; Málica: enzima málica; LDH-M: lactato desidrogenase isoforma M; 

LDH-H: lactato desidrogenase isoforma H; ACLY: ATP citrato liase; PFK-1: fosfofrutoquinase-1; MgCl2: 

Cloreto de magnésio; NADP
+
: nicotinamida adenina nucleotídeo fosfato- forma oxidada; NAD

+ 
: Nicotinamida 

adenina nucleotídeo- forma oxidada; NADH: Nicotinamida adenina nucleotídeo – forma reduzida; *Coquetel 

enzimas PFK-1 : aldolase, triosefosfatoisomerase e α-glicerofosfato isomerase     

 

 4.7. Quantificação de proteínas  

 

A quantificação das proteínas dos lisados de células foi realizada pelo método 

colorimétrico Pierce® BCA protein assay (Thermo scientific, EUA) segundo o protocolo 

descrito pelo fabricante. Primeiramente foram misturadas 50 partes do reagente A (BCA em 

tampão bicarbonato) com uma parte do reagente B (sulfato de cobre 4%). Em uma microplaca 

de 96 poços de fundo plano (Greiner Bio-one, Brasil) foi aplicada a curva padrão, o “branco” 

(SDS 1%) e as amostras (10 μL / poço). Em seguida, em cada poço foram adicionados 200 μL 

da mistura dos reagentes A e B, seguido de incubação a 37º C por 30 min. A leitura da placa 
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foi realizada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 562 nm e os resultados 

analisados pelo software SoftMax® data acquisition and analysis (Molecular Devices, EUA). 

 

 4.8 PCR em tempo real de lesões de pele. 

Espécimes de lesões de pele congeladas em N2 de pacientes LL (n=4) e BT (n=4) (6 

mm) foram maceradas usando-se “beads” de tungstênio e um mixer mil MM301 (Retsh, 

Haan, Alemanha). Os dados clínico-epidemiológicos desses casos encontram-se na tabela 4.2. 

Os RNAs foram isolados usando o RNeasy minikit da Qiagen, realizando-se a digestão do 

DNA na própria coluna com DNAse I (Invitrogen, Carlsbad, CA) e posterior purificação. Os 

cDNAs foram sintetizados usando o QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen). Para os 

RT-PCRs, foram usados QuantiTect SYBR green PCR kit (Qiagen) e a máquina 7500 da 

Applied Biosystems (Foster City, USA). As reações continham os iniciadores senso e anti-

senso a 0,4 M cada. Todos os resultados foram normalizados com base nos níveis de mRNA 

da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os iniciadores usados nessa etapa 

do trabalho foram desenhados com auxílio do programa qPrimerDepot 

(http://primerdepot.nci.nih.gov/) e suas sequências encontram-se na tabela 4.4.  

 

Tabela 4.4. Sequências dos iniciadores usados nas reações de qRT-PCR de espécimes 

cutâneos. 

Gene Sequencia do iniciador 

G6PD / senso AGAGCTTTTCCAGGGCGAT(61,246) 

G6PD / anti- senso CACCAGATGGTGGGGTAGAT(59,655) 

GSR / senso CAAGCTGGGTGGCACTTG(61,462) 

GSR / anti-senso TTGGAAAGCCATAATCAGCA(59,257) 

LDHB / senso GGTATGGCGTGTGCTATCAG(59,178) 

LDHB / anti-senso TGCTGCAGATCCATCATTTC(59,763) 

LDHA / senso GGCCTGTGCCATCAGTATCT(60,104) 

               LDHA / anti-senso GGAGATCCATCATCTCTCCC(58,403) 

 

4.9 Análise Estatística 

 

Os resultados foram representados como média ±E.P.M. (erro padrão da média) e avaliados 

estatisticamente através da análise de variância (ANOVA). Os valores foram considerados 

significativos quando o p foi igual ou inferior a 0,05 (p<0,05). Para a análise estatística deste 

trabalho foi utilizado o programa GraphPad Prism 5. 
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5.1.  M. leprae é capaz de modular a captação de glicose na célula hospedeira 

O 2-NBDG é um análogo fluorescente da glicose que é absorvido naturalmente pelas 

células. As suas semelhanças estruturais permitem que a intensidade de fluorescência deste 

reagente seja uma importante ferramenta para uma analise da taxa de internalização da glicose 

por uma célula ou tecido (Yoshioka,et al.,1995; Zou et al., 2005). No sentido de entender qual 

o efeito da presença do bacilo na captação de glicose da sua célula hospedeira, nossas 

primeiras análises consistiram em incubar as células com o análogo fluorescente de glicose 2-

NBDG e gerar imagens em microscópio invertido de fluorescência com sistema de 

iluminação Colibri. Para estes ensaios utilizamos dois diferentes índices de multiplicidade de 

infecção: correspondente a 20 bacilos por célula (20:1) (fig.B) e 50 bacilos por célula (50:1) 

(fig.C). A figura 5.1 representa o resultado de três diferentes experimentos realizados 

independentemente onde claramente é perceptível o acréscimo da intensidade de 

fluorescência de 2- NBDG nas células infectadas e que este aumento é proporcional à carga 

bacilar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Culturas de células de Schwann infectadas com M. leprae apresentam aumento de intensidade 

de fluorescência do análogo de glicose 2-NBDG. Imagens de fluorescência de células marcadas com 2-NBDG 

após 48 horas de infecção. Células controle (A), células infectadas com o bacilo em uma MOI de 20:1 (B), e 

50:1(C). Em (D) média e desvio padrão da quantificação da intensidade de fluorescência de 2-NBDG de 3 

experimentos independentes. A significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** 

p<0.001). Barra de escala representa 50µm. 
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 Somente a intensidade de fluorescência do análogo não é suficiente para empregarmos 

o diagnóstico de sua captação. Neste sentido, utilizamos também a mensuração da 

fluorescência de NBDG por citometria de fluxo retirando as possíveis ligações do NBDG aos 

receptores das membranas plasmáticas das células hospedeiras. Empregamos no 

desenvolvimento das análises o controle a 4
0 

C, onde algumas células são submetidas ao gelo 

cinco minutos antes e por todo o tempo de incubação com o análogo.  

A figura 5.2 mostra os resultados de intensidade de fluorescência da sonda a 37
o 

C já 

reduzida do controle de associação à membrana a 4
o 

C. Com isso células de Schwann da 

linhagem ST8814 foram infectadas por 48 horas com M. leprae viável e de forma a 

determinar se este era um efeito específico ou, correspondente a virulência do patógeno foram 

utilizados bacilos irradiados e a infecção por M. bovis (BCG) viável. O índice de 

multiplicidade de infecção (MOI) nestes ensaios foi de 50:1. 
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Figura 5.2. Análise da captação de glicose em células ST8814 infectadas com M.leprae por citometria de 

fluxo. Medianas das intensidades de fluorescência obtidas a partir da aquisição de 10.000 em canal de 

fluorescência FL1- A de células ST8814 incubadas com o análogo fluorescente de glicose 2-NBDG após 48 

horas de infecção / exposição à MOI de de 50:1. Podemos observar as medianas de intensidade de fluorescência 

da sonda a 37
o 

C já deduzida do controle de ligação inespecífica a 4
o 

C. Os resultados estão expressos em média 

± EPM (Erro padrão da média) de três experimentos realizados de forma independente em triplicata. 

Significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.001; * p<0.05). 

O bacilo irradiado também foi capaz de induzir a captação do análogo, mas não tão 

intensamente quanto o bacilo vivo que apresentou p valor menor que 0.001 em relação aos 
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controles. A utilização então da cepa não patogênica M. bovis demonstrou que este efeito 

parece ser específico do M. leprae, uma vez que seus níveis de captação foram semelhantes 

aos dos controles. Esses dados demonstram que o bacilo foi capaz de promover o aumento da 

internalização do análogo de glicose nas células ST8814 e que seus fatores de virulência 

potencializaram o efeito observado. 

 

5.2.  O aumento da captação de glicose não está associado ao aumento de atividade da enzima 

fosfofrutocinase-1 (PFK-1) 

Um importante caminho metabólico para a glicose, a glicólise, foi avaliada na infecção 

das células pelo bacilo através da mensuração da atividade da enzima 6- fosfofruto-1-cinase 

ou fosfofrutocinase-1 (PFK-1). A PFK-1 é capaz de converter a frutose 6-fosfato em frutose 

1,6-bifosfato na presença de ATP sendo esta reação dificilmente reversível. A figura 5.3 

mostra a atividade desta enzima analisada a partir de lisados oriundos de células ST8814 

infectadas ou expostas ao M.leprae, em sua forma viável e irradiada e como controle de 

especificidade a outra micobactéria a M. Smegmatis. 
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Figura 5.3. Atividade da enzima PFK-1 em lisados de células ST8814. A atividade enzimática da PFK-1 foi 

analisada em extratos celulares após 48 horas de infecção/exposição às diferentes micobactérias através da 

oxidação de NADH, monitorada em 340 nm normalizada pelo número de células. Os resultados estão expressos 

em média ± EPM (Erro padrão da média) de três experimentos realizados de forma independente em 

quadruplicata. Apesar de uma aparente diminuição na atividade da enzima, os resultados não apresentaram 

diferença estatística.  
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Apesar de uma aparente diminuição na atividade enzimática de células infectadas com 

o bacilo vivo e expostas ao irradiado, as diferenças não foram significativas. O bacilo então 

não foi capaz de aumentar a atividade desta enzima nos lisados analisados, indicando que o 

aumento da captação de glicose na infecção não foi acompanhado do aumento da atividade de 

uma enzima chave da glicólise, a PFK-1. 

 

5.3. Análise de enzimas envolvidas na via das pentose-fosfato. 

A análise da atividade da PFK-1 nos induziu a procurar outros destinos para a glicose 

na célula com a consequente analise da via das pentoses fosfato.  Nossa busca baseou-se na 

caracterização do perfil catalítico da primeira e principal enzima da via, glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD). Todos os parâmetros anteriormente citados como índice de 

multiplicidade e tempo de infecção de 48 horas foram respeitados. Assim, a figura 5.4 mostra 

a análise de três experimentos independentes, onde células de Schwann foram incubadas com 

patógeno viável ou submetido à irradiação.  
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Figura 5.4. M. leprae aumenta a atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, a primeira enzima 

da via das pentoses-fosfato. A atividade enzimática da PFK-1 foi analisada em extratos celulares após 48 horas 

de infecção / exposição às diferentes micobactérias através da redução de NADPH, monitorada em 340 nm, 

normalizada pelo número de células. Podemos observar clara indução da atividade enzimática nas células 

infectadas pelo M. leprae quando comparadas ao controle. Os resultados estão expressos em média ± Erro 

padrão de média de três experimentos realizados de forma independente, com leitura feita em triplicata. 

Significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (** p<0.05).    



46 
 

               A enzima apresentou sua atividade aumentada em aproximadamente 2x nos lisados 

provenientes de células infectadas pelo bacilo, quando comparados aos controles. Porém as 

células que foram  expostas ao bacilo irradiado não apresentaram aumento significativo da 

atividade desta enzima, demonstrando que a modulação desta enzima do hospedeiro por parte 

do bacilo não depende somente de seus antígenos, mas de uma interação mais profunda com 

os metabólitos do mesmo, presente apenas no bacilo viável. Acreditamos que isso se deve ao 

fato da célula infectada necessitar de uma maior demanda de poder redutor na forma de 

NADPH, essencial para a exacerbada síntese de lipídeos que sabidamente ocorre na célula 

infectada e é fundamental para a sobrevivencia do M. leprae (Mattos et al., 2010 e 2014). 

Nossa hipótese foi aprimorada com a análise da atividade enzima málica, capaz de converter o 

malato em piruvato reduzindo o NADP⁺, rota monitorada pelo nosso ensaio. 
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Figura 5.5. Células ST8814 infectadas com M. leprae viável apresentam aumento da atividade da enzima 

málica. A atividade enzimática foi analisada em extratos celulares após 48 horas de infecção/exposição às 

diferentes micobactérias através da adição do meio reacional e monitoramento da redução de NADP
+
 em 340 

nm. A atividade foi normalizada pela concentração de proteínas.  A barra em preto denomina células controles, a 

barra em branco células infectadas com o bacilo viável e em cinza com o bacilo irradiado Os resultados estão 

expressos em média ± Erro padrão da média de três experimentos realizados de forma independente e a leitura 

realizada em triplicata. Significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (** p<0.05).    

 

A figura 5.5 demonstra os nossos achados da atividade da enzima málica. Os lisados 

oriundos de células infectadas demonstraram aumento estatístico de atividade da enzima  

corroborando com a hipótese de uma maior demanda de poder redutor na forma de NADPH 
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nas células infectadas e possível importância deste equivalente para o sucesso da infecção 

feita por M. leprae. 

Nosso grupo também avaliou a expressão do gene G6PD por qPCR em lesões de pele 

de pacientes, onde multibacilares (LL) apresentaram expressão aumentada desta enzima em 

relação ao paucibacilares. Este resultado está demonstrado na figura 5.6. 
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Figura 5.6. Expressão relativa do gene G6PD em biópsias de pacientes. Fragmentos de lesões de pele de 4 

pacientes paucibacilares (BT) e 4 multibacilares (LL) foram utilizadas na análise. Observamos um incremento 

dos níveis de expressão da G6PD nos tecidos ricos em bacilos (LL) quando comparados aos tecidos oriundos de 

pacientes BT. Os níveis de expressão foram normalizados pelo gene GADPH. Significância estatística foi 

calculada por teste de “student” (t), (* p < 0.05). 

 

Este resultado demonstrou que pacientes que apresentam grande carga bacilar 

conferem em suas lesões aumento da expressão deste gene onde a atividade do seu produto, a 

enzima G6PD foi mensurada por nós e encontrou-se aumentada em lisados infectados. A 

expressão do gene da enzima in vivo acompanhou os ensaios de sua atividade in vitro, o que 

leva o nosso grupo a questionar a importância destas rotas na hanseníase.   

O NADPH, agente redutor produto da ação das enzimas G6PD e málica é essencial na 

regeneração da glutationa na sua forma oxidada para a reduzida, reação catalisada pela 

enzima glutationa redutase. Avaliamos também em lesões de pele de pacientes a expressão do 

gene responsável pela produção de glutationa redutase (GRS) e este resultado encontra-se na 

figura 5.7.  

Amostras oriundas de pacientes multibacilares (LL) apresentaram aumento 

significativo na expressão deste gene em detrimento aos paucibacilares.   
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Figura 5.7. Expressão relativa do gene GSR em biópsias de pacientes. Fragmentos de lesões de pele de 4 

pacientes paucibacilares (BT) e 4 multibacilares (LL) foram utilizadas na análise. Observamos um incremento 

dos níveis de expressão da GSR nos tecidos ricos em bacilos (LL) quando comparados aos tecidos oriundos de 

pacientes BT. Os níveis de expressão foram normalizados pelo gene GADPH. Significância estatística foi 

calculada por teste de “student” (t), (** p < 0.05). 

 

 

5.4. A infecção diminui o potencial elétrico mitocondrial da célula hospedeira 

O potencial elétrico mitocondrial foi mensurado através do fluoróforo tetrametil 

rodamina metil ester (TMRM), sonda catiônica que se distribui através das membranas 

celulares e se acumula na matriz mitocondrial. Por sua característica lipofílica é capaz de 

penetrar facilmente nas bicamadas lipídicas da célula e mitocondrial (Ehrenberg, et al., 1988). 

A grande dificuldade na análise do potencial mitocondrial utilizando sondas sensíveis a 

voltagem é o fato de serem também sensíveis ao potencial da membrana citoplasmática. 

Devido a isso uma série de controles foram realizados no sentido de se determinar qual a 

verdadeira contribuição do potencial mitocondrial na fluorescencia da sonda, dentre eles o uso 

do dissipador de potencial elétrico de membranas cianeto carbonil m-clorofenil-hidrazona 

(CCCP) e Antimicina A, potente inibidor da cadeia respiratória. A determinação das 

condições ótimas foi demonstrado na figura 5.8. 
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Figura 5.8. Determinação das condições ótimas para a análise do potencial mitocondrial das células 

ST8814 intactas por citometria de fluxo.  (A) determinação da concentração de TMRM. (B) determinação da 

concentração de CCCP em 0.5 nM de TMRM (C) Razão TMRM/TMRM cccp (F/Fcccp) (D) Sobreposição da 

intensidade de fluorescência encontrada em células ST8814, comprovando  potencial específico proveniente da 

mitocondria. Intensidade de fluorescência de células não coradas (linha preta), incubadas com TMRM 0.5 nM 

(linha vermelha), com 0.5 nM de TMRM e 15µM de CCCP (linha azul) , TMRM 0.5 nM e Antimicina A 2 

µg/mL (linha amarela).  

  Determinamos a quantidade exata de sonda e ionóforo relacionando a melhor relação 

entre ambos. Neste sentido, aferimos a concentração exata de TMRM e do ionóforo para o 

nosso modelo de estudo. Ao final, a concentração de TMRM ideal foi determinada entre 0.1 e 

0.5 nM, e a concentração utilizada de CCCP, entre 10 e 15 µM (fig. 5.8). Ao adicionar 2 

µg/ml de Antimicina A e interromper o transporte de elétrons, a intensidade de fluorescência 

encontrada era análoga a intensidade de fluorescência com a incubação de CCCP. Diante 

destas analises estamos de fato mensurando potencial elétrico mitocondrial e os resultados são 

expressos pela relação TMRM / TMRM + cccp (F/Fcccp). 

Após a padronização dos experimentos, células da linhagem ST8814 foram infectadas 

com o bacilo com uma MOI de 50 para cada célula. Ao final de 48 horas de infecção 

analisamos o potencial através de microscopia e citometria de fluxo. A figura abaixo mostra 

imagens em microscopia de fluorescência demonstrando que a intensidade de fluorescência 

do TMRM está diminuída nas células infectadas.  

  
   

 

B A 

C D 
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Figura 5.9. A infecção diminui o potencial elétrico das membranas mitocondriais das células hospedeiras. 

Imagens de fluorescência de células incubadas com TMRM por 10 minutos, após 48 horas de infecção com MOI 

de 50:1. Como controle, alguns grupos de células infectadas ou não infectadas (controles) foram incubadas com 

o ionóforo CCCP 10 minutos antes da marcação com TMRM. (A) células controle com TMRM; (B) células 

controles incubadas com CCCP antes da marcação com TMRM; (C) Células infectadas com TMRM e (D) 

Células infectadas anteriormente incubadas com CCCP. (D) Quantificação da intensidade de fluorescência de 

TMRM encontrada nas imagens mostradas. Fotos representativas de três experimentos independentes. 

Significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.001). Barra de escala 

representa 50µm.   

Células infectadas apresentaram intensidade de fluorescência de TMRM similar ao de 

células controles incubadas previamente com o ionóforo, apresentando diminuição 

significativa em relação às células controles (Fig. 5.9 E). O potencial elétrico mitocondrial 

mostrou-se reduzido nas análises por microscopia e de forma a ratificar nossos achados novos 

experimentos em citometria de fluxo foram realizados. A figura 5.10 demonstra a análise do 

potencial por citometria de fluxo de três diferentes experimentos realizados em triplicatas. 

Percebemos claramente a diminuição do potencial elétrico mitocondrial nas células infectadas 

com o bacilo. Novamente, para fins de comparação utilizamos o bacilo irradiado e o 

Mycobacterium Bovis (BCG), os quais não apresentaram diferenças significativas em relação 

às células controles. 
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Figura 5.10. Analise do potencial elétrico mitocondrial de células ST8814 infectadas com o bacilo por 48 

horas em citometria de fluxo. Medianas das intensidades de fluorescência obtidas a partir da aquisição de 

10.000 eventos em canal de fluorescência FL2- A de células ST8814 incubadas com o TMRM após 48 horas de 

infecção / exposição à MOI de 50:1. Como controle, grupos de células de cada condição foram previamente 

incubadas com o desacoplador CCCP. Os resultados estão expressos através da relação entre a mediana de 

intensidade de fluorescência de TMRM total e na presença do desacoplador (F/Fcccp) ± EPM (Erro padrão da 

média) de três experimentos realizados de forma independente em triplicata. Significância estatística foi 

calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (* p<0.05).    

De forma a apenas representar os ensaios realizados por citometria de fluxo, a figura 

5.11 mostra as sobreposições das medianas de intensidade de fluorescência encontrada em um 

dos experimentos realizados por citometria de fluxo. 
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 Figura 5.11. Sobreposição da mediana de intensidade de fluorescência nos ensaios de potencial 

elétrico por citometria de fluxo. (A) fluorescência da sonda nas células controle e na presença do ionóforo. (B) 

intensidade da sonda em células infectadas com o bacilo viável e também na presença do ionóforo. (C) 

diferenças na intensidade da sonda entre as células controle, infectadas e na presença de BCG. 

 

5.5. Análise da fermentação lática em células infectadas e em amostras provenientes de 

pacientes. 

 

Diante da diminuição do potencial elétrico mitocondrial, nosso grupo avaliou a 

fermentação lática destas células utilizando sobrenadantes para a quantificação de lactato e 

extratos celulares para aferir a atividade da enzima lactato desidrogenase em suas duas 

isoformas. Nestes ensaios além do bacilo viável e irradiado, utilizamos as duas micobactérias 

não patogênicas M. Smegmatis ( Smeg) e M. Bovis ( BCG). A figura 5.12 mostra os níveis de 

lactato encontrados no sobrenadante de células ST8814.   
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Figura 5.12. M. leprae e não outras micobactérias é capaz de diminuir os níveis de lactato no sobrenadante 

das células infectadas. Quantificação de lactato em sobrenadantes de células ST8814 infectadas / expostas por 

48hs à MOI de 50:1. A barra em preto denomina células controles, a barra em branco células infectadas com o 

bacilo viável. Em cinza, vermelho e verde representamos as células na presença do bacilo irradiado, infectadas 

com M. Bovis (BCG) ou M. Smegmatis, respectivamente.  Os resultados estão expressos em média ± EPM (Erro 

padrão da média) de três experimentos realizados de forma independente em duplicata. Significância estatística 

foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.0001;* p<0.05).    

  

 As células infectadas apresentaram uma diminuição de aproximadamente 50 % de 

lactato no seu sobrenadante. O sobrenadante de células expostas ao bacilo irradiado também 

apresentou queda significativa de lactato, porém, menos expressiva se comparado ao bacilo 

viável. Desta forma, acompanhando os ensaios demonstrados neste trabalho a potencialização 

do efeito parece ser determinada pela virulência do bacilo. A especificidade do efeito foi 

garantida ao utilizar outras micobactérias não patogências, incapazes de atingir o citosol da 

célula. Em ambos os casos, as bactérias encontravam-se viáveis, conforme descrito na 

metodologia deste trabalho.   

 A diminuição de lactato nos sobrenadantes de células infectadas foi acompanhada 

do decréscimo de atividade da enzima lactato desidrogenase isoforma M, a isoforma capaz de 

converter piruvato em lactato. Essa redução é igualmente mais intensa nas células infectadas 

pelo M. leprae quando comparadas às demais condições, mostrando a importância dos seus 
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fatores de virulência.  A figura 5.13 expressa o resultado de três experimentos independentes 

em quadruplicata da atividade desta enzima pela formação de NAD
+
.   

C
ontr

ole
s

M
L v

iv
o (5

0:
1)

M
L Ir

ra
dia

do (5
0:

1)

S
m

eg
 (5

0:
1)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

**

N
A

D
 n

m
o

l/
m

in
/m

g
 p

tn

 

Figura 5.13. M. leprae diminui a atividade da enzima lactato desidrogenase isoforma M em células 

ST8814. A atividade enzimática da isoforma M foi analisada em extratos celulares após 48 horas de infecção / 

exposição às diferentes micobactérias através do monitoramento da oxidação de NADH em 340 nm. A atividade 

desta enzima foi normalizada pela concentração de proteínas. Podemos observar uma relação direta entre a 

infecção pelo M. leprae, a diminuição da atividade enzimática e subsequenteliberação de lactato no sobrenadante 

de células infectadas. A barra em preto denomina células controles, a barra em branco células infectadas com o 

bacilo viável. Em cinza e em verde representamos as células na presença do bacilo irradiado e da micobactéria 

não patogênica M. Smegmatis. Os resultados estão expressos em média ± Erro padrão da média de três 

experimentos realizados de forma independente e a leitura realizada em triplicata. Significância estatística foi 

calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (** p<0.05).    

 

 Comparativamente utilizamos Mycobacterium Smegmatis (Smeg), outra micobactéria 

não patogênica, e percebemos que novamente não houve alteração na atividade da enzima. 

Esse resultado foi também replicado in vivo, onde pacientes multibacilares, denominados LL, 

mostraram em suas lesões de pele diminuição na expressão desta enzima em relação à 

pacientes paucibacilares, denominados BT, onde os níveis de bacilo são extremamente baixos. 

A figura 5.14 mostra a expressão relativa do gene LDHA, codificante da isoforma M, feita 

por PCR em tempo real em fragmentos de lesão de pele de 4 pacientes BT e 4 pacientes LL. 

Os resultados de expressão relativa entre pacientes destas duas formas clínicas demonstrou 

uma diminuição drástica da expressão de LDH- M em lesões de pacientes do polo LL. 
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Figura 5.14. Expressão relativa do gene LDHA em fragmentos de pele lesionada de pacientes de ambos os 

polos da doença. Fragmentos áreas de lesão de pele de 4 pacientes paucibacilares (BT) e 4 multibacilares (LL) 

foram utilizadas na análise. Observamos um incremento dos níveis de expressão do gene LDHA, responsável 

pela produção da isoforma M da lactato desidrogenase, nos tecidos ricos em bacilos (LL) quando comparados 

aos tecidos oriundos de pacientes BT. Os níveis de expressão foram normalizados pelo gene GADPH. 

Significância estatística foi calculada por teste de “student” (t), (* p < 0.05). 

 

Sucessivamente a análise da lactato desidrogenase isoforma M, mensuramos a 

atividade da isoforma H, responsável pela formação de piruvato a partir de lactato e a figura 

5.15, mostra o resultado dos três experimentos realizados pelo nosso grupo. 
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Figura 5.15. Em células ST8814, o bacilo de Hansen parece não modular a atividade de LDH  isoforma H. 

A atividade enzimática da isoforma H foi analisada em extratos celulares após 48 horas de infecção/exposição às 

diferentes micobactérias através do monitoramento da redução de NAD
+
 em 340 nm. A atividade desta enzima 

foi normalizada pela concentração de proteínas. A barra em preto denomina células controles, a barra em branco 

células infectadas pelo M. leprae. Em cinza e em verde representamos a atividade enzimática de células na 

presença do bacilo viável e da micobactéria não patogênica M. Smegmatis. Os resultados estão expressos em 

média ± Erro padrão da média de três experimentos realizados de forma independente e a leitura realizada em 

triplicata. Os resultados não apresentaram significância estatística. 

Uma vez que não detectamos diferenças na modulação da atividade da isoforma H 

através da metodologia adotada, decidimos avaliar a expressão de gene LDHB, responsável 

pela produção da isoforma LDH-H em lesões de pele de pacientes. Os resultados encontrados 

estão na figura 5.16 e demonstram aumento da expressão do gene em pacientes multibacilares 

em relação aos pacientes paucibacilares. 
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Figura 5.16. Expressão relativa do gene LDHB em biópsias de pacientes. Fragmentos de áreas de pele 

lesionadas de 4 pacientes paucibacilares (BT) e 4 multibacilares (LL) foram utilizadas na análise. Observamos 

um incremento da expressão da isoforma H nos tecidos ricos em bacilos (LL) quando comparados aos tecidos 

oriundos de pacientes BT. Os níveis de expressão foram normalizados pelo gene GADPH. Os níveis de 

expressão foram normalizados pelo gene GADPH. Significância estatística foi calculada por teste de “student” 

(t), (* p < 0.05). 

 

Esta discrepância entre a não indução da atividade enzimática da isoforma H pela 

infecção, e o aumento da expressão do gene LDHB observado em fragmentos de pele de 

pacientes multibacilares, pode ter sido acarretada ao M. leprae induzir o gene LDHB nos tipos 

celulares majoritários da derme e não em células de Schwann ou que a indução gênica não 

está se reflentindo em atividade enzimática devido a controles pós-transcricionais. 

Soros de pacientes provenientes do Ambulatório Souza Araújo foram também 

analisados quanto à concentração de lactato. A descrição detalhada dos pacientes envolvidos 

na pesquisa encontra-se na tabela 4.2. Observamos claramente que o nível de lactato sérico 

decresce numa proporção direta à carga bacilar, sendo praticamente idêntico ao controle sadio 

nos pacientes paucibacilares (BT) e baixo nos pacientes multibacilares (LL), com p valor 

abaixo de 0.05 quando comparado ao soro de indivíduos controle. Este dado, juntamente com 

resultados preliminares apontando para a diminuição de lactato nos sobrenadantes de 

hepatócitos da linhagem HEPG2 infectados com bacilo nos dá indícios de que o fenômeno é 

comum à vários tecidos do corpo humano, incluindo o fígado.   
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Figura 5.17. Os níveis de lactato são inferiores nos pacientes multibacilares em relação aos paucibacilares 

e indivíduos sadios. Os níveis de lactato foram mensurados através de método descrito anteriormente. 

Observamos a diminuição nos níveis de lactato sérico numa relação inversa ao índice baciloscópico. Foram 

recrutados para o estudo 12 indivíduos sadios, 11 classificados como Borderline-tuberculoide (BT) e 12 na 

forma extrema lepromatosa (LL). ** P<0.05 

 

5.6. O M. leprae foi capaz de aumentar a atividade da enzima ATP citrato liase in vitro. 

  

A análise dos resultados de captação de glicose somados à diminuição da fermentação 

lática observadas em células infectadas, e corroborados com os dados da literatura 

evidenciando a indução da síntese de lipídeos pelo bacilo em células hospedeiras, conduziram 

o nosso grupo a mensurar a atividade da enzima ATP citrato liase (ACLY) em células 

infectadas e tecidos afetados pela doença. ACLY catalisa a conversão de citrato em acetil- 

CoA, utilizando uma molécula de ATP, e é caracterizada como uma ligação direta entre o 

metabolismo da glicose e a formação de lipídios (revisto por Chypre, 2012). O Resultado da 

análise está na figura 5.18. 
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Figura 5.18. Células ST8814 infectadas com M. leprae apresentam aumento de atividade da ATP citrato 

liase. A atividade enzimática foi analisada em extratos celulares após 48 horas de infecção/exposição às 

diferentes micobactérias através do monitoramento da oxidação de NADH em 340 nm. A atividade foi 

normalizada por proteínas. A barra em preto denomina células controles, a barra em branco células infectadas 

com o bacilo viável. Em cinza e em verde representamos a atividade enzimática de extratos de células 

previamente expostas ao bacilo irradiado  e a micobactéria não patogênica M. Smegmatis. Os resultados estão 

expressos em média ± Erro padrão da média de três experimentos realizados de forma independente e a leitura 

realizada em triplicata. Significância estatística foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (** p<0.05).    

 

Os lisados oriundos das células infectadas apresentaram aproximadamente o dobro da 

atividade de ACL quando comparados aos lisados referentes às células controle. Já o aparente 

aumento observado nas culturas expostas ao bacilo inativado não foi confirmado 

estatisticamente. Este resultado experimental acompanha os dados da literatura onde apenas 

bacilos viáveis são capazes de induzir nas CS a formação de agregados lipídicos (Revisto por 

Mattos, et al., 2012). Os lisados provenientes da incubação com a micobactéria não 

patogênica M. Smegmatis não apresentaram diferenças significativas na atividade de ACL em 

relação aos controles conferindo assim a especificidade do efeito com M. leprae, como 

observado também na indução do acúmulo lipídico (Mattos et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                          

                                                                                                                          6. DISCUSSÃO 
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A hanseníase é uma doença capaz de gerar neuropatias periféricas aos pacientes, 

determinantes para o desenvolvimento de deformidades, as quais podem levar à incapacidades 

físicas por toda a vida. A lesão neural é o aspecto mais reconhecido da doença, relacionada à 

capacidade do M. leprae em infectar as células de Schwann (CS). Apesar de estudos 

demonstrarem interações entre o bacilo e as CS, os efeitos da infecção sobre o metabolismo 

energético da célula hospedeira é negligenciado e até o momento desconhecido. Acreditamos 

que é preciso descrever estes efeitos e que as modulações nestas vias em decorrência da 

infecção, como o aumento da captação de glicose, podem explicar o sucesso e a adaptação do 

M. leprae como patógeno intracelular.  

No presente estudo, observamos que células infectadas pelo M. leprae apresentam um 

aumento na captação do análogo fluorescente de glicose 2-NBDG (Fig. 5.2). Esse aumento 

ocorre de forma concomitante à redução do potencial de ação mitocondrial (Fig 5.10). Não 

podemos classificar neste momento esses eventos como uma ativação do metabolismo 

fermentativo por parte do M. leprae, pois observamos também que as células de Schwann 

infectadas reduzem a liberação de lactato para o meio extracelular (Fig. 5.12).  

Construímos com esse conjunto de dados a hipótese, a ser confirmada em estudos 

posteriores, de que trata-se de fato de uma ativação metabólica das vias fermentativas da 

célula hospedeira por parte do patógeno, porém o carbono que a ser exportado na forma de 

lactato está sendo reutilizado na exacerbada síntese de lipídeos sabidamente modulada pelo 

patógeno (Mattos et al., 2010 e 2014). Este também seria o mecanismo através do qual a 

célula reciclaria o seu pool de NAD
+
 e NADP

+
. Esse "reuso" do lactato induzido pelo 

patógeno à célula hospedeira está sendo proposto tendo por base o aumento da expressão da 

subunidade H (Fig.5.16) da enzima lactato desidrogenase, responsável por oxidar lactato a 

piruvato, na derme de pacientes multibacilares, além da diminuição da expressão e atividade 

da subunidade M, responsável por reduzir piruvato a lactato, em derme e células de Schwann 

respectivamente( Figs. 5.14 e 5.13).  

Um estudo recente do nosso grupo descreve um dos mecanismos que podem estar 

envolvidos no aumento da captação de glicose pela célula infectada. Rodrigues e 

colaboradores (2010) demonstraram que o M. leprae é capaz de induzir o aumento da 

expressão de IGF-1 nas células de Schwann. IGF-1 faz parte do grupo de fatores de 

crescimentos semelhantes à insulina (IGFS), podendo apresentar efeitos em crescimento, 

proliferação, prevenção de apoptose, diferenciação celular e metabolismo energético (revisto 

por Denley e col., 2005). O receptor tipo 1 de IGF-1 (IGF-IR)  apresenta em seu domínio 

intracelular uma tirosina quinase que contem cerca de 80% de similaridade estrutural com o 

receptor de insulina. A ligação de fatores de crescimento nesses receptores gera sua 
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autofosforilação em uma série de reações que culminam no recrutamento de PI3K e ativação 

de proteínas quinases sinalizadoras de sobrevivência como Akt (Cheng, et al.,2000). Esse 

pode ser o mecanismo por traz da não indução de apoptose por parte do M. leprae (Lahiri et 

al., 2010; Rodrigues et al., 2010) mesmo gerando uma forte redução do potencial elétrico 

mitocondrial, efeito que pode induzir a morte celular ( Palanisaamy et al., 2013; Reis et al., 

2014 ).   

Olianas e Colaboradores em 2010 demonstraram que a ativação de receptores δ-

opióides em células de óvario de hamster chinês (“CHO cells”) aumentavam a captação de 

um análogo da glicose ([3H]-2-deoxy-D-glucose and 3-O-[methyl-[3H]]-D-glucose) através 

da ativação do receptor IGFR- 1R. Esta ativação aumentava a atividade intrínseca de GLUT-1 

(“glucose transporter 1”) através de uma cascata de sinalização envolvendo PI3K. Sendo 

assim, acreditamos que a indução de IGF-1 realizada pelo patógeno nas CS seja primordial na 

indução da captação do análogo fluorescente (2-NBDG) de glicose observada nos nossos 

resultados uma vez que já foi detectato expressão de GLUT-1 nestas células (Muona et al., 

1992.)  

Em nossas análises os níveis extracelulares de lactato nas células infectadas 

encontraram-se diminuídos (Fig. 5.12). Acreditamos em duas possibilidades para este efeito, a 

primeira está relacionada aos nossos resultados quanto à atividade da enzima lactato 

desidrogenase isoforma M, onde CS infectadas apresentaram significativa diminuição de sua 

função catalítica (Fig. 5.13). Desta forma o lactato pode não estar sendo formado e por isso os 

seus níveis no sobrenadante estão diminuídos. Corroborando com esses achados, esta enzima 

apresentou baixa expressão em lesões de pele de pacientes multibacilares em relação aos 

paucibacilares.  A segunda possibilidade refere-se ao transporte de lactato através do seu 

receptor específico MCT, pois este pode ter sua expressão diminuída em CS infectadas e por 

esse motivo o lactato não ser enviado para o meio extracelular. Essa possibilidade foi 

aventada e um estudo preliminar foi realizado, com o objetivo de quantificar lactato nos 

lisados destas células infectadas, porém as absorbâncias encontradas foram similares ou 

inferiores as detectadas no “branco” experimental não sendo susceptíveis a quantificação.  

Por outro lado observamos que esse efeito, seja pela redução da produção de lactato, 

seja pela redução de sua exportação, é um fenômeno comum a diversos tipos celulares, logo 

de maior impacto na patofisiologia da doença, devido ao fato do mesmo ter sido observado 

em soros de pacientes da forma lepromatosa, com alta carga bacilar (Fig. 5.17 ). Acreditamos 

que a modulação hepática seja responsável por essa diminuição sérica, pois resultados 

preliminares demonstraram diminuição de lactato também em sobrenadantes de hepatócitos 

humanos da linhagem HEPG2. 
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É importante ressaltar que muitos estudos demonstraram que as células da glia 

apresentam grande responsabilidade quanto ao suporte metabólico dos axônios, enviando 

metabólitos como lactato para os neurônios para seu suporte energético (Revisto por Saab et 

al, 2013). No sistema nervoso central a dependência deste transporte para a sobrevivência dos 

neurônios já foi bem caracterizado e células da glia, como os oligodendrócitos, são 

conhecidamente capazes de expressar os transportadores de lactato MCT1 e MCT4 

(Youngjin, et al, 2012: Revisto por Saab et al., 2013). De forma a exemplificar, Youngjin e 

colaboradores demonstraram que a expressão de MCT1 no sistema nervoso central é 

exclusiva aos olidendrócitos, co-localizando com proteínas de mielina, e o seu silenciamento 

gera morte neuronal. Porém outros trabalhos demonstram que o envio de lactato também pode 

ser realizado por astrócitos (Revisto por Baltan, 2014 ). A importância do transporte de lactato 

das células de Schwann para os axônios no sistema nervoso periférico ainda é pouco 

conhecida, porém alguns trabalhos como de Angus e colaboradores demonstraram a 

importância do envio deste metabólito em condições de baixa glicêmica em tecidos 

imunoprivilegiados como o nervo periférico. Uma vez que as camadas de tecido conjuntivo 

dos nervos periféricos apresentam uma disposição que atua como uma barreira para grandes 

complexos lipoproteícos (Guth, 1956; Cajal, 1959; Lundborg, 1993), a glicose torna-se a 

principal fonte de carbono, energia e poder redutor. Tendo em mãos os presentes dados, 

podemos elucubrar que a diminuição da produção ou exportação de lactato nas células 

infectadas possa ocasionar consequente diminuição do suporte energético axonal, 

constituindo-se um possível novo mecanismo de lesão neural.  

Em nossos resultados encontramos o potencial elétrico da membrana mitocondrial da 

célula infectada diminuído. Vamos agora discorrer sobre algumas hipóteses, a serem 

analisadas futuramente, sobre os possíveis mecanismos envolvidos nesta modulação. Esta 

diminuição foi observada apenas em células expostas ao M. leprae viável, o que nos direciona 

a análise aos mecanismos de virulência do bacilo envolvidos com seu metabolismo / 

mecanismos de escape. A primeira hipótese envolve o fator de virulência ESAT-6. A RD-1 é 

uma região do genoma micobacteriano responsável por codificar fatores intrínsecos à sua 

virulência. Esta região é responsável por codificar as proteínas CFP-10 (do inglês 10- KDa 

culture filtrate protein) e ESAT-6 (“6kDa early secreted antigenic”). A Cepa de BCG não 

apresenta essa região, não sendo capaz de atingir o citosol da célula hospedeira e por esse 

motivo é considerada não patogênica. Recentes estudos demonstraram que ESAT-6 é capaz 

de abrir poros nas membranas dos fagossomos contendo Mycobacterium tuberculosis, sendo 

este um mecanismo utilizado pelo bacilo para evadir de ambientes hostis atingindo ambientes 

imunoprivilegiados como o citosol, característica já demonstrada também pelo M. leprae, e 
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sabidamente não realizada pelo mesmo quando inativado (Van der Wel et al., 2007). 

Infecções em células HeLa com Lysteria monocitogenes revelaram modulação e disfunção 

mitocondrial através da toxina formadora de poros listeriolisina O, de função homólogoa à 

ESAT-6 do M. leprae (Stavru and Cossart, 2011). Acreditamos então que o bacilo, ao atingir 

o citosol e ativar os mecanismos de resposta imune inata sabidamente indutores de mitofagia 

como a parquina (Deretic et al.,2010), além de abrir poros na membrana interna mitocondrial 

através da ESAT-6, provocando dessa forma desacoplamento, queda do potencial de ação 

mitocondrial e posterior mitofagia, gerando por fim a redução nos níveis de expressão dos 

genes mitocondriais observados por Guerreiro e colaboradores (2013).  

Pesquisadores brasileiros, em colaboração com membros do Pavilhão Hanseníase 

(IOC/Fiocruz), identificaram em 2004 SNPs (single nucleotide polymorfisms) no gene 

PARK2 que conferem susceptibilidade à hanseníase. O produto de PARK2, uma E3 ligase 

denominada parkina é eficaz no controle de qualidade mitocondrial levando-as na senescência 

às rotas de mitofagia (Deretic V, et al.,2010). Ademais, colaboradores do nosso grupo 

perceberam a indução da enzima Heme-oxigenasse 1 (HO-1) em macrófagos infectados. Esta 

enzima é responsável pela degradação do grupo heme a biliverdina (Wise, et al, 1964), com 

consequente liberação de monóxido de carbono (CO), potente inibidor da resposta imune e da 

citocromo C oxidase (Alonso, et al., 2003). Acreditamos que este também seja um caminho 

para a modulação encontrada na mitocôndria, uma vez que resultados pilotos demonstraram 

uma diminuição da atividade desta enzima em células de Schwann infectadas (dados não 

mostrados).  

A abundância de ácidos graxos nas células infectadas pelo M. leprae é conhecida a 

muitas décadas, sendo os macrófagos altamente infectados observados em lesões de pele 

classificados como espumosos. A contribuição de trabalhos anteriores do nosso grupo foi 

demonstrar que os lipídeos que ocupavam grande parte do citosol dessas células não são 

oriundos da parede rica em lipídio desta micobacéria ou captados do meio externo, e sim 

sintetizados de novo, após a subversão dos mecanismos celulares pelo patógeno (Mattos et al., 

2010, 2014). Ácidos graxos são reconhecidos por ativarem proteínas desacopladoras 

mitocondriais (UCPs), e esse pode ser mais um dos mecanismos envolvidos na diminuição no 

potencial elétrico da membrana mitocondrial das CS infectadas (Jezek et al., 1994).  

A infecção pelo M. leprae sabidamente induz a expressão de citocinas pró-inflamatórias 

como IFN- لا e TNFα (Nogueira et al., 1983; Godal, 1984; Yamamura et al., 1992; Moraes et 

al., 1999; Teles et al., 2002), que por sua vez induzem aumento na produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que contribuem para o controle de patógenos intracelulares. Por 

outro lado a inibição do complexo IV da cadeia respiratória pela geração de óxido nítrico 
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(Cleeter et al., 1994), não parece ser um explicação para o fenômeno, uma vez que o M. 

leprae sabidamente não é um bom indutor desta espécie radicalar (Lobato et al.,2014). 

Somado a isso o BCG, sabidamente um bom indutor de óxido nítrico (Morcos et al., 2001), 

não foi capaz de gerar a redução do potencial de ação mitocondrial (Figura 5.9, barra 

vermelha).  

Acompanhando o aumento da captação de glicose (Figura 5.2) encontramos um 

grande acréscimo na atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase nas células 

infectadas (Figura 5.4). Estes resultados geram a hipótese de um consequente aumento da via 

das pentose-fosfato produzindo equivalentes redutores na forma de NADPH para satisfazer as 

necessidades celulares de biossíntese de lipídeos e manutenção do estado redox da célula 

(Revisto por Kletizien, 1994). A G6PD in vitro mostrou-se ser regulada pela relação de 

NADPH / NADP, de modo que quando esta razão diminui, sua atividade aumenta para 

contrabalancear a concentração de NADPH (Holten, 1976). Desta forma, acreditamos que a 

célula está sendo submetida a grande consumo deste equivalente, devido à alta sintese de 

lipídeos, ou a pressão oxidante sobre o sistema glutationa, ou ambos. Além da glutationa 

redutase, outra enzima é dependente de NADPH para seu funcionamento: óxido nítrico 

sintase (iNOS). iNOS é dependente de NADPH para converter arginina em citrulina e óxido 

nítrico (NO
*
) (Revisto por Stanton, 2013). Porém resultados do nosso grupo de pesquisa não 

detectaram níveis relevantes de NO em CS infectadas (Lobato et al., 2014).  

  As CS infectadas pelo M. leprae são induzidas à proliferação (Tapinos et al., 2006), 

sendo assim o  produto final da via das pentoses, a ribulose-5-fostato, um precursor de 

coenzimas e nucleotídeos, tornar-se um substrato fundamental. Além disso, trabalhos já 

demonstraram a relação da atividade de G6PD no crescimento de células normais ou 

neoplásicas, onde sua inibição impediu o crescimento e sua superexpressão o exacerbou 

(Kletzien, et al., 1994; Tian, et al., 1998). Dados na literatura indicaram que a G6PD pode ser 

ativada por vias de sinalizações envolvendo PI3K e AKT (revisto por Staton, 2013), vias 

igualmente ativadas pelo estímulo de IGF-1, podendo dessa forma também ser atribuída à 

indução de IGF-1 nas células infectadas.  

Em nossos ensaios a enzima ATP citrato liase (ACL) apresentou o dobro de atividade 

nas células infectadas quando comparadas aos controles (Figuras 5.17), indicando o provável 

aumento do transporte de citrato da mitocôndria para o citosol, sendo este utilizado para 

síntese de ácidos graxos ou colesterol. Outra evidência de que o citrato esteja sendo exportado 

para fora da mitocôndria é a ligeira diminuição encontrada na atividade da enzima PFK-1, 

afinal o citrato é capaz de inibir alostericamente esta enzima (Nelson e Cox, 2011), e por ser a 

PFK uma enzima essencialmente citosólica, este fato complementa a nossa hipótese de 
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acréscimo dos níveis de citrato no citosol. Diante da atividade de ACL atrelada ao aumento da 

atividade de G6PD e enzima málica, sabidas fontes de poder redutor na forma de NADPH, 

além de trabalhos de Mattos e colaboradores demonstrando a indução de acúmulos de lipídios 

na célula infectada pelo M. leprae, acreditamos que o carbono da glicose esteja sendo 

desviado para a síntese de lipídios. Dessa forma o bacilo poderia garantir sua fonte de carbono 

preferencial, além de aumentar a síntese de mediadores químicos para a indução de um perfil 

anti-inflamatório e permissivo ao seu crescimento em macrófagos, como a prostaglandina E2 

(D´Avila et al.,2006; Almeida et al., 2009; Mattos et al. 2010; 2011b).  

Em suma, podemos concluir que o M. leprae foi capaz de induzir o aumento da captação 

de glicose em células de Schwann da linhagem ST8814 e que este efeito foi acompanhado da 

diminuição dos níveis de lactato no meio extracelular, atividade da enzima lactato 

desidrogenase isoforma M e diminuição do potencial elétrico mitocondrial. Além disso, o 

bacilo também foi capaz de aumentar a atividade de enzimas que geram poder redutor na 

forma de NADPH, como G6PD e enzima málica. Por fim, M. leprae foi capaz de aumentar a 

atividade de ACL caracterizada como uma ligação direta entre o metabolismo de carboidratos 

e a síntese de lipídios.  

Na figura 6.1 encontramos um modelo proposto por nosso grupo de interação e 

modulação metabólica do M. leprae com a célula de Schwann hospedeira, baseado nos 

resultados e hipóteses gerados no presente estudo.  
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Figura 6.1: Modelo esquemático proposto das etapas envolvidas na infecção de células de 

Schwann pelo M. leprae, baseado nos resultados e hipóteses gerados no presente estudo. Após a sua 

internalização o M. leprae induz o aumento da captação de glicose e consequente aumento da atividade de G6PD  

e não de PFK-1. A glicose oxidada pela via das pentoses pode gerar gliceraldeído-3-fosfato que alimentará as 

vias glicolíticas com consequente formação de piruvato. Este pode ser convertido em acetil- CoA e 

posteriormente em citrato em reações do ciclo do ácido cítrico na matriz mitocondrial. Com o aumento da 

atividade de ACL, este, pode seguir o caminho de biossíntese de lipídica e ser utilizado na formação dos 

corpúsculos lipídicos. Enzima málica também apresentou aumento em sua atividade acarretando também em 

maior produção de NADPH. A ação de LDH-M encontrou-se diminuída. O incréscimo da produção ou 

exportação de lactato nas células infectadas possa ocasionar consequente diminuição do suporte energético 

axonal, constituindo-se um possível novo mecanismo de lesão neural.  O excesso de ácidos graxos formados na 

biossíntese lipídica pode ativar UCPs e prover o desacoplamento mitocondrial encontrado em CS infectadas e 

dessa forma diminuir os níveis de ROS que poderiam atuar na morte de M. leprae no interior das CS.  

 

 É importante ressaltar que muitas rotas afirmadas neste modelo precisam ser avaliadas 

e confirmadas por outros estudos, sendo necessário a caracterização do fluxo global de 

metabolitos e a total determinação da regulação das enzimas envolvidas. Além disso, o 

NADPH, agente redutor produto da ação das enzimas G6PD e málica, além da biossíntese de 
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lipídios, pode ser utilizado na proteção da célula contra derivados de oxigênio altamente 

reativos.  Este efeito não foi mostrado no modelo proposto.  
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70 
 

Com base nos resultados demonstrados neste estudo, podemos concluir que: 

 

 O M. leprae foi capaz de induzir o aumento da captação de glicose na célula de 

Schwann da linhagem ST8814; 

 A infecção foi capaz de diminuir os níveis de lactato no sobrenadante assim como a 

atividade da lactato desidrogenase isoforma M nas células infectadas. Além disso, 

esses dados in vitro foram corroborados com dados clínicos in vivo, uma vez que os 

níveis de lactato também estão diminuídos no soro de pacientes com a forma 

multibacilar da doença; 

 O potencial elétrico mitocondrial foi drasticamente diminuído na célula infectada, e o 

mesmo não foi observado na célula exposta ao bacilo morto ou as diferentes 

micobactérias não patogênicas; 

 M. leprae viável foi capaz de aumentar a atividade de enzimas envolvidas na formação 

de poder redutor na forma de NADPH como G6PD e málica. Além disso, resultados in 

vivo mostraram aumento da expressão de G6PD e GSR em lesões de pacientes 

multibacilares; 

 M. leprae foi capaz de aumentar a atividade da enzima ATP citrato liase, caracterizada 

como uma ligação direta entre o metabolismo de carboidratos e a síntese de lipídios. 
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