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DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Karina Girardi do Carmo de Vasconcelos

A hanseniase caracteriza-se como uma doenca infectocontagiosa cronica, com grande
potencial incapacitante, cujo agente etiologico € o Mycobacterium leprae. O bacilo é a Unica
bactéria conhecida capaz de infectar o sistema nervoso periférico, afetando principalmente
macrofagos e celulas de Schwann, gerando desmielinizacdo segmentar e perda axonal.
Acredita-se até 0 momento que a lesdo do nervo é resultado da infeccdo do M. leprae ao
parénquima neural, o que gera recrutamento de células polimorfonucleares e subsequente
neurite. Muito tem se estudado sobre o metabolismo de células gliais no sistema nervoso
central e, nos Gltimos anos, no sistema nervoso periférico. O lactato € um produto da glicélise
anaerobia e desempenha um papel importante no metabolismo axonal, sendo exportado pelas
células de Schwann para os ax6nios através de transportadores especificos, onde é entdo
metabolizado, representando a principal fonte de energia axonal. No presente estudo, foi
observada a reducdo de liberacdo de lactato por células de Schwann infectadas pelo M. leprae
e, apesar desta reducdo, as células infectadas superexpressaram os transportadores de
monocarboxilatos (MCT). Além disso, a adicdo dos sobrenadantes de células de Schwann
infectadas em culturas de neurdnios primarios demonstrou visivel efeito neurotéxico. Através
do uso do 6-ANAM, inibidor especifico da glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), principal
enzima da via das pentoses fosfato, constatamos que a liberacdo de lactato por células de
Schwann infectadas é restaurada e a viabilidade do M. leprae diminui. Anélises preliminares
do fluxo de carbono demonstraram grande incorporacdo de carbono oriundo da via das
pentoses fosfato em aminoacidos essenciais em células infectadas pelo bacilo. Por fim, a
inibicdo da via das pentoses reverteu parcialmente o efeito neurotoxico presente nos meios
condicionados por células de Schwann infectadas. Assim, a modulagdo do metabolismo
energético da célula hospedeira pode representar um novo mecanismo de insulto axonal
relacionado a infeccdo pelo M. leprae, sendo a via das pentoses fosfato uma rota
extremamente importante para a viabilidade do bacilo, e por esse motivo, um alvo em
potencial para o desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas para o controle da
Hanseniase e da neuropatia associada a esta doenca.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY

Karina Girardi do Carmo de Vasconcelos

Leprosy is characterized as a chronic infectious contagious disease with disabling
potential, the etiologic agent of which is Mycobacterium leprae. The bacillus is the
only bacterium capable of infecting the peripheral nervous system, mainly affecting
macrophages and Schwann cells, generating segmental demyelination and axonal
loss. Until now, the nerve damage is a result of M. leprae infection to the neural
parenchyma, which leads to recruitment of polymorphonuclear cells and subsequent
neuritis. Research in recent years has suggested that lactate from glial cells may be
crucial for supporting axonal function. Lactate is a product of anaerobic glycolysis
and plays an important role in axonal metabolism, being exported by the Schwann
cells to the axons through specific transporters, where it's then metabolized,
representing the main source of axonal energy. In the present study, the reduction of
lactate release by M. leprae-infected Schwann cells was observed and, despite this
reduction, infected cells overexpressed monocarboxylate (MCT) transporters. In
addition, addition of infected Schwann cell supernatants in cultures of primary
neurons demonstrated a visible neurotoxic effect. Through the use of 6-ANAM, a
specific inhibitor of glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD), the main enzyme
in the pentoses phosphate pathway, we found that lactate release by infected
Schwann cells is restored and the viability of M. leprae decrease. Preliminary
analyzes of the carbon flux have shown great incorporation of carbon from the
phosphate pentose pathway into essential amino acids in cells infected by the
bacillus. Finally, inhibition of the pentoses pathway partially reversed the neurotoxic
effect present in media conditioned by infected Schwann cells. Thus, modulation of
energy metabolism of the host cell may represent a new mechanism of axonal insult
related to M. leprae infection, the phosphate pentoses pathway being an extremely
important route for the viability of the bacillus, and therefore, a target in Potential for
the development of new therapeutic tools for the control of leprosy and neuropathy
associated with this disease.
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1. Hanseniase

1.1Consideracdes gerais

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa, de carater sisttémico, causada pelo
Mycobacterium leprae. Sinais e sintomas dermatoneurologicos, tal como a perda de
sensibilidade caracterizam a doenca.’ Esta patologia afeta o0 homem hé& milhares de anos e,
dessa forma, é conhecida como uma das doencgas mais antigas descritas.

No Egito antigo, ha relatos da hanseniase em hierdglifos de 1350 a.C. Na Biblia também
ha trechos com o termo “lepra” nos capitulos 13 e 14 do Levitico. Este termo o qual era
designado a doenca perdurou por muito tempo. No entanto, de acordo com Omoprolla (1981)
a palavra lepra também foi utilizada para designar outras doencas dermatoldgicas, tornando-se
incerto o periodo exato do aparecimento da doenca. Por muito tempo os individuos doentes
foram vistos como amaldicoados e pecadores, sendo marginalizados da sociedade devido a
este pensamento. **

O aparecimento da Hanseniase no Brasil deu-se ap6s a chegada dos colonizadores
portugueses, relatando-se os primeiros casos no ano de 1600, no Rio de Janeiro. Somente em
1873, houve a identificacio do Mycobacterium leprae, descoberta feita pelo médico
noruegués Gerhard Amauer Hansen, através da presenca de estruturas em formas de bastdes
em amostras de nédulos de pacientes com Hanseniase, por meio de anélise microscopica. “°A
partir desta descoberta, o individuo doente passou a ser considerado a fonte de dispersdo de
bacilos. Em 1920 foi criado no Brasil o departamento nacional de saude publica e, com isso,
formulou-se a inspetoria de profilaxia da lepra e doencas venéreas, dois séculos ap6s do
surgimento dos primeiros casos da doenca no pais. O objetivo foi estabelecer medidas para o
controle da doenca, por meio da construcéo de leprosarios.®”

Todavia, percebeu-se que o impacto social era enorme devido a segregacdo dos
individuos doentes. Dessa maneira, medidas mais brandas foram adotadas e, somente em
1954 foi extinta a internacdo compulséria dos individuos doentes em leprosarios.®*

A partir da década de 60, houve a gradual mudanca do termo lepra para hanseniase,
buscando afastar o historico de estigma e preconceitos, no Brasil esta troca ocorreu em
1976.1%

Atualmente a forma de transmissdo da doenca ndo esta totalmente estabelecida, sabe-se
através do contato prolongado com individuos doentes e que a disseminacdo do M. leprae

ocorra por meio da inalagdo de aerossdis ou, ainda, pelo contato cutaneo direto com secrec¢des
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respiratorias ou feridas. ** O homem ndo é o Gnico hospedeiro do bacilo, na década de 70
foram relatados nos Estados Unidos tatus naturalmente infectados.'?Além disso, no sul dos
Estados Unidos, alguns pacientes apresentaram a mesma cepa de M. leprae a aquela encontra
em tatus selvagens, sugerindo que estes poderiam ser uma importante fonte para a dispersédo
de M. leprae.’® Recentemente foi visto, em ensaios in vitro, que M. leprae permanece Vvivo no
trato intestinal de Rhodnius prolixus e que este triatomineo secreta o bacilo viavel nas fezes.
No entanto ainda ndo foi comprovado que este dado represente mais um mecanismo de

transmiss3o. 14
1.2 Agente etioldgico

O Mycobacterium leprae € um patoégeno intracelular obrigatério, células de Schwann e
macrofagos sdo as células hospedeiras preferencialmente infectadas pelo bacilo.
Morfologicamente é reto e levemente encurvado nas extremidades, conforme é possivel

observar na figura 1.2.1.

Figura 1.2.1 Morfologia do Mycobacterium leprae. A imagem feita a partir de microscopia eletrénica de

varredura elucida a superficie do bacilo. Retirado de Scollard et al (2006)*

O bacilo tem aproximadamente de 1 a 8 um de comprimento e 0,3 um de didmetro, néo
possui plasmideos e é imovel. A reproducéo é lenta, com duracdo de aproximadamente 11-13

dias, através do processo de divisdo binéria.>** O bacilo possui membrana plasmética, parede
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celular e uma camada mais externa, denominada capsula. A parede celular do M. leprae tem
cerca de 20nm de espessura, composta por peptideoglicanos ligados covalentemente aos
acidos arabinogalactano micolicos. Na cépsula encontram-se diversos lipideos, glicolipideo
fenolico-1(PGL-1) e o Ftiocerol dimicocerosato (PDIM) destacam-se por serem observados
unicamente em M. leprae. %718

Apols a sua caracterizacdo como bactéria causadora da hanseniase e diante da
impossibilidade de cultivo in vitro, houve a tentativa de cultivar o bacilo em modelos animais.
Tatus e camundongos atimicos foram 0s Unicos animais que obtiveram sucesso nestas
tentativas. Dessa maneira, em 1960 Charles Shepard demonstrou a multiplicacdo de M. leprae
em patas de camundongos, com isso novas oportunidades para a investigacdo sobre a

patologia e sua interacdo com mecanismos imunoldgicos do hospedeiro surgiram.*®

1.2.2 Cultivo de M. leprae na pata de camundongo. Fonte: Scollard et al (2006).

Atualmente, os camundongos utilizados para a multiplicagdo dos bacilos s&o os
nu/atimicos e devido a isso carecem de células B e T, representando este 0 modelo mais
utilizado para obtencéo de bacilos por diversos grupos de pesquisa em inoculagdes in vitro.*®
Conforme mostrado na figura 1.2.2, no local onde foi inoculado o M. leprae, denominado
coxim plantar, observa-se o intenso crescimento de bacilos, atingindo cerca de 10° ou mais
bacilos por pata. M. leprae tem predilecdo por temperaturas mais frias, essa caracteristica
também reflete a aparicdo das lesdes na pele, mucosa nasal e nervos periféricos. Assim, a
incubacédo a 37°C reduz sua viabilidade, mas se armazenado em meio de cultura a 33°C, pode

ser mantido viavel por cerca de uma semana.?>?! E considerado organismo Gram-positivo e
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alcool acido resistente a partir do método de coloracdo de Zeihl-Neelsen, onde uma vez
corado pela fucsina, o bacilo ndo é descorado por uma solucdo alcool-acida, mantendo-se
com coloragdo résea. %%

A partir do sequenciamento do genoma do M. leprae foi possivel compreender pouco
mais a cerca da sua natureza intracelular. Interessantemente, foi observado que ao longo da
evolugdo o bacilo sofreu um processo de reducdo evolutiva do seu genoma. Conforme
observado por Cole e colaboradores (2001), aproximadamente metade do genoma do M.
leprae € composto por pseudogenes que foram aparentemente conservados, porém
desprovidos de funcéo aparente.?* Conduto, estudos em micobactérias e em outros organismos
tém sugerido que algumas dessas regides ndo codificantes transcritas desempenham algum

papel na regulacio de genes funcionais, patogénese ou no parasitismo intracelular.?%

- Metabolismo de moléculas pequenas 17%
- Metabolismo de macromoléculas 27%
|:| Processos celulares 40% 14% 39%
|:| Outra fungédo

F a0 nao classificad 9
- ungao nao classificada 4%4 % 17%
|:| Pseudogenes 21% 12% 5%

M. leprae M. tuberculosis

Figura 1.2.3 Diferencas entre 0os genomas do M.leprae e M. tuberculosis. Destaca-se no M.leprae a grande

regido correspondente a pseudogenes e de fungdes desconhecidas. Fonte: Vissa V.D e Brennan P. J (2001).

Conforme visto na figura acima, Vissa e Brennan (2001) ilustraram as diferencas entre
os genomas do M. leprae e M. tuberculosis, que € a micobactéria mais proxima geneticamente
do bacilo de Hansen.?” Desse modo, através da comparacdo entre os genomas é possivel
observar a reducdo do genoma do M. leprae. Interessantemente, o percentual de pseudogenes
corresponde a 40% do genoma.”* Em relacdo as vias anabdlicas e catabolicas, aparentemente
as vias anabolicas mantiveram-se mais conservadas. Contudo, foi observado reducdo do
repertrio genético necessario para a realizacdo de catabolismo.?* Desse modo, ndo é
totalmente compreendido a forma pela qual o M. leprae obtém energia de seu hospedeiro,
pois ocorreu a perda de muitos genes associados a captacdo de fontes de carbono. A grande
maioria das micobactérias intracelulares obtém energia através da degradacdo de lipidios do
hospedeiro, as lipases sdo enzimas que iniciam este processo, catalisando a conversdo de

triacilglicerdis a acidos graxos livres e glicerol. O bacilo tem apenas 2 genes codificantes para
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lipase (lipG e lipU), a enzima malica esta ausente e hd apenas uma isocitrato liase, além da
incapacidade de gerar ATP através da oxidacdo de NADH. Todos os genes relacionados com
0 metabolismo do acetato encontram-se inativos. Ainda conforme Cole e colaboradores
(2001), o genoma do M. leprae contém todos os genes do ciclo do glioxilato, o que permitiria
que o organismo utilizasse acetil-coenzima A, a partir de B-oxidacdo de lipidios e parte do

1.** Todas estas restricdes citadas implicam no

sistema de captacdo de ferro parece funciona
crescimento a partir do uso de poucas de fontes de carbono e reflitam na dificuldade do
cultivo do bacilo em meios artificiais.

1.3 Epidemiologia

Conforme observado na figura abaixo (figura 1.3.1), € possivel observar o mapa da
dispersdo de prevaléncia da hanseniase no mundo. Paises desenvolvidos sdo pouco afetados
pela doenca, em contraste estdo as regides marcadas, correspondentes a paises em

desenvolvimento como o Brasil e extrema pobreza como a Libéria.
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Figura 1.3.1 Taxa de prevaléncia de Hanseniase reportada a Organizacdo mundial da saude (OMS)

Vs

referente ao ano de 2014. A taxa de prevaléncia corresponde a cada 10.000 habitantes. Os paises em destaque

representam o Brasil (América do Sul) e a Libéria (Africa). Fonte: Organizacdo Mundial da Satide (2015)28

A hanseniase faz parte do grande grupo de doencas negligenciadas, as quais despertam

pouco interesse de iniciativas privadas. Em 2014, Brasil e Libéria destacaram-se na taxa de
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prevaléncia (casos em registro) da doenca, neste mesmo ano foi relatado o aumento do
namero de casos na populacdo infantil, indicando a transmisséo ativa na populagdo. Embora
no mapa de prevaléncia (figura 1.3.1) a India ndo esteja destacada com o indice alto de
prevaléncia, este pais foi responsavel por 125.785 casos novos da doenca em 2014. Brasil e
Indonésia seguiram atrds com 31.064 e 17.025, respectivamente. Juntos, estes trés paises
foram responsaveis por 81% dos novos casos de hanseniase no mundo em 2014.%

Outro aspecto preocupante € o numero de casos de individuos com presenca de
incapacidade e deformidades ocasionadas pela doenca. No Brasil, foram registrados 2.034 em
2014, indicando a incapacidade do sistema Unico de satde (SUS) em estabelecer protocolos

de diagndstico precoce em todo o territrio nacional.?®
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Figura 1.3.2 Percentual de casos de hanseniase no Brasil avaliados quanto ao grau de
incapacidade no diagnostico e nha cura no periodo de 2001 a 2014. Ha uma pequena variagdo do percentual de
incapacidade antes e apds do diagndstico, indicando o dano permanente nesta populacdo de pacientes avaliados.
Fonte: Ministério da satide (2015). %

Conforme visto na figura 1.3.2, incapacidades fisicas ocasionadas pela doenga podem

permanecer apos o final do tratamento de acordo com o levantamento de casos feito pelo

ministério da salde em 2015.
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No Brasil encontra-se uma enorme diferenca da deteccdo de hanseniase entre regides,
que vao desde virtual erradicagéo a regides hiperendémicas, conforme visto na figura 1.3.3 e
figura 1.3.4.

Coeficiente de detecgao p/ 100 mil hab.

[ 0.00 sem casos notificados
[ 0.00 | - 2.00 - Baixo

[ 2.00 --| - 10.00 - Médio

[ 10.00 --| - 20.00 - Alto

[ 20.00 --| - 40.00 — Muito alto
I >= 40.00 - Hiperendémico

1.3.3 Coeficiente de Detecgdo de Hanseniase por municipio. As regides centro-oeste e norte do pais
apresentam coeficientes de deteccéo considerado muito alto e /ou hiperendémico. Em contraste, na regido sul em

geral possui baixa deteccéo. Fonte: Ministério da satde (2015). %

A diferengca no coeficiente de deteccdo entre os estados Brasileiros torna-se mais
evidente abaixo (Figura 1.3.4). Estados do norte e nordeste do pais apresentam indices
extremamente elevados. Mato grosso, Tocantins, Maranhé&o, Para, Rondonia e Mato Grosso

do Sul séo os estados em situacdo mais critica, considerados hiperendémicos para hanseniase.
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Figura 1.3.4 Coeficiente de deteccao geral de casos novos de hanseniase Brasil e estados. A média do Brasil
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é considerada alta. Além disso, é possivel observar a enorme diferenca da deteccdo de casos novos por estados.
Fonte: Ministério da sadde (2015). %

1.4 Formas clinicas, diagndstico e tratamento

A hanseniase pode afetar individuos de todas as faixas etarias e ndo ha predilecédo
entre 0s sexos. Estima-se que 95% da populacdo adulta tenha imunidade natural contra o
M.leprae.*® A doenca apresenta diferentes formas clinicas, separadas por apresentarem
caracteristicas diversas, cujo desenvolvimento de cada uma delas é dependente de
mecanismos imunolégicos do hospedeiro.®* Sabe-se que fatores genéticos estdo relacionados
com a susceptibilidade do hospedeiro, uma vez que diferentes polimorfismos genéticos foram
encontrados em pacientes com hanseniase, dentre eles no gene PARK2 e citocinas como
TNF-a, [FN-y foram relatados.3#3334%

Em 1966, Ridley & Jopling adotaram a classificacdo de subgrupos, obedecendo a
critérios clinicos, bacteriologicos, imunoldgicos e histopatoldgicos. Assim, o individuo
afetado pode apresentar um espectro de manifestacfes que varia entre as formas tuberculoide-
tuberculéide (TT) e a lepromatosa-lepromatosa (LL).** O polo tuberculdide caracteriza-se
pela presenca de poucas lesdes na pele, no entanto, bem definidas. Onde raramente detectam-
se bacilos em bidpsias de pele, pois a resposta imune do hospedeiro € eficaz contra o bacilo.

Neste polo, ocorre forte resposta imunologica do tipo Th1l anti-Mycobacterium leprae.
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Em contrapartida, o polo lepromatoso caracteriza-se pelo aparecimento de numerosas
lesGes no corpo, com presenga abundante de bacilos nos nervos bem como em outras partes
do corpo e ha o predominio da resposta celular Th2, além da exacerbacdo de resposta
humoral.®

Entre os polos TT e LL existem formas clinicas mais instaveis, sdo elas: borderline-
tuberculoide(BT),  borderline-borderline(BB) e  borderline-lepromatoso(BL).  As
caracteristicas destas formas seguem de acordo com a proximidade entre as formas LL e TT,

como observado na figura 1.4.

‘ Exposi¢3o ao bacilo
Mycobacterium leprae

Resisténcia natural ou ‘ Hanseniase
forma assintomatica sintomatica
Polo Tuberculéide T BT B8 BL LL Polo Lepromatoso
Resposta celular Resposta humoral
Formagdo de Granulomas Macro6fagos espumosos
2 Th2 :
Poucos bacilos Tyl Muitos bacilos
Caracteristica da lesdo :v Caracteristica da lesdo :

Figura 1.4 Formas clinicas da Hanseniase. O individuo exposto ao M. leprae pode apresentar resisténcia
natural ou permanecer assintomatico. Os individuos que desenvolvem a doenga podem apresentar diferentes
formas clinicas com caracteristicas distintas. O polo tuberculdide (TT), ha formacéo de granulomas, presenca de
poucos bacilos e resposta imune celular. O outro polo chamado lepromatoso (LL), h presenca de macréfagos
espumosos, presenca de muitos bacilos e resposta imune humoral. Entre essas formas, existem as formas
borderlines (BT, BB e BL), caracterizadas pelas proximidades entre os polos. Fonte: Adaptado Misch et al.
(2010)%*

De modo a organizar a distribuicdo de medicamentos entre as formas clinicas, em
1982 a organizagdo mundial da saude (OMS) agrupou as formas clinicas TT, BT
classificando-as em paucibacilares e as formas clinicas LL, BT, BB em multibacilares.*’

Além das formas clinicas citadas acima, os pacientes podem desenvolver episédios
inflamatdrios agudos, chamados de episddios reacionais. Existem dois tipos de reacdes

hansénicas, a reacdo do tipo I, também conhecida como reacdo reversa e a reacdo do tipo II,
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conhecida como eritema nodoso hansénico.*® A natureza acerca dos mecanismos que levam o
inicio destes episodios ainda néo foi totalmente compreendida.

O diagnostico da Hanseniase é feito a partir da observacdo de sinais caracteristicos,
como a falta de sensibilidade em lesGes cutaneas e o espessamento do calibre de nervos
periféricos. Para a confirmacgdo do resultado, testes mais sensiveis podem ser feitos como a
baciloscopia da linha (BAAR), teste de Mitsuda e o histopatolégico.*****! Recentemente vem
crescendo a utilizacdo de ensaios moleculares baseados na técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a partir de amostras clinicas como sangue, secre¢do nasal, bucal,
fragmentos de pele e de nervos,* no entanto, a utilizacdo da PCR ainda permanece distante da
realidade dos postos de saude espalhados pelo pais. Atualmente, estudos vém sendo feitos a
fim de novas possibilidades de diagndstico. Oliveira e colaboradores, por exemplo,
identificaram em bidpsias de pacientes com hanseniase fosfatidilserina e glicosilceramida
como possiveis marcadores lipidicos para a doenca.*®

Ndo ha nenhuma forma de prevencdo especifica contra hanseniase. No entanto, o
ministério da salde indica a vacinagdo para tuberculose, pois esta vacina chamada BGC
apresentou evidéncias da atenuacdo da hansenfase. ***> Apesar da falta de um mecanismo de
prevencdo direto para a doenca, 0 tratamento existe e o diagnéstico precoce é fundamental
para a resolucdo da doenca. O tratamento indicado pelo Ministério da Salde se baseia na
administracdo de 3 medicamentos, constituindo a poliquimioterapia (PQT), sdo eles a
rifampicina, dapsona e clofazimina. O tratamento é longo e sua duracdo varia entre 0s polos
da doenca, 0 acompanhamento do individuo doente € essencial, j& que podem ocorrer efeitos

colaterais. 4

2. Metabolismo energético

2.1 Principais rotas de oxidacao da glicose

A glicose € uma das principais fontes de energia em diversos organismos. Quando as
demandas energéticas aumentam, ela é liberada dos polimeros de glicogénio, sua forma de
armazenamento intracelular e, entdo é empregada para produgdo de ATP de maneira aerobica
ou anaerobica. A quebra da molecula de glicose e sua transformagdo em duas moléculas de
piruvato é denominada glicolise. Durante esta via, parte da energia liberada é conservada na
forma de ATP e NADH. O piruvato formado pode seguir trés destinos de acordo com o estado

metabélico do organismo ou tecido.*°
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Sob condigdes aerobias, o piruvato formado a partir da glicdlise sofre acdo do
complexo enzimético piruvato desidrogenase, gerando a partir desta reacéo acetil-CoA, CO, e
NADH. O acetil-CoA gerado é condensado com uma molécula de oxaloacetato formando
citrato, o qual sobre sucessivas oxida¢Ges no chamado ciclo de Krebs, na mitocondria. A cada
ciclo ocorre a formacao das moléculas reduzidas NADH e FADH,, que posteriormente serdo
utilizadas como fonte de poder redutor pelos complexos transportadores de prétons na cadeia
respiratoria mitocondrial na chamada fosforilag&o oxidativa, gerando ATP.*

Em condic¢des anaerdbias, 0 NADH gerado pela glicdlise ndo consegue ser reoxidado
pela fosforilacdo oxidativa, devido a auséncia do aceptor final de elétrons dessa cadeia, o0 O..
A incapacidade de regenerar o NADH em NAD™ deixaria a célula sem receptor de elétrons
para a oxidacdo do gliceraldeido 3-fosfato e as reacOes liberadoras de energia da glicose
seriam interrompidas. Com isso, 0 NAD" é regenerado através de outro processo, por meio da

formacdo de lactato.°

Glicose

2NAD*

2NADH )
2 Piruvato . » 2 [actato

Figura 2.1 Reacdo catalisada pelo complexo lactato desidrogenase. A cada molécula de glicose sdo gerados a

partir da glicélise duas moléculas de piruvato, que sob condi¢Bes de baixa oxigenagdo ou demanda metabdlica
intensa, se reduzira em duas moléculas de lactato. A partir da redugdo do piruvato a lactato, NAD™ é formado,

fazendo com que a glicélise continue ocorrendo. Fonte: Adaptado Nelson e Cox (2011)“

A reducéo do piruvato a lactato forma NADH que por sua vez regenera 0 NAD" (figura
2.1). Essa reacgdo e catalisada pela enzima lactato desidrogenase. Esta enzima € composta por
4 subunidades de dois tipos distintos denominados H (Heart) e M (Muscle) por conta da sua
expressdo predominantemente no coragdo e no musculo, respectivamente. O lactato é
hidrofilico e ndo se difunde através da membrana plasmatica, existem, portanto

transportadores especificos, denominados MCTs (transportadores de monocarboxilatos) que
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carreiam o lactato e também grupos cetodcidos. Foram identificadas 14 isoformas destes
transportadores no organismo humano.*"*

Atualmente, sabe-se que certos tipos celulares fazem fermentacdo mesmo sob condigdes
de nérmoxia. A partir disso, novos papéis estdo sendo atribuidos ao lactato. A producdo deste
metabolito é finamente regulada em nossas células, e seu aumento controla negativamente a
atividade da enzima chave da glicdlise, a fosfofrutoquinase (PFK) e com isso todo o
metabolismo celular, funcionando dessa forma como molécula sinalizadora.**°

Apesar da glicolise ser uma via central para o metabolismo, existem outras vias de
oxidacdo da glicose 6-fosfato que também séo fundamentais para as células bem como a via
das pentoses fosfato. Conforme mostrado na figura 2.1.2 esta via leva a producdo de ribose 5-

fosfato, precursor de nucleotideos e coenzimas.

Fase nio - oxidativa Fase oxidativa

| |1 | NADPH
Glicose 6-fosfato
/ NADP' 2 GSH
Glutationa
oxidasze
NADPH G55G
Transcetolase \L Acidos graxos
Transaldolase 6-Fosfogliconato ester6is

NADP*
Biossintese
redutiva
COz « : NADPH
k4
i P
\ Ribuloze 5-fosfato recursores

¥

Ribose 5-fosfato

h J
Mucleotideos,
coenzimas, DNA, RNA

Figura 2.1.2 Esquema da via das pentoses fosfato. A via das pentoses fosfato é divida entre as fases oxidativa,
na qual ocorre a biossintese redutora importante para processos celulares como o sistema glutationa e biossintese
lipidica e a fase ndo oxidativa, onde séo recicladas seis moléculas de pentoses em cinco moléculas de glicose 6-
fosfato. Esta conversao permite que a producdo de NADPH permaneca continua. Fonte: Adaptado de Nelson e
Cox (2011).%
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Esta via oxidativa é extremamente importante em células em diviséo, tais como da pele
e mucosa intestinal, isso devido a producdo de nucleotideos e coenzimas gerados através desta
via. Além disso, a maior parte do NADPH formado pelas células é gerado a partir da primeira
reacao da via das pentoses fosfato, através da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase.

O NADPH pode ser utilizado em diversas vias anabolicas como as redugdes de sintese
de &cidos graxos e esterdis ou no combate a espécies reativas de oxigénio (ROS), como
perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical peroxido (O,).

Classicamente, a via é divida entre as fases oxidativa e ndo-oxidativa. Na fase oxidativa
sdo formados NADPH e ribose 5-fosfato, utilizada como molécula precursora de nucleotideos
e coenzimas. A fase ndo-oxidativa recicla moléculas de ribose 5-fosfato que ndo estdo sendo
utilizadas pelas células, convertendo-as em glicose 6-fosfato.****

Espécies reativas de oxigénio podem ser geradas a todo 0 momento em organismos, atraves
do vazamento de elétrons da cadeia respiratoria reduzindo o O anion superdxido, molécula
altamente reativa.”® Sistemas antioxidantes celulares sdo importantes para contornar a
formacdo destas moléculas, a glutationa (GSH) é o principal sistema de defesa celular contra
0 estresse oxidativo. A ativacdo deste sistema depende do NADPH. O NADPH faz com que a
glutationa oxidada (GSSG) seja convertida a glutationa reduzida (GSH), sendo esta forma
uma importante molécula antioxidante.*® O esquema simplificado da via das pentoses fosfato

pode ser observado na figura 2.1.2.

2.2 Biossintese de aminoacidos em mamiferos

Alguns das vias citadas acima possuem moléculas precursoras de aminoacidos.
Estruturalmente, os aminoacidos sdo formados por um grupo amino primario (NH,) ligado
covalentemente ao carbono a, que por sua vez esta ligado ao grupo carboxilico (COO"). Além
disso, todos os aminoacidos possuem a cadeia lateral, o que distingue os diferentes
aminoéacidos encontrados na natureza. Os aminoacidos ndo sdo somente necessarios para a
formacdo de proteinas, mas também sdo importantes sdo precursores de neurotransmissores,
horménios entre outros.”* O ciclo dos &cidos tricarboxilicos é fonte de diversas moléculas

precursoras de aminoacidos, conforme € possivel observar na figura 2.2.
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Isoleucina
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Membrana plasmatica

Glicina
Cisteina

Fenilalanina
Triptofano
Tirosina
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Arginina

Ornitina
Prolina
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Figura 2.2 Esquema geral das vias metabdlicas discutidas e suas moléculas precursoras de aminoacidos.

Os aminoacidos circulados em vermelho s&o considerados essenciais em células de mamiferos, enquanto os néo

circulados sdo sintetizados pela maquinaria celular. Fonte: Adaptado de Buchakijan e Kornbluth (2010).

Dos aminoacidos serina e glutamato sdo derivados outros aminoacidos como cisteina e

prolina, respectivamente. Outras vias também sdo fontes para moléculas precursoras de

aminoacidos, dentre elas, a glicolise e a via das pentoses fosfato. Os animais mamiferos

utilizam 20 aminoé&cidos para formarem os peptideos e as proteinas que sdo essenciais para as

fungBes celulares, no entanto, apenas 11 destes sdo sintetizados em mamiferos. Outros 9

aminoacidos devem ser ingeridos na alimentacdo e, devido a isto, sdo classificados como

aminoéacidos nutricionalmente essenciais.”
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Tabela 1. Aminoéacidos nutricionalmente essenciais e ndo essenciais em mamiferos

Aminoacidos
Essenciais Nao-essenciais
Fenilalanina Acido aspartico
Histidina Acido Glutamico
Isoleucina Alanina
Lisina Glicina
Metionina Arginina
Treonina Cisteina
Triptofano Glutamina
Valina Prolina
Leucina Serina
Tirosina
Asparagina

Fonte: Adaptado de Wu
(2009)**

Na tabela 1 é possivel observar o conjunto de aminoacidos requeridos na alimentacédo e o0s que
sdo formados naturalmente nos organismos de mamiferos. Ao contrario do observado em

mamiferos, diversas bactérias e plantas sintetizam todos os 20 aminoacidos comuns.

3. Nervo periférico

3.1. Anatomia do nervo periférico

O sistema nervoso é classicamente subdividido em sistema nervoso central e sistema
nervoso periférico. A transmissao de informagdes do cerebro até regides distantes do corpo
sdo propagadas atraves de potenciais elétricos também chamados de potenciais de acdo. A
grande rede arborizada e complexa que conduz as informacgdes até os locais distantes €
chamada de sistema nervoso periférico. Por sua vez, o sistema nervoso periférico é dividido
em sistema nervoso somatico, o qual fornece impulsos motores aos muasculos esqueléticos e
sistema nervoso auténomo, fornece impulsos motores aos musculos cardiacos, liso e ao

epitélio glandular.Os 6rgéos do sistema nervoso periférico sdo os nervos e os ganglios.™
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Epineuro

Perineuro
Endoneuro

Lamina basal

Mielina

Célula de Schwann

Axdnio
Figura 3.1 Representacao da estrutura do nervo periférico. De forma geral, 0 nervo é composto por camadas

de tecido conjuntivo chamadas de epineuro, perineuro e endoneuro. O citoplasma de células de Schwann forma a

bainha de mielina em torno dos axdnios. Fonte: Neligan, P.C.e Chang, J. (2013).

Existem nervos cranianos e espinais, 0s quais se estendem do sistema nervoso central aos
6rgdos periféricos.>

O nervo periférico é compartimentalizado em camadas de tecido conjuntivo, chamadas
epineuro, perineuro e endoneuro. O epineuro é a camada mais externa, formado por tecido
conjuntivo frouxo, delimitando a estrutura do nervo. O perineuro é uma bainha fibrosa,
lamelar e densa que envolve as fibras nervosas. Por fim, a camada de tecido conjuntivo
chamada de endoneural reveste um conjunto variado de fibras nervosas em fasciculos. Cada
fasciculo, por sua vez, é constituido por axénios mielinicos e amielinicos, A estrutura tubular
do endoneuro protege a nutricdo das fibras nervosas.”>*® Axénios chamados de mielinicos
apresentam um espesso enovelamento oriundo do citoplasma da célula de Schwann,
denominado de bainha de mielina, j& os amielinicos ndo sdo recobertos por mielina.
Atualmente, tem se discutido outras funcbes atribuidas a bainha de mielina, além da

facilitacdo do impulso nervoso.
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As células Schwann sdo dispostas de modo regular ao longo do eixo axonal, formando
espacos intervalados, chamados de nodos de Ranvier, os quais sao fundamentais para a rapida
propagacdo do impulso elétrico por apresentarem niveis elevados de canais de Na*.>"*® Os
nervos perifericos sdo alimentados por artérias que entram no tronco nervoso procedentes de

vasos sanguineos vizinhos, conforme mostrado na figura 3.1.

3.2 Lesdo neural na Hanseniase

A visualizacdo de bacilos em nervos é um fator marcador de hanseniase, uma vez que
entre diversos patdgenos, a infeccdo dos nervos periféricos € uma propriedade Gnica do M.
leprae. A neuropatia hansénica pode ocorrer em qualquer forma clinica (TT, BT, BB, BL e
LL) e independente da ocorréncia de episodios reacionais. A reducao do calibre axonal é bem
descrita nos pacientes com hanseniase, pode-se desenvolver anestesia, paralisia e, em casos

onde o individuo é diagnosticado tardiamente, potenciais deformidades incapacitantes nos

dedos das maos, pés e até mesmo dano ocular. Na figura 3.2 é possivel observar alguns dos
59,60

danos neurais em pacientes com hanseniase.

Figura 3.2 Danos aos nervos em pacientes com hanseniase. Em A e B nervos visivelmente dilatados. Em C,

dano irreversivel. Fonte: A. Colin McDougall.®
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Embora a anestesia local seja uma consequéncia séria e bem conhecida da hanseniase,
evidencias relataram que um grande numero de pacientes apresentaram dor neuropaética,
mesmo apds o fim do tratamento com a poliquimioterapia.®* Alguns ensaios tém sido feitos
para avaliar as bases moleculares no dano neural, porém a incapacidade cultivo do bacilo in
vitro diminui, assim como a inexisténcia de um bom modelo de estudo da neuropatia
hansénica, diminui os avancos sobre a compreenséo desta patologia.

Inicialmente, acreditava-se que o M. leprae se ligava a célula de Schwann da derme
exposta e, em seguida, movia-se proximalmente dentro do nervo.®” No entanto, estudos
recentes em nervos periféricos de tatus infectados experimentalmente demonstraram que o
bacilo infecta os nervos de fora para dentro. De acordo com Scollard (2015) o bacilo se
acumula primeiramente no sistema linfatico epineural e assim atinge 0s vasos sanguineos que
irrigam o epineuro. O processo inflamatorio local observado nas lesGes cutaneas atinge entéo
0s nervos subcutaneos e posteriormente os troncos nervosos.®® Dentro do fasciculo, o M.
leprae € internalizado por células de Schwann mielinicas ou amielinicas. A predilecdo da
infeccdo pelo bacilo em células de Schwann amielinicas ainda ndo foi completamente
esclarecido. O bacilo é bem adaptado em parasitar células de Schwann, nenhum efeito
morfoldgico é observado na infeccdo in vitro nestas células.

Os mecanismos pelos quais ocorrem a entrada do M. leprae em células de Schwann
foram demonstrados em alguns trabalhos. Sabe-se que o bacilo se liga através do glicolipideo
fendlico-1 (PGL-1) interagindo com 0 dominio globular da cadeia o 2 da laminina 2 presentes
nas células de Schwann.®*%® Segundo Rambukkana e colaboradores, o bacilo é capaz de se
ligar e ativar o receptor de tirosina quinase ErB2, o que induz a via de transducéo de sinal
envolvendo Erk1/2 levando a reprogramacdo das células de Schwann a um perfil
desdiferenciado, representando esta a principal fonte da lesdo neural até o momento
elucidada.’” Estudos concentram-se na identificacdo de fatores inflamat6rios como possiveis
causadores dos danos observados. Foi identificada em lesbes de nervos de pacientes
borderlines tuberculdides (BL) a presenca de nitrotirosina, um metabdlito do éxido nitrico.
Interessantemente, esta molécula foi associada com a peroxidacdo de lipidios da bainha de
mielina em outras neuropatias, sugerindo a utilizacdo de lipideos da bainha de mielina pelo
M.leprae. %% Até o momento ndo foi totalmente compreendido a contribuicdo da infecgdo
pelo M. leprae nas células de Schwann e o meio inflamatdrio local na patogénese neural da

doenca. Possivelmente o dano neural ndo ocorre somente atraves de uma via, como citocinas
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presentes no meio inflamatdrio nas lesdes, mas sim de um conjunto de fatores que ndo estéo

bem esclarecidos.

3.3 Metabolismo das células de Schwann e intera¢es com o0 axénio

Poucos estudos se concentram na compreensdo das fontes energéticas e alteragdes no
metabolismo energético das células de Schwann que a infec¢do possa acarretar. Sabe-se que a
infeccdo induz a formacdo de corpusculos lipidicos, e que estes sdo recrutados para
fagossomos contendo o M. leprae em macréfagos e células de Schwann, ™ representando uma
potencial fonte de energia. Contudo, foi visto que mesmo com a intensa incorporacdo de
colesterol, o bacilo o converte a colestenona, porém ndo consegue metabolizar os anéis de
esterol ou a cadeia lateral do colesterol, sendo portando incapaz de utiliza-los como fonte de
carbono. ™

Em paralelo com o presente trabalho, foram observadas alteragdes no metabolismo de
células de Schwann da linhagem ST8814 durante a infeccdo pelo Mycobacterium leprae,
dentre elas, o aumento de captacdo de glicose, visto através da utilizacdo do analogo
fluorescente 2-NBDG. Diante da importancia das células de Schwann na hanseniase,
investigou-se também a atividade mitocondrial utilizando o fluor6foro TMRM (Tetramethyl
Rhodamine Methyl Ester), marcador seletivo do potencial da membrana mitocondrial, e foi
observado que a infeccdo reduz o potencial de acdo mitocondrial das células hospedeiras.
Dados ainda ndo publicados demonstraram 0 aumento da expressdo da glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PD) em células infectadas, fragmentos de lesdo de pele e nervos de
pacientes do polo multibacilar.” Esta enzima catalisa a primeira reagdo da via das pentoses
fosfato, gerando ribulose 5P 6-fosfogluconato e NADPH. O NADPH por sua vez regenera o
sistema glutationa, importante via responsavel pelo combate de espécies reativas de oxigénio
e sintese de proteinas no Complexo de Golgi.

As células da glia foram observadas pela primeira vez pelo patologista Rudolf Virchow
em 1846, descritas como substancias macias e de natureza fragil, contrastando com o tecido
fibroso dos neurdnios, sendo aparentemente os componentes que ligavam 0s neurdnios.
Durante as Ultimas décadas as células gliais foram caracterizadas como componentes celulares
ativos no funcionamento e patologias do sistema nervoso.”® As interacdes neurdnio-glia
controlam diversos processos do desenvolvimento do sistema nervoso, tais como

neuritogénese, formacao de sinapses, diferenciacéo neuronal e remocéo de restos celulares.”

33



No sistema nervoso central, o importante papel das células gliais no metabolismo
neuronal foi bem caracterizado. A atividade neuronal é fortemente ligada ao metabolismo dos
astrocitos e a liberacdo de lactato, uma que vez que os astrocitos aumentam sua atividade
glicolitica em resposta a um aumento do glutamato extracelular.”

Além disso, em situacdes de baixa glicolitica ou atividade neuronal intensa, o lactato
liberado dos astrocitos para 0s neurdnios mostrou-se importante para manutenc¢do da funcéo
neuronal e também em funcdes de formagdo de meméria.”” Doencas neurodegenerativas que
ndo estavam inicialmente associadas com a deficiéncia de energia estdo sendo agora
caracterizadas, como a disfuncdo do metabolismo de oligodendrocitos recentemente ligado a
esclerose amiotrofica lateral.”

O transporte de lactato e piruvato dentro dos complexos celulares é feito através de
transportadores de monocarboxilados (MCTSs), em oligodendrocitos foi identificado MCT1
com afinidade por lactato.”” Além disso, em outras células como astrécitos e neurdnios

também foram identificados tais transportadores, 8182

indicando a importancia metabdlica do
lactato nestas células. O lactato também tem sido relacionado como molécula sinalizadora no
cérebro, através do receptor de &cido hidrocarboxilico (HCARL), descrito por Mosienko e
colaboradores (2015) em neurdnios do hipocampo, cortex e cerebelo.®® Estudos recentes
indicam que a bainha de mielina atua no suporte energético ao ax6nio. Ravera e
colaboradores (2013) observaram enzimas do ciclo glicolitico e de Krebs funcionalmente
expressas na bainha de mielina.®* Além disso também foi visto a presenca de conexinas entre
a bainha de mielina e o citoplasma dos axonios.®®, sugerindo uma possivel maneira de
transferir ATP da bainha ao axonio.

No sistema nervoso periférico, Angus e colaboradores demonstraram que a célula de
Schwann é capaz de armazenar glicogénio, visto através da presenca da enzima glicogénio
fosforilase co-localizando com glicogénio no citoplasma das células de Schwann,

representando o principal suporte para a producdo de energia nos axonios®® (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Esquema demonstrando o suporte metabdlico oferecido pelas células gliais ao axénio. O
compartimento gliail, ou seja, células gliais armazenam glicogénio que pode ser mobilizado e metabolizado a
lactato. O lactato gerado através do glicogénio ou diretamente da glicose serd entdo encaminhado ao axdnio, que
0 convertera novamente a piruvato, para a oxidagdo em sua mitocondria e subsequente producdo de energia.
(Adaptado de Angus et al (2012).%

Com isso, o glicogénio armazenado nas células de Schwann pode ser mobilizado e
convertido a piruvato. O piruvato gerado a partir do glicogénio ou diretamente da glicolise é
entdo reduzido a lactato. Através de transportadores de monocarboxilatos (MCTS), o lactato é
entdo transportado para o compartimento axonal, onde serd reconvertido a piruvato e

posteriormente oxidado nas mitocéndrias dos axonios.
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4. Justificativa

Como ja mencionado anteriormente, a hanseniase estd relacionada a degradagdo axonal,
fibrose e desmielinizacdo nos nervos periféricos. Os mecanismos envolvidos na histopatologia
da doenca sdo diversos, e ainda ndo estdo bem elucidados. Estudos do nosso grupo
demonstraram diversas modulagdes do metabolismo energético de células de Schwann
durante a infeccdo pelo M. leprae, como o aumento da captacdo de glicose, diminuicdo da
capacidade oxidativa mitocondrial e 0 aumento da expressdo da enzima G6PD em células
infectadas e em fragmentos de lesdo dérmica. No presente estudo, propomos identificar a
importancia da via das pentoses para o M.leprae e o possivel impacto da fermentacdo de
células de Schwann em neurdnios. Observamos o0 aumento da capacidade fermentativa das
células, com paradoxal reducdo na liberacdo de lactato, fato este que pode levar a privagédo
energética e subsequente morte axonal in vivo, representando um novo mecanismo em

potencial causador de dano neural na hanseniase
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5. Objetivo Geral

Analisar o metabolismo fermentativo das células de Schwann da linhagem ST8814 durante a

infeccdo pelo bacilo M.leprae
5.1 Objetivos especificos

o Avaliar a liberacdo de lactato em celulas de Schwann infectadas in vitro pelo M.
leprae

o Analisar a expressdo de genes associados ao metabolismo de glicose em células de

Schwann;

o Analisar o impacto da modulacdo energética desencadeada pela infec¢do do M. leprae

na célula de Schwann nos neurdnios periféricos

o Analisar o fluxo de Carbonol3 através de ferramenta metaboldmica utilizando
marcacio isotopica de glicose-C** em células de Schwann infectadas in vitro pelo M. leprae,
identificando as alteracdes do fluxo metabdlico da célula infectada, assim como as fontes de

carbono intracelular utilizadas pelo M. Leprae;

o Reversdo da modulacdo do metabolismo glicidico induzido pela infeccdo através do
uso de inibidores da via das pentoses ou da sintese de glutationa em células infectadas;

39



MATERIAIS E METODOS

40



6. Materiais e métodos
6.1. Linhagem de células de Schwann

As células de Schwann da linhagem ST8814 utilizadas no projeto foram isoladas a partir de
células malignas de um paciente com neurofibromatose. O inicio da cultura foi feito a partir
do descongelamento em banho-maria a 37°C, em seguida o contetdo descongelado foi
adicionado gota a gota em um volume de 10 mL de meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino. Foram entdo centrifugadas por 10 minutos a 300 xg a 4°C e o pellet gerado
ressuspenso em meio de cultura RPMI suplementado novamente com soro fetal bovino. Apos
a centrifugacdo, as células foram mantidas em garrafas na estufa a 37°C e 5% de CO..
Quando se obteve a confluéncia, foram passadas para outras garrafas, adicionando-se uma
solucdo salina contendo 0,125 % de tripsina por cerca de 1 minuto e meio na estufa a 37°C. O
bloqueio da a¢do da tripsina foi através da utilizacdo de um volume igual de soro fetal bovino.
Em seguida, foram centrifugadas, ap06s esta etapa, as células foram adicionadas em meio
cultura ou soro fetal bovino e entdo contadas em camara de Neubauer para posterior adi¢cdo

das células em placas ou garrafas de cultura, de acordo com a sua aplicacéo.

6.2 Obtencao dos explantes, dissocia¢do e manutencéo de cultura de células primarias

Os Ganglios da raiz dorsal foram extraidos de camundongos balb/c neonatos e colocados em
meio L-15. Apos a retirada de todos os ganglios, o contetdo celular foi centrifugado durante 5
minutos a 300xg, sob temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e adicionou-se 2 mL
tripsina 0,125% ao pellet para a dissociacao, deixando cerca de 30 minutos da estufa a 37°C.
A neutralizacdo da acdo da tripsina foi feita através da adicdo 2mL de meio DMEM/F12 com
soro fetal bovino. As células ressuspensas foram centrifugadas 600 xg a e contadas em camara
de Neubauer para o plagueamento em placas de 24 pocos com laminula, previamente tratadas
com 10pum de pol- D-lisina e 10um de laminina. Durante a manutencdo da cultura, foi

adicionado 100nM do fator de crescimento neuronal (NGF) para o crescimento dos neuritos.

6.3 Obtencdo do Mycobacterium leprae

Para os estudos com o M. leprae vivo, utilizou-se a cepa Thai-53, obtida atraves do modelo de
infeccdo do coxim plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu), cedidos pela Dra. Patricia
Sammarco Rosa do Instituto Lauro de Souza Lima, S&o Paulo. A inoculagéo do M.leprae foi

feita no coxim plantar dos camundongos, com duracdo de cerca de seis meses de infecgéo.
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Apbs este periodo os camundongos foram sacrificados e as patas contendo o bacilo foram
encaminhadas para o laboratorio de microbiologia celular do Instituto Oswaldo Cruz, onde o
patégeno foi purificado, quantificado, e a sua viabilidade foi verificada através do kit live-
dead. Nos experimentos, foi utilizado M. leprae com viabilidade acima de 80%. Bacilos
mortos foram obtidos através de irradiacdo gama. Para os experimentos, foram utilizadas duas

MOI diferentes, na proporcao de 5:1 e 10:1.

6.4 Analise da liberacéo de acido lactico nos sobrenadantes durante a infeccao

Para a quantificacdo de lactato foram analisados os sobrenadantes de células controles e
infectadas, com a adi¢cdo de 1uM de 6-aminonicotinamida (ANAM), inibidor da via das
pentoses. Estas células foram cultivadas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino sem a
presenca de vermelho de fenol para evitar a sua interferéncia na absorcéo de luz a 340 nm. O
lactato foi quantificado através do kit lactato liquiform (Bioclin). Os sobrenadantes das
culturas foram colocados de acordo com cada condi¢do em uma placa de 96 pocos, onde foi
adicionado a solucdo de trabalho estabelecida pelo kit. Na presenca de lactato, a enzima
lactato oxidase promove a formacao de piruvato e perdxido de hidrogénio. Em seguida, ocorre
uma reacdo de acoplamento entre o perdxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e TOOS, uma
reacdo catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneina que tem maximo de

absorbancia em 340 nm.

6.5 Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio usando DHE

As células de Schwann em cultura foram mantidas sob as condi¢@es acima mencionadas, na
auséncia e na presenca de diferentes concentracGes de perdxido de hidrogenio, 6-ANAM,
DHE e Mycobacterium leprae. Ap6s 24 horas de plaqueamento, as células foram expostas a
6-ANAM a uma concentracdo de 5 pM. Apds 48 horas, as células foram infectadas pelo M.
leprae ou exposta ao bacilo irradiado com a MOI de 50: 1 (50 bacterias para cada célula).
Duas horas antes da marcagdo com DHE, através da exposicdo realizada com o tragador
durante 30 min a 37°C, adicionou-se o peroxido de hidrogénio como controle positivo a uma
concentracédo de 10 uM. Para quantificacdo da intensidade do sinal do DHE, as culturas foram
tratadas com tripsina (1% de tripsina e neutralizou-se com PBS + soro). Em seguida, as
amostras foram lidas no citdmetro de fluxo marca BD FACS Aria llu da plataforma de rede

tecnoldgica da Fiocruz. As suspensdes de células foram filtradas através de redes de 40um
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antes de serem adquirida no citdmetro. Cerca de 5.000 eventos por condi¢cdo foram adquiridos
e a deteccdo de DHE foi analisada no canal de EP-A, ap0s a exclusdo de eventos identificados

como grumos e/ou células mortas.

6.6 Analise da expressdo génica de proteinas-chave no metabolismo fermentativo e

viabilidade do Mycobacterium leprae

As amostras das culturas infectadas ou ndo pelo M. leprae, com a adi¢do de 1luM 6ANAM e
400uM de BSO, inibidores da via das pentoses e da glutationa, foram lisadas com trizol,
homogeneizadas e entdo foi continuado o tratamento para separacdo e extracdo dos &cidos
nucleicos. O RNA total obtido foi submetido a sua transcricdo a cDNA para posterior analise
da expressdo génica por PCR em Tempo Real utilizando-se o sistema SYBR Green (Applied
Biosystems), seguindo as instrucdo do fabricante. Para cada amostra foi amplificado o cDNA
dos genes de interesse. As reacOes foram incubadas no sistema de PCR em tempo real
StepOne Plus® (Applied Biosystems). A viabilidade do M. leprae foi feita através da
deteccdo de seus niveis de RNAr 16s, conforme descrito por Martinez et. al. (2009) e a

deteccdo dos genes do MCT1, MCT2, MCT4 a partir de primers especificos.

6.7 Imunocitoquimica de neurénios primarios

Foi adicionado sobrenadantes oriundo de células de Schwann da linhagem St8814 na cultura
de neur6nios, na proporcdo de 1:2, ou seja, metade do meio RPMI condicionado por células
de Schwann e a outra metade contendo meio DMEM/F12. Ap6s 24h de cultura, os neurénios
foram lavados com PBS, em seguida foram fixados com PFA a 4%, lavados com solugdo PBS
e entdo foi acrescentado o anticorpo primario marcador de neurofilamento NF200 diluido
1:1000 em solucéo de bloqueio. A solugdo de blogueio consiste em BCA, NGS e PBS. Apo6s
30 minutos de incubagdo, a solugdo contendo o anticorpo primério foi retirada, as células
lavadas em PBS, seguido de incubagdo com o anticorpo secundario Alexa488 diluido 1:500,
durante 30 minutos. Por altimo as células foram marcadas com DAPI durante 1minuto e
montadas em laminas. As imagens dos neurbnios foram quantificadas através do programa

ImageJ.
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6.8 Analise dos destinos do carbono nas células de Schwann infectadas

Para estabelecer a rota metabolica central da célula de Schwann infectada, utilizamos a
glicose marcada com o isétopo estavel C*3 na posicdo 6, adicionada ao meio de cultura sem
glicose para que as trocas de carbono entre o bacilo e a célula hospedeira sejam observadas.
Foram mantidas duas culturas de células de Schwann, uma com as células mantidas durante
trés passagens com meio com adicdo de glicose marcada e outro adicionando-se glicose
marcada ap0s 48h de infeccdo. Apos 5 dias de infeccdo as garrafas foram lavadas com PBS
gelado e adicionadas de 3 mL de triton X-100 0,1% para a lise das células. Todo o contetdo
foi entdo centrifugado a 11.000 xg por Sminutos a 4 °C para a separa¢do dos sobrenadantes do
Mycobacterium leprae dos componentes celulares. O sobrenadante (celular) e pellet (M.
leprae) resultante desta centrifugacdo foram separados e foi adicionado HCL em ambos para a
hidrélise em atmosfera de nitrogénio. Em seguida, o material resultante foi suspenso em &gua
e secado no speedvac. As amostras foram entdo enviadas para o laboratorio do Dr. Johnjoe
MacFadden, na Universidade de Surrey, em Guilford, onde foram lidas por cromatografia

gasosa acoplada ao espectrometro de massas, conforme descrito por na por Beste et al (2013).
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7. Resultados

7.1 Modulagdo do metabolismo fermentativo em células de Schwann infectadas pelo M.
leprae

Tendo em mente a importancia da célula de Schwann para o metabolismo axonal e partindo
destes achados relacionando o aumento da captagdo de glicose e a baixa atividade
mitocondrial com a infecgdo, buscou-se analisar as bases moleculares desta modulagéo no

metabolismo fermentativo durante a infeccdo.
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Figura 7.1 Andlise da concentracdo de lactato no sobrenadante de células de Schwann. O lactato nos
sobrenadantes de células de Schwann da linhagem ST8814 foram quantificados ap0s 48 horas de infecgdo com
0 M. leprae, exposicdo ao M. leprae irradiado e 0 M.bovis (BCG). Resultado obtido através de 3 experimentos

independentes. Significancia estatistica calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (***p< e *p< 0,05).

Conforme mostrado na figura 7.1, células infectadas com M. leprae vivo exportam menos
lactato para o meio. Para entendermos se esse mecanismo relacionado a diminuigdo na
exportacdo do lactato é especifica a infecgdo pelo M. leprae, foi utilizada outra microbactéria,
0 Micobacterium bovis (BCG), ndo patogénico, que nao foi capaz de alterar a liberacdo de
lactato pela célula hospedeira. Além disso, M. leprae inativado por radiagdo também n&o
mostrou 0 mesmo efeito observado na célula infectada. Corroborando com o dado anterior,

na figura 7.2 vimos que o mesmo efeito ndo € observado com as diferentes fragdes do M.
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leprae, indicando que esse efeito é dependente de metabolitos do bacilo e ndo de seus

antigenos.
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7.2 Andlise da concentracdo de lactato no sobrenadante em células de Schwann expostas a fragdes do M.
leprae. A concentracao de lactato foi aferida apds 48h de infeccdo com o M. leprae vivo ou suas fragGes (parede,
membrana e fragdo soldvel). A significancia estatistica foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*

p<0.05). Resultado obtido através de 3 experimentos independentes.

Como ja mencionado anteriormente, os transportadores de monocarboxilatos (MCT) sao
proteinas de membrana responsaveis pelo transporte de lactato entre células de Schwann e
axonios. Observamos na Figura 7.3 que células infectadas superexpressam os transportadores
de monocarboxilatos descritos no sistema nervoso periférico. O presente dado demonstra que
a reducéo na liberagéo de lactato no sobrenadante das células infectadas néo esta relacionada
a reducéo de sua exportacdo para 0 meio, uma vez que todos os transportadores encontram-se

SUpPerexpressos.
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Figura 7.3 Expressao relativa dos transportadores de monocarboxilatos MCT1, MCT2 e MCT4 em células
de Schwann infectadas. A expressao dos transportadores foi aferida através de PCR em tempo real. Resultado
obtido através 3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi calculada por ANOVA seguida por

Bonferroni (* p <0.01).

7.2 Analise da producdo de espécies reativas de oxigénio em células de Schwann

infectadas pelo M. leprae

Devido ao aumento na expressao da G6PD relatado por nosso grupo de pesquisa, buscou-se

avaliar o impacto desta modulagdo positiva sobre as defesas antioxidantes da célula infectada.
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7.4. Avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio durante a infeccdo e diferentes estimulos. O
estresse oxidativo foi medido pelo sinal de fluorescéncia do dihidroetideo (DHE) determinada por citometria de
fluxo, ap6s 48 horas de infecgdo. Células de Schwann foram estimuladas com perdxido de hidrogénio 2 horas da
marcacdo com o DHE. Resultado obtido atraves de 3 experimentos independentes. A significancia estatistica foi
calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (***p<0,0001).

Células expostas ao estresse oxidativo apresentam danos aos lipideos, proteinas e ao DNA,
bem como o esgotamento dos niveis de ATP, gerando falha no funcionamento celular,
podendo ocasionar em morte celular por necrose. Conforme mostrado na figura 7.4, a
infeccdo pelo Mycobacterium leprae ndo é capaz de induzir o estresse oxidativo em células de
Schwann, pelo contrério, o perfil gerado é protetor a célula hospedeira. Além disso, mesmo
apos a adicdo de perdxido de hidrogénio as células infectadas formaram menos especies
reativas de oxigénio, conforme vista pela menor marcagdo com DHE. Ao contrario do perfil
observado com M.leprae, a incuba¢do com M. bovis (BCG) gerou niveis maiores de estresse
oxidativo. Com a utilizacdo do 6-ANAM, inibidor especifico da glicose 6-fosfato
desidrogenase, primeira enzima da via das pentoses fosfato, esse efeito protetor foi abolido,

demonstrando a importancia da G6PD neste perfil protetor.
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7.3. Analise da concentracgdo de lactato apds a inibicdo da via das pentoses fosfato
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Figura 7.5 Andlise da concentragdo de lactato no sobrenadante de células de Schwann infectadas tratadas
com 6ANAM. Os sobrenadantes foram quantificados a partir do kit lactato liquiform, apés 5 dias de infeccéo
com M. leprae, com adicdo de 6Anam, inibidor da via das pentoses e 0 DMSO (veiculo do 6-ANAM). Resultado
obtido através de 3 experimentos independentes. A significancia estatistica foi calculada pelo teste ANOVA,
seguida por teste de Friedman (p**0,0082).

Na tentativa de restaurar a liberacdo de lactato por células infectadas, células de Schwann
infectadas foram tratadas com 1uM de 6-ANAM e o lactato dessas culturas foi quantificado.
Através da utilizacdo deste inibidor, podemos observar a reversdo da liberacdo de lactato em
células infectadas (Figura 7.5). Por se tratar de uma via crucial para a sobrevivéncia da célula
de Schwann, determinamos a viabilidade das células utilizadas no supracitado experimento
através da dosagem da enzima lactato desidrogenase (LDH) nos mesmos sobrenadantes, de
modo a assegurar que o efeito observado ndo esta relacionado a morte e subsequente lise
celular. A LDH por sua vez é uma enzima citosélica, de modo que observa-la no meio
significa que as celulas tiveram a sua membrana plasmatica rompida. N&do houve diferenca

entre as diferentes condigdes na concentragdo de LDH no meio (Figura 7.6).
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Figura 7.6 Viabilidade celular através quantificacdo da enzima LDH no sobrenadante de células de
Schwann da linhagem ST8814. Células de Schwann foram infectadas com M. leprae (MOI 50:1), tratadas com
6ANAM ou seu veiculo DMSO. A quantificagdo da enzima lactato desidrogenase foi feito através do Kit LDH

liquiform. Este resultado representa a analise de 3 experimentos independentes.

Com isso, € possivel observar que a concentracdo utilizada do 6-ANAM néo causou a morte
de células, somente do M. leprae.

7.4 Viabilidade de Mycobacterium leprae com o uso do 6ANAM, inibidor da via das

pentoses fosfato

Determinamos a viabilidade do M. leprae apos inibicdo da via das pentoses e glutationa.
Além disso, tambeém foi utilizado a rifampicina, antibiotico amplamente utilizado no
tratamento da Hanseniase. Através desse dado conseguimos inferir que a recupera¢do nos
niveis de liberacdo de lactato nas células de Schwann provavelmente se deve a inativacdo do
bacilo. A Figura 7.7 mostra a diminui¢do da sua viabilidade quando as células sdo tratadas
com 6-ANAM e o inibidor da sintese de glutationa butionina sulfoximina (BSO). Esse dado
sugere a importancia da via das pentoses para 0 metabolismo do bacilo, abrindo novas
abordagens para o controle da doenga através de estratégias voltadas a interferéncia de vias do

préprio hospedeiro.
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Figura 7.7 Viabilidade intracelular do M. leprae apds tratamento com o inibidores da via das pentoses
(6anam) e glutationa(BSO). Apo6s 5 dias de infecgdo a viabilidade do bacilo foi aferida através da relagdo
RNA/DNA por PCR em Tempo-Real. A utilizacdo do 6ANAM e BSO em células infectadas diminui a
viabilidade do bacilo, aproximando-se da morte observada com a utilizagdo da rifampicina. Resultado
representativo de 3 experimentos independentes. Analise estatistica foi feita a partir de ANOVA seguida de
Bonferroni (***P < 0.05).

O 6-ANAM mostrou-se promissor na reversao da liberacdo de lactato das células de Schwann
infectadas, assim, sendo uma droga em potencial para o estudo do possivel papel da reducédo

nos niveis de lactato como base molecular da neuropatia hansénica.

7.5 Adicdo de sobrenadantes de células de Schwann infectadas em neurdnios

Ganglios da raiz dorsal foram extraidos de camundongos neonatos e entdo dissociados para a
obtencdo de neurbnios primarios. A cultura destes neurdnios foi mantida durante 24h,
contendo cada condicdo metade do meio DMEN/F12 e a outra metade com 0 meio
condicionado do experimento anterior. Como j& era esperado, a infecgdo por M. leprae causa
liberacdo de fatores, por parte das celulas de Schwann, que causam danos a formacgdo de

neuritos e expansdo neuronal.
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Figura 7.8 Analises de neurénios primarios ap6s a adi¢do de sobrenadantes de células de Schwann. Os
neurofilamentos foram marcados com o anticorpo NF200 (Alexa Fluor 488). A, B e C representam 0s neur6nios
tratados com sobrenadantes de Schwann controle, infectada e infectada tratada com 6 ANAM, respectivamente.
D, E e F sdo as quantificacbes a partir das imagens. Onde, D representa 0 nimero de interse¢les, E a
complexidade das ramificagbes e F comprimento maximo dos neuritos. Os graficos sdo resultados 3
experimentos independentes. Analises estatisticas foram feitas a partir do teste ANOVA, seguida de teste de
Bartlett’s.(p*** 0,0001).
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Na figura 7.8 foi observado o efeito da adicdo de sobrenadantes de culturas de células da
linhagem ST8814 (células de Schwann controles, infectadas pelo Mycobacterium leprae ou,
ainda, células de Schwann infectadas tratadas com 0 6ANAM) em neurdnios periféricos. Este
meio condicionado foi adicionado na hora do plagueamento, bem como em todas as
condicdes foi acrescentado o fator de crescimento neuronal (NGF). A utilizacdo do 6-ANAM
ndo impediu a diminuicdo da ramificagdo, porém reverteu o estimulo supressor da extencdo
axonal. Demonstrando a partir dos fen6tipos neuronais acima mostrados, podemos sugerir que
esta via representa uma rota importante para o bacilo e que sua inibicdo pode apresentar

efeitos terapéuticos na Hanseniase.

7.6 Anélise do fluxo de carbono de células infectadas e do M. leprae

No intuito de observar possiveis modulacdes do metabolismo central da célula de
Schwann durante a infecgdo pelo M. leprae, demos um pulso de 1g de glicose'*C6 por 500ml
de meio RPMI em células infectadas e controles ap6s 48h de infeccdo, momento em que a
modulacdo responsavel pelo decréscimo de lactato na célula infectada ja se estabeleceu. O
alvo de nossas analises foram os aminoécidos, identificando a abundancia relativa de *C em
cada um dos seus carbonos através de nano-HPLC acoplado a um espectrometro de massas.
Através das diferengas no destino do C6 da glicose entre células infectadas e controle,
podemos inferir sobre a atividade de cada via, assim como a abundancia de alguns
metabdlitos intermediarios.

Para a identificacdo da marcacdo isotopica dos aminoacidos oriundos do M. leprae,
realizamos um ensaio de marcacdo, e ndo mais de pulso, ficando a cultura de células
infectadas em contato com a glicose-*C6 por 96h. Dados preliminares da anélise do fluxo de
carbono de células infectadas demonstraram que em aminoacidos sintetizados a partir do
piruvato como a alanina tiveram menor incorporacdo do carbono 6 da glicose durante a

infeccéo (figura 7.9).
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Figura7. 9 Analise da incorporacéo de *C em alanina em células de Schwann e M. leprae expostos a D-
glicose-*C6. Os niimeros do eixo X informam a posicdo dos carbonos em relacdo ao grupamento amina.

Podemos observar a abundancia da marcagdo isotépica no carbono 3 da alanina, oriundo do carbono 3 do

piruvato, que por sua vez é originario do carbono 6 da glicose. Graficos representativos de um experimento

realizado em duplicata (células controles e infectadas) e M. leprae apenas uma leitura.

A serina, por sua vez é formada a partir do 3-fosfoglicerato, molécula anterior a reacdo que
leva a formacdo de piruvato. O carbono 1 e 3 da serina apresentaram marcacao isotopica, no

entanto apenas o carbono da posi¢cdo 3 se mostrou diferentemente marcado, sendo mais
abundante nas células infectadas e no M. leprae (Figura 7.10).
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Figura 7.10 Anélise da incorporacdo de *C em serina em células de Schwann e M. leprae expostos a D-
glicose-*C6. Os numeros do eixo X informam a posicdo dos carbonos em relacdo ao grupamento amina.
Podemos observar a abundancia da marcacdo isotépica no carbono 3 da serina, oriundo do carbono 3 do 3-
fosfoglicerato, que por sua vez € originario do carbono 6 da glicose. Graficos representativos de um experimento

realizado em duplicata ( Células controles e infectadas) e M. leprae apenas uma leitura.
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O carbono 3 da serina, presente apenas nas células infectadas, é oriundo do carbono 3
do 3P-glicerato, que por sua vez é origindrio do C6 da glicose, indicando que apenas as
células infectadas acessam o 3P-glicerato diretamente da glicdlise, estando esse intermediério
gerado a partir dessa via mais disponivel nestas células, seja por ser mais sintetizado, seja por
ser menos utilizado na reacao subsequente.

No entanto em ambas as condigdes também observamos marcagdo isotopica no
carbono 1 da serina. A marcagdo no carbono 1 indica que uma parte deste aminoécido estd
sendo sintetizada a partir da gliconeogénese. Ao entrar no ciclo de Krebs, o carbono 3 do
piruvato (portador da marcacéo isotépica) torna-se o carbono 2 do citrato. A cada volta do
ciclo, gera-se um oxaloacetato contendo mais um carbono marcado, tendo em vista que 0S
carbonos decarboxilados a CO, ao longo do Ciclo de Krebs sé&o sempre os mais distais da
carbonila oriunda da condensacdo do oxaloacetato com o acetil-CoA (contendo o carbono 2
marcado do piruvato). Dessa forma, o oxaloacetato gerado ap6s o ciclo de Krebs pode
apresentar inicialmente os carbonos 2 ou 3 marcados, e posteriormente, ap0s sucessivas
adicdes de novos acetil-CoA, qualquer carbono marcado, gerando através da gliconeogénese
fosfoenolpiruvato marcado em qualquer carbono. Dessa forma a marcacéo isotdpica da serina
no carbono 1 demonstra a incorporacdo do oxaloacetato a sintese da serina ap0s varias
passagens pelo ciclo de Krebs e posterior gliconeogénese em células infectadas ou nao.

J& o desvio do oxaloacetato para a sintese da asparagina por exemplo (Figura 7.11), foi
alterado pela infeccdo. Seus carbonos 1, 2, 3 e 4 sdo formados diretamente pelos carbonos 1,
2, 3, e 4 do oxaloacetato. Dessa forma podemos observar indistintamente em ambas as
condicdes, infectado e controle, a marcacdo nos carbonos 2, oriundo direto da glicolise, e 3,
gerado ap6s 1 passagem pelo ciclo de Krebs. No entanto a marcagdo no carbono 1, gerada
apos sucessivas passagens pelo ciclo de Krebs, sé pdde ser visualizada nas culturas controles,
indicando que as células infectadas ndo possuem o ciclo de Krebs tdo ativo. Este dado foi

também observado na distribuicdo isotdpica da asparagina acumulada pelo M. leprae.
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Figura 7.11 Analise da incorporagéo de **C em asparagina em células de Schwann e M. leprae expostos a
D-glicose-**C6. Os ntimeros do eixo X informam a posicdo dos carbonos em relagdo ao grupamento amina. O
carbono 2 é oriundo diretamente da glicolise, enquanto os carbonos 3 e 1 sdo gerados a partir de uma passagem
pelo ciclo de Krebs e sucessivas passagens pelo ciclo, respectivamente. Gréaficos representativos de um

experimento realizado em duplicata (Células controles e infectadas) e M. leprae apenas uma leitura.

Outros aminoacidos como a lisina e a treonina também s&o sintetizados a partir do aspartato.
A lisina apresentou marcacao isotopica no carbono 1, indicando que o piruvato utilizado para
sua sintese veio exclusivamente da acdo da enzima malica, caso contrario a marcagdo seria
encontrada no carbono 2 da lisina, o que ocorre de maneira residual, conforme mostrado na
figura 7.12 Reforcando esse dado, mesmo a marcacdo da lisina oriunda do patdgeno
apresentou sua marcacao no carbono 1.

A enzima malica, relatada ativa durante a infecgdo neste modelo, transpe a marcagéo
original do carbono 3 do piruvato para a posi¢do 2, através da sua passagem pelo ciclo de
Krebs, gerando oxaloacetato marcado na posi¢do 2 e subsequentemente malato e piruvato
marcados na posicdo 2, que apés a perda de um carbono pela acdo da diaminopimelato

descarboxilase, se torna o carbono 1 do aminoacido em quest&o.®*
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Figura 7.12 Analise da incorporacéo de *C em lisina de células de Schwann e M. leprae expostos a D-
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glicose-*3C6. Lisina e seu carbono 1 intensamente incorporado em células infectadas e também pelo M. leprae.

oriundo da enzima malica. Gréficos representativos de um experimento realizado em duplicata (Schwann
controle e infectada) e M. leprae apenas uma leitura.

Jé& a treonina por se tratar de aminoacido essencial, ndo é possivel inferir através desse
dado qualquer comparacdo entre a atividade da enzima malica na célula controle e infectada.
No caso da treonina, a marcacdo distribuida através das posicGes 1, 2 e 4 indicam que a
mesma néo foi sintetizada diretamente do oxaloacetato, o que contribuiria para a marcacao
dos carbonos 2 e 3 (figura 7.13). Neste caso a treonina poderia ser sintetizada a partir de um
oxaloacetato que ciclou véarias vezes pelo ciclo de Krebs, tornando-se randomicamente

marcado, ou através de alguma outra via desconhecida pertencente ao metabolismo do M.

leprae.
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Figura 7.13 Andlise da incorporacéo de 13C em Treonina de células de Schwann e M. leprae expostos a D-
glicose-13C6. Em A treonina com incorporacdo do carbono marcado em seus carbonos 1, 2 e 3. Gréficos

representativos de um experimento realizado em duplicata (Schwann controle e infectada) e M. leprae apenas
uma leitura.
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Outros aminoacidos oriundos do ciclo de Krebs também foram identificados (Figura
7.14;7.15). Os dados mais consistentes foram observados na distribuicdo isotdpica dos
aminoacidos glutamina e ornitina. Um dado curioso foi obtido a partir da distribuicdo da
glutamina. Células infectadas apresentaram forte marcacdo no carbono 5 deste aminoéacido.
Normalmente seria esperado marcacgao na posic¢do 4, em caso de sintese direta a partir de o-
cetoglutarato. No entanto observamos marcacdo distribuida entre os carbonos 1 e 2 nas
células controle, indicativo de captacdo de um o-cetoglutarato que circulou diversas vezes
pelo ciclo de Krebs, tornando-se homogeneamente marcado, assim como a glutamina oriunda
do M. leprae. Ja nas células infectadas, apenas o carbono da posi¢do 5 encontra-se marcado.
Uma explicacgdo plausivel para esse fendbmeno seria a retirada sucessiva dos carbonos 1 e 2 do
citrato para a sintese de acetil-CoA para a sintese de lipideos, através do acdo da enzima

citrato liase, demonstrada por nosso grupo ativa nesse modelo.
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Figura 7.14 Analise da incorporacéo de *C em glutamina de células de Schwann controles e infectadas
por M. leprae expostos a D-glicose-**C6. Os nlimeros do eixo X informam a posicdo dos carbonos em relagdo
ao grupamento amina. Podemos observar a abundancia da marcacdo isotopica no carbono 5 da glutamina,
possivelmente oriundo do citrato. Gréaficos representativos de um experimento realizado em duplicata (Schwann

controle e infectada) e M. leprae apenas uma leitura.
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Ja 0 aminoacido ndo proteinogénico ornitina, naturalmente sintetizado a partir da glutamina,
apresenta a mesma distribuigdo isotopica nas células controle, como esperado. No entanto, nas
células infectadas, sua distribuicdo é totalmente distinta, demonstrando que a mesma ndo é
oriunda da glutamina. Uma explicacdo razoavel para tal fenbmeno seria sua captacao a partir
do ciclo da uréia, onde sua distribuicdo seria semelhante a esperada, sem enriquecimento de

marcacdo no carbono 5, e observada nas células controle, porém em menor abundancia.
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Figura 7.15 Andlise da incorporagdo de ** em ornitina de células de Schwann controles e infectadas por M.
leprae expostos a D-glicose-"*C6. Os niimeros do eixo X informam a posicdo dos carbonos em relagéo ao

grupamento amina. Gréficos representativos de um experimento realizado em duplicata.

Os aminoécidos tirosina e fenilalanina possuem em sua origem biosintética a reacdo entre a
eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato, gerando marcacdo direta nos carbonos 7 e 6 da
tirosina e fenilalanina, respectivamente. Células infectadas apresentaram elevada
incorporagdo no carbono 6, indicando foi sintetizada através da incorporagdo direta da
eritrose 4-fosfato formado na via das pentoses fosfato (figura 7.16).

60



Fenilalanina

©
S

3 Controle Schwann

. =3 Schwann infectada
Glicose

|

Via das Glicose 6-fosfato
pe ntoses
fosfato Glicolise

for}
e

% Incorporacéo C3
N N
< <

Eritrose 3-Fosfoglicerato

4-fosfato 0-
Cl C2 C3 C4 C5 C6 Cr (€8 (9
Fosfoenolpiruvato
‘ Tirosina

Tirosina Piruvato 31
Fenilala-
nina 2

O

z% 2

O

©

o

-

S 1-

=

=

o

Cl C2C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9

Figura 7.16 Analise da incorporagéo de **C em fenilalanina e tirosina em células de Schwann controles e
infectadas expostas a D-glicose-"*C6. O carbono 6 e 7 dos dois aminoécidos é oriundo da eritrose 6-fosfato,
metabdlito formado na via das pentoses fosfato. Resultado gerado a partir de um ensaio experimental em

duplicata.
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8. Discussao

A hanseniase acomete milhares de pessoas, sobretudo nos paises em desenvolvimento. A
taxa de prevaléncia da doenca tem declinado nos ultimos anos, no entanto a deteccdo de
novos casos mantém-se estavel de acordo com os ultimos boletins emitidos pela Organizacéo
Mundial da Saude. Esta patologia tem como grande caracteristica 0 comprometimento do
sistema nervoso periférico, através da infeccdo pelo Mycobacterium leprae. Os mecanismos
que levam ao dano neural permanecem pouco claros, até 0 momento acredita-se que 0S nervos
sejam lesados a partir da infeccdo do M. leprae no parénguima neural, gerando o
recrutamento de macrofagos e subsequente inflamacao local.»®® O bacilo é bem adaptado para
infectar e permanecer silenciosamente em macrofagos e células de Schwann. Recentemente
foi demonstrado por Ribeiro e colaboradores através de ensaios de infec¢do de macrofagos in
vitro que o IGF-1 produzido por estas células inibe mecanismos antimicrobianos atraves do
blogqueio da via de sinalizacdo JAK/STAT1, promovendo a sobrevivéncia do patdgeno nestas
células.”’

Resultados em paralelo com o presente estudo demonstraram alteragfes no metabolismo
das células de Schwann e expressdo de enzimas-chaves em nervos e lesGes de pele de
pacientes. Entre as alteracdes observadas estavam a maior captacdo de glicose pelas células
infectadas e, além disso, estas mesmas células apresentaram expressao aumentada da enzima
malica, citrato liase. A enzima lactato desidrogenase isoforma M, capaz de converter o
piruvato em lactato teve sua expressao diminuida e a enzima glicélise-6-fosfato desidrogenase
foi observada aumentada, ambas observadas através de PCR em tempo real de fragmentos de
lesdo de pele e nervos de pacientes multibacilares (LL)."

Inicialmente, os dados mostraram-se compativeis com um fenotipo correlato ao efeito
Warburg, observado em células cancerosas. Este efeito foi descrito em células cancerosas por
Otto Warburg na primeira metade do século XX.® Apesar da maior eficiéncia do
metabolismo respiratorio mitocondrial em comparacdo a glicolise na producgéo de energia, as
células tumorais obtém energia preferencialmente através da via glicolitica anaerébia.®®

No entanto, apesar da célula infectada captar mais glicose’?, nossos dados demonstraram
que a formacdo da lactato, produto final da fermentagdo, encontra-se diminuida durante a
infeccdo (figura 7.1), o que nos levou a criar a denominagdo warburg-like para o estado
metabolico da célula infectada. O Lactato tem sido demonstrado desempenhando um papel
chave no suporte metabdlico dos neurénios / axénios no sistema nervoso central por astrocitos

e oligodendrdcitos através de transportadores de monocarboxilatos (MCTs).Atualmente,

63



diversos trabalhos destacaram o seu igual papel no sistema nervoso periférico. Domenech-
Estévez e colaboradores demonstraram a presenga de MCT1, MCT2, e MCT4 no sistema
nervoso periférico de ratos e que o silenciamento de MCT1 em co-culturas de neurdnios e
células de Schwann diminuiu o processo de mielinizacdo. Além de observar também que
ceélulas de Schwann crescidas em meio rico em lactato exibiram um aumento no nivel dos
genes Krox20/EGR2 e PO, ambos reguladores de mielina.®® A célula de Schwann, geradora
da bainha de mielina, sempre esteve associada a funcdo de isolante relacionado a répida
transmisséo dos potenciais de acdo neuronais.

Entretanto, a literatura recente sugere que a célula de Schwann é muito mais versatil,
fornecendo ndo s energia para os axénios na forma de lactato, como também transferindo
para 0 mesmo complexos ribossomais e RNA.*% Além disso, as células de Schwann podem
promover a integridade axonal independente do grau de mielinizacdo por mecanismos mal
compreendidos. Os modelos atuais sugerem que o metabolismo das células de Schwann é
critico para esta funcao de apoio. O receptor de membrana LKB-1(Liver kinase B1), fosforila
e ativa a proteina quinase adenosina- monofosfato (AMPK), esta enzima apresenta um papel
regulador no metabolismo lipidico e da glicose em resposta a alteragdes nos niveis de energia
e nutrientes celulares. A eliminacdo de LKB-1 em células de Schwann levou a anormalidades
na homeostasia energética nervosa, gerando o aumento da liberacdo de lactato de forma
compensatéria para apoio ao metabolismo energético dos axonios.*?

Em nossas analises, apesar da diminuicdo de lactato observada (figura 7.1 e 7.2), todos 0s
MCTs foram hiperexpressos (figura 7.3), indicando que a reducdo drastica de lactato no
sobrenadante das culturas infectadas esta de fato relacionado a reducdo na sintese e ndo em
sua exportacao.

A utilizacdo do 6-ANAM, inibidor da via das pentoses fosfato restaurou os niveis de
lactato secretados por células de Schwann infectadas (figura 7.5). Esta via parece ser uma rota
muito importante para o bacilo, pois observamos uma grande reduc¢é@o na viabilidade do M.
leprae com a adicdo deste inibidor. Um impacto semelhante ao observado pela adi¢do de
BSO, inibidor da sintese de glutationa, e rifampicina, o fArmaco utilizado no tratamento de
pacientes com Hanseniase (figura 7.7).

O sistema glutationa é regenerado a partir do NADPH gerado na via das pentoses. Este
sistema por sua vez age no combate de espécies reativas de oxigénio. Curiosamente, a
infeccdo por M. leprae confere um perfil protetor, favorecendo o controle do estresse

oxidativo na célula hospedeira, permitindo a manutencdo da viabilidade do bacilo e assim a
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sua proliferacdo, distante de mecanismos que poderiam gerar estresse oxidativo e assim, sua
morte. (figura 7.4).

Em nossos resultados com cultura de neurénios primarios (Figura 7.8) foram observados
que o fenotipo de atrofia neuronal gerado a partir da adicdo de sobrenadante de células de
Schwann infectadas € parcialmente restaurado com a adicdo de sobrenadante infectado tratado
com 6-ANAM. Apesar da melhora no fendétipo, a recuperacdo no numero de ramificacdo dos
neuritos ndo foi total. Andrade e colaboradores identificaram a presenca de TNF em células
de Schwann desta linhagem quando infectadas pelo M. leprae, assim como em biopsias de
pacientes com Hanseniase que apresentaram neurite. Além de TNF, células de Schwann
infectadas também s&o capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias como 1L-6 e IL-8,%
sugerindo que a inflamacéo observada na neurite e o efeito observado por nés no modelo in
vitro, pode ser desencadeada pela estimulacdo destas citocinas pelo bacilo. Por outro lado
outros fatores gerados a partir da infeccdo pelo M. leprae podem ter gerado este perfil de
toxicidade aos neurdnios, como por exemplo, a liberacdo de exossomos pelas células
infectadas.

Atualmente, uma abordagem que vem crescendo é a identificacdo de biomarcadores
preditivos ou indicadores de patologias, através da identificacdo de metabdlitos produzidos
em fluidos bioldgicos, tecidos ou células. Estes metabdlitos sdo substratos e produtos do
metabolismo que dirigem funcbes celulares essenciais, como a producdo de energia,
transducdo de sinais e apoptose. Patdgenos intracelulares precisam obter nutrientes dentro das
suas células hospedeiras, manipulando muitas vezes o metabolismo de seu hospedeiro. Em
2013, Beste e colaboradores demonstraram através da técnica de espectrometria de massas
baseada na analise espectral do fluxo do carbono 6 da glicose marcado com um is6topo
estavel (glicose- 6C*%), no qual observaram a sua incorporacdo nos aminoacidos produzidos
através de cada via. Com isso demostraram que o Mycobacterium tuberculosis obtém
preferencialmente como fonte de carbono acetil-CoA a partir de lipolise, contribuindo nao
somente para a identificacdo de novos alvos para o controle da Tuberculose, mas também para
aplicacdes em outros modelos envolvendo patdgenos intracelulares.”

Nossos dados gerados a partir da utilizagcdo desta mesma metodologia revelaram a forte
incorporagdo de carbonos isotopicamente marcados em aminoacidos essenciais: fenilalanina,
treonina e lisina e tirosina, ou seja, ndo sintetizados por nenhuma célula de mamifero. (Figura
7.12;7.13;7.16). Um dado que se tornou muito interessante, tendo em vista que o sinal foi

detectado apenas em células infectadas. Acreditamos que trata-se da utilizacdo por parte da
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célula infectada de vias biosintéticas do proprio M. leprae, que apesar de ter sofrido uma forte
reducdo em seu genoma, manteve integras todas as vias de sintese de aminoacidos.?

A incorporagdo de carbono marcado no aminoacido alanina mostrou-se reduzida em
células infectadas, sugerindo que a disponibilidade ao piruvato estd diminuida na célula de
Schwann infectada pelo M. leprae, seja por reducdo em sua sintese, ou por aumento de sua
demanda em outras vias, 0 que pode ser a alternativa mais provavel, tendo em vista que
estudos anteriores demonstraram grande atividade da citrato liase e subsequente acimulo de
lipideos durante a infecc&o desse tipo celular.”>™

Foi demonstrado que a infeccdo por M. leprae gera o0 aumento da expressio de IGF-1.% O
IGF-1 faz parte do grupo de fatores de crescimento semelhantes & insulina, podendo explicar
parte dos efeitos observados na incorporacdo de carbono a partir de intermediérios da
gliconeogénese em células infectadas, como os aminoacidos Lisina e Treonina (Figura 7.12 e
7.13). Posteriormente, foi constatado que a infec¢do induz a proliferacdo das células de
Schwann.”” Sendo assim, as células em divisdo necessitam de uma maior producdo de
nucleotideos, coenzimas e outros intermediarios que sao gerados a partir da via das pentoses.
Além de gerar 5-ribose, esta via gera grande quantidade de NADPH quando comparada com
outras vias de sintese de poder redutor.

Os aminoécidos fenilalanina e tirosina sdo sintetizados a partir de uma reagdo entre a
eritrose 4-fosfato e o fosfoenolpiruvato. A partir de nossas investigacdes sobre a formacao
destes aminodcidos, identificou-se que os carbonos 7 e 8 fortemente incorporados nestes
aminoacidos sdo provenientes da eritrose 4-fosfato, um metabdlito secundario da via das
pentoses (figura 7.16). Esse dado corrobora os dados anteriores que mostram a importancia da
via das pentoses para a sobrevivéncia do bacilo. Mais importante, ele aponta para o fato do M.
leprae incorporar e utilizar metabolitos oriundos da via das pentoses, um dado recentemente
demonstrado através de marcagéo isotdpica em pata de camundongos nude infectados pelo M.
leprae, demonstrando que aproximadamente 50% de todos os metabdlitos incorporados pelo
patdgeno sdo oriundos da via das pentoses.”® Em conjunto, os dados sugerem que o carbono
provindo da glicose parece estar sendo desviado para a rota das pentoses.

Com base nos resultados apresentado estabelecemos um modelo esquematico de

modulacdes que a infecgdo gera em células de Schwann.
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Figura 6. Modelo proposto de alteracfes envolvidas durante a infeccdo pelo Mycobacterium leprae. Ao
entrar na célula de Schwann, o bacilo promove alteragdes no metabolismo metabdlicas importantes, tais como a
diminuigdo da liberacdo de lactato e sintese de aminodcidos considerados essenciais (fenilalanina, treonina, lisina
e tirosina), que ndo sdo formados por células sem a infeccdo. Apesar da diminuicdo de lactato, os seus
transportadores celulares (MCT) encontram-se eXpressos.

Apos a sua internalizacdo o M. leprae induz o aumento da captacdo de glicose e
consequentemente aumento da atividade da G6PD, o aumento da atividade desta enzima
produz NADPH, este poder redutor regenera o sistema glutationa e assim, promove a
sobrevivéncia do bacilo na célula hospedeira, a partir do combate de radicais livres. A glicose
oxidada pela via das pentoses pode gerar gliceraldeido 3-fosfato que alimentara as vias
glicoliticas com consequente formacgdo de piruvato. A diminuicdo de lactato ou exportacdo
dele pode ocasionar consequente diminuicdo do suporte energético axonal, contribuindo-se

para um novo mecanismo de lesdo neural na Hanseniase.
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9. Concluséao

Com base nos resultados demonstrados neste estudo, podemos concluir que :

e A infeccdo € capaz de diminuir os niveis de lactato no sobrenadante de células

infectadas;

e A infeccdo per se ndo induz stress oxidativo, pelo contréario, protege a célula
hospedeira de futuros insultos oxidantes. Concluimos que esta € uma modulagdo
importante ao sucesso da infeccdo, dependente da via das pentoses e do sistema
glutationa, uma vez que o inibidor da sintese da mesma, o BSO, foi capaz reverter

esse processo e inativar o bacilo;

e O sobrenadante de culturas de Schwann infectadas pelo bacilo possui atividade
neurotoxica. A exposicdo as células de Schwann ao 6-ANAM, droga capaz de
inativar o M. leprae, reverter a modulacdo bioenergética e recuperar os niveis de
lactato gerados pela célula de Schwann foi capaz de também reverter o efeito

neurotoéxico.
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