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Resumo 

A hanseníase, causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo intracelular obrigatório com 
tropismo por macrófagos e células de Schwann, é uma doença infecciosa que acomete a pele 
e os nervos periféricos e pode acarretar danos irreversíveis se não tratada. O Brasil ocupa o 
segundo lugar no ranking mundial entre os países com maior número de casos doença, o que 
torna essa enfermidade um importante problema de saúde pública. ATP e adenosina (ADO) 
extracelulares, assim como um conjunto de ecto-enzimas e receptores constituem os principais 
mediadores do sistema purinérgico. Este sistema vem sendo amplamente descrito regulando 
respostas imunes em diferentes modelos de doenças, inclusive infecciosas como a tuberculose. 
Entretanto, nada foi estudado até os dias atuais sobre o papel deste complexo sistema com 
relação a patogênese da hanseníase. Assim, o presente estudo buscou avaliar a participação 
deste sistema na interação de monócitos humanos com o M. leprae. Nossos dados, obtidos a 
partir de experimentos in vitro, usando as técnicas de citometria de fluxo e western blotting 
mostram que o M. leprae aumenta a expressão das ecto-enzimas CD39 e CD73 e adenosina 
desaminase (ADA) que hidrolisam ATP/ADP em AMP, AMP em ADO e ADO em inosina (INO) 
respectivamente, após 24h de infecção, entretanto, após 48h de infecção a expressão de CD73 
e ADA parecem ser diminuídas frente a infecção. Estes dados sugerem que a regulação dos 
níveis extracelulares destes mediadores purinérgicos parece ser relevante na interação 
monócito-M. leprae. A infecção também aumentou a expressão de panexina 1, uma proteína 
envolvida na secreção de ATP, mas diminui a expressão do receptor P2X7, que ativa uma 
resposta pró-inflamatória, e aumenta a expressão do receptor A2A, um potencial receptor anti- 
inflamatório. Estes dados em conjunto suportam a hipótese de que a infecção deve estar 
reduzindo os níveis extracelulares de ATP, em contrapartida, deve aumentar os níveis de 
ADO/INO no meio extracelular após 24h, entretanto, após 48h, os níveis de ADO/INO estariam 
reduzidos. Dados de LC-MS/MS mostram que a infecção após 48h reduz os níveis de INO e de 
seus metabólitos, hipoxantina, xantina e ácido úrico, quando comparada às células não 
infectadas, sugerindo que a produção de ácido úrico não seria benéfica para o estabelecimento 
da infecção. Observamos, ainda por ensaios de ELISA usando agonistas e antagonistas do 
receptor A2a, que este parece regular positivamente a produção de IL-10 e IL-1beta e da 
quimiocina MCP1, entretanto, sua ativação reduz a produção de IL8. A produção de IL-1beta 
também foi aumentada com o tratamento com ATP. M. leprae subverte o metabolismo lipídico 
do hospedeiro em seu benefício e a literatura mostra que o receptor P2X7 e receptor A2a estão 
envolvidos na homeostase lipídica. Analisamos, portanto, o envolvimento destes dois 
receptores na modulação de corpúsculos lipídicos (CLs) induzidos pelo M. leprae nos 
monócitos infectados usando microscopia de fluorescência. Os resultados mostram que a 
ativação tanto de A2a quanto de P2X7 reduz a formação destas organelas lipídicas. Por fim, 
nossas análises in silico de dados públicos de microarranjo (Belone et al.,2015) onde 
comparamos amostras de pele de indivíduos sadios, pacientes com hanseníase paucibacilar e 
pacientes multibacilares mostraram que os pacientes com hanseníase possuem uma 
expressão aumentada dos genes que codificam as proteínas Panexina 1, CD39, ADA, A2a, A3 
e P2x7 e uma redução nos genes A1, A2b, ADK (adenosina quinase), envolvida na formação 
de AMP a partir da ADO e XDH, que codifica xantina oxidase, uma enzima essencial na 
formação de ácido úrico. Foi observada também uma expressão gênica diferencial, entre os 
pacientes PB e MB, do gene que codifica uma purina nucleosídeo fosforilase (PNP), que 
converte INO em hipoxantina e do gene slc29a1 que codifica a proteína ENT-1, um 
transportador de ADO/INO. Deste modo, observamos que a infecção pelo M. leprae é capaz de 
modular a expressão de componentes essenciais da via de sinalização purinérgica, trazendo 
uma novas perspectivas no estudo da hanseníase e potencias pontos de controle dos 
mecanismos moleculares envolvidos na interação entre a célula hospedeira e M. leprae abrindo 
possíveis estratégias terapêuticas complementares para esta doença. 
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Abstract 

Leprosy, caused by Mycobacterium leprae, an obligate intracellular bacillus with tropism for 

macrophages and Schwann cells, is an infectious disease that targets skin and peripheral 

nerves and can carry irreversible damage. Globally, Brazil ranks second ranking among the 

countries with the highest number of disease cases, making this disease a major public health 

problem. Extracellular ATP and adenosine (ADO), as well as a set of ecto-enzymes and 

receptors constitute the main mediators of the purinergic system. This system is widely 

described as a regulator of the immune response in different pathologies, including infectious 

diseases such as tuberculosis. In the meantime, no studies on the role of this complex system 

related to leprosy pathogenesis have been described so far. Thus, the present study, seeked to 

assess the participation of this system in M. leprae -human monocytes interaction. Our data, 

obtained from in vitro experiments, using Flow cytometry and western blotting techniques 

showed that M. leprae increases the expression of the ecto-enzymes CD39 and CD73 and 

adenosine deaminase (ADA) that hydrolyse ATP / ADP into AMP, AMP into ADO and ADO into 

inosine (INO) respectively, after 24h of infection, meanwhile, 48h post-infection the expression 

of CD73 and ADA seemed to be reduced. These results suggest that two extracellular levels of 

purinergic mediators seem to be relevant to the monocyte-M. leprae interaction. In addition, 

infection also increased the expression of panexin 1, a protein involved in ATP secretion, but 

decreased P2X7 receptor level, which is known to activate a pro-inflammatory response and 

increase the A2A receptor, a potential anti-inflammatory receptor. These data together support 

the hypothesis that infection is reducing extracellular ATP levels, in contrast, it is increasing ADO 

/ INO levels in the extracellular environment after 24h, however, after 48h, ADO / INO levels 

would be reduced. LC-MS/MS data show that infection after 48h reduces the levels of INO and 

its metabolites, hypoxanthine, xanthine, and uric acid when compared to uninfected cells, 

suggesting that uric acid production would not be beneficial for establishment of the infection. 

We also observed by ELISA assays using A2a receptor agonists and antagonists that it appears 

to positively regulate IL-10 and IL-1beta and chemokine MCP1 production, however, their 

activation reduces IL8 production. ATP treatment also increased IL-1beta production. M. leprae 

subverts the host lipid metabolism to its benefit and the literature shows that the P2X7 receptor 

and A2a receptor are involved in lipid homeostasis. Therefore, we analyzed the involvement of 

these two receptors in the modulation of M. leprae-induced lipid corpuscles (CLs) in infected 

monocytes using fluorescence microscopy. The results show that activation of both A2a and 

P2X7 reduces the formation of these lipid organelles. Finally, our in silico analysis of public 

microarray data (Belone et al., 2015) where we compared skin samples from healthy individuals, 

paucibacillary leprosy patients, and multibacillary patients showed that leprosy patients have 

increased expression of the coding genes for Panexin 1, CD39, ADA, A2a, A3 and P2x7 and a 

reduction in A1, A2b, ADK (adenosine kinase) genes, involved in the formation of AMP from 

ADO and XDH, which encodes xanthine oxidase, an essential enzyme in formation of uric acid. 

Differential gene expression was also observed between patients PB and MB for the gene 

encoding a purine nucleoside phosphorylase (PNP) that converts INO to hypoxanthine and the 

slc29a1 gene encoding the ENT-1 protein, an ADO / INO transporter. Thus, we observed that 

M. leprae infection is able to modulate the expression of essential components of the purinergic 

signaling pathway, bringing new perspectives in the study of leprosy and potential control points 

of molecular mechanisms involved in the interaction between host cell and M. leprae leading to 

possible complementary therapeutic strategies for this disease 
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1. Introdução 
 

1.1 Hanseníase 
 

1.1.1 Aspectos Históricos 

 
A hanseníase é uma doença infectocontagiosa causada pelo 

Mycobacterium leprae. Essa doença apresenta um perfil de evolução crônica, 

onde as células preferencialmente acometidas pelo patógeno são as células de 

Schwann dos nervos periféricos e os macrófagos da pele (Kaufmann et al., 

1989). 

Existem relatos dessa doença em diferentes documentos da história 

antiga, datados entre 4.000 a.C - 476 (Trautman, 1984). Descrita desde os 

tempos bíblicos como lepra, acredita-se que a hanseníase seja uma das 

doenças mais antigas a afetarem a humanidade. Nos tempos bíblicos essa 

doença era associada à impureza de espírito, vista como uma maldição e um 

castigo divino. Em 2012, um estudo realizado por Bhat e Prakash foi capaz de 

detectar amostras de DNA de M. leprae em uma múmia que viveu entre os 

anos 1-50 d.C na antiga Jerusalém. Esse resultado exalta a dificuldade de 

controlar a disseminação desta doença, visto que esta, se perpetua até os dias 

atuais. 

O surgimento da hanseníase ainda não foi totalmente esclarecido, 

porém, diversos autores sugerem que a doença tenha se originado no leste 

africano, de onde dispersou-se para os demais continentes por meio das 

migrações humanas (Figura 1.1) (Trautman., 1984; Eidt., 2004; Pinhasi et al., 

2005). No continente americano, o surgimento da hanseníase teve início com a 

entrada dos europeus e a frota de navios negreiros entre os séculos XVI e XVII. 

A chegada da doença no território nacional se deu por conta dos colonizadores 

portugueses, e os escravos africanos tiveram um papel determinante na 

disseminação da doença (Opromolla et al., 1981 e 2000; Monteiro et al, 1987). 

Após a disseminação da doença no Brasil, foram registrados os primeiros casos 

de hanseníase na cidade do Rio de Janeiro no ano de 1600 (Yamanouchi et al., 

1993). 
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Figura 1-1: Dispersão mundial da hanseníase com as migrações humanas. 
Mapa ilustrando a migração da humanidade e a dispersão da doença. As setas indicam os vetores de 
dispersão que correlacionam com as direções dos eventos de migrações humanas baseadas em estudos 
antropológicos. Fonte Adaptado de Pinhasi et al., 2005. 

 

Conforme a literatura ressalta, o termo lepra foi originado a partir de 

traduções bíblicas do hebraico para o grego, baseado na palavra tsaraath que 

significa condições desfigurantes da pele (revisto por Trautman., 1984). Além 

disso, a palavra lepra também foi utilizada para designar doenças escamosas na 

pele, como psoríase por exemplo (Opromolla., 1981). 

No Brasil, em 1976 o termo lepra foi substituído por hanseníase, em 

referência ao médico bacteriologista e dermatologista norueguês Gerhard 

Henrick Armauer Hansen, conhecido pela identificação do Mycobacterium leprae 

como agente causador da hanseníase em 1873 (Hansen, 1874). A 

implementação do termo hanseníase foi motivada com o propósito de amenizar 

o estigma social sofrido pelos pacientes, amplamente chamados “leprosos”. 

Entretanto, somente em 1995, com a alteração na Legislação brasileira é 

implementada a lei de número 1.010/95, e o termo lepra passa a ser estritamente 

proibido em todo território nacional (Brasil, 1995,p.1). 

 
1.1.2 Aspectos Epidemiológicos 

 

Dados publicados pela Organização mundial da saúde (OMS) revelaram 

as taxas de detecção de novos casos de hanseníase pelo mundo no ano de 2018 

(Figura 1.2). Dentro de um total de 208.619novos casos, 30 957se concentram 

no continente americano, sendo 92,5% detectados somente no território 

brasileiro, o que equivale a 26.875 novos casos apenas no ano de 2017. Esses 
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dados posicionam o Brasil em segundo lugar no ranking entre os países com as 

maiores taxas de novos casos, perdendo somente para a Índia que alcançou o 

valor de 126.124 novos casos (WHO., 2019). 

 

 

Figura 1-2: Mapa da detecção de novos casos de hanseníase no ano de 2018. 
Organização Mundial da Saúde (OMS 2019). O mapa representa a taxa de novos casos a cada 100.000 mil 
habitantes. Representado em roxo estão os países com as maiores taxas: Índia - 120.334, Brasil – 28.660, 
Indonésia – 17.017. 

 

O trabalho conjunto no combate a hanseníase no Brasil teve resultado 

e, as altas taxas de prevalência apresentaram uma considerável diminuição nos 

últimos 27 anos, no entanto, desde 2014 essa taxa se mantém e observa-se uma 

certa elevação no ano de 2017 (Tabela 1.1). 

Tabela 1.1: Tabela de prevalência da hanseníase no território brasileiro entre os anos de 1990-2017. 

 

Pesquisa realizada pela Secretaria de Vigilância em Saúde (2017). Em cinza a prevalência de hanseníase 
por 100.000 habitantes, em azul os anos referentes aos dados de prevalência. Adaptado de Secretaria de 
Vigilância em Saúde 2017. 
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De acordo com a Secretaria de Vigilância em Saúde, os casos de 

hanseníase no Brasil estão distribuídos por todo território nacional, com uma 

concentração acentuada nas regiões norte, nordeste e centro-oeste (Tabela 1.2). 

No caso do Rio de Janeiro, os dados epidemiológicos registraram uma queda na 

detecção de novos casos até o ano de 2016, entretanto, nos anos de 2017 e 

meados de 2018 foi registrado um aumento na taxa de novos casos com alto 

grau de incapacidade física dos pacientes (Governo do Estado, Rio com saúde., 

2019). 

 
Tabela 1.2: Quadro de distribuição do número de casos de hanseníase no território 
brasileiro por 100.000 habitantes. Adaptado de Secretaria de Vigilância em Saúde 2017 

 

Região 

Norte 

Taxa de detecção 

geral / 100.000 

Habitantes 

Região 

Nordeste 

Taxa de detecção 

geral / 100.000 

Habitantes 

Região 

Sudeste 

Taxa de detecção 

geral / 100.000 

Habitantes 

Região 

Sul 

Taxa de detecção 

geral / 100.000 

Habitantes 

Região 

Centro 

Oeste 

Taxa de detecção 

geral / 100.000 

Habitantes 

Estados 34,26 Estados 23,42 Estados 5,31 Estados 3,75 Estados 37,27 

 
Rondônia 

 
38,16 

 
Maranhão 

 
53,91 

Minas 

Gerais 

 
5,99 

 
Paraná 

 
7,13 

Mato 

Grosso 

do Sul 

 
28,74 

Acre 18,23 Piauí 33,04 
Espirito 

Santo 
16,56 

Santa 

Catarina 
2,49 

Mato 

Grosso 
88,9 

 
Amazonas 

 
14,83 

 
Ceará 

 
22,24 

Rio de 

Janeiro 

 
7,18 

Rio 

Grande 

do Sul 

 
1,17 

 
Goiás 

 
28,24 

 
Roaraima 

 
20,53 

Rio Grande 

do Norte 

 
7,89 

São 

Paulo 

 
3,3 

  Distrito 

Federal 

 
7.4 

Pará 40,39 Paraíba 14,66       

Amapá 15,95 Pernambuco 25,9 
      

Tocantins 69,13 Alagoas 10,79       

  Sergipe 17,59       

  Bahia 16,18       

 
 

Esta doença ainda aflige uma parte expressiva da população brasileira, 

principalmente, os brasileiros que vivem sob condições de extrema pobreza. Os 

indivíduos acometidos, se não tratados de forma adequada, podem desenvolver 

danos irreparáveis, o que pode resultar em deformidades físicas (Chen et al 

2000; Nery et al., 2009; Zhang et al 2009). Isso agrava ainda mais a possibilidade 

deste indivíduo de ingressar no mercado de trabalho, o que acaba dificultando 

ainda mais as condições do indivíduo na luta contra a miséria e pobreza. 

 

1.1.3 Aspectos Clínicos – sintomas e classificação 

 
A hanseníase, como mencionado anteriormente, é uma doença 

infecciosa de evolução crônica que pode afetar indivíduos de ambos os sexos 

em diferentes faixas etárias. Esta enfermidade possui um longo período de 

incubação, variando entre dois e dez anos, podendo não apresentar quaisquer 
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sinais clínicos no indivíduo. Esta característica agrava a situação, pois nesse 

período o paciente pode contribuir diretamente para a disseminação da doença 

(Noordeen et al., 1994). 

O indivíduo que desenvolve a doença pode apresentar diferentes 

sintomas dermatológicos e neurológicos que necessitam de uma análise 

adequada para o diagnóstico correto. Caso a doença não seja rapidamente 

diagnosticada e tratada da forma eficaz, as alterações nervosas podem evoluir 

e causar deformidades físicas (Chen et al 2000; Nery et al., 2009;Zhang et al 

2009). 

Os sinais dermatológicos da hanseníase podem manifestar-se através de 

manchas e/ou lesões de pele que primeiramente podem apresentar pouca ou 

nenhuma sensibilidade. Essas lesões podem surgir em qualquer região do corpo 

do paciente, incluindo mucosa nasal e cavidade oral (Ridley e Jopling., 1966). 

As lesões com formato bem delimitado, em forma de nódulo, podem surgir na 

fase inicial dos sintomas, assim como, podem aparecer antes, durante ou depois 

do início do tratamento como exemplificado na figura 1.3. 

 

 
 

Figura 1-3: Imagens representativas de lesões dermatológicas em pacientes com 
hanseníase. 
(A) lesão dermatológica em formato de nódulos. (B) manchas na pele com alterações de sensibilidade. 
(C) lesão na cavidade oral. Fonte, imagens do livro - Hanseníase: Avanços e desafios. 2014. 

 

Além dos sinais dermatológicos, os pacientes com hanseníase também 

podem apresentar sintomas neurológicos devido às lesões dos nervos 

periféricos. Essas lesões podem ser ocasionadas pela reação inflamatória 

desencadeada pelo organismo, ou pela ação direta do bacilo (revisto por 

Scollard et al., 2015). As lesões nervosas podem resultar no espessamento dos 

nervos periféricos, assim como a perda de sensibilidade nesses nervos 
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acometidos pelo bacilo. Algumas regiões podem ser mais afetadas, como as 

áreas dos pés e mãos (Figura 1.4). Porém, alguns músculos podem perder a 

capacidade de contração devido a lesão no nervo, o que acarreta o 

comprometimento da transmissão do impulso elétrico para o restante do 

membro. 

 

 

 
Figura 1-4:Lesão neurológica característica de hanseníase na mão e no pescoço. 
Imagem representativa de lesões neurológicas que podem se manifestar em pacientes com hanseníase 
(A) na mão e (B) no pescoço Fonte, Ministério da saúde: Imagem do site: 
portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2017/novembro/22/Guia-Pratico-de-Hanseniase-WEB.pdf. Página 21. 

 
 

1.1.4 Classificação das formas clínicas da hanseníase 

 
Os indivíduos infectados pelo M. leprae podem apresentar diferentes 

manifestações clínicas e histopatológicas, o que permite serem classificados 

dentro de um espectro de formas clínicas, onde encontram-se duas formas 

polares e imunologicamente distintas. Entre as formas polares existem diferentes 

formas intermediárias graduais. Estas formas clínicas estão diretamente 

associadas com a resposta imunológica que o hospedeiro desenvolve no 

estabelecimento da doença (Figura 1.5) (Ridley e Jopling., 1966). 

 



7  

Figura 1-5: Representação esquemática do espectro de formas clínicas da hanseníase 
segundo Ridley & Jopling. 
Os números descrevem a forma clínica do paciente conforme a resposta imune apresentada 
contra o bacilo. (1) Tuberculoide (TT), 2 Boderline Tuberculoide (BT), 3 Borderline (BB), 4 
(Boderline Lepromatoso (BL), 5 Lepromaoso (LL).Adaptado de Park et al., 2016. 

 
 

A resposta imunológica que o hospedeiro apresenta ao ser infectado é 

determinante para o desenvolvimento da sua forma clínica. Assim, os 

indivíduos que desenvolvem a forma clínica mais branda da doença possuem 

como características a elevada produção de citocinas pró-inflamatórias, como 

IL-12 e interferon-gama (IFN-γ) (revisto em Scollard et al., 2006). Estes pacientes 

apresentam poucas lesões granulomatosas, contendo poucos ou nenhum bacilo 

e são classificados como a forma polar Tuberculóide (TT). Em contrapartida, os 

pacientes que desenvolvem a forma clínica mais severa da doença, a forma 

Lepromatosa (LL), possuem uma elevada carga bacilar, com isso, desenvolvem 

diversas lesões disseminadas pelo corpo, os macrófagos da pele apresentam 

um perfil com elevado acúmulo de lipídeos, além de apresentar uma alta 

produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 e IL-10 (revisto em Misch 

et al., 2010). Entre os polos da doença, existem as formas clínicas 

intermediárias que são classificadas como Borderline-Tuberculóide (BT), 

Borderline-Borderline (BB) ou Borderline-Lepromatosa (BL) (Ridley e Jopling., 

1966) (Figura 1.5). 

Para fins de tratamento, foi elaborada pela OMS (WHO, 1998) uma 

forma de classificação mais simplificada. Deste modo, os pacientes que 

apresentam até cinco lesões de pele com baciloscopia negativa, o que inclui as 

formas clínicas TT e BT, são classificados como paucibacilares (PB). No outro 

extremo, os pacientes com mais de seis lesões de pele com baciloscopia 

positiva são classificados como multibacilares (MB), o que abrange também as 

formas clínicas BB, BL e LL (revisto em Misch et al., 2010). 

 

1.1.5 Transmissão, diagnóstico e tratamento 

 
A transmissão da hanseníase ainda não foi totalmente esclarecida, 

porém, acredita-se que ocorra através das vias aéreas superiores por meio de 

um contato prolongado de indivíduos sadios com pacientes multibacilares não 

tratados (Patrocínio et al., 2005; Job et al., 2008). 
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Com o intuito de averiguar a participação do trato respiratório superior 

na via de fluxo do bacilo, investigou-se a presença de DNA do M. leprae no trato 

respiratório de diferentes pacientes. Neste estudo foi detectada a presença de 

DNA do bacilo na mucosa bucal dos pacientes PB, enquanto foi detectado uma 

frequência maior de DNA do bacilo na mucosa nasal dos pacientes MB (Martinez 

et al., 2010). Além disso, Carlos e colaboradores (2013) descreveram a 

capacidade do Mycobacterium leprae em interagir com as células epiteliais 

nasais , logo , esses dados reforçam que o trato respiratório superior pode ser 

um ambiente de fluxo do bacilo e, pode ser uma possível rota de transmissão. 

Deste modo, em caso de suspeita de hanseníase, uma imediata avaliação do 

quadro clínico do indivíduo é extremamente necessária pois as pessoas que 

residem no mesmo local do paciente possuem um risco elevado de contrair a 

doença (Hatta et al., 1995). 

Para o desenvolvimento da hanseníase já foram levantadas algumas 

evidências que apontam diversos fatores como determinantes para o 

adoecimento do indivíduo. Dentro desses fatores podemos citar a resposta 

imune do hospedeiro frente ao bacilo, fatores socioeconômicos e também o perfil 

genético (revisto por Fernando & Britton, 2006; revisto por Cardoso et al., 2011 ; 

Mira et al., 2004). Um estudo publicado em 2010 aponta que 95% da população 

mundial é capaz de eliminar o M. leprae de forma eficaz, sendo assim, apenas 

uma pequena parte da população é susceptível ao bacilo e adoece após a 

infecção. (Lázaro et al., 2010). 

O diagnóstico da hanseníase é realizado por meio de exames clínicos e 

laboratoriais. Em regiões mais desfavorecidas de recursos laboratoriais, o 

diagnóstico é efetuado pelos exames clínicos dos nervos e da pele, juntamente 

com o auxílio de questionários. As manchas na pele com sinais de perda de 

sensibilidade, assim como as lesões cutâneas e os espessamentos dos nervos 

periféricos são normalmente os sinais clínicos investigados (Alves et al., 2014). 

A análise histopatológica e a baciloscopia são os exames laboratoriais utilizados 

para auxiliar no diagnóstico da doença. A baciloscopia é a técnica comumente 

utilizada, onde é feita a coloração da amostra pelo método de Ziehl-Neelsen 

(Alves et al.,2014) 

Outras técnicas laboratoriais também podem ser utilizadas para auxiliar 

no diagnóstico correto da hanseníase. Ao passo em que o indivíduo entra em 
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contato com o bacilo, anticorpos específicos são produzidos, e estes podem ser 

detectados em ensaios imunoenzimáticos (ELISA). Moléculas presentes na 

parede celular do patógeno que conferem virulência à bactéria, como o 

glicolipídeo fenólico 1 (PGL-1), podem ser reconhecidas pelo organismo, e os 

anticorpos específicos produzidos podem ser detectados no soro dos indivíduos, 

e a detecção destes anticorpos é capaz de esclarecer se houve um contato 

prévio com o patógeno (Klatsewr., 1994). O teste de ELISA também pode 

monitorar os contatos dos pacientes que residem no mesmo local, observando 

a exposição ao bacilo e/ou o tratamento da doença (revisto por Moura et al., 

2008). Além do teste imunológico, testes moleculares como a reação em cadeia 

da polimerase (PCR) também podem ser utilizados para detectar o material 

genético do bacilo, assim como verificar a viabilidade do mesmo. (Martinez et al., 

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

Novas metodologias vêm sendo estudadas para investigar a presença 

do bacilo em pacientes com suspeita de hanseníase e, assim, propor novos 

métodos de diagnóstico. Recentemente Lima e colaboradores investigaram a 

eficácia de uma metodologia em detectar lipídeos específicos do M. leprae em 

lesões de pele de pacientes. Nesse estudo foi colocado uma placa de sílica nas 

lesões dos pacientes e esta placa foi capaz de adsorver quaisquer lipídeos 

presentes na pele. Ao processar a amostra o equipamento foi capaz de inferir se 

havia lipídeos do bacilo na lesão. Esta nova metodologia parece promissora e 

agilizaria o processo de diagnóstico dos pacientes acometidos pelo 

Mycobacterium leprae (Lima et al., 2015). 

O tratamento atual implementado pela OMS que se baseia no uso da 

poliquiomerapia (PQT) é seguido e recomendado pelo Ministério da saúde para 

o tratamento de qualquer paciente no território brasileiro. Essa abordagem 

consiste no uso dos antibióticos rifampicina, dapsona e clofazimina que são 

receitados conforme o quadro clínico do paciente, variando o tratamento entre 

seis meses (pacientes PB) ou um ano (pacientes MB). O diagnóstico precoce e 

o tratamento imediato são determinantes no controle da hanseníase, pois 

diminuem a possibilidade de danos permanentes nos nervos periféricos dos 

pacientes, assim como, interrompe a transmissão da doença (Gallo et al.,1995). 

Desta forma, o tempo de incubação da doença é um fator agravante para os 

sintomas clínicos, assim como para a disseminação da doença. 
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Conforme em qualquer tratamento com antibióticos, os antimicrobianos 

podem se tornar ineficientes conforme o uso indiscriminado ou indevido. Sabe- 

se que mutações em diferentes genes podem resultar numa adaptação do 

patógeno ao uso dos antibióticos, tornando-o resistente ao tratamento. Além 

disso, já se sabe quais as possíveis mutações que podem conferir resistência 

aos antibióticos utilizados no tratamento da hanseníase, onde se destacam as 

mutações no gene folP1 (resistência à dapsona), assim como mutações no gene 

rpoB ( resistência à rifampicina) e mutações no gene gyrA (resistência às 

fluoroquinolonas). No trabalho publicado por da Silva Rocha e colaboradores 

(2011), os autores obtiveram amostras de biópsias de pele de 145 pacientes que 

finalizaram o tratamento e, posteriormente, desenvolveram hanseníase 

novamente. O autor isolou o material genético do Mycobacterium leprae 

presente na lesão e observou que dentre o total, 92 casos tiveram amplificação 

para algum gene de resistência, onde amplificou-se 57 casos para folP1, 57 

casos para rpoB e 77 casos para gyrA. Além disso, o trabalho também destaca 

a presença de dois indivíduos que estavam infectados com cepas 

multirresistentes, com mutações nos três genes anteriormente citados. Além do 

mais, os casos de mutações de resistência no genoma Mycobacterium leprae 

não se limita no território brasileiro, pois atualmente já identificaram cepas 

resistentes em diferentes países do mundo (Cambau et al., 2018) (Figura 1.6), o 

que reafirma a necessidade de investigar novos fármacos para auxiliar no atual 

tratamento da doença. 

 
 

Figura 1-6 Mapa dos países onde foram detectadas cepas de Mycobacterium leprae 
resistente à rifampicina 
Neste mapa encontram-se 19 países que juntos reportaram um total 1932 casos de hanseníase. Deste 
total, foram detectados 154 casos com cepas resistentes à rifampicina. Em vermelho destacam-se os 
países (Brasil, Indía e Paquistão ) com uma taxa >10 de casos de cepas resistentes. Em amarelo 
destacam-se os países ( Filipinas, Colômbia, Malásia, Miamar, Vietnam 
) com uma taxa entre 3-10 de casos de cepas resistentes e em verde destacam-se os países( Benin, 
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Nigeria, Mali, Burkina Faso, Guine, Madagascar, Moçambique, Eitiópia, China, Mali, Moçambique, Nepal ) 

com uma taxa < 3 casos de cepas resistentes. Adaptado de Cambau et al 2018. 

 

 

1.2 Mycobacterium leprae 

 

1.2.1 Características do agente etiológico da hanseníase 

 
O Mycobacterium leprae é um bacilo com característica gram-positiva 

que possui um metabolismo respiratório microaerófilo, e seu nicho de replicação 

é predominantemente as células de Schwann dos nervos periféricos e 

macrófagos da pele (Kaufmann et al, 1989). É um bacilo imóvel, não esporulado, 

não-encapsulado pertencente ao filo dos actinomicetos (BRIEGER et al., 1959) 

apresenta forma de bastonetes que podem estar isolados ou agrupados. Este 

microrganismo possui um crescimento lento com um tempo de replicação de 

aproximadamente 13 dias (revisto por Scollard et al., 2006). Assim como em 

outras micobactérias, o M. leprae possui uma alta quantidade de lipídeos 

estruturais em sua parede celular, o que confere uma característica álcool-

ácidoresistente (BAAR). Este patógeno cresce em temperaturas abaixo da 

fisiológica, variando entre 30-33ºC, isso justifica sua predileção por áreas 

superficiais do corpo (Truman & Krahenbuhl, 2001; Shepard.,1965). 

De forma geral, a parede celular das micobactérias é capaz de fornecer 

proteção a esses microrganismos, muitas vezes, impedindo a ação de fármacos 

com ação microbicida. A região mais interna da parede do M. leprae é constituída 

de uma camada de peptideoglicanos associada covalentemente à porção de 

arabinogalactanas. Os ácidos micólicos estão ligados às extremidades da 

arabinogalactanana, assim, formando a região interna da parede celular deste 

microrganismo. Outro importante componente da parede celular micobacteriana 

é a lipoarabinomanana, LAM, que encontra-se ligado covalentemente a camada 

de petideoglicana e apresenta propriedades imunorreguladoras. Quanto a região 

mais externa desta parede celular, os dois lipídeos principais são fittiocerol 

dimicocerosato (PDIM), e o PGL-1, que contém um grupo fenólico glicosilado 

com um trissacarídeo característico e específico para o Mycobacterium leprae 

(revisto por Spencer e Brennan., 2011). Atualmente, sabe-se que a molécula de 

PGL-1 não é expressa somente pelo patógeno da hanseníase, Nair e 

colaboradores identificaram a presença desta molécula no envelope do 
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Mycobacterium lepromatosis, um patógeno que apresenta uma elevada 

semelhança ao Mycobacterium leprae, como seu próprio genoma e os 

sintomas desenvolvidos no paciente (Han et al., 2008 ; Han., et al 2009). 

O patógeno da hanseníase não se reproduz em meios axênicos, essa 

característica é consequência de sua evolução reducional e, embora em alguns 

protocolos in vitro tenham sido observados alguns sinais de atividade 

metabólica, o bacilo mantém seu metabolismo ativo apenas por alguns dias. Esta 

limitação dificulta os avanços do conhecimento que envolvem a infecção pelo 

bacilo. Alguns testes de estabelecimento da infecção foram efetuados, porém 

não fora bem-sucedido em diferentes modelos de animais testados (Johnstone, 

1987). Contudo, Charles Shepard em 1960 demonstrou pela primeira vez que a 

inoculação do Mycobacterium leprae em coxim plantar de camundongos 

imunocompetentes BALB/c (Figura 1.7) era capaz de manter sua taxa de 

viabilidade e, além do mais, possuía capacidade de multiplicação (Shepard et 

al.,1960). Esta técnica de inoculação conhecida como técnica de Shepard,   foi 

um marco na pesquisa do Mycobacterium  leprae,  propiciando  avanços  

significativos  no  estudo  da  hansenáise, especialmente na área terapêutica 

e de resistência a antibióticos (Shepard et al.,1960; Rees et al.,1971),no 

entanto, a quantidade de bacilo que este modelo oferece ainda é bem limitada. 

Logo, se faz necessário a implementação de outras formas de cultivo. 

 

 

Figura 1-7 Imagem do coxim plantar de camundongos atímicos infectado com M.leprae 
Imagem ilustrativa do coxim plantar de camundongos atímicos inoculados com de Mycobacterium 
leprae.Fonte:Scollard et al 2006. 

 

Além do modelo de Shepard, o tatu de nove bandas (Dasypus 

novemcintus) também foi descrito como um possível modelo de cultivo in vivo do 

Mycobacterium leprae. (Kirchheimer et al., 1972). O tatu é um animal susceptivel à 
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doença (Kirchheimer & Storrs, 1971) e possui a temperatura corpórea baixa (Storrs, 

1971) (33-35° C) o que favorece o crescimento do Mycobacterium leprae. Assim como 

em humanos, os animais também desenvolvem múltiplas lesões, de forma 

disseminada por todo o corpo (Figura 1.8) (Sharma et al. 2013). Atualmente, o tatu é 

considerado um reservatório natural deste bacilo e, a literatura aponta dados 

alarmantes de uma possível zoonose transmitida por esses animais (da Silva et al., 

2018). Logo, o tatu também pode ser utilizado para o cultivo in vivo deste bacilo, 

porém, por ser um animal atipicamente utilizado em ensaios de laboratório, dificulta o 

estabelecimento de uma colônia de tatus para o avanço dos estudos da doença. 

 
 

Figura 1-8 Lesões disseminadas ocasionadas pela infecção do Mycobacterium leprae em 
tatus e humanos. 
(A) magem ilustrativa das lesões desenvolvidas (A) em tatus (B) nos pés de indivíduos Adaptado de 
:Sharma et al 2013. 

 
 

Em 1975, Prabhakaran e colaboradores aplicaram a técnica de Shepard 

em uma linhagem de camundongo atímicos (nude mouse ou nu/nu), isto é, que 

não são capazes de produzir células T. Estes animais são altamente 

susceptíveis à infecção, o que permite uma elevada taxa de replicação do bacilo, 

fornecendo alta quantidades de bacilos viáveis. Deste modo, esta linhagem de 

camundongo também tem sido implementada como meio de cultivo in vivo do 

bacilo (Prabhakaran et al.,1975 ; Lancaster et al., 1983 ). 

 

1.2.2 Informações genômicas e metabolismo de purinas 

 
Ao longo de sua evolução, o Mycobacterium leprae sofreu uma redução 

do genoma, preservando um conjunto mínimo de genes essenciais para um 

estilo de vida intracelular obrigatório, deixando este bacilo com características 
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muito específicas, que impedem seu crescimento em meios axênicos (Cole et 

al.,1998). Este fenômeno chamado por alguns autores de especialização, é 

observado em muitos patógenos que se tornaram intracelulares obrigatórios 

após terem sido ambientais, e está associado a perda de genes importantes de 

algumas vias biossintéticas essenciais, que garantiam sua sobrevivência como 

microorganismos ambientais (Kassen.,2002 ; Casadevall., 2008; Ravigne et al., 

2009 Hereford., 2009). Dentre o repertório genômico necessário para a vida 

ambiental estão as vias de síntese de purinas e pirimidinas, síntese de proteínas 

e as vias de reparo do DNA (Gil et al., 2004). Em um estudo de comparação 

genômica, o autor pode observar que o material genético do Mycobacterium 

leprae é composto por apenas 1614 genes codificantes e 1133 pseudogenes. 

Em contrapartida, ao analisar o perfil genético do M. tuberculosis observou-se 

um perfil capaz de codificar aproximadamente 3993 genes, tendo presente 

somente 6 pseudogenes (Cole et al.,1998). Assim, o processo evolutivo no M. 

leprae é responsável por torna-lo um patógeno altamente dependente do 

microambiente da célula hospedeira. 

Dentre as vias metabólicas subvertidas pelo bacilo, o metabolismo lipídico 

da célula hospedeira tem sido mostrado um dos mecanismos mais relevantes 

no estabelecimento da infecção. Dados do nosso grupo mostram que a 

infecção pelo M. leprae é capaz de aumentar a captação de colesterol exógeno 

na célula hospedeira , assim como também é capaz de modular positivamente 

a síntese desta molécula (Mattos et al.,2014). Ao investigar a participação do 

colesterol na infecção pelo M. leprae , foi observado pelo nosso grupo  que a 

inibição da síntese deste esteróide foi capaz de diminuir a viabilidade intracelular 

do bacilo (Mattos et al 2010; Mattos et al, 2012). Além disto, ja é sabido que o 

genoma de M. leprae possui apenas 2 genes capazes de codificar lipases, 

enzimas responsáveis por degradar lipídeos derivados do hospedeiro, 

entretanto, o Mycobacterium. tuberculosis possui 22 genes para produção de 

lipases e este é um mecanismo comumente utilizado por micobactérias para 

gerar energia a partir de lipídeos do hospedeiro (Cole et al., 2001). 

Em relação às vias anabólicas observa-se uma maior preservação, mas 

não completa, principalmente de sistemas enzimáticos, para síntese de 

aminoácidos, nucleosídeos de purinas e pirimidinas e nucleotídeos 

(Andersson et al., 1999). Com relação especificamente ao metabolismo de 
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purinas e pirimidinas, de uma maneira geral, estes compostos são fundamentais 

para a síntese de ácidos nucleicos (Hartman e Buchanan .,1959). Além 

disso, subprodutos da via das purinas são componentes essenciais do 

metabolismo energético e da síntese de proteínas (Boss e Erbe .,1982). Os 

níveis celulares de purinas também afetam a regulação de muitos outros genes. 

Antes da conclusão do perfil gênico do Mycobacterium leprae , foi observado 

que os macrófagos infectados captavam muito mais nucleosídeos de purina e 

pirimidina. Neste trabalho eles mostraram que o Mycobacterium leprae captava 

10-14 vezes mais adenosina marcada radioativamente quando estava no interior 

de macrófagos do que em meio axênico (Harshan, et al. 1990). Em 1987 

Wheeler em um estudo comparativo com diferentes espécies de micobactérias 

mostrou que Mycobacterium leprae falhava em sintetizar purinas e que ele 

necessitava de um suprimento de purinas em seu ambiente. Neste trabalho ,foi 

relatado que os nucleotídeos, que podem ser a principal fonte do anel de purina 

no ambiente intracelular, não eram absorvidos diretamente por Mycobacterium 

leprae sendo levantada a hipótese de que estes nucleotídeos deveriam ser 

hidrolisados em nucleosídeos e depois captados (WHEELER, 1987). 

Portanto, a presença de componentes na biossíntese de purina 

presentes no genoma do bacilo, pode não ser consistente com a conclusão de 

que o Mycobacterium leprae depende exclusivamente do hospedeiro como fonte 

para o anel de purina. No entanto, o comprometimento regulatório e os baixos 

níveis da expressão gênica podem explicar a auxotrofia de nucleosídeos de 

purina observada pelo Mycobacterium leprae (WHEELER, 1987a, 1987b e 

1989). 

Dados de genômica comparativa mostram que o Mycobacterium leprae 

conservou genes da biossíntese de novo e da via de salvamento de purinas, 

dentre estes genes pode-se citar três genes que codificam para uma IMP 

desidrogenase, guaB1, guaB2 e guaB3, que converte IMP em xantina 

monofosfato (XMP) (Dawes e Mizrahi., 2001). A importância desta enzima tem 

sido relatada na literatura que vem apontando esta enzima como alvo para o 

desenvolvimento de drogas contra M. tuberculosis (Singh et al., 2017). 

Com relação a via de salvamento acredita-se por exemplo, que os genes 

pnp e apt, que codificam um purina dinucleosídeo fosforilase e uma 

fosforibosiltransferase respectivamente, envolvidos na conversão de adenosina 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HARTMAN%20SC%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=14400146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BUCHANAN%20JM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=14400146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boss%20GR%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=6279630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erbe%20RW%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=6279630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dawes%20SS%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11826477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizrahi%20V%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11826477
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em adenosina monofosfato (AMP) podem não ser funcionais em Mycobacterium 

leprae, no entanto, o gene adk que codifica para uma adenosina quinase que 

também está envolvida na formação de AMP é funcional em Mycobacterium 

leprae (Wheeler.,1987). Recentemente, foi mostrado para Mycobacterium 

tuberculosis que cordicepina, um fitoterápico da medicina chinesa, é capaz de 

afetar a viabilidade tanto do Mycobacterium bovis quanto do Mycobacterium 

tuberculosis devido a inibição da enzima ADK do bacilo (Huang et al., 2019). 

Além destes genes, o Mycobacterium leprae conservou os genes add, hpt e purH 

que codificam uma adenosina deaminase, uma hipoxantina fosforibosil 

transferase e uma inosina monofosfato (IMP) sintetase sugerindo que os 

nucleosídeos de adenosina, inosina e hipoxantina são importantes para este 

bacilo (Dawes e Mizrahi., 2001). 

 

1.3 Interação do Mycobacterium leprae com a célula hospedeira 

1.3.1 Mycobacterium leprae e monócitos 

 
Os monócitos são células heterogêneas que circulam na corrente 

sanguínea e fazem parte de um crítico componente do sistema imune que auxilia 

no desenvolvimento do processo inflamatório (Kratofil et al., 2017). Estas células 

atualmente são classificadas em diferentes populações. E, em humanos são 

classificadas com base na expressão de uma molécula presente no receptor de 

lipopolissacarídeo (LPS), conhecido como CD14 (Passlick et al 1989). De forma 

conjunta, a expressão do receptor de imunoglobulina FcγRIII (CD16) também é 

utilizado para distinguir a população dos monócitos humanos, o que permite a 

formação da subpopulação clássica (CD14++CD16−), intermediária 

(CD14+CD16+), e não clássica (CD14+ CD16++) (Passlick et al 1989). Nas 

populações supracitadas, diferentes características podem ser observadas 

como, tamanho celular, moléculas de adesão, receptores depuradores ou 

scavangers, imunoglobulinas e quimiocinas (Gordon et al 2005). Estas 

populações podem desencadear diferentes funções no processo inflamatório e 

são essenciais no processo de reparo no dano tecidual e/ou na manutenção do 

killing de patógenos invasores (Gordon et al 2005). 

Alguns patógenos são capazes de recrutar e subverter a resposta de 

monócitos circulantes e, essa característica pode contribuir para o 

estabelecimento da infecção. A infecção por Listeria monocytogenes em 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dawes%20SS%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11826477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizrahi%20V%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11826477
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humanos é normalmente seguida de uma elevada bacteremia, o que 

consequentemente pode resultar em meningite (Berche.,1995; Marco et 

al.,1992). Em modelos de infecção sistêmica em camundongos, o patógeno foi 

encontrado predominantemente nos monócitos circulantes (Sunderkotter et 

al.,2004; Drevets.,1999). Após a infecção, os monócitos são recrutados para o 

parênquima cerebral e, assim, o patógeno pode alcançar o sistema nervoso 

central (Drevets et al., 2004). Assim como descreve o autor, o patógeno utiliza o 

monócito como cavalo de troia para invadir o tecido cerebral do hospedeiro 

(Serbina et al., 2008). 

Além disso, em diversos trabalhos têm-se focado em esclarecer a 

participação dos monócitos no desenvolvimento da tuberculose. Em modelo 

animal de infecção por aerossol, foi observado uma elevada infiltração de células 

dendríticas, macrófagos, monócitos e granulócitos no espaço broncoalveolar 

(Gonzalez-Juarrero et al., 2013). Devido a função destas células, foi observado 

que a diminuição no percentual dos monócitos circulantes pode ser um fator de 

risco para o desenvolvimento de tuberculose em pacientes com HIV (Naranbhai 

et al., 2014). 

Os monócitos são capazes de auxiliar no processo de destruição dos 

patógenos utilizando diferentes mecanismos, como a produção de espécies 

intermediárias de nitrogênio e oxigênio (Fang., 2004), assim como, a produção 

de citocinas inflamatórias (Serbina et al.,2008). Dados da literatura indicam que 

a vacinação com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) é capaz de induzir alterações 

no fenótipo dos monócitos circulantes, o que resulta numa elevada produção de 

citocinas pró-inflamatórias, com característica de fenótipo microbicida de 

macrófago. 

Atualmente, o estudo da hanseníase e dos mecanismos de interação 

patógenos hospedeiro tem fornecido informações de grande relevância com 

relação ao papel imunorregulador de moléculas imunes inatas que podem afetar 

a homeostase e contribuir para a patogênese desta doença. Diversos são os 

estudos que elucidaram determinantes da imunidade do hospedeiro e da 

patogênese da hanseníase utilizando como modelo de leucócitos do sangue 

periférico e fragmentos de lesões obtidas por biópisas de pacientes com 

doença ativa. No entanto, os eventos imunes que caracterizam a interação 

precoce entre Mycobacterium leprae e leucócitos de indivíduos sadios são bem 
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menos compreendidos. 

Dados da literatura mostram que polimorfismo em TLR1 está associado a 

uma produção alterada de citocinas por monócitos de sangue periférico 

infectados com Mycobacterium leprae e também, à proteção contra Reação 

Reversa (Santana et al., 2017). Em 2006, Bochud e colaboradores viram que 

Mycobacterium leprae regula negativamente a produção de IL-1β e IL-6 mediada 

por TLR4 em monócitos (Bochud et al., 2009). Além disso, um estudo com 

monócitos de indivíduos sadios mostrou que a infecção com Mycobacterium 

leprae isoladamente ou seguida do estímulo com BCG, induziu a liberação de 

citocinas/quimiocinas associadas à regulação negativa da inflamação (Sinsimer 

et al., 2010). Neste trabalho foi mostrado que Mycobacterium leprae 

desempenha um papel ativo no controle da liberação de citocinas a partir de 

monócitos, fornecendo sinais reguladores positivos e negativos através de 

múltiplas vias de sinalização envolvendo PI3K, NF-κB e caspase-1 (Sinsimer et 

al., 2010). Além destes dados já foi investigado por estudos in vitro também a 

capacidade de Mycobacterium leprae de interferir na diferenciação de monócitos 

para um perfil M1 induzida pela exposição ao IFN-γ e perfil M2 induzida pela 

exposição a IL4 / IL13 (Dorothy et al., 2016). 

Em 2014, foi mostrado também que Mycobacterium leprae aumenta a 

expressão da proteína IRGM (Immunity-related GTPase family M protein) em 

monócitos e macrófagos infectados, mas não afetou a expressão desta proteína 

em células T CD4+ (Yang, et al., 2014). Esta proteína é considerada um forte 

mediador inflamatório que pode afetar vias de sinalização ativadas por TLRs. 

Este trabalho sugeriu um envolvimento próximo do IRGM na infecção por 

Mycobacterium leprae e indicou um potencial mecanismo de defesa da infecção 

pelo bacilo (Yang, et al., 2014). No ano seguinte, Schenk e colaboradores 

mostraram que a ativação de monócitos via NOD2 induz preferencialmente a 

diferenciação em células dendríticas mediada por IL-32. Neste trabalho, ligantes 

de TLR, NLR e Mycobacterium leprae induziram IL-32 que foi capaz de induzir a 

diferenciação em células dendríticas de monócitos de indivíduos saudáveis ou 

de pacientes tuberculóides (Schenk et al.,2012). 

O estudo da interação do Mycobacterium leprae com monócitos de 

indivíduos saudáveis pode esclarecer os mecanismos moleculares que o bacilo 

possa estar utilizando para manter-se viável no microambiente vascular. Sabe- 
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se que o paciente com a forma lepromatosa da hanseníase apresenta uma 

elevada bacteremia, e na corrente sanguínea encontra-se a grande parte da 

população de monócitos, portanto, os monócitos podem por ventura atuar como 

“cavalo de Tróia” utilizado pelo patógeno para ocasionar as lesões 

disseminadas encontradas nos pacientes com hanseníase. 

 
 

1.3.2 Aspectos moleculares 

 
A evolução reducional sofrida pelo Mycobacterium leprae é claramente 

um fenômeno que o tornou dependente da célula hospedeira, com isso, este 

patógeno necessitou desenvolver mecanismos para subverter o microambiente 

intracelular a seu favor (Cole et al., 2008), entretanto, para que isto aconteça, 

torna-se essencial a interação e entrada do bacilo na célula hospedeira. 

O Mycobacterium leprae é reconhecido por receptores do complemento, 

em particular CR3, que auxilia na fagocitose dos bacilos por macrófagos, e que 

o PGL-I é uma molécula importante neste processo (Schlesinger e Horwitz 1991 

). Além deste receptor, outros receptores fazem parte do reconhecimento do 

Mycobacterium leprae, como os receptores toll-like (TLRs) que reconhecem 

padrões moleculares associados ao patógenos (PAMPS).Estes receptores são 

expressos em diversos tipos celulares como monócitos/macrófagos, células 

dendríticas e células de Schwann, tipos celulares que fazem parte do nicho do 

Mycobacterium leprae. Os TLRs fazem parte de um importante mecanismo 

molecular de reconhecimento de patógenos, o que inclui patógenos 

micobacterianos (Mortaz et al., 2015). Krutzik e colaboradores em 2003 

mostraram que TLRs desempenham um papel na inflamação granulomatosa da 

hanseníase, e que os heterodímeros TLR2-TLR1 são importantes mediadores 

da ativação celular desencadeada pelo Mycobacterium leprae. Este mesmo 

grupo mostrou através de análise do genoma de Mycobacterium leprae, que este 

teria cerca de 31 lipoproteínas que poderiam servir como DAMPS para os 

heterodímeros TLR2-TLR1 (Krutzik et al., 2003). 

Além destes receptores, Mattos e colaboradores em 2010 mostraram 

que o heterodímero TLR2/TLR6 estão envolvidos na patogênese da hanseníase 

através do reconhecimento do Mycobacterium leprae pelo macrófago, regulando 

parcialmente a formação de corpúsculos lipídicos (CLs) e a produção de 
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eicosanoide (Mattos et al., 2010). Em células de Schwann, no entanto, foi 

mostrado principalmente o envolvimento de TLR6 na formação destas 

organelas, neste trabalho foi visto que a sinalização dependente de TLR6 é 

importante na interação entre Mycobacterium leprae-célula de Schwann, 

favorecendo a fagocitose e subsequente sinalização para indução da biogênese 

dos CLs (Mattos et al 2011). 

Em 2016, foi mostrado por Polycarpou e colaboradores que o 

Mycobacterium leprae é capaz de ativar a expressão e sinalização de TLR4 em 

macrófagos por uma via dependente da vacinação prévia com BCG (bacilo de 

Calmette-Guerin), cepa vacinal contra a tuberculose (Polycarpou et al., 2016). 

Outro trabalho que mostra a relação do Mycobacterium leprae com TLR4 foi 

recentemente publicado. Neste trabalho foi mostrado que o PGL -I seletivamente 

compromete a sinalização de TLR4 dependente de TRIF, uma proteína 

adaptadora que contém o domínio TIR induzida por interferon-beta (IFN-β). Os 

dados deste trabalho tentam explicar como o Mycobacterium leprae via PGL-I 

subverte as respostas bactericidas e inflamatórias dos macrófagos hospedeiros. 

Além disso, eles identificaram o TRIF como um ponto crítico no interação entre 

CR3 e TLR4 (OLDENBURG et al., 2018). 

 
 

1.3.3 Aspectos fisiológicos 

 
A partir da interação com hospedeiro, que pode envolver ou não os 

receptores mencionados acima, o Mycobacterium leprae pode modular 

diferentes processos celulares e vias metabólicas na célula hospedeira com o 

objetivo de sobreviver e estabelecer a infecção. 

Um mecanismo descrito que é capaz de regular diferentes eventos 

celulares, o que inclui a homeostase do organismo e a eliminação de patógenos 

invasores é a morte celular programada (Thompson., 1995). O envolvimento da 

apoptose como mecanismo de controle da infecção pelo Mycobacterium leprae 

foi reforçada por estudos in vitro que demonstraram que a clofazimina, um 

composto utilizado no tratamento da hanseníase desde os anos 60, tem a 

capacidade de induzir apoptose em macrófagos (Fukutomi et al., 2011). Outro 

dado que reforça o papel da apoptose como mecanismo bactericida foi mostrado 

quando se observou que células de lesão de pele de pacientes LL apresentavam 
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expressão aumentada da proteína anti-apoptótica Beclina-2, sugerindo que a 

diminuição da morte celular poderia contribuir para a manutenção da infecção 

(Brito et al., 2010). 

Outro processo celular também modulado na infecção pelo 

Mycobacterium leprae é a autofagia (Silva et al.,2017), um mecanismo molecular 

através do qual organelas e proteínas são degradadas e recicladas pelo sistema 

lisossomal. Em 2017, Ma e colaboradores publicaram um trabalho onde eles 

mostraram que a indução da autofagia pelo Mycobacterium leprae poderia ser 

um fator que poderia estar favorecendo a persistência do bacilo pois, macrófagos 

infectados acabavam por promover uma resposta anti-inflamatória via a 

produção de IL-10 por células T, que poderia resultar em um feedback negativo 

levando a sobrevivência do bacilo (Ma et al.,2018), entretanto, recentemente foi 

mostrado que os macrófagos de pacientes LL possuem a sua via autofágica 

inibida e que este efeito foi revertido com a adição de Interferon gama (IFN-γ) 

(Silva et al.,2017). Portanto, estes e outros trabalhos apontam a autofagia como 

um importante mecanismo inato associado à imunopatogenia da hanseníase. 

A modulação do metabolismo da célula hospedeira é essencial para o 

estabelecimento da infecção. Medeiros e colaboradores (2016) descreveram que 

o Mycobacterium leprae aumenta a captação de glicose e, concomitantemente 

aumenta a atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, elevando os 

níveis da via das pentoses em células de Schwann. Além disto, foi observado 

que o Mycobacterium leprae diminuiu o potencial de membrana mitocondrial 

destas células. Estes resultados mostraram pela primeira vez que a infecção 

modula o metabolismo de glicose do hospedeiro e aumenta a geração de poder 

redutor, que pode estar sendo direcionado para síntese de lipídeos, o que 

beneficiaria o Mycobacterium leprae, pois este bacilo se faz dependente do 

metabolismo lipídico do hospedeiro como será descrito no capítulo a seguir. 

 

 

1.4 Modulação do metabolismo lipídico mediada pela infecção 
pelo Mycobacterium leprae 

 
 

A modulação do metabolismo lipídico é um desfecho realizado por diversos 

patógenos e, esse fenômeno pode ser realizado com o intuito de recrutar moléculas 
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que possam ser utilizadas como fontes de carbono pelo bacilo (Jain et al., 2007), 

assim como, fatores que possam auxiliar na liberação de mediadores 

imunomodulatórios que auxiliam no estabelecimento da infecção (Ehrt & 

Schnappinger., 2007). Uma característica marcante da hanseníase observada por 

Virchow em 1863 foi a presença de macrófagos espumosos (Virchow et al 1863). Os 

macrófagos presentes nas lesões de pele dos indivíduos acometidos pelo bacilo 

apresentam um microambiente enriquecido de lipídeos e, posteriormente, essa 

característica foi corroborada pelos dados publicados pelo nosso grupo (Mattos et al 

2010). 

Com o objetivo de investigar as características do conteúdo lipídico da célula 

infectada pelo bacilo observou-se que estas estruturas se tratavam de corpúsculos 

lipídicos (CLs). Os CLs são organelas ricas em colesterol e sabe-se que essas 

estruturas são essenciais para manter a viabilidade do Mycobacterium leprae (Mattos 

et al 2010; Mattos et al, 2012). A presença dos CLs, tanto nas biópsias de pele, quanto 

nas biópsias de nervo dos pacientes multibacilares, reforçam o impacto destas 

estruturas no agravamento da hanseníase (Mattos et al.,2014). O impacto que essas 

organelas têm sobre o bacilo permite torná-las alvos de estudos para averiguar a 

eficácia de fármacos sobre a viabilidade do bacilo. Deste modo, Lobato e 

colaboradores (Lobato et al., 2014) infectaram camundongos nude e posteriormente 

os trataram com rifampicina e, no outro grupo, os animais infectados foram tratados 

com rifampicina juntamente com estatinas, fármacos capazes de inibir a biossíntese 

de colesterol através do bloqueio da ação enzimática da HMG-CoA redutase. Neste 

estudo o autor observou que o grupo tratado com os antibióticos juntamente com as 

estatinas tiveram uma eficácia maior no tratamento quando comparado com o grupo 

que foi administrado somente com antibióticos. Logo, este trabalho sustenta a 

hipótese que outros fármacos com efeito semelhante ao das estatinas possam ser 

utilizados para auxiliar no tratamento tradicional da hanseníase, o que poderia refletir 

na redução do tempo de tratamento da doença, permitindo uma nova perspectiva 

aos indivíduos acometidos pelo patógeno. 

O acúmulo de CLs nos macrófagos infectados pelo Mycobacterium leprae 

podem ser resultados de diferentes mecanismos acionados pelo patógeno. Com o 

intuito de induzir o acúmulo de CLs, o patógeno pode potencializar a captação 

exógena de colesterol, assim como, induzir um aumento na síntese de novo de 

colesterol da célula infectada (Mattos et al., 2011). Além disso, nosso grupo observou 
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que a indução destas organelas nos macrófagos é independente da viabilidade do 

bacilo (Mattos et al., 2010). Outro mecanismo envolvido na indução de CLs nos 

macrófagos infectados é a participação dos receptores TLR através de uma 

sinalização parácrina. O meio condicionado de macrófagos infectados foi suficiente 

para induzir o aumento de CLs em macrófagos não infectados e, este mecanismo 

mostrou- se dependente dos receptores TLR2 e TLR6 (Mattos et al., 2010). 

 

 

1.5 Sinalização purinérgica 
 

1.5.1 Componentes moleculares 

 
O sistema purinérgico é um sistema de comunicação celular complexo que foi 

inicialmente proposto por Burnstock na década de 70, quando percebeu em seus 

estudos que a molécula de adenosina 5’ trifosfato (ATP) possuía outras funções, que 

não somente fornecer energia à célula (Burnstock et al., 1970). Em 1976, Burnstock 

descreveu os receptores purinérgicos pela primeira vez, e dois anos depois, foi 

proposta a base para distinguir duas famílias de purinoceptores, identificando os 

receptores P1 e P2, para adenosina (ADO) e nucleotídeos difosfatados e 

trifosfatados, respectivamente (Burnstock, 1978). Trabalhos posteriores ampliaram o 

conhecimento sobre os receptores P1 (Londos et al., 1980; Van Calker et al., 1979) 

e em 1985, foi proposta uma base farmacológica para distinguir dois subtipos de 

receptores P2 (P2X e P2Y) (Burnstock e Kennedy, 1985). No início dos anos 90, os 

receptores P1 foram clonados e caracterizados em quatro subtipos, reconhecidos 

como A1, A2a, A2b e A3 (como revisto por Fredholm et al., 2001) 

Os receptores purinérgicos e seus ligantes desempenham uma larga 

contribuição dentro deste sistema de sinalização, no entanto, outros componentes do 

sistema purinérgico também são essenciais no desempenho deste complexo sistema 

de sinalização, em particular o ATP e ADO. Além destas moléculas, os mecanismos 

de secreção de ATP e as ectoenzimas também são importantes integrantes deste 

sistema, onde são capazes de regular os níveis extracelulares de nucleotídeos e 

nucleosídeos. 

Com relação as ectoenzimas pode-se destacar o papel da CD39, CD73 e 

adenosina deaminase (ADA). A CD39 é um ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase 

(ENTPDases), essa ectoenzima é responsável por hidrolisar o ATP extracelular em 
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ADP, e consequentemente o ADP em 5’adenosina monofosfato (5’AMP) (Yegutkin et 

al., 2008). O nucleotídeo 5’AMP formado no meio extracelular pode ser hidrolisado à 

ADO através da ação da ecto5’-nucleotidase, descrita também como CD73 (Misumi et 

al 1990). Outra ectoenzima que atua regulando os níveis extracelulares de ADO, é a 

ADA. Esta enzima converte ADO em Inosina (INO) (Yegutkin et al., 2008). Importante 

ressaltar que estes nucleosídeos podem ainda ser recapturados por transportadores 

equilibrativos (ENTs) ou concentrativos (CNTs) de nucleosídeos. 

O sistema purinérgico participa de vários eventos fisiológicos como 

vasodilatação, dor, diferenciação celular, migração, resposta imune, inflamação, 

neurotransmissão e apoptose (Schulze-Lohoff et al., 1998; Burnstock., 2005; 

Mortensen et al., 2009; Riteau et al., 2012) Portanto, alterações na expressão e função 

de diferentes componentes desta via podem resultar em condições patológicas como, 

aterosclerose, artrite reumatóide, inflamação intestinal, câncer e doenças infecciosas 

(Burnstock & Dale., 2015; Morandini et al., 2014; Burnstock., 2017). A figura 1.9 mostra 

uma representação esquemática dos diferentes componentes deste sistema de 

sinalização referidos acima. 

 
 

Figura 1-9 Representação esquemática dos diferentes componentes da sinalização purinérgica 

Desenho esquemático dos elementos da via de sinalização purinérgica. ATP liberado no meio extracelular 
por canais de panexina 1 promove ativação dos receptores P2 (P2X e P2Y). Ectonucleotidases CD39 
eCD73 hidrólisam ATP gerando adenosina capaz de interagir com os receptores da famila P1 e/ou ser 
internalizadas através dos Transportadores Equilibrativos de Nucleosídeos (ENTs). Esta adenosina é então 
convertida pela enzima Adenosina deaminase, em inosina. (Adaptado JUNGER, 2011). 

 

 

1.5.2 Panexina 1 uma via de secreção de ATP 

 
Como mencionado acima, mecanismos de secreção de ATP estão interligados 

com a sinalização purinérgica. A liberação de ATP para o ambiente extracelular pode 
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ocorrer como consequência de danos a membrana plasmática, associados ou não a 

morte celular, como necrose, por mecanismos independentes mediados por 

exocitose vesicular, por transportadores cassete de ligação a ATP (transportadores 

ABC), ou por mecanismos dependentes de canal, estes últimos incluindo o próprio 

receptor purinérgico P2X7 e hemicanais de panexinas (Panx) ou conexinas (Conx) 

(Figura 1.9) (Lazarowski, 2012; Elliott et al., 2009; Chekeni, et al., 2010). 

 

 

Figura 1-10 Vias de secreção de ATP para o meio extracelular 

ATP pode ser liberado de forma passiva por lise membranar, e morte celular (apoptose e necrose). Ou por 
um processo ativo que envolve canais aniônicos regulados por volume (1), canais maxi-aniônicos (2), canais 
conexina (3) ou canais panexina (4). Além disso, a liberação por exocitose vesicular também já foi descrita 
(5).  
 

As panexinas são proteínas pertencentes à uma família de glicoproteínas 

transmembranares, que podem estar interligadas a junções gap, auxiliando na 

comunicação intercelular ou, permanecer como hemicanais, formando poros na 

membrana plasmática, transportando pequenas moléculas como íons e o ATP de uma 

célula para outra, ou mesmo para o espaço extracelular. As panexinas são divididas 

em Panx-1, Panx-2 e Panx-3 (Figura 1.10) e são expressas em diferentes tipos 

celulares, incluindo células imunes (Woehrle et al.,2010; Chen et al., 2015) 

 

Figura 1-11 Representação esquemática dos três membros da família pannexina. 
Panx1, Panx2 e Panx3 Todas proteínas integrais N-glicosiladas. Panx1 se oligomeriza em um hexâmero para 
formar canais de membrana única na superfície celular de muitos mamíferoscélulas. EL1, EL2 ( Extracelular loop 
1 e 2), IL (Intracelullar loop), CT (terminal carboxi) e NT (terminal amino). Adaptado de PENUELA et al., 2013 
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A secreção de ATP pode ser um fenômeno que a célula hospedeira utiliza para 

sinalizar a presença de patógenos invasores e/ou para controlar a proliferação dos 

patógenos intracelulares (Akkaya et al., 2009; Alvarez et al., 2014). Além disso, foi 

mostrado que o ATP também é capaz de auxiliar na eliminação de micobacterias, 

como Mycobacterium bovis-BCG e Mycobacterium tuberculosis, o que ressalta a 

capacidade desta molécula em alterar a infectividade e a progressão da doença 

(Lammas et al., 1997; Fairbairn et al.,2001;Biswas et al., 2008). Sabe-se que a panx1 

juntamente com o receptor P2X7 disparam a ativação do inflamassoma com aumento 

da produção de IL-1β e IL-18 (Carta et al 2008). Porém nada ainda foi investigado 

sobre os mecanismos que envolvem a interação de hemicanais e a secreção de ATP 

na infecção pelo Mycobacterium leprae. Como são proteínas que participam no 

killing de patógenos, estudar o envolvimento da panx1 na célula infectada pelo 

patógeno da hanseníase pode abrir perspectivas de um novo entendimento da 

interação patógeno/hospedeiro. 

 

1.5.3 Ectoenzimas CD39, CD73 e ADA – Importância biológica 

 
A função imunomoduladora de CD39 e CD73 tem sido extensivamente 

estudada em células Treg (Deaglio et al., 2007; Borsellino et al., 2007; Alam et 

al., 2009). Estudos com camundongos mostram que as células Treg expressam 

CD39 e CD73 e geram adenosina para suprimir as respostas imunes (Deaglio et 

al., 2007 ). As ectoenzimas podem regular o tráfico de leucócitos (Salmi et al., 

2005) e a CD39, por exemplo, é considerada uma molécula chave no controle 

do acúmulo de neutrófilos em condições de hipóxia (Eltzschig et al., 2003). Esta 

enzima está associada diretamente com a regulação dos níveis extracelulares 

de ATP no sangue e está presente em diferentes tipos de células do sistema 

imune, como células B, natural killer, células dendríticas (CD) 

monócitos/macrófagos e desempenha um papel essencial no recrutamento e 

ativação de neutrófilos, CD e macrófagos, além disso auxilia na polarização de 

células T (Mizumoto et.al., 2002). 

O ATP e a sinalização purinérgica também podem afetar a funcionalidade 

dos monócitos, pois atua como fator quimiotático para estas células, além de 

ativar a via de sinalização de NF-kB favorecendo a polarização em macrófagos 

M1. Apesar de estar descrita em diversos tipos celulares ela é 

predominantemente expressa por monócitos/macrófagos e desempenha um 
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papel fundamental na autolimitação do processo de ativação. Estudo com 

modelo de sepse mostra que a ausência desta enzima resultou na incapacidade 

dessas células de fazer a transição para um sistema regulatório levando à uma 

produção contínua de citocinas inflamatórias (Cohen et al 2013). 

A importância biológica da ectoenzima CD73 está diretamente associada 

a formação de ADO cujo papel na regulação da inflamação local é bem 

documentado. De fato, camundongos deficientes em CD73 exibem vários 

defeitos na imunorregulação após diversos desafios inflamatórios sendo estes, 

mais propensos a sepse (Hasko et al., 2011), doença inflamatória intestinal 

induzida por dextrano sulfato de sódio (Bynoe et al 2012), lesão pulmonar (Hasko 

et al 1996), isquemia tecidual e hipóxia (Petrovic-Djergovic et al., 2012; 

Synnestvedt et al., 2002). Por outro lado, a deleção ou inibição de CD73 vem 

sendo proposto como potencial terapêutico em câncer (Salmi e Jalkanen., 2012 

; Yegutkin et al., 2011), esclerose múltipla (Mills et al., 2008) e infecção crônica 

por Toxoplasma gondii (Mahamed et al., 2012).Em 2015, Petit-Jentreau e 

colaboradores mostraram em camundongos deficientes de CD73 infectados com 

Mycobacterium tuberculosis um aumento no recrutamento de neutrófilos para o 

pulmão sugerindo um papel anti-micobacteriano para esta enzima (Petit- 

Jentreau., 2015). Portanto, definir o papel dessa enzima pleiotrópica na 

inflamação e imunidade pode oferecer alvos terapêuticos promissores. 

Outra enzima relevante neste contexto é a ADA, uma enzima que regula 

os níveis de ADO tanto extracelular quanto intracelular. A importância desta 

enzima tem sido evidenciada em estudos de doenças pulmonares. Apesar do 

papel central da ADO nas respostas inflamatórias inatas, os níveis cronicamente 

aumentados deste nucleosídeo podem ser prejudiciais (Chunn et al., 2001), por 

exemplo, foi observado que os níveis de ADO são aumentados nos pulmões dos 

asmáticos, e que este aumento se correlaciona com o grau de insulto 

inflamatório, sugerindo um papel da ADO na asma ou mesmo na doença 

pulmonar obstrutiva crônica (Abu Hussein et al., 2014). Além disso, 

camundongos deficientes em ADA desenvolvem sinais de lesão pulmonar 

crônica em associação com níveis elevados de adenosina pulmonar e morrem 

poucas semanas após o nascimento por problemas respiratórios graves (Zhou 

et al., 2009), e estudos recentes sugerem que a atenuação da sinalização de 

adenosina pode reverter os fenótipos pulmonares graves em camundongos com 
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deficiência de ADA, sugerindo que a elevação crônica da adenosina pode afetar 

as vias de sinalização que medeiam aspectos da doença pulmonar crônica 

(Chunn et al., 2001). 

Dados da literatura mostram que a concentração de ADA é alta em soro 

de pacientes com tuberculose pleural (Lin et al., 2012) sendo esta enzima um 

potencial biomarcador útil para tuberculose. Como mencionado acima, a 

deficiência de CD73 aumenta o recrutamento de neutrófilos para o pulmão de 

camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis, entretanto, neste 

trabalho foi evidenciado que o recrutamento de neutrófilos foi transitório e 

ocorreu 21 dias pós-infecção (Jentreau et al., 2015), uma explicação para este 

achado é que a ADO, via ADA, está sendo convertida em INO durante a fase 

crônica da doença, limitando o efeito da CD73. 

Portanto, ajustes nos níveis extracelulares de ATP e ADO é uma 

estratégia desencadeada pela célula hospedeira para manter o controle da 

homeostase celular e, esse evento pode ser regulado de diferentes formas. 

Uma consideração relevante ainda dentro deste tópico, é o possível 

destino da INO formada por ação da ADA. Sabe-se que transportadores 

equilibrativos e concentrativos de nucleosídeos podem transportar tanto ADO 

quanto INO, contribuindo para regulação dos níveis destes nucleosídeos. No 

entanto, a INO pode ser convertida à ácido úrico conforme mostrado na figura 

1.11. por ação sequencial de duas enzimas, a PNP e XDH, uma purina 

nucleosídeo fosforilase e uma xantina oxidase respectivamente. 

 

 
 

 
Figura 1-12 Formação de ácido úrico a partir da hidrolise de adenosina 
Adenosina sofre uma desaminação via enzima adenosina deaminase (ADA) formando Inosina esta por 
sua vez é convertida à hipoxantina por ação de uma purina nucleosídeo fosforilase (PNP) que é então 
oxidada à xantina e ácido úrico por ação da Xantina Oxidase. 
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Esta reação tem uma relevância biológica pois o ácido úrico tem sido 

associado à diversas condições patológicas como obesidade, síndrome 

metabólica, disfunção endotelial, doença cardiovascular (Liese et al., 1999; 

Fang et al., 2000; Anker et al., 2003). Foi sugerido que o aumento dos níveis 

séricos de ácido úrico representa uma resposta adaptativa desenvolvida pelo 

organismo contra os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo excessivo, o que 

caracteriza doenças cardiovasculares, metabólicas e vasculares (Ames et al., 

1981; Hancock et al., 2002) Por outro lado, estudos celulares demonstraram que 

a ácido úrico também pode exercer efeitos oxidantes, dependendo de seu 

microambiente químico (Glantzounis et al., 2005). 

A xantina oxidase é considerada como uma importante estratégia de 

defesa do hospedeiro contra patógenos entéricos há décadas (Crane et 

al.,2013). Em um estudo recente, no entanto, foi visto que a XO pode ter efeitos 

deletérios mas também benéficos no contexto de infecção por Escherichia coli 

Shiga-toxigênica (STEC) (Crane et al., 2013) Além dos efeitos relacionados ao 

estresse oxidativo, dados da literatura mostram que o ácido úrico pode 

potencializar a liberação de redes extracelulares de DNA (Schorn et al., 2012), e 

que o próprio ácido úrico fica preso nas redes de DNA (Schorn et al., 2012). Além 

disso cristais de ácido úrico parecem ser capazes de formar ligações cruzadas 

entre diferentes cadeias lineares de DNA (Crane et al., 2016). Portanto, o estudo 

desta via e destes metabólitos complementam e ampliam as informações e a 

importância biológica das ectoenzimas e do sistema purinérgico. 

 

1.5.4 Receptores purinérgicos P2 – considerações gerais 

 

 
Fazem parte do sistema purinérgico a família de receptores do tipo P2. Essa 

família de receptores é dívida em receptores metabotrópicos (P2Y) e receptores 

ionotrópicos (P2X). Os receptores classificados como pertencentes à família P2Y 

também são subclassificados (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11, P2Y12, P2Y13 e 

P2Y14) e podem ser ativados por moléculas como uridina 5’ trifosfato (UTP), ATP e 

ADP e UDP (Burnstock et al., 1978;Abbracchio et al., 2006). Conforme estes 

receptores são ativados, diferentes respostas podem ser desencadeadas como 

regulação da morte celular no hipocampo, modulação da liberação de 

neurotransmissores e modulação de canais íons voltagem dependente. Além disso, a 
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ativação destes receptores também podem modular a ativação da fosfolipase C, 

amplamente envolvida nos ajustes de cálcio intracelular (Guzman & Gerevich., 2016 

;Abbracchio et al., 2006., Fukami., 2010). 

Os receptores ionotrópicos da família P2X (P2X1-P2X7) (Fukami., 2010 ) são 

classificados por reconhecerem a molécula de ATP extracelular e ao serem ativados 

são capazes de modular fenômenos como a permeabilização na membrana celular 

permitindo o fluxo de íons como Na+, Ca2+, K+ (Surprenant & North,2009),agregação 

de plaquetária (Gachet.,et al., 2006), ativação de macrófagos (Wewers et al., 2009), 

apoptose (Kawano et al., 2012) e integração neuronal-glial ( Burnstock., 2013). 

 
1.5.5 ATP e Receptor P2X7 

 
A molécula de ATP e o receptor P2X7 são protagonistas que desempenham 

um papel primordial no desfecho do sistema purinérgico. Este sistema está distribuído 

por diferentes tecidos do corpo humano e vem sendo relacionado com diferentes 

fenômenos como envelhecimento, desenvolvimento de aterosclerose, artrite 

reumatóide, inflamação intestinal, câncer e doenças infecciosas (Burnstock & Dale., 

2015; Morandini et al., 2014; Burnstock., 2017). 

Uma molécula chave para a ativação do sistema purinérgico é o ATP. Esta 

molécula no espaço intracelular é armazenada em concentrações elevadas (entre 5 - 

10 mmol/l), e diversas reações celulares, transformações metabólicas e eventos de 

sinalização estão acoplados à hidrolise deste nucleotídeo (Roy et al., 2016). No 

espaço extracelular essa molécula também apresenta um papel essencial no 

mecanismo que tange a comunicação celular, porém, devido à presença de diferentes 

ectonucleotidases essa molécula é rapidamente hidrolisada, gerando outros 

mediadores do sistema purinérgico, como ADO por exemplo (Roy et al 2016). Além 

disso, essa rápida hidrolise do ATPe resulta na ativação de uma multiplicidade de 

subtipos de receptores, que são capazes de regular diferentes processos fisiológicos 

como proliferação, diferenciação e morte celular (Burnstock.,2012). Por outro lado, o 

excesso de ATP no meio extracelular apresenta um perfil citotóxico para diferentes 

tipos celulares (Cree e Andreotti ., 1997), sendo capaz de ativar dois mecanismos 

distintos de morte celular (Zheng et al 1991). Assim, manter o equilíbrio nos níveis de 

ATP é uma característica pontual para regular a homeostase da célula. 

Ao passo em que o ATP alcança o espaço extracelular, diferentes receptores 

podem reconhece-lo. No entanto, a ativação do receptor P2x7 ocorre por meio de uma 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cree%20IA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=20654351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreotti%20PE%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=20654351
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elevada quantidade de ATPe, isso devido a sua baixa sensibilidade (Surprenant et al 

1996). A ativação deste receptor é capaz de induzir a formação de poros não seletivos, 

o que pode resultar na desestabilização nos níveis iônicos da célula (Coutinho-Silva e 

Persechini, 1997) além disso, a ativação do receptor P2X7 possui uma característica 

exclusiva. A ativação do P2X7 com altas concentrações permite a modificação 

estrutural do receptor, possibilitando a passagem de grandes moléculas, como YO-

PRO1 (Salas et al., 2013). Além disso, é sabido que a ativação prolongada deste 

receptor (4-12 minutos) com agonista específico é capaz de induzir uma 

internalização deste receptor, dessensibilizando-o (Khadra et al., 2013). Conforme a 

célula reconhece algum DAMP/PAMP, inicia-se a secreção de ATP e esse fenômeno 

é capaz de ativar o receptor P2X7, dando início ao processo pró-inflamatório, através 

da produção de IL-1β, IL-18 e IL-6 (Mortaz et al 2012 ; Chen et al., 2012;Shiehet al 

2014). A expressão deste receptor encontra-se em diferentes células do sistema 

imune (Lenertz et al., 2013; Jacob et al., 2013; Idzko et al 2014), no entanto, a 

ativação deste receptor tem sido amplamente discutida por representar fenômenos 

que possam ou não ser benéficos para a célula hospedeira (Savio et al 2018). 

 

1.5.6 Receptores purinérgicos P1 

 
Os receptores classificados como P1 são receptores metabotrópicos e 

são caracterizados por reconhecerem a Adenosina (ADO) extracelular. Estes 

receptores são divididos em 4 subunidades: A1, A2a, A2b e A3 (Ralevic & 

Burnstock et al., 1998, Linden et al., 2011). Essa classificação foi definida a partir 

do perfil de ativação da enzima adenilato ciclase, onde a ativação dos receptores 

A1 e A3 foram capazes de inibir a produção de adenosina 5’ monofosfato cíclico 

(AMPc), estando assim acoplados à proteína G inibitória (Gi). Já os receptores 

A2a e A2b possuem um perfil oposto, ativando a adenilato ciclase, o que resulta 

no aumento de AMPc., estando acoplados à proteína G estimulatória (Gs) (Van 

Calker et al., 1979; Londos et al., 1980) (Figura 1.13). Além do mais, os 

receptores de ADO também podem responder através da ligação de uma ou 

mais proteínas G, como proteína Gq ou proteína Go (Linden et al., 1999; 

Fredholm et al., 2001; Schulte & Fredholm 2003). 

Os receptores de ADO possuem um amplo impacto sobre o sistema 

nervoso central e os receptores A1 e A2a apresentam um impacto maior nos 

eventos que ocorrem dentro deste sistema (Fredholm et al., 2005). Esses 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0898656803000585?via%3Dihub&amp;!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0898656803000585?via%3Dihub&amp;!
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receptores estão estritamente associados com diferentes sinapses, o que inclui 

o sistema gabaérgico, colinérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e 

noradrenérgico (Rombo et al. 2015; Pandolfo et al. 2013, Okada et al. 1999; 

Barraco et al. 1995). O receptor A2b possui características diferentes de ativação 

e vem sendo associado em eventos metabólicos como a liberação de insulina, 

que permite regular os níveis de glicose no sistema nervoso periférico (Johnston- 

Cox et al., 2012), assim como também foi associado com o aumento do 

metabolismo de glicogênio em astrócitos (Allaman et al., 2003). Por fim, o 

receptor de ADO A3 vem sendo apontado como alvo para o tratamento de 

enfermidades como câncer (Fishman et al 2009), isquemia do miocárdio (Wan 

et al., 2009) e artrite reumatóide (Silverman et al., 2008). 

 

Figura 1-13 Representação esquemática da classificação dos receptores de adenosina e 
suas respectivas vias de sinalização simplificadas. 
A ativação dos receptores de adenosina pode inibir (A1/A3) ou estimular (A2a/A2b) a produção de adenilato 

ciclase e isso ativa a via de AMP cíclico, consequentemente fosforilando proteínas alvo e, permitindo o influxo de 
cálcio. Adaptado de HAM & EVANS., 2012. 

 
 

1.5.7 Adenosina e o envolvimento do receptor de adenosina A2 na 

modulação do sistema imune 

 
A adenosina vem sendo relacionada com a modulação da resposta 

imune e, esse perfil também é visto em doenças infecciosas, onde essa 

regulação está também associada com a regulação da resposta e diferenciação 

dos macrófagos (Hasko et al 2007; Sipka et al.2007; Koscso et al., 2012; Ryzhov 

et al., 2008). Sabe-se que os macrófagos são caracterizados dentro de um amplo 



33  

espectro e essas células podem ser classificadas como microbicidas (ativação 

clássica M1), ou com um perfil mais fagocítico (ativação alternativa M2). A 

participação de ADO, vem sendo envolvida em fenômenos imunomodulatórios, 

onde a ADO é capaz de induzir um fenótipo de macrófago M2 via regulação da 

produção de IL-4 e IL-13 (Barczyk et al., 2010). 

Dentre os receptores de ADO, o receptor A2a está amplamente imerso 

no processo inflamatório. A ativação deste receptor permite desencadear 

diferentes mecanismos intracelulares como a inibição da produção de TNF-α e 

IL-12 (Hasko et al., 2000). A figura 1.14 mostra esquematicamente diferentes 

vias de sinalização ativadas por este receptor. A ativação desta via induz 

também a ativação de MAPK, envolvida com a resposta imune (Morello et al., 

2009;Lin et al.,1997; Bshesh et al., 2007) através da ativação de fatores 

transcricionais regula a transcrição de diferentes genes caracterizados como 

anti-inflamatórios (Haskó et al.,2013). 

 

Figura 1-14 Representação esquemática das vias de sinalização ativadas por agonista 
específico do receptor A2a. 

 

 

Além disso, outros autores descrevem que esse receptor também pode 

estar associado com uma resposta pró-inflamatória, sendo capaz de recrutar os 

neutrófilos através da liberação de IL-6 (Cohen et al., 2005; McLoughlin et al., 

2003). De forma interessante, o acúmulo de ADO também pôde iniciar um 

quadro de inflamação e fibrose nos camundongos nocaute para ADA (Chunn et 
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al., 2001). Logo, a literatura ressalta que esse receptor desempenha 

amplamente um perfil anti-inflamatório, porém, sua ativação também é capaz de 

resultar numa resposta com um perfil oposto, onde o contexto de ativação terá 

um papel primordial para desencadear em alguma das respostas. Assim, 

entender o envolvimento deste receptor no contexto de infecção pelo 

Mycobacterium leprae foi um dos objetivos do trabalho. 

 

1.5.8 Sinalização purinérgica e metabolismo lipídico 

 
Entre as características dos receptores purinérgicos, a modulação do 

metabolismo lipídico mediada pela ação destes receptores pode ser um 

fenômeno abordado. A literatura traz dados onde o autor associa a ativação do 

receptor A2b com a regulação da adipogênese. Isso ocorre devido ao aumento 

nos níveis de AMPc intracelular, o que por sua vez, estaria inibindo a 

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros, levando-os ao acúmulo 

de lipídeos (Eisenstein et al., 2014). Além disso, foi observado que os 

camundongos com deficiência no receptor P2Y13 possuem uma deficiência na 

captação de colesterol HDL, essa carência poderia estar favorecendo o 

desenvolvimento de aterosclerose. (Pons et al., 2013). 

A ausência do receptor P2x7 foi diretamente associada com o 

desenvolvimento de obesidade. Neste trabalho o autor esclarece que a 

deficiência neste receptor leva a um acúmulo anormal de lipídeos em diferentes 

tecidos do corpo do animal (Sun et al., 2012). Este receptor também foi 

associado com a modulação da produção de fosfolipases (Humphreys et al., 

1996). Kusner e colaboradores observaram que ativação do P2x7 é capaz de 

eliminar o Mycobacterium tuberculosis em macrófagos infectados através da 

produção de fosfolipases D ( Kusner et al., 2001). 

Nos últimos anos a literatura trouxe alguns trabalhos ressaltando o 

envolvimento do receptor A2a com o metabolismo lipídico. Durante esse período 

foi observado que a ativação deste receptor impede a formação de macrófagos 

espumosos através do efluxo de colesterol mediado pela proteína ABCA1. Este 

desfecho poderia auxiliar no combate a doenças como a aterosclerose (Wang et 

al., 2006; Bingham et al., 2010), assim com, poderia ser investigado em outras 

doenças das quais são solucionadas com a diminuição do conteúdo lipídico na 
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célula acometida, como a hanseníase por exemplo. 

 

1.5.9 Sinalização purinérgica e infecções bacterianas 

 
 

Atualmente é sabido que os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares 

são capazes de modular diversos mecanismos celulares através dos receptores 

purinérgicos, como a resposta imune e o desenvolvimento da inflamação (Bours 

et al.,2006). Estas moléculas atuam como potentes mensageiros extracelulares 

que podem atuar no recrutamento de leucócitos para o sítio de infecção (Idzko 

et al.,2002;Mei et al.,2010), assim como, estimular a secreção de citocinas pró- 

inflamatórias como IL-1β,via ativação do inflamossoma (Ferrari et al.,2006). Além 

disso, no meio extracelular, o ATP pode modular a resposta imune frente 

diferentes bactérias e protozoários inibindo a progressão da infecção (Coutinho-

Silva et al.,2012). 

Além disso, estudos sobre o impacto desses receptores sobre a 

viabilidade dos patógenos já foram realizados e foi visto uma associação do 

receptor P2X7 na diminuição da viabilidade do Mycobacterium tuberculosis 

(Fairbairn et al.,2001). Neste trabalho o autor evidencia que a ativação deste 

receptor induz a fusão do fagolisossomo, com isso, permitindo a eliminação do 

patógeno. 

Do mesmo modo, outro trabalho envolvendo o receptor P2X7 e o 

Mycobacterium tuberculosis evidenciou que os pacientes com tuberculose 

envolvidos no estudo, apresentavam um polimorfismo no gene codificante para 

o receptor P2x7, o que reforça o envolvimento deste receptor no controle da 

infecção por Myconbacterium tuberculosis. Outro trabalho publicado na literatura 

sugere que a ativação deste receptor abrange um evidente potencial de 

tratamento para os pacientes com tuberculose (Santos et al., 2013). Deste modo, 

como a literatura sustenta a hipótese que ativação deste receptor é uma 

estratégia interessante para resolver diferentes infecções (Coutinho-Silva et al., 

2009), se faz necessário investigar o envolvimento deste receptor no contexto 

de infecção pelo Mycobacterium leprae, ressaltando ainda que nada na literatura 

foi investigado acerca disso e, nosso grupo está amplamente comprometido em 

desvendar os mecanismos envolvidos no envolvimento do receptor P2X7 na 

célula acometida pelo bacilo. 
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Estudos sobre a relação da sinalização purinérgica com os processos 

infecciosos mostraram que o ATP também é capaz de auxiliar na eliminação de 

micobacterias, como M. bovis-BCG e M. tuberculosis (Lammas et al., 1997; 

Fairbairn et al.,2001;Biswas et al., 2008). Além disso, o ATP também pode ativar 

o receptor P2X7, que por sua vez, inibe a formação do complexo fagolisossomo 

eliminando a infecção (Vergne et al., 2005). Deste modo, estes trabalhos 

ressaltam que o sistema purinérgico está diretamente relacionado com o controle 

das infecções bacterianas. 

Como já mencionado no texto, o reconhecimento de PAMPs permite uma 

maior secreção de ATP. Esse perfil pode ser uma estratégia utilizada pela célula 

hospedeira com o intuito de ativar receptores purinérgicos, no entanto, esse 

mecanismo também pode subvertido pelos patógenos, a fim de gerar outros 

mediadores, como a ADO por exemplo. A ADO possui um papel central na 

modulação da resposta imune e, diversos trabalhos ressaltam que a ativação do 

receptor A2a é capaz de induzir uma resposta anti-inflamatória, como a produção 

de IL-10 em macrófagos infectados por Escherichia coli (Csóka et al., 2014). 

Outra trabalho investigou o papel do receptor A2a na infecção pelo 

Mycobacterium tuberculosis, onde o mesmo foi capaz de evidenciar que os 

macrófagos infectados com Mycobacterium tuberculosis possuíam um fenótipo 

de macrófago M2 e, essa característica está diretamente envolvida com o 

receptor A2a (Dubois-Colas et al., 2014). Além disso, neste trabalho o autor 

identificou que a infecção também foi capaz de modular positivamente os níveis 

de expressão gênica e proteica do receptor A2a, reforçando a participação deste 

receptor no controle do microambiente da célula hospedeira. Esses dados 

permitem inferir que o receptor A2a apresenta um papel ativo no estabelecimento 

da infecção por Mycobacterium tuberculosis, deixando em aberto que este 

receptor também pode estar favorecendo o estabelecimento de outras 

microbactérias, o que reforça a necessidade de investigar o envolvimento deste 

receptor como o patógeno da hanseníase. 
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1.6 Hipótese 

 

Baseado em dados da literatura sobre o envolvimento do sistema 

purinérgico em doenças infecciosas e na modulação da resposta imune e, de 

dados disponíveis sobre mecanismos moleculares e via metabólicas do 

hospedeiro, que são moduladas e subvertidas pelo Mycobacterium leprae, 

somada a informações sobre mecanismos imunes disparados pelo bacilo e pelo 

hospedeiro, em resposta a interação do patógeno com o hospedeiro, 

estabelecemos a hipótese que deu início a este projeto. Considerando que os 

principais mediadores do sistema purinérgico são o ATP, uma molécula pró- 

inflamatória, e a ADO, uma molécula potencialmente anti-inflamatória que e têm 

efeitos antagônicos, e são regulados por ectoenzimas como CD39, CD73 e ADA. 

Nós acreditamos que a infecção pelo Mycobacterium leprae modularia 

positivamente as enzimas CD39 e CD73, diminuindo os níveis de ATP 

extracelular enquanto aumentaria os níveis de ADO. O alvo deste projeto foi o 

receptor para ATP, P2X7, e o receptor de ADO, A2a. Em nossa hipótese, 

acreditamos que a infecção irá favorecer a resposta em direção ao receptor de 

ADO, disparando um mecanismo anti-inflamatório, pró-infecção e 

negativamente regulando a via microbicida disparada pelo receptor P2X7. 

Esperamos com este trabalho, aumentar o entendimento sobre os mecanismos 

moleculares e de sinalização envolvidos na interação do Mycobacterium leprae 

com o hospedeiro, integrar os dados existentes na literatura a fim de 

compreender melhor a patogênese da hanseníase, e fornecer pontos de 

controle da infecção, que possam subsidiar futuramente, estratégias 

terapêuticas complementares ao tratamento atual. 
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2 Objetivo geral 

 
Investigar o papel da infecção pelo Mycobacterium leprae na modulação do sistema 

purinérgico em monócitos humanos primários humanos. 

 

2.1 Objetivos específicos 
 

 Avaliar o envolvimento da infecção com Mycobacterium leprae na modulação da 

expressão das ectoenzimas CD39, CD73 e adenosina deaminase; 

 Avaliar a participação do Mycobacterium leprae na hidrólise de ATP extracelular; 

 Investigar se a infecção pelo M. leprae afeta a expressão da proteína panexina 1 e 

dos receptores P2X7 e A2a; 

 Estudar o envolvimento dos receptores P2X7 e A2a na formação de corpúsculos 

lipídicos induzidos pelo Mycobacterium leprae; 

 Avaliar se o receptor A2a é capaz de modular a produção de citocinas induzidas ou 

não pela infecção pelo Mycobacterium leprae. 

 Analisar o perfil de expressão de genes relacionados ao sistema purinérgico 

através de uma abordagem in silico de reanálise de dados públicos de microarranjo 

comparando indivíduos sadios e pacientes com hanseníase paucibacilar e 

multibacilar. 
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3 Metodologia 

 
 

3.1 Micobactérias 
 

A cepa de Mycobacterium leprae (Thai-53) vivo utilizada 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). Cerca de nove meses após a inoculação dos bacilos, as 

patas foram colhidas e enviadas ao laboratório de Microbiologia Celular 

(FIOCRUZ, RJ) para purificação. De modo estéril, as patas foram 

homogeneizadas em meio de cultura RPMI-1640 (LGC biotecnologia, SP). A 

suspensão de bacilos foi tratada com hidróxido de sódio 0,1 M, posteriormente 

ressuspensa em meio de cultura RPMI-1640 (LGC Biotecnologia, SP) 

suplementado com 50 µg/mL e ampicilina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e 

incubadas a 33º C por 3h. Os bacilos foram quantificados por contagem direta 

em microscópio óptico conforme descrito por Shepard e McRae (1968). Neste 

método, retira-se uma pequena alíquota para preparação de esfregaços em 

lâmina de vidro (Fisherbrand, Pittsburg, PA, EUA) e coloração pelo método de 

Kynion fazendo diluições de 10 e 100 vezes ou sem diluição do material. Este foi 

fixado com formol-leite em vapor de formaldeído e calor. Os bacilos foram 

corados pelo método de Kynion (Shepard e McRae, 1968) utilizando fucsina 

básica por 5 min e lavados com água corrente. As lâminas foram, então, lavadas 

com solução álcool-ácida e, em seguida, com água novamente para a retirada 

de excesso do corante. Finalmente, os esfregaços foram corados com azul de 

metileno por 3 min e lavados com água. A contagem do número de bacilos foi 

realizada em microscópio óptico com lente de imersão de 1000X Axiobserver Z1 

(Carl Ziess Inc. Thornwood, NY, EUA). A viabilidade dos bacilos foi estimada, 

após a purificação, utilizando o kit Live/Dead (Invitrogen, Rockville, MD, EUA) 

seguindo protocolo de acordo com as especificações do fabricante. Para os 

ensaios com Mycobacterium leprae morto, as bactérias foram letalmente 
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irradiadas utilizando feixe de elétrons, procedimento padrão utilizado para 

irradiação de materiais por empresa especializada (Acelétron, Rio de janeiro, RJ, 

Brasil). 

 
3.2 Cultivo e manutenção de células da linhagem THP-1 

 

As células foram mantidas por 24 horas na presença de 50 ng/mL de PMA 

(Phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma-Aldrich) em meio RPMI suplementado 

com 10% de SFB por 24 horas, posteriormente o meio das células foi removido 

e as culturas foram lavadas duas vezes com PBS para a retirada do PMA. Em 

seguida, as células voltaram para a estufa. foram mantidas por mais 24 horas 

com o intuito de estabilizar seu metabolismo. Por fim, a diferenciação em 

macrófagos foi confirmada após a visualização das culturas em microscopia 

optica. 

 

3.3 Obtenção de monócitos derivados de células 
mononucleares de sangue periférico 

 
Amostras de sangue periférico de doadores sadios foram coletadas em tubos 

heparinizados e, então, processadas para obtenção das células mononucleares 

de sangue periféricos (PBMCs). O sangue coletado foi diluído numa proporção 

1:1 em solução salina tamponada (PBS) e centrifugado a 913 xg sobre gradiente 

de densidade Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences; Piscataway, NJ, EUA) 

por 30 minutos, a temperatura ambiente. O anel contendo as PBMCs, que se 

encontra na interface Ficoll-Paque/plasma, foi coletado, lavado com PBS e 

centrifugado a 329 xg por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspenso em 10 mL de PBS gelado, havendo, então, uma nova 

centrifugação a 514 xg por 10 minutos a 4ºC. Esse processo foi repetido e o 

pellet foi ressuspenso em 5 mL de meio AIM-V (GIBCO; CA, USA). A 

quantificação de células viáveis foi feita pelo método de exclusão do azul de 

Trypan (corante vital). Posteriormente, as células foram plaqueadas e, foram 

mantidas em estuda com atmosfera 5% de CO2 durante 2 horas para a aderência 

dos monócitos. Após as 2 horas, as células foram lavas com PBS 1X e 

estimuladas /infectadas. O processamento do sangue dos indivíduos incluídos 
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neste estudo foi realizado em câmara de fluxo laminar respeitando as normas de 

precauções para manipulação de material biológico. 

 

3.4 Detecção e quantificação de corpúculos lipídicos por 
microscopia de fluorescência 

 
As células foram recobertas com propilenoglicol 100% por 5 minutos após a 

remoção deste, foi adicionado Oil Red O (Sigma-Aldrich) (0,5% em 

propilenoglicol) durante 7 minutos, passado este tempo o ORO foi retirado e 

acrescentou se propilenoglicol 85% por 3 minutos, posteriormente as lamínulas 

foram lavadas com água destilada. As lamínulas foram montadas sobre lâminas 

de microscopia utilizando-se resina sintética (EntellanR, Merck). O núcleo celular 

foi marcado com 4', 6- diamino- 2- fenilindol (DAPI). Os CLs foram visualizados 

em vermelho e o núcleo marcado em azul empregando o microscópio de 

fluorescência Axio Observer Z1 (Carl Zeiss) usando o programa AxioVision Rel. 

4.8. A quantificação dos CLs foi feita usando o software ImageJ ( Díaz Acosta et 

al.,2018 ) junto com um Macro desenhado a para quantificação simultânea de 

múltiplas imagens obtidas usando o canal vermelho do microscópio de 

fluorescência. O índice de “área de CLs /célula” foi calculado dividindo-se o valor 

de área de corpúsculos obtido pelo programa pelo número de células presentes 

no campo analisado. Analisamos 250 células para cada condição analisada e foi 

feita uma média dos valores de área de CLs /célula. Todos os experimentos 

foram feitos com pelos menos 3 replicatas biológicas e 2 replicatas técnicas. 

 

3.5 Avaliação da expressão do receptor A2a nos monócitos 
humanos derivados de PBMC por microscopia de 
fluorescência 

 
Culturas de monócitos humanos foram obtidas e mantidas conforme descrito 

previamente. A expressão do receptor A2ar foi avaliado através da técnica de 

imunofluorescência. Para isto, as culturas monócitos foram estabelecidas sobre 

lamínulas de vidro sobrepostas aos poços da placa de cultivo, foram infectadas 

ou não com o M. leprae (MOI 10:1) e então após 48 horas foram fixadas com 

paraformaldeído a 4%. As células então foram incubadas com o anticorpo 

monoclonal anti-A2a na concentração de 1:200 por cerca de 16-18 horas. 

Posteriormente, as lamínulas foram lavadas 3x com PBS 1x e então foram 
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mantidas no anticorpo secundário conjugados a um fluoróforo por 1 hora na 

concentração de 1:300. Por fim, as lâminas foram analisadas no microscópio de 

fluorescência na objetiva de 40x com óleo e quantificadas através do programa 

Image j (Díaz Acosta et al.,2018), medindo em cada foto a área da fluorescência 

/ número de células de cada imagem considerando 300 células por condição. 

 
3.6 Ensaios de atividade Ecto-NTPDásica: 

 
Monócitos humanos foram obtidos e plaqueados em placa de 24 poços para 

medir a atividade ecto-ATPase, através da quantidade de fosfato inorgânico (Pi) 

gerado durante a hidrólise do ATP extracelular. Monócitos foram infectados com 

Mycobacterium leprae vivo e morto nas MOIs de 5:1 e 50:1 por 24h. Após este 

tempo o sobrenadante foi descartado e os poços foram lavados com PBS 1x e 

foi adicionado 0,5mL de RPMI 1640 sem soro com 50 μM [γ32P] ATP por 30 min 

a 25 °C. A reação foi interrompida pela adição de 1,0 mL de carvão gelado a 

25% em HCl 1,0 M. Os tubos foram então centrifugados a 1.500 xg durante 10 

min a 4 °C. Alíquotas (0,5 mL) dos sobrenadantes contendo o 32Pi liberado 

(fosfato inorgânico) foram transferidos para frascos de cintilação contendo 9,0 

mL de fluido de cintilação (2,0 g de PPO em 1 litro de tolueno). A medida de 

radioatividade foi realizada em um contador de cintilação líquida Tri-Carb B2810 

TR (PerkinElmer, Waltham, EUA). A atividade ATPásica foi calculada subtraindo 

a hidrólise não específica do ATP medida na ausência de células. O valor da 

atividade específica (em CPM) foi utilizada para obter os valores de atividade 

enzimática em pmol Pi /número de células /min. A representação dos dados foi 

feita em atividade relativa. Todos estes ensaios foram feitos em colaboração com 

o Dr. José Roberto Meyer Fernandes na UFRJ, que apresenta licença para 

trabalhar com material radioativo. 

 

3.7 Avaliação da modulação de componentes da via de 
sinalização purinérgica por Western Blot 

 
Para avaliar a expressão de proteínas de culturas de células com os diferentes 

estímulos, as células foram obtidas e mantidas nas condições de cultivo citadas 

anteriormente e plaqueadas em placas de 24 poços numa confluência de 2x105 

células/poço, sendo infectadas ou não com M. leprae na MOI de 10:1.Após 48 

horas de infecção as células foram lisadas com solução de lise “tampão RIPA” 
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(50mM TRIS pH= 7,5; 1% Novidet p40; 0,25% Deoxicolato de sódio; 0,1% de 

SDS) gelado, complementado com inibidores de proteases (Roche, USA). As 

proteínas foram dosadas pelo método BCA (Thermo Scientific, USA). Foram 

utilizadas 20μg de proteína, e essas amostras foram diluídas em tampão de 

amostra e foram fervidas por cinco minutos (Tampão de amostra 4x pH6.8:Tris 

HCl 156.25mM, glicerol 25%, beta mercaptoetanol 12.5%, SDS 5%). As 

amostras foram aplicadas num gel de poliacrilamida 12% pela técnica de 

eletroforese por aproximadamente 2 horas. A transferência foi realizada com a 

mesma voltagem e amperagem da eletroforese por aproximadamente 1h e 30 

minutos. Após a corrida as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose e coradas com Amido Black, para verificar a eficácia da 

transferência. Posteriormente a membrana foi bloqueada com 5% de leite em 

TBS- tween 20 (TBS-T) por duas horas. Após o bloqueio foi feita a incubação 

com anticorpo primário diluído em 5% de leite/TBS-T overnight. A concentração 

do anticorpo primário foi 1:500 (Panexina 1, ADA, P2X7, ABCG1) e 1:1000 

(GAPDH), conforme indicado pelo fabricante. A membrana foi lavada 6 vezes 

durante 5 minutos, sendo três com TBS-T 1X e outras três com TBS 1X. O 

anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP) e diluído em 5% de BSA em 

TBS-T, com concentração de 1:10.000. A membrana é submetida novamente a 

lavagens, e a reação e revelada por quimioluminescencia usando o kit “ECL” 

(Amersham Biosciences, UK) seguindo as normas do fabricante. 

 

3.8 Quantificação de citocinas em sobrenadantes de cultura de 
células: 

 
Os sobrenadantes dos experimentos realizados foram recolhidos, aliquotados e 

congelados. Posteriormente, esse material foi devidamente descongelado e 

adicionados nas placas de 96 poços com o intuito de avaliar a produção de 

citocinas produzidas na célula hospedeira. As citocinas IL-8, IL-10 e IL-1 foram 

quantificadas por ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando kits especificos, 

conforme as instruções dos fabricantes (DuoSet /R&D Systems ).



44  

3.9 Análise da expressão de componentes da via de 
sinalização purinérgica por Citometria de Fluxo 

 
As células foram plaqueadas e infectadas ou não como descrito previamente. 

Em seguida as células foram coletas utilizando uma solução com EDTA 5mM,1% 

de SFB e PBS1X. O bloqueio foi realizado com soro AB humano inativado por 

30 minutos. Posteriormente foram adicionados anticorpos monoclonais anti-A2a, 

P2X7, Panexina 1, CD39, CD73 e ADA. Em seguida as células foram lavadas 

com PBS1X por 5 minutos e marcadas com anticorpo secundário conjugado com 

fluorocromo alexa 488 ou somente PhycoerythrinCyanin (PE) (Os anticorpos 

anti-CD39 e CD73 eram conjugados com PE) como controle de ligação 

inespecífica. As células foram fixadas em 1% de PFA e analisadas utilizando o 

citometro BD Accuri™ C6 Plus (BD- Bioscienses, EUA). 

 

3.10 Quantificação do efluxo de colesterol 
 

Para mensurar a participação da adenosina no efluxo de colesterol modulado 

pelo M. leprae, monócitos da linhagem THP-1 (acute monocytic leukemia human 

TIB-202) cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram 

diferenciados em macrófagos, 24 horas antes do início do experimento com a 

adição de 50 ng/mL de PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma-Aldrich). 

Em seguida, as células foram incubadas com 2 μCi/mL de [H 3] colesterol em 

meio RPMI contendo 5% de SFB por 48 horas a 37ºC e atmosfera a 5% de CO2. 

Após esse período, o sobrenadante foi retirado, as células foram pré-estimuladas 

ou não com Adenosina (100 µM) durante 1 hora e em seguida infectadas ou não 

com M. leprae vivo (MOI 10:1) em meio RPMI1640 na ausência de SFB, por um 

período de 24 horas. Ao término desta incubação, os sobrenadantes foram 

descartados e as células receberam um novo meio RPMI 1640 contendo 2% de 

albumina bovina, seguida de uma nova incubação. Transcorridas 18 horas, os 

sobrenadantes foram removidos, e as células incubadas por mais 6 horas com 

meio RPMI 1640 na presença ou ausência de 50 μg/mL de HDL (lipoproteína de 

alta densidade, purificada a partir da gel filtração de plasma humano em duas 

colunas ¨Superose 6HR¨ (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK), dispostas 

em sequência em HPLC. Finalizada a incubação, o sobrenadante foi coletado, e 

em paralelo, as células foram lisadas com tampão de lise RIPA. A contagem 
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individual da radioatividade dos sobrenadantes e lisados celulares foram 

realizados em cintilador Beckman LS 600 (Beckman Coulter, Pasadena, CA) em 

tubos contendo coquetel de contagem de cintilação Optima Gold Plus (Perkin 

Elmer, Waltham, MA, EUA) e expressa em DPM (Disintegrations Per Minute). 

 
 

3.11  Obtenção e diferenciação dos macrófagos murinos P2X7-/- 

e A2a-/- derivados de médula 
 

Os camundongos C57 Black 6 (P2x7 KO ) e Balb/c (A2a KO)foram eutanaziados 

e tiveram seus ossos das patas traseiras removidos (fêmures e tíbias), as 

epífises foram cortadas e as medulas ósseas removidas por lavagem com meio 

de cultura BMM (Bone Marrow Macrophage): 60% RPMI 1640 (GIBCO), 20% de 

soro fetal bovino (SFB- GIBCO), 18% de sobrenadante de célula L929 (rico em 

M-CSF, Macrophage Colony Stimulation Factor), 1% de L-glutamina (GIBCO) e 

1% de Penicilina/Estroptomicina (P/S) (HyClone). Após o flush dos ossos, a 

solução obtida foi homogeneizada e plaqueada 1 ml de solução homogênea de 

células + 10 ml de meio BMM por placa de petri. As placas foram incubadas em 

estufa com 5% de CO2, a 37ºC.Após 3 dias de cultivo, as placas receberam 

adição de 10 mL de meio BMM. Após mais 3 dias de incubação, os 

sobrenadantes foram descartados e os macrófagos já diferenciados foram 

removidos das placas por lavagem com PBS 1x gelado, contados e plaqueados. 

Foram utilizados 2 x105 macrófagos por poço em placas de 24 poços. 

 

3.12  Dosagem de nucleosídeos no sobrenadante de cultura de 

monócitos de PBMC por LC-MS/MS 

 
Foram utilizados 70 µL de amostras, onde as mesmas foram centrifugadas a 

9000 rpm por 10 min para retirada de partículas celulares e o sobrenadante 

transferido para microtubos de 2 mL. Foram adicionados 429 µL de metanol e o 

tubo agitado por 15s em agitador do tipo vortex. Posteriormente, a separação de 

fases foi induzida pela adição de 557 µL de MTBE e água + 444 µL de meio de 

cultura, obtendo-se volume final de extração de 1500 µL. Após homogeneização 

por 15s, a amostra foi incubada por 15 min a 4ºC e em seguida centrifugada 

(5000g, 15 min, 18ºC). A fração aquosa contendo os compostos polares foi 
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transferida para novos microtubos de 1,5 mL e evaporadas em fluxo de 

nitrogênio em banho maria a 40ºC e armazenadas em freezer -20ºC. Para a 

análise por CL-EMAR, foram adicionados 40 µL de H2O: ACN (acetonitrila) 7:3 

(v/v) para reconstituição as amostras juntamente com 10 µL do padrão interno 

teofilina (200 ng/mL). Para a quantificação das amostras foram preparadas 

curvas analíticas em solução 7:3 água:acetonitrila, contendo 200 ng/ml de 

padrão interno e os padrões de inosina, adenosina e hipoxantina nas 

concentrações de 10, 50, 100, 250, 750, 1000 e 5000 ng/mL; e 750, 1000, 5000, 

7500, 10000, 15000 e 20000 ng/mL para a quantificação do ácido úrico e xantina. 

Os compostos ATP, ADP e AMP não foram selecionados para análise 

quantitativa pois em análise prévia dos extratos eles não foram detectados nas 

amostras. Os íons de interesse foram monitorados utilizando experimento de 

monitoramento de reação paralelo (PRM) no modo negativo de ionização e 

selecionados os seguintes parâmetros: resolução MS2 35.000, AGC 1x105, 

máxima IT 80 ms, MSX contagem 1, janela de isolamento m/z= 1.2, energia de 

colisão 10-50 eV, com uma tolerância de desvio de massa de 5 ppm. 

Simultaneamente, foi realizada análise por Full MS-SIM no modo negativo 

utilizando resolução 17.500, AGC 1x105, máxima IT 200 ms, janela de 

isolamento m/z= 120-1000. As seguintes transições foram utilizadas como íon 

diagnóstico de quantificação: AMP [M-H]-= 346.05581->78.95773; ADP [M-H]-= 

426.02214-> 134.04610; ATP [M-H]-= 505.98847-> 158.92436; inosina [M-H]-= 

267.07349->     135.03009;     adenosina     [M-H]-=     266.08948->  134.04610; 

hipoxantina [M-H]-= 135.03123 -> 92.02409; ácido úrico [M-H]-=167.02106-> 

124.01385; xantina [M-H]-=151.02615 -> 108.01890; teofilina [M-H]-=179.05745 

-> 164.03290. As análises foram realizadas utilizando sistema de cromatografia 

líquida Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 UHPLC acoplado ao 

Espectrômetro de Massas híbrido Quadrupolo-Orbitrao modelo QExactive Plus 

usando ionização por electrospray (ESI) e, as análises das curvas analíticas e 

quantificação das amostras foram realizadas no programa TraceFinder (Thermo 

Fisher Scientific). 
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3.13  Análise in silico da expressão de genes do sistema 
purinérgico 

 

Para esta análise foram recuperados os dados brutos de microarranjo dos 

estudos de Belone e colaboradores de 2015 (Belone Ade et al.,2015). Belone e 

colaboradores fizeram uma avaliação abrangente do mRNA humano de lesões 

cutâneas de pacientes com diferentes formas clínicas da hanseníase usando 

microarranjos de chips de DNA. Belone utilizou sessenta e seis amostras de 

lesões de pele subdivididas em (10TT, 10BT, 10BB, 10BL, 4LL, 4R1 e 10R2) e 

nove biópsias de pele de indivíduos sadios que foram utilizadas como controle. 

As idades variaram de 06 a 83 anos, 48 foram do sexo masculino e 29 mulheres. 

Para nosso estudo os dados foram recuperados do banco de dados Gene 

Expression Omnibus, sob o acesso GSE74481. Os arquivos brutos foram 

importados para o ambiente R, v. 3.4.1. As bibliotecas utilizadas para a 

importacão e normalizacão dos dados brutos foram Biobase v. 2.36.2, limma v. 

3.32.6 e affy 1.54.0. Os valores de intensidade brutos foram corrigidos e 

normalizados pelos métodos “Robust multichip average” e quantil, 

respectivamente. Os dados normalizados e em escala logarítmica de base 2 

foram utilizados na construção dos gráficos de dispersão (ggplot2 v. 3.0.0). 

Agrupamos em nossas análises os indivíduos TT e BT como paucibacilares (PB) 

e BL e LL como multibacilares (MB) um total de 20PB e 14MB respectivamente. 

Os genes analisados foram ADORA1, ADORA2A, ADORA2B, ADORA3, P2X7, 

ENTD1 (CD39), NT5E (CD73), PANX1, SCL29A1 (ENT1) e XDH. 

 

3.14  Análise estatística 
 

Os resultados foram representados como média +E.P.M. (Erro padrão ou 

desvio padrão da média) e avaliados estatisticamente pelo teste “t student” para 

comparação entre duas variáveis. Os valores foram considerados significativos 

quando o valor de “p” foi igual ou inferior a 0,05 (p = ou <0,05). Além disso, os 

testes One-way analysis of variance (ANOVA) seguido do teste Bonferroni foram 

aplicados em dados que apresentassem três ou mais variáveis. Valores de p < 

0,05e foram considerados significativos. 
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4 Resultados 

 

4.1 Análise do efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae na 
hidrólise do ATP extracelular em monócitos humanos 
derivados de PBMC 

 
 

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi coletado o sangue de 

diversos voluntários saudáveis para a purificação das células necessárias para 

a obtenção dos ensaios. A coleta foi realizada por um profissional experiente da 

nossa equipe e os indivíduos tiveram 50 mL de sangue coletado. A tabela a 

seguir mostra as informações demográficas dos indivíduos que participaram 

deste estudo.   

 

Tabela 1.3: Características demográficas dos indivíduos saudáveis incluídos neste estudo. 

 

 

Considerando o efeito pró-inflamatório do ATP extracelular em diversas 

patologias e doenças infecciosas (revisto por Adinolfi et al., 2017), resolvemos 

iniciar nossos estudos analisando o papel da infecção pelo Mycobacterium 

leprae na hidrólise de ATP extracelular em monócitos humanos derivados de 

PBMC. Para isto, os monócitos obtidos foram infectados ou estimulados com 

Mycobacterium leprae (vivo ou morto) nas MOIs 5:1, 10:1 e 50:1 por 24 horas. 

A atividade enzimática foi avaliada por ensaios radioativos com ATP32 no qual 
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o fosfato inorgânico (Pi) liberado foi medido por cintilação líquida, conforme 

descrito na metodologia. 

O resultado apresentado na figura 4.1.A mostra que tanto o 

Mycobacterium leprae vivo quanto morto foram capazes de aumentar a hidrólise 

de ATP extracelular, entretanto, o bacilo vivo parece ser um pouco mais eficiente 

quando comparado com o morto, apesar da diferença não ter se mostrado 

estatisticamente significativa. Observamos também que a MOI de 5:1 já se 

mostrou eficiente em induzir a hidrólise deste nucleotídeo. Apesar deste dado, 

definimos a MOI de 10:1 em todos os ensaios de infecção. 

O lipopolissacarídeo (LPS) é descrito na literatura com a função de 

aumentar a hidrólise do ATPe, por induzir um aumento na expressão e atividade 

da enzima CD39 (Okuda et al., 2012), portanto, analisamos também em nosso 

modelo experimental, o efeito do LPS na hidrólise de ATPe como um controle 

positivo. A figura 4.1.B mostra que o LPS foi capaz de aumentar a hidrólise de 

ATPe, fortalecendo a hipótese de que o aumento da hidrólise deste nucleotídeo 

induzido pela infecção, seja mediado pela ação da enzima CD39, entretanto, 

estudos com inibidores serão necessários para validar nossa hipótese. Com o 

objetivo de avaliar se o aumento da hidrólise de ATPe estava relacionado 

diretamente ao fenômeno de fagocitose, monócitos foram estimulados com 

esferas de poliestireno em diferentes MOIs. Nosso resultado mostra que estas 

partículas não tiveram um efeito sobre a hidrólise extracelular do ATP, 

mostrando que este efeito não está associado simplesmente ao fenômeno de 

fagocitose (Figura 4.1C). 

 

 

Figura 4-1 A infecção pelo Mycobacterium leprae aumenta a hidrólise do ATPe em 
monócitos humanos. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), e foi verificado a influência 

da viabilidade bacteriana e multiplicidade de infecção (MOIs – 5:1, 10:1 e 50:1), na hidrólise de [γ-32ATP] 
nas células infectadas com Mycobacterium leprae vivo ou tratados com Mycobacterium leprae morto (A), ou 



50  

tratadas com LPS como controle positivo (10ng/mL) (B), ou estimuladas com beads de poliestireno na MOI 

5:1, 10:1 e 50:1 (C). Em todos os ensaios, a infecção ou os estímulos foram mantidos por 24 horas. A 
atividade ATPásica foi medida através da hidrólise γ32ATP e da quantidade de formação fosfato inorgânico 
(Pi) gerado durante a hidrólise do ATP extracelular e, a mensurada através da quantidade de formação 
fosfato inorgânico (Pi) gerado durante a hidrólise em 30 minutos. A diferenças entre os grupos foi avaliada 
através de Student paramétrico Teste t, (média ± DP) *p<0.05, **p<0.005 (N=3) em comparação com a 
condição N.I. 

 
 
 
 

4.2 Análise do efeito da infecção com Mycobacterium leprae na 
expressão da ectoenzima CD39, em monócitos humanos 
derivados de PBMC 
 

 
O resultado acima suporta a nossa hipótese de que o Mycobacterium 

leprae está aumentando a hidrólise de ATPe, este efeito pode contribuir para 

uma menor ativação de receptores purinérgicos do tipo P2, por exemplo, o 

receptor P2X7, que poderia desencadear um efeito bactericida. 

Considerando o resultado anterior e a característica inflamatória do ATP, 

a próxima pergunta deste projeto foi: será que a infecção pelo Mycobacterium 

leprae poderia afetar a expressão da ectoenzima (CD39) responsável por regular 

os níveis extracelulares de ATP? Para responder esta pergunta, foram feitos 

ensaios de citometria de fluxo e os resultados sugerem que a infeccção com o 

Mycobacterium leprae foi capaz de aumentar a expressão de CD39, tanto 24 

quanto 48 horas (Figura 4.2 A-B). Os insets mostram histogramas 

representativos de cada condição analisada, e nestes, observamos um 

deslocamento dos picos em laranja que correspondem as células infectadas, 

corroborando com os dados de expressão relativa. 
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Figura 4-2 Efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae  na  expressão  da  enzima CD39 
em monócitos humanos. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço) e o nível de expressão 
de CD-39 foi determinado por Citometria de Fluxo nas células infectadas ou não com Mycobacterium 
leprae vivo (10:1). (A,B) Gráficos representativos mostram a leitura da fluorescência do anticorpo 
específico (CD-39) conjugado ao fluorocromo PE (FL-2) representados no Histograma como: não 
infectada (N.I – Azul) e Infectada (M. leprae – Laranja). Os dados são representados como expressão 
relativa após atribuir os valores da condição não infectada (N.I) como 1 e os valores da condição infectada 
(M. leprae) variarem de acordo com seu controle experimental. Foram realizados 3 experimentos 
independentes no tempo de 24 horas (N3) e 2 experimentos independentes (N2) no tempo de 48 horas e 
a significância no valor de “p” (p˂0.05) entre as condições N.I e M. leprae foi avaliada e não foi detectada 

diferença significativa utilizando o teste Student paramétrico Teste t. 
 
 

 
4.3 Análise do efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae na 

expressão da proteína Panexina 1 e do receptor P2X7 em 
monócitos humanos 

 
Ao passo em que a célula hospedeira reconhece um PAMP e/ou um 

DAMP é desencadeado a secreção de ATP (Tanaka et al., 2014; Ren et 

al.,2014). A molécula de ATP no espaço extracelular pode ser um mecanismo 

utilizado pela célula para ativar mecanismos de controle da infecção (Vylkova et 

al., 2007). E, dados da literatura apontam que hemicanais de panexina 1 podem 

estar envolvidos na secreção de ATP em células infectadas (revisto por 

Eugenin., 2014). Deste modo, decidimos analisar se a infecção pelo 

Mycobacterium leprae afetaria a expressão desta proteína em monócitos nos 

tempos de 6, 24 e 48horas. 

Os resultados obtidos por citometria de fluxo não se mostraram muito 

conclusivos devido ao número reduzido de replicatas biológicas, entretanto, os 

dados obtidos sugerem um aumento na expressão de panexina 1 (Figura 4.3 A- 

B). Os dados mostram que a expressão de panexina 1 parece aumentar nas 

células infectadas com 24 horas e, seus níveis de expressão se mantém estáveis 
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no tempo de 48 horas de infecção. O baixo rendimento celular deste experimento 

fez que utilizássemos o tempo de 48 horas para a condição controle. Além disso, 

obtivemos outro dado por análise de Western blot que corrobora com os dados 

de citometria de fluxo, mostrando que após 48 horas de infecção a expressão 

de panexina 1 parece permanecer aumentada quando comparada a condição 

não infectada  (Figura 4.3C). 

 
 

Figura 4-3 Mycobacterium leprae parece regular positivamente a expressão de Panexina 1 
em monócitos humanos. 

 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço) e o nível de expressão 
de panexina 1 foi determinado por Citometria de Fluxo nas células infectadas ou não com Mycobacterium 
leprae vivo (10:1) por diferentes tempos. (A) Gráfico representativo mostra a expressão relativa de 

Panexina 1 , onde foi normalizado a condição não indeftada (N.I) com o valor arbitrário de 1, e a condição 
infectada (M.leprae) variando de acordo com seu controle experimental. No histograma é representado a 
condição N.I como roxa ,M.leprae 6 horas azul claro, M.leprae 24 horas vermelho e M.leprae 48 horas 
laranja. (B) Imagem representativa da expressão da Panexina 1 analisada por Western blot usando 
amostras de lisado de leucócitos totais, com marcação específica do anticorpo anti-Panx1 (1:500) como 
normalizador foi usado o anticorpo policlonal anti-GAPDH (1:1000) e o gráfico representando a análise 
densitométrica mostrando um regulamento positivo na expressão de panxina 1 nos monócitos infectados. 
Os dados em A são médias ± desvio padrão de dois experimentos independentes (N=2) e em B 
representam um experimento (n=1) 

 
 

A molécula de ATP no espaço extracelular pode ser reconhecida por 

diferentes receptores, o que inclui o receptor P2X7. Assim, visto que existe a 
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possibilidade de um aumento na secreção de ATP pelo monócito infectado com 

o patógeno, o passo seguinte desta parte do trabalho foi avaliar se a infecção 

pelo bacilo seria capaz de modular os níveis de expressão do receptor P2X7. Os 

dados obtidos por ensaios de citometria de fluxo (Figura 4.4 A) nos permitem 

observar que a infecção com Mycobacterium leprae reduz a expressão de P2X7 

nos tempos de 24 horas (pico azul do histograma) e 48 horas ( pico laranja do 

histograma) quando comparada a condição não infectada (vermelho). O 

resultado observado no tempo de 48 horas pode ser comprovado por análise 

de Western blot (Figura 4.4 B), onde mostramos que a infecção diminui a 

expressão de P2X7. 

 

Figura 4-4 Infecção por Mycobacterium leprae regula negativamente a expressão do 
receptor P2X7 em monócitos humanos. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço) e o nível de expressão 
de P2X7 foi determinada por Citometria de Fluxo nas células infectadas ou não Mycobacterium leprae 
vivo (10:1) em diferentes tempos.(A). Gráfico representativo mostra a expressão relativa do P2X7 
normalizada de acordo com a condição não indeftada (N.I) padronizando o valor de partida como 1, e a 
condição infectada (M.leprae) variando conforme seu controle experimental. No histograma é 
representado a condição N.I como vermelha ,M.leprae 24 horas azul e M.leprae 48 horas laranja. (B) 
Imagem representativa da expressão da P2X7 analisada por Western blot usando amostras de lisado de 
leucócitos totais, com marcação específica do anticorpo anti-P2X7 (1:500) como normalizador foi usado o 
anticorpo policlonal anti-GAPDH (1:1000) e o gráfico representando a análise densitométrica mostrando 
um regulamento negativo na expressão de P2X7 nos leucócitos totais infectados. Os dados em A são 
médias ± desvio padrão de quatro experimentos independentes (N=4) e em B representam um 
experimento (n=3). Os asteriscos indicam diferenças significativas (p <0,05) comparando as condições 
não infectadas (N.I) com as condições infectadas (Mycobacterium leprae 24 h e 48 h). 

 

4.4 Análise do envolvimento do receptor P2X7 na produção da 
citocina IL-1β e no metabolismo lipídico da célula infectada 
pelo Mycobacterium leprae 
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Considerando o papel do receptor P2X7 na produção da citocina IL-1β via 

ativação da plataforma do inflamassomo NLRP3 descrito na literatura (revisto 

por Adinolfi et al., 2017), fomos avaliar se a adição de ATP ao meio extracelular 

poderia modular a produção desta citocina por monócitos infectados ou não 

infectados. Em função da larga variação nos níveis de IL-1β entre as células dos 

indivíduos doares, optamos por fazer um gráfico mostrando a produção relativa 

desta citocina. Estes resultados são referentes a dois indivíduos, dos quais 

tiveram o sangue coletado e purificado, onde a produção de IL-1β fora analisada 

nos tempos de 24 horas e 48horas pós-infecção. Os resultados ainda que 

preliminares mostram que a adição de ATP parece ser capaz de induzir um 

aumento na produção de IL-1β, principalmente nas células infectadas, o que 

sugere um possível envolvimento do receptor P2X7 neste fenômeno (Figura 4.5 

A-B), entretanto, mais estudos são necessários para investigar melhor este 

efeito. 
 

Figura 4-5 A adição de ATP extracelular parece aumentar a produção de IL1-β em 
monócitos humanos infectados com Mycobacterium leprae. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), onde foram infectados 
com Mycobacterium leprae (10:1) vivo ou não com adição ou não de ATP (500µM). As células 

permaneceram em estufa com 5% de CO2 em 33°C com 10% de SFB e após 48 horas foi recolhido o 

sobrenadante e a citocina IL-1β foi dosada pela técnica de ELISA. Este gráfico representa os dados em 
“Produção Relativa” por conta das bruscas diferenças entre as produções de IL-1β secretadas pelos 
monócitos dos diferentes indivíduos. (N=2) 

 
 

O metabolismo lipídico é um fenômeno que está relacionado com o 

receptor P2X7. Este receptor tem se mostrado amplamente envolvido no 

acúmulo de lipídios, assim como no desenvolvimento de obesidade em 

camundongos deficientes para este receptor (Sun et al., 2012). O acúmulo de 

lipídios é um fenômeno que é amplificado pela infecção com o Mycobacterium 

leprae e, como mencionado anteriormente, os CLs induzidos pelo bacilo estão 
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diretamente envolvidos na sobrevida do patógeno (Mattos et al., 2010). Assim, 

outro objetivo investigado neste trabalho foi avaliar o envolvimento deste 

receptor no acúmulo de CLs nas células infectadas pelo Mycobacterium leprae. 

Para iniciar estas análises fomos avaliar se a adição de ATP, BzATP e do 

antagonista de P2X7 não específico, BBG, poderiam exercer algum efeito 

sobre o acúmulo de CLs induzidos pelo Mycobacterium leprae em monócitos 

humanos. Os resultados mostrados na figura 4.6 e quantificados no gráfico 

abaixo, mostram que o Mycobacterium leprae parece induz o acúmulo destas 

organelas e que a presença do ATP parece diminuir o acúmulo destes CLs. 

 
 

 
 

Figura 4-6 Ativação do receptor P2X7 parece reduzir o acúmulo de corspúsculos 
lipídicos em células infectadas por Mycobacterium leprae. 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência mostrando a formação de corpúsculos lipídicos 

em monócitos humanos derivados de PBMC, 2x105/poço, tratadas ou não com 500µM de ATP e/ou 100 
nM de BBG , infectados com Mycobacterium leprae vivo (10:1) ou não. A adição de ATP foi feita junto 

com a infecção e, o tratamento com BBG foi feito 1 hora antes da infecção. O experimento foi mantido por 

24h de infecção,onde as células foram mantidas em estufa 5% de CO2 à 33°C com 2% de SFB. Os 

corpúsculos lipídicos foram visualizados com ampliação de 40x e a quantificação destas organelas foi 
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expressa em gráficos de barras como número de CL / célula. Os CLs foram observados como organelas 
citoplasmáticas vermelhas após marcação com Oil Red O, e o núcleo foi evidenciado em azul DAPI. A 
quantificação das organelas foi feita usando o software Image J. (N=2).As escalas nas imagens são 

referentes a 20 µm. 
 
 
 
 

Observamos também que adição do BBG parece aumentar o acúmulo de CLs, 

tanto na célula não infectada quanto na condição infectada, entretanto, a 

adição de BBG na concentração de 100nM não foi capaz de reverter o efeito 

inibitório do ATP.  

Resultados semelhantes foram obtidos usando o análogo mais potente 

que o ATP, um composto denominado como BzATP. Como pode-se observar, 

o BzATP parece induzir uma diminuição no acúmulo de CLs, e como observado 

no experimento anterior, o BBG novamente apresentou um perfil que sugere 

um aumento na formação destas organelas. De forma similar ao fenômeno já 

observado, a adição de BBG parece que não foi capaz de reverter o efeito do 

agonista BzATP (Figura 4.7). Apesar deste experimento ser referente a apenas 

uma replicata biológica, este dado caminha com o fenômeno observado na figura 

anterior utilizando o ATP. 
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Figura 4-7 BzATP parece reduzir o acúmulo de corspúsculos lipídicos em células infectadas por 
Mycobacterium leprae. 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência mostrando a formação de corpúsculos lipídicos 

em monócitos humanos derivados de PBMC, 2x105/poço, tratadas ou não com 300µM de BzATP e/ou 
100 nM de BBG (antagonista P2x7 específico) infectados com Mycobacterium leprae vivo ou não. A 
adição de BzATP foi feita junto com a infecção e, o tratamento com BBG foi feito 1 hora antes da infecção. 

O experimento foi mantido por 24h, onde as células foram mantidas em estufa 5% de CO2 à 33°C com 

2% de SFB. Os corpúsculos lipídicos foram visualizados com ampliação de 40x e a quantificação destas 
organelas foi expressa em gráficos de barras como área de CL / célula. Os CLs foram observados como 
organelas citoplasmáticas vermelhas após marcação com Oil Red O, e o núcleo foi evidenciado em azul 
DAPI. A quantificação das organelas foi feita usando o software Image J. (N=2). As barras nas imagens 
são referentes a 20 µm. 

 

Para reforçar a hipótese do envolvimento do receptor P2X7 na modulação 

dos CLs induzidos pelo Mycobacterium leprae, foram realizados experimentos 

com camundongos C57BL/6J nocaute para P2X7. Nestes ensaios macrófagos 

peritoneais foram isolados e infectados com Mycobacterium leprae, após 48h 

de infecção, os corpúsculos foram corados com ORO e analisados por 

microscopia de fluorescência. Os resultados mostram que a ausência deste 

receptor aumenta o acúmulo de CLs nas células não infectadas, no entanto, este 

efeito foi ainda mais evidente nas células infectadas com M. leprae (Figura 4. 

8). 
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Figura 4-8 Ausência de P2X7 aumenta o acúmulo de corpúsculos lipídicos em macrófagos 
infectados com Mycobacterium leprae. 
Os macrófagos peritoneais de camundongo Wild Type ou P2x7 K.O foram infectados ou não 
com Mycobacterium leprae vivo (10:1) durante 48 horas (barra branca ou preta), e as células 
foram mantidas em estufa 5% de CO2 à 33°C com 2% de SFB.(A) Macrófagos peritoneais de 
camundongos W.T não infectados, (B) macrófagos peritoneais de camundongos W.T infectados, 
(C) Macrófagos peritoneais de camundongos P2x7 KO não infectados e (D) macrófagos 
peritoneais de camundongos P2X7 KO infectados. As gotículas lipídicas foram visualizadas por 
microscopia de fluorescência como inclusões pontuadas citoplasmáticas vermelhas após 
coloração com Oil Red O ressatadas com as setas nas imagens, e a quantificação destas 
organelas foi expressa em gráficos de barras como área de CL / célula. Os núcleos foram 
marcados com DAPI. Ampliação 40x. A diferenças entre os grupos foi avaliada através de 

Student paramétrico Teste t com **p  0.005 e ** p 0.005. (n=3). As escalas nas imagens 
são referentes a 20 µm. 
 
 
 
 

Novas análises foram iniciadas para reafirmar este envolvimento e, os 

ensaios com macrófagos derivados de medula óssea desses camundongos 

apresentam o mesmo perfil (Figura 4. 9). 
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Figura 4-9 Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos nocaute para P2X7 
parece ter o aumento no acúmulo  de  corpúsculos  lipídicos amplificado  pela  infecção  
com Mycobacterium leprae. 
Os macrófagos de medula óssea de camundongo Wild Tipe ou P2x7 K.O foram infectados ou não com 

Mycobacterium leprae vivo (10:1) durante 48 horas (barra branca ou preta), as células foram mantidas em 

estufa 5% de CO2 à 33°C com 2% de SFB. (A) Macrófagos derivados de medula de camundongos W.T 
não infectados, (C) macrófagos derivados de medula de camundongos W.T infectados, (B) macrófagos 
derivados de medula de camundongos P2x7 KO não infectados e (D) macrófagos derivados de medula de 
camundongo P2x7 KO infectados. As gotículas lipídicas foram visualizadas por microscopia de 
fluorescência observados como inclusões pontuadas citoplasmáticas vermelhas após coloração com Oil 
Red O ressatadas com as setas nas imagens, e a quantificação destas organelas foi expressa em gráficos 
de barras como área de CL / célula. Os núcleos foram marcados com DAPI (N=1). As barras nas imagens 
são referentes a 20 µm. 

 

Portanto, os efeitos da infecção pelo Mycobacterium leprae na redução da 
expressão deste receptor, assim como no aumento da hidrólise extracelular do 
ATP, podem estar contribuindo para a manutenção dos CLs induzidos pelo 
Mycobacterium leprae. 

 
 



60  

4.5 Efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae na expressão 
da enzima CD73 e do receptor de Adenosina A2a 

 
 

O aumento da hidrólise de ATP por ação da enzima CD39 tem como 

produto final, o nucleotídeo 5’AMP, substrato da enzima CD73, portanto, em 

paralelo analisamos o efeito da infecção na expressão da enzima CD73. O 

primeiro resultado sugere que a infecção com Mycobacterium leprae regule 

positivamente a expressão de CD73 no tempo de 24 horas pós-infecção (Figura 

4. A). No entanto, a infecção parece modular negativamente a expressão da 

enzima quando análisada no tempo de 48 horas ao ser comparada com a 

condição não infectada (Figura 4. B). Os histogramas apresentados corroboram 

com os respectivos dados de expressão relativa. 

 

 
 

 

Figura 4-10 Efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae  na  expressão  da  enzima 
ecto 5’nucleotidase (CD73) em monócitos humanos. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço) e o nível de expressão 
de CD-73 foi determinado por Citometria de Fluxo nas células infectadas ou não com Mycobacterium 
leprae vivo (10:1). (A,B) Gráficos representativos mostram a leitura da fluorescência do anticorpo 

específico (CD-73) conjugado ao fluorocromo PE (FL-2) representados no Histograma como: não 
infectada (N.I – Azul) e Infectada (M. leprae – Laranja). Os dados são representados como expressão 
relativa após atribuir os valores da condição não infectada (N.I) como 1 e os valores da condição infectada 
(M. leprae) variarem de acordo com seu controle experimental. Foram realizados 3 experimentos 

independentes no tempo de 24 horas (N3) e 2 experimentos independentes (N2) no tempo de 48 horas e 
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a significância no valor de “p” (p˂0.05) entre as condições N.I e M. leprae foi avaliada e não foi detectada 
diferença significativa utilizando o teste Student paramétrico Teste t. 

. 

 

 
A ADO é uma molécula moduladora da resposta imune inata via ativação 

de seus receptores. A ativação do receptor de ADO, A2a, está associada a uma 

potencial mas não exclusiva resposta anti-inflamatória. Deste modo, o passo 

seguinte do trabalho foi investigar o perfil de expressão do receptor A2a nos 

monócitos infectados pelo Mycobacterium leprae. Para isto, ensaio de 

imunofluorescência e citometria de fluxo foram realizados em tempos distintos 

de infecção. Os dados obtidos por citometria de fluxo apontam que a infecção 

pelo bacilo foi capaz de aumentar a expressão do receptor A2a nos monócitos 

infectados por 24 horas (Figura 4.11 A-B). Resultado similar foi observado por 

imunofluorescência, após 48horas de infecção (Figura 4.11 C). Observamos 

uma maior abundância da marcação pontual do receptor (verde) nas células 

infectadas quando comparada a célula não infectada. A análise deste dado está 

representada no gráfico ao lado. 
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Figura 4-11  A infecção pelo Mycobacterium leprae aumenta a expressão do receptor de 
adenosina A2A em monócitos humanos. 
Os monócitos humanos foram infectados (histogramas azuis ou barra preta ) ou não (histograma cinza ou 
barra branca) com M. leprae (MOI 10: 1) durante 24 horas (citometria de Fluxo) e 48 horas (microscopia 
de fluorescência). (A) Histogramas representativos da análise de citometria de fluxo para a expressão 
A2A utilizando anticorpo específico (1:300) conjugado com alexa 488 (verde) 1:300 e (B) A intensidade 
média de fluorescência (MFI) obtida por citometria de fluxo foi utilizada para representar o nível de 
expressão relativo de A2A. (C) Imagens representativas de quatro experimentos independentes onde 
DAPI marca o núcleo celular, A2a marca o reconhecimento específico pelo receptor em verde, juntamente 
com a quantificação da expressão do receptor A2a através do software Imagej. A diferenças entre os 
grupos foi avaliada através de Student paramétrico Teste t comparando as condições N.I e M. leprae.* p < 
0.05 (N=4). As barras nas imagens são referentes a 20 µm. 
 
 
 

 

4.6 Análise da participação da ADO e do receptor A2a na 
produção das citocinas IL-10, IL8, IL-1β e da quimiocina 
MCP1. 

 
 

Como mencionado anteriormente, a ADO é um mediador da resposta 

imune e a ativação do receptor A2a está associada a modulação de citocinas 

como IL10 e IL6, dentre outras. Além disto, alguns trabalhos mostram que a 

ativação de A2a modula a produção da quimiocina proteína 1 quimioatraente de 

monócitos (MCP-1). Nesta parte do trabalho fomos investigar o envolvimento 

do receptor A2a na modulação das citocinas IL10 e IL-1β , assim como da 

quimiocina MCP-1 e IL-8 nas células infectadas. Para isto usamos como 

agonista não seletivo, a ADO e como agonista seletivo, o composto CGS21680. 

Neste estudo foi utilizado como antagonista seletivo para o receptor A2a o composto 

ZM241385. 

Os dados de produção de MCP-1, são referentes aos monócitos de dois 

indivíduos (N=2) (Figura 4.12 A) e mostram que a infecção parece aumentar a 

produção de MCP1, após 48h, entretanto, não observamos nenhum efeito do 

antagonista ZM241385 (Figra 4.12 A). No entanto, ao adicionarmos ADO e 

CGS21680, observamos um perfil que sugere um aumento na produção de 

MCP1 tanto nas células controle, quanto nas células infectadas. Além disso,  

observamos ainda, que a adição de ZM241385, aboliu o efeito da adição de 

CGS21680 sobre a produção desta quimiocina (Figura 4.12 B). Estes dados 

ainda se encontram em fase preliminar, portanto, outros experimentos ainda 

precisarão ser feitos para provar a hipótese de que a ativação de A2a participa 

da formação da quimiocina MCP-1. 
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. 
 

Figura 4-12 Receptor A2A parece aumentar a produção da quimicina MCP1 em 
monócitos humanos infectados com Mycobacterium leprae. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), onde foram infectados 

com Mycobacterium leprae (10:1) vivo ou não com adição ou não de ADO (100µM), CGS21680 (100µM) e 

ZM.241385 (50nM). As células permaneceram em estufa com 5% de CO2 em 33°C com 10% de SFB e 
após 48 horas foi recolhido o sobrenadante e a quimiocina MCP-1 foi dosada pela técnica de ELISA. (A - 
N=2 e B – N1) 

 

 

 

Além da quimiocina MCP-1, avaliamos também o efeito da adição do 

antagonista ZM24385 na produção de IL-10. Os resultados, também são 

referentes a dois indivíduos (N=2) e mostram que a adição do agonista per se, 

desencadeia uma possível diminuição na produção de IL10 induzida pelo 

Mycobacterium leprae (Figura 4.13. A). 

O efeito da adição de ADO e CGS21680 também foi avaliado sobre a 

produção de IL-8 e IL-1β. Observamos que a infecção aumenta a produção de 

IL-8 e que a adição de ambos agonistas reverte este efeito (Figura 4.13 B). Outro 

dado interessante observado foi o efeito da ADO e do CGS21860 sobre a 

produção de IL-1β. Nós observamos, que a infecção não modula a produção 

desta citocina, mas a adição destes compostos elevou a formação desta citocina 

apenas nos monócitos infectados (Figura 4.13 C), entretanto, estes resultados 

ainda não estão fechados, logo, mais experimentos serão necessários para 

identificar o perfil de produção desta citocina. 
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Figura 4-13 Receptor A2A modula a produção de citocinas em monócitos humanos 
infectados com Mycobacterium leprae. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), onde foram infectados 

com Mycobacterium leprae (10:1) vivo ou não com adição ou não de ADO (100µM), CGS21680 (100µM) e 

ZM.241385 (50nM). As células permaneceram em estufa com 5% de CO2 em 33°C com 10% de SFB e 
após 48 horas foi recolhido o sobrenadante e a quantificação de IL- 10 (N=2), IL-8 (N=3) e IL-1β foram 
dosada pela técnica de ELISA. Os dados refletem a média + SE de três ensaios independents, ou dois 
ensaios independentes. A diferenças entre os grupos foi avaliada através de Student paramétrico Teste t 

e, os asteriscos indicam diferenças significativas, (* = p <0,05) entre as condições não infectadas ou 
infectadas / tratadas. 

 
 
 
 
 
 

4.7 Análise da participação da ADO e do receptor A2a na 
modulação do acúmulo de corpúsculos lipídicos induzidos 
pelo Mycobacterium leprae em monócitos humanos 

 

 
 

Dados da literatura mostram que adenosina e seus receptores estão 

envolvidos na homeostase lipídica. Sabendo da importância do metabolismo 

lipídico para o Mycobacterium leprae, nosso próximo passo foi investigar o 

envolvimento de alguns componentes da via purinérgica na modulação do 

acúmulo de CLs induzidos pelo bacilo. 

Considerando que a infecção modula a expressão da enzima CD73 e esta 

está envolvida na formação de ADO a partir de 5’AMP, iniciamos este estudo 

adicionando ao meio de cultura 5’AMP na presença ou não do inibidor específico 

da enzima CD73, AMPCP, em seguida as células foram infectadas com o 

Mycobacterium leprae por 48 horas e, os CLs foram marcados com Oil Red O 

(ORO). O resultado obtido mostra que o Mycobacterium leprae foi capaz de 

aumentar os CLs quando comparada a condição não infectada e que a adição 

de 5’AMP reverteu este efeito. A adição do antagonista per se não induziu um 
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aumento destas organelas, no entanto, a adição deste composto reverteu o 

efeito do nucleotídeo 5’AMP nas células infectadas (Figura 4.14). 

 

 

 
 
 

Figura 4-14 A ecto-enzima CD73 regula a formação de corspúsculos lipídicos em 
monócitos infectados com Mycobacterium leprae. 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência mostrando a formação de corpúsculos lipídicos 

em monócitos humanos derivados de PBMC, 2x105/poço, tratadas ou não com 100µM de 5’AMP e/ou 
100 µM de AMPCP (antagonista CD-73 específico) infectados com Mycobacterium leprae vivo ou não. A 
adição de 5’AMP foi feita 30 minutos antes da infecção e, o tratamento com AMPCP foi feito 1 hora antes 

da infecção. O experimento foi mantido por 48h, onde as células foram mantidas em estufa 5% de CO2 à 

33°C com 2% de SFB. Os corpúsculos lipídicos foram visualizados com ampliação de 40x e a 
quantificação destas organelas foi expressa em gráficos de barras como área de CL / célula. Os CLs 
foram observados como organelas citoplasmáticas vermelhas após marcação com Oil Red O, e o núcleo 
foi evidenciado em azul DAPI. As setas ressaltam a localização dos CL presentes nas imagens.A 
quantificação das organelas foi feita usando o software Image J. Valores são apresentados em ± SD de 
experimentos independentes de árvore. * P <0,05 versus controle ou contra célula infectada tratada ou 
não (N=3). As escalas nas imagens são referentes a 20 µm. 

 

 

A ação enzimática da CD73 leva a formação de ADO no meio extracelular 

a partir da hidrólise 5’AMP. Vimos que a adição de 5’AMP reduz os níveis dos 
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CLs, efeito este revertido pelo inibidor seletivo da enzima. Este resultado sugere 

que a ADO pode estar mediando este efeito, via seus receptores. Nessa etapa 

do trabalho o intuito foi avaliar a participação do receptor A2a na formação dos 

CLs da célula infectada. Para realizarmos esse ensaio foi adicionado ou não 

ADO, ou o agonista específico do receptor A2a, CGS21680 e/ou antagonista 

deste receptor, ZM241385. As células foram infectadas e após 48 horas de 

incubação, a formação de CLs foi analisada por microscopia de fluorescência. O 

resultado deste experimento mostrou que a adição de ADO foi capaz de diminuir 

a formação dos CLs nas células infectadas (Figura 4.15). Além disso, de forma 

específica, foi possível observar que a ativação do receptor A2a com o agonista 

seletivo, CGS21680, foi capaz de diminuir a formação destas organelas nas 

células infectadas e a adição do antagonista seletivo, ZM241385, restaurou os 

níveis de CLs (Figura 4.15). 
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Figura 4-15 Ativação do receptor A2a reduz o acúmulo de corpúsculos lipídicos em 
monócitos infectados com Mycobacterium leprae. 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência mostrando a formação de corpúsculos lipídicos 

em monócitos humanos derivados de PBMC, 2x105/poço, tratadas ou não com 100µM de ADO ou 100 µM 
de CGS21680 e/ou 50nM ZM241385 (antagonista A2a específico) infectados com Mycobacterium leprae 

vivo ou não infectado. A adição de ADO e CGS21680 foi feita 30 minutos antes da infecção e, o 

tratamento com ZM241385 foi feito 1 hora antes da infecção. O experimento foi mantido por 48h, onde as 

células foram mantidas em estufa 5% de CO2 à 33°C com 2% de SFB. Os corpúsculos lipídicos foram 
visualizados com ampliação de 40x e a quantificação destas organelas foi expressa em gráficos de barras 
como área de CL / célula. Os CLs foram observados como organelas citoplasmáticas vermelhas após 
marcação com Oil Red O, e o núcleo foi evidenciado em azul (DAPI). A quantificação das organelas foi 
feita usando o software Image J. Valores são apresentados em ± SD de experimentos independentes. 

* P <0,05 versus controle ou contra célula infectada tratada ou não (N=3). 
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4.8 Análise do efeito da adenosina no efluxo de colesterol em 
macrófagos THP1 infectados com Mycobacterium leprae 

 
 

Como foi visto, que a ativação do receptor A2a diminui a formação de CLs 

e, como já mencionado no texto, o receptor A2a ativa o efluxo de colesterol 

através do aumento dos transportadores reversos de colesterol, ABCA1 e 

ABCG1. Fomos analisar se a ADO poderia afetar o efluxo de colesterol. Para 

isso as células foram incubadas com colesterol radioativo, tratadas com ADO e 

então infectadas. O resultado obtido sugere um aumento no efluxo de colesterol 

nas células infectadas tratadas com ADO quando comparadas com as células 

infectadas e não tratadas (Figura 4.16). 
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Figura 4-16 Participação de Adenosina na modulação do efluxo de colesterol promovido 
pelo Mycobacterium leprae. 
Monócitos THP-1 diferenciadas em macrófagos com 50 ng/mL de PMA e em seguida as células foram 

incubadas com 2 μCi/mL de [H 3]colesterol em meio RPMI contendo 5% de SFB por 48 horas a 37ºC e 

atmosfera a 5% de CO2. Após esse período, o sobrenadante foi retirado, e as células foram pré-
estimuladas ou não com Adenosina (100 µM) durante 1 hora e em seguida infectadas ou não com 
Mycobacterium leprae vivo (MOI 10:1) em meio RPMI1640 na ausência de SFB, por um período de 24 
horas e submetidos ao efluxo funcional de colesterol na presença de HDL a 50 µg/mL. A porcentagem (%) 
de efluxo de colesterol refere-se a contagem individual da radioatividade do sobrenadante celular/ 
(sobrenadante + lisado celular). Resultados referentes a um experimento realizado em duplicata.(n=1) 

%
 E

fl
u

x
o

 d
e

 C
o

le
s

te
ro

l 

- 



69  

4.9 Análise da expressão de ADA nas células infectadas pelo 
Mycobacterium leprae 

 
 

Além destas ectoenzimas, a ADA também pode ser encontrada com seu sítio 

catalítico voltado para o meio extracelular, sendo responsável por diminuir os 

níveis de ADO, resultando no aumento na formação de Inosina (INO). Como foi 

visto neste trabalho, a infecção foi capaz de aumentar a expressão do receptor 

A2a, que quando ativado resulta na diminuição na produção dos CLs, já descrito 

ser um evento desfavorável ao bacilo. Deste modo, investigar a participação da 

infecção na modulação da expressão de ADA poderia ajudar a explicar o que 

estaria acontecendo com os níveis de ADO no meio extracelular da célula 

infectada. Desta forma, fomos analisar o perfil de expressão de ADA nos 

monócitos infectados pelo patógeno. Nossos dados mostram que enzima ADA 

exibe um perfil semelhante ao da enzima CD73, isto é, um possível aumento na 

expressão de ADA após 24horas de infecção , mas um perfil de diminuição 

após 48horas de infecção (Figura 4.17 A-B).  

 

 
Figura 4-17 Efeito da infecção pelo Mycobacterium leprae  na  expressão  da  enzima 
adenosina desaminase, ADA, em monócitos humanos. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço) e o nível de expressão 
de ADA foi determinado por Citometria de Fluxo nas células infectadas com Mycobacterium leprae vivo 
(10:1) ou não infectadas. (A,B) Gráficos representativos mostram a leitura da fluorescência do anticorpo 
específico anti-ADA na condição de 24 horas representados no Histograma como:(A) não infectada (N.I – 
Azul ) e Infectada (M. leprae – Laranja). Os Histogramas representativos no tempo de 48 horas (B) é 
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representada como não infectada (N.I – Azul) e infectada (M. leprae – Laranja). A Intensidade de 
fluorescência média (MIF) representa os valores obtidos através da citometria. Os valores são médias ± 
SEM de 3 experimentos independentes no tempo de 24 horas (N=3) e 2 experimentos independentes no 
tempo de 48 horas (N=2). A significância no valor de “p” (p˂0.05) entre as condições N.I e M. leprae dos 
experimentos foi avaliada e não foi detectada diferença significativa utilizando o teste Student paramétrico 

Teste t. 
 

No entanto, observamos por western blot após 48horas de infecção um 

aumento na expressão da enzima ADA no lisado total de monócitos infectados, 

quando comparado com a célula não infectada (Figura 4.18 A-B). 

 

 
Figura 4-18 Aumento da expressão de ADA em monócitos humanos infectados pelo 
Mycobacterium leprae. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), posteriormente, 
infectados durante 48 horas ou não. Em seguida foram lisados e o extrato proteico total foi utilizado para a 
detecção do perfil de expressão de ADA através da técnica de Western blot. (A) Imagem das bandas 
específicas evidenciadas por quimioliminescência. (B) Gráfico representativo de 3 experimentos 
independentes representando a densitometria da marcação de ADA/ GAPDH. Foram utilizados anticorpos 
primários ADA (1:250) e anticorpos secundários na concentração de 1:10.000 conjugado com HRP. A 
diferenças entre os grupos foi avaliada através de Student paramétrico Teste t *p  0.05 (N=3). 

 
 

4.10  Análise do efeito do Mycobacterium leprae no perfil de 
nucleosídeos presentes no sobrenadantes de cultura de 
monócitos de PBMC após 48horas de infecção. 

 
 

Para realizar essa parte do projeto o nosso grupo iniciou uma colaboração 

com o Professor Dr. Rafael Garrett da Costa e a Dra. Marina Amaral Alves, 

ambos do LADETEC/UFRJ. Nosso objetivo foi avaliar se Mycobacterium leprae 

estaria modulando os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos no sobrenadante 

dos monócitos infectados e se este efeito poderia ser relacionado com a 

modulação da expressão das enzimas analisadas previamente, então, os 
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sobrenadantes de cultura de monócitos infectados e não infectados foram 

coletados e o material foi analisado por espectrometria de massas para a 

detecção de diferentes moléculas como Hipoxantina (A), Xantina (B), Ácido Úrico 

(C), Adenosina (D), Inosina (E), AMP(F), ADP (G) e ATP (H). A figura a seguir 

mostra os picos de padronização das respectivas moléculas investigadas neste 

estudo (Figura 4.19). 

 

 
 

Figura 4-19 Cromatograma de íons extraídos (CL-EMAR) para padronização de moléculas 
do metabolismo de purinas. 
Esta dosagem foi realizada para padronizar os picos característicos das moléculas investigadas no estudo 
como Hipoxantina (A), Xantina (B), Ácido Úrico (C), Adenosina (D), Inosina (E), AMP(F), ADP (G) e ATP 
(H). Os padrões dos compostos foram solubilizados em 7:3 água: ACN na concentração de 10 µg/mL. 

 

Após a padronização da técnica e o teste com os compostos padrões. Foi 

feita a análise do sobrenadante de cultura dos monócitos infectados e não 

infectados por 48 horas. O resultado mostra uma redução dos níveis 

extracelulares de inosina (INO), hipoxantina (HPX), xantina e ácido úrico no 

sobrenadante de cultura da célula infectada (Figura 4.20). Neste tempo de 48 

horas, não foi possível detectar a presença de ATP e adenosina no sobrenadante 
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em ambas condições de estudo, provavelmente por conta da instabilidade 

destas moléculas no tempo prologado de 48 horas, o que reforça a 

necessidade de utilizar períodos de infecção mais curtos. 

 
 
 

 
 

Figura 4-20 A infecção com Mycobacterium leprae parece diminuir a formação de 
nucleosídeos extracelulares. 

Os monócitos de sangue periférico foram purificados e plaqueados (2x105/poço), posteriormente, 
infectados durante 48 horas ou não. O sobrenadante foi recolhido e os níveis de detecção dos 
nucleosídeos foi observado através do método de extração do tipo Matyash modificado para estudo de 

metabolômica, sendo mantidas as proporções (MTBE/methanol/water, 2.6/2.0/2.4, v/v/v)2. (N=1). 

 
 

4.11  Análise in silico da expressão de genes do sistema 
purinérgico comparando indivíduos sadios, pacientes com 
hanseníase do polo multibacilar e paucibacilar através da 
reanálise de dados públicos de microarranjo 

 
 

Estudos de expressão gênica em larga escala são ferramentas 

extremamente valiosas que auxiliam na identificação de moléculas, vias 

metabólicas e mecanismos de sinalização, que podem estar sendo modulados 

frente uma infecção ou mesmo um quadro patológico (revisto por Mboowa et 

al.,2018). Estes dados através de uma abordagem ampla ajudam, por exemplo, 

na compreensão de mecanismos moleculares de patogênese. Belone e 

colaboradores em 2015 utilizando a técnica de microarranjo de chips de DNA, 

analisaram sessenta e seis amostras de lesões de pele subdivididas em :10TT, 

10BT, 10BB, 10BL, 4LL, 4R1, 10R2 e nove fragmentos de pele de indivíduos 

sadios, que foram utilizados como controle, e observou o perfil de expressão 

gênica destes indivíduos, portanto, em paralelo, decidimos verificar se a 

expressão de alguns genes da via purinérgica poderiam estar sendo modulados 

de forma diferente durante a patogênese da hanseníase comparando os 
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mesmos com indivíduos sadios. 

Nesta parte do trabalho, recuperamos os dados do banco de dados Gene 

Expression Omnibus, sob o acesso GSE74481 e reanalisamos alguns genes da 

via purinérgica, conforme descrito na metodologia. Para esta análise agrupamos 

os indivíduos BT e TT como paucibacilares e BL e LL como multibacilares, 

totalizando 20PB e 14MB respectivamente. Comparamos o perfil de expressão 

gênica entre estes grupos e com o grupo de indivíduos sadios que 

correspondiam a 9 fragmentos de pele. 

Os primeiros genes reanalisados foram os genes ENTPD1 que codifica a 

enzima CD39, PANX1(panexina 1), e P2X7. Os gráficos representam a 

expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 

figura 4.20 mostra um aumento de expressão do gene ENT1 tanto nos indivíduos 

PB quanto MB quando comparado aos indivíduos controle, entretanto, os 

indivíduos MB apresentam um perfil ainda maior na expressão deste gene 

(Figura 4.21 A). Este achado corrobora com os dados de infecção em monócitos 

, onde é possível sugerir um aumento na expressão da enzima CD39 no tempo 

de 24 horas. 

Para o gene PANX1, observamos que pacientes MB apresentam uma 

maior expressão deste gene em comparação com indivíduos sadios (Figura 

4.21B). Estes dados corroboram com nossos dados obtidos in vitro apresentados 

previamente. Entretanto, para o gene P2X7, observamos um perfil de expressão 

contrário aos nossos ensaios. Observamos que indivíduos MB expressam mais 

o gene P2X7 tanto em comparação aos indivíduos saudáveis quanto PB (Figura 

4.21 C). 
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Figura 4-21 Perfis de expressão gênica de biópsias de pele comparando os genes ENTPD1, 
PANX1 e P2X7 entre indivíduos saudáveis, pacientes com hanseníase paucibacilar e 
multibacilar. 
Reanálise de conjunto de dados públicos de Belone et al. (2015) DOI: 10.3389 / fgene.2015.00334. os 
gráficos representam a expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 
esfera preta central representa a média por grupo ± erro padrão da média (SEM). As colunas mostram: 
genes de interesse representados com o símbolo oficial de acordo com HGNC/NCBI; log2FC, representa 
a diferença entre os grupos; condições comparadas: indivíduos saudáveis (esferas verdes), PB- pacientes 
com hanseníase paucibacilar (esferas azuis) e MB-multibacila (esferas vermelhas); lower.CL- Intervalo de 
95% de confiança inferior e upper.CL - Intervalo de 95% de confiança superior. ENT1- Ectonucleotídeo 
trifosfoshidrolase (CD39), PANX1- Panexina 1 e P2X7-receptor purinérgico P2X7. Após a normalização, 

empregou-se análise de variância (ANOVA) seguida de Tukey HSD para testar as diferenças entre os 
grupos de pele sadia (n=9), hanseníase paucibacilar (PB, n=20) e hanseníase multibacilar (MB, n=14). As 
análises que obtiveram diferença estatístiaca ( P<0.05) foram caracterizadas com *. 

 

Seguindo nossas análises, observamos que tanto em indivíduos PB 

quanto em MB a expressão de ADA encontra-se significativamente aumentada 

em relação aos indivíduos sadios (Figura 4.22 C-D). Este resultado corrobora 

com os dados de infecção de monócitos com 24 de infecção e com o achado de 

que, após 48h de infecção os níveis de ADA total estão aumentados. 

Com relação a parte da via purinérgica envolvendo a formação, 

metabolização da ADO e mecanismos de sinalização disparados por este 

nucleosídeo via seus receptores, A1, A2a, A2b e A3, observamos que, 

diferente da nossa hipótese, a infecção não parece modular a expressão do 

gene NT5E que codifica a enzima CD73 (Figura 4.22 A), no entanto, 

observamos uma redução significativa na expressão do gene ADK que codifica 

a enzima adenosina quinase, uma enzima envolvida na via de salvamento de 

nucleotídeos, que converte ADO em AMP. A diminuição de ADK foi evidenciada 

nos dois grupos de indivíduos infectados, PB e MB, quando comparados ao 

grupo sadio (Figura 4.22 B). Observamos também uma diminuição da 

expressão deste gene quando comparamos MB com PB (Figura 4.22 A-B). 

Outra enzima de grande relevância no contexto da metabolização da ADO, é 

ADA. Observamos que o gene ADA é mais expresso nos indivíduos infectados 

quando comparado aos sadios. Estes resultados corroboram com os nossos 

achados de que a infecção aumenta a expressão de ADA, entretanto, não 

evidenciamos um efeito na expressão deste gene entre as formas clínicas 

(Figura 4.21 C). 
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Figura 4-22 Perfis de expressão gênica de biópsias de pele comparando os genes NTE5, 
ADK e ADA entre indivíduos saudáveis, pacientes com hanseníase paucibacilar e 
multibacilar. 
Reanálise de conjunto de dados públicos de Belone et al. (2015) DOI: 10.3389 / fgene.2015.00334. os 
gráficos representam a expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 
esfera preta central representa a média por grupo ± erro padrão da média (SEM). As colunas mostram: 
genes de interesse representados com o símbolo oficial de acordo com HGNC/NCBI; log2FC, representa 
a diferença entre os grupos; condições comparadas: indivíduos saudáveis (esferas verdes), PB- pacientes 
com hanseníase paucibacilar (esferas azuis) e MB-multibacila (esferas vermelhas); lower.CL- Intervalo de 
95% de confiança inferior e upper.CL - Intervalo de 95% de confiança superior. NTE5- Ecto5’nucleotidase 
(CD73), ADK- Adenosina quinase e ADA-adenosina deaminase. Após a normalização, empregou-se 
análise de variância (ANOVA) seguida de Tukey HSD para testar as diferenças entre os grupos de pele 
sadia (n=9), hanseníase paucibacilar (PB, n=20) e hanseníase multibacilar (MB, n=14). As análises que 
obtiveram diferença estatístiaca ( P<0.05) foram caracterizadas com *. 

 

 

Estes resultados sugerem que a infecção poderia estar modulando os 

níveis de ADO. Como a ADO age via diferentes receptores, reanalisamos 

também a expressão dos genes que codificam estes receptores. Os dados da 

reanálise mostram que a infecção tem efeitos antagônicos com relação aos 

receptores A2a e A2b, enquanto a infecção aumenta a expressão dos genes 

ADORA2A tanto nos indivíduos PB quanto MB em comparação aos indivíduos 

sadios, o bacilo diminui a expressão do gene ADORA2B (Figura 4.23 A-B). 

Nossos dados de infecção em monócitos primários in vitro também mostraram 

um aumento na expressão do receptor A2a corroborando com os dados gerados 

da reanálise dos ensaios de Belone e colaboradores. 
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Figura 4-23 Perfis de expressão gênica de biópsias de pele comparando os genes 
ADORA2A e ADORA2B entre indivíduos saudáveis, pacientes com hanseníase 
paucibacilar e multibacilar. 
Reanálise de conjunto de dados públicos de Belone et al. (2015) DOI: 10.3389 / fgene.2015.00334. Os 
gráficos representam a expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 
esfera preta central representa a média por grupo ± erro padrão da média (SEM). As colunas mostram: 
genes de interesse representados com o símbolo oficial de acordo com HGNC/NCBI; log2FC, representa 
a diferença entre os grupos; condições comparadas: indivíduos saudáveis (esferas verdes), PB- pacientes 
com hanseníase paucibacilar (esferas azuis) e MB-multibacila (esferas vermelhas); lower.CL- Intervalo de 
95% de confiança inferior e upper.CL - Intervalo de 95% de confiança superior.ADORA2A – Receptor 
A2a, ADORA2B- Receptor A2b. Após a normalização, empregou-se análise de variância (ANOVA) 

seguida de Tukey HSD para testar as diferenças entre os grupos de pele sadia (n=9), hanseníase 
paucibacilar (PB, n=20) e hanseníase multibacilar (MB, n=14). As análises que obtiveram diferença 
estatístiaca ( P<0.05) foram caracterizadas com *. 

 

 

 
Resultado semelhante foi observado para os genes ADORA1 e ADORA3 

(Figura 4.24 A-B). Neste caso, a infecção aumenta a expressão do gene 

ADORA3 e reduz a expressão de ADORA1. Um resultado muito interessante 

desta reanálise foi observado com relação ao gene ADORA3. Este pareceu 

dentre os receptores de adenosina, o mais expresso em pacientes MB. 
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Figura 4-24 Perfis de expressão gênica de biópsias de pele comparando os genes 
ADORA1 e ADORA3 entre indivíduos saudáveis, pacientes com hanseníase paucibacilar 
e multibacilar. 
Reanálise de conjunto de dados públicos de Belone et al. (2015) DOI: 10.3389 / fgene.2015.00334. Os 

gráficos representam a expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 
esfera preta central representa a média por grupo ± erro padrão da média (SEM). As colunas mostram: 
genes de interesse representados com o símbolo oficial de acordo com HGNC/NCBI; log2FC, representa 
a diferença entre os grupos; condições comparadas: indivíduos saudáveis (esferas verdes), PB- pacientes 
com hanseníase paucibacilar (esferas azuis) e MB-multibacila (esferas vermelhas); lower.CL- Intervalo de 
95% de confiança inferior e upper.CL - Intervalo de 95% de confiança superior. ADORA1 – Receptor A1, 
ADORA3- Receptor A3. Após a normalização, empregou-se análise de variância (ANOVA) seguida de 
Tukey HSD para testar as diferenças entre os grupos de pele sadia (n=9), hanseníase paucibacilar (PB, 
n=20) e hanseníase multibacilar (MB, n=14). As análises que obtiveram diferença estatístiaca ( P<0.05) 
foram caracterizadas com *. 

 

 
Reanalisamos, também, a expressão de genes que codificam enzimas 

envolvidas na produção do ácido úrico, dentre eles, o gene PNP, que codifica a 

enzima purina nucleosídeo fosforilase, que catalisa a formação de hipoxantina a 

partir de inosina. Outro gene reanalisado foi o gene XDH, que codifica a enzima 

xantina oxidase, que catalisa a formação de ácido úrico a partir de xantina. Os 

resultados das reanálises dos dados de microarranjo de Belone e colaboradores 

mostraram que pacientes MB e PB expressam significativamente mais o gene 

PNP quando comparado aos indivíduos sadios ( Figura 4.25 A). 

Com relação ao gene XDH, os dados de reanálise mostraram que 

pacientes MB expressam significativamente menos este gene tanto em relação 

aos indivíduos sadios quanto aos pacientes PB (Figura 4.25 B). Este resultado 

pode sugerir que pacientes MB produzam menos ácido úrico, o que pode 

corroborar com nossos dados in vitro, que mostram que monócitos infectados 

aparentemente produzem menos ácido úrico no sobrenadante de cultura. 
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Por fim incluímos, em nossa reanálise o gene SLC19A1 que codifica o 

transportador de nucleosídeo ENT1 envolvido na captação de nucleosídeos 

como adenosina e inosina. Observamos que este gene está significativamente 

mais expresso em pacientes MB tanto em relação aos indivíduos sadios quanto 

aos indivíduos PB (Figura 4.25 C). 

 
 

Figura 4-25 Perfis de expressão gênica de biópsias de pele comparando os genes PNP, 
XDH E SLC29A1 entre indivíduos saudáveis, pacientes com hanseníase paucibacilar e 
multibacilar. 
Reanálise de conjunto de dados públicos de Belone et al. (2015) DOI: 10.3389 / fgene.2015.00334. Os 
gráficos representam a expressão normalizada em log2 para cada indivíduo de acordo com o grupo. A 
esfera preta central representa a média por grupo ± erro padrão da média (SEM). As colunas mostram: 
genes de interesse representados com o símbolo oficial de acordo com HGNC/NCBI; log2FC, representa 
a diferença entre os grupos; condições comparadas: indivíduos saudáveis (esferas verdes), PB- pacientes 
com hanseníase paucibacilar (esferas azuis) e MB-multibacila (esferas vermelhas); lower.CL- Intervalo de 
95% de confiança inferior e upper.CL - Intervalo de 95% de confiança superior. PNP – purina nucleosídeo 
fosforilase, XDH- xantina oxidase e SLC29A1- transportador de nucleosídeo ENT1. Após a normalização, 
empregou-se análise de variância (ANOVA) seguida de Tukey HSD para testar as diferenças entre os 
grupos de pele sadia (n=9), hanseníase paucibacilar (PB, n=20) e hanseníase multibacilar (MB, n=14). As 
análises que obtiveram diferença estatístiaca ( P<0.05) foram caracterizadas com *. 
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5 Discussão 

 

Durante o desenvolvimento deste estudo diversos entraves surgiram, 

pórem, a escasses de Mycobacterium leprae foi o fator determinante para o 

não avanço com os dados do projeto, o que resultou em diversos dados ainda 

não concluídos apresentados nesta dissertação. Nosso laboratório mantem 

uma colaboração com a Dra. Patrícia Sammarco Rosa, do Instituto Lauro de 

Souza Lima, aonde a própria coordena uma equipe de profissionais 

responsáveis por manter uma colonia de camundongos nude, com o intuito de 

fomentar a manutenção da obtenção de bacilos para ensaios de infecção in 

vitro. Periódicamente recebemos o material para a purificação e obtenção das 

bactérias. No entanto, diversos problemas ocorream na purificação deste 

material, o que  resultou por diversas vezes na presença de contaminantes ao 

final do procedimento de purificação, o que inviabiliza a utilização das bactérias 

obtídas. Este problema percorreu por diversos meses consecutivos e, até os 

dias atuais, ainda não foi totalmente resolvido, o que dificulta o 

desenvolvimento dos projetos envolvidos.   

Os monócitos constituem leucócitos de natureza bastante heterogênea 

que circulam na corrente sanguínea fazendo parte de um conjunto de células 

essenciais que ajudam a regular processos inflamatórios (Kratofil et al 2017). 

Estas células monitoram a homeostase do organismo, e participam do  

processo de eliminação dos patógenos que conseguem acessar a corrente 

sanguínea. Até os dias atuais, acredita-se que a transmissão da hanseníase 

seja através das vias áreas superiores, logo, em algum momento ainda não 

conhecido, o Mycobacterium leprae consegue driblar as barreiras fisiológicas e 

alcançar o fluxo sanguíneo. Deste modo, os monócitos naive podem 

representar as primeiras células a entrarem em contato com o bacilo quando 

este atinge a circulação sanguínea. Essa característica faz com que estas 

células sejam um bom modelo para se estudar os fenômenos moleculares 

iniciais desencadeados a partir da interação com Mycobacterium leprae. 

Neste trabalho nos propusemos a estudar a participação do sistema 

purinérgico na hanseníase, com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a 

patogênese do Mycobacterium leprae. Nossos dados mostram que a infecção 
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modula diferentes componentes deste sistema de sinalização, que por sua vez, 

são capazes de afetar a resposta imune e o metabolismo lipídico da célula 

infectada. Além disto, este trabalho pode fornecer maiores informações com 

relação aos mecanismos moleculares envolvidos nas formas clínicas polares 

desta doença, além de potenciais pontos de controle da infecção. 

O ATP extracelular é considerado juntamente com a ADO os principais 

mediadores do sistema purinérgico. Atualmente, é sabido que a molécula de ATP 

possui diferentes funções celulares que vão além do contexto metabólico 

(Tanaka et al., 2014). Esta molécula é considerada um DAMP, isto é, um padrão 

molecular associado ao perigo. Dados da literatura mostram, que o processo de 

secreção do ATP está muitas vezes associado ao reconhecimento celular de 

PAMPs, padrões moleculares associado ao patógeno, ou mesmo a outros 

DAMPs, que sinalizam um evento desfavorável ao organismo, como por 

exemplo, a presença de patógenos ou lesão tecidual (Di Virgilo., 2008). 

Alguns trabalhos apontam que ao ser infectada, a célula hospedeira pode 

liberar ATP através de Panexina 1 (Romanov et al., 2012). Os dados obtidos 

em nosso trabalho sugerem um aumento de Panexina 1 nos monócitos 

infectados pelo Mycobacterium leprae. Apesar destes dados ainda precisarem 

ser confirmados com um maior número de indivíduos, é possível que este efeito 

seja uma resposta da célula hospedeira na tentativa de aumentar a secreção 

de ATP, com o intuito de sinalizar a presença do patógeno no microambiente 

celular, o que poderia resultar em uma ativação autócrina, levando a uma 

sinalização pró-inflamatória, ou mesmo parácrina, que poderia resultar no 

recrutamento de células fagocíticas, a fim de auxiliar na eliminação do patógeno. 

Os resultados da reanálise de dados públicos de microarranjo de Belone 

e colaboradores (2015), que compararam fragmentos de pele de indivíduos 

sadios com pacientes de diferentes formas clínicas da hanseníase, mostraram 

um aumento significativo nos níveis de expressão gênica de PANX1 em 

pacientes MB, o que pode corroborar com nossos achados in vitro. Estes 

resultados podem sugerir, que a Panexina 1 possa estar desempenhando algum 

papel que pode estar beneficiando o estabelecimento da infecção, ou mesmo 

ativando mecanismos de tolerância à infecção. Além da Panexina 1, outras 

proteínas podem estar envolvidas no processo de secreção do ATP, como a 

proteína conexina-43 e o próprio receptor P2X7 (Cotrina et al., 1998; Pellegatti 
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et al.,2005 ; Praetorius et al.,2009). Portanto, novos alvos devem ser analisados 

para podermos compreender melhor o processo de liberação de ATP na célula 

infectada pelo Mycobacterium leprae, assim como seu papel na hanseníase. 

Os níveis de ATP extracelular podem ser regulados por ação da 

ectoenzima CD39 (Yegutkin et al., 2008). A regulação dos níveis de ATP 

extracelular afeta diversos processos celulares, sendo capaz de atenuar os 

danos causados como consequência da infecção bacteriana generalizada, como 

visto em modelo de sepse em camundongos (Savio et al., 2017). Nosso trabalho 

mostra que a infecção parece regular positivamente a expressão desta 

ectoenzima. Este mecanismo pode ser uma estratégia utilizada pelo bacilo para 

evitar a ativação de mecanismos microbicidas mediado pelo ATP extracelular, 

como por exemplo, os mecanismos disparados pela ativação do receptor P2X7, 

que estão associados a ativação do inflamassoma e produção de IL-1β (revisto 

por Adinolfi et al., 2017). 

Os dados obtidos por reanálise de microarranjo conforme mencionado 

acima, mostram que a infecção de uma maneira geral, aumenta a expressão de 

CD39 tanto no polo PB quanto MB. Considerando que pacientes PB apresentam 

uma resposta imune celular elevada com altos níveis de citocinas pró- 

inflamatórias, o aumento da expressão do gene ENTPD1 poderia parecer 

contraditório. Portanto, estudos de expressão proteica e mesmo de atividade 

enzimática serão necessários para avaliar de fato a expressão e o papel desta 

enzima em ambos os polos da doença. 

Uma questão importante a se considerar, é o fato de que o aumento da 

expressão do gene que codifica a enzima CD39, pode não significar 

necessariamente um aumento da expressão da enzima na membrana e o 

mesmo de sua atividade enzimática, uma vez que esta enzima é modulada pós- 

transcricionalmente por palmitoilação e fosforilação (Liao et al 2010 ; Amy et 

al., 2013). 

Dados da literatura mostram que os macrófagos M2 possuem a atividade 

enzimática de CD39 aumentada, o que pode levar à diminuição nos níveis de 

ATP extracelular, evitando uma possível resposta pró-inflamatória (Csóka et al., 

2012). Além disso, dados da literatura apontam que patógenos são capazes de 

aumentar a expressão de CD39 e, assim, limitar o processo inflamatório, 

escapando da resposta imune (Raczkowski et al., 2018). Somado a isso, a 
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literatura aponta que a ausência de CD39 resulta num ambiente rico em ATP 

extracelular, e que esse perfil pode resultar na produção citocinas pró- 

infloamatórias como, IL-1β, IL-18, IL-6, e TNF-α (Lévesque et al., 2010; Haskó 

et al., 2011; Petrovic-Djergovic et al.,2012). Portanto, o perfi de expressão de 

CD39 observado em nosso trabalho pode ser responsável por regular os níveis 

de ATPe e resultar no controle do processo inflamatório, permitindo um 

aumento na sobrevida do bacilo dentro da célula hospedeira. 

Além de sofrer hidrólise, o ATP extracelular, pode também ser 

reconhecido por receptores purinérgicos do tipo P2. Entre os receptores que 

reconhecem o ATP extraceluar pode-se destacar o receptor P2X7. Este receptor 

como já mencionado acima, além de auxiliar na secreção de ATP para o meio 

extracelular, medeia uma robusta resposta pró-inflamatória via ativação do 

inflamassoma NLRP3 e produção da citocina IL-1β (Mortaz et al.,2001;Soares- 

Bezerra et al 2015). A ativação deste receptor também dispara outros 

mecanismos microbicidas contra diferentes patógenos, como a indução de 

apoptose e produção de ROS (Bartlett et al.,2013;Soares-Bezerra et al 2015). 

Além disto, dados com Mycobacterium tuberculose mostram que este receptor 

está associado ao aumento da fusão fagolisossomal e morte do bacilo (Fairbairn 

et al.,2001). 

Nossos dados mostram que a infecção pelo patógeno foi capaz de 

diminuir a expressão do receptor P2X7 em diferentes tempos de infecção. Esta 

modulação negativa pode ser um recurso utilizado pelo patógeno, com o objetivo 

de manejar o microambiente da célula hospedeira e persistir com a infecção. No 

entanto, resultados obtidos da reanálise dos dados publicados de Belone e 

colaboradores, mostraram que os pacientes do polo MB tiveram uma modulação 

positiva deste gene. Esse dado é interessante, pois mostra que a complexidade 

de um tecido e da própria infecção podem alterar o padrão de expressão 

observado em ensaios in vitro. Os pacientes MB convivem anos com uma carga 

bacilar elevadíssima sem desencadear um quadro de choque por septicemia. O 

aumento de P2X7 pode sugerir que este receptor possa atuar dentro de um 

mecanismo de tolerância, sem conseguir de fato eliminar o bacilo mas 

equilibrando de certa forma essa balança. 

Um trabalho recente da literatura mostra que o receptor P2X7 

cooperativamente com o receptor P2Y2 promovem o controle da leishmaniose 
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cutânea, e que este mecanismo envolve Panexina 1 e a produção de 

leucotrienos (Thorstenberg et al., 2018). Este trabalho nos fez pensar que o 

receptor P2X7 em conjunto com outros receptores purinérgicos pode estar 

participando de alguma maneira da patogênese hanseniana 

Além do receptor P2Y2, recentemente foi mostrado que o receptor P2X4 

e P2X7 em conjunto, aumentam a fagocitose em macrófagos via modulação dos 

níveis de cálcio intracelular (Zumerle et al., 2019). Recentemente foi apresentado 

na dissertação de mestrado do aluno Thyago Leal, do laboratório de Hanseníase, 

através de análises in silico, que o gene que codifica o receptor P2X4 está up- 

regulado nos pacientes MB. Nossos dados in silico mostram aumento do gene 

P2X7, logo, estes componentes do sistema purinérgico podem estar agindo em 

conjunto e desempenhando ações relevantes no contexto dos pacientes MB. 

Outro gene que está elevado nos pacientes MB é o gene PANX1, como o 

receptor P2X7 também pode atuar na secreção de ATP de forma conjunta com 

Panexina 1, seria possível que o receptor P2X7 em associação com panexina 1, 

sejam relevantes na hanseníase 

Após o reconhecimento de um microrganismo, inicia-se a secreção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IFN-γ e IL-1β (revisto por Muñoz-Carrillo 

et al., 2018). Estas citocinas são capazes de ativar macrófagos a fagocitar os 

patógenos invasores, assim como, são capazes de induzir um aumento na 

produção de ROS nessas células (Yang et al., 2007). Nossos dados mostram 

que a infecção pelo Mycobacterium leprae não induz a produção de IL-1β pelos 

monócitos, no entanto, a adição de ATP ao meio extracelular parece elevar a 

produção de IL-1β nas células infectadas. Estes resultados podem indicar que 

o receptor P2X7 está ativo, portanto, a diminuição da expressão de P2X7 em 

associação com aumento da ectoenzima responsável por hidrolisar o ATP, 

podem estar contribuindo para a manutenção dos baixos níveis desta citocina 

frente a infecção. Apesar destes dados fazerem sentido, não podemos 

descartar a participação de outros nucleotídeos, nucleosídeos assim como de 

outros receptores neste fenômeno, visto que o ATP foi adicionado no início da 

infecção. 

Outra ectoenzima importante na regulação dos nucleotídeos 

extracelulares é a CD73. A ação desta ectoenzima é responsável por 

desfosforilar a molécula de AMP, gerando ADO extracelular, uma molécula com 
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propriedades imunomodulatórias. Dados da literatura ressaltam a importância 

desta enzima em diferentes contextos como, infecções bacterianas, virais e até 

no tratamento complementar de pacientes com câncer (Allard et al., 2017). Alam 

e colaboradores (2014) mostraram em modelo de infecção por Salmonella spp. 

que a ADO tem um importante papel em regular a resposta imune. Além disso, 

foi observado que camundongos knockout para a enzima CD73, exibem 

elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias em comparação com 

camundongos selvagens. Esse fenômeno ressalta a importância desta enzima, 

visto que sua atividade resulta no aumento dos níveis de ADO extracelulares, 

podendo desta maneira, favorecer a persistência da infecção bacteriana (Alam 

et al., 2014). Outros dados apontam que a ADO oriunda da via de hidrólise 

CD39/CD73 é utilizada pela Leishmania amazonensis para manter-se viável 

dentro dos macrófagos (Bajracharya et al., 2014). 

Os dados de reanálise de microarranjo mostraram não haver modulação 

nos níveis de expressão gênica da enzima CD73 (NTE5) nos diferentes polos da 

doença. Apesar de não haver modulação gênica, é aceitável que mecanismos 

pós-traducionais possam estar contribuindo para a ação desta ecto-enzima, 

assim como já foi observado em CD39 (Liao et al., 2010). Este resultado reforça 

a necessidade de investigar os níveis de atividade desta enzima, pois seu 

mecanismo de ação pode contribuir diretamente na formação de microambiente 

rico em ADO. 

Incluímos em nossas reanálises de microarranjo o gene que codifica a 

enzima adenosina quinase, ADK, esta enzima é uma fosfotransferase 

evolutivamente conservada, que converte a ADO em 5’AMP (revisto por Boison 

et al., 2013). Essa reação enzimática desempenha um papel fundamental no 

controle dos níveis de ADO. Nossas análises in silico mostram que os indivíduos 

infectados apresentam uma expressão baixa desta enzima em relação aos 

indivíduos sadios. Além disso, vimos também que ADK está bem menos 

expressa em pacientes MB quando comparada aos pacientes PB. Este resultado 

pode sugerir uma outra via que esteja modulando os níveis de ADO na infecção, 

que não apenas a CD73. Além disto, este dado abre novas possibilidades de 

estudo, pois disfunções da ADK atualmente estão associadas com várias 

patologias, incluindo diabetes, epilepsia e câncer (revisto por Boison, 2013). 

A ADO no meio extracelular pode ser reconhecida por quatro diferentes 
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subtipos de receptores, classificados como A1, A2b, A2a e A3 (Ralevic et al 

1998). Dados da literatura relatam que monócitos de indivíduos sadios 

expressam ambos os 4 tipos de receptores (Thiele et al., 2004). E dados da 

dissertação do aluno Plinio Marcos, mostraram que a infecção de células de 

Schwann com Mycobacterium leprae modula o receptor A2a. Portanto, 

decidimos iniciar os estudos com relação a participação dos receptores de ADO, 

focando neste receptor. 

O receptor A2a vem sendo associado com resposta imune e com 

participação ativa na modulação do metabolismo lipídico. Nossos dados 

mostram que a infecção aumenta a expressão do receptor A2a. Os dados de 

reanálise de microarranjo de Belone e colaboradores mostram que tanto 

pacientes PB quanto MB têm um aumento na expressão do gene ADORA2A 

(Belone et al., 2015). 

Em 2010, Block e Cronstein (Block e Cronstein., 2010) evidenciaram que 

IFN-γ inibe a atividade do receptor A2a em células hepáticas, via repressão da 

atividade adenilato ciclase mediada por STAT1. Este dado pode suportar a 

hipótese de que nos pacientes PB este receptor pode não estar ativado, mesmo 

que os níveis de expressão gênica estejam elevados, pois, é sabido que 

pacientes PB tem elevados níveis de INF-γ circulantes (Oliveira et al., 2014). De 

maneira contrária, pacientes MB não produzem IFN- γ, e de forma interessante, 

dados da literatura já mostraram em modelo de camundongo que a ativação de 

A2a inibe a produção de IFN- γ por células T CD4+ (Lappas et al., 2005). Estes 

dados podem mostrar possíveis mecanismos moleculares disparados pela 

resposta imune do hospedeiro ou mesmo pela infecção, que podem regular a 

atividade deste receptor e, portanto, sua resposta no contexto desta infecção 

Em função destes achados, resolvemos analisar o papel deste receptor 

na produção de algumas citocinas e quimiocina, para isto utilizamos o agonista 

natural (ADO) e o agonísta específico (CGS 21680) , e como forma de inibir a 

ativação do receptor A2a utilizamos o antagonista específico (ZM24385), 

focando inicialmente na modulação das citocinas IL-10, IL8, e IL-1β e da 

quimiocina MCP-1. A literatura aponta que a ADO pode apresentar papeis 

antagônicos na produção de citocinas, inclusive induzir um aumento na síntese 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e IL-8 (Sun et al., 2008; Feoktistov et 

al.,1995). 
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Sabe-se que a infecção de monócitos com Mycobacterium leprae induz a 

produção da citocina IL-10 (Montoya et al.,2009) uma citocina anti-inflamatória, e 

que altos níveis desta citocina também são observados em pacientes MB 

(revisto por Mendonça et al., 2008). Nossos dados sugerem que o uso do 

antagonista específico do receptor A2a, ZM24385, pode reverter o efeito do 

Mycobacterium leprae sobre a produção desta citocina, sugerindo que este 

receptor está envolvido na produção de IL-10. 

Além da citocina IL-10, dados da literatura ressaltam que a infecção com 

Mycobacterium leprae em monócitos humanos induz a produção de MCP1, 

sendo essa uma quimiocina responsável por regular a infiltração de 

monócitos/macrófagos (revisto por Deshmane et al., 2009). Nossos achados 

mostram, que inibição do receptor A2a com o antagonista seletivo, não reverteu 

a produção de MCP1, o que pode sugerir que este receptor não está envolvido 

com a produção desta quimiocina, entretanto, a ativação do receptor A2a com 

os agonistas parece aumentar a produção desta quimiocina, e o uso do 

antagonista em associação com o agonista seletivo CGS21680, aponta uma 

reversão no efeito do agonista. Este resultado é referente a apenas uma 

replicata biológica e, portanto, precisa ser confirmado. No entanto, é importante 

ressaltar que esta dosagem foi realizada no tempo de 48 horas de infecção, e 

como foi observado, nossos dados sugerem que neste tempo de infecção a 

expressão de CD73 esteja diminuída, talvez o efeito do receptor A2a sobre a 

produção de MCP1 seja menos sensível, exigindo níveis maiores de ADO. 

Portanto, ensaios em tempos mais curtos, e um maior número de replicatas 

biológicas, poderão elucidar o real papel deste receptor na produção desta 

quimiocina. 

No atual trabalho também foi observado uma participação do receptor A2a 

na produção de IL-1β nas células infectadas. A infecção não afetou a produção 

de IL-1β, entretanto, o uso dos agonistas parece aumentar a produção desta 

citocina inflamatória. Ouyang e colaboradores observaram que o estímulo com 

o agonista do receptor A2a (CGS21680) foi capaz de prolongar a ativação do 

inflamassoma, consequentemente, a produção de IL-1β (Ouyang et al 2013). A 

dosagem de IL-1β foi feita após 48h de infecção, período em que observamos 

uma diminuição da expressão de CD73. Logo, será que neste modelo, a 

diminuição de CD73 poderia ser um mecanismo importante de regulação dos 
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níveis de ADO, visto que o aumento excessivo deste nucleosídeo poderia levar 

a uma resposta pró-inflamatória?. Este resultado pode sugerir que ajustes finos 

dos níveis de ADO assim como dos mecanismos de sinalização celular são 

importantes no contexto da infecção pelo Mycobacterium leprae. 

Observamos anteriormente, que a adição de ATP parece ser capaz de 

aumentar a produção de IL-1β. Como este nucleotídeo foi adicionado no início 

da infecção, e nossos dados sugerem um aumento da expressão de 

CD39/CD73, não podemos descartar a participação da ADO neste fenômeno, 

que pode então ativar o receptor A2a e amplificar a produção de IL-1β. 

Outra citocina avaliada foi a IL-8. Os dados mostraram que 

Mycobacterium leprae aumenta a produção desta citocina, entretanto, a adição 

dos agonistas reverteu este efeito. Dados da literatura mostram em células de 

Schwann que a infecção com Mycobacterium leprae aumenta a produção de IL- 

8 (Diaz-Acosta et al. 2017). Oldenburger e colaboradores mostraram em 2013 o 

papel anti-inflamatório do AMPcíclico, via EPAC e PKA, diminuindo a produção 

de IL-8 em modelo de doença pulmonar obstrutiva crônica. Como mencionado 

na introdução, a ativação do receptor A2a aumenta os níveis de AMPc e ativa 

PKA e pode também a ativar a via de EPAC (Kreckler et al., 2009; Bingham et 

al., 2010) logo, estes poderiam ser possíveis mecanismos associados a 

diminuição desta citocina (Díaz Acosta. et al., 2018). 

Com base na literatura sabe-se que diferentes patógenos são capazes 

de modular o perfil metabólico da célula hospedeira, sendo capazes de induzir 

a formação de corpúsculos lipídicos (Bozza et al., 2009). Essas organelas 

lipídicas estão associadas a viabilidade de patógenos, por serem utilizadas 

como fonte de carbono tanto para produção de energia quanto para síntese de 

lipídeos (Cardona et al.,2000). Sabe-se que Mycobacterium leprae induz a 

formação de CLs ricos em colesterol na célula hospedeira, e que a inibição da 

síntese deste esteróide reduz a formação destas organelas e diminui a 

viabilidade intracelular do bacilo (Lobato et al., 2014). 

O receptor P2X7 além de induzir uma robusta resposta pró-inflamatória 

também participa da modulação do metabolismo lipídico. Em 2011 Costa-Junior 

e colaboradores em uma revisão, descreveram a relação entre o receptor P2X7 

e metabolismo lipídico no sistema imune durante a infecção(Costa-Junior et al., 

2011). Nesta revisão foi ressaltado o papel deste receptor na regulação de 
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fosfolipases. Além deste trabalho, Sun e colaboradores em 2012 mostraram que 

camundongos nocaute para o receptor P2X7 apresentavam um quadro de 

obesidade quando comparado à animais selvagens (Sun et al 2012). 

Resultados prévios do nosso grupo mostraram que o bloqueio do receptor 

P2X7 com antagonista específico, BBG, foi capaz de aumentar a produção de 

CLs em células de Schwann infectadas com Mycobacterium leprae (dados não 

mostrados). Nossos dados mostram que a adição deste antagonista também foi 

capaz de aumentar a formação de CLs nos monócitos infectados, e que a adição 

de ATP e BzATP, dois agonistas deste receptor, parecem inibir o acúmulo 

destas organelas lipídicas, entretanto, a adição do BBG na concentração de 

50nM não foi capaz de reverter o efeito do ATP. Este dado pode sugerir que 

concentrações maiores de antagonista precisam ser testadas, e abrem a 

também a possibilidade de que outros metabólitos derivados da hidrólise do 

ATP, e outros receptores possam estar envolvidos neste efeito 

A participação do receptor P2X7 na modulação da formação de CLs foi 

compravada nos ensaios com camundongos nocaute para P2X7, tanto em 

macrófagos peritoniais quanto em macrófagos derivados de medula óssea. 

Nestes ensaios mostramos que a ausência do receptor per se, já aumenta a 

formação destas organelas, no entanto, este efeito foi mais pronunciado na 

célula infectada. Em 2017, Arguin e colaboradores mostraram que a perda da 

expressão de P2X7, levou a um aumento de glicose e esteatose hepática em 

modelo de camundongos. Neste trabalho foi mostrado um aumento de colesterol 

e triglicerídeos no soro destes camundongos. Desta forma, a down regulação 

do receptor P2X7, além de reduzir a formação de IL-β poderia contribuir para a 

manutenção do acúmulo de CLs, auxiliando no estabelecimento da infecção. 

Neste projeto nós avaliamos também o papel da ADO e do receptor A2a 

na produção de CLs. Dados da literatura já mostraram que a ativação do receptor 

A2a aumenta o transporte reverso de colesterol, por aumentar a expressão dos 

transportadores ABCA1 e ABCG1, levando desta maneira a diminuição de 

células espumosas (Bingham et al., 2010). Um estudo com fibroblastos, 

mostrou que a ativação do receptor A2a levou à redução do colesterol 

intracelular e melhora da funcionalidade mitocondrial (Visentin et al., 2013). 

Além disto, foi relatado por outro grupo, que a ativação do receptor A2a via PKA, 

fosforila uma lipase hormônio sensível (HSL) envolvida na degradação de 



89  

lipídeos como o diacilglicerol (Koupenova & Ravid, 2018). 

A decisão de avaliar o papel deste receptor na modulação da formação 

de CLs, também surgiu em paralelo aos estudos com células de Schwann, neste 

modelo, vimos que a ativação de A2a diminuía a formação de CLs. Nossos 

dados mostraram que apesar da infecção sugerir um aumento na expressão de 

CD73 após 24h, com 48h os níveis de CD73 estão exibindo um perfil oposto. 

Portanto a próxima pergunta foi, será que a diminuição dos níveis de CD73 

poderia estar associada a um possível efeito deste nucleosídeo na formação de 

CLs, via receptor A2a? Para responder esta pergunta, analisamos inicialmente 

o papel da enzima CD73 neste processo. Nossos resultados mostram que a 

adição de AMP diminuiu o acúmulo de CLs induzido pela infecção, e que este 

efeito foi revertido na presença do antagonista específico, AMPCP. Este efeito 

pode ser resultado do próprio AMP e/ou da ADO gerada pela hidrólise deste 

nucleotídeo, visto que dados da literatura já mostraram que AMP extracelular 

pode se ligar com menor afinidade a receptores de ADO como o receptor A2a 

(Rittiner et al., 2012). No entanto, todas as condições em que o AMPCP foi 

adicionado não afetou a formação de CLs, o que pode sugerir, que o AMP que 

não foi hidrolisado, não está se ligando ao receptor A2a, o que reforça que o 

efeito do AMP, deve ser da ADO gerada de sua hidrólise, porque a 

concentração extracelular não é suficiente para ativar este receptor.Portanto, 

talvez esse efeito seja mediado principalmente pelo receptor A2a, porém, é 

importante ressaltar que o receptor de ADO, A2b, também já foi associado 

com a inibição de adipogêneses (Eisenstein et al.,2014 ) logo, não podemos 

desconsiderar o possível papel deste receptor neste resultado. 

Para comprovar o efeito direto da ADO, adicionamos ao meio os dois 

agonistas do receptor A2a. O resultado foi muito similar ao observado com a 

adição de AMP, e foi revertido na presença do antagonista específico deste 

receptor. Esse resultado confirma o envolvimento deste receptor na diminuição 

da formação dos CLs, e ressalta a necessidade de se investigar com maior 

detalhe o impacto da ativação deste receptor sobre a viabilidade da bactéria. 

Corroborando com os dados acima observamos que a adição de ADO foi capaz 

de aumentar o efluxo de colesterol em macrófagos infectados, entretanto, este 

estudo precisa ser melhor investigado. 

Nossos dados mostram claramente que apesar da ativação do receptor 
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A2a diminuir o acúmulo de CLs, a infecção aumenta a expressão deste receptor, 

o que sugere que sua ação sobre a formação destas organelas está sendo 

evitada, pois o bacilo induz estas organelas em detrimento dos altos níveis deste 

receptor. Estes resultados nos fizeram pensar que os níveis de ADO podem estar 

sendo modulados. Observamos que após 48 horas a infecção parece reduzir a 

expressão de CD73, além disto, vimos um possível aumento da enzima ADA, 

que diminui os níveis de ADO, sugerindo que apesar da ADO ter um papel anti- 

inflamatório, seus níveis extracelulares parecem ser finamente ajustados. 

Entretanto, para nossa surpresa, após 48 horas a expressão de ADA parece 

diminuir na superfície da célula, mas continuamos observar um aumento da 

expressão desta enzima no lisado total da célula infectada, em relação a 

condição controle, o que pode sugerir que a infecção por algum motivo esteja 

diminuindo a translocação desta enzima para a superfície. Talvez, exista 

alguma sinalização interligada entre os mecanismos de regulação da 

expressão de CD73 e ADA, logo, a medida que a célula diminui a expressão de 

CD73, é possível que também seja capaz de diminuir os níveis de expressão de 

ADA, afim de manter os níveis de ADO. Um ponto a se considerar quando 

falamos da ADA de superfície, é que esta encontra-se ancorada a uma proteína 

de membrana conhecida como CD26, uma glicoproteína transmembranar 

multifuncional, que é descrita agir como um receptor e uma enzima proteolítica 

(Martín et al., 1995). Esta informação é relevante pois a diminuição da 

expressão de ADA na superfície pode ter uma relação direta com os níveis de 

CD26. 

Dados da literatura mostram que ADA é um marcador de tuberculose 

pleural (Verma et al., 2008) e que indivíduos com hanseníase apresentam um 

aumento expressão e a atividade de ADA no soro (Shende et al.,1993; Nigam) 

et al., 2005). Esses dados corroboram com os dados gerados in silico que 

mostram que tanto pacientes PB quanto MB aumentam da expressão gênica de 

ADA quando comparados aos indivíduos sadios. Esses resultados podem 

sugerir uma necessidade de regulação dos níveis de ADO e que ADA pode ser 

importante neste aspecto 

. A partir de uma colaboração com o Dr. Rafael Garret do 

LADETEC/UFRJ conseguimos identificar por espectrometria de massas alguns 

nucleosídeos como inosina, hipoxantina, xantina e o composto ácido úrico no 
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sobrenadante de monócitos infectados e não infectados pelo Mycobacterium 

leprae. Para esta análise enviamos amostras de sobrenadante de cultura de dois 

experimentos independentes, um feito à 2% de soro, e outro à 10% soro, ambos 

com 48 horas de infecção. O resultado apresentado neste trabalho é referente 

às amostras cultivadas e infectadas à 10% de soro, no entanto, este resultado 

foi reproduzido na condição à 2% de soro. Observamos a partir destas análises 

que não foi possível detectar no sobrenadante das células, neste tempo de 

infecção, níveis de ATP extracelular, assim como de ADO. Dados similares 

foram observados também no sobrenadante de células de Schwann infectadas 

com este bacilo (dados não mostrados). Provavelmente, devido o ATP possuir 

uma meia vida curta no ambiente extracelular, por ação das ectoenzimas, 

tempos de infecção mais curtos serão necessários para averiguar o perfil de 

secreção deste nucleotídeo. 

No entanto, a infecção pelo bacilo, no tempo de 48 horas, parece 

diminuir os níveis de inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico. Como 

mencionado na introdução, a inosina é um nucleosídeo chave para a formação 

de ácido úrico que ocorre em duas etapas, a primeira etapa catalisada pela 

Purina Nucleosídeo Fosforilaseque catalisa a fosforólise de inosina em 

hipoxantina, e a segunda etapa catalisada pela a Xantina oxidase que oxida a 

molécula de hipoxantina em xantina e está em ácido úrico. Dados da literatura 

tem demonstrado que o ácido úrico está associado ao aumento do risco de 

doenças cardiovasculares e metabólicas. Spiga e colaboradores em 2017 

mostraram que o ácido úrico está associado a biomarcadores de inflamação 

sendo capaz de induzir uma resposta inflamatória via ativação de NF-kB em 

células HepG2, logo, a redução dos níveis de ácido úrico pode exercer um efeito 

pró-infecção e precisa ser investigado com detalhe. 

Os resultados de análise in silico mostram que o gene que codifica a 

enzima xantina oxidase está down regulado nos pacientes MB, isto pode indicar 

que pacientes MB podem apresentar baixos níveis de ácido úrico. O dado in 

silico corrobora com nossos achados de dosagem de nucleosídeos e abrem 

novas possibilidades estudo. 

Outro gene analisado foi o gene SLC29A1 que codifica um transportador 

de nucleosídeo ENT1, descrito por aumentar a capitação de nucleosídeos como 

Inosina e ADO (revisto por Baldwin et al., 2004). Observamos nos dados de 
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reanálise de microarranjo, que os pacientes MB possuem um aumento na 

expressão genica de SLC29A1, responsável pela expressão da proteína ENT-1. 

Este achado mostra que a infecção pode modular os níveis destes 

transportadores, e que esse fenômeno pode estar a contribuir para a regulação 

dos níveis de ADO e INO no ambiente extracelular. 

 

 
 

Figura 5-1 Esquema representativo da modulação do sistema purinérgico pelo 
Mycobacterium leprae em monócitos humanos infectados 
Mycobacterium leprae ao ser fagocitado por monócitos humanos induz 1) aumento da expressão de 

panexina 1 levando a de secreção de ATP para o meio extracelular; 2) diminuição da expressão do 
receptor P2x7 induz um aumento na produção de corpúscúlo lipídico (2a) e a diminuição na produção de 
IL-1β via ATP (2b) ;3) aumento da cascata enzimática que hidrolisa sequencialmente o ATP/ADP à AMP 
via ectoenzima CD39 e AMP à ADO via a CD73; 4) aumento da expressão do receptor A2a que parece 
modular positivamente a produção das citocinas de IL10 e IL1-β e da quimiocina MCP1 e negativamente a 
citocina IL-8 (4a) , e a ativação do receptor A2a aumenta diminui a produção de corpúsculo lipídico (4b) ; 
5) aumento inicial da expressão da ADA de superfície, mas posteriormente uma diminuição da expressão 
desta enzima na superfície da célula, mantendo os níveis intracelulares desta enzima aumentados; 6) 
diminuição da formação de hipoxantina,xantina e ácido úrico escando dos efeitos inflamatórios ativados 
pelo ácido úrico. 
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6 Conclusões 
 

 A infecção pelo Mycobacterium leprae aumenta a hidrólise do ATPe e 

parece aumentar a expressão da enzima CD39 em monócitos humanos 

derivados de PBMC. 

 A infecção pelo Mycobacterium leprae parece aumentar a expressão das 

ectoenzimas CD73 e ADA em monócitos humanos no tempo de 24 horas, 

mas parece reduzir após 48 horas de infecção, o que sugere um possível 

mecanismo de regulação dos níveis extracelulares deste nucleosídeo. 

 A infecção pelo Mycobacterium leprae parece aumentar a expressão de 

Panexina 1 e reduz a expressão do receptor P2X7 em monócitos 

humanos infectados. 

 A ativação do receptor P2X7 parece diminuir a formação de corpúsculos 

lipídicos nos monócitos humanos infectados pelo Mycobacterium leprae, 

assim como parece aumentar a produção de IL-1β.  

 Camundongos P2X7-/- apresentam um acúmulo na formação de 

corpúsculos lipídicos e esse efeito é potencializado com a infecção pelo 

Mycobacterium leprae. 

 O bloqueio do receptor A2a parece reverter o efeito do Mycobacterium 

leprae na produção da citocina IL-10 em monócitos infectados. 

 A adição de ADO ao meio extracelular parece modular positivamente a 

produção da quimiocina MCP1 e das citocinas IL-1β mas reduz os níveis 

da citocina IL-8. 

 A ativação da ecto-enzima CD73 inibe a formação de corpúsculos 

lipídicos em monócitos infectados com Mycobacterium leprae e o 

antagonista específico reverte este efeito. 

 A infecção com Mycobacterium leprae aumenta a expressão do receptor 

A2a e sua ativação diminui a formação de corpúsculos lipídicos induzidos 

pelo bacilo em monócitos humanos 

 A infecção com Mycobacterium leprae parece diminuir a formação de 

Inosina, Xantina, Hipoxantina e Ácido úrico em monócitos humanos 
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derivados de PBMC. 

 

 Análises in silico de dados públicos de microarranjo mostram que alguns 

componentes desta via de sinalização não sofrem alteração ou são 

modulados positivamente ou negativamente em relação a indivíduos 

sadios e entre pacientes paucibacilares e multibacilares. 
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7 Considerações Finais 

 
Os resultados apresentados nesta dissertação mostram pela primeira vez que a 

infecção pelo Mycobacterium leprae é capaz de modular diferentes componentes 

do sistema purinérgico, colocando esta via dentro do contexto da patogênese da 

hanseníase. O grupo tem a clareza que o estudo ainda encontra-se em fase 

inicial, no entanto, o presente trabalho apresenta um potencial prospectivo para 

o surgimento de novas abordagens que possam esclarecer mecanismos 

moleculares essenciais no controle da resposta imune durante a interação 

patógeno-hospedeiro no desenvolvimento da hanseníase. 
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