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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Sabrina Alves dos Reis

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente a pele e nervos
periféricos devido a predilecdo do agente causador, o patdgeno intracelular obrigatorio
Mycobacterium leprae, por macréfagos e células de Schwann. Descrever as possiveis
interacdes entre adipocitos e M. leprae nos permite identificar um sitio potencial de
infecgdo e persisténcia da micobactéria ainda ndo investigado, revelando assim um
papel importante e até entdo desconhecido do tecido adiposo sobre na patologia da
hanseniase. No presente estudo, fibroblastos murinos da linhagem 3T3-L1 diferenciados
a adipocitos foram utilizados como modelo experimental in vitro para descrever a
modulacdo lipidica de adipdcitos infectados e investigar a modulagcdo imune destas
células em resposta a infec¢do. Fragmentos de tecido adiposo subcutaneo de pacientes
multibacilares foram processados para detec¢do do bacilo e investigacdo da mobilizacdo
das goticulas lipidicas por microscopia confocal. Os soros dos pacientes e 0s
sobrenadantes celulares foram utilizados para analise de adipocinas pela tecnologia
Luminex. Os resultados demostraram mobilizacdo lipidica em adipdcitos infectados 24
horas pelo M. leprae in vitro. Exames histopatoldgicos evidenciaram a presenca da
micobactéria no tecido adiposo subcutaneo de pacientes multibacilares, indicando que o
tecido é um alvo de infec¢do in vivo. Além disso, foram observados diferentes niveis de
producdo de adipocinas entres as formas clinicas da doenca, no entanto, as adipocinas
ndo foram detectadas no modelo celular. Este trabalho sugere que o tecido adiposo pode
atuar como um sitio de infeccdo pelo M. leprae até entdo desconhecido, e contribui para
descricdes sobre a complexa regulacdo imune que ocorre na doenca.
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ADIPOSE TISSUE AS SITE FOR Mycobacterium leprae INFECTION

ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY

Sabrina Alves dos Reis

Leprosy is a chronic infectious disease that mainly affects the skin and peripheral nerves
due to the predilection of its causative agent, the obligate intracellular pathogen
Mycobacterium leprae, to infect macrophages and Schwann cells. The investigation of
the possible interaction between adipocytes and M. leprae may allow us to identify a
potential novel site of bacterial infection and persistence, revealing important and
unknown roles of adipose tissue on leprosy pathogenesis. In this study, the murine
fibroblasts 3T3-L1 lineage was differentiated into adipocytes and used as an in vitro
experimental model to investigate lipid and immune modulation in response to M.
leprae infection. Subcutaneous adipose tissue biopsies from multibacillary patients were
processed for detection of bacillus and mobilization of lipid droplets by confocal
microscopy. Serum samples of leprosy patients and cell culture supernatants were used
for measurements of adipokines by Luminex technology. The results show lipid
mobilization in in vitro infected adipocytes after 24 hours of infection.
Histopathological examination showed the presence of mycobacteria in the
subcutaneous adipose tissue of multibacillary patients, suggesting that this tissue may
be a target during in vivo infection. Moreover, different adipokines serum levels were
detected among the clinical forms of the disease. However, the induction of adipokines
by M. leprae was not observed in the cellular model. This study suggests that adipose
tissue can act as a novel site for M. leprae infection, and contributes to uncover the
complex immune regulation that occurs in leprosy.

viii



RESUMO ...ttt e
ABSTRACT .ottt
LISTADE FIGURAS ...t
LISTADE TABELAS ...t
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ...
LN EI0] 5161070 I
1.1 HAaNSENIASE .eoveiviiieiieiteiie et
1.1.1 Hitorico do mal de Hansen .........ccccocevevvivsveveiennn,
1.1.2 O agente etiolOgiCo ......cocverereririeiie e
1.1.3 Epidemiologia .......ccccocveieiiiiieiiee e
1.1.4 PaAtOQENESE ..c.veiveeieeieitee sttt sttt
1.1.5 Diagnostico e tratamento ..........ccocevererereieneneinenes
1.2 TeCido AGIPOSO ....coiviiiiiiiiiiieiieie ettt
1.2.1 Biologia dos adipdcitos — adipdcitos brancos,
MArroNS € DEOE ..ooveeieieee e
1.2.2  AJIPOGENESE ..ottt
1.2.3 Funcéo enddcrina do tecido adiposo ..........cccccveueneee.
1.2.4  AdIPOCINGS ....oovveviiieiiie ittt
1241 LePtiNa .ocveieeeieeeeeece e
1.2.4.2 AdIPONECHING ....ocvveviiiiiecieieeese e
1.2.4.3 RESIING ..veevveieiecieee e
1.3 Células de Linhagem 3T3-L1 .....cccccovevviiieiicie e
1.4 Lipolise de Corpusculos Lipidicos de Adipdcitos .................
1.5  Tecido Adiposo e Doengas INfecciosas ..........cocuvvererereennnne
1.6 Modulacdo do Metabolismo Lipidico na Infeccdo por
Mycobacterium IEPrag .........cocveeveeiieeiie e
JUSTIFICATIVA oot
OBJETIVO GERAL ..ottt
3.1 Objetivos ESPECITICOS.......ccueviiiiirieieniisiesieeee e
MATERIAIS E METODOS ..ot eeeieeense e,
4.1 Grupo de EStUdO ....ccvveiiiieiiicicce e
4.2  Obtencéo do Mycobacterium leprae ..........ccoocevvveninennsnnnenn

SUMARIO

17
19
23
24
25
26
27
28
29
32

34
37
39
39
41
41
41



4.3  Cultura de Células de Linhagem 3T3-L1 ......ccccoevvevveieiinennnnn, 42
4.4  Purificagio de Acidos NUCIEICOS ...........cccoeveveevreeerereeicreieieeanen, 42
4.4.1 Extracdo e purificacdo de RNAe DNA ... 42
4.4.2 Tratamento do RNA com DNASE .....cccocvvereieninieerienen, 43
4.4.3 Sintese de CDNA — RT-PCR ...t 44
4.4.4 PCR em tempo real para determinagéo da viabilidade
MICODACTIEIIANA ..evvevieciie e 44
4.4.5 Analise dos dados obtidos a partir do PCR em
TEMPO TEAL....ceeiiicece e 44
4.5  Microscopia de FIUOreSCENCIA ......ccvevveeieieieiieneeieeie e 45
46  Deteccdo Histopatoldgica de M. leprae em Fragmentos de Tecido
Adiposo de Pacientes LePromat0S0S. ......c.ccveieerreiieieesieaieseesieseesreesieseesneennas 46
4.7  Extracdo de Lipidios e Cromatografia de Camada
Delgada de Alta Performance (HPTLC) .....cccooeviiiiiviciene 46
4.8  ENSAI0 de LIPOLISe .....cooeeiiiiiieieee e 47
4.9  Analise da Producdo de AdIpoCings ........ccccceevevveeiveiiesinenenn 47
4.10  ANAlises EStatiStiCas ........ccccuererriereniienisisiseee e 47
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oovmiriniiirisinsesesesssiesseinne, 49
5.1  Modelo in vitro de Infeccdo do M. leprae em Adipdcitos ........ 49
5.2  Analise de Modulacdo Lipidica em Culturas Infectadas
POF M. IEPIAE.......eoiicece e 52
5.3  Confirmacdo de Acesso da Micobactéria ao Tecido
AIPOSO 1N VIVO....eiiiiiiiiieiiiieiesie e 54
5.4  Contribuicdo Enddcrina do Tecido Adiposo durante
a Infeccao por M. Ieprae.........ccccovevveve e, 57
6. PERSPECTIVAS .. .ottt 70
7. CONCLUSOES .....oooiiiieieesise st 71

8. REFERENCIAS .......ooeeeeeeeeete e 72



Figura 1.l
Figura 1.2

Figura 1.3
Figura 1.4
Figura 1.5
Figura 1.6
Figura 1.7

Figura 1.8
Figura 1.9

Figura 1.10
Figura 1.11
Figura 1.12
Figura 1.13
Figura 1.14
Figura 1.15
Figura 1.16
Figura 1.17

Figura 1.18

Figura 1.19
Figura 5.1

Figura 5.2

Figura 5.3
Figura 5.4

LISTA DE FIGURAS

[lustracdo do estigma da dOenga. .........ccccceevveiverecvieieesieenns
llustracdo das folhas, fruto e semente da planta chaulmoogra,
da espécie Hydnocarpus anthelmintica. .........cccccoeeevvrivininnnnnn
Microscopia Eletronica de Varredura de bacilos de M. leprae.
Modelo esquematico do envelope celular do M. leprae. ..........
Cultivo de M. leprae em coxim plantar de camundongo nude.
Taxas de prevaléncia de Hanseniase no mundo no ano de 2014
Coeficiente de prevaléncia e deteccdo em hanseniase no

Brasil entre 2005 € 2014. ......cccooiiiiieieeee e
Coeficiente de deteccao de hanseniase por municipios do Brasil
Classificacdes clinicas da hanseniase e perfil de resposta
imunoldgica do hospedeiro. .........cooeviireiniini e
Caracteristicas clinicas na hanseniase. .........cc.ccovevvivvivsiveivereennen,
Representacao esquematica dos adipocitos branco e marrom
Ontogenia de adipdécitos branco, marrom, bege e miocitos.
Tecido adiposo branco: efeitos sobre o metabolismo e
INFIAMAGAD ... s
Fatores inflamatdrios e anti-inflamatorios secretados por

10 1] 010 101 ) (0L SRRSO
Estrutura tridimensional da leptina. ..........ccccocooiiiiiniiicnenne
Estrutura da adiponecting. .........ccccoeeveneninieniieeese e
Acumulo de lipidios durante a diferenciacdo de células de
lINhagem 3T3-L1. ..o
Representacao esquematica da composi¢do do corpusculo
FIPTICO. ..
Regulacdo da lipolise em adipOCitos. .........cccovevveveieneiine s
Viabilidade do Mycobacterium leprae em culturas de
AdIPOCItOS 3T3-L1L. .o,
Avaliacdo da modulacéo lipidica durante a infeccdo de
adipdcitos 3T3-L1 por M. leprae.........cccocvevvevieieeiiciicie e,
Extracdo lipidica de cultura de adipocitos 3T3-L1. ................

ANalise de lIPOLISE. ....cooiiiiiiiiee

3
4
5
6
8
9
10
12
14

18
22

25
27

29

32

Xi



Figura 5.5

Figura 5.6

Figura 5.7

Figura 5.8

Figura 5.9

Figura 5.10

Figura5.11

Figura 5.12

Tabela 1.1

Tabela 1.2

Exame histopatoldgico de fragmentos de tecido subcutaneo de
paciente com hanseniase multibacilar. ............cccccoceviviiviiiiinenn,
Presenca de antigenos de M. leprae em fragmentos de tecido
subcutaneo de paciente com hanseniase multibacilar ...............
Niveis séricos de leptina em pacientes com hanseniase e
CONEIOIES SAUIOS. ..eevieeeieieeiie e e
Niveis séricos de adiponectina em pacientes com

hanseniase e controles Sadios. .........ccccveveriniininienene e
Niveis séricos de resistina em pacientes com hanseniase e
CONEIOIES SAUIOS. ..vvveeieeciieie e
Niveis séricos de MCP-1 em pacientes com hanseniase e
CONLIOIES SAUIOS. ..evvevierieiiiiiesiieiee e

Ensaio de curva temporal da producédo de adipocinas em so-

55

57

59

62

65

66

brenadantes de adipdcitos da linhagem 3T3-L1 infectados in vitro 67

Anadlise da producdo de adipocinas por adipdcitos in vitro em

resposta a infecgdo por M. leprae. .......cccccevvveveeivecvieveece e,

LISTA DE TABELAS
Correlacéo entre as classificagcdes de Madri (1953), de Ridley

& Jopling (1966) e da OMS (1982) adotadas para a hanseniase

Esquemas recomendados de poliquimioterapia...............c.c.......

68

13
15

Xii



ACC
ADRP
AG
AMPC
ANOVA
ATGL
ATP
BAAR
BB

BL
BMP
BSA
BT
C/EBP
CD

Ct
DAG
DAPI
DEMEM
DGAT
DNA
EDTA
ENL
FAS
FOXN1
HPTLC
HSL
IBMX
IFN-y
IL
IMC

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Acetil-CoA carboxilase

Proteina relacionada a diferenciagdo do adipdcito
Acidos graxos

Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico
Anédlise de variancia

Adipdcito triglicerideo lipase

Adenosina trifosfato

Bacilo alcool-acido resistente
Borderline-borderline
Borderline-lepromatoso

Proteina morfogénica dssea

Albumina do soro bovino
borderline-tuberculoide

Proteina intensificadora de ligagdo CCAAT
Grupamentode diferenciacéo

Limiar de ciclo

Diacilglicerol

4’6-diamidino-2-phenilindol

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Diacilglicerol aciltransferase

Acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiaminotetracético

Eritema nodoso leproso

Acido graxo sintase

Forkhead Box N1

Cromatografia em camada fina de alta performance
Lipase hormdnio sensivel
3-isobutil-metilxantina

Interferdo gama

Interleucina

indice de massa corporal

Xiii



LAM
LL

LM
LPL
LPS
MAG
MAPK
MB
MCP-1
MKK3
MOI
MYF5
NADH
NRF1
OMS
PAI-1
PB
PBMC
PBS
PCR
PDE3B
PDIM
PIM
PGL
PKA
PL
PPARYy
PQT
PRDM16
RNA
RPMI
RR
RXRa
SB

Lipoarabinomanana
Lepromatoso-lepromatoso

Lipomanana

Lipoproteina lipase

Lipopolissacarideo

Monoacilglicerol

Proteina quinase ativada por mitégeno
Multibacilar

Proteina quimiotatica de mondcitos 1
Proteina quinase quinase ativada por mitdgeno 3
Multiplicidade de infecgéo

Fator miogénico 5

Nicotinamida adenina dinucleotideo
Fator respiratério nuclear 1
Organizagdo mundial de satde

Inibidor do ativador do plasminogénio 1
Paucibacilar

Células mononucleares de sangue periférico
Tampao fosfato salina

Reacdo em cadeia da polimerase
Fosfodiesterase 3B

Dimicocerosato de ftiocerol

Manosideo de fosfatidilinositol
Glicolipidio fenolico

Proteina quinase A

Fosfolipideo

Receptores ativados por proliferador de peroxissoma gama
Poliquimoterapia

Proteina 16 com dominio PR

Acido ribonucleico

Roswell Park Memorial Institute
Reacdo reversa

Receptor de retinoide X alfa

Soro bovino

XV



scb1
SER
SFB
SREBP1
B
TAG
TAK1
TFAM
TGF §
TIP47
TMM
TNF-a
TT
UCP-1
VLDL

Estearoil-CoA dessaturase

Elemento de resposta do esterol

Soro fetal bovino

Fator de transcricao de ligacdo do elemento regulatdrio de esterol 1
Tuberculose

Triacilglicerol

Fator de transformacéo do crescimento beta quinase ativada 1
Fator de transcricao mitocondrial A

Fator de transformacéo do crescimento beta

Proteina de interacdo de cauda de 47 kDa

Monomicolato de trealose

Fator de necrose tumoral alfa

Tuberculoide-tuberculoide

Proteina desacopladora 1

Lipoproteina de muito baixa densidade

XV



Introducao



1 INTRODUCAO

1.1  Hanseniase

Doenca cronica, sisttmica e infectocontagiosa, que acomete a pele e nervos
periféricos dos individuos, podendo levar a incapacidades fisicas.

A hanseniase é uma doenca que afeta principalmente regiGes mais carentes no
mundo. Atualmente o Brasil € um dos paises lideres no ranking de prevaléncia da
doenca, e mesmo com queda neste percentual ao longo das décadas, € um dos paises
comprometidos com a meta de eliminacdo da doenca, e concentra mais casos Novos

registrados a cada ano, persistindo ainda hoje como um problema de sadde publica®:

1.1.1 Historico do mal de Hansen
A Hanseniase, ou Mal de Hansen, historicamente conhecida como ‘lepra’, tem
como agente etioldgico o mais antigo patdgeno descrito como causador de uma doenca
humana, o Mycobacterium leprae. Além de citagdes na Biblia cristd, relacionando a
doenca ao pecado e impureza da alma de seus portadores (Figura 1.1), ha referéncias
mais remotas que datam de 600 a.C. e procedem da Asia. Um estudo comparativo de
genomas de isolados clinicos de M. leprae demonstrou que a mesma desenvolveu-se

junto com a espécie humana, desde sua origem na Etiépia®®:

Figura 1.1: llustracéo do estigma da doenga. Os
doentes eram isolados da sociedade, e considerados
pecadores impuros devido as marcas na pele. Fonte:
Revista Ciéncia Hoje (2012)“"




O desenvolvimento da doenca, quando ndo tratada, pode levar a estagios
extremamente deformantes, como maos em garra e afundamento da face, e no passado
gerava uma imagem aterrorizante de mutilacdo, rejeicdo aos portadores e excluséo da
sociedade. Por muitos anos os doentes foram isolados da populacdo sadia, sendo
obrigados a usar vestimentas caracteristicas, carregando sinos para alertar a populagéo
sobre sua aproximacao. A prevencgdo a doenca se limitava ao isolamento em leprosarios
e assisténcia precéria aos doentes, e se perdurou até meados do século XX®.

Apds muitos anos estigmatizantes aos portadores devido ao preconceito, seu
agente etioldgico foi descoberto por Gerhard Hansen, medico bacteriologista e
dermatologista noruegués, em 1873®, ficando claro ser um fenémeno natural causado
por um microrganismo, iniciando-se entéo a busca pelo tratamento. Na década de 1960,
0 pesquisador Abrahdo Rotberg, visando diminuir o estigma aos portadores, introduziu
a substitui¢do do termo ‘lepra’ por hanseniase, em referéncia ao descobridor do agente
causador da doenca, que entdo teve seu nome modificado no Brasil a partir da
aprovagao do decreto n° 165, de 14 de maio de 1976").

Ao final do século XIX e comeco do século XX, a hanseniase foi alvo de maior
atencdo, principalmente na cidade do Rio de Janeiro e em S&o Paulo. Houveram varias
tentativas de tratamento da doenca, com uma populagdo de incapacitados e pobres.
Muitos experimentos, com o uso de varias drogas, causava-lhes em geral muito mais
danos que beneficios. Muitas das tentativas surgiram a partir da imaginacdo de médicos,
como por exemplo a inoculacdo de microrganismos de outras doencas, como a erisipela,
doenca de pele causada por estreptococos, até mesmo a tentativa de utilizar a mordida
de cobras venenosas®.

Até a decada de 1940, o 6leo de chaulmoogra foi um importante elemento na
pratica terapéutica da doenca. Era um 0leo extraido das sementes encontradas nos frutos
das arvores indianas chamadas de Chaulmoogras (Figura 1.2) e foi apropriado pela
medicina ocidental no final do século XIX, a partir da observacdo de seu uso pela
populacdo indiana para o tratamento de doengas de pele. Poucas décadas ap6s, no
Hospital dos Lazaros no Rio de Janeiro, esse medicamento passou a ser visto como
especifico para a lepra, sendo um tratamento de uso interno e externo, que provocava
reacOes fortes nos pacientes, tais como gastralgia, vomitos e diarreia. Apesar de ter sido
universalmente aceito como benéfico ao tratamento, ndo ha nenhum indicio de sua

eficdcia. Outra forma de tratamento utilizada era a eletrocauterizagdo das lesbes



cutaneas. De modo geral, os tratamentos disponiveis nesta época eram verdadeiras

torturas para o paciente sem alguma eficiéncia contra a doenca®.

Figura 1.2: llustracdo das folhas, fruto e semente da planta
chaulmoogra, da espécie Hydnocarpus anthelmintica. As
plantas conhecidas pela designacdo de chaulmoogras pertencem
a familia das Flacourtiaceas, e seus 6leos contém os acidos
hidnocarpico e chaulmlgrico, que sdo considerados o0s
responsaveis pela agdo terapéutica nos casos de lepra. Essas
plantas tropicais sdo angiospermas (possuem flores e frutos) e
crescem, normalmente, até a altura de um arbusto ou arvore
mediana. Os géneros dessa familia conhecidos como
chaulmoogras sdo: Hydnocarpus, Carpotroche, Caloncoba,
Oncoba, Lindackeria e Mayna, tendo sido, estes dois Gltimos,

pouco empregados no tratamento da lepra. Fonte:

http://www.nzdl.org/. ©Acesso em Junho de 2016.

Com os avancos cientificos, o tratamento para a Hanseniase apareceu no final
dos anos 1940 com a introducdo de dapsona e seus derivados. A dapsona firmou-se
entdo como a principal droga anti-hansénica e estratégica para o controle da doenca na
década de 1950. Posteriormente, a partir de 1962, a clofazimina testada por Browne &
Hogerzeil *e a rifampicina, por Opromolla®®, também comecaram a ser utilizadas no
tratamento da hanseniase. No entanto, a monoterapia apresentava-se como a causa mais
frequente de desenvolvimento da resisténcia ao medicamento e a utilizacdo de, no
minimo, duas drogas potentes ajudariam a superar esse problema. Tendo conhecimento
desse fato, a OMS introduziu a quimioterapia conhecida como poliquimioterapia
(PQT/OMS), que consiste no uso destas trés drogas combinadas.

Com o desenvolvimento da PQT indicada pela OMS a partir de 1981, porém
implementada no Brasil somente a partir de 1985 pelo Ministério da Saude, houve
modificacdes significantes do quadro da hanseniase, que atualmente tem tratamento
eficiente e cura, tendo sido erradicada em diversos paises, trazendo a esperanca do fim

de uma doenca milenar®*9.



1.1.2 O agente etiologico
O M. leprae é um parasito intracelular obrigatorio tendo como alvo principal de
infeccdo os macrofagos e células de Schwann, sendo a Unica bactéria capaz de infectar
nervos periféricos, apresentando predilecdo por regides mais frias do corpo®. E uma
micobactéria aerobica, ndo esporulada, imovel em forma de bacilo com extremidades

arredondadas, levemente curvada, medindo cerca de 1 a 8um de comprimento por 0,2 a

0,5nm de largura, que multiplica-se lentamente por divisdo binaria, com tempo de
(12,13)

geracdo entre 11 a 13 dias (Figura 1.3)

Figura 1.3: Microscopia Eletrénica de Varredura de bacilos de M. leprae. Fonte: Scollard et al.
(2006)®.

Descrito como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), sua parede celular
compara-se com a das outras micobactérias, contendo um envoltério celular
extremamente rico em lipidios complexos, que as difere das outras bactérias, conferindo
sua resisténcia a farmacos, a esterilizacdo quimica e a defesa do hospedeiro. A parede
celular contém peptidoglicanos, compostos de cadeias alternadas de N-
acetilglicosamina e N-glicolilmuramato conectadas por pontes cruzadas de peptideos.
Sobre o peptideoglicano se encontra covalentemente ligado a arabinogalactana, um
polimero constituido de cadeias de galactose (galactanas) das quais emergem
ramificagOes de cadeias de arabinose (arabinanas).A arabinogalactana juntamente com a
camada de peptidoglicano, formam uma zona eletro-densa em torno do M. leprae. Os

acidos micdlicos séo ligados a cadeias terminais de arabinanas para formar um folheto
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interno de uma pseudobicamada lipidica. O outro folheto externo é composto por uma
rica variedadede acidos graxos como o0s acidos micdlicos que compBem o0s
monomicolatos de trealose (TMM) e os &cidos micoserosoicos que compdem o
dimicocerosato de fitiocerol (PDIM) e os glicolipidios fendlicos (PGLs), formando a
zona eletron-lucida (Figura 1.4). No caso do M. leprae, a camada mais externa contém
grande abundancia de um lipideo ndo encontrado em outras micobactérias, o
glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), conferindo sua especificidade imunolégica. Estudos
sugerem que o PGL-1 esta envolvido na interacdo do M. leprae com a laminina presente
nas células de Schwann, sugerindo ser esta a origem molecular da especificidade da

infeccdo nos nervos periféricos™®.

Capsula \P\IMSA ﬂ” “H T H ; HPDIM

Folheto exterior da

oe (1) 6251
Pseudo-bicamada !
i Acidos

micélicos

]

Parede celular
Arabinose

Galactana

L Peptideoglicano

Membrana plasmatica

Figura 1.4:Modelo esquemético do envelope celular do M. leprae. A membrana plasmatica do M.
leprae € envolvida por uma parede celular composta de peptidoglicano ligada covalentemente a
arabinogalactana. Nesse arranjo pode ser encontrado componentes como lipomanana (LM) e
lipoarabinomanana (LAM). Os &cidos micoélicos estdo ligados a residuos terminais de arabinose da
arabinogalactana. Na por¢&o mais externa do envelope celular € encontrado monomicolato de trealose
(TMM), glicolipidio fendlico 1 (PGL-I), manosideos de fosfatidilinositol (PIMs), dimicocerosato de
ftiocerol (PDIM) e fosfolipidios (PL). Adaptado de Vissa & Brennan (2011)™.



Estudos mostram que durante a evolucdo do M. leprae, houve a reducédo do seu
genoma, composto por aproximadamente 50% de pseudogenes, genes que perderam sua
funcdo devido ao acimulo de mutacBes, 0 que sugere sua dependéncia e adaptacdo a
célula hospedeira e sua lenta multiplicacdo®'®. Apesar de todas as principais vias
anabdlicas estarem relativamente intactas, pode se observar, por exemplo, uma grande
perda genética das vias responsavel pelo anabolismo lipidico. Do mesmo modo, certas
vias centrais do metabolismo energético do M. leprae foram perdidas, tendo
implicacdes negativas no uso de fontes comuns de carbono, como acetato e galactose,
além da deficiéncia de se gerar ATP a partir da oxidacdo de NADH®,

Embora tenha sido o primeiro agente descrito como causador de uma doenca
humana, ainda h& muitos mistérios acerca dos mecanismos de sobrevivéncia
intracelular, modulacéo da resposta imune do hospedeiro e transmissdo da micobacteéria,
devido ao fato do bacilo ndo ser cultivdvel em meio de cultura, dificultando diversos
avancos nos estudos®. Experimentos in vivo permitiram o cultivo da micobactéria. O

(18)

bacilo M. leprae foi cultivado pela primeira vez por Shepard (1960)*" que inoculou

bacilos em coxim plantar de pata de camundongos de linhagem BALBI/c, e obteve sua
multiplicacdo localizada, permitindo novos estudos e evidéncias sobre o patégeno. O
bacilo é atualmente cultivivel em camundongos atimicos Foxn1™™ (nude) que s&o

incapazes de gerar resposta imune celular (Figura 1.5)™9, e também em tatus (Dasypus
(20)

novemcintus), que sdo naturalmente susceptiveis a infec¢do pelo M. leprae

Figura 1.5: Cultivo de M. leprae em coxim plantar de
camundongo nude. Coxim plantar 6 meses apds infeccdo com
5x107 de M. leprae vivo. Fonte: Scollard et al. (2006) .




1.1.3 Epidemiologia

E interessante ressaltar alguns marcos historicos que incluiram a meta estipulada
internacionalmente para eliminacdo da endemia como problema de Saude Puablica a
partir do ano 2000, durante a 44% Assembleia Mundial de Saude (AMS) em 1986, em
grande parte devido a euforia causada pelo sucesso da poliquimioterapia. A meta, 16
anos depois, ainda encontra-se longe de ser atingida. O uso de medicamentos e casos de
resisténcia aos mesmos datam desde 1943. Em 1991 foi incluido a meta o Addendum
“como problema de Satide Publica”, e definida uma nova meta de menos de 1 caso por
10 mil habitantes até 2015, em compromisso assumido pelos 122 paises mais endémicos
durante a 492 AMS®@Y,

Nos ultimos vinte anos, mais de 14 milhdes de pacientes de hanseniase foram
curados, dos quais cerca de 4 milhdes apds o ano 2000. Houve reducéo drastica da carga
global da doenca apds introducdo da poliquimioterapia como tratamento, de 5 milhdes
de casos em 1985 para 805 mil em 1995, 753 mil em 1999, 299 mil em 2005, 228 mil
em 2010quando 119 paises alcangaram a meta de eliminacdo em nivel nacional. O
nimero de novos casos detectados durante 2010 foi de 228.474, caindo para 213.899
casos em 121 paises no ano de 2014. Dados mais recentes demonstram que 210.758
novos casos foram detectados no ano de 2015. As regiGes atualmente com maior
prevaléncia da doenca no mundo sdo as Américas, com o Brasil em destaque com cerca
de 92% do total de novos casos detectados nesta area em 2014, e a Africa, com a
Libéria em destaque, assim como o Sul da Asia, como ilustrado no mapa (Figura
1.6)(22‘23).
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Figura 1.6: Taxas de prevaléncia de Hanseniase no mundo no ano de 2014. As taxas de prevaléncia
correspondem a cada 10 mil habitantes. Os paises em destaque representam o Brasil (América do Sul) e a
Libéria (Africa). Adaptado de WHO (2016)™. Acesso em Junho de 2016.

Em 2012, o coeficiente de prevaléncia de hanseniase do Brasil era de 1,51
casos/10 mil habitantes, o que representa uma reducao de 12% em relacdo ao valor do
coeficiente no ano de 2004 (1,71 caso/10 mil habitantes), ano em que o pais fez a
readequacdo do calculo desse indicador para que fosse possivel fazer comparagdes com
outros paises-membros da OMS®¥. Dados mais atuais demonstram a queda do
coeficiente de prevaléncia para 1,27/10 mil habitantes no pais em 2014. O coeficiente
de deteccdo de hanseniase no Brasil nos ultimos anos (Figura 1.7) confirma que tem

ocorrido diminuicdo na deteccdo de casos no pais®.
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Figura 1.7: Coeficiente de prevaléncia e deteccdo em hanseniase no Brasil entre 2005 e 2014.

Prevaléncia — 10 mil habitantes; Detecgdo — 100 mil habitantes. Fonte: Ministério da Sadde (2015)®.

Os estados de Mato Grosso, Maranhdo e Tocantins apresentaram coeficiente de
prevaléncia alto (prevaléncia 10,19; 4,26 e 4,53 por 10 mil habitantes respectivamente),
enquanto todos os estados da regido Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo na
regido Sudeste, somados ao Rio Grande do Norte e Alagoas no Nordeste, foram as areas
brasileiras que ja alcancaram a meta de eliminacdo da hanseniase, com coeficiente de
prevaléncia menor que 1/ 10 mil habitantes®®.

Podemos observar também um padrédo espacial de concentracdo da deteccdo de
casos de hanseniase por municipios (Figura 1.8). Aqueles de endemicidade mais
elevada estdo localizados no entorno da Amazobnia brasileira, especialmente em
Rondbnia, Mato Grosso, oeste de Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Tocantins e
sudoeste do Para. Por outro lado, parte da regido Nordeste e a maioria dos municipios
das regides Sul e Sudeste apresentam baixa endemicidade. Em deteccdo de novos casos,
Fortaleza, Recife, Sdo Luis, Teresina e Rio de Janeiro foram os municipios que mais

diagnosticaram casos de hanseniase no ano de 2014,
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Figura 1.8: Coeficiente de deteccdo de hanseniase por municipios do Brasil. Coeficiente de detecgéo
(25)

de casosa cada 100 mil habitantes. Fonte: Ministério da Saude (2015)
Em 2014, foram diagnosticados 31.064 novos casos no pais, e o coeficiente geral
de detecc¢do (15,32/100 mil habitantes) ainda é considerado alto. Segundo os parametros

(26), os estados de Mato Grosso, Tocantins, Maranhdo,

de referéncia deste indicador
Rondbnia, Pard e Mato Grosso do Sul foram classificados como hiperendémicos, com
coeficiente de deteccdo de casos maior que 40 por 100 mil habitantes (82,03; 69,88;
53,02; 41,23; 42,34 e 40,58 respectivamente) enquanto que o Rio Grande do Sul é o
Unico estado com baixa endemicidade, com coeficiente menor que 2 casos por 100 mil
habitantes (1,25) em 2014. Os outros Estados apresentam endemicidade entre média,
alta ou muito alta. Ressaltando a regido Sudeste, o coeficiente geral de deteccdo é de
5,30 por 100 mil habitantes, tendo o Estado do Rio de Janeiro com coeficiente de
7,36/100 mil habitantes no ano de 2014.

Ha aspectos que ajudam no processo de eliminacdo da doenca no Brasil, como
algumas decisdes politicas para eliminacdo da Hanseniase e sua inser¢do em todas as
pactuacdes do Sistema Unico de Salde (SUS); a capacidade de unidades basicas de
salude diagnosticar e tratar a doenga e fornecer um acompanhamento dos casos;
parcerias com organizagdes ndo governamentais (ONGs); e também pesquisadores
nacionais a fim de descobrir aspectos da doenca ainda obscuros. Por outro lado,
apresentam muitos aspectos negativos como a dificuldade de regides carentes ao acesso
a servicos de saude eficientes, principalmente nas areas mais endémicas; atrasos na

adocgdo de estratégias essenciais ao processo de eliminagdo; fragilidade nas acGes de
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vigilancia; perfil epidemiologico no que se refere a forma clinica, apresentando metade
dos casos paucibacilares, de diagnostico mais dificil, assim como elevado coeficiente de
deteccdo em criangas (coeficiente de 4,88 por 100 mil habitantes, sendo 2.341 novos
casos detectados em menores de 15 anos no Brasil em 2014), indicando intensa
circulacdo do M. leprae; insuficiente comprometimento politico de gestores em algumas
areas de importancia epidemiologica, associado ao desconhecimento da magnitude da
endemia; reduzido nimero de profissionais da rede bésica, especialmente médicos, que
garantam o diagndstico e tratamento(®??),

No Brasil, apesar da existéncia de diferencas regionais importantes na carga da
hanseniase, com concentracdo de casos nas regiGes Norte e Centro-Oeste, a reducdo
continua da endemia no Brasil na Gltima década é notavel. Tal reducdo tem sido
verificada pela diminuicdo do nimero de doentes em tratamento, pela queda do nimero
de casos diagnosticados em adultos e criancas, bem como pela reducdo do numero de
casos diagnosticados com lesdes incapacitantes®”. Para maior efetividade no
diagndstico e tratamento, é necessério intensificar as a¢es de vigilancia da hanseniase

especialmente nas regifes que apresentam maior concentracdo dos casos da doenca.

1.1.4 Patogénese

A infeccdo do bacilo M. leprae em macréfagos e células de Schwann pode
provocar lesdes na pele e neuropatia periférica, podendo chegar a estagios deformantes
e incapacidade dos nervos periféricos em suas complicagdes, tornando-se assim uma
doenca deformante e por isso, estigmatizante. O exato mecanismo de transmissao da
doenca é desconhecido, mas sugere-se que a principal forma de transmissdao do M.
leprae se da pelas vias aéreas, por meio de secrecBes expelidas (boca e nariz) pelo
doente multibacilar. A maioria das pessoas expostas ao bacilo ndo desenvolvem a
doenca, mas fatores genéticos e condicBes socioecondmicas influenciam nessa
susceptibilidade. O periodo de incubagdo da doenca varia de 1 a 10 anos®’®. As
manifestacbes clinicas da doenca estdo relacionadas as respostas do sistema
imunoldgico do hospedeiro ao bacilo. Alguns sistemas séo utilizados para classificar 0s
pacientes acometidos pela hansenfase, como o sistema Ridley-Joplin®, a classificacio
de Madrid®” e a classificacio operacional da OMS®Y.

A classificacdo de Ridley-Jopling se divide nas formas: tuberculoide-
tuberculoide (TT), borderline-tuberculoide (BT), borderline-boderline (BB),

borderline-lepromatoso (BL), lepromatoso-lepromatoso (LL) e indeterminado (I).
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Quanto aos aspectos histopatoldgicos, as lesdes de pele de pacientes tuberculoides séo
caracterizadas por infiltrados inflamatérios localizados, contendo granulomas bem
formados com macréfagos diferenciados, células epitelioides e gigantes, com
predominancia de células T CD4" na lesdo, com poucas ou nenhuma bactéria. Os
pacientes apresentam uma resposta imune celular especifica e vigorosa para M. leprae,
producdo de IFN-y, e teste dermatologico da lepromina positivo (teste realizado pela
injecdo de uma pequena amostra de M. leprae inativado por via subcutanea, analisado
trés dias ap6s injecdo para verificar se houve reacdo & bactéria - reacdo Mitsuda)®. No
outro polo, os pacientes lepromatosos apresentam lesdes multiplas e difusas na pele com
presenca principalmente de células T CD8", com resposta Th2 predominante, auséncia
de granulomas, com presenca de muitos bacilos em infiltrados de pele, que apresenta a
epiderme achatada®??. Os pacientes tem uma resposta humoral predominante com
altos niveis de anticorpos contra o patdgeno, com presenca de macréfagos espumosos
nas lesbes. A imunidade celular contra o M. leprae é baixa ou ausente, caracterizada
pelo teste dermatoldgico negativo e proliferacio de linfocitos diminuida (Figura 1.9)¢%.
Pacientes com a forma indeterminada podem evoluir para as outras formas, regredir ou

permanecer na forma indeterminada por um longo periodo de tempo®.

Exposicéo ao M. leprae
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Figura 1.9:ClassificacOes clinicas da hanseniase e perfil de resposta imunolégica do hospedeiro.BB:
borderline-borderline; BL: borderline-lepromatoso; BT: borderline-tuberculoide; LL: lepromatoso-
lepromatoso; TT: tuberculoide-tuberculoide; Thl: linfocito T helper 1, Th2: linfécito T helper 2, PMN:
Polimorfonucleares, Ag/Ac: antigeno/anticorpo. Adaptado de Misch et al. (2010)®%.
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A classificacdo de Madri de 1953 adotou critérios de polaridade, baseados nas
caracteristicas clinicas da doenca, que junto com o0s aspectos bacterioldgicos,
imunoldgicos e histologicos da hanseniase, definiu os grupos polares em tuberculoide
(T) e virchoviano (V) ou lepromatoso (L); o grupo transitorio e inicial da doenca, na
forma indeterminada (1); e o instavel e intermediario, em borderline (B) ou dimorfa
(D).Para fins operacionais e terapéuticos, a classificacdo € simplificada nas formas
paucibacilar (PB), onde ha poucas lesdes (menos ou igual a cinco) e poucos bacilos, e
multibacilar (MB), com muitas lesdes (mais de cinco) e muitos bacilos®®. A

classificacdo de Madri, no entanto, ndo é utilizada na pesquisa cientifica.

Tabela 1.1: Correlagédo entre as classifica¢cdes de Madri (1953), de Ridley & Jopling (1966) e da
OMS (1982) adotadas para a hanseniase.

Madri Indeterminada | Tuberculoide Borderline Virchoviana
() (M (B) V)
Ridley & Jopling TT BT*, BB, BL LL
OMS Paucibacilares Multibacilares

TT: Tuberculoide-tuberculoide; *BT: Borderline-tuberculoide, embora apresente caracteristicas da forma
paucibacilar, operacionalmente tem sido classificada como multibacilar; BB: Borderline-borderline; BL:

Borderline-lepromatoso e LL: Lepromatoso-lepromatoso.

Na Hanseniase podem ocorrer episddios reacionais, que sao episddios agudos de
inflamacGes que ocorrem durante o curso da doenca. Sdo problematicos, pois causam
grande morbidade devido a danos nos nervos, mesmo apds o tratamento. S&o
classificadas como Tipo 1 (ReacOes Reversas — RR) e Tipo 2 (Eritema Nodoso
Hansénico — ENH ou Eritema Nodoso Leproso - ENL), onde o Tipo 1 ocorre
geralmente em pacientes borderlines (BT, BB e BL) podendo ocorrer em uma pequena
porcentagem de pacientes sub-polares tratados, e é caracterizado pelo aparecimento de
novas lesdes dermatologicas (manchas ou placas), infiltracdo, alteracdes de cor e edema
nas lesdes antigas, com ou sem espessamento e dor nos nervos periféricos (neurite);
enguanto o Tipo 2 ocorre principalmente nas formas BL e LL, caracterizada por nddulos
subcutaneos dolorosos em pele aparentemente normal, e é frequentemente acompanhada
por sintomas sistémicos como febre, mal estar, aumento dos ganglios linfaticos,
anorexia, perda de peso, artralgia e edema, com ou sem espessamento e dor nos nervos

periféricos (neurite)®®3¢3",
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Acredita-se que todos o0s tipos de reagbes na hanseniase sejam
imunologicamente mediados, mas 0s mecanismos responsaveis por cada tipo de reacao
ainda n&o foram bem descritos. Embora as reacdes de tipo 1 e 2 afetam em conjunto 40
a 50% de todos os pacientes pelo menos uma vez no decorrer de sua doenga, nenhum
teste clinico ou laboratorial pode prever com precisdo quem tem maior probabilidade de
desenvolver uma reagédo ou quando ela pode ocorrer.

- Reacdo tipo 1 (reversa): algumas evidéncias indicam que as reacdes tipo 1 séo
resultado do aumento espontaneo da imunidade celular e da hipersensibilidade retardada
a antigenos de M. leprae, no entanto as causas e mecanismos ainda nao foram
elucidados. Estudos com linfocitos demonstraram aumento de sua proliferacdo em
resposta a antigenos da micobactéria in vitro durante reacdes do tipo 1%, Trabalhos de
imunofenotipagem revelaram que o numero de células T CD4+ estdo aumentados em
lesGes cutaneas de pacientes reacionais®*“?. Ao analisar o soro de pacientes em reago
reversa, foi demonstrado altos niveis da citocina IL-12 antes do tratamento, e seus
niveis diminuiram durante o tratamento destes individuos®?. Durante a reacdo, ocorre
aumento na expressdo de diversos genes de citocinas pro-inflamatdrias como IL-1, I1L-2,
IL-12, IFN-y e TNF, onde esta ativacdo esta presente localmente, nas lesdes cutaneas, e
sistemicamente, no soro e nos leucdcitos circulantes. Esse padrdo de expressdo de
citocinas sugeriu aos pesquisadores o perfil de resposta TH1 aumentada nos pacientes
em reacdo reversa®.

- Reacdo tipo 2 (eritema nodoso hansénico): as reacdes tipo 2 ocorrem em
pacientes com fraca imunidade celular contra o M. leprae, abundante presenca de
bacilos em lesGes cutaneas e de nervos periféricos e uma forte resposta de anticorpos
policlonais com niveis elevados de imunoglobulinas circulantes. Estudos identificaram
possiveis evidéncias da ativacdo da resposta imune celular na reacéo tipo 2, incluindo o
aumento de IFN-y, TNF e IL-12 circulantes*?. O aumento dos niveis de RNAm destas
proteinas também foram observadas em les6es cuténeas, indicando que a resposta imune
celular ocorre localmente. Em contraste, 0 aumento da expressao de IL-6, IL-8 e IL-10 e
expressao continua de IL-4 e IL-5, todas citocinas associadas com a quimiotaxia de
neutréfilos, producdo de anticorpos e reducdo da imunidade celular foram observadas
em lesbes ENH. Os fatores que desencadeiam a reacdo tipo 2 ainda sdo mal
compreendidos. Outras infecgdes ou doencas virais, febre, imunizacdo e estresse
psicolégico foram todos indicados, mas ndo ha evidéncias convincentes para qualquer

um destes de fato desencadear a reacéo. A gravidez parece ter um efeito inibitorio sobre
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as reacOes de tipo 2, no entanto a reacdo pode aparecer severamente no pds-parto em

mulheres multibacilares“?.

1.1.5 Diagnostico e tratamento

O diagnostico da Hanseniase continua sendo clinico e epidemioldgico, baseado
na analise da historia e condi¢cbes de vida do paciente, do exame dermatoneurologico
para identificar lesbes na pele com definida perda sensorial, espessamento dos nervos, a
demonstracdo de M. leprae em esfregacos de pele ou diagndstico da histologia de
tecidos (pele ou nervos). Pode ser feito exame baciloscopico, utilizando esfregaco
intradérmico, como exame complementar para a classificacdo dos casos em PB
(paucibacilar) ou MB (multibacilar). A baciloscopia positiva classifica o caso como
MB, independente do numero de lesdes, porém o resultado negativo ndo exclui o
diagndstico de hanseniase. J& exames histopatologicos sdo indicados como suporte na

elucidacéo diagnéstica e em pesquisas®’*?.

Figura 1.10 :Caracteristicas clinicas na hanseniase. A- Placas Eritematosas; B- Eritema Nodoso
Leproso; C- Abcesso de nervo fibular; D- Neurite. Fonte: http://www.dahwmt.org.br®®. Acesso em
Dezembro de 2013.
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O tratamento € eminentemente ambulatorial, utilizando esquemas terapéuticos
padronizados. Nos servicos béasicos de salde, administra-se uma associacdo de
medicamentos, a PQT, que mata o bacilo e evita a evolugdo da doenca, prevenindo as
incapacidades e deformidades por ela causadas, levando a cura e rompendo a cadeia
epidemioldgica da doencga. Assim sendo, logo no inicio do tratamento a transmissao da
doenca é interrompida e, se realizado de forma completa e correta, garante a cura
clinica. A PQT é constituida pelo conjunto dos medicamentos rifampicina, dapsona e
clofazimina, com administracdo associada. Em casos onde o paciente € paucibacilar
com lesdo Unica, pode-se recomendar o esquema conhecido como ROM, que é a
associacdo dos medicamentos rifampicina, ofloxacina e minociclina. A associagédo
medicamentosa evita a resisténcia do bacilo, que ocorre com frequéncia quando se
utiliza apenas um medicamento, impossibilitando a cura da doenca. A medicagédo é
administrada através de esquema padrdo, de acordo com a classificagcdo operacional do

doente em PB e MB“Y,

Tabela 1.2: Esquemas recomendados de poliquimioterapia.

PB Lesdo Unica

Formas Paucibacilar Multibacilar sem
Clinicas/Medicamento (PB) (MB) envolvimento de
nervos

periféricos*

600 mg, 1 vez por | 600 mg, 1 vez por | 600 mg, em dose

Rifampicina més més, supervisionada Unica,
supervisionada supervisionada
100 mg/dia 100 mg/dia
Dapsona autoadministrada autoadministrada

300 mg, 1 vez por
més, supervisionada
Clofazimina - + 100 mg em dias
alternados ou 50

mg/dia auto-
administrada

100 mg, em dose
Minociclina - unica,
supervisionada

400 mg, em dose
Ofloxacina - nica,
supervisionada
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*Este esquema € conhecido como ROM (Rifampicina, Ofloxacina e Minociclina) e deve ser usado
exclusivamente para tratar pacientes PB com lesdo Gnica, sem envolvimento de nervos periféricos. Esse

esquema é recomendado somente para uso em centros de referéncia.

Duas drogas sdo efetivas nos casos de reagdes: o corticosteroide, que pode ser
usado tanto na reacdo tipo 1, quanto tipo 2; e a talidomida que é efetiva apenas na
reacdo tipo 2. Na reacdo tipo 1, o corticosteroide € a droga usada, e esta deve ser
indicada, quando a reacdo ¢ acompanhada de neurite. Se a reagdo € apenas cutanea, é
preferivel tratd-lo apenas sintomaticamente, com farmacos anti-inflamatorios néo-
esteroidais ou analgésicos. As vezes pelo aspecto inestético que as lesdes cutaneas
eritemamatosas causam, justifica-se o uso do corticosteroide, principalmente em lesdes
na face“. Apés discussio sobre os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
imunopatoldgicos da reacdo de ENL, foi discutida a recomendacéo brasileira do uso da
talidomida como droga de eleicdo no tratamento desses casos. O TNF tem sido
implicado no mecanismo de patogénese do dano neural na hanseniase®” e na agéo anti-
inflamatoria da talidomida, envolvendo a inibicdo da expressdo génica seletiva do TNF
e, consequentemente, de suas funcdes“®. Assim, na reagdo tipo 2, a talidomida é a
droga de escolha. No entanto, devidos aos seus efeitos teratogénicos, ndo deve ser usada
em mulheres no periodo fértil entdo, nestes casos, 0s corticosteroides sdo alternativas
possiveis apesar de controlarem com maior dificuldade os episddios reacionais e 0s

indices de recorréncia®®.

1.2 Tecido Adiposo

As cléssicas fungdes do tecido adiposo sdo o0 armazenamento de energia em
forma de triacilglicerol (TG) e isolamento térmico. Em pessoas de peso normal, o tecido
adiposo constitui 20 a 25% do peso corporal na mulher e 15 a 20% no homem, sendo o0
maior depésito corporal de energia sob a forma de triglicerideo®.

Os adipocitos representam aproximadamente de 35 a 70% da massa do tecido
adiposo, que contém outros tipos celulares, encontrados na chamada fragdo vascular
estromal, que incluem pré-adipdcitos, células tronco mesenquimais, macré6fagos e outras
células do sistema imune, células endoteliais, musculares lisas, dentre outras®®.

Também tem se tornado mais evidente a contribuicdo da funcdo enddcrina do
tecido adiposo, com participacdo na regulacdo de processos fisiologicos e patoldgicos,
incluindo imunidade e inflamagdo®**?. Desde a identificacdo da leptina em 1994%%, o
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tecido adiposo emergiu como um 6rgdo endocrino extremamente ativo que secreta uma
variedade de moléculas que ndo influenciam somente na adipobiologia e funcéo de
adipdcitos de maneira autdcrina ou paracrina, mas também sdo liberadas na corrente
sanguinea, regulando diversos processos, agindo de forma enddcrina.

Hé& duas variedades de tecido adiposo, que apresentam diferentes distribuicdes,
estrutura e papel fisiologico. Uma é o tecido adiposo comum, branco ou unilocular,
cujas células adiposas quando maduras contém apenas uma goticula lipidica que ocupa
quase todo o citoplasma, com a principal funcdo de acumulo lipidico em humanos
adultos, sendo um local critico para homeostase energética, sinalizacdo de insulina e
acdo enddcrina. A outra variedade € o tecido adiposo pardo, marrom ou multilocular,
formado por adipdcitos que contém numerosas goticulas de gordura e muitas
mitocondrias, predominantemente responsavel pela funcdo termogénica, além de
representarem um importante depdsito de gordura em recém nascidos e em uma

variedade de mamiferos“®®¥,

1.2.1 Biologia dos adipdcitos - adipocitos brancos, marrons e bege

Além dos adipdcitos brancos e marrons, o esquema de classificacdo corrente
inclui uma terceira categoria de adipdcitos, chamados bege ou ‘brite’ (brown—in-white),
que podem ser consideradas células induzidas a adipdcitos marrons, com propriedades
termogeénicas®.

Adipacitos brancos sdo geralmente células grandes e arredondadas, com
didametro que varia entre 25 a 200um, contendo uma Unica grande goticula lipidica
envolta com uma fina camada de citoplasma, com poucas mitocondrias e nucleo
achatado localizado na periferia. As principais funcbes dos adipdcitos brancos sdo
armazenamento de energia na forma de gordura, lipélise e secrecdo de adipocinas®?.

Os adipdcitos marrons sao células de forma poligonal, citoplasma normal, com
goticulas lipidicas multiloculares. Apresentam seu nucleo redondo e centralizado junto
com uma grande quantidade de mitocondrias®®. Sua principal funcdo bioldgica é a
termogénese, podendo também estocar energia na forma de gordura e secretar
adipocinas, porém em menor extensdo que os adipdcitos brancos®®. Sua habilidade
termogénica deriva da presenca de proteinas desacopladoras 1 (UCP-1), proteina
mitocondrial que induz a producdo de calor pelo desacoplamento da respiracdo na
sintese de ATP. Em recém nascidos, a gordura marrom € abundante no pescogo e na

regido interescapular (costas) para prevenir hipotermia. Acreditava-se que adultos
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continham apenas vestigios deste tecido, como consequéncia da sua involucao durante a
infancia, no entanto estudos revelaram que adultos contém gordura marrom ativa em
algumas partes do corpo, como no pescogo®”.

Os adipdcitos brancos e marrons derivam da mesma célula tronco mesenquimal,
no entanto, durante a gastrulacao, células tronco mesenquimais do mesoderma paraxial
expressam o fator miogénico Myf5, e as do mesoderma lateral ndo expressam este fator
de transcricdo. Células expressando Myf5 se diferenciam em adip6citos marrons ou
miocitos, enquanto que célulasMyf5 negativas se tornam adipdcitos brancos ou
pericitos, células associadas a vasos sanguineos®?.

Recentes estudos revelaram a presenca de células brown-like no tecido adiposo,
chamadas bege ou ‘brite’ (do inglés brown-in-white)®®. Os adipécitos bege sdo células
Myf5 negativas, que parecem ser originarias de células endoteliais ou perivasculares
dentro do tecido adiposo branco, com uma Unica assinatura genética que é diferente das

de adip6citos brancos ou marrons. Sob condicBes basais, adipocitos bege expressam
baixos niveis de UCP-1, mas sob estimulo 3-adrenérgico induzido por exposicéo ao frio

ou exercicios, estes adipocitos produzem altas quantidades de UCP-1 e demonstram
propriedades termogénicas®®*®. Como os adipécitos bege ainda sdo uma categoria
enigmética, que precisam ser mais investigados, ndo serd um assunto tratado

profundamente neste trabalho.

\ | | G = |
) A AL

< N\ %

Figura 1.11: Representa¢do esquematica dos adipdcitos branco e marrom. Adipdcito branco com sua
caracteristica goticula lipidica unilocular com seu nucleo achatado na periferia, enquanto o adipécito
marrom possui goticulas lipidicas multiloculares, nlcleo arredondado e presenga de numerosas

mitocondrias.

19



Os adipdcitos derivam de células-tronco mesenquimais multipotentes. Ndo sdo
descritas formas intermediarias no desenvolvimento até adipdcitos maduros, entdo sua
adipogénese (diferenciacdo de pré-adipdcitos a adipocitos) € geralmente descrita em
duas fases: a primeira, de determinacédo, envolve o compromisso de uma célula tronco
pluripotente a linhagem de adipocito. Resulta na converséo da célula mesenquimal a um
pré-adipocito, que ainda ndo € distinguivel de sua célula precursora, mas que ja perdeu
seu potencial em se diferenciar em outros tipos celulares. Na segunda fase, a
diferenciacéo terminal, o pré-adipocito assume caracteristicas de adipocito maduro, com
a maquinaria necessaria para transporte e sintese de lipidios, sensibilidade & insulina e

secrecdo de suas protefnas especificas®?.

1.2.2 Adipogénese

O tecido adiposo, branco ou marrom, exige importantes fatores de transcrigdo
necessarios para promover a diferenciacao de pré-adipdcitos a adipdcitos maduros. Uma
variedade de modelos celulares sdo utilizados para estudar as vias moleculares da
adipogénese e as fungdes dos adipdcitos in vitro. Células de linhagem 3T3-L1, derivada
de camundongos suicos prematuros®® sdo as mais bem caracterizadas, sendo necessério
utilizar um coquetel estimulante constituido por insulina, dexametasona,
metilisobutilxantina e soro fetal bovino para desencadear o processo de adipogénese
nestas células.

A adipogénese é um processo altamente controlado onde células tronco
mesenquimais sdo diferenciadas em adipécitos maduros®®. Duas principais etapas estdo
envolvidas: 1- Determinacdo: o compromisso de uma célula tronco mesenquimal
pluripotente em se tornar um pré-adipécito unipotente que é morfologicamente idéntica
a célula tronco precursora, mas que ja perdeu seu potencial de se diferenciar em outros
tipos celulares; 2- Terminal: processo onde os pre-adipécitos adquirem o fendtipo e
caracteristicas funcionais de adipdcitos maduros.

Adipdcitos brancos: O processo biolégico da adipogénese é complexo e

regulado por multiplos fatores. Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) sdo potentes
fatores de crescimento da superfamilia de TGF (3 (fator de transformacéo do

crescimento beta), que estdo envolvidas na determinacdo das células pluripotentes a

linhagem de adipécitos, condrécitos ou osteoblastos®®. As proteinas BMP interagem

20



com receptores especificos de superficie celular, BMPR1 e BMPR2. A ligagéo de
BMPs com o complexo BMPR1 e BMPr2 induz a fosforilagdo de SMADL, -5 e -8, que
formam um complexo com SMAD4 que transloca-se para o nlcleo e regula a expressdo
génica. A ativagdo do complexo BMPR1:2 também estimula as vias MKK3/p38 MAPK
e TAK1, ativando a expresséo de genes alvo. A determinacgdo de adipdcitos brancos é
positivamente regulada por BMP2 e BMP4®Y. No entanto muitos fatores de transcrigéo
reprimem a adipogénese, incluindo membros da familia GATA e sinalizagéo por Notch
e Wnt, assim como fatores Kruppel-like 2 e 7 (KFL2 e KFL7)®?,

A transcricdo de PPARYy, proteinas C/EBP e SREBP1 séo a chave para a fase
terminal de diferenciacdo de adipocitos. S&o encontrados niveis baixos ou nulos destes
fatores em pré-adipocitos, mas sua expressdo aumenta durante a diferenciagdo. A
ligagdo destes fatores de transcricdo com promotores de genes adiposos especificos
resulta no aumento da expressdo de marcadores de diferenciagdo de adipdcitos. O
PPARy é um membro da superfamilia de receptores nucleares e é considerado o
principal regulador da adipogénese, pois todos os fatores adipogénicos precisam de sua
presencga para promover o processo. PPARy heterodimeriza com outro receptor nuclear,
0 RXEa, para se ligar ao DNA e promover a transcricdo de genes especificos de
adipdcitos como leptina, adiponectina, proteina de ligacdo de acidos graxos 4 (FABP4)
ou perilipina, dentre outros®?.

O fator C/EBP pertence a classe de fatores de transcricdo do tipo‘ziper de
leucina’ e possui seis isoformas que estdo envolvidas no inicio da indugdo de
diferenciacdo. O aumento de AMP ciclico intracelular leva a ativacdo de uma cascata de
sinalizacdo que gera a translocacdo de C/EBP para o ndcleo, promovendo a transcri¢do
de diversos genes especificos envolvidos na criagdo do fenétipo dos adipécitos®?.

O terceiro fator chave da adipogénese, SREBP1 (formalmente conhecido como
fator de determinacéo e diferenciacdo do adipocito 1 — ADD1) pertence a familia ‘helix-
volta-helix’de fatores de transcricdo®?. Durante a diferenciacdo, SREBP1 é ativado e
translocado para o nucleo, onde reconhece elementos de resposta a esterol (SRE) e
induz a expressdo de enzimas lipogénicas, incluindo acetil-CoA carboxilase (ACC),
acido graxo sintetase (FAS), lipoproteina lipase (LPL) e estearoil-CoA desaturase 1
(SCD1), assim como um desconhecido ativador de PPARY®4%.

Adipécito Marrom: Os fatores BMP7 e PRDM16 tem papel chave na

determinacdo de adipdcitos marrons. O estimulo de células tronco mesenquimais
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progenitoras com BMP7 induz o compromisso do adipocito marrom aos seguintes
mecanismos: 1- bloqueio de inibidores adipogénicos como Pref-1, Wnt10a ou nectina;

2- inducdo de marcadores adipogénicos, que sdo comuns entre 0s adipdcitos marrons e

brancos, como PPARyY ou C/EBPq; 3- superexpressdo de marcadores especificos de

adipdcitos marrons como PRDM16, PPAR coativador 1 a/p (PGC-1a/f3) e UCP-1; e 4-
indugdo de biogénese mitocondrial pelo aumento de componentes mitocondriais como
TFAM, citocromo ¢ ou NRF1€9,

O PRDM16 é um fator de transcri¢cdo do tipo ‘dedo de zinco’ que controla o
interruptor bidirecional de células Myf5 positivas em adipdcitos marrons ao invés de
mioblastos®”). PRDM16 estimula adipécitos marrons pela ligacéo entre PPARy e PGC-
1a, ativando sua fungio transcricional®®. Por outro lado, PRDM16 reprime a expressio
de genes de adipocitos brancos e miogénicos pela ligacdo com correpressores CTBP1/2
e EHMT1. Além disso, PRDM16 se liga a PPARy e PGC-1a/f pelos seus‘dedos de
zinco’, estimulando a transcricdo de genes seletivos a adipécitos marrons®®. O PGC-
1 é um coativador transcricional extremamente importante na inducdo da expressdo de
genes de marcadores especificos de adipocitos marrons (UCP1 e UCP3) e também para
a promocdo de biogénese mitocondrial. Trés membros da familia PGC-1 foram

descritos: PGC-1a/pBe PGC relacionado a coativacdo. Consequentemente, PGC-1a

coativa 0 heterodimero PPARy-RXRa, promovendo a expressdo dos genes

termogénicos UCP1 e UCP3, ligando-se também ao homodimero NRF1 e NRF2 que
estdo envolvidos na replicacdo de DNA mitocondrial’?.

22



T
T

: = Linhagem miogénica
Adipohiasd . Célula Tronco Mesenquimal . < .

> R

BMP2 WNTs
UBMN l lGATA e l
" -
Fré-atipéeito Progenitor Myf5+
BMP2, BMP4 Prett | O smP7 @ ——
PPARy lGREM1 l P MytS
C/EBPs wWhTs [—— O PROM16 00— MyoD
Pré-adipécito marrom
Pré-adipécito branco Comprometido /
Comprometido /
PROM16 Mioblasto/
- Miotubo
PPARYy, CEBPs ucP-1 PGC-1a/p o (=)
TMEM26 ucP-1
SREBP1 CD137
zic1 | PPARy MyoD | MEF2
E.mmulos TBx1 CIDEA Myogenin | MRF4
Catecolamina EVA1
Exposicdo ao frio ELOVL3
Exercicio 7
Tranxd{fermclafda Transdiferenciacio Célula Muscular
Adipécito Branco Adipécito Bege Adipécito Marrom Esquelética I
| 1 I
&
- 4 N \
\ - < - \ - d.
\.\ - v y
B | . ’ ”
K AT i »
S A "
3 ~Q\ ! g
| =

Figura 1.12: Ontogenia de adipdcitos branco, marrom, bege e miécitos. A diferenciacdo de adipdcitos
é¢ um processo complexo orquestrado por multiplos fatores. Proteinas BMPs sdo fundamentais no
compromisso de adip6citos branco (BMP2 e BMP4) e marrom (BMP7). Diversos inibidores adipogénicos
ja foram descritos, incluindo GATA, WNT, Notch, e gremlin-1 (GREM1) para pré-adipdcitos brancos, e
Pref-1, necdin e Wnt para pré-adipdcitos marrons. A diferenciagdo terminal de adip6citos brancos exige
ativacdo de fatores dos transcricdo PPARy, C/EBP, e SREBP1. Na diferenciacéo de células progenitoras
Myf5+ para adipécitos marrons, PRDM16 é uma molécula chave no desvio entre adipdcito-midcito
através da ativacdo da expressdo de genes ‘marrom-seletivos’ (PGC-10/p, UCPI1, ZIC1, e ELOVLS,
dentre outros) e repressdo de genes miogénicos como Myf5, MYOD, ou miogenina. Recentemente, um
terceiro tipo de adipécito foi descrito, chamados de adipdcito bege ou ‘brite” (brown-in-white), que sdo
supostamente derivados da transdiferenciacdo de adipdcitos brancos para um fenétipo semelhante ao
marrom. Adipocitos bege possuem propriedades termogeénicas induzidas pela exposicdo ao frio, estimulo
[B-adrenergico, ou exercicios e mostram uma assinatura genética Unica (TMEM26, CD137, TBX1). Em
seguida, representacdo histologica de tecido adiposo branco, bege e marrom assim como musculo
esquelético (aumento de 100X) obtidos de roedores. Setas verdes indicam modulagdo positiva, enquanto

setas vermelhas indicam modulacéo negativa dos genes indicados. Adaptado de Fruhbeck et al. (2015)®%.
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1.2.3 Funcéo endocrina do tecido adiposo

Além do seu papel no isolamento e suporte mecénico, o tecido adiposo
tradicionalmente € reconhecido como o principal local para armazenamento de energia
excedente, com papel crucial na homeostase de acidos graxos de todo corpo. Em
periodos de calorias em abundéncia, estoca &cidos graxos livres na forma de
triglicerideos através da sua esterificacdo com glicerol, e os libera de volta para a
circulacdo em momentos de escassez de energia'’®.

Durante as ultimas duas décadas, resultados da ciéncia basica e estudos clinicos
mudaram a visdo sobre a patofisiologia dos adipdcitos. Desde que a leptina foi
descoberta em 1994®%, o tecido adiposo branco foi reconhecido como um 6rgdo
enddcrino e uma fonte importante de substancias biologicamente ativas com acédo local

e/ou sistémica chamadas adipocinas™.

Tecido Adiposo Branco

Metabolismo Inflamacao
| I | [ I 1
Proteca
Homeostase Diferenciacao Sensibilidade Controle Car dil;::.'zzss_lar / Inflamacao
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Figura 1.13: Tecido adiposo branco: efeitos sobre o metabolismo e inflamag&o.O tecido adiposo
branco influéncia no metabolismo através da homeostase energética, diferenciacdo de adipocitos, e
sensibilidade a insulina, afetando a inflamagao através do controle inflamatorio, protecéo cardiovascular e

inflamacéo vascular, secretando diversos fatores. Adaptado de Juge- Aubry et al. (2005)%.

Sendo assim, o tecido adiposo branco, que é o tecido adiposo mais amplo no
organismo antes considerado inerte, dedicado principalmente ao armazenamento de
energia, estd emergindo como um participante ativo na regulagdo de processos

fisiolégicos e patoldgicos, incluindo imunidade e inflamac;éo(75).
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1.2.4 Adipocinas
O tecido adiposo produz e secreta proteinas bioativas chamadas adipocinas, que
ndo s6 influenciam na funcdo do adipécito de forma autdcrina ou parécrina, mas
também afetam diversas vias metabolicas de forma enddcrina, através da corrente
sanguinea. Dentre estes, uma variedade de fatores proinflamatdrios e antiinflamatorios
incluindo as adipocinas: leptina, adiponectina, resistina e visfatina, assim como

citocinas e quimiocinas como TNF, IL-6, MCP-1 e outros(’?.

Fatores Secretados por Adipocitos

Fatores Fatores
Inflamatérios Anti-Inflamatorios
. . . Fatores de . Citocinas Receptor Receptores Adipocina
Adipocinas  Interferons Interleucinas Crescimento QUIMHOCINAS  Apeiinflamatérias  Antagonista Soliveis P
Leptina 1L-8 IL-1RII
isting X - 1L-4 s
I—\’hs!hmu ]F:N R 1L-1 TNF-a 1P-10 110 IL-1Ra sTNFR Adiponectina
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Figura 1.14: Fatores inflamatdrios e anti-inflamatérios secretados por adipécitos. Subgrupos de
fatores inflamatdrios incluem adipocinas, interferons, interleucinas, fatores de crescimento e quimiocinas.
Entre os fatores anti-inflamatérios incluem citocinas, receptores antagonistas, receptores sollveis e
adipocinas. Muitos fatores recentemente descobertos ndo foram adicionados na figura devido a falta de
pesquisas que os classifiquem como inflamatdrio ou anti-inflamatério. Adaptado de Juge-Aubry et al.
(2005)™.

O termo adipocina € usado para descrever certas citocinas que Sao
principalmente produzidas pelos adipdcitos, no entanto é importante ressaltar que ndo
sdo todas exclusivamente derivadas deste 6rgdo. As adipocinas também sdo produzidas
por outras células localizadas no tecido adiposo branco. A sintese de adiponectina e
leptina, por exemplo, acontece principalmente nos adipécitos, enquanto outras
adipocinas sdo produzidas principalmente pelas células localizadas na matriz do tecido
adiposo. Com composi¢do complexa, o tecido adiposo branco permite integracdo com

multiplos processos metabélicos!’?.
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A adiponectina e a leptina sdo as mais abundantes adipocinas produzidas pelos

adipdcitos. Vérios outros produtos do tecido adiposo que estdo caracterizados incluem
certas citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1; quimiocinas como CCL2 (MCP-1);

mediadores do processo de coagulacdo como PAI-1 e fatores de complemento. Estes
produtos tem papel conhecido no sistema imune e, embora alguns deles sejam
produzidos pelos adipécitos, ndo sdo normalmente considerados adipocinas, no entanto
possuem papel importante na interface entre os sistemas imune e metabélico’®.

Em humanos, as adipocinas funcionam como hormonios, influenciando
na homeostase energética e regulando funcbes neuroenddcrinas. Como citocinas, elas
afetam fungdes imunes e processos inflamatérios pelo corpo. Niveis alterados de
adipocinas foram observados em uma variedade de condi¢fes inflamatdrias, porém seu
papel patogénico ainda ndo esta claro. Todas se integram em uma rede de comunicacoes
com outros tecidos e 6rgéos, tais como musculo esquelético, cortéx adrenal, cérebro e
sistema nervoso simpatico e participam na regulacdo do apetite, equilibrio energético,
imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese, pressdo arterial, metabolismo e
homeostase lipidica’”. As adipocinas leptina, adiponectina e resistina, serdo

caracterizadas a seguir.

1.24.1 Leptina

A leptina, do grego leptos, que significa magro, é uma proteina de 16kD
codificada pelo gene ob. A leptina pertence a familia de citocinas helicoidais de cadeia
longa e tem semelhanca estrutural com outras citocinas como IL-6, IL-12, IL-15,
horménio de crescimento, dentre outros (Figura 1.15).E uma proteina produzida pelo
tecido adiposo em proporcdo a massa de gordura corporal, e também é produzida em
niveis mais baixos por outros tecidos como estdbmago, masculo esquelético e
placenta®. Circula ligada parcialmente a proteinas plasmaticas e entra no sistema
nervoso central por difusdo. No hipotalamo se liga a receptores que estimulam
peptideos anorexigénicos e inibe peptideos orexigénicos’®. O controle do apetite é o

seu principal papel, porém também exerce outras fungdes fisiologicas.

Figura 1.15: Estrutura tridimensional da leptina. Estrutura
tridimensional de leptina murina, que contém quatro alfa-hélices
que sdo tipicas da estrutura de citocinas como IL-6, IL-12 e IL-
15. Fonte: La Cava & Matarese (2004)®.
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Embora sua importante funcdo seja a regulacdo do peso corporal através da
inibicdo da ingestdo de alimentos e estimulo de gasto de energia pelo aumento da
termogénese, evidéncias recentes indicam a leptina como mais que um “sensor de
gordura”®®Y . Seu papel na regulagdo da imunidade tem sido estudado desde a sua
clonagem em 1994, tendo sido detalhados muitos efeitos sobre a resposta imunologica e
inflamatoria além de regular fungGes neuroenddcrinas, homeostase energética,
hematopoiese e angiogénese. Contudo, o consenso geral é de que a leptina exerce papel

pro-inflamatdrio ">,

1.2.4.2 Adiponectina
A adiponectina, também chamada de Acrp30 ou AdipoQ, é uma proteina
hormonal de 30kD com 244 aminoacidos codificada pelo gene apM1, com estrutura

®2)  pertence

homologa similar ao colageno VIII e X e fator de complemento Clq
estruturalmente a familia do complemento 1q, e uma vez sintetizada forma trimeros que
entdo se oligomerizam para formar polimeros compostos por 4 a 6 trimeros (Figura
1.16). Ambos trimeros e oligdmeros, mas ndo mondmeros, estdo presentes na
circulacdo. E uma molécula composta por um dominio globular e um dominio colageno.
Sua funcdo mais conhecida é a regulagéo da sensibilidade a insulina®?.

A adiponectina é a adipocina que circula em mais altos niveis (na faixa de
microgramas por mililitros contra nanogramas por mililitros de leptina) no organismo.
Na circulacdo a adiponectina esta presente de maneiras variadas: em forma de trimeros
(baixo peso molecular), hexdmeros (médio peso molecular) e dodecameros ou 18-
ameros (alto peso molecular) ®%. Embora seja sintetizada quase exclusivamente pelos
adipdcitos, ela também é expressa em células musculares esqueléticas, midcitos

cardiacos e células endoteliais® %",

27



Adipdcito
,L Y

Midcitos esqueléticos e
cardlocos

Célula Endotelial

(ol oo Tf

Adiponectina de Adiponectina Adiponectina de

Adiponectina de
i lobular 2 alto peso molecular
baixo peso molecular g médio peso molecular

® db

Figura 1.16: Estrutura da adiponectina. A adiponectina existe como um trimero (forma de baixo peso

molecular) bem como um fragmento de clivagem proteolitica (globular). Trimeros compridos podem se
dimerizar formando um hexametro (médio peso molecular) que pode entdo se oligomerizar, formando um

polimero (alto peso molecular). Adaptado de Tilg & Moschen (2006)"®.

Outras funcgdes envolvidas sdo mediar propriedades antiaterogénicas, alem de
regular a sensibilidade a insulina, como descrito em mausculo esquelético, figado e
células endoteliais®. A adiponectina também induz efeitos na modulacéo inflamatéria,

parecendo agir como uma molécula anti-inflamatéria®® %,

1243 Resistina

Resistina, ou ‘resistente a insulina’, foi originalmente descoberta em
camundongos em 2001 e nomeada por sua habilidade de resistir (interferir com) a acéo
da insulina. Também é conhecida como fator adipécito secretado, pertence a familia de
moléculas semelhantes a resistina (RELM) com padrdes de expressao e efeitos
bioldgicos diferentes®2%?,

S&@o conhecidos diversos tipos celulares que expressam resistina incluindo
adipocitos®®, epitélio intestinal, células musculares esqueléticas®® e possivelmente,
astrocitos®”.

Ha& debates sobre o papel funcional da resistina em camundongos e humanos. A
principal fonte de resistina em camundongos s&o 0s adipocitos. A resistina murina é um
polipeptideo rico em cisteina de 11kD, e seu gene esta localizado no cromossoma 8. E

sintetizado como um precursor de 114 aminoacidos, com uma sequencia sinal de 20

28



aminoacidos e um segmento maduro com 94 aminoécidos®®. A resistina por si s6 pode
formar homodimeros ou multimeros de diferentes tamanhos através de ligacOes
dissulfeto ou nao-dissulfeto®. No entanto, a formacdo desses dimeros ou multimeros
parece ndo ser necessaria para sua bioatividade®®.

A resistina humana é um peptideo rico em cisteina de 12,5kD, com uma
sequéncia madura de 108 aminoacidos. O gene da resistina humana se encontra no
cromossoma 19. Enquanto segmentos maduros s&o 55% idénticos entre murinos e
humanos®, os genes tem regides promotoras diferentes, indicando mecanismos de
regulacéo, distribuicdo de tecidos e funcdes diversas®%.

A proteina madura tem tendéncia a formar oligbmeros que circulam no soro
humano em diversas isoformas de baixo e alto peso molecular™®. Em humanos, a
resistina € produzida por populacdes de células além dos adipdcitos, que incluem
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), macrofagos e células da medula

655ea(102.103)

. Podem modular vias moleculares envolvidas no metabolismo, resposta
inflamato6ria e doencas autoimunes, além de seus alvos cardiovasculares. No geral,

parece ter papel na modulacdo de moléculas pré-inflamatorias.

1.3  Células da Linhagem 3T3-L1

As células 3T3-L1 sdo células de linhagem clonada, estabelecidas como pré-
adipdcitos por sua capacidade de acumular triglicerideos e se tornarem adipdcitos.
Também sdo especializadas na sintese de coladgeno e, antes de sua conversdo a
adipdcito, produzem colageno como qualquer outra célula de linhagem 3T3, sendo
considerada assim 3T3-L1 como uma linhagem de fibroblastos com uma forma
adicional de especializacdo. A conversdo de 3T3-L1 de pré-adipdcito até adipdcito
maduro envolve um processo de diferenciacdo que pode ser estudado sob condicdes de
cultura®. O estabelecimento das células de linhagem de fibroblastos murinos 3T3-L1
evoluiu sob definidas condigdes de cultura®, de uma linhagem clonada a partir de
embrido de camundongo suico, sendo designada 3T3-M. Em Green & Kehind (1974)®®
é descrito o isolamento de clones de 3T3-M (3T3-L1 e 3T3-L2), que acumulavam
grande guantidade de lipidios quando entravam em seu estado de repouso. Estes lipidios

consistiam em triglicerideos, sugerindo a relagao entre células 3T3-L1 e adipdcitos.
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Com caracteristicas de tecido adiposo multilocular, essa linhagem de
fibroblastos tem capacidade de se diferenciar em adip6citos maduros, com caracteristica
distribuicdo de goticulas lipidicas por todo o citoplasma (Figura 1.17). Essas células séo

usadas como modelos para varios estudos, principalmente aos envolvendo a producéo
(51)

de mediadores inflamatérios

Figura 1.17: Acumulo de lipidios durante a
diferenciacdo de células de linhagem 3T3-L1. A- Pré-
adipdcitos; B-Adipocitos maduros. Lipidios marcados
em vermelho (Coloragdo OilRed O). Fonte: KIM et al.
(2011)199),

1.4 Lipdlise de Corpusculos Lipidicos de Adipdcitos

O triacilglicerol (TAG) estocado no tecido adiposo € a principal reserva
energética em mamiferos. O TAG ¢€ sintetizado e estocado em corpusculo lipidicos
citosolicos durante momentos de excesso de alimento, e é mobilizado dos corpusculos,
via lipolise, durante momentos de caréncia de energia para gerar acidos graxos (AGS).
Enquanto a sintese de TAG é compartilhada por outros 6rgdos como o figado, para
producdo de VLDL, a lipdlise para liberacdo de AGs como fonte de energia é uma
funcéo exclusiva do tecido adiposo%1%.

Em adipdcitos, o TAG é estocado em corpusculos lipidicos citosolicos. Embora
uma vez considerado um local de armazenamento inerte, os corpusculos lipidicos
recentemente se tornaram reconhecidas organelas dindmicas, de central importancia
para 0 metabolismo lipidico e energético. Os corpusculos lipidicos sdo compostos de
um ndcleo com TAG e éster de colesterol, circundados por uma monocamada

fosfolipidica revestida de proteinas. Muitas destas proteinas sdo caracterizadas pela
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presenca de motivos N-terminal conservados definidos como dominios PAT, nomeadas
perilipina, adipofilina (também chamada ADRP, proteina relacionada a diferenciagao de
adipdcitos), e TIP47. No entanto estas proteinas PAT sdo expressas em diferentes

tecidos, sugerindo potenciais funcdes tecido especificas™®.

® .
[ | Fosfolipideos

é Esterol

° Diacilglicerol

2
Triacilglicerol

2 .
ﬁ\\ Ester de esterol
Proteinas da familia perilipina !

Figura 1.18: Representacdo esquematica da composi¢éo do corpusculo lipidico. Adaptado de Guo et
al. (2009)1%,

A caveolina, uma proteina integral de membrana associada com jangadas
lipidicas na superficie celular (cavéolas), foi localizada em corplsculos lipidicos
regulando a lipolise™?. A abundancia relativa de corptsculos associados a proteinas,
suas modificacdes pos traducionais e interacbes com outras proteinas ajudam a regular a
atividade lipolitica nos adipdcitos.

Apesar dos recentes progressos nos estudos sobre corpusculos lipidicos, algumas
questdes permanecem. A primeira é: como as goticulas lipidicas sdo formadas? Embora
existam varias teorias sobre a biogénese de corpusculos lipidicos, o0 modelo mais
amplamente aceito afirma que lipidios neutros se acumulam na bicamada do reticulo
endoplasmatico e, posteriormente, brotam da camada citosélica da membrana®®”. Como
TAG ¢é transportado do seu sitio de sintese para o corpusculo lipidico? Os lipidios
devem ser transportados para o corpusculo possivelmente via transporte vesicular, ou
sintetizado localmente, provavelmente por enzimas como as diacilglicerol
aciltransferases (DGATS) que ja foram demonstradas estarem presentes nos corpusculos
lipidicos. E postulado também que pequenos corpusculos lipidicos recentemente

formados podem se fundir, formando corplsculos maiores’1%)

. Em adicdo, para
ajudar os adipdcitos a lidar com grande quantidade de AGs, é sugerido que a biogénese

e o crescimento de corpusculos lipidicos pode ocorrer na membrana plasmatica™®*?.

31



Durante a lipolise, o TAG estocado nos corpusculos lipidicos é hidrolisado a

AGs e glicerol. Os AGs liberados pelo tecido adiposo podem entrar na circulagdo e
serem utilizados por outros 6rgdo atraves da (3-oxidacéo e subsequente geracéo de ATP.

Adicionalmente, AGs e glicerol liberados também servem de substrato no figado, para a
cetogénese e gliconeogénese, respectivamente!?.

Anteriormente, a HSL (lipase hormdnio sensivel) uma proteina citoplasmética
de 84kDa, era considerada a enzima limitante na hidrélise de TAG®. No entanto,
estudos com camundongos knockout para HSL demonstraram que 0s mesmos ndo eram
obesos e acumulavam diacilglicerol (DAG) no tecido adiposo ao invés de TAG,
indicando que a HSL age primariamente como uma DAG lipase, sugerindo a atividade
de novas lipases adicionais nos adipécitos®*?. Em 2004, trés laboratérios independentes
identificaram a mesma nova TAG lipase, nomeada desnutrina, ATGL e fosfolipase A2,
conduzindo a reavaliacdo do modelo classico de lipdlise*> ). A desnutrina/ATGL é
uma proteina de 54kDa, predominantemente expressa em tecido adiposo e exibindo alta
especificidade pelo TAG®**") E agora conhecida como a principal TAG lipase no
tecido adiposo, hidrolisando TAG em DAG e um AG. DAG é posteriormente
hidrolisado pela HSL gerando monoacilglicerol (MAG) e um segundo AG. A MAG
lipase, uma proteina de 33kDa, entdo hidrolisa MAG produzindo glicerol e um terceiro
AG.

A lipdlise nos adipécitos é altamente regulada por horménios. No estado de
jejum, elevados niveis de glicocorticoides regulam positivamente a transcricdo de

ATGL™®, Além disso, as catecolaminas, através da ligagio em receptores -

adrenérgicos acoplados a proteinas Ga, geram uma cascata de sinalizacdo que aumenta

0s niveis de AMPc e ativa a PKA. A PKA fosforila a HSL resultando em sua
translocacdo do citosol para o corpusculo lipidico associado a proteina perilipina
permitindo maior acesso de lipases ao corpisculo™®. Em contraste, durante o estado
alimentado a insulina se liga a seu receptor nos adipdcitos, iniciando uma sinalizagédo
que, via fosforilagédo e ativacdo de fosfodiesterase 3B (PDE3B), diminui o AMPc que
por fim inibe a lipolise.

Enquanto a regulacdo enddcrina da lipdlise por catecolaminase insulina
encontra-se bem caracterizada, ainda ha muito a ser investigado sobre a regulacédo local
da lipolise em adipdcitos por fatores autdcrinos e/ou paracrinos. Os adipdcitos secretam

diversos fatores que podem regular a lipélise localmente, como TNF que estimula a
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lipolise e adenosina que inibe a lipdlise. As prostaglandinas demonstraram inibicdo,

estimulo, ou nenhum efeito na lipélise dependendo da sua concentracdo e espécies
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Figura 1.19: Regulacdo da lipélise em adipdcitos. A: Desnutrina/ATGL inicia a lipdlise hidrolisando o
Triacilglicerol (TAG) a diacilglicerol (DAG). A lipase hormdnio-sensivel (HSL) hidrolisa DAG a
monoacilglicerol (MAG), que é sequencialmente hidrolisado pela MAG lipase gerando glicerol e trés
acidos graxos livre (FAs). Os FAs gerados na lipolise podem ser liberados na circulacdo para serem
utilizados por outros 6rgdos ou oxidados dentro dos adip6citos. Durante o jejum, catecolaminas, através
da ligacdo a receptores B-adrenérgicos acoplados a proteinas Ga, ativam a adenilato ciclase (AC)
aumentando AMPc e ativando a proteina quinase A (PKA). A PKA fosforila a HSL e a perilipina,
resultando na translocacdoda HSL do citosol para o corplsculo lipidico assim como sua ativacdo.
Adicionalmente, durante o jejum, glicocorticoides aumentam a expressdo de desnutrina/ATGL. B: No
estado alimentado, a insulina se liga ao seu receptor (IR), resultando na reducdo dos niveis de AMPc,
reduzindo a lipélise. A insulina também suprime a expressdo de desnutrina/ATGL. Estudos recentes
revelam que a lipolise é dominantemente regulada pela prostaglandina E2 (PGE2) através da fosfolipase
A2 especifica ao adipécito (AdPLA), que hidrolisa fosfolipidios para formar &cido araquidonico (AA),
que via ciclooxigenase (COX) produz PGE2, que age localmente através da ligacdo a receptores EP3
acoplados a proteinas Ga inibitoria presente em adipdcitos, resultando na inibi¢do de AC e

consequentemente reduzindo a lip6lise. Fonte: Ahmadian et al. (2007)%),

1.5  Tecido Adiposo e Doencas Infecciosas
Ja é aceito que os adipdcitos sdo células altamente ativas endocrinamente, com
papel central na homeostase energética e importantes contribuintes do sistema

imunolégico. Eles ndo so influenciam sistemicamente na homeostase lipidica, mas
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também na producdo de fatores hormonais, citocinas e componentes da matriz
extracelular, comumente referidos como adipocinas. Pouca atencdo tem sido dada ao
papel do tecido adiposo em doencas infecciosas. Contudo, o forte potencial inflamatério
do tecido adiposo sugere um importante papel na resposta imune inata sistémica®??.

Diversas evidéncias tém apoiado a interligacdo entre o tecido adiposo e células
imunocompetentes. Esta ligacdo é ilustrada na obesidade, onde o excesso de tecido
adiposo e inflamagéo tem sido descritos tanto em seres humanos quanto em roedores
obesos. Além disso, inumeros fatores envolvidos na resposta inflamatoria sédo
secretados por pré-adipocitos e macrofagos, e hd comprovacdo de que pré-adipdcitos
desenvolvem atividade fagocitica para microorganismos, tendo sido utilizada a
linhagem 3T3-L1 como modelo experimental®?.

Diversos estudos demonstram que os adipdcitos servem adequadamente como
alvos dos parasitas intracelulares Trypanosoma cruzi®??®®, Trypanosoma brucei®?®,
Rickettsia prowazekii** e M. tuberculosis™®®, dentre outros, porém ha poucos estudos
sobre a resposta imune de adipdcitos a infecgbes de patdgenos intracelulares.

Em Combs et al. (2005)"?? ¢ demonstrado que adipécitos 3T3-L1 sdo
eficientemente infectados por T. cruzi onde as células infectadas apresentam grande
namero de parasitas intracelulares que se agrupam em torno dos corpusculos lipidicos.
Além disso, os adipdcitos infectados exibiram mudancgas nos niveis de expressdo das
adipocinas adiponectina, leptina e resistina. Em outro trabalho utilizando T. cruzi®®,
foram feitos ensaios utilizando camundongos como modelo de infeccdo, que
apresentaram alta carga parasitaria no tecido adiposo, com aumento significativo de
macrdfagos e reducdo no acumulo de lipidios, tamanho dos adipdcitos e massa de
gordura corporal, além do aumento da expressdo de enzimas lipoliticas. Em conjunto,
estes trabalhos sugerem que o tecido adiposo seja um alvo importante na infec¢do aguda
da doenca de Chagas, podendo ser um importante reservatorio dos parasitas durante a
doenca cronica.

O tecido adiposo também foi descoberto como importante nicho de infeccéo
para T. brucei, descrito por Trindade et al.(2016), apds se acumularem no tecido, 0s

parasitos apresentaram extensiva remodelacdo da expressdo de genes, regulando
positivamente genes de enzimas da (3-oxidacéo de acidos graxos, formando moléculas

intermediarias da via, sugerindo que se utilizam dos acidos graxos como fonte
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nutricional. Simultaneamente, se replicaram e foram capazes de infectar camundongos
sadios*??,

Em outro estudo utilizando como modelo infeccdo intranasal de M. tuberculosis
em camundongos®”, foi demonstrado o acesso da micobactéria a diferentes depésitos
adiposos. Além disso, Neyrolles et al. (2006)*%® comprovaram que o M. tuberculosis
pode persistir em estagio ndo replicativo em adipdcitos in vitro e em tecido adiposo
humano, onde resiste a antibioticos e ao sistema imune do hospedeiro, sugerindo que o
tecido constitui um importante reservatorio de micobactérias, potencialmente associado

a persisténcia das mesmas.

1.6 Modulacdo do Metabolismo Lipidico na Infeccdo por Mycobacterium
leprae

E conhecido que patdgenos requerem lipidios da célula hospedeira para sua
colonizacdo e progressdo da infeccdo, incluindo as micobactérias®®. Um exame
detalhado de macréfagos infectados feito por Chatterjee et al. (1959)™ revelou que o
M. leprae reside e se multiplica amplamente dentro de fagossomos lipidicos, sugerindo
uma importante alteracdo do metabolismo lipidico durante a infecgdo, mas 0 mecanismo
dessa homeostase lipidica permaneceu obscuro. Inicialmente se pensava que os lipidios
eram derivados da micobactéria™®, no entanto estudos independentes comprovam que
os lipidios acumulados no interior dos macréfagos espumosos sdo na verdade derivados
do proprio hospedeiro®3?.

Ha evidéncias da regulacdo do metabolismo lipidico e acimulo em corpusculos
lipidicos durante a resposta do hospedeiro a patdgenos intracelulares. Ocorre aumento
na formacdo de corpusculos lipidicos induzidos por patdgenos em infecgdes virais,
fangicas, bacterianas e parasitarias, sugerindo a importancia dessa organela para a
sobrevivéncia e replicacdo intracelular de diferentes patdgenos. Também ha descricéo
de desregulacdo do metabolismo lipidico em infecgdes por micobactérias. Evidéncias
sugerem que a patogénese das infec¢es micobacterianas estdo diretamente relacionadas
ao metabolismo lipidico do hospedeiro*?. Durante o processo infeccioso, corplsculos
lipidicos sdo acionados por micobactérias patogénicas incluindo M. bovis®™®, M.
tuberculosis™® e M. leprae™?, reforcando a ideia de que o acumulo de lipidios esta
intimamente relacionado com a sobrevivéncia e persisténcia dos microorganismos na

célula hospedeira. Além disso, estudos metabolicos e protedmicos indicam que a f-
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oxidacdo de &cidos graxos € uma via ativa no crescimento in vivo do M. leprae, tendo os
lipidios como substrato dominante de mobilizac&o de carbono na infeccéo®.

Também h& investigagdes sobre o papel de corplsculos na regulagdo de
citocinas em células de Schwann infectadas pelo M. leprae. Estudos mostram que as
ceélulas infectadas secretam niveis aumentados de citocinas anti-inflamatorias IL-10 e
niveis reduzidos de IL-12 e de Oxido nitrico, em contraste direto as demais condicdes e
infeccbes que induzem a formacgdo de corpusculos lipidicos, onde ocorre diminuicdo na
producdo de IL-10 e aumento na de IL-12, além da deteccdo de nitrito nos
sobrenadantes de culturas, o que sugere que o M. leprae adaptou-se para subverter a

resposta imune, modulando-a negativamente®?).
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2. JUSTIFICATIVA

A Hanseniase, mesmo sendo uma das doengas mais antigas da humanidade,
ainda apresenta alta prevaléncia no Brasil, sendo um problema de salde publica nas
Américas, Africa e Sul da Asia. A importancia da homeostase lipidica em macréfagos e
células de Schwann para a sobrevivéncia intracelular do M. leprae ja foi demonstrada.
Sabe-se que a infeccdo por micobactérias patogénicas aumentam a producdo de
corpusculos lipidicos por parte da célula hospedeira, e que a inibicdo desse processo
apresenta forte impacto sobre a viabilidade e manutencdo da infeccdo, reforcando a
hipétese de que o acumulo de lipidios esta intimamente relacionado com a
sobrevivéncia e persisténcia desses microrganismos na célula hospedeira.

A escolha dos adipdcitos como modelo experimental se da pela inédita
investigacdo desse potencial sitio de infeccdo da micobactéria, representando células
que tem como principal funcdo servir como depdsito de triglicerideos e colesterol,
sugerindo um ambiente propicio para estabilizacdo do bacilo. Também tem se tornado
mais evidente a contribuicdo dessas células na funcéo enddcrina do tecido adiposo, com
participacdo na regulacdo de processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo imunidade
e inflamacdo. Sdo também reconhecidas células alvo de infec¢des de patdgenos como T.
cruzi e M. tuberculosis, permitindo a utilizacdo dos acidos graxos dos adipécitos como
fonte de energia, assim como o escape da resposta imune do hospedeiro e da acdo de
drogas.

O presente estudo justifica-se pela necessidade de avaliar a interacdo entre
adipdcitos e M. leprae, contribuindo para a investigacdo do papel do tecido adiposo na
infeccdo in vivo, revelando o envolvimento deste tecido na patogénese como um
possivel novo sitio de infeccdo, reservatério do patdégeno e modulacdo da resposta

imune na Hanseniase.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel do tecido adiposo nos mecanismos de patogenia na

hanseniase.
3.1  Objetivos Especificos:
e Investigar se adipdcitos oferecem um sitio de infeccdo e persisténcia para 0 M.
leprae, mensurando sua viabilidade ao longo do tempo em culturas de adipécitos
da linhagem 3T3-L1.

e Analisar a modulagdo lipidica dos adipdcitos infectados;

e Demonstrar a presenca do M. leprae em tecido adiposo de pacientes do polo

multibacilar da Hanseniase;

e Mensurar a expressdo e liberagdo de adipocinas produzidas pelos adipécitos

infectados in vitro e em soro de pacientes;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1  Grupo de Estudo

Para compor o grupo de andlise do estudo, foi utilizado soro de pacientes de
diversas formas clinicas de hanseniase, atendidos e diagnosticados pelo Ambulatério
Souza-Araujo/FIOCRUZ, disponibilizados no banco de amostras do Laboratério de
Hanseniase — IOC/FIOCRUZ, RJ para utilizagdo em projetos de pesquisa, sob
aprovacdo do comité de ética em pesquisa numero: 34239814.7.0000.5248. Foram
analisados 12soros controles de individuos sadios, 15 soros de pacientes LL, 15 soros de
pacientes BT, 9 de pacientes em reacgdo do tipo 2 (ENL), antes e 7 dias ap0s o inicio do
tratamento com talidomida.

Também foram utilizados fragmentos de tecido subcutaneo de pacientes
diagnosticados como multibacilares, disponibilizadas a partir da coleta de rotina para
exame baciloscopico dos pacientes no Ambulatério Souza-Araujo/FIOCRUZ, cedidas
pelo Laboratério de Hanseniase — IOC/FIOCRUZ, RJ, sob aprovacdo do comité de ética
em pesquisa numero: 205.047.

4.2  Obtencao do Mycobacterium leprae

O M. leprae vivo utilizado nesse estudo, cedido pela Dra. Patricia Sammarco
Rosa (Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP), consiste na cepa Thai-53 cultivada no
modelo de infec¢do de coxim plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu). Cerca de
nove meses apos a inoculacdo dos bacilos, o coxim plantar dos camundongos foram
colhidas e enviadas ao Laboratério de Microbiologia Celular — IOC/FIOCRUZ, RJ para
purificacdo. De modo estéril, as patas foram homogeneizadas em meio de cultura
RPMI-1640 (LGC biotecnologia). A suspensdo de bacilos foi tratada com hidréxido de
sodio 0.1M, posteriormente ressuspensa em meio de cultura suplementado com 50
pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) e incubadas a 33° C por 3h. Os bacilos foram
quantificados por contagem direta como descrito por Shepard & McRae (1968)™% e a
viabilidade medida pelo método Live/Dead BacLight, como recomendado pelo
fabricante. A marcacdo do M. leprae para ensaios de imunofluorescéncia foi realizada
através do kit PKH2 Green Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich). Para isso,
aproximadamente 10’ bacilos foram centrifugados a 10 000xg por 10 minutos &
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em

1 mL do diluente A. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do corante PKH2 diluido no
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diluente A e homogeneizado. A mistura foi incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente, protegido da luz. Em seguida, foi adicionado igual volume de soro fetal
bovino (SFB, Cripion Biotecnologia LTDA.) e incubado por 1 minuto. A suspenséo de
bacilos foi entdo diluida em igual volume de meio de cultura com antibidtico e
centrifugada por 10 minutos a 10 000xg. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as bactérias foram lavadas por trés vezes com meio de cultura para a
retirada do excesso de fluorocromo. Ao final, as bactérias foram ressuspendidas no

volume inicial do meio RPMI-1640.

4.3  Cultura de Células de Linhagem 3T3-L1

Fibroblastos murinos da linhagem 3T3-L1 foram inicialmente cultivados em
meio DMEM high glucose (Sigma-Aldrich), contendo 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL estreptomicina, suplementado com 10% de soro bovino (SB, Gibco) a 37°C em
5.0% de CO2 e mantidos em garrafas de culturas através de repiques semanais. A partir
do plagueamento, o SB utilizado foi substituido pelo soro fetal bovino (SFB, Cripion).
Ao atingir a confluéncia (48 horas apds plagueamento), as células foram diferenciadas
adicionando meio de inducdo de diferenciacdo contendo 0.5mM de 3-isobutil-
metilxantina (IBMX, Sigma-Aldrich), 1uM de dexametasona (Sigma-Aldrich), 2uM de
rosiglitazona (Sigma-Aldrich) e 0.3Ul/mL de insulina (Humulin). Ap6s 72 horas, 0
meio de diferenciacdo foi retirado e as culturas foram mantidas com meio de maturacao
contendo somente 2uM de rosiglitazona e 0.3UI/mL de insulina, com troca a cada 48
horas durante 10 dias, quando se tornam adipdcitos maduros, com visivel presenca de
diversos e grandes corpusculos lipidicos. Para os ensaios de infec¢do, 0 M. leprae vivo
ou M. smegmatis na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 foram adicionados a
cultura de adip6citos com meio DMEM high glucose com SFB, sem antibiotico, e as

mesmas mantidas a 33°C em 5.0% de CO..

4.4  Purificacio de Acidos Nucleicos
4.4.1 Extracao e purificacdo de RNA e DNA
Os acidos nucleicos totais das culturas de 3T3-L1 foram extraidos utilizando o
reagente Trizol (Life technologies) segundo a metodologia descrita pelo fabricante.
Apobs os periodos de infeccdo, o sobrenadante das culturas foi coletado, e entdo
adicionado 500uL de Trizol em cada pogo para lise das células aderentes. O conteudo

lisado transferidos para tubos RNAse Free foi submetido as etapas de extragdo. Foi
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adicionado 100uL da solucdo de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (Merck) em cada
tubo e os mesmos foram homogeneizados por inversdo e entdo centrifugados a 12
000xg a 4° C por 15 min. A fase aquosa contendo o RNA (fase superior) foi transferida
para novos tubos RNAse Free e adicionados 250uL de isopropanol (Sigma-Aldrich),
misturado por inversdo para precipitacdo do RNA, e entdo utilizados para a etapa de
purificacdo. As fases intermediéria e organica foram posteriormente submetidas a
extracdo de DNA. Foram adicionados 50uL de solugdo 10 mM de Tris-EDTA (5mM
Tris; 0.1 mM EDTA, pH 8.0) e 75uL de solugdo cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
Apbs a centrifugacdo de 12 000xg por 10 minutos a temperatura ambiente, o liquido
sobrenadante foi transferido para tubos RNAse Free, e adicionados de 150uL de
isopropanol.

A segunda etapa realizada, para purificacdo do RNA e DNA, consistiu em
realizar sucessivas centrifugacbes apos a adicdo de etanol 70%. Apds a ultima
centrifugacdo, o pellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em agua de
ampola (pura), e as amostras de DNA armazenadas a -20°C e as de RNA em freezer -
70° até sua utilizacdo paras as etapas seguintes.

As etapas posteriores a extracdo e purificacdo de RNA consistiram no tratamento
e transcricdo reversa do RNA para cDNA conforme instru¢cdes do fabricante. A
quantificacdo dos acidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria utilizando o
instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific).

4.4.2 Tratamento do RNA com DNAse

Apos a quantificacdo e confirmada a integridade do RNA extraido, 0 mesmo foi
submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-free
(Life tecnhologies) seguindo as recomendacdes do fabricante, em uma reacdo com
volume final de 30 pL por amostra. Inicialmente, em tubos RNAse Free, foi adicionado
1000ng de RNA ao kit seguido por incubacdo a 37° C durante 30 min. Apés o periodo
de incubagdo, foi adicionado 1 pL do reagente de inativacdo enzimética e os tubos
incubados & temperatura ambiente durante 5 min, para agdo do reagente de inativag&o.
Apbs, os tubos foram centrifugados a 12 000xg por 1 min. e 0s sobrenadantes contendo

0 RNA foram cuidadosamente transferidos para novos tubos e novamente quantificado.
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4.4.3 Sintese de cONA - RT-PCR

O cDNA foi obtido a partir do RNA das culturas de 3T3-L1 mediante o uso do
kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermofisher) em uma reacdo
com volume final de 20 pL. Inicialmente, 1000 ng de RNA e Random Primer foram
incubados a 65° C por 5 min para a linearizacdo da molécula de RNA. Apds a incubacéo
foi utilizado o kit contendo os reagentes necessarios para funcionamento da enzima
transcriptase reversa conforme descrito pelo fabricante. Essa mistura foi incubada a 25°
C por 5 min e seguido por 1 hora a 45°C para transcricdo, e depois incubacgéo a 70° C
por 5 min para inativacdo da enzima. Apds o término da reacao, as amostras de cCONA

foram armazenadas a -20° C.

444 PCR em tempo real para determinacdo da viabilidade
micobacteriana
Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi utilizado o sistema de
PCR em tempo real para detecgdo dos niveis de RNAr 16S do bacilo como descrito por
Martinez et al. (2009)“*®, com algumas modificacBes. A partir das células infectadas
com o bacilo viavel, foi extraido o DNA e o RNA, onde este ultimo foi reversamente
transcrito em cDNA, conforme descrito anteriormente. Os niveis de RNAr 16S foram
normalizados pelos seus niveis de DNA. Utilizando o sistema de reagdo TagMan, com o
kit TagMan Universal PCR Master Mix (Thermofisher) seguindo as instrucdes do
fabricante, as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas com 10ng de cDNA e
DNA em volume final de 10 pL . As reagdes foram incubadas a 50° C por 2 min, 95° C
por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 min no sistema

de PCR em tempo real StepOne Plus (Thermofisher).

4.45 Analise dos dados obtidos a partir do PCR em tempo real
A analise da expresséo génica foi realizada utilizando-se 0 método delta-delta Ct
(AACT)™*". Inicialmente foi calculado o ACT, subtraindo-se os valores de Ct (limiar do
ciclo) do alvo dos valores de CT do normalizador. Para se calcular o AACT foi utilizada
a formula: [ACT (amostra) - ACT (amostra normalizadora)]. Por fim, os valores de

expressao génica relativa foram obtidos aplicando-se a formula 2*-AACT.
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45  Microscopia de Fluorescéncia

A caracterizacdo das culturas de adipdcitos maduros infectados com M. leprae
foi realizada por microscopia de fluorescéncia convencional e investigagdes in vivo por
microscopia de fluorescéncia confocal.

No experimento in vitro, foram utilizadas 5 x 10*células por poco, em placas de
24 pocos (Corning), onde as células foram diferenciadas sobre laminulas de vidro e os
adipdcitos infectados com M. leprae marcados anteriormente com o fluoréforo PKH2
(Sigma-Aldrich). Ao final dos ensaios de infeccdo, o meio de cultura foi coletado, as
células lavadas duas vezes com PBS 1X (LGC biotecnologia) e fixadas com
paraformaldeido 4% por 20 min & temperatura ambiente e entdo as culturas marcadas
com Oil Red O (Sigma-Aldrich), para detec¢do dos corpusculos lipidicos. Para este,
foram adicionados 200uL de solucdo de Propileno Glicol a 100% por 5 min a
temperatura ambiente, e descartado. Em seguida, adicionado 200uL da solucdo de
OilRed O por 7 min e removido. Na Ultima etapa, foi feita adicdo de 200uL da solugdo
de Propileno Glicol 85% durante 3min e descartado. Posteriormente, foi feita marcacéo
dos nticleos com 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI - Sigma-Aldrich) por 5 minutos
e posterior lavagem com PBS para retirada do excesso dos corantes.

Apos todo procedimento de marcacdo, as culturas em laminulas foram montadas
em laminas de vidro contendo 3ul. de solugdo ProLong Gold Antifade (Life
Technologies) e seladas com Entellan (Merck) para visualizacdo no microscopio.

As imagens foram capturadas utilizando microscopio invertido de fluorescéncia
Zeiss Axio Observer com sistema de iluminagdo Colibri (Zeiss). O sinal verde do M.
leprae marcado foi fotografado utilizando-se o led 488nm / filtro Zeiss 60, o sinal
vermelho do OilRed O capturado através da combinacdo do led 530nm e o filtro Zeiss
50 e o sinal azul do DAPI pelo led 365nm/filtro Zeiss 61. As imagens foram registradas
em camera monocromatica HMR (Zeiss). A intensidade de fluorescéncia dos
corpusculos lipidicos foi mensurada utilizando o software ImageJ.

Para o método por microscopia confocal, fragmentos de tecido subcutaneo de
pacientes com Hanseniase multibacilar foram coletados e cedidos pelo Ambulatério
Souza-Araujo (FIOCRUZ), foram fixados com paraformaldeido 4% e processados
seguindo como descrito em Martinez-Sabadinez et al. (2014)™® com algumas
modificagdes. Apds fixacdo, o tecido foi cortado em pedacos pequenos, com
aproximadamente 0.5cm e feita a primeira etapa com bloqueio de 30 min em solugéo

tamp&o de marcacdo intracelular contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA)
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diluida em PBS pH 7,4 e 0,1% de Saponina, a temperatura ambiente. Apos esta etapa,
foi adicionado o anticorpo primério contra a micobactéria Anti-M. leprae
lipoarabinomanana (LAM) CS-35, gentilmente cedido pelo Repositério de Recursos em
Pesquisa de Biodefesa e Infeccbes Emergentes (http://www.beiresources.org), e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Foram realizadas entéo trés lavagens por
10 minutos, com a solugdo tampdo. Para incubacdo dos anticorpos secundarios, foi
utilizado o anticorpo secundério conjugado Alexa Fluor 633 IgG anti-mouse (Life
Technologies), o marcador de corpusculos lipidicos Bodipy (Life Technologies) e DAPI
por 1 hora a temperatura ambiente, seguida de lavagem como descrito. ApOs
processamento das amostras, fatias opticas foram capturadas em microscopio confocal
Olympos FV1000 (Olympus) em aumento de 60x. As imagens foram processadas e
editadas utilizando o Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems).

4.6  Deteccdo Histopatoldgica de M. leprae em Fragmentos de Tecido
Adiposo de Lesao de Pacientes Lepromatosos

Fragmentos de tecido subcutaneo obtidos por fragmentos de pacientes
multibacilares oriundas do Ambulatério Souza Aradjo (Fiocruz), processados e

congelados, foram corados pelo método Wade (1928)®9

, para deteccdo de bacilos
alcool-acido resistentes corados com fucsina, no tecido adiposo. Foram capturadas
imagens utilizando o microscépio Optico com lente de imersdo (Nikon Eclipse E400)

em um aumento de 100x.

4.7  Extracdo de Lipidios e Cromatografia de Camada Delgada de Alta
Performance(HPTLC)

Para a extracdo de lipidios, culturas de células 3T3-L1 infectadas ou ndo por M.
leprae foram extraidas em tampédo RIPA e tratadas com metanol e cloroférmio seguindo
metodologia descrita por Bligh & Dyer (1959)*4%. O extrato celular foi ressuspenso em
metanol e cloroférmio (1:1 v/v) em tubos de vidro e em seguida misturados e
centrifugados sequencialmente para coleta da fase inorganica.

Para identificagdo dos componentes lipidicos, o extrato lipidico foi eluido em
uma solucdo de metano e cloroférmio (1:1 v/v) e aplicadas em placas de HPTLC
(SilicaGel, 60-Merck). Para as HPTLCs de lipidios neutros foram usados os solventes
Hexano:Eter:Acido Acético (15:10:0,25 v/v/v) e Hexano:Cloroférmio:Acido Acético

(20:5:0,25 v/v/v) e os padrdes: monoglicerideo, diglicerideo, triglicerideo, éster de
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colesterol, colesterol e acidos graxos (Sigma Aldrich). A revelacéo foi feita com lodo e
apos digitalizacdo da placa, a mesma foi exposta a Reagente de Sharring (10% acido
fosfdrico, 8% sulfato de cobre), e aquecida a 200°C por 10 minutos.

4.8  Ensaio de Lipdlise

A taxa de lipolise foi avaliada pela deteccdo de glicerol livre, utilizando o kit
Adipocytes Lipolysis Assay for 3T3-L1 cells: Glycerol Detection  (ZenBio).
Sobrenadantes de adipocitos 3T3-L1 infectados por M. leprae, M. smegmatis e expostas
a lipopolissacarideo bacteriano (LPS) por 24 horas foram coletados e utilizados no
ensaio. Em placas de 96 pocos foram adicionados 25uL de sobrenadantes e adicionado
0 mesmo volume de Reagente A de deteccdo de Glicerol e incubados a 25°C por 15
min, com posterior leitura de densidade optica a 540nm utilizando leitor

espectrofotometro (BioTek).

4.9  Analise da Producéo de Adipocinas

Niveis de adipocinas no meio condicionado de células 3T3-L1 infectadas e ndo
infectadas e em soro de pacientes com Hanseniase das diversas formas clinicas foram
avaliados por método de multiplex com o kit Milliplex MAP (Merck Millipore),
utilizando a plataforma Luminex.

Para deteccdo das adipocinas adiponectina, IL-6, leptina, MCP-1, resistina e
TNF em sobrenadantes de cultura foi utilizado o kit MILLIPLEX MAP Mouse Adipocyte
Magnetic Bead Panel, e para detecgédo das adipocinas adiponectina, IL-6, leptina, MCP-
1, resistina, TNF e IL-1pem soros de pacientes foi utilizado o kit MILLIPLEX MAP
Mouse Adipocyte Magnetic Bead Panel, de acordo com o protocolo descrito pelo

fabricante.

4.10 Analises Estatisticas
As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software), aplicando-se o teste one way ANOVA, ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis, seguido de pds teste de Dunn e teste Mann-Whitney (two tailed).
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelo in vitro de Infeccdo do M. lepraeem Adipdcitos

As primeiras investigacOes neste estudo foram conduzidas para se analisar a
viabilidade de infec¢do da micobactéria no modelo experimental proposto com células
de linhagem 3T3-L1. Nossa abordagem baseou-se na utilizagdo deste modelo celular,
que ja foi utilizado para estudos de infeccdo e persisténcia de patdgenos intracelulares
como M. tuberculosis™®,T. cruzi??, e S. aureus™. Para isto, as culturas de células
3T3-L1 diferenciadas a adipocitos foram inoculadas com M. leprae e mantidas por 1 dia
ou 15 dias. Apoés este tempo, as culturas foram lisadas e extraido os &cidos nucleicos
para posterior deteccdo do RNAr 16S da micobactéria, sabidamente labil ap6s a sua
morte, através da técnica de PCR em tempo real. A expressdo relativa dos niveis de
DNA e RNA da micobactéria, que se refere a sua viabilidade, entre as diferentes
culturas é demonstrada na Figura 5.1, onde podemos observar que o bacilo teve sua
viabilidade mantida apds 15 dias nas culturas de adipocitos.
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Figura 5.1: Viabilidade do Mycobacterium leprae em culturas de adipécitos 3T3-L1.Um dia ou 15
dias apos a infeccdo com o bacilo em adipécitos maduros, as células foram lisadas e os niveis de RNA
foram determinados e normalizados pelos niveis de DNA do M. leprae. Definimos como 1 0s niveis
detectados no tempo de 1 dia, nosso controle de viabilidade no inicio do experimento de 15 dias. Os
valores representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo de dois experimentos feitos em

triplicata.

E bem conhecido que o M. leprae é capaz de infectar macrofagos e células de
Schwann in vivo®, porém ndo ha estudos in vitro em que a micobactéria tenha se

mantido viavel nestes mesmos tipos celulares por um periodo tdo longo, somente sendo
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possivel seu cultivo no modelo in vivo descrito por Sheppard (1960)™®. No nosso
trabalho utilizando células de linhagem 3T3-L1 diferenciadas a adipécitos, os resultados
mostram que a infeccdo é possivel e que a micobactéria se mantém viavel ap6s 15 dias
de infeccdo, sugerindo um ambiente propicio para persisténcia do bacilo, sendo a
primeira evidéncia de viabilidade do M. leprae por um longo tempo in vitro. Mais
ensaios serdo necessarios para a confirmacdo de uma possivel multiplicacdo do bacilo
nestas células, fato que abriria oportunidades de cultivo e transformacgéo desta bactéria
até o momento incultivavel in vitro.

Estudos descrevem a mobilizacdo e acumulo de corpusculos lipidicos pelo M.
leprae em células de Schwann e macréfagos®?, sendo o colesterol identificado como
uma molécula importante para a sobrevivéncia da micobactéria™*?. E descrito que as
células de Schwann infectadas pelo M. leprae demonstram efeitos na homeostase
lipidica, com regulacédo do tréafico e biogénese de corpusculos lipidicos que favorecem a
sobrevivéncia intracelular do patégeno™Y. Criou-se uma hipétese de trabalho onde a
manutencdo da viabilidade do bacilo no interior das células adiposas estaria relacionada
a sua abundante reserva lipidica, facilitando assim a relacdo patégeno-hospedeiro e a
infeccdo.

Para se analisar os corpuUsculos lipidicos dos adipdcitos, as culturas foram
inoculadas por 24 horas com M. lepraeou M. smegmatis, marcado com PKH2 (verde) e
posteriormente submetidas a marcacdo por OilRed Opara evidenciar as goticulas
lipidicas em vermelho, e DAPI para marcacao nuclear.

Nas imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia é possivel confirmar a
associacao do M. leprae aos adipdcitos, porém aparentemente ndo esta modulando o
acumulo de corpusculos lipidicos como esperado (Figura 5.2B). Paradoxalmente,
observamos uma reduc¢do na quantidade de corpusculos lipidicos em culturas infectadas
pelo bacilo, diferente do que é descrito na literatura para outros tipos celulares como
macrofagos e células de Schwann. Para confirmar a redugcdo no nimero de corpusculos
lipidicos apo6s a infecgdo, foram utilizados diversos campos para quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia do sinal dos corpusculos lipidicos entre as culturas controle
e inoculadas com as micobactérias, feita pelo software ImageJ, ilustrado na Figura
5.2D.
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Figura 5.2: Avalia¢do da modulagéo lipidica durante a infeccdo de adipocitos 3T3-L1 por M. leprae. A: Culturas de células 3T3-L1 mostrando goticulas lipidicas
abundantes marcadas de vermelho por OilRed O. Os nucleos foram contrastados por DAPI (azul); B: cultura ap6s 24 horas de infeccdo por M. leprae PKH28 (verde) (MOI
5:1); C: cultura apds 24 horas de infeccdo por M. smegmatis PKH2 (verde) (MOI 5:1)D: Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de corpusculos lipidicos (canal
vermelho) em culturas ndo infectadas (controle), inoculadas com M. leprae ou M. smegmatis, com o uso do software ImageJ. Imagens da parte inferior apresentam contraste
interferencial de campo (DIC).Barra de escala representa 20um.Os valores representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo de diversas imagens analisadas de
trés  experimentos feitos em ftriplicata. *p<0.05; ***p<0.001 (One way ANOVA, teste Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).
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Houve reducdo lipidica também nas culturas expostas ao M. smegmatis, uma
micobactéria ndo patogénica utilizada como controle nos experimentos. Estudos
adicionais deverdo ser feitos a fim de ser descrever o que ocasionou esta significativa
reducdo mensurada neste modelo experimental.

Visto isto, para confirmar a mobilizacéo lipidica que aparentemente ocorreu nas
culturas infectadas, o préximo passo foi avaliar o processo da quebra de triglicerideos, a

lipdlise, nas culturas expostas as micobactérias.

5.2  Analise de Modulacéo Lipidica em Culturas Infectadas por M. leprae

Para observacao do perfil de abundancia na composicéo lipidica das culturas, foi
feita extracdo dos lipidios das culturas controle e infectadas pelo M. leprae. Os extratos
lipidicos foram submetidos a separacdo utilizando-se uma placa de cromatografia de
alta performance em camada fina (HPTLC). O perfil de separacdo cromatografico
(Figura 5.3A) das amostras oriundas de culturas controles e infectadas pelo M. leprae
(colunas C e D respectivamente)foram comparadas com os padrdes de separacdo de
mono, di e triglicerideos (coluna A) e colesterol (coluna B). Foi feita entdo a
quantificacdo dos triglicerideos entre as duas condi¢cdes de culturas, apresentadas na
Figura 5.3B.
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Figura 5.3: Extragdo lipidica de cultura de adipocitos 3T3-L1. A: Comparagdo cromatografica do
conteudo lipidico entre culturas controle ou infectadas peloM. leprae, onde A= 50 g de Padrao de Mono,
Di e Triglicerideo; B= 20 pug de Padrdo de Colesterol; C= 250 pg de amostra de lipidio totalde culturas

controle; D=250 pg de amostra de culturas infectadas. B: Grafico de quantificacdo de triglicerideos entre
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as cultura controle e infectada.Os valores representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo
de um experimento.

Apesar das diferencas de quantidade de corpusculos lipidicos observadas na
quantificacdo da fluorescéncia, através da quantificacdo dos triglicerideos na Figura 5.3
é possivel observar que ndo ha diferencas significativas no conteudo lipidico entre a
cultura controle e a infectada pelo M. leprae.

Para se avaliar o processo de lipolise desencadeado pelas células infectadas, os
sobrenadantes das culturas foram analisados para deteccdo de glicerol, produto da
mobilizacdo de triglicerideos, e confirmacdo da atividade lipolitica nos adipdcitos
infectados comparados com culturas controle, expostas ao M. leprae ou M. smegmatis
(Figura 5.4).
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Figura 5.4: Andlise de lipdlise. Quantificacdo da concentracdo de glicerol livre em sobrenadantes de
culturas de 3T3-L1 controle, infectadas por M. leprae (5:1) ou M. smegmatis (5:1). Os valores
representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo de cinco experimentos.*p< 0.05; **p<0.01
(One way ANOVA, teste Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).

Em um trabalho utilizando adipécitos 3T3-L1 como modelo de infeccdo para S.
aureus € descrita a sobrevivéncia bacteriana por 5 dias, com aumento na secrecao de
MCP-1, visfatina e IL-6 e reducdo das adipocinas resistina e adiponectina.
Adicionalmente, os adipocitos infectados apresentaram mais altas concentragdes de
triacilglicerol intracelular e grandes corpusculos lipidicos comparados as culturas nao
infectadas(141). No entanto, com os resultados deste ensaio, sugere-se que mesmo apos
observarmos uma reducdo no nimero de corpusculos lipidicos durante a infeccéo, ndo

observamos diferencas na composicdo lipidica geral das goticulas entre as diferentes
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culturas, assim como na liberacdo de glicerol para o meio extracelular. Concluimos que
nas cultura infectadas por M. leprae ha mobilizac&o lipidica, mas os mesmos parecem
ndo estar sendo liberados para o meio extracelular. A partir desses dados podemos
propor que os lipidios das células infectadas sdo mobilizados dos corpusculos lipidicos
para o citosol das mesmas, sem sofrer lipolise ou B-oxidacdo, de modo a reduzir sua
deteccdo nos corpusculos sem a reducdo dos seus niveis totais ou liberacdo de glicerol
no meio. Esse fendbmeno observado em adipdcitos difere enormemente do que é descrito
na literatura para os modelos de infeccdo in vitro em macréfagos e células de Schwann,

onde ocorre acumulo de corpusculos lipidicos durante a infec¢éo pelo M. leprae.

5.3  Confirmacéao de Acesso da Micobactéria ao Tecido Adiposo in vivo

No trabalho de Neyrolles et al. (2006)"?® ¢ demonstrada a presenca de M.
tuberculosis em cultura de adipdcitos e em autopsias de individuos com tuberculose,
além de ser descrita a capacidade da micobactéria acumular lipidios e sobreviver em
estdgio ndo replicativo, garantindo a protegdo contra acdo de drogas quando
internalizados nos adipdcitos. Além disso, ja foi comprovado o acesso do M.
tuberculosis em diversos depoésitos adiposos em modelos de infeccdo murino in
vivo™?”. No trabalho de Combs et al. (2005)*??, o adipdcito também é descrito como
importante alvo de infeccéo e reservatério de T. cruzi com evidéncia em tecido adiposo
in vivo.

Para investigar a presenca da micobactéria em tecido adiposo de pacientes com
Hanseniase, foram realizadas diferentes técnicas na busca do melhor método. A
primeira andlise foi feita através de exame histopatoldgico de cortes parafinizados de
lesdo de pele de pacientes com hanseniase multibacilar, utilizado em exames de
diagnostico e determinacdo de baciloscopia da lesdo cutanea de pacientes. Apoés
desparafinizacdo, os tecidos foram submetidas ao método de coloracdo Wade™®),

revelando a presenca de inumeros bacilos no parénquima do tecido adiposo (figura 5.5).
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Figura 5.5: Exame histopatolégico de fragmentos de tecido subcuténeo de paciente com hanseniase
multibacilar. Fotomicrografia de fragmento de lesdo de pele de paciente do polo multibacilar da
hanseniase, corado por Wade, revela a presenca de numerosos bacilos associados ao tecido adiposo. Setas

= M. leprae; CL = corpusculos lipidicos; Aumento de 100x. Barra de escala representa 20um.

Apdbs este método, percebemos que esta metodologia padrdo de deteccdo de
micobactérias em pacientes com hanseniase ndo é a ideal para investigacdo da
internalizacdo destas ao tecido adiposo, pois ha perda de todo conteddo lipidico no
processamento destes fragmentos para analise. Tal fato pode explicar porque nunca
antes havia sido descrita a presenca de M. leprae em tecido adiposo de pacientes
acometidos pela hanseniase.

Apesar das imagens nos confirmar o acesso do M. leprae ao tecido adiposo
subcutdneo, por este método ndo é possivel afirmar a localizacdo intracelular da
micobactéria no tecido, ndo sendo possivel comprovar que o M. leprae esta associado
diretamente aos adipocitos, nem em seu interior, por conta da perda do contetdo
lipidico destas células nas imagens analisadas.

Buscando aprimorar a técnica para identificacdo do M. leprae em adipdcitos de
pacientes do Mal de Hansen, preservando as goticulas lipidicas destas células,

fragmentos de tecido subcutdneo de pacientes multibacilares foram fixadas e
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processadas para analise por microscopia de fluorescéncia, utilizando microscopio
confocal para investigacédo e registro em diferentes fatias Opticas do tecido adiposo. Nas
imagens, € possivel observar a presenca de antigenos da micobactéria, marcados pelo
anticorpo Anti-LAM em vermelho no tecido, confirmando mais uma vez o acesso da
micobactéria no tecido adiposo (Figura 5.6). No entanto, ainda ndo é possivel excluir
sua presenca no interior das goticulas lipidicas. Além disso necessita-se de marcagdes
adicionais para afirmarmos com toda a clareza que tratam-se de adip6citos infectados, ja
que ndo hd um marcador especifico para as celulas adiposas, excluindo-se assim a
possiblidade de tratar-se de outros tipos celulares presentes no tecido adiposo, como por
exemplo os macrofagos residentes, que também podem ser alvos de infec¢do da
micobactéria.

Nestas imagens podemos observar também o perfil de mobilizacdo de goticulas
lipidicas visto nas culturas in vitro, com visivel localizacdo de antigenos de M. leprae
em areas onde ha goticulas lipidica sem visivel mobilizacdo (setas), como foi
demonstrado no modelo de infec¢do em células 3T3-L1.

S7



Figura 5.6: Presen¢a de antigenos de M. leprae em fragmentos de tecido subcutaneo de paciente
com hanseniase multibacilar. Fragmentos de tecido adiposo subcutaneo fixada em paraformaldeido 4%,
goticulas lipidicas evidenciadas com BODIPY (verde), nicleos das células com DAPI (azul) e antigenos
de M. leprae evidenciados através do uso de anticorpo anti-LAM (vermelho). Nestas imagens de
microscopia confocal é possivel confirmar a presenca da micobactéria no tecido adiposo de pacientes,
correlacionado sua presenca com a mobilizacdo de goticulas lipidicas (setas). Aumento de 60x. Barra de

escala representa 10um.

5.4 Contribuicdo Enddcrina do Tecido Adiposo durante a Infeccédo por
M. leprae

Até recentemente, o tecido adiposo foi considerado como sendo um simples
compartimento de armazenamento de triglicerideos. No entanto, os adipdcitos sédo
células enddcrinas ativas que desempenham um papel central na homeostase global de
energia e sistema imune, influenciando na homeostase lipidica sistémica e na producéo
e liberacdo de uma série de mediadores inflamatorios especificos, como citocinas,
quimiocinas e componentes da matriz extracelular, classificados como adipocinas. Tem

sido dada pouca atencdo ao papel de tecido adiposo em doenca infecciosa™®, mas o
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forte potencial pro-inflamatdrio do tecido adiposo sugere que ele pode ter um papel
importante na resposta imune inata sistémica.

Sabendo que os adipdcitos contribuem na funcdo enddcrina, secretando diversos
fatores envolvidos na resposta imune celular, adicionado ao fato de a Hanseniase ser
uma doenca com diversos espectros clinicos e diferentes perfis de resposta imunologica,
nos atentou a investigacdo do perfil de adipocinas produzidas pelos adipécitos frente a
infeccdo por M. leprae, que podem estar envolvidas na imunomodulagdo da doenca.
Para isto, foi feita analise em soro de pacientes de diversas formas clinicas de
hanseniase por ensaio multiplex para a deteccdo das adipocinas leptina, adiponectina,
resistina, MCP-1, TNF, IL-6 e IL-1p.

Leptina:

Além do envolvimento nas funcdes fisiologicas, a leptina é reconhecida como
uma citocina de cadeia longa helicoidal, caracterizada por um conjunto de quatro a-
hélices com semelhanca estrutural a IL-6 e com multiplas acdes’®. No contexto da
resposta imune, a leptina pode ser induzida por mediadores inflamatorios como TNF e
IL-1 e atuar como uma proteina de fase aguda inicial, sendo produzida em niveis
elevados durante a sepse“*®. Sua funcdo imunolégica tem sido demonstrada em
camundongos deficientes de leptina (ob/ob) e deficientes de receptores de leptina
(db/db), bem como em seres humanos geneticamente deficientes desta adipocina, que
desenvolvem obesidade profunda e uma série de anormalidades nos sistemas enddcrino
e imunoldgico™®. Além disso, a diminuicdo da concentracdo de leptina parece ser
responsavel por reduzir a atividade dos linfécitos T durante o jejum®® enquanto que
nos processos inflamatorios e infecciosos os niveis séricos de leptina encontram-se
aumentados™?.

Visto o envolvimento desta adipocina em processos imunologicos, neste
trabalho avaliamos entdo os niveis de leptina em soro de individuos de diferentes
formas clinicas da hanseniase. Pacientes do polo lepromatoso apresentaram mediana
semelhante aos dos individuos controles, enquanto que os do polo tuberculoide
apresentaram niveis mais altos de leptina sérica detectada, no entanto, os resultados ndo
foram significativos em relagdo ao grupo controle. Pacientes em reacgéo do tipo 2 (ENL)
tratados ou n&o, apresentaram niveis quase indetectaveis da proteina (Figura 5.7), com

mediana abaixo do grupo controle.
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Figura 5.7: Niveis séricos de leptina em pacientes com hanseniase e controles sadios. Os tragos em
vermelho representam a mediana e cada circulos representa um individuo.Circulos verdes representantam
pacientes que desenvolveram reacédo reversa; Em azul, os que desenvolveram eritema nodoso leproso.LL
— Lepromatoso- Lepromatoso, BT — Borderline-Tuberculoide, ENL — Eritema Nodoso Leproso recém
diagnosticados, ENL tratados — Os mesmos pacientes ENL apés 7 dias de tratamento com talidomida. *p
<0.05; ***p<0.001(One way ANOVA, teste Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn).

A leptina parece ser um importante mediador inflamatério em doencas
infecciosas. A fim de descrever o papel da leptina na protecdo contra agentes
infecciosos Nagajyothi et al. (2010)““®) demonstraram uma elevada mortalidade nos
camundongos db/db infectados pelo T. cruzi. Além disso, estes animais deficientes em
leptina também apresentam maior susceptibilidade a infec¢Ges sistémicas por Listeria
monocytogenes™” e M. tuberculosis, uma vez que a leptina contribui para uma resposta
imune protetora contra patégenos intracelulares**®. Na tuberculose, a producéo de
leptina estd suprimida, como observamos nos individuos acometidos pelo ENL, e a
baixa concentragdo desta proteina contribui para o aumento da susceptibilidade a
infeccdo pelo M. tuberculosis™*®. Prabha et al. (2005)®*®) observaram que os niveis
séricos de leptina também sdo significativamente reduzidos nos individuos acometidos
pela tuberculose na AIDS.

Em um estudo da andlise de leptina em pacientes com hansenfase®®, os
individuos com formas multibacilares, os quais apresentam reduzida resposta imune

celular com predominio de citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, demonstraram niveis reduzidos
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de leptina. Por outro lado, no polo tuberculoide, de maior resposta imune celular a
infecgdo pelo M. leprae, foi observado um discreto aumento nos niveis de leptina em
comparagdo com o observado nos contatos, o que poderia corroborar nossos dados. No
entanto as diferengas encontradas ndo foram estatisticamente significantes, assim, os
dados obtidos nesse estudo embora sugiram uma diminuicdo da leptina nas formas
multibicacilares ndo permitem nenhuma associagdo conclusiva entre a forma clinica da
hanseniase e 0s niveis séricos desta adipocina. Ainda no trabalho de De Macedo et al.
(2013), os autores analisaram a producdo de leptina na reacdo do tipo 1 (RR), que
apresentou um discreto aumento em relacéo aos contatos intradomiciliares, mas ndo em
relagdo aos controles. Na reacdo tipo 2 (ENL) caracterizada por intensa resposta
inflamatoria aos antigenos do M. leprae, néo foi verificado nenhum indicio de elevagdo
nos niveis séricos de leptina, sugerindo que esta nao tem papel neste fendmeno.

Nossos dados apontam para uma drastica reducdo nos niveis da adipocina
durante o quadro de ENL, situacdo ndo revertida apds 7 dias de tratamento com
talidomida. Pacientes LL que desenvolveram reacdo (circulos verdes e azuis) nao
apresentaram o mesmo perfil de niveis da adipocina, sugerindo que seus niveis
reduzidos ndo séo indicadores de desenvolvimento de reacdo nos individuos.

Propomos estudos futuros considerando o estado nutricional do individuo com
base no indice de massa corporal (IMC), de modo a propiciarem um melhor
entendimento da participacdo desta molécula na doenca. Santucci et al. (2011)*5Y
estudaram a relacdo entre o metabolismo e os sistemas imune e enddcrino em pacientes
com tuberculose e correlacionaram positivamente o IMC e os niveis de leptina, sendo
estes Gltimos diminuidos nas formas graves da doenca. Keicho et al. (2012)*%?
abordando o evento inflamatorio e o metabolismo, mostraram niveis de leptina
significativamente mais baixos em pacientes com tuberculose ativa e justificaram tal
fato pelo estado de desnutricio da populagdo estudada corroborando com a
susceptibilidade do paciente frente a infeccdo em decorréncia da deficiente imunidade

mediada por células.

Adiponectina

A adiponectina é uma proteina especifica de adipdcitos que possui propriedades
anti-inflamatdrias, bem como efeitolipolitico, sendo um redutor da obesidade™?. Em
individuos obesos, o nivel de adiponectina é diminuido e inversamente correlacionada

com o peso e massa de gordura corporal. A hipoadiponectinemia (baixas concentragdes
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de adiponectina sérica) é correlacionada com a resisténcia a insulina e aterosclerose,
resultando em doenga cardiovascular. Um estudo indicou que a adiponectina tem
propriedades anti-inflamatorias, através da inducdo do mediador anti-inflamatério IL-10
em mondcitos humanos primarios, macréfagos e células dendriticas®®?.

Adicionalmente, a adiponectina prejudica significativamente a producdo de IFN-
y, que tem efeito pré-inflamatério em macréfagos humanos®. Varios estudos tém
relatado que a forma fisiologicamente relevante, de alto peso molecular da adiponectina,
tem efeitos anti-inflamatorios em endotélio e macrofagos. Além de suas varias
propriedades anti-inflamatdrias, ja € bem descrita a modulacdo desta adipocina por
outras citocinas envolvidas em um estado de inflamagédo sistémica. Por exemplo, a
producdo de adiponectina por adipdcitos em cultura é inibida por citocinas
inflamatorias, tais como TNF®2%1%%),

N&o hé investigacdes a respeito dos niveis de adiponectina na infec¢do por M.
leprae. Nossos resultados demonstram uma variabilidade muito grande nos niveis
séricos de adiponectina entre individuos da mesma forma clinica da doencga, no entanto,
apesar de ndo haver diferenca estatistica entre a maior parte dos grupos analisados e 0s
controles, pacientes BT apresentaram altos niveis da proteina em relagcdo aos pacientes
LL. Considerando os pacientes ENL, estes apresentaram a mediana mais alta dos niveis
de adiponectina, que foi reduzida ap6s uma semana de tratamento com talidomida

(Figura 5.8).
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Figura 5.8: Niveis séricos de adiponectina em pacientes com hanseniase e controles sadios. Os tracos
em vermelho representam a mediana e cada circulo representa um individuo.Circulos verdes

representantam pacientes que desenvolveram reagdo reversa; Em azul, os que desenvolveram eritema
nodoso leproso. LL — Lepromatoso- Lepromatoso, BT — Borderline-Tuberculoide, ENL — Eritema
Nodoso Leproso recém diagnosticados, ENL tratados — Os mesmos pacientes ENL ap6s 7 dias de
tratamento com talidomida. *p< 0.1 (One way ANOVA, teste Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).

Postula-se que a adiponectina possui atividades moduladoras de inflamacédo e
estudos clinicos tém demonstrado associacdes inversas entre os niveis de adiponectina e

(156.157)  No trabalho de Combs e colaboradores

marcadores séricos de inflamacéao
(2005)"?foi feita a deteccdo de adiponectina frente & infeccdo por T. cruzi,
apresentando significativa reducdo dos niveis de adiponectina durante a infec¢do aguda,
sugerindo que componentes pré-inflamatérios da infeccdo podem estar modulando a
reducdo da adipocina.

No entanto, em outro trabalho, Elmargoushy e colaboradores (2014)®®
determinaram os niveis de adiponectina em soro de pacientes com TB pulmonar ativa,
TB pulmonar tardia e controles sadios, demonstrando que pacientes com TB pulmonar
ativa apresentaram niveis mais altos que os controles sadios e que individuos com TB

pulmonar tardia, porém, comparado a este ultimo, com menor significancia estatistica.
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Foi também demonstrado em pacientes acometidos por infeccdo pulmonar por
M. avium que os niveis de adiponectina sérica encontram-se significativamente maiores
do que em individuos saudaveis**®.

Esses dados parecem apontar que a resposta inflamatoria é resultante da infec¢éo
por micobactérias. Outro trabalho mostrou resultados semelhantes apds analisar 0s
niveis circulantes de adiponectina em pacientes com TB pulmonar ativa, foi
demonstrado que pacientes com a forma mais severa da doenga, apresentando
extensivas lesdes pulmonares, apresentaram niveis mais altos da proteina, com
subsequente reducdo durante o tratamento, concluindo que o aumento dos niveis de
adiponectina pode ser um marcador promissor de severidade em TB®2.

Aparentemente as infeccbes por micobactérias apresentam um perfil
diferenciado na modulacdo da adiponectina, com 0 seu aumento concomitante a
inflamacdo, ao contrario do observado durante a infec¢do por outros patdégenos. Na
nossa coorte de pacientes observamos efeito compativel com essa concluséo. Pacientes
em reacdo tipo 2, que sdo caracterizados por altos niveis de TNF circulantes,
apresentaram 0s mais altos niveis de adiponectina, que foram reduzidos ap6s uma
semana de administracdo de talidomida, um inibidor da via de sinalizac¢do desta citocina
(ENL tratados). No entanto ndo é possivel afirmar que um perfil aumentado dos niveis
de adiponectina seja um marcador para desencadeamento da reacao, pois individuos da
forma lepromatosa da doenca analisados em nosso teste que desenvolveram reagdo ao
longo do tratamento (circulos verdes e azuis) apresentaram em sua maioria niveis

bastante reduzidos da adipocina.

Resistina

As investigacdes relatadas até agora na literatura tém se centrado no papel da
resistina como um indutor de resisténcia a insulina. No entanto, o fato da resistina ser
expressa abundantemente em células da medula 0ssea e, em particular, nos leucdécitos e
macrofagos, corroborado com o fato que moléculas da familia RELM, a qual faz parte a
resistina, sdo encontradas em tecidos inflamados, sugere-se que a resistina pode
desempenhar um papel importante no processo inflamatorio. Porém, ha& poucas
informagdes disponiveis atualmente sobre este assunto. Varios estudos demonstraram
seu papel em doencas inflamatorias cronicas, como aterosclerose, endotoxemia, asma e
artrite por exemplo®®?%3) No entanto, a capacidade da resistina em induzir uma

resposta pré-inflamatoria®“®” também explica o seu papel em doengas infecciosas por
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meio de mecanismos imune inatos. Além disso a deteccdo de altos niveis de resistina no
sangue em sepse severa ou choque séptico também sugere um papel importante de
resistina em doencas infecciosas*®.

Estudos demonstram que citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, e TNF) aumentam a
expressdo de resistina em PBMC humano“®®, ao passo que TNF é um regulador
negativo de expressdo de resistina em células adiposas murinas‘®”). Estudos que
examinam a expressdo da resistina como parte da resposta a endotoxina tém
demonstrado que a expressdo de RNAm de resistina é detectével na fase inicial®®®, mas
ndo detectavel ap6s 24 horas de exposicao®.

Além disso, a resistina se apresenta em altos niveis em pacientes apresentando
infecgdo pulmonar ativa por M. tuberculosis, demonstrando a reducdo destes niveis ao
longo do tratamento™®®. Ehtesham e colaboradores (2011)*7® exploraram a utilidade da
resistina como um biomarcador de severidade de infec¢do em tuberculose e eficacia de
tratamento. Foi feita a analise do soro de pacientes com TB pulmonar ativa, contatos e
controles sadios, onde a resistina se apresentou em mais altos niveis em pacientes em
comparacdo aos controles sadios. Seus niveis em contatos também se apresentaram
altos em relacdo aos controles. Quando tratados, estes pacientes apresentaram aumento
de massa corporal correlacionada com a redugdo dos niveis de resistina, sugerindo que o
efeito observado pode ndo estar relacionado diretamente a resposta inflamatéria, e sim
ao aumento do IMC do paciente. Mesmo assim 0s autores propGem que a molécula
pode ser um marcador no tratamento da tuberculose, servindo como um biomarcador de
prognostico para adoecimento.

Em nossa coorte de pacientes os niveis de resistina sérica ndo apresentaram
diferencas significantes entre as diferentes formas clinicas da hanseniase e dos pacientes
analisados (Figura 5.9), porém esta analise pode se alterar apds a correcdo destes dados
pelos IMCs dos pacientes incluidos neste estudo, analise a ser realizada em futuro

préximo.
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Figura 5.9: Niveis séricos de resistina em pacientes com hanseniase e controles sadios. Os tracos em
vermelho representam a mediana e cada circulo representa um individuo.Circulos verdes representantam
pacientes que desenvolveram reacdo reversa; Em azul, os que desenvolveram eritema nodoso leproso. LL
— Lepromatoso- Lepromatoso, BT — Borderline-Tuberculoide, ENL — Eritema Nodoso Leproso recém

diagnosticados, ENL tratados — Os mesmos pacientes ENL ap6s 7 dias de tratamento com talidomida.

MCP-1

Aléem das adipocinas apresentadas, foram analisados 0s niveis séricos da
proteina quimioatrativa de mondcitos-1 nestes individuos. O MCP-1 (ou CCL2) € um
membro da familia de quimiocinas C-C, produzida por uma variedade de tipos
celulares, porém predominantemente pelos macréfagos e células endoteliais, quer
constitutivamente ou apo6s a inducdo pelo estresse oxidativo, citocinas ou fatores de
crescimento. As quimiocinas sdo secretadas em resposta a sinais, tais como citocinas
pro-inflamatorias, e desempenham um papel importante no recrutamento de monacitos,
neutrofilos e linfocitos. Uma vez induzida, a migracdo dirigida de células que
expressam 0s receptores de quimiocinas adequados ocorre ao longo de um gradiente de
ligante quimico conhecido como o gradiente de quimiocina. Isto permite que as células
se movam para locais de altas concentracgdes de quimiocinas™.

Lew e colaboradores (2002)""® analisaram os niveis de MCP-1 em soro de

pacientes da forma LL da hanseniase, detectando niveis mais altos desta quimiocina
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neste grupo de pacientes, e este se correlaciona com o IB dos pacientes, indicando que
0s niveis mais altos da quimiocina estdo de acordo com a severidade da doenca.

Nos nosso trabalho analisamos os niveis séricos do MCP-1, e semelhante ao
trabalho descrito, os niveis da quimiocina estdo mais altos no grupo de pacientes LL e

ENL em relacdo ao controle, antes ou ap6s o tratamento com talidomida (Figura 5.10).
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Figura 5.10: Niveis séricos de MCP-1 em pacientes com hanseniase e controles sadios. Os tracos em
vermelho representam a mediana e cada circulo representa um individuo.Circulos verdes representantam
pacientes que desenvolveram reacdo reversa; Em azul, os que desenvolveram eritema nodoso leproso. LL
— Lepromatoso- Lepromatoso, BT — Borderline-Tuberculoide, ENL — Eritema Nodoso Leproso recém
diagnosticados, ENL tratados — Os mesmos pacientes ENL ap6s 7 dias de tratamento com talidomida. *p
< 0.05(Teste Mann-Whitney - two-tailed).

Aa citocinas TNF, IL-6 e IL-1p obtiveram niveis de detec¢do abaixo dos limites
minimos de deteccdo do kit utilizado, por isso ndo foram apresentadas.

Para observarmos a contribuicdo direta dos adipocitos na producdo das
adipocinas observadas, sobrenadantes de culturas de adipdcitos da linhagem 3T3-L1
infectadas com M. leprae foram analisados por ensaio multiplex. Analisamos a
producéo de diferentes adipocinas inicialmente em uma curva temporal de infec¢do com
a micobactéria, para identificar qual tempo de infecgdo seria ideal para analise do maior
namero possivel de adipocinas a partir de um mesmo sobrenadante (Figura 5.11).

Foram analisados os tempos de 4, 6 e 24 horas de infecgdo com M leprae em
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comparacdo com o controle de culturas ndo infectadas para deteccdo de adiponectina,
IL-6, MCP-1, resistina, leptina e TNF.
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Figura 5.11: Ensaio de curva temporal da produc¢do de adipocinas em sobrenadantes de adipécitos
da linhagem 3T3 infectados in vitro. CTRL= controle ndo infectado; ML= adipdcitos infectado por M.
leprae utilizando-se uma MOI de 5:1 ap6s os diferentes temos de infeccdo indicados; LPS =

sobrenadantes de adipécitos expostos a LPS 10ng/mL nos diferentes tempos indicados.

Neste ensaio concluimos que o tempo de 24 horas de infec¢do seria 0 mais
adequado para andlise de todas as adipocinas, visto que foi o tempo em que ha
consideraveis concentragfes das moléculas no sobrenadante para serem detectadas. As
citocinas leptina e TNF ndo foram apresentadas pois ndo obtiveram niveis de deteccéo
acima dos valores minimos de deteccdo do kit em nenhuma das amostras analisadas.

Foi repetido entdo o ensaio multiplex com um nimero maior de sobrenadantes
de culturas de adipdcitos murinos, no tempo de 24 horas de infeccdo (Fugura 5.12). No
entanto, neste ensaio ndo houve diferenca significativa na producdo das diferentes
adipocinas entre as condigdes controle e infectadas por M. leprae. Neste momento, esta

etapa do estudo encontra-se inconclusiva. N&o podemos ainda concluir que o M. leprae
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ndo e capaz de modular estas adipocinas no modelo de adipdcitos murinos oriundos de

3T3-L1. Concluimos apenas que o bacilo ndo é capaz de modula-las no intervalo de

tempo testado. Um maior esfor¢co se faz necessario, utilizando-se de ferramentas

moleculares como PCR em tempo real, no sentido de avaliar tempos mais longos como

uma semana de infec¢do por exemplo, antes de descartarmos essa ferramenta de estudo.
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Figura 5.12: Andlise da produc¢do de adipocinas por adip6citos in vitro em resposta a infeccdo por

M. leprae. CTRL= controle ndo infectado; ML= infectado por M. leprae; ML+PX = infectado por M.

leprae com adigdo de polimixina (neutralizante de LPS); LPS = lipopolissacarideo. *p< 0.05; **p<0.01;
***p<0.001 (One way ANOVA, teste Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn).
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Perspectivas e Conclusoes



6. PERSPECTIVAS

Nossos dados sugerem que o tecido adiposo pode funcionar como um novo
nicho de infeccdo e possivel persisténcia do M. leprae, abrindo novas perspectivas para
a descricao dos efeitos imunopatoldgicos, cronicidade e tratamento da doenca.

Para se obter respostas mais concretas, serdo necessarias mais estudos sobre as
interacdes entre adipdcitos e 0 M. leprae, como descrever o ambiente intracelular de
infeccdo do M. leprae no tecido adiposo, quais as vias de sinalizagcdo envolvidas na
reducdo drastica no numero de corpusculos lipidicos observada, o destino desses
lipidios que ao que tudo indica ndo estdo sendo enderecados a (-oxidacdo. Na busca de
respostas sobre a viabilidade da micobactéria em adipocitos, ensaios utilizando as
drogas utilizadas na poliquimioterapia descreverdo se ha reducdo do efeito
micobactericida dessas drogas no interior das células adiposas.

Como o tecido adiposo consiste ndo s6 de adipdcitos, mas também de
macrofagos, a interacdo entre as duas células perante a infeccdo por M. leprae devera
ser analisada. Para descrever melhor o modelo de infeccdo, sera necessario descrever o
crosstalk entre adipdcitos e macrofagos, que podem estar envolvidos na relacdo de
persisténcia ou imunomodulacdo do patégeno no tecido. Para descrever melhor o
envolvimento de adipocinas na imunomodulacdo da doenca, sera feita sua deteccdo no
tecido adiposo subcutaneo de pacientes multibacilares, assim como sua correlagdo com
a presenca do patégeno.

Além disso, sera feita a caracterizacdo por espectrometria de massas do perfil
lipidico de adipdcitos infectados in vitro por M. leprae, de modo a detectarmos

alteracdes, mesmo que ténues, no metabolismo lipidico durante a evolucéo da infeccao.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudado um novo modelo experimental de infeccdo pelo
bacilo M. leprae, identificando os adipdcitos como um novo e potencial sitio de

infecgdo da micobactéria até entdo desconhecido.

No presente projeto observamos que o M. leprae infecta e se mantém viavel por

até 15 dias em cultura de adipocitos de linhagem 3T3-L1.

Foi observada reducdo do numero de goticulas lipidicas em adipocitos apds a

infeccdo, através de mecanismos ainda desconhecidos.

Foi avaliada a modulacdo das adipocinas nos diferentes polos da doenca

compativel com o observado em outras infec¢fes micobacterianas.

Foram analisados fragmentos de tecido subcutaneo de pacientes multibacilares,
onde ndo sé foi confirmada a presenca do bacilo, revelando assim o acesso do
M. leprae ao tecido adiposo subcutdneo humano, como também a confirmacao
do resultado descrito in vitro envolvendo a mobilizacdo das goticulas lipidicas

durante a infeccéo.
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