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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Modulacdo metabdlica induzida pelo Mycobacterium leprae e implicacdes para
a suscetibilidade a hanseniase
RESUMO

Rychelle Clayde Affonso Medeiros

O Mycobacterium leprae, patdégeno intracelular causador da hanseniase,
infecta com sucesso células da glia do sistema nervoso periférico, denominadas
células de Schwann (CS). A interagdo entre o bacilo e sua célula hospedeira vem
sendo alvo de muitos estudos de modulagédo imunologica, desmielinizacao e de
metabolismo lipidico, porém as possiveis modulacbes no metabolismo
energético destas células impostas pelo patégeno permaneceram
negligenciadas durante anos. Para determinar estas modulagdes, estudamos o
metabolismo energético de uma linhagem de células de Schwann humanas
(ST8814) infectadas in vitro por M. leprae purificado a partir de extratos de coxim
plantar de camundongos atimicos nu/nu. Em resultados anteriores,
demonstramos que células de Schwann infectadas eram capazes de captar mais
glicose e que este efeito estava atrelado ao aumento da atividade da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), primeira e principal enzima envolvida
na oxidacdo da glicose-6-fosfato pela via das pentoses-fosfato (PPP). Em
contrapartida ao aumento da captacao de glicose, ocorreu diminuicdo drastica
dos processos de fermentacdo e potencial elétrico mitocondrial. No presente
trabalho, fomos capazes de detectar o aumento da expressao do transportador
de glicose (GLUT-1), enzimas envolvidas na producdo de NADPH e no combate
a espécies reativas de oxigénio, como a glutationa redutase (GSR) e a enzima
malica citosoélica (ME-1). Ademais, a quantificacdo relativa de mtDNA mostrou
uma diminuicéo relativa dos seus niveis nas células com 120 horas de infeccao
e em lesdo de nervos de pacientes. A expressao de G6PD também demonstrou
aumento em amostras provenientes de pacientes como lesao de pele e nervos.
Além disso, inibidores especificos (6AN) e o silenciamento génico de G6PD,
foram capazes de reverter os efeitos anteriormente encontrados e diminuir a
viabilidade intracelular do bacilo. Devido ao protagonismo de G6PD, um gene
localizado no cromossomo X, avancamos em nossas analises com um estudo
de associacdo caso-controle na hanseniase. Para isso, selecionamos SNPs
candidatos para genotipagem em uma populacdo do Rio de Janeiro. Nossos
resultados mostraram que as SNPs G202A e A376G, sao mais frequentes em
pacientes do Rio de Janeiro, e a A376G (rs1050829) esta modestamente
associada a suscetibilidade a hanseniase no sexo masculino. Além disso,
utilizando modelo in vitro, a viabilidade do M. leprae néo variou entre o0s
diferentes genoétipos formados a partir dos SNPs de G6PD em mondcitos.
Porém, mondcitos infectados apresentaram inducéo da expressao e atividade de
G6PD, corroborando com os dados anteriores em células de Schwann. Assim,
nossos dados apontam para alteracées metabolicas no hospedeiro contribuindo
para o melhor entendimento da hanseniase e identificacdo de possiveis
interferentes que gerem promissoras alternativas para o tratamento da doenca.

XVii



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Metabolic modulation induced by Mycobacterium leprae and implications for
susceptibility to leprosy
ABSTRACT

Rychelle Clayde Affonso Medeiros

Mycobacterium leprae, an intracellular pathogen that causes leprosy,
successfully infects glial cells of the peripheral nervous system, called Schwann
cells (SC). The interaction between bacillus and host cell has been the subject of
many studies of immunological modulation, demyelination and lipid metabolism
but the possible modulations in the energy metabolism of these cells imposed by
the pathogen remained neglected for years. To determine these modulations, we
studied the energetic metabolism of a strain of human Schwann cells (ST8814)
infected in vitro by M. leprae purified from plantar cushion extracts of nu / nu
athymic mice. In previous results, we demonstrated that infected Schwann cells
were capable of capturing more glucose and that this effect was linked to
increased activity of the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD),
the first and main enzyme involved in the oxidation of glucose in pentose-
phosphate pathway (PPP). In contrast to the increase in glucose uptake, there
was a drastic decrease in fermentation processes and mitochondrial electrical
potential. In the present work, we were able to detect increased expression of the
glucose transporter (GLUT-1), enzymes involved in the production of NADPH and
in combat to reactive oxygen species, such as glutathione reductase (GSR) and
cytosolic malic enzyme (ME-1). In addition, relative mtDNA guantification showed
a relative decrease in their levels in cells with 120 hours of infection and in nerve
damage in patients. The G6PD expression also increased in samples from
patients such as skin and nerve damage. In addition, specific inhibitors (6AN) or
the gene silencing of G6PD, were able to reverse the previously encountered
effects and to decrease the intracellular viability of the bacillus. Due to the
prominence of G6PD, a gene located in X chromosome, in our analyzes,
we proceeded with a case-control association study on leprosy. To perform this,
we selected candidate SNPs for genotyping in a population of Rio de Janeiro.
Our results showed that G202A and A376G are more frequent in patients from
Rio de Janeiro, and A376G (rs1050829) is associated with male leprosy
susceptibility. Beyond that, using in vitro model, the M. leprae viability did not vary
between the different genotypes that are formed from SNPs of G6PD in
monocytes. However, the infected monocytes presented an induction of
expression and activity of G6PD, corroborating with previous Schwann cells data.
Thus, our data point to metabolic changes in the host, contributing to a better
understanding of leprosy and to the identification of possible interferents that
could generate promising alternatives for disease treatment.
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Capitulo I: Introducao, Justificativa e

Objetivos



1. INTRODUCAO

1.1- A hanseniase

1.1.1- Breve historico e epidemiologia

A hanseniase € uma doenca humana crbnica com consequéncias
neuroldgicas potencialmente debilitantes (1,2). De acordo textos antigos, as
primeiras descri¢es de sua existéncia ocorreram em 600 aC na China, na india
e no Egito (3). Em 2005, Monot e seus colaboradores demonstraram, através
de andlises em gen6mica comparativa utilizando diferentes cepas de M. leprae,
gue a origem da hanseniase ocorreu no leste africano, em nossos ancestrais
hominideos, e se dispersou seguindo as migracdes de nossa espécie (3). Porém,
em 2018, Benjak e colaboradores detectaram a predominancia de cepas
ancestrais de M. leprae no leste asiatico, sugerindo ser esta a regido de origem
da doenca (4). Nas Américas, a doenca € atribuida a colonizacao do territorio
realizada por europeus e africanos por volta dos séculos XVI e XVII (5). No Brasil,
0s primeiros casos da doenca foram notificados no ano de 1600, na cidade do
Rio de Janeiro, onde, anos mais tarde, seria criado o primeiro leprosario,
estabelecimento para o qual as pessoas contaminadas com a doenca eram

enviadas, a fim de isola-las do resto da populacao e conter a sua contaminacao

(5).

Durante a progressdo da doenca, as lesdes cutaneas e neurais
caracteristicas podem promover a deformacéo de partes do corpo do paciente
acarretando na segregacdo dos individuos infectados da sociedade (1). Esta
segregacao impulsionou a desvalorizacdo social dos pacientes e, por isso, a
terminologia lepra foi substituida por hanseniase em 1976 no Brasil. A troca teve
como objetivo amenizar o preconceito e a rejeicdo sob a qual os pacientes eram
submetidos ao serem designados como “leprosos”. Entretanto, somente em
1995, com a lei federal 1.010/95, foi terminantemente proibida a utilizacdo do
termo lepra. A substituicdo do termo “lepra” por hanseniase também teve como
objetivo homenagear o descobridor do patdgeno causador da doenca, Gerhard

Hansen (6).



Embora a descricdo da doenca seja muito antiga, a hanseniase ainda é
considerada um grave problema de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento. Dados da organizacdo mundial de saude (OMS)
demonstraram uma incidéncia de 192.713 casos em 2017, um acréscimo de
20.765 casos em relagdo ao ano de 2016, sendo endémica em paises como
india e o Brasil (7). O Brasil é o segundo pais com o maior nimero de novos
casos no mundo, ficando atras apenas da india (Figura 1.1), que apresentou
cerca de 127 mil novos casos reportados em 2017, enquanto no Brasil, foram
reportados cerca de 27 mil novos casos (7). As maiores taxas de prevaléncia e
incidéncia da hanseniase sdo encontradas nos estados do Mato Grosso do Sul,
Maranhdo e Tocantins e estdo relacionadas com a pobreza e as péssimas

condi¢Oes de vida nos quais essas pessoas estao inseridas (8) .
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Figura 1.1 — Taxas daincidéncia mundial de hanseniase no ano de 2017. As taxas de novos
casos referem-se a cada 100.000 habitantes. Adaptado de OMS, 2018.

A hanseniase pode afetar pessoas em todas as idades e de ambos os
sexos. Um fato interessante sobre a epidemiologia da doenca é que ocorre um
leve aumento na propor¢cdo de homens afetados na populagcédo brasileira. No
periodo de 2012 a 2016 foram diagnosticados 151.764 casos novos de
hanseniase no Brasil, 0 que equivale a uma taxa média de deteccao de 14,97

casos novos para cada 100 mil habitantes. Entre estes, 84.447 casos novos



ocorreram no sexo masculino, o que corresponde a 55,6% do total. Além disso,
nesse periodo, observou-se que a taxa de deteccdo por 100 mil habitantes na
populacdo masculina foi maior que na populacdo feminina em todas as faixas
etarias, sobretudo a partir dos 15 anos de idade. Quando avalia-se a quantidade
de individuos que desenvolveram incapacidades fisicas apds afetados pela
doenca, percebemos que a propor¢do no sexo masculino atingiu 15,17 casos
por 1 milhdo de homens, enquanto no sexo feminino a taxa foi de 6,07 casos
para cada 1 milhdo de mulheres (9). Alguns autores correlacionam essa
diferenga ao menor cuidado de individuos do sexo masculino com a saude,
porém o0s mecanismos exatos da influéncia do sexo na predisposicdo a

hanseniase ainda ndo séo totalmente elucidados (9,10).
1.1.2 Classificacao das formas clinicas e episddios reacionais

A hanseniase € uma neuropatia periférica infecciosa causada por
Mycobacterium leprae, um patdégeno intracelular obrigatério que apresenta
tropismo por macrofagos e células de Schwann (1,11). As principais
manifestacbes da doenca incluem lesdes na pele, mucosas e nos nervos
periféricos as quais podem variar de acordo com o espectro de formas clinicas
(1). A classificacdo das formas clinicas da doenca foi estabelecida por Ridley e
Jopling em 1966 e combina parametros clinicos, bacterioldgicos, imunol6gicos e
histopatoldgicos (12). Esta classificacdo apresenta dois grandes po6los. Em um
polo encontram-se 0s pacientes lepromatosos (LL) que apresentam alta carga
bacilar com auséncia de uma resposta celular contra o patégeno, apesar de
apresentarem altos titulos de anticorpos contra 0 mesmo. No outro poélo
encontramos 0s pacientes tuberculdides (TT) que apresentam uma forte
resposta celular ao M. leprae e por isso, apresentam baixa carga bacilar, apesar
de apresentarem baixos titulos de anticorpos contra o mesmo. Em geral os
tuberculéides apresentam uma Unica lesdo enquanto os lepromatosos, varias.
Entre esses dois extremos encontram-se as formas intermediarias que
denominamos bordeline: bordeline lepromatoso (BL), borderline borderline (BB)
e borderline tuberculdide (BT), onde a resposta imune celular e humoral € maior

ou menor de acordo com a proximidade ao polo tuberculdide ou lepromatoso.



Cerca de 95% dos individuos que entram em contato com o bacilo ndo
desenvolvem a doenca. Os que desenvolvem, primeiramente entram em um
estagio inicial e transitorio que denominamos como indeterminado (I) e
posteriormente evoluem para uma das cinco classificacdes mencionadas

anteriormente (13)
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Figura 1.2: Modelo espectral das formas clinicas da hanseniase baseada na classificagao
de Ridley e Jopling, 1966. Esquema demonstra o perfil do espectro da doencga. Representacéo
baseada na classificacdo de Ridley e Jopling, 1966: TT (tuberculdide), BT (“borderline”
tuberculéide), BB (“borderline borderline”), BL (“borderline” lepromatosa), LL (lepromatosa).
Estdo esquematizados aspectos da resposta imune do paciente, nimero de lesdes na pele e

indice baciloscépico.

Com relacdo a resposta imune, os polos opostos das formas clinicas da
hanseniase, como o tuberculéide e o lepromatoso foram divididos pela literatura
ao longo do tempo por uma grande dicotomia (14—16). O polo tuberculéide esta
mais relacionado com uma resposta Thl (T helper 1), onde existe a grande
producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF (fator de necrose tumoral),
IFN-y (interferon gama), IL-12 (Interleucina-12) e culmina na potencializacdo da

atividade antimicrobiana de macréfagos. Assim, este tipo de resposta torna-se
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muito importante para conter a proliferacdo de bacilos e diminuir o nUmero de
lesGes nos pacientes. Ja o outro extremo da doenca, denominado lepromatoso,
esta mais relacionado com uma resposta imunoldgica do tipo Th2 (T helper 2),
apresentando baixa imunidade celular, associado a elevada producédo de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (interleucina 10) (16-18). Apesar de
predominar em grande parte dos achados clinicos, esse modelo polarizado na
hanseniase ja foi descrito como inconsistente por alguns autores. Como
exemplo, j& foram relatados alguns pacientes que apresentaram um perfil ThO
caracterizado por uma combinacdo dos padrbes de citocinas Thl e Th2 (19).
Outros trabalhos ndo observaram uma associacao clara entre forma clinica da
doenca e perfis Thl e Th2 e outras respostas como a de produc¢éo de IL17 por
linfécitos Th1l7 tem sido bastante estudado na diminuicdo da inflamacdo em
individuos com poucos bacilos. Além disso, em pacientes com grande
quantidade de bacilos ja foi descrito o aumento de FOXP3, um regulador
transcricional das células T reguladoras (Tregs). Essas células acabam por inibir
a resposta Thl, e consequentemente prejudica a liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios propiciando um nicho adequado para o0 crescimento

micobacteriano e formacao de lesfes (20,21).

Para facilitar o esquema terapéutico a OMS em 1987 estabeleceu uma
classificagdo operacional em dois grupos: multibacilares (MB) e paucibacilares
(PB) (22). Os paucibacilares (PB) compreendem as formas clinicas TT, BT e |,
devido aos limitados numeros de bacilos encontrados nas lesdes. As formas BB,
BL e LL constituem os pacientes multibacilares que apresentam uma elevada
carga bacilar (23,24). Visando uma identificacdo mais rapida dos pacientes, o
ministério da saude fez uma adaptacdo nesta classificacdo incluindo a
baciloscopia, 0 niumero e a distribuicdo das lesdes cutaneas e o numero de

troncos nervosos atacados (13).

Durante a evolucdo da doenca cerca de metade dos pacientes
desenvolvem episddios reacionais (25,26). Essas reagfes sdo caracterizadas
por episodios fortes de resposta inflamatoria e imunologica que podem ocorrer
antes, durante ou apos o tratamento. As rea¢cOes podem ser do tipo | (Reacao

reversa- RR) ou Reacdo do tipo Il (Eritrema nodoso hansénico- ENR). As



reacoes de tipo | sdo mais comuns nas formas borderline (26,27) e estima-se
que um terco desses pacientes podem apresentar esse tipo de episédio
reacional, principalmente nos primeiros seis meses de tratamento (28). Este tipo
reacional caracteriza-se por algumas sintomatologias, como: infiltracdo de
lesGes antigas associada ao surgimento de novas lesdes em forma de manchas
ou placas infiltradas, eritema, dor, lesdes vésico-bolhosas, ulceracoes,
hiperestesia, parestesia, dor ou espessamento de nervos periféricos com perda
da funcdo sensitivo-motora e, mais raramente, febre, déficit da fungéo neural

acometendo principalmente os nervos ulnar e tibial posterior (1,29)

A reacao do tipo Il ou eritrema nodoso hansénico (ENH) ocorre com maior
frequéncia entre pacientes multibacilares, principalmente na forma lepromatosa
(26). Estes episodios acontecem, principalmente, durante o segundo e o terceiro
ano apos o inicio do tratamento (30). Este episddio reacional € determinado pelo
aparecimento de ndédulos que podem variar de poucos a inumeros, de coloracdo
résea e que podem evoluir para necrose, nas formas mais graves do eritrema
nodoso hansénico (ENH). Também, vem acompanhadas de sintomatologia
relacionada ao acometimento ocular, hepatico, esplénico, de linfonodos,
peritdnio, testiculos, articulacfes, tendbes, musculos, 0ssos e rins. Em alguns
casos pode ocorrer febre e leucocitose (29). E importante ressaltar, que 0 uso
de corticoides e da talidomida é recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) para o tratamento dos pacientes com hanseniase que sofreram

essas reacdes inflamatérias ou episddios reacionais (1,29)
1.1.3 Lesao Neural na Hanseniase

A lesd@o neural na hanseniase esta presente em todas as formas clinicas
sendo relacionada a capacidade do M. leprae invadir os nervos periféricos (2),
alojando-se preferencialmente nas células de Schwann (CS) (31). Essa é uma
das mais importantes consequéncias da doenca, ocasionada por uma neuropatia
periférica que em estagios mais avancados pode ser irreversivel mesmo apés o
tratamento e a cura da doenca. Em alguns casos especificos, os pacientes
apresentam apenas a neuropatia sem o0 comprometimento cutaneo
apresentando perda de funcao e insensibilidade dos nervos e caracterizando a

forma clinica denominada de neural pura da hanseniase (32).
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A forma neural pura € mais rara ocorrendo em aproximadamente 8%
dos pacientes e com um maior aparecimento no sul india que obtem 18% dos
novos casos notificados (33). A ndo existéncia de manifestacdes cutaneas faz a
forma neural pura destoar ou néo ser inserida nas classificagbes mencionadas e
ser considerada como um subtipo da hanseniase. Além disso, mesmo que de
forma rara, ja foi descrito que é possivel o aparecimento de lesbes de pele em
alguns pacientes que utilizaram a monoterapia através da dapsona e em casos
de reacdo do tipo | em que o surgimento de novas lesfes ja € recorrente. Este
fato favorece a idéia de que a hanseniase é basicamente neural no inicio e que

todas as outras formas emergem dela (32).

Na neural pura o nervo afetado é significativamente mais espesso e as
vezes pode ser nodular e em alguns casos, observa-se a formacéo de abscesso
(34). E importante ressaltar que os nervos dos membros superiores estio mais
comumente envolvidos, como o ulnar (34). Sem inicialmente lesGes cutaneas, o
grande desafio destas formas clinicas é o diagndstico. O diagndstico exige a
identificacdo do patégeno em bidpsias de nervos afetados, seja por detec¢édo do
bacilo alcool-acido resistente (B.A.A.R.) na biépsia ou por deteccédo de DNA de
M. leprae por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (33). Além disso, faz-se
necessario a observacao das caracteristicas histoldgicas da biépsia (34), e
eventualmente é necessario metodologias adicionais para confirmar o
diagnéstico, como sorologia anti-PGL-I (glicolipidio fendlico) (35) ou

imunohistoquimica (36).

O comprometimento neural se caracteriza pela inflamacédo no tecido
perineural e em alguns casos relacionado a atrofia do nervo, demonstrando
diminuicdo do calibre das fibras (2). Os mecanismos exatos de formacdo da
lesdo neural na doenca ainda nao estao totalmente elucidados, mas sabe-se que
alguns fatores estao envolvidos como a resposta imune local desencadeada pela
liberacdo de mediadores inflamatorios no nervo como TNF-q, IL-6, e IL-17 e a
formacdo de um edema inflamatério que pode induzir degeneragéo de fibras
neurais. Aléem disso, estudos cada vez mais tem associado as alteracdes na

expressao de genes e a bioquimica da célula de Schwann diferencial ocorridas



na infeccdo pelo M. leprae com a lesdo neural ocorrida durante a evolucdo da
doenca (37,38).

Um estudo realizado por Kirchheimer e Storrs na década de 70
demonstrou que o tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) era susceptivel
a infeccado por M. leprae e capaz de desenvolver um processo patolégico
semelhante ao encontrado em tecidos e nervos de pacientes com hanseniase
(39,40). Atualmente, o tatu de nove bandas representam um importante modelo
experimental para o entendimento dos mecanismos de dano neural ocasionados

pelo M. leprae (41).
1.1.4 Transmisséao

O mecanismo exato de transmisséo do patégeno da hanseniase ainda é
um enigma que precisa ser totalmente desvendado pela ciéncia. Acredita-se que
a transmissao se d& pelo contato direto entre pessoas, principalmente pelas vias
respiratorias superiores e que o0 nariz € a estrutura principal que determina o
inicio da infeccdo e a transmissao para outros individuos (42—44) . O grupo de
Silva e colaboradores em 2013 foi capaz de detectar que o bacilo é capaz de
infectar células epiteliais alveolares e nasais humanas e que a insercao de M.
leprae no septo nasal de camundongos resulta em infeccdo de macrofagos e
células epiteliais no tecido pulmonar, sustentando a idéia de que as vias aéreas
constituem uma importante rota de entrada do M. leprae no corpo humano (45).
Além disso, estudos anteriores ja demonstraram que pacientes hansénicos com
alta carga bacilar podem expelir, através de suas secre¢des nasais, cerca de 1
milhdo de bacilos viaveis por dia (44,46). Um estudo promovido por Job e seus
colaboradores permitiu a percepc¢éo de que 80% de pacientes multibacilares nao
tratados apresentavam bacilos viaveis na epiderme lesionada e indicaram com
este resultado que as lesdes de pele podem servir como fonte de contaminacao,
uma ideia j4 propagada ao longo de décadas. De fato, uma exarcebacdo do
contato proximo e prolongado, como convivéncia intradomiciliar, com individuos
infectados e nao tratados representa um fator crucial para a disseminagéao do

patogeno (47) .



Atualmente sabe-se que o homem nao € o unico hospedeiro natural do
bacilo. Na década de 70 foram relatados nos Estados Unidos tatus naturalmente
infectados (39). Além disso, ha mesma regiao alguns pacientes apresentavam o
patbgeno com a sequéncia de genes idéntica aos dos tatus, comecando assim
a suspeita que estes poderiam ser uma importante fonte para a disperséo do M.
leprae (48). De forma extremamente interessante foi identificado esquilos-
vermelhos (Sciurus vulgaris) naturalmente infectados por M. leprae
caracterizando assim um novo hospedeiro e uma possivel fonte de

contaminacgao (49) .

Recentemente um estudo indicou uma possivel via de transmissao da
doenca através de insetos vetores, ao demonstrar que barbeiros (Rhodinus
prolixus) poderiam liberar M. leprae viavel em suas fezes apds alimentacéo
artificial com sangue infectado (50). Além disso, apesar da sua dependéncia
obrigatéria do hospedeiro, o material genético do bacilo ja foi encontrado em
solos e aguas de areas endémicas da India e da Indonésia, levando a acreditar
em forma de transmissao do bacilo por amostras ambientais (51,52)

1.1.5 Diagnéstico, tratamento e prevencédo da doenca

O diagnostico da doenca € baseado em exames clinicos e laboratoriais.
Na auséncia de infraestrutura laboratorial, o reconhecimento se da basicamente
por sinais clinicos com a consequente andlise dos sintomas. Os sinais mais
claros da doenga envolvem falta de sensibilidade, lesdes cutdneas e
espessamento dos nervos. Para deteccdo do patdgeno, exames baciloscépicos
e histopatolégicos podem ser realizados utilizando esfregacos cutaneos (linfa de
I6bulos auriculares, cotovelos e lesdes) e bidpsias cutaneas ou do ramo sensitivo
dos nervos periféricos. Além disso, em casos extremamente dificeis, podem ser
utilizados ensaios moleculares baseados na técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) empregando amostras clinicas como linfa, sangue, secrecéo

nasal e fragmentos de pele e nervos (53-55).

Existem ainda testes soroldgicos para a detec¢éo de anticorpos anti-PGL-
I, um componente exclusivo da parede celular do M. leprae, que sdo usualmente

utilizados em estudos de epidemiologia, mas pouco utilizados na clinica devido
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a baixa sensibilidade do método (1). Em outro teste, o cutaneo da lepromina ou
Mitsuda, o antigeno do M. leprae € injetado e avalia-se a resposta imunologica
e formacéo do edema apdés 4 semanas (56). Contudo, o teste da lepromina néo
se enquadra num teste de diagnostico ou de exposi¢do ao bacilo, atuando mais
como um avaliador da capacidade de resposta granulomatosa do individuo, e
apesar de ndo ser uma resposta especifica ao M. leprae, a auséncia de resposta

indicaria uma possibilidade de desenvolver uma forma lepromatosa (1)

O tratamento para os pacientes com hanseniase € o primeiro passo para
conter os avancgos e interromper a cadeia de transmisséo da doenca. O primeiro
medicamento eficaz utilizado contra a hanseniase foi a dapsona, um antibiético
que € capaz de inibir a divisdo bacteriana (57-59). Porém o aumento de cepas
resistentes ao medicamento fez com que, em 1982, a organizagdo mundial de
saude (OMS) implementasse o tratamento através da poliquimioterapia (PQT),
onde o paciente era submetido a uma associacdo de trés diferentes drogas:
dapsona, rifampicina e clofazimina (22). Esta associac¢ao dificulta a proliferagéo
de patdégenos resistentes aos medicamentos e promove uma ampla capacidade
de cura. Para a administracdo medicamentosa a separacdo dos pacientes em
paucibacilares e multibacilares torna-se fundamental. Para os pacientes
paucibacilares € utilizada uma combinagdo de rifampicina e dapsona com
duracdo de 6 meses, ja para os multibacilares a combinacao de rifampicina,
dapsona e clofazimina se faz durante o periodo de 12 meses (60,61). Como ja
mencionado anteriormente, ocorre 0 uso de imunomoduladores, como a
talidomida, em pacientes que evoluem para episédios reacionais como o ENH
(62) .

Ainda ndo existem vacinas especificas para a hanseniase, mas estudos
apontam que a vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) pode conferir protecéao
ao M. leprae (63). A cepa vacinal BCG é amplamente utilizada para a prevencao
da tuberculose e é proveniente da atenuacao de outra espécie dentro do género
Mycobacterium, denominada de Mycobacterium bovis (64). Realmente, esta
micobactéria apresenta inimeros antigenos com grande homologia em relacao
ao M. leprae e estudos no Brasil mostram que o uso da BCG pode ser bastante

relevante para protecdo dos casos de contatos proximos de pacientes
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hansénicos (65). Desde 1991, é recomendado pela OMS a revacinacao de
contatos intradomiciliares com o intuito de reforcar a primeira dose da vacina,
uma vez que, esses individuos representam o principal grupo de risco para o

desenvolvimento da doenca (65,66).
1.1.6 Mycobacterium leprae

O agente causador da hanseniase foi observado pela primeira vez em
1871 pelo médico noruegués Hansen a partir de fluidos teciduais provenientes
de pacientes (6). Hansen observou hastes que eram resistentes ao alcool e a
acido. Apesar da exceléncia de sua descoberta, a publicagdo s6 ocorrera anos
mais tarde, em torno de 1873, uma vez que o cultivo do patégeno e sua
inoculacdo em animais experimentais era extremamente ineficaz. Gerard
Hansen foi um dos pioneiros na ideia de que microrganismos poderiam causar

doencas em humanos (6,67).

O Mycobacterium leprae € um patdégeno intracelular obrigatério que
apresenta tropismo descrito para dois tipos celulares do corpo humano:
macrofagos de pele e células de Schwann (11,68). E um bacilo gram-positivo,
reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 micra de comprimento por 0,2 a 0,5
micra de largura. E considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), pois
guando corado pelo método de coloragéo por Ziehl-Nilsen ndo descora pela acéo
da solucdo alcool-acida (1). O seu crescimento € lento fazendo uma divisao
binaria a cada 12-14 dias. A temperatura 6tima para 0 seu crescimento é abaixo
de 37° sendo entdo o motivo pelo qual o bacilo apresenta preferéncia pelos

arredores do corpo humano, ocupando os nervos periféricos (69)

O género Mycobacterium apresenta atualmente 188 espécies descritas
(70,71) e pertence a ordem dos Actinomycetales e a familia Mycobacteriacea.
Além do M. leprae outro importante patégeno deste género pode ser citado € o
Mycobacterium tuberculosis, que causa tuberculose em humanos (72). O M.
leprae compartilha com outras micobactérias caracteristicas como a abundancia
de lipideos na forma de acidos micdlicos (a4cidos graxos de elevado peso
molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em seu envelope celular, conforme pode

ser observado na figura 1.3. Além disso, mais externamente, apresenta
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glicolipideos como o glicolipidio fendlico | (PGL-1) especifico de M. leprae (73).
O PGL-1 tém despertado interesse de inUmeros pesquisadores acerca de sua
relevancia na interacdo patdégeno e célula hospedeira. Esta estrutura Unica da
parede é fundamental para todas as micobactérias, pois impede a passagem de
vérias drogas, acarretando em resisténcia a muitos medicamentos. (73-75) .
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Figura 1.3 Modelo esquematico da parede celular do M. leprae. A membrana plasmatica
€ envolvida por uma parede celular composta por peptidioglicana ligada covalentemente a
araginogalactana. Acidos micélicos estéo ligados aos residuos terminais de arabinose. A camada
mais externa apresenta: monomicolato trealose (TMM), glicolipidio fendlico 1 (PGL-1),
monosideos fosfatidilinositol (PIMs), dimicocerosato ftiocerol (PDIM) e fosfolipideos (PL).
Adaptado de Adaptado de Vissa e Brennan, 2001 (75).

Até o0 momento, ndo foi possivel desenvolver um método de cultivo in vitro
do M. leprae e esta impossibilidade desafiou cientistas ao longo de muitos anos
na busca de promover formas de obtencdo do patdgeno viavel para ensaios
experimentais. Shepard, na década de 60, demonstrou um crescimento local e
limitado do patdgeno em coxim plantar de camundongos, permitindo a abertura

de campos de estudos neste sentido (69). Porém, inicialmente o crescimento de
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bacilos foi bem limitado e provavelmente essa limitagdo foi promovida pela
resposta imune do hospedeiro e, devido a isso, iniciou-se 0 manejo ou
manipulacdo do sistema imunologico de camundongos na tentativa de
disseminagdo efetiva de bacilos (76-78). Atualmente a utilizacdo de
camundongos com timos rudimentares (nude), com severa deficiéncia da
producao de linfocitos T, permite uma grande quantidade de bacilos viaveis para
serem utilizados em diversos fins experimentais, uma vez que estes
camundongos sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo M. leprae (78).
PadronizacGes posteriores da técnica permitiram a obtencédo de cerca de 10'°

bacilos em periodos de 6 meses apos a inoculagéo (79,80).

Figura 1.4. Cultivo de M. leprae em patas de camundongos BalbC Foxnl nunu (nude).
Demonstracéo da pata do animal 6 meses ap0s inoculagdo com 5 x 107 bacilos. Aumento: 1000X.
Fonte: Scollard, 2006(1).

Apesar da descricdo do patdégeno ter ocorrido h4 mais de cem anos, a
impossibilidade do cultivo in vitro dificulta a analise acerca da sua biologia pela
ciéncia. Acredita-se que o patdgeno tenha sido submetido a uma evolucéo
redutiva do genoma em relacdo a outra micobactéria, como o Mycobacterium
tuberculosis (81,82). O genoma completo do M. leprae possui 3,27 megabases
(Mb) e um conteudo médio G+C de 57%, valores muito menores do que 0s
encontrados no genoma do M. tuberculosis (81), que contém 4,41 Mb, 65,6%
G+C e aproximadamente 4000 genes codificantes. Além disso, o genoma do M.

leprae possui caracteristicas Unicas, como o baixo nimero de genes codificantes
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(somente 49,5% do genoma), o elevado numero de pseudogenes (27%) e
regides nao codificantes (23,5%). Essa reducdo adaptativa do seu genoma
resultou na eliminacédo de varias vias metabdlicas, tornando-o um patdogeno com
necessidades metabolicas muito especificas, consequentemente
impossibilitando o seu crescimento in vitro, demonstrando sua longa adaptacéo
ao nicho intracelular (82). Em relacdo ao M. tuberculosis, o M. leprae apresenta
uma redundancia menor ou um menor niumero de cépias no genoma de genes
cruciais de diversas vias, principalmente vias catabodlicas que estdo truncadas
ou extremamente resumidas. Apesar disto, a via glicolitica apresenta-se intacta
e o ciclo de Krebs é funcional na micobactéria. Entretanto, inGmeros genes que
codificam o complexo | da cadeia respiratoria do M. leprae estdo ausentes (82)
levando-se a discussao de que esta poderia estar truncada na bactéria. Porém
a producédo de uma NADH desidrogenase do tipo Il a partir do gene ndh deu
indicios de que este importante processo nao esta truncado no M. leprae. Em M.
tuberculosis, este gene seria o principal envolvido na producao de ATP, tornando
o complexo | secundério (83). Em adi¢cdo, as vias anabdlicas como sintese de
purinas, pirimidinas, a maioria dos aminoacidos, nucleotideos e a maioria das

vitaminas e cofatores, parecem estar intactas no patdégeno (84).

Recentemente, novas micobactérias patogénicas com redu¢cédo genémica
brusca e impossibilidade de crescimento in vitro foram detectadas (85,86).
Nestes novos seres Vvivos descritos, encontramos o0 Mycobacterium
lepromatosis, que apresenta grande similaridade genémica com o M. leprae e é
capaz de desenvolver em humanos manifestacdes clinicas condizentes com a
disseminacdo da hanseniase (86). Alguns casos notificados demonstram a sua
disseminacdo principalmente em regides da América Central (87). Assim,
atualmente, este microorganismo é considerado como um novo agente etiolégico
da doenca (86). Outro patégeno micobacteriano, o Mycobacterium uberis, € 0
causador de dermatite nodular em bovinos e caprinos e recentemente foi descrita
a sua semelhanca gendmica em relacdo ao M. leprae e M. lepromatosos (85).
Em um comprimento de sequéncia de 3.206,741 (M. lepromatosos) e 3.112,721
(M. uberis) o genoma destes individuos séo tao reduzidos quanto ao do M.
leprae, e com um grande aparecimento de pseudogenes (85). Aléem das

similaridades genbmicas ja mencionadas, a deteccdo de um gene- 0 proS que
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codifica uma prolil tRNA sintetase, na mesma posicao gendmica nestes
microorganismos permitiu com que autores sugerissem que estas espécies
apresentam um ancestral recente comum (85). A tabela 1.1 compara os
genomas das micobactérias M. leprae, M. tuberculosis, M. lepromatosos e M.
uberis mencionadas neste tdpico do trabalho.

Tabela 1.1: Diferenciagdo entre os genomas de M. leprae e outras
micobactérias. Adaptado de Cole et al, 2001 e Benjak et al, 2018 (82,85)

Caracteristicas M. leprae M. M. M. uberis

tuberculosis lepromatosis

Tamanho (pb) 3.268,212 4.411,532 3.206,741 3.122,721
Genes 1.609 3.959 1.477 1.759
codificantes

(No)

Pseudogenes 1.309 6 1.334 1.081
Conteudo G-C 57.80 65.51 57.89 57.49
(%)

1.1.7 As células de Schwann e interacdes entre o M. leprae e suas células

hospedeiras

O sucesso do bacilo durante a infeccdo esta totalmente interligado com
as relacdes que este apresenta com as suas células hospedeiras. As células de
Schwann (CS) séo células gliais do sistema nervoso periférico e o seu nome
provém da homenagem a Theodor Schwann, fisiologista alem&o responséavel por
sua descricéo (88). Nos periodos iniciais de sua descoberta, eram vistas apenas
como “colas” que mantinham o sistema nervoso periférico unido, porém
atualmente é conhecida a benéfica dependéncia entre estas células e os axénios
no desenvolvimento e funcionamento normal da fibra nervosa (88). As CS
apresentam atividade analoga aos oligodendrdcitos no sistema nervoso central,

produzindo uma membrana que envolve as por¢des alongadas dos neurdnios,

16



denominada bainha de mielina. Esta tem como caracteristica alta concentracdo
lipidica e poucas proteinas, permitindo sua atuacdo como isolante elétrico,
facilitando a rapida propagacédo dos potenciais de acdo das sinapses nervosas

ao orgéo alvo (89,90).

Para além da sua funcdo como produtora de mielina, as CSs sao
relacionadas ao abastecimento metabdlico dos axdnios. Angus e colaboradores,
em 2013, demonstraram que estas células sdo capazes de armazenar glicogénio
e este representa o principal suporte energético para axénios. Em processos
catabdlicos, o glicogénio das CS é convertido em glicose, que pode ser oxidada
pela via glicolitica e possivelmente convertida em lactato através da
fermentacdo. O lactato gerado sera transportado do compartimento glial para o
axbnio, onde é convertido em piruvato, utilizado para a producdo de ATP,
conforme mostra a figura 1.5. Dessa forma a producéo e a exportacdo de lactato

tornam-se fundamentais para o suporte energético dos axénios (91).

Axo6nio mielinizado Compartimento glial

Glicose

Glicolise ‘ v

1

Cliclo de A P vato

Krebs

v

PY ®
Lactato «e— | 5 ctato . .
Glicogénio

Lactato

Figura 1.5: Esquema demonstrando o suporte metabdlico oferecido pelas células
gliais ao axdnio. Lactato é exportado do compartimento glial para suprir a demanda metabdlica

do axdnio. Adaptado de Angus, 2013(91)

Os axobnios séo capazes de induzir o crescimento e a diferenciacdo das
CS a partir da secrecdo de neuroregulinas, assim, células da crista neural

passam dos estagios de CS precursora e CS imatura para CS diferenciada, que
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por sua vez podem apresentar fen6tipo mielinizante ou ndo mielinizante no nervo
maduro (88). Um estudo seminal do grupo de Annura Rambukkana demonstrou
que a interacdo do bacilo com a CS inicia-se a partir da sua interacdo ao dominio
globular da cadeia a 2 da laminina 2, a isoforma mais abundante de laminina
presente na lamina basal e que envolve as CS no nervo periférico (92,93). Esta
interacdo parece ocorrer através de duas moléculas que existem na superficie
do bacilo: O PGL-1 e a proteina Hlp (histone-like protein) (94,95). Em adicao,
Acosta e colaboradores em 2018 demonstraram que o PGL | é essencial para a
adesao bacteriana e internalizacdo nas CS, uma vez que a micobactéria M.
bovis BCG recombinante expressando o glicolipidio fendlico € capaz de aderir e
ser internalizada pela CS, enquanto o mesmo néo ocorre com o M. bovis BCG
selvagem (96) .

As CS apresentam uma grande plasticidade fenotipica, sendo capazes de
se desdiferenciar de um fenoétipo produtor de mielina para um amielinico (97).
Apesar de ser internalizado pelos dois tipos fenotipicos, o bacilo é encontrado
em vasta quantidade em CS ndo mielinizadas de pacientes lepromatosos
demonstrando que este perfil de célula € mais permissivo a sua sobrevivéncia
(98,99). Além disso, Rambukkana e colaboradores em 2010 mencionaram que a
mielina pode funcionar como uma barreira para a instalacdo da micobactéria,
dado que CSs mielinizadas sdo mais resistentes a invasao realizada pelo
patdgeno (100,101). O M. leprae, entdo, parece aproveitar a plasticidade das CS
e induzir o dano da mielina (desmielinizacdo) como um mecanismo adaptativo
para gerar CSs desdiferenciadas que sao mais favoraveis a colonizacdo e
manipulacéo bacteriana (102). O gatilho para a desmielinizagdo ocorre ainda por
M. leprae fora da célula com a ativacdo do receptor tirosina quinase ErbB2
expresso em CS(103). ApOs a ativagdo ocorre a consequente fosforilacdo de
Erk1/2 por uma via dependente de Ras/Raf/MEK que vai ocasionar a degradacao

mielinica (103).

Diferentemente dos neurdnios do sistema nervoso central, os do sistema
nervoso periférico sdo capazes de se regenerar e este efeito esta ligado
diretamente a proliferacao dentre outras propriedades das CS (104-106). Diante

de uma injaria, as CSs adultas sofrem proliferacdo com consequente aumento
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de ciclina D1 (107). Essas respostas do nervo levam a geracdo de novas células
de Schwann desdiferenciadas, que facilitam a remielinizacdo e regeneracao dos
axbnios danificados (105,108). O bacilo dentro da célula parece mimetizar essa
resposta uma vez que ocorre aumento nos niveis de ciclina D1 e consequente
aumento da divisao celular em CS infectadas (107). Esta ativag&o foi descrita por
Tapinos e colaboradores em 2005 e ocorre intracelularmente pelo bacilo com a
ativacdo de Erkl / 2 por uma via dependente de Lck e independente da via
candnica de Raf/MEK (107). Quando novas CSs desdiferenciadas sao formadas,
sao infectadas pelo M. leprae que prejudica o processo de remieliniza¢do (100).
O modelo de vida intracelular e as sinalizagdes causadas por M. leprae nas CS

mencionadas neste topico estdo resumidas na figura 1.6.
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Figura 1.6: Modelo de vida intracelular do M. leprae e sinalizagdes promovidas nas CS.
Apos a infecgdo, o M. leprae é capaz de se ligar as CS mielinizantes e ndo mielinizantes, duas
importantes unidades funcionais do SNP. Porém invadem preferencialmente fendtipos néo
mielinizados onde se multiplicam, saem e re-infectam células de Schwann ndo mielinizadas
induzindo-as a proliferacdo. Para continuar este ciclo de vida intracelular dentro de seu nicho
preferido e estabelecer uma infeccdo produtiva, o M. leprae se adaptou para gerar um pool de
células de Schwann livres de mielina induzindo a desmielinizagdo. Mdltiplas vias de sinalizagéo,
predominantemente a sinalizacdo de Erkl / 2 através de vias candnicas e ndo-candnicas, a
jusante da ativacdo direta de ErbB2 estdo envolvidas em diferentes estdgios do processo
infeccioso. Adaptado de Rambukkana, 2010 (100)

Dados posteriores do mesmo grupo de pesquisa demonstraram que a
infeccdo de CS pelo M. leprae leva a uma reprogramacao do perfil de expressao
génica destas células ocasionado uma desdiferenciacdo para um perfil
semelhante a de células progenitoras/tronco (102). Além disso, em 2010,
Rodrigues e colaboradores demonstraram que a infeccédo de CS pelo M. leprae
promove a sobrevivéncia da célula in vitro através da indug¢édo da producéo do
fator de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) que é capaz de ativar vias
de sobrevivéncia celular através de uma ampla sinalizacdo envolvendo PI3K

(phosfoinositol- 3- quinase) e AKT (109).
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A utilizacdo de CSs primarias para ensaios in vitro torna-se extremamente
dificil e complexo uma vez que necessita da purificacdo de nervos periféricos de
mamiferos. A linhagem celular humana de schwanoma ST88-14 tem sido
amplamente utilizada como modelo para estudos de interacdo patégeno-célula
hospedeira e se assemelha as CSs amielinicas (110). Estudos com a linhagem
ST88-14 demonstraram que a mesma é capaz de fagocitar o M. leprae, e apés
4 horas de infeccéo, ja sdo observadas bactérias internalizadas (96). Além disso,
nessas ceélulas, Alves e colaboradores detectaram bactérias viaveis em
vesiculas pouco acidificadas o que pode favorecer a sobrevivéncia do patégeno
(111). S&o células de facil cultivo podendo funcionar como bom modelo para

ensaios experimentais.

A outra célula preferencialmente infectada pelo bacilo, o macréfago, esta
entre os leucécitos mais numerosos e diversos do corpo. Suas funcdes variam
em um amplo espectro de ac6es como a deteccao de patdégenos, digestdo de
restos celulares, producéo de citocinas e outros fatores regulatérios em todo o
corpo (112). Para este tipo celular foi proposta a interacdo com outros receptores
de superficie, como o receptor de manose (113,114) e o receptor de complemento
C3 (115). De forma extremamente interessante, Madigan e colaboradores em
2017 utilizando um modelo de Zebrafish, demonstraram que a desmielinizacao
e morte axonal inicial na infec¢do poderia ocorrer indiretamente pela infeccédo de
macrofagos que patrulham os axénios e ndo pelo contato direto do M. leprae na
CS (116). Além disso, o trabalho foi capaz de indicar o protagonismo de PGL-1
nestes efeitos, uma vez que o mesmo promoveu a producdo de Oxido nitrico
nestes macréfagos ocasionando a formacao de espécies reativas de oxigénio
gue afetavam diretamente as mitocondrias axonais gerando a desmielizacéo e

morte axonal (116).

Em estudos anteriores, o0 nosso grupo foi capaz de demonstrar que o M.
leprae (117), assim como o Mycobacterium tuberculosis (118), € capaz de ativar
nestas células a via de IFN- do tipo I, a partir do reconhecimento do seu DNA
por sensores citoplasmaticos de acidos nucléicos de dupla fita, como o cGAS
(MB21D1) (119,120). Apos a deteccdo do DNA citoplasmatico, cGAS catalisa a

produgado do mensageiro secundario endogeno 2’ 3’-GMP-AMP ciclico (cGAMP).
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Essa molécula, por sua vez, é um potente indutor de IFN- através da ativagao
da sinalizacdo STING/TBK1/IRF3, um caminho de ativacdo da via de IFN tipo |
conhecido como sinalizacdo de DNA citosodlico independente de receptores TLR
(121,122). Em macrofagos e mondcitos infectados com o bacilo, a ativacédo
dessa via promove o0 aumento da expressao génica de OASL. O gene OASL
codifica a proteina 2’ 5’ oligoadenilato sintetase like que foi descrita por Hartmann
e colaboradores, em 1998, e faz parte familia das oligoadenilato sintetases (123).
Toledo-Pinto e colaboradores em 2016, demonstraram o OASL na infecc¢éo pelo
M. leprae é capaz de regular negativamente mecanismos inatos de defesa contra
bactérias intracelulares, como a producdo de peptideos antimicrobianos,
autofagia, e aumento da quimiciona CCL2 (124). Apesar de atuar na
sobrevivéncia do bacilo, as implicagfes na ativacdo de CCL2 na infec¢cdo séo
desconhecidas. Acredita-se que esta ativacdo possa modular o metabolismo
lipidico do hospedeiro ou atuar na atracdo de macréfagos permissivos para o
sitio da infeccéo e servir como um meio de disperséo da bactéria atuando como

reservatorios da bactéria (124).

Assim, uma vez invadindo as células, o bacilo utiliza estratégias que
promovem a sobrevivéncia, diminuicdo da resposta microbicida e
rejuvenescimento das células hospedeiras a fim de manter as células infectadas
em estagio ativo e de modo que os fatores essenciais do hospedeiro, criticos

para a sobrevivéncia bacteriana, possam ser adquiridos.

1.1.8 M. leprae € capaz de induzir a formacé&o de corpusculos lipidicos na

célula hospedeira

Em 1863, o médico e patologista aleméo, Rudolf Virchow descreveu a
presenca de macrofagos espumosos em lesdes de pacientes lepromatosos.
Essas células apresentavam grande quantidade de corpusculos lipidicos e
bacilos e o0 seu crescimento se dava como um “tumor”, podendo acarretar na
desfiguracdo do hospedeiro (125,126). Mesmo ap0Os esta descoberta, 0s
mecanismos moleculares responsaveis por esta modulagcdo ficaram

desconhecidos durante mais de um século (127). Por também serem detectados
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em infec¢Bes causadas por outras micobactérias, como o M. tuberculosis, esses
corpusculos lipidicos sdo considerados atualmente como fundamentais para o

entendimento da patogénese micobacteriana (124,128,129).

Trabalhos realizados por Mattos e colaboradores permitiram a deteccéo
dos mecanismos moleculares de formacao destes corpusculos lipidicos e a sua
relacdo com o sucesso da infecc¢ado (130). Em CS a presenca do bacilo viavel gera
a ativacao do receptor TRL6 (Toll-like receptor 6), acarretando na inducéo da via
de PI3K ativando a sintese de lipideos, envolvendo ativacdo do reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e reorganizacdo do citoesqueleto. Além
disso, os corpusculos séo recrutados e acumulados em fagossomos contendo a

bactéria (131,132)

Apesar das duas células preferencialmente infectadas pelo bacilo
apresentarem esta indugcédo durante a infeccdo, ela ndo ocorre igualmente nos
dois tipos celulares. Diferentemente de macrofagos, Mattos e colaboradores
demonstrou que a formacgéo de corpusculos lipidicos nas CS é dada apenas na
presenca da bactéria viva e ndo é determinada de forma paracrina, uma vez que
meios condicionados ndo foram capazes de induzir corpusculos em outras
células (132). Além disso, essa formacado é dependente apenas de TLR6 (Toll-
like receptor 6) diferentemente dos macréfagos em que a ligagdo a TLR2 (Toll-
like receptor 2) e a TLR6 parece ser realizada de forma dependente, pois a
delecdo destes dois receptores em ensaios experimentais impediu a formacao

de corpusculos neste tipo celular (130) .

A formacd@o de corpusculos lipidicos em infecgBes micobacterianas
atualmente tém sido relacionado ao aumento da expressdo do PPARYy (133) que
€ um membro da superfamilia de receptores nucleares ativados por lipidios.
PPARy desempenha um papel reconhecido na regulagcédo transcricional da
proliferacéo celular, diferenciacéo e inflamacao, além da regulagédo metabdlica
de lipidios (134,135). Este receptor é capaz de regular a expressdo de numerosos
genes envolvidos no metabolismo, como o gene para a acil-CoA sintetase, uma
importante enzima que atua na biogénese lipidica (136). Em 2018, Acosta e

colaboradores demonstraram que apos a sua internalizacéo atraves de PGL-1,
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o bacilo é capaz de ativar PPARy que amplifica a producdo de receptor de
manose (MR / CD206) (96). O aumento de receptores na superficie das CS
permite que o M.leprae extracelular se ligue a esses receptores que sao capazes
de aumentar a expressdo de PPARYy induzindo a formacdo de corpusculos
lipidicos (96). A formacao destes agregados durante a infeccéo € provavelmente
uma estratégia do bacilo para da sua infec¢cdo bem-sucedida e persisténcia nas
células hospedeiras. Corpusculos lipidicos sdo relacionados a producédo de
imunomoduladores como a prostaglandina E2, que no modelo de hanseniase
funciona como um imunossupressor modulando um perfil de resposta
imunoldgica Th2, mais “branda” a infecg¢ao (130,137). Bloqueando a sua formacéo,
células como os macréfagos sdo capazes de matar as bactérias invasoras in

vitro (127).

Um estudo de Marques e colaboradores do ano de 2015 demonstrou que
o M. leprae nao é capaz de utilizar o colesterol como fonte de carbono devido a
drastica diminui¢cdo de genes funcionais no seu genoma. Apesar disto, o bacilo
foi capaz de manter a enzima 3f-Hidroxiesterol desidrogenase (33-HSD), que
participa do catabolismo de colesterol, catalisando a oxidacdo do colesterol a
colestenona (138). Trabalhos adicionais realizados por nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o tratamento com o inibidor da enzima 33-HSD diminuiu a
viabilidade intracelular do M. leprae em CSs infectadas. Dessa forma, a
conversao de colesterol em colestenona parece ser um passo fundamental para

tornar a CS permissiva a sobrevivéncia do patégeno.

Apesar da nao utilizacédo de esteroides, como o colesterol, para substrato
energético (138), outros compostos de natureza lipidica podem servir como
fontes nutricionais para a bactéria. Ao longo dos anos, estudos demonstram que
existe uma predilecdo das micobactérias em metabolizar e utilizar lipidios ao
invés de glicidios como fonte de energia (139). O primeiro fundamento para esta
afirmacdo apoia-se no método de respirometria para avaliar a viabilidade do
bacilo que consiste na propriedade de degradar acidos graxos através da [3-
oxidacdo a CO:2 e agua (140,141). O sequenciamento do genoma do M. leprae
também é uma grande evidéncia uma vez que demonstrou um grande repertorio

de genes envolvidos na degradacéo lipidica, como a 3-oxidag&o, além de muitos
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pseudogenes relacionados a glicélise (1,84). Além disso, pacientes lepromatosos
apresentam um aumento na expressao de genes envolvidos com o metabolismo
de lipoproteinas e acidos graxos, demonstrando a capacidade do patégeno em
modular o metabolismo lipidico do seu hospedeiro (142). A modulacéo lipidica
gerada pelo bacilo na célula hospedeira também pode ser importante como fonte
de carbono para a formacao de lipidios da micobactéria como o PGL-I (143) e 0
PDIM que pode ser considerado como um importante fator de viruléncia para o
bacilo (144).

Assim, tanto a formacdo de corpusculos lipidicos quanto reacdes
catabdlicas envolvendo estas macromoléculas nas células hospedeiras, tornam-

fundamentais para o sucesso do bacilo na infecgéo.
1.2. Metabolismo de glicose
1.2.1 A entrada passiva de glicose na célula

A difuséo facilitada de glicose nas células é mediada por transportadores
proteicos especificos denominados de GLUT (“Glucose Transporter” -
transportadores de glicose). Estes transportadores compreendem uma familia
de proteinas integrais da membrana que apresentam 12 dominios hidrofébicos
transmembranas com peso molecular variando entre 50-60 kDa, com regides
amino e carboxila terminal no citosol e um grande dominio extracelular que
apresenta um sitio de glicosilacdo. Existem ja descritos, quatorze membros da
familia GLUT separados em trés classes principais com base na homologia de
sequéncia e similaridade estrutural, refletindo suas preferéncias de substrato. A
classe de GLUTs | (1-4 e 14) facilita a captacdo de diferentes hexoses com uma
grande especificidade a glicose. A classe de GLUTs Il (GLUTs 5, 7,9 e 11) tém
especificidade relativamente alta em relacdo a frutose, enquanto os Gluts de
classe Ill GLUTs (6, 8, 10, 12 e 13) sdo membros mais estruturalmente atipicos
da familia GLUT (145). A figura abaixo mostra os modelos bidimensionais dos

transportadores de glicose(146,147).
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Figura 1.7: Modelos bidimensionais de GLUTs de classe |, Il e lll. Todas as isoformas
possuem 12 segmentos transmembrana, hidrofébicos, inseridos na porcao lipidica da membrana
plasmatica, cujos aminoacidos formam alfa-hélices. Os segmentos transmembranicos estao
ligados por algcas de conexao, e as terminagcdes NH2 e COOH localizam-se no meio intracelular.
Nos GLUTSs, as sequéncias transmembranas sdo mais conservadas, enquanto as alcas de
conexao e as terminac¢des sdo altamente muito variaveis, determinando as especificidades de

cada isoforma. Adaptado de Barron, 2016, metabolism (148)

A expressado dos diferentes transportadores sao tecidos-especificos e
refletem os requisitos metabolicos para cada tipo de célula (148). O transportador
de glicose do tipo 1 (GLUT1 ou SLC2A1) € uma isoforma altamente conservada
que exibe de 74% a 98% de identidade sequencial entre peixes, galinhas,
humanos, vacas, ratos e camundongos (149). Este transportador tem uma alta
afinidade pela glicose e também pode transportar outros carboidratos como a
manose e a glucosamina (150). O GLUT1 é responsavel pela captacéo basal da
glicose e é expresso em praticamente todos os tecidos que estdo em condicdes
normais (149). E amplamente expresso em células sanguineas como eritrocitos
e macrofagos, olho, placenta, glandula maméaria em lactacdo e nos nervos

periféricos (146,149,151).

A expressao e a distribuicdo subcelular de varios GLUTs séo reguladas
por diferentes moléculas e vias de sinalizacdo. A via de fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e Akt é uma via intracelular efetora estabelecida a partir da
ativacdo de muitos receptores tirosino-quinases, como o0 receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR), fator de crescimento semelhante a insulina-I
(IGF-I) e o receptor de insulina (148). Ja é bem conhecido o papel desta via na
inducao da translocacao do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) para a

membrana plasmatica em células oriundas de tecidos responsivos a insulina
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(152,153) . Porém, recentemente, foi demonstrado que o fator semelhante a
insulina do tipo 1 (IGF-1), ativando esta rota, € capaz de causar a translocacéo
de GLUT1 de um compartimento intracelular para a membrana plasmatica e
aumentar a captacéo de glicose em células musculares (154). A PI3K € membro
de uma familia de proteinas quinases ativadas por fatores de crescimento, e €

responsavel pela regulacdo do crescimento e sobrevivéncia celular (155).

O fator 1-alfa indutivel por hipdxia, também conhecido como HIF-1, € um
fator transcricional conhecido por intensificar a expressao de genes glicoliticos
incluindo a expressao de genes de transportadores passivos de glicose, como o
GLUT-1 (156-158). Normalmente, a acdo de HIF-1 é regulada em resposta a
diminuicdo do aporte de oxigénio nos tecidos. O HIF-1 é um heterodimero que
consiste em uma subunidade HIF-1a e HIF-B. Apesar de HIF-1 a ser encontrado
em condicbes normais de oxigénio na célula, geralmente ele é hidroxilado e
consequentemente reconhecido pelo supressor de tumor von Hippel Lindau
(VHL) e degradado posteriormente. A diminuigdo de oxigénio, ou hipOxia, leva a
estabilizacdo das duas subunidades. Recentemente foi descrito que a ativacéo
de mTOR (“mammalian target of rapamycin”) em condi¢cdes de normdOxia em
células tumorais é capaz de estabilizar as subunidades de HIF-1 por promover
aumento dos niveis de traducao de HIF-1a (159). A ativacao do complexo mTOR

pode ocorrer pela ativacao da via PI3K-Akt, mencionada anteriormente (160).

1.2.2 Uma visao geral do metabolismo de glicose

A glicose € um substrato energético fundamental para os seres vivos e
suas rotas bioguimicas dentro de células vivas é altamente complexa. Neste
ponto do trabalho faremos uma breve sintese das vias classicas do metabolismo

de glicose que séo importantes para o entendimento deste projeto cientifico.

Ao entrar na célula, a glicose pode ser fosforilada pela acdo da enzima
hexocinase (HK) e o produto desta reacao é a glicose-6-fosfato (G6P) (161,162).
A G6P pode apresentar variaveis destinos como vias anabdlicas ou catabdlicas.
Em vias anabdlicas pode ser incorporada a outras moléculas como o glicogénio
ou outros glicoconjugados ou seguir vias catabdélicas como a glicélise e a via das
pentoses (PPP) (161).
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O caminho glicolitico foi totalmente desvendando entre 1913 e 1938 por
Gustav Embden, Otto Meyerhoff e Jakub Parnas e por isso também é conhecida
como via de Embden-Meyerhoff-Parnas (163—-165). A oxidacéo da glicose pela
via glicolitica € um caminho metabdlico importante e conservado em grande
parte dos organismos (161). Esta via citosélica, separada em duas fases, gera
como produto duas moléculas de piruvato através de dez reacdes sequenciais
realizadas por diferentes enzimas. Na primeira fase, duas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) séo utilizadas para converter uma molécula de glicose
em duas de gliceraldeido-3-fosfato. Na segunda, o gliceraldeido-3-fosfato é
degradado em piruvato, com a producdo de quatro equivalentes de ATP e dois
equivalentes de nicotinamida adenosina dinucleotideo reduzidos (NADH). No
final do processo sao produzidos duas moléculas de piruvato e dois equivalentes
de ATP e NADH (161).

O piruvato formado na glicélise pode ser convertido em lactato, sendo
reduzido através da oxidacdo do NADH pela atuacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Esta reducdo pode ser necesséria para a regeneracao de
NAD™ (nicotinamida adenosina dinucleotideo forma oxidada) e manutencédo de
da prépria via, uma vez que é essencial para a conversao de gliceraldeido-3-
fosfato para 1,3-bifosfoglicerato, promovida pela enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (161). O lactato é transportado passivamente através
da membrana por transportadores especificos, o0s transportadores de
monocarboxilato, ou proteinas MCTs. Estes, constituem uma familia de
proteinas transmembrana com 14 membros descritos na literatura e que séo
codificados pela familia de genes denominada SLC16 (166,166). Células da glia,
como os oligodendrécitos e células de Schwann, sdo capazes de expressar
MCT1, MCT2 e MCT4 (167,168). Youngjin e colaboradores demonstraram que a
expressdo (MCT1) no sistema nervoso central é exclusiva aos oligodendrécitos,
co-localizando com proteinas de mielina e o seu silenciamento gera morte

neuronal (169).

O piruvato, proveniente da glicélise pode ser metabolizado em algumas
reagbes quimicas, dentre estas, encontra-se a acdo do complexo piruvato

desidrogenase (PDH), catalisando a formacao de Acetil-coA diante de NAD* e
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coenzima A livre (CoA) (161). E importante ressaltar que esta reagdo ocorre
dentro da matriz mitocondrial por onde o piruvato pode ser carreado via
transportador de piruvato mitocondrial (MPC) (170). O acetil-CoA gerado
condensa com uma molécula de oxalacetato formando acido citrico o qual sofre
sucessivas descarboxilagcdes com o objetivo principal de produzir equivalente de
GTP e reduzir coenzimas como NAD* e flavina adenina dinucleotideo (FAD).
Estas descarboxilacbes sofridas pelo acido citrico ou citrato configuram o que
denominam de ciclo do &cido citrico ou ciclo de Krebs. Em cada ciclo completo
de reacdes utilizando uma molécula de acetil-CoA sdo gerados quatro co-
substratos reduzidos: trés NADH e um FADH: (161). As coenzimas reduzidas
(NADH e FADH2) séo utilizadas como fonte de poder redutor para iniciar o
transporte de elétrons através da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(CTE) (171) que representa uma série de complexos de proteinas que residem
na membrana interna mitocondrial (MIM) (161,172,173). Como resultado do
transporte de elétrons, os protons (H*) sdo translocados para o0 espaco
intermembranar da mitocondria criando um gradiente de prétons através da
membrana mitocondrial interna. Este gradiente € a base para a formacdo do
potencial elétrico de membrana mitocondrial (AW) (174) e é necessario para

impulsionar a producao de ATP via ATP sintase (171).

O acetil-CoA que néo é utilizado para a producédo de ATP, torna-se um
importante precursor de acidos graxos e colesterol (161). Como € incapaz de
atravessar a membrana mitocondrial, € necessaria sua combinacdo com a
molécula de oxaloacetato, formando o citrato, que por sua vez pode ser
transportado para o citosol através do carreador de citrato (SLC25A1) (170,175).
A enzima ATP citrato liase (ACL) é caracterizada como uma ligacao direta entre
0 metabolismo da glicose e a formacéo de lipidios (176) Esta é capaz de converter
o citrato citosolico em acetil CoA e oxaloacetato, utilizando a hidrolise de ATP.
Na via de sintese dos acidos graxos, acetil-CoA é carboxilado em malonil-CoA
pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC). Em seguida, a acido graxo sintase
(FAS) realiza a condensacao de acetil - CoA e a malonil- CoA para produzir
palmitato. Acetil-CoA também pode ser um precursor para a via do mevalonato
sendo conduzido a sintese de farnesil - pirofosfato (FPP) que esta envolvido na

biossintese do colesterol (162). O destino do oxaloacetato gerado a partir da acédo
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da enzima ATP citrato liase pode ser a conversao em piruvato, por agoes
sequenciais de enzimas como a malato desidrogenase e a enzima malica
citosdlica. A enzima malica € uma oxidorredutase que permite a formacao de
poder redutor na forma de dinucleotideo fosfato (NADPH) (161).

A figura 1.8 mostra um esquema representativo adaptado do trabalho de
Buchakijan e Kornbluth apresentando uma visao geral do metabolismo glicolitico

sintetizando rotas bioquimicas classicas mencionadas neste topico.
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Figura 1.8: Visdo geral do metabolismo de carboidratos. (1) A glicose entra na célula
por receptores tipo GLUT e através de reacdes catabdlicas pode ser oxidada na glicélise ou
encaminhar-se para a via das pentoses-fosfato; (2) O piruvato, produto final da glicélise
apresenta inimeros destinos, um possivel € a reduc¢édo a lactato pela LDH. Outro é sofrer a acédo
da PDH na mitocdndria, gerando acetil-CoA; (3) O acetil-CoA formado entra no ciclo do acido
citrico(Krebs) gerando NADH e FADH2, que sera utilizado para a producao de ATP através da
fosforilacdo oxidativa; (4) O acetil-CoA se combina com o oxaloacetato gerando citrato, que é
transportado para o citosol onde sofre acdo da ACL gerando novamente acetil-CoA. (5) O acetil-
CoA que ndo é utilizado na producéo de ATP é utilizado como precursor para a sintese de acidos
graxos; (6) ou se condensa para a biossintese de colesterol através da via do mevalonato no
citosol. GLUT transportador de glicose; G6P, glicose-6-fosfato; F6P, frutose-6-fosfato; HK,
hexocinase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase; PK, piruvato cinase; LDH, lactato desidrogenase; PDH,
piruvato desidrogenase; ACL, ATP citrato liase. Adaptado de Buchakijan e Kornbluth, 2010,

nature review (162)
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1.2.3 A via das pentose-fosfato

A via das pentoses fosfato (PPP) € um destino metabdlico alternativo para
a glicose-6-fosfato que leva a formagdo de produtos essenciais para a célula
como a ribose-5-fosfato para fazer RNA, DNA e coenzimas como ATP, NADH,
FADH:2 e coenzima A. InUmeras células que apresentam grandes necessidades
anabdlicas e crescimento rapido como as da epiderme, medula 6ssea ou de
tumores utilizam essa via como fonte para a produgéo destas moléculas (177). O
delineamento quase completo e classico da via apresenta mais de 60 anos e sua
elaboracdo contou com nomes importantes da ciéncia, como Otto Warburg e
Bernard Horecker (178). Porém novos metabdlitos e enzimas tém sido
adicionadas, como a sedoheptulokinase (SHPK) em humanos (179) e

sedoheptulose 1,7 bisfosfatato em leveduras (180).

Horecker e sua equipe na década de 50 detectou que a via apresentava
duas fases e as designou como oxidativa e nao oxidativa (178). A fase oxidativa
€ marcada pela producdo de poder redutor e intermediarios metabdlicos para
diferentes vias biossintéticas (181). A primeira reacdo da fase oxidativa € a
oxidagao da glicose-6-fosfato pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) para
formar 6-fosfoglicona-6-lactona, um éster intramolecular (177,181). Nesta reacao,
o NADP ¢ aceptor final de elétrons, convertendo-se na sua forma reduzida
NADPH. A lactona € hidrolisada ao acido livre 6-fosfogliconato por uma lactonase
especifica, que sofre oxidacdo e descarboxilacdo pela 6-fosfogliconato-
desidrogenase para formar a ribulose-5-fosfato (177,181,182). Nesta reacéo ocorre
a formacdo de uma segunda molécula de NADPH (181). Em muitas células, a
fase oxidativa é fundamental, uma vez que o NADPH participa de vias anabdlicas
essenciais como a sintese de acidos graxos e esterois, além de manter o
potencial redox da célula necessario para protege-la contra o estresse oxidativo

(178,183,184).

As duas fases da via sdo capazes de produzir ribulose-5-fosfato, porém
apenas na fase oxidativa ocorre a producao de NADPH (177,185,186). Em tecidos
onde a producédo deste equivalente (NADPH) é fundamental, a fase néo-

oxidativa € normalmente caracterizada pela reciclagem das pentoses-fosfato
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produzidas na primeira fase em glicose-6-fosfato, através principalmente da
atividade de enzimas especificas denominadas transcetolases e transaldolases
(TALDO) (177). De forma geral, essa etapa vai atuar na producao de frutose-6-
fosfato, Sedoeptulose-7 fosfato, gliceraldeido-3-fosfato e eritrose 4-fosfato, que

€ um precursor de aminoacidos como a histidina (177,178).

No citosol da célula, a PPP e glicdlise sdo dinamicas e altamente
interconectadas  apresentando  diversos intermediarios e  enzimas
compartilhadas (163). A dinamica é coordenada por disponibilidade de substrato,
atividades enzimaticas e a demanda da célula (185). Como um exemplo, em uma
das etapas da via ndo-oxidativa, ocorre a formacao de gliceraldeido-3-fosfato
pela acdo da transcetolase que é prontamente convertido a diidroxiacetona-
fosfato pela enzima glicolitica triose-fosfato-isomerase e pode seguir as
oxidacOes da via para a formacéao de piruvato (178). O destino dos metabdlitos é
determinado pelas necessidades relativas das células. A figura abaixo mostra o

esquema geral da via determinando as diferentes fases e os produtos formados.
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Figura 1.9. Representacéo esquemaética da via das pentoses (PPP, esquerda) e sua
conexdo com a glicolise(direita). As reacbes enzimaticas que constituem as duas vias sédo
representadas por setas duplas ou Unicas, de acordo com a reversibilidade das reagfes. Os
ramos oxidativo e ndo oxidativo da PPP séo destacados pela coloracdo de fundo. Enzimas de
conversdo de Sedoheptulose encontradas em * bactérias; ** fungos (S. cerevisiae) e plantas, ***
mamiferos. G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase, 6PGL - 6-fosfogluconato desidrogenase,
RPI - Ribose 5-fosfato isomerase, RPE- Ribulose 5-fosfato de epimerase, TKL- Transcetolase,
TAL-Transaldolase, SHPK- Sedoheptulokinase, SH17BPase- Sedoheptulose 1,7-bisfosfatase,
SHI- Sedoheptulose 7-phosphate isomerase, GPI- Glucosephosphate isomerase, TPI-
Triosephosphate isomerase, GAPDH- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Adaptado
de Stincone, 2015 (185).

O poder redutor na forma de NADPH também é fundamental para o
equilibrio redox da célula, sendo chave para a regeneracédo do sistema glutationa
no controle de espécies reativas de oxigénio (ROS), como peréxido de
hidrogénio (H202) e radical superéxido (Oz). Esse sistema atua na remog¢éo de
H20:2 através da sua reducdo em H20, utilizando elétrons provenientes da forma
reduzida da glutationa (GSH). A glutationa oxidada originada a partir dessa

reacdo € regenerada pela glutationa redutase, que por sua vez depende de
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NADPH, em sua maioria produzido na reacao catalisada pela primeira enzima
da via, a G6PD. O estresse oxidativo é uma das principais causas de danos as
macromoléculas e pode levar a morte celular (185). Os danos na molécula de

DNA podem levar a mutacdes e instabilidade gendmica (185).

0,
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Figura 1.10. Papel do NADPH e da glutationa na protecdo das células contra
derivados de oxigénio reativos. A glutationa reduzida (GSH) protege a célula por destruir o
peroxido de hidrogénio. A regeneracao de GSH a partir de sua forma oxidada (GSSG) requer a

producéo de NADPH na reacéo da glicose-6-fosfato-desidrogenase. Adaptado de Nelson & Cox,

2015 (177)

A regulacdo transcricional das enzimas da via é fortemente influenciada
pelo estresse oxidativo ou pela necessidade da célula por intermediarios para a
sintese lipidica e de nucleotideos (187-189). Logo, diferentes fatores podem
regular a PPP dependendo da demanda especifica da célula ou do tecido. Por
exemplo, a regulacdo da via para a sintese lipidica é alcancada pelos fatores de
transcricdo de classe de ligantes de elemento regulador de esterdis (SREBPS),
enquanto a regulacdo durante o estresse oxidativo € mediada pelo fator de
transcricdo Nrf 2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (185).

Interessantemente, uma abordagem gendémica demonstrou que o complexo de
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MTOR induz uma série de genes pertecentes ao metabolismo de glicose,

incluindo as duas fases da via das pentose-fosfato (190).

Finalmente, a PPP tém apresentado um papel importante no estudo de
células-tronco e na patologia do cancer (191-194). Andlises em expressao
génica de células-tronco pluripotentes humanas demonstram um aumento da
expressado de genes da via e a deplecdo de G6PD tornou o crescimento destas
células lento, com inducdo de apoptose quando submetida a estresse oxidativo
(195,196). Além disso, o uso de um inibidor especifico da via, 6-
aminonicotinamide (6-AN)(197) permitiu a mudanca do estado de auto-renovagéao
para a diferenciacdo celular (198). A avaliacdo da atividade enzimética e
metaboldémica, no entanto, aponta para o fluxo aumentado de PPP no cancer.
Estas andlises demonstraram um aumento da PPP na linhagem de células de
cancer de mama humano MCF7 quando comparadas com células epiteliais
mamarias nao transformadas (193). Resultados semelhantes foram obtidos no
carcinoma de células renais, onde a atividade alterada da PPP foi identificada
como uma caracteristica metabdlica fundamental do estado do cancer (194). O
aumento da PPP em células-tronco pluripotentes e no cancer podem fornecer
mais precursores para a producao de nucleotideos e aprimorar o equilibrio redox

da célula dando suporte para a proliferacdo (185).

Para além do envolvimento com o cancer e células-tronco pluripotentes,
a via apresenta na literatura um importante papel no entendimento da interacéo
patbgeno e hospedeiro. Recentemente, a sedoheptulokinase (SHPK) foi
identificada como um modulador da ativacdo de macréfagos durante a infeccéo
por lipopolissacarideos (LPS). A reducéo de SHPK induz ao macrofago um perfil
M1, pré-inflamatério, por atuar na producdo de TNF (199). Em contrapartida,
metabdlitos da via como ribulose-5-fosfato e 7-fosfato de sedoheptulose tém sido
utilizada por microorganismos para a biossintese de estrutura de suas paredes
celulares (200-202). O segundo metabolito atua como o primeiro passo na
biossintese do LPS em bactérias Gram-negativas (201). Em micobactérias, como
o Mycobacterium smegmatis, foi detectado que a ribulose-5-fosfato produzida

pela via das pentoses serve de precursor para a producéo de arabinogalactana,
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um polissacarideo que atua mantendo a integridade da parede micobacteriana
(203,204).

Através da analise do genoma e metabolitos é possivel identificar a via
das pentoses de M.leprae (84). Em contrapartida, um trabalho de 2016 mostrou
que a maioria dos metabdlitos relacionados ao metabolismo do carbono reduz
drasticamente no M. leprae em comparacao ao M. bovis, incluindo a ribose-5-
fosfato (205). Esse resultado confirma a dificuldade do bacilo em manter a sua
vida isolado do hospedeiro e demonstra que a utilizacdo de metabdlitos da via
das pentoses da célula infectada pode ser obrigatéria para a sua sobrevivéncia

e proliferagao.
1.2.5. A enzima G6PD e sua deficiéncia (G6PDd)

A G6PD € uma enzima constitutiva, sendo expressa em todas as células
do corpo e foi caracterizada bioquimicamente por Otto Warburg e Walter
Christian em 1932 a partir de leveduras e globulos vermelhos. Em humanos, o
gene que a codifica esta localizado no braco longo do cromossomo X (Xg28) e
€ constituido por 13 éxons que codificam um mondémero de 515 residuos de
amindacidos que apresenta peso molecular superior a 59 kDa (206). J& é bem
descrito na literatura que a forma ativa da enzima é um dimero ou um tetramero
de uma unica subunidade polipeptidica variando de acordo com o pH celular
(207). Cada subunidade tem uma molécula de NADP fortemente ligada, além de
locais de ligacdo para os seu substratos glicose-6-fosfato e NADP (208). A
distribuicdo dos éxons mais os introns (aproximadamente 12) distribuem-se por

20 Kb de DNA gendmico (209,210).

A deficiéncia em G6PD é a enzimopatia humana mais comum e afeta
400 milhdes de pessoas em todo 0 mundo (208,211). Acredita-se que o l6cus para
G6PD seja 0 mais polimoérfico entre os humanos, com quase 400 variantes
alélicas relatadas (212). A maioria das mutagdes conhecidas, aproximadamente
cento e cinquenta e nove, sdo ditas missense e afetam um Unico nucleotideo
gerando substituicdo de um aminoacido (184). Essas mutacdes podem acarretar
deficit enziméatico mais ou menos grave, mas nunca inativacdo completa da

atividade, afinal a deplecao de G6PD ¢ letal para a fase embrionaria (213). N&o
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surpreendentemente, diferentes mutacbes podem ocasionar alteragcbes tanto
guantitativas como qualitativas na enzima. Assim, a classificacdo das variantes
de G6PD ¢ baseada no grau de deficiencia e as manifestacdes clinicas em cinco
classes. Um grupo de mutagbes, a maioria delas no exon 10, codifica
aminoécidos que estdo no dominio de dimerizagdo e afetam marcadamente a
estabilidade do dimero, produzindo variantes de classe | bem severas, com
anemia hemolitica ndo esferocitica cronica (CNSHA) sem nenhum fator externo
(184). A tabela abaixo mostra exemplos de variantes genéticas em G6PD e suas

respectivas classificagoes.

Tabela 1.2. Classificacdo das variantes de G6PD

Classe Atividade residual Manifestacéo Exemplos de variantes
de G6PD (% da clinica genéticas
normal)
I <10 anemia hemolitica Guadalajara, Nara,
nao esferocitica Sunderland
cronica

I <10 Nenhuma Mediterranean, Canton,
Union

1] 10 -60 Nenhuma A", Mahidol, Seattle

\Y, 100 Nenhuma A B

\% >100 Nenhuma -

Apesar de serem assintomaticas (Tabela 1.2), as variantes de classe Il e
Ill sdo importantes clinicamente, uma vez que podem desenvolver a anemia
hemolitica induzida por fatores exdgenos, como farmacos (184,214-217). A
primaquina, um antimalérico e a dapsona, um antibiético amplamente utilizado
para eliminacdo da hanseniase, ja estdo descritos na literatura como indutores
de hemdlise (215-217).

Originados na Africa subsaariana (218), os polimorfismos do gene G6PD
na posicado 376 (exon 5) e 202 (éxon 4) formam o haplotipo A- de deficiéncia

para G6PD (219,220). O primeiro polimorfismo € reconhecido como variante

negréide ou A e promove uma alteracdo do nucleotideo adenina (A) para uma
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guanina (G) na posigcdo 376. Essa variacao resulta na mudanca do amino&cido
asparagina (Asn) para o aminoacido acido aspargico (Asp) na posi¢do 126 da
proteina. Ja o outro polimorfismo (posicéo 202) corresponde a troca da base (A)
por (G) na posicao 202, com alteragdo do amino&cido valina para o aminoécido
metionina na posicao 68 da proteina (219,221). O primeiro polimorfismo encontra-
se inserido na classe IV e os dois unidos formando o hapl6tipo A" encontram-se
na classe lll, apresentando uma atividade residual de aproximadamente 10-60%
em relacdo a enzima selvagem denominada de B (Tabela 1.2). Devido a
frequéncia das mutagbes que causam deficiéncia em G6PD serem raras nas
Américas (184), a alta frequéncia destas varia¢des (376G/202G) encontradas na
América latina (218) tornam essas mutacdes um bom alvo para ensaios de

associacdo com a doenca e seus impactos na infec¢do causada pelo M. leprae.
1.2.6 Interacdo metabdlica entre patégenos e hospedeiros

As células de mamiferos tém sensores na superficie e no citosol como os
receptores Toll-like (TLRs) e do tipo NOD (NLRs) que respondem a uma gama
de produtos microbianos como LPS e peptidoglicano (222). Ja foi descrito que a
estimulacdo desses sensores pode levar as células a diferentes perfis
metabdlicos de acordo com a sua funcéo imunoldgica. As células com ativacéo
pré-inflamatéria (Macréfagos M1, CD4* linfécitos Thl7) apresentam uma
resposta semelhante ao efeito Warburg, determinante em alguns tipos de células
cancerosas (223-225). Este efeito foi caracterizado por Otto Warburg em 1930
e é determinado pela inducéo da captacao de glicose, aumento da taxa glicolitica
e fermentacdo na célula mesmo em condi¢cdes de normdxia, a0 mesmo tempo
gue evidencia a respiracao celular como danificada ou prejudicada (226,227).

Assim, nos ultimos anos, a correlacdo entre imunidade e alteracdes
metabolicas ganhou grande importancia no entendimento de doencgas
infecciosas (228-230). Estes estudos fazem parte de um novo ramo da
imunologia conhecido por imunometabolismo e baseia-se na reprogramacao
metabdlica de células do sistema imune (231). E importante ressaltar que por ser
um tema implementado recentemente muitas reprogramacodes e fatores que as
regulam ainda nado estéo totalmente elucidados na ciéncia. Como exemplos de

modulacbes descritas, o paradigma classico da polarizacdo de macréfagos M1
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e M2 tem sido amplamente explicado sob os aspectos do metabolismo
(229,232). O perfil M1, pro-inflamataério, induzido in vitro por TNF, IFNy (interferon
gama) ou LPS, metabolicamente, é caracterizado por um perfil semelhante ao
efeito descrito por Warburg (223). Essa mudanca metabdlica parece ocorrer,
segundo dados combinados de transcriptdmica e metaboldmica, no contexto de
um ciclo de Krebs interrompido (223). Duas quebras foram descritas pela
literatura (233): a primeira baseia-se na regulacdo negativa da isocitrato
desidrogenase (IDH), uma importante enzima do ciclo de krebs envolvida na
descarboxilagdo do acido isocitrico. Este efeito intensifica o acumulo de citrato.
Proveniente da metabolizacdo de citrato, o acido itaconico pode se acumular
nestas células com perfil M1 (232). Este acido € um potente inibidor da isocitrato
liase (IDH), uma enzima do ciclo do glioxilato, que € essencial para o
crescimento de muitas bactérias (234). Além disso, o0 acimulo de citrato pode
permitir o aumento da producéo de eicosandides, como as prostaglandinas, com
perfil pro-inflamatorio reconhecido (223,233). A outra quebra no ciclo, ocorre
apos a formacédo do succinato (233). No ciclo de Krebs, o succinato é convertido
fumarato, que é entdo convertido malato (235). Um acumulo em succinato foi
observado em macréfagos com perfil M1. No entanto, um grande aumento no
malato foi observado também, indicando que a conversdo de succinato a
fumarato foi ineficiente e que a producéo de malato ocorre através do circuito
arginino-succinato, uma via ligada ao ciclo de krebs e da uréia e que esta
enriquecida em macrofagos com perfil M1(223). Essa via, a partir da formacéo
de arginina, também esta envolvida na producdo de NO (236). Além disso, a
inibicAo de uma enzima chave do circuito, a aspartato aminotransferase,
suprimiu a producdo de NO e também de IL-6 (Interleucina-6), importantes

agente microbicidas.

O aumento do succinato evidenciado nestas células, atua também na
estabilizacdo de HIF1a em condi¢cdes de normoxia, através da inibigdo da prolil-
hidroxilase. Com a estabilizacdo deste fator transcricional, ocorrera o aumento
da expressao de enzimas relacionadas ao metabolismo de glicose (237). Além
disso, HIF1a esta relacionado a inducdo da citocina pro-inflamatoria IL-13
(Interleucina- 1-beta) (237,238). Altos niveis de succinato e sua oxidacéo, de

fato, parece um marco na ativagdo de macréfagos por LPS para um perfil pré-
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inflamatorio, uma vez que a inibicdo farmacoldgica da succinato desidrogenase
em macrofagos derivados da medula 6ssea é capaz de diminuir a producéo de
citocinas como TNF-a e IL-1B (238,239). Além disso, esta inibicdo diminuiu os
niveis de ROS produzidos pela mitocondria, que participam da eliminacao de
patégenos intracelulares, e de IL-1B demonstrando que o succinato tém
importancia significativa no perfil microbicida do macrofago (239). De forma a
adicionar, estes macréfagos com perfil M1 apresentam aumento da atividade da
PPP, o que é discutido pela literatura como uma forma de suportar certas
reacOes anabdlicas, como a producdo de lipidios pro-inflamatérios, ou controlar

a morte celular diante da producdo de ROS (232).

Em contraste, os macréfagos M2, que séo induzidos por estimulacdo com
IL-4 (Interleucina 4) e IL-13 ( Interleucina 13), tém um ciclo de Krebs intacto e
atividade aumentada de fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Além disso, em
macrofagos do perfil M2, ocorreu aumento nos niveis de acucares nucleotidicos,
como a difosfato de uridina N-acetilglucosamina (UDP-GICNAc) (232). Este
aumento demonstra a importancia dos eventos de glicolisagéo para o perfil anti-
inflamatorio uma vez que trabalhos jA mostram que macréfagos M2 apresentam
receptores de manose altamente glicosilados (240). De maneira geral, os
autores discutem a producdo rapida de ATP via glicélise em células pro-
inflamatérias como um mecanismo de se gerar uma resposta rapida para
infeccbes agudas, como inumeras infecgbes bacterianas. Enquanto que nos
macrofagos M2, a inducao da fosforilacdo oxidativa pode caracterizar um perfil
de resposta em longo prazo, como uma resposta imunoldgicas contra helmintos,
imunoregulador e de reparo tecidual (233). As principais diferencas metabdlicas
e funcionais entre os estados de polarizacdo dos macréfagos M1 e M2 in vitro

sdo resumidas na Figura 1.11
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Figura 1.11. Caracteristicas fenotipicas dos estados de polarizacdo de macréfagos
M1 e M2. Em resumo, os macréfagos MO séo ativados, in vitro para um estado macrofagico tipo
M1 pela exposicdo a IFNy ,TNF ou LPS, enquanto macréfagos tipo M2 s&o induzidos por
tratamento com IL-4 ou IL-13. . Macréfagos do tipo M1 sdo mais ativados glicoliticamente e
ativam positivamente as atividades que estdo associadas as respostas microbicidas. Em
contraste, os macréfagos semelhantes a M2 aumentam a respiracdo mitocondrial, melhoraram
0 metabolismo dos &cidos graxos e aumentam as atividades que estdo associadas a
remodelagéo tecidual. NO- nitric oxide, OXPHOS- fosforila¢céo oxidativa; TCA- ciclo do 4cido
tricarboxilico (ciclo de krebs). Adaptado de Russell, 2019 nature reviews (232).
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A utilizacdo de células da resposta imune como modelo para explicar
alteracdes metabdlicas induzidas por patdgenos, ndo descarta a possibilidade
de modulacbes em vias de carbono central afetarem outros tipos celulares na
presenca dos microorganismos. Inimeros patégenos séo capazes de alterar vias
metabdlicas centrais em diferentes células hospedeiras (241-243). Além disso,
no local da infec¢cdo, o hospedeiro e o patégeno vao compartilhar substratos
nutricionais e gerar residuos metabolicos comuns para o uso e sobrevivéncia de
ambos (Figura 1.12). Assim, este local pode ser considerado como um sistema
fechado no qual as capacidades metabdlicas dos dois organismos estdo
trabalhando em paralelo e alteracdes mesmo que modestas no sistema
metabdlico interligado podem acarretar em efeitos substanciais no resultado final

de uma infeccao (243).

Hospedeiro Resposta do Hospedeiro

L l l

e Cmd
e elétro idratos Proteinas Acidos G icronutriente

Metabdlitos
/ ermediarios \
| 1 | |ﬂ®0
Bacteria
\ Metabdlitos /
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= /<'
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Figura 1.12. Os patégenos e hospedeiros apresentam interagdes metabdlicas que
influenciam diretamente na sobrevivéncia de ambos. Durante uma infeccdo bacteriana, as
interacdes metabdlicas entre o hospedeiro e 0 patégeno sao dindmicas e mudam com o estado
imune do hospedeiro. Este, inicialmente fornece ao patdgeno varios micronutrientes,
macronutrientes e receptores de elétrons para a respiracdo. As bactérias usam esses nutrientes
para impulsionar seu proprio crescimento e replicagdo. Além disso, diferentes estados
metabdlicos bacterianos produzem subprodutos distintos no local da infeccdo que influenciam
diretamente na resposta imune do hospeiro. Como exemplo, o0 succinato pode estabilizar o fator
de transcricdo HIF-1a que atua modulando a expresséo de genes envolvidos no metabolismo de

glicose e promovendo a inflamagédo. Adaptado de Olive, 2016, nature review (243)
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Os patdgenos intracelulares sdo totalmente dependentes desta conexao
metabdlica para o sucesso da infeccdo. Nessa circustancia, os patdégenos
competem diretamente por nutrientes na célula hospedeira, como fontes de
carbono e o0s subprodutos do metabolismo do patdgeno s&o liberados
diretamente no hospedeiro no qual podem ativar respostas e alterar o estado
metabdlico do hospedeiro (243). A asparagina é um aminoacido que atua como
fonte de nitrogénio contribuindo tanto para o crescimento de bactérias quanto na
ativacdo da resposta imune celular. De fato, a competicdo por esse substrato
pode apresentar um papel importante no desfecho da infeccao (244,245). Outro
aminoacido, a arginina, € um importante substrato da iINOS (Oxido nitrico
sintetase) para a producéo de derivados de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO),
em fagoécitos (246). Esses derivados podem atuar como potentes microbicidas
dentro destes fagodcitos (247,248). A enzima arginase 1 (ARG1) compete por
arginina e alimenta uma via alternativa que gera poliaminas contribuindo para a
cicatrizacdo de feridas. A Chlamydia trachomatis, bactéria intracelular causadora
da clamidiase, promove ativamente a sintese de poliamina privando a iNOS de
substrato determinado seu escape dos mecanismos microbicidas do hospedeiro
(249).

Como mencionado anteriormente, no metabolismo celular dos seres
vivos, os carboidratos se apresentam como principal combustivel e fonte de
carbono representando grande reserva de energia potencial (177). Além disso,
carboidratos como a glicose sdo altamente versateis como precursores de
aminoacidos, coenzimas, acidos graxos, colesterol, dentre outros (161). Para
além das modulacdes do metabolismo de glicose pela via das pentoses,
patdgenos intracelulares podem induzir as suas células hospedeiras a
aumentaram a demanda de glicose e utilizarem esse monossacarideo como
fonte de ATP e precursor de moléculas cruciais. A literatura j& demonstra que
alguns virus podem induzir o aumento de captacéo e a utilizacdo de glicidios
propiciando a formacdo de precursores biossinteticos para a sua replicagdo
(250-252). Como exemplo, a replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1 (HIV-1) causa um aumento no fluxo glicolitico em linfécitos T CD4+. A
glicOlise parece ser particularmente necessaria para a producédo de novos virus

e, adicionalmente, aumenta a sensibilidade da célula infectada a morte celular

44



induzida por virus (252,253). Além do virus HIV, outros virus, como o causador da
hepatite B (HBV) , é capaz de regular positivamente a expressdo de enzimas da
glicdlise e da enzima G6PD em hepatocitos (241). Os autores discutem a
importancia de G6PD na PPP e a producao de nucleotideos que serviriam para

a proliferacao viral (254).

Em infec¢Bes bacterianas também j& estd claro que alteragbes no
metabolismo de glicose da célula hospedeira pode ser crucial para o crescimento
e replicacdo do parasita ou para o desfecho da infec¢do (243).0s macréfagos
com funcdo glicolitica amplamente ativa apresentam uma maior capacidade
microbicida, ja mencionada anteriormente. Porém alguns patégenos bacterianos
sdo capazes de se beneficiar com este efeito. A replicacdo intracelular de
Lysteria monocytogenes € aumentada pelo acréscimo da captacdo de glicose
em macrofagos primarios infectados (255). Além disso, a sua toxina formadora
de poros- listeriolisina O (LLO)- usada para a bactéria escapar do fagossoma e
acessar o citosol, é capaz de induzir a fragmentacdo mitocondrial e diminuir a
respiracdo celular (256). Os autores sugerem que esta fragmentacdo seja
fundamental para o inicio da infeccdo causada pela bactéria uma vez que a
infeccdo é prejudicada em células com mitocondrias previamente fissionadas
(256). A infeccao causada por Brucella abortus em células humanas da linhagem
THP-1 também leva a uma reducdo da atividade da cadeia respiratéria
mitocondrial e aumento da producdo de ATP via glicélise (257) . Por ser o
principal substrato energético da bactéria, o lactato acumulado via fermentacao,
permite um crescimento robusto do microorganismo dentro da célula hospedeira
(257).

Outro patogeno intracelular. o M. tuberculosis tem sido alvo de inUmeros
estudos a cerca de imunometabolismo. Um trabalho in vitro demostrou que
macrofagos da linhagem THP-1 ao serem expostos a uma cepa avirulenta de
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) ou a bactéria irradiada configuram um perfil
metabolico também semelhante ao efeito Warburg (258). Em concordancia, esta
mesma alteracdo foi detectada através de perfil transcriptbmico e imagem
confocal em pulmdes de camundongos infectados por uma cepa virulenta de mtb

(H37Rv). Em 2016, Lachmandas e colaboradores também encontraram a
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mesma alteragdo metabdlica em ensaios in vitro a partir de polimorfonuclereas
de sangue periférico (PBMC) quando estimulado com lisado de mtb. Além disso,
detectaram que a ativacao deste perfil € dependente de TLR2 e é mediado em
parte através da via AKT (serine/threonine-specific protein kinase) - mTOR
(mammalian target of rapamycin) (259). A inibicdo da ativacdo de m-TOR
mediado por rapamicina diminuiu a producdo de citocinas pré-inflamatorias, o
gue levou os autores a sugerirem que este gatilho seria uma importante resposta
do hospedeiro frente a infeccdo. Em contraste, durante o ano de 2018, Cumming
e colaboradores demonstraram que a infeccdo causada pelo Mycobacterium
tuberculosis gerava um perfil quiescente nos macréfagos in vitro, com diminuicao
do fluxo glicolitico e do ciclo do acido citrico e do consumo basal de oxigénio
(260). Os autores do ultimo trabalho sugerem que a mudanca no estado
metabdlico pode ser um caminho decisivo para a infeccéo persistente causada

pelo patégeno.

Experimentos in vivo, utilizando infeccdo intranasal de camundondos
demostraram que M. tuberculosis apresenta grande crescimento em macrofagos
alveolares (261), com um perfil M2 com caracteristicas metabdlicas de um
aumento na fosforilagdo oxidativa e biossintese lipidica (261-263). Em
contrapartida, macréfagos intersticiais apresentaram regulacdo positiva da
glicdlise com consequente perfil M1. De forma extremamente interessante, o
tratamento de camundongos infectados com inibidor da metabolizacdo de
glicose- 2-deoxyglicose (2-DG)- diminuiu seletivamente o tamanho da populag&o
de macréfagos intersticiais, resultando em um aumento na carga bacteriana
(262). Esses achados foram verificados por experimentos in vitro mostrando que
o tratamento de macrofagos derivados de medula éssea infectados com M.
tuberculosis e submetidos ao 2-DG promoveu o crescimento bacteriano,
enguanto que o tratamento com entomoxir, um inibidor da biossintese lipidica,

restringiu o crescimento micobacteriano (262).

Desta forma, fica claro a importancia do estudo da associacdo metabdlica
entre patdgeno-hospedeiro onde a determinacéo da metabolizacdo de glicose e

analise de vias metabolicas classicas das células hospedeiras frente a infecgcédo
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torna-se crucial para o melhor entendimento da doenca e descobertas de novas

rotas como adjuvantes para o tratamento de pacientes.
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2. JUSTIFICATIVA

A interacdo entre o bacilo da hanseniase e sua célula hospedeira vem
sendo alvo de muitos estudos de modulacao imunoldgica, desmielinizacao e de
metabolismo lipidico, porém as possiveis modulacbes no metabolismo
energético destas ceélulas impostas pelo patdbgeno permaneceram
negligenciadas durante anos. A regulacdo negativa, obtida através de
microarranjo, de genes mitocondriais envolvidos na fosforilagdo oxidativa como
ND1, CYTB, COX2 instigou 0 nosso grupo a buscar modulagbes no metabolismo
do hospedeiro em vias classicas, como glicdlise, via das pentoses, fermentacéo
e fosforilacdo oxidativa. Em ensaios anteriores demonstramos que células de
Schwann infectadas eram capazes de captar mais glicose e que este efeito
estava atrelado ao aumento da atividade da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD). Em contrapartida, ocorreu diminuicdo drastica dos
processos de fermentacéo e potencial elétrico mitocondrial. No presente trabalho
procuramos dar continuidade a esses achados e caracterizar a importancia do
metabolismo de glicose e de G6PD para a infecgao causada por M. leprae. Para
isso, avaliamos a sua expressao com diferentes abordagens, como células
infectadas e amostras provenientes de pacientes como lesdo de pele e nervos.
Além disso, avaliamos a relevancia de G6PD para o desfecho da infeccao,
observando sua participacéo nos efeitos anteriormente encontrados, bem como
a sobrevivéncia micobacteriana apds o knockdown de G6PD. Por fim, avaliamos
a importancia de mutacdes genéticas em G6PD para o desfecho da hanseniase
e 0 impacto funcional destas na sobrevivéncia do bacilo. Dessa maneira,
acreditamos que os achados do nosso estudo contribuem ndo s6 para o
entendimento das interaces metabdlicas entre o patégeno e suas células
hospedeiras, mas também para o entendimento dos mecanismos que regulam

susceptibilidade/protecdo a uma doenca infecciosa.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral
Determinar altera¢cdes metabolicas induzidas pelo Mycobacterium leprae em
sua célula hospedeira destacando a metabolizacao de glicose e via das pentoses

e caracterizar as suas implicacdes para a suscetibilidade a hanseniase
3.2 - Objetivos especificos

1. Avaliar o envolvimento de transportadores de glicose (GLUT-1),
enzimas envolvidas na metabolizacdo de glicose, poder redutor e combate a
espécies radicalares: glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), glutationa
redutase e enzima malica citosOlica em células infectadas e amostras

provenientes de pacientes (lesdo de pele e nervos);

2. Determinar a importancia da via das pentoses-fosfato na infeccdo
utilizando inibidores como 6-AN (6-aminonicotinamide), BSO (sulfoximina de

butionina) e silenciamento génico para a enzima G6PD em SCs infectadas;

3. Determinar a morfologia e quantidade de mitocéndrias e o impacto da

producdo de ATP em células infectadas e amostras de pacientes

4. Estudar a contribuicio de SNPs em G6PD para desfechos de

susceptibilidade ou resisténcia a hanseniase.

5. Tracar uma relacdo entre gendtipo-fenétipo, avaliando o papel de
variacdes em G6PD na expressao do gene e na sobrevivéncia do bacilo na célula

hospedeira.
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Capitulo II: Subversé&o do metabolismo
de glicose das celulas de Schwann

realizada pelo Mycobacterium leprae.
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A regulagdo negativa, obtida através de microarranjo, de genes
mitocondriais envolvidos na fosforilagdo oxidativa como ND1, CYTB, COX2 e
ATP6 em amostras provenientes de nervos de pacientes da forma
lepromatosa(264), instigaram a nossa equipe a procurar possiveis modulacdes
no metabolismo energético da célula hospedeira durante a infeccdo. Durante o
periodo em que realizei o mestrado (2012-2014) fomos capazes de detectar que
as células de Schwann da linhagem ST8814 infectadas eram capazes de captar
mais glicose e que este efeito estava atrelado ao aumento da atividade da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), primeira e principal enzima
envolvida na oxidacdo da glicose pela via das pentoses. Em contrapartida ao
aumento da captacao de glicose, ocorreu diminuicao drastica dos processos de
fermentacdo e potencial elétrico mitocondrial. Ao longo do meu doutoramento
experimentos adicionais foram realizados com a finalidade de responder
guestdes ainda ndo esclarecidas. Dentre os resultados gerados, detectamos um
aumento da expressdao do transportador de glicose GLUT-1(SL2A1l), da
expressdo de G6PD, enzima malica (ME-1) e da Glutationa redutase (GSR). A
expressdo de G6PD também foi analisada em amostras provenientes de
pacientes como lesdo de pele e nervos. Além disso, analisamos a quantidade de
ATP produzido na célula infectada. N0s também conduzimos experimentos em
microscopia eletrbnica de transmissao para analisar as mitocondrias de lesdo de
nervos de pacientes com neural pura e avaliamos a quantidade de mtDNA em
células de Schwann infectadas e lesdo de nervos de pacientes. Por fim,
utilizamos inibidores especificos (6-AN) e silenciamento génico para G6PD
realizado por RNA de interferéncia para reverter os efeitos anteriormente
encontrados, como diminuicdo do potencial elétrico mitocondrial, e diminuir a
viabilidade intracelular do bacilo de forma significativa. Nosso grupo também foi
capaz de detectar que o efeito protetor ocasionado pelo M. leprae na célula
hospedeira quando exposta ao peroxido é dependente da via das pentoses.
Todos os resultados anteriormente citados compdem o artigo anexado a seguir,
publicado em 2016 na revista “The Journal of biological chemistry”. Os dados de
quantificacdo de mtDNA estdo anexados apos o artigo de forma a complementar

os achados desta parte do trabalho.
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Mycobacterium leprae, the intracellular etiological agent of
leprosy, infects Schwann promoting irreversible physical dis-
abilities and deformities. These cells are responsible for myeli-
nation and maintenance of axonal energy metabolism through
export of metabolites, such as lactate and pyruvate. In the pres-
ent work, we observed that infected Schwann cells increase glu-
cose uptake with a concomitant increase in glucose-6-phos-
phate dehydrogenase (G6PDH) activity, the key enzyme of the
oxidative pentose pathway. We also observed a mitochondria
shutdown in infected cells and mitochondrial swelling in pure
neural leprosy nerves. The classic Warburg effect described
in macrophages infected by Mycobacterium avium was not
observed in our model, which presented a drastic reduction in
lactate generation and release by infected Schwann cells. This
effect was followed by a decrease in lactate dehydrogenase iso-
form M (LDH-M) activity and an increase in cellular protection
against hydrogen peroxide insult in a pentose phosphate path-
way and GSH-dependent manner. M. leprae infection success
was also dependent of the glutathione antioxidant system and its
main reducing power source, the pentose pathway, as demon-
strated by a 50 and 70% drop in intracellular viability after treat-
ment with the GSH synthesis inhibitor buthionine sulfoximine,
and aminonicotinamide (6-ANAM), an inhibitor of G6PDH
6-ANAM, respectively. We concluded that M. leprae could
modulate host cell glucose metabolism to increase the cellular
reducing power generation, facilitating glutathione regenera-
tion and consequently free-radical control. The impact of this
regulation in leprosy neuropathy is discussed.

According to the World Health Organization, the number of
new individuals diagnosed with leprosy in 2014 remained stable
at 213,899 worldwide (1). Although it is an ancient disease, the
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molecular and cellular mechanisms underlying leprosy are still
poorly understood. Moreover, this disease encompasses a com-
plex and broad clinical and immunopathological spectrum,
characterized by severe peripheral nerve demyelination and
extensive axonal loss, the most recognized hallmarks of the dis-
ease, resulting in impairment of neural function, disfigurement,
and deformities. Leprosy is not considered a fatal disease, but it
is still responsible for more than 14,000 cases of irreversible
motor disability and deformity globally per year (1).

The constant increase in the numbers of dapsone-resistant
Mpycobacterium leprae isolates along decades led the World
Health Organization to implement multidrug therapy in 1982,
using a rifampicin, dapsone, and clofazimine combination to
treat leprosy. Although implementation of multidrug therapy
by World Health Organization reduced the prevalence of the
disease worldwide, its eradication appears distant, mainly
because the number of new cases reported annually in endemic
areas remains stable (2). The development of an improved mul-
tidrug therapy using not only antibiotics but also drugs that act
by modulating the host metabolism against infection, such as
addition of statins to the current multidrug therapy could be a
promising strategy to reduce disease burden (3).

Evolutionary analysis indicates that M. leprae underwent a
large reduction in gene content along with its specialization to
primarily infect human cells, specifically Schwann cells and
macrophages. This genetic decay resulted in the loss of almost
half of its genome, although spared genes related to energy
metabolism, specifically those involved in glucose anabolism
and catabolism and lipid anabolism (4). The loss of genes
required for growth using lipids as the sole carbon source is
believed to cause the M. leprae dependence on host glucose inter-
mediates to survive (4). Recently we have demonstrated that
M. leprae infection in Schwann cells activates Toll-like receptor-6,
resulting in induction of the PI3K pathway and de novo lipid syn-
thesis and uptake from the medium (5). It is believed that the sub-
version of host cell lipid metabolism and formation of droplets is a
M. leprae strategy for infection and persistence (6) based on the
fact that lipid bodies are related to the production of immuno-
modulators such as prostaglandin E, (7).
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FIGURE 1. M. leprae infection increases glucose uptake by Schwann cells. Glucose uptake was determined by measuring 2-NBDG (a glucose analog)
fluorescence intensity by fluorescence microscopy (A-D) and flow cytometry (E). Representative fields from control Schwann cell cultures (A). M. leprae-
infected cells at an m.o.i. of 20:1 (B) and 50:1 (C) were acquired, and the rate between fluorescence mean and number of cells was determined (D). In E,
fluorescence intensity medians were obtained by flow cytometry of infected, lethally irradiated M. leprae-stimulated Schwann cells or live BCG. Nonspecific
binding of the glucose analog was observed as minimal at 4 °C and was deducted from the uptake at 37 °C. F, Glut-1 transporter (SLC2A1) expression induction
by M. leprae in Schwann cells. The results are expressed as the mean = S.E.from three normalized independent biological replicates. Statistical significance was
calculated by ANOVA followed by the Bonferroni test where, ***, p < 0.001, and *, p < 0.05 are shown in comparison to the control. Scale bar = 50 um.

The pentose phosphate pathway (PPP,” also called phospho-
gluconate pathway or hexose monophosphate shunt) is a met-
abolic signaling pathway parallel to glycolysis that generates
NADPH and ribose 5-phosphate as the main products, repre-
senting the source of cellular reducing power responsible for
lipid synthesis and glutathione antioxidant system mainte-
nance as well as generation of DNA and RNA precursors. There
are two distinct phases in the pathway: the oxidative, in which
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) activity is the
limiting enzyme required to generate NADPH, and the second
phase, represented by the non-oxidative synthesis of carbon
sugars (8). There are numerous mutations that can cause a
G6PDH deficiency resulting in neonatal jaundice and hemo-
lytic anemias induced by drugs, diabetes, and infections (9).
Some of these variations are relatively frequent among human
population due to the positive impact on a large number of patho-
gens, conferring natural resistance against Chlamydia trachoma-
tis and Plasmodium falciparum infections (10, 11). On the other
hand, the PPP is related to increased cellular tolerance to Staphy-
lococcus aureus and Helicobacter pylori (12, 13).

2The abbreviations used are: PPP, pentose phosphate pathway; G6PDH,
glucose-6-phosphate dehydrogenase; TMRM, tetramethylrhodamine
methyl ester; CCCP, carbonyl cyanide p-chlorophenylhydrazone; 2-NBDG,
2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-D-glucose; AMA,
antimycin A; LL, lepromatous leprosy; BT, borderline tuberculoid; GSR, glu-
tathione-disulfide reductase; DHE, dihydroethidium; 6-ANAM, aminonico-
tinamide; BCG, bacille Calmette-Guerin; ROS, reactive oxygen species; BSO,
buthionine sulfoximine; m.o.i., multiplicity of infection; PI, propidium
iodide; ANOVA, analysis of variance.
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There is growing evidence for the crucial role of Schwann
cells as the main support for energy production in axons (14).
During catabolic processes, Schwann cell glycogen is converted
into lactate, which is transported to the axon by monocarboxy-
late transporters (MCTs), oxidized to pyruvate, and inserted in
the axonal Krebs cycle for ATP production (15).

In the present work, we demonstrated that M. leprae infec-
tion was able to modulate Schwann cell glucose metabolism,
generating a marked increase in glucose uptake and the PPP oxi-
dative cycle key enzyme G6PDH. In addition, M. leprae infection
also reduced mitochondrion membrane potential and lactate
release by Schwann cells. These alterations resulted in free-radical
control. We also observed that inhibition of host GGPDH or glu-
tathione reductase activity reduced M. leprae viability to 70 and
60%, respectively, demonstrating the potential of this pathway in
the control of leprosy and possibly other mycobacterial infections,
such as extensively drug-resistant tuberculosis.

Results

M. leprae Infection Changes Glucose Uptake and Mitochon-
drial Metabolism in Schwann Cells—To observe possible mod-
ulation in glucose uptake by Schwann cells during M. leprae
infection, we determined cellular uptake of the green fluores-
cent glucose analog (2-NBDG) by fluorescence microscopy
(Fig. 1, A-D) in M. leprae-infected Schwann cells. The results
showed a dose-response correlation between M. leprae multi-
plicity of infection (m.o.i.) and increase in 2-NBDG cellular
uptake (Fig. 1D). We were able to more precisely analyze
2-NBDG uptake by deducting unspecific membrane binding
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FIGURE 2. M. leprae infection promotes mitochondrial membrane potential depolarization. Mitochondrial membrane potential was determined by
TMRM fluorescence intensity observed by fluorescence microscopy as coupled (A-C) and uncoupled by CCCP (B-D). Representative images from 120 fields
were observed in three different replicates. Scale bar = 20 um. The ratio between the coupled and uncoupled signal is a measure of the mitochondrial
membrane potential (W) shown in E. F, normalized oxygen consumption was determined with an oxygraph, where basal and uncoupled (CCCP) respiration
rates were determined, assuming uncoupled control oxygen consumption as the maximal respiration rate in all experiments (100%). G, mitochondrial
membrane potential was determined by measuring the fluorescence intensity ratio between cells exposed to TMRM and TMRM plus CCCP (uncoupled) by flow
cytometry. The reduction in mitochondrial membrane potential induced by M. leprae infection is reflected as antimycin A desensitization by infected cells
(H-J). Necrotic cell nuclei were stained by propidium iodide (red), and all nuclei were stained by DAPI (blue). As expected, control cells die after treatment with
2 uM antimycin A (H). In contrast, infected cells resist up to 5 um antimycin A (/ and J). Representative images were from 90 fields observed in three different
replicates. Scale bar = 20 wm. Normal (blue arrows) and swelled mitochondria (red arrows) were observed by electron transmission microscopy (K). Mitochon-
dria radiuses were determined in leprosy patients and patients suffering from other neuropathies, demonstrating that mitochondrial swelling could be
observed in both myelinated and unmyelinated leprosy patient axons. Differences observed in Schwann cell mitochondria radius between leprosy and other
non-leprosy neuropathy patients were not statistically significant. Scale bar = 1 um. The mean mitochondria radiuses were determined by ImageJ (L). The
results are expressed as the mean = S.E. from three normalized independent biological replicates. Statistical significance was calculated by ANOVA followed
by Bonferroni test where: ***, p < 0.0001, and *, p < 0.01.

(4 °C), from global uptake (37 °C), determining the fluorescence
intensity medians by flow cytometry, identifying a role of
M. leprae metabolites in this process, as cells stimulated by
y-irradiation-inactivated M. leprae, which preserves all anti-
gens, was not able to generate the same stimulus with equal
magnitude, nor was a non-pathogenic mycobacteria such as
BCG (Fig. 1E). As indicated by real-time PCR analysis (Fig. 1F),
the increase in glucose analog uptake during M. leprae infec-
tion is related to the increase in SLC2A1 mRNA expression,
which encodes the main glucose receptor in Schwann cells, the
glucose transporter protein type 1 (Glut-1).

SASBMB

OCTOBER 7, 2016+ VOLUME 291 -NUMBER 41

Many years ago, the German scientist Otto Warburg
revealed that tumors have a reduction in aerobic metabolism
and a parallel increase in glycolysis. This phenomenon has since
been recognized as the Warburg effect, characterized as a met-
abolic shift that tumor cells display toward increased glycolysis
along with a reduction in aerobic metabolism (16). We used the
mitochondria potential membrane-sensible probe tetrameth-
ylrhodamine methyl ester (TMRM) to assess the mitochondrial
depolarization resulting from M. leprae infection to measure
mitochondrial activity (Fig. 2, A and C). To demonstrate that
the TMRM signal is specific to mitochondria in our model, we
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successfully eliminated TMRM fluorescence by uncoupling
Schwann cell mitochondria using the ionophore CCCP (Fig. 2,
B and D). Using the TMRM signal ratio between both stimuli
(TMRM/TMRM + CCCP), we estimated the mitochondrial
membrane potential (V) of these cells (Fig. 2E), which showed
that M. leprae-infected Schwann cells had a substantial ¥
reduction. This observation was confirmed using a Clark elec-
trode to determine oxygen consumption during M. leprae
infection. We observed that infected Schwann cells showed
~65% less oxygen consumption than the control cells and that
this respiration drop was insensible to uncoupling by CCCP,
indicating a deficiency in the respiratory chain complex pro-
teins or substrates (Fig. 2F). A flow cytometry analysis corrob-
orated these observations, indicating again that only live
M. leprae is able to generate this Warburg-like effect in
Schwann cells (Fig. 2G). In fact, respiration appeared to be
almost abandoned by infected Schwann cells. We observed a
high incidence of death in uninfected cells when exposed to 2
M of the complex Il inhibitor antimycin A (AMA), in contrast
with M. leprae-infected cells, which showed high levels of resis-
tance to 5 um AMA (Fig. 2, H-)).

As shown in Fig. 2K, mitochondria in non-myelinated and
myelinated axons in peripheral nerves of patients suffering
from other non-leprosy neuropathies are relatively normal
compared with leprosy patients. Morphometric analysis
showed that the length of the mitochondrial major axis of
myelinated and unmyelinated axons is statistically higher in the
leprosy group, indicating mitochondrial swelling among these
patients. In contrast, this difference was not observed in leprosy
patients Schwann cells mitochondria (Fig. 2L).

M. leprae Infection Does Not Promote a Classical Warburg
Effect—The classical Warburg effect, observed during Myco-
bacterium avium infection, for example (17), is followed by an
increase in lactate generation and subsequent release to the
medium (16). We assessed lactate release by Schwann cells
infected by M. leprae, BCG, or stimulated by <y-inactivated
M. leprae (Fig. 3A). Surprisingly, lactate levels did not increase
in infected cells. On the contrary, we observed an ~50%
decrease in lactate secretion in the supernatants by infected
Schwann cells when compared with uninfected or unstimu-
lated controls (Fig. 3A). Curiously, irradiated M. leprae or
BCG-infected cells showed no alterations in lactate secretion.
This effect was also detected in serum from multibacillary lep-
rosy patients (LL), which presents a substantial amount of
bacilli infecting the nerves and skin. A reduced level of lactate
was noticed among these patients compared with either healthy
volunteers or paucibacillary leprosy patients (BT), with reduced
or even undetectable bacilli.

To understand the mechanism involved in M. leprae modu-
lation of lactate levels, we determined the activity of both iso-
forms of lactate dehydrogenase, the LDH-H, able to convert
lactate to pyruvate, and the LDH-M isoform, able to convert
pyruvate to lactate (Fig. 3, C and D). Although there was no
difference observed in LDH-H activity, LDH-M activity is
reduced in infected cells, and this could be an explanation for
the reduction in lactate generation and release observed in
these cells. The most feasible method to assess this phenome-
non in vivo is to determine LDH-B and LDH-A gene expression

21378 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

levels in leprosy patients’ skin lesion biopsies. These genes
encode the LDH-H and LDH-M enzyme isoforms, respectively.

As shown in Fig. 3, E and F, LL patients present high levels of
LDH-B and low levels of LDH-A when compared with BT
patients. To corroborate this data, LDH-A gene expression
from neural leprosy patients and patients suffering from other
non-leprosy neuropathies nerve biopsies was determined (Fig.
3G). As expected, LDH-A expression was reduced in leprosy
patient nerves. To confirm that the lactate levels drop in
infected Schwann cells is related to a reduction in lactate pro-
duction, and not lactate membrane transport inhibition, we
determined the monocarboxylate transporters MCP 1, 2, and 4
expression, through determination of SLC16A1, -3, and -7 mRNA
abundance by real-time PCR (Fig. 3H). We observed that infected
Schwann cells increased the expression of all three lactate trans-
porters. Nerve fragments from leprosy patients showing high
expression of SLC16A7 compared with nerves biopsies from non-
leprosy neuropathies patients (Fig. 31).

M. leprae Infection Increases Glutathione Reductase Activity
through Induction of the PPP—After the observation that
M. leprae-infected Schwann cells present a glucose uptake
increase followed by reduction in mitochondrial respiratory
chain activity and a drop in lactate generation, we speculated
that glucose would be diverted to the PPP in infected cells. To
test this hypothesis, we determined G6PDH, the step-limiting
enzyme of the PPP oxidative phase, expression (Fig. 44) and
activity (Fig. 4B) in vitro and in vivo (Fig. 4, C and D). M. leprae
infection generated a 10-fold increase in G6PDH expression,
resulting in doubled activity in vitro, indicating that glucose-
6-P was more easily converted to ribulose 5-phosphate, a
nucleic acid and amino acid precursor, than pyruvate and con-
sequently lactate, generating NADPH during the process. The
same seems to be true in vivo, where G6PDH expression was
also increased in LL skin lesions compared with BT skin biop-
sies (Fig. 4C). G6PDH expression is also increased in peripheral
nerves from leprosy patients when compared with other non-
leprosy neuropathies nerve biopsies (Fig. 4D), corroborating
the up-regulation of this pathway in the disease.

Phosphofructokinase 1 catalyzes the first committed step of
glycolysis, and for this reason, its activity was determined in
vitro (Fig. 4E). Phosphofructokinase 1 activity was not modu-
lated during infection, indicating that glycolysis was not
induced by M. leprae, similar to ATP abundance (Fig. 4F). On
the other hand, malic enzyme, another important source of
Schwann cell NADPH, showed up-regulated expression and
activity in vitro (Fig. 4, G and H). Malic enzyme expression was
also increased in peripheral nerves from leprosy patients com-
pared with nerve biopsies from patients presenting non-lepro-
sy-related neuropathies (Fig. 41).

Lipid synthesis, one of the main destinations of cellular
NADPH, is known to be increased during Schwann cell infec-
tion by M. leprae (6). ATP citrate lyase, which converts citrate
to acetyl-CoA, is involved in the first step of the lipid synthesis
pathway and is also increased in infected Schwann cells (Fig. 4/).
The enzyme glutathione-disulfide reductase (GSR), which is
involved in regeneration of oxidized glutathione to its reduced
form, a crucial low molecular weight redox buffer in mammal
cells, also utilizes NADPH and would potentially confer an
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FIGURE 3. Schwann cell lactate release is affected during M. leprae infection. Lactate release in infected Schwann cell supernatant is reduced by half in
comparison to control cells (A). Cells stimulated to BCG or M. leprae inactivated by radiation showed no reduction in lactate. Leprosy patients from the
lepromatous pole of the disease (LL) also demonstrated a 30% reduction in serum lactate levels (B). Although Schwann cell lactate dehydrogenase isoform H
activity is not affected (C), isoform M activity is reduced during M. leprae infection (D). LDH-B and LDH-A mRNA expression were determined in skin lesions from
leprosy tuberculoid (BT) and lepromatous (LL) patients (E and F). LDH-A gene expression was determined in peripheral nerves biopsies from pure neural leprosy
patients and patients suffering from other neuropathies (G). As expected, the LDH-A gene is repressed in leprosy patients. The monocarboxylate transporters
SLC16A1, 16A3, and 16A7 are up-regulated in infected Schwann cells (H), whereas SLC16A3 is increased in peripheral nerves from leprosy patients in compar-
ison to nerve biopsies from other neuropathies (/). The results are expressed as the mean = S.E. from three normalized independent biological replicates.
Statistical significance was calculated by ANOVA followed by Bonferroni test where: ***, p < 0.0001; **, p < 0.001; and *, p < 0.01 in comparison to control.

advantage for intracellular M. leprae growth (18). GSR mRNA
expression was up-regulated in vitro and in vivo in Schwann
cells, multibacillary (LL) skin lesions, and nerve biopsies (Fig. 4,
K-M), indicating that M. leprae infection induces the glutathi-
one generation system.

M. leprae Intracellular Viability Is Dependent on Host Cell
Free-radical Defenses Maintained by Glutathione-disulfide
Reductase and the PPP—Due to the increase in GSR activity dur-
ing M. leprae infection, the next step was to determine whether
infected Schwann cells are more resistant to oxidative insults due
to the up-regulated PPP, which stimulates the glutathione system.
We therefore monitored ST88-14 oxidative stress through the
dihydroethidium (DHE) signal using FACS (Fig. 5).
SASBMB
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M. leprae and BCG infection per se do not generate oxidative
stress in ST88-14 Schwann cells. However, treatment with 10
uM hydrogen peroxide induced a higher DHE signal in control
and BCG than M. leprae-infected Schwann cells, indicating
that M. leprae infection increase cellular antioxidant defenses.
Host cell free-radical protection was totally abolished when
GSR or G6PDH activity was inhibited by buthionine sulfoxi-
mine (BSO) or 6-ANAM, respectively (Fig. 6, A and B).

By blocking PPP using 6-ANAM or glutathione regeneration
using BSO, we successfully reverted the metabolism modula-
tion mediated by M. leprae, rescuing infected cells’ lactate pro-
duction and mitochondrial membrane potential to normal lev-
els (Fig. 6, A and B). Host cell viability was not impacted by any
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FIGURE 4. M. leprae induces the Schwann cell pentose pathway oxidative phase. G6PDH activity (A) and expression (B) is increased in infected Schwann
cells. GGPDH expression is also increased in lepromatous leprosy skin lesions (LL), where M. leprae is abundant, compared with tuberculoid ones (BT) (C). G6PDH
is also increased in peripheral nerves from leprosy patients when compared with nerve biopsies of other neuropathies (D). The PFK (E) and cellular ATP
abundance (F) are not altered in infected Schwann cells. On the other hand, malic enzyme, another important source of Schwann cell reducing power,
presented increased expression (G) and activity (H) during infection. Malic enzyme is also increased in peripheral nerves from leprosy patients when compared
with nerve biopsies from patients diagnosed with other neuropathies not related with leprosy (/). ATP citrate lyase, the first enzyme of the lipid synthesis
pathway, is also increased in infected Schwann cells (J). Glutathione reductase, the main destination of cell reducing power, is also increased during M. leprae
infection in human Schwann cells (K), skin (L), and nerves (M). Cells incubated with y-inactivated M. leprae are identified as stimulated. The results are expressed
as the mean = S.E. from three normalized independent biological replicates. Statistical significance was calculated by ANOVA followed by Bonferroni test

where: **** p < 0.0001; ***, p < 0.001; **, p < 0.01; and *, p < 0.05 in comparison to controls.

stimulus (data not shown), in contrast with M. leprae intracel-
lular viability in Schwann cells. We observed that M. leprae
viability is partially dependent on both host cell metabolic
activities, observing a 50 and 70% drop in viability after 4 days of
treatment with BSO and 6-ANAM, respectively (Fig. 6C). The
impact of host cell GoPDH inhibition over M. leprae viability
was confirmed by siRNA knockdown of the enzyme (Fig. 6D).
Knockdown using siRNA 1 and 2 reduced M. leprae viability to
46 and 32%, respectively, in comparison with the scrambled
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siRNA control. These data demonstrate that host G6PDH is a
new potential therapeutic target to control leprosy.

Discussion

In the present work, we described a profound metabolism
modulation displayed by Schwann cells during M. leprae infec-
tion. We determined that this intracellular pathogen is able to
subvert host cell metabolism by increasing cellular reducing
power sources such as the PPP oxidative phase and malic
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FIGURE 5. M. leprae infection increases oxidative defenses of Schwann
cells in a pentose pathway-dependent manner. Schwann cells were
infected by M. leprae or BCG (white bars) and challenged by hydrogen perox-
ide. Oxidative stress was measured by dihydroethidium fluorescence as
determined by flow cytometry. Mycobacterial infection per se does not
increase ROS in Schwann cells. On the contrary, M. leprae infection partially
protects Schwann cells from hydrogen peroxide oxidative damage. The ROS
protection was eliminated by G6PDH inhibitor 6-ANAM. The results are
expressed as the mean =+ S.E. from five normalized independent biological
replicates. Statistical significance was calculated by ANOVA followed by Bon-
ferroni test where: ***, p < 0.0001.

enzyme, down-regulating mitochondrial activity and drasti-
cally reducing lactate production by infected Schwann cells
(Fig. 7).

The increased glucose utilization through aerobic glycolysis
described by Warburg in neoplastic cells was subsequently
found to occur iz vivo in macrophages composing the granulo-
mas of tuberculosis, as well as lymphocytes, an aerobic respira-
tion to aerobic glycolysis switch (19). This observation is in
accordance with the reduced oxygen tension expected to occur
in nonvascularized caseating tuberculosis granulomas. The
Warburg-like effect observed in M. leprae-infected Schwann
cell was a surprise. Despite the drop in lactate released by
infected cells, which is in contrast with the classical Warburg
effect, M. leprae-infected Schwann cells displayed a reduction
in mitochondrial membrane potential and respiration, present-
ing a mainly fermentative metabolism, as demonstrated by anti-
mycin A resistance during infection.

It is likely that the mitochondria shutdown could be an
M. leprae adaptation to reduce intracellular oxidative stress. In
fact, a down-regulation of the mitochondrial respiratory chain
genes after M. leprae infection has been reported (20). Despite
the presence of various antioxidant defenses, the mitochon-
drion is recognized as the main intracellular source of reactive
oxygen species (21). Various respiratory complexes leak elec-
trons to oxygen, producing primarily superoxide anion and
consequently raising hydrogen peroxide and peroxynitrite lev-
els, which are both strong oxidants that indiscriminately react
with nucleic acids, lipids, and proteins (22, 23). It is well known
that uncoupling of mitochondria oxidative phosphorylation by
uncoupling proteins strongly reduces mitochondrial ROS
emission (24). By limiting electron pumping via citrate devia-
tion to lipid synthesis, M. leprae drastically reduced host cell
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mitochondrial membrane potential and avoided ROS genera-
tion. This strategy could also be related to the early demyelina-
tion described in leprosy neuropathy because the Schwann cell
Krebs cycle activity is important in differentiation and the
myelination process (25).

Mitochondrial swelling is a hallmark of ultrastructural
change occurring in damaged cells and is one of the most
important indicators of the opening of the mitochondrial per-
meability transition pore, an event that, depending of the inten-
sity of the insult, can lead to apoptosis (26 -28). Although all
mitochondrial modulations observed in the present work were
performed in infected Schwann cells, we failed to observe mito-
chondprial swelling in ulnar and sural Schwann cells from lep-
rosy patients. These data were expected because it is well
known that M. leprae develops a series of mechanisms to avoid
host cell apoptosis, such as insulin-like growth factor 1 up-reg-
ulation, for example (29). On the other hand, we observed
swelling in myelinated and unmyelinated axonal mitochondria
from leprosy patients’ axonal fibers without any sign of inflam-
matory infiltrates, demyelination, or fibrosis, indicating that
the mitochondria transition pore is opened and that this event
may represent the first insult, which will result in neuronal
death, the leprosy hallmark.

Probable ROS control is also involved in M. leprae adapta-
tion to increase the activity of host G6PDH and malic enzyme,
which together represent the main cellular sources of NADPH.
The NADPH reducing power is consumed by glutathione
reductase, which is also up-regulated during M. leprae infec-
tion, to maintain the glutathione antioxidant system. By induc-
ing these two linked pathways, this obligatory intracellular
pathogen is able to avoid host cell oxidative stress. This protec-
tion was eliminated by +y-glutamylcysteine synthetase or
G6PDH inhibition by BSO or 6-ANAM, respectively, resulting
in lactate regeneration and mitochondrial membrane potential
restoration along with M. leprae loss of viability. Both pathways
seem to be crucial to M. leprae infection, presenting potential
new targets to control leprosy.

An important challenge to avoid leprosy demyelinating neu-
rodegenerative neuropathy is to understand the cellular and
molecular events that underlie the different phases of this pro-
cess. M. leprae induces an intrinsic demyelination mechanism
for nerve damage in leprosy, a process attributed to the immune
response until then (30). Currently, leprosy neuropathy devel-
opment is divided into two phases: the early events involving
Schwann cell infection and intrinsic injury mechanisms and
late events represented by the immune response mediating
axonal damage and fibrosis (31).

We hypothesize that Schwann cells’ lactate reduction could
be an explanation for the axonal mitochondria swelling, repre-
senting a new mechanism of demyelination and neuronal death
in leprosy neuropathy. The importance of glial cells’ lactate to
neuronal physiology has been largely characterized. Lee and
collaborators (32), for example, observed axon damage and
neuron loss in vivo and in vitro after disruption of glial cells’
lactate transport to neurons in monocarboxylate transporter 1
knock-out animals. In addition to its well known metabolic role
in sustaining synaptic function (33) and axonal activity (34),
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FIGURE 6. M. leprae viability in Schwann cells is dependent on the pentose pathway. A, the G6PDH inhibitor 6-ANAM recovers lactate production in
M. leprae-infected Schwann cells. B, mitochondrial membrane potential, determined by the ratio of TMRM/TMRM + CCCP fluorescence signal by flow cytom-
etry, was also recovered in infected Schwann cells by 6-ANAM and rifampicin. C, M. leprae intracellular viability was determined by real-time PCR 16S rRNA
quantification. Schwann cells exposed to 6-ANAM or BSO were not able to maintain M. leprae infection in vitro for 5 days, similar to results in rifampicin. D,
M. leprae viability was similarly impaired by G6PDH siRNA knockdown, after 2 days of infection. The results are expressed as the mean = S.E. from three
normalized independent biological replicates. Statistical significance was calculated by ANOVA followed by Bonferroni test where: ***, p < 0.0001; **, p <
0.001; and *, p < 0.01 in comparison to controls or between conditions when indicated.

lactate has been proposed to act as a neurotransmitter through
specific receptors (35).

The difference between the classical Warburg effect, when
an fermentative phenotype is followed by an increase in lactate
generation, and the M. leprae-induced Warburg-like effect,
represented by a reduction in respiration and lactate release by
infected cells, could be explained by the decrease in lactate dehy-
drogenase M activity (Fig. 3, D, F, and G) and the increase in ATP
citrate lyase activity. These results combined with the commit-
ment of these carbons to pyruvate, citrate, and finally lipid synthe-
sis, which is highly induced in infected Schwann cells under insu-
lin-like growth factor-1/insulin signaling (6, 29), discarded the
possibility of lactate consumption in gluconeogenesis.

More recently, it was demonstrated that M. leprae is able to
generate neuropathy with consequent axonal death by down-
regulating Schwann cell differentiation and myelination genes
such as MBP, MPZ/P0, and Krox 20 (36). These observations
could also be linked to the lactate synthesis drop observed in
Schwann cells during M. leprae infection because it has already
been demonstrated that myelination genes such as Krox20 and
PO are down-regulated in lactate-depleted Schwann cells (37).
Hypophosphorylation in M. leprae-infected sciatic nerve neu-
rofilament subunits results in a loss of axonal caliber and nerve
conduction velocity (38). We believe that these observations
could also be related to the reduction in lactate production in
Schwann cells, which results in axonal lower Krebs cycle activ-
ity and a subsequent mitochondrial loss of function and swell-
ing, leading to lower axonal energy production, global axonal
metabolism reduction, neurofilament hypophosphorylation,
and loss of neural conductivity (39).

To sum up, our data open the path to understanding the
complex metabolic modulation of the host Schwann cells dur-
ing M. leprae infection. The fermentative phenotype imposed
on the host cell represents an increase in the oxidative defenses,
likely associated with demyelination, due to the reduction in
Schwann cell mitochondrial respiration and neuronal loss of
conductivity due to lactate deprivation. We successfully
reverted these effects in infected Schwann cells using 6-ANAM,
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with an impressive impact over M. leprae viability by silencing
G6PDH. Curiously, both drugs are applied in cancer therapy
(40). The potential of these new targets in leprosy neuropathy
mitigation should be investigated. Our model pinpointed
Schwann cell and M. leprae infection, but it could be hypothe-
sized that other host cells could similarly respond to either
M. leprae or other mycobacteria like M. tuberculosis in a way
that XDR M. tuberculosis-infected patients could be benefited
from this type of treatment.

Experimental Procedures

Cell Culture and Infection—The ST88-14 human Schwann
cell line (kindly provided by Dr. Jonathan Fletcher, Harvard
University, Boston, MA) was cultured in RPMI supplemented
with 10% fetal bovine serum, 100 units/ml of penicillin, and 100
g/ml of streptomycin and maintained in a 5% CO, atmosphere.
In all assays, unless otherwise stated, we carried out infection
with M. leprae or Mycobacterium bovis BCG (Moreau strain)
using a m.o.i. of 50 bacteria per cell (50:1) for 48 h at 33 °Cin a
5% CO, atmosphere.

Treatment with Drugs—For reversing the effects of M. leprae
infection, cells were exposed to different drugs interfering in
fundamental metabolic pathways 24 h before infection: 5 um
6-ANAM, an inhibitor of G6PDH; 400 um BSO, an inhibitor of
y-glutamylcysteine synthetase; or antimycin A (2 pg/ml), an
inhibitor of the electron transfer at complex III. All drugs, sub-
strates, and fluorochrome used in the present work, unless oth-
erwise stated, were purchased from Sigma.

Patients—A total of 84 not-treated patients: 20 paucibacillary
(BT), 22 multibacillary (LL), 22 patients presenting pure neural
leprosy, and 20 patients suffering from other non-diagnosed neu-
ropathies, consisting of 44 males and 40 females from 25 to 88
years of age, were recruited from the Souza Aratjo Service at the
Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil, and classified
according to the Ridley-Jopling scale and included in this study
(Table 1). Ulnar and sural nerves biopsies were analyzed. The
number of samples tested is not the same in different analysis
because some of them did not present PCR amplification or did
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FIGURE 7. M. leprae is able to modulate Schwann cell metabolism for its benefit. After infection, Schwann cells increase glucose uptake, feeding the PPP
with carbon, in detriment to glycolysis, probably due to phosphofructokinase inhibition by the increased levels of acyl-CoA in the cytoplasm. Pyruvate
generated by PPP is converted to malate and acetyl-CoA instead of lactate, compromising axonal mitochondria physiology. Pyruvate is rapidly converted to
citrate, increasing lipid synthesis and virtually stopping the Schwann cell tricarboxylic acid cycle and consequently respiratory chain and mitochondria energy
potential. The NADPH generated by the oxidative phase of the PPP will maintain an up-regulated lipid synthesis and glutathione system. All three pathways are
crucial to the success of M. leprae infection and could be used in new host-target therapy strategies.

not generate mitochondrial high resolution microscopic images in
all three compartments: Schwann cells, myelinated and unmyeli-
nated axons.

Mycobacteria Strains—Live M. leprae Thai-53 was prepared
from athymic nu/nu mouse footpads immediately before use
and was provided by Dr. Patricia Sammarco Rosa (Department
of Biology, Lauro de Souza Lima Institute, Bauru-SP, Brazil).
M. leprae preparation, viability determination, and purity were
performed as described elsewhere (3). Part of the M. leprae sus-
pension was killed by vy-irradiation in the Acelétron Facility
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(Rio de Janeiro, Brazil). M. bovis BCG Moreau was kindly pro-
vided by Carolina Cavareze (Fundagdo Ataulfo de Paiva, Rio de
Janeiro, Brazil) and cultured in 7H9 Middlebrook medium sup-
plemented with 0.02% glycerol, 10% ADC Middlebrook (BD
Bioscience), and 0.05% Tween 80 (Difco Laboratories). Cul-
tures were kept under constant agitation at 37 °C for 2 weeks.
BCG was harvested in the mid-log phase, counted in a Petroff-
Hausser chamber, and kept frozen at —70 °C until use.
Glucose Uptake and Lactate Measurement—Glucose uptake
was monitored using the fluorescent glucose analog 2-NBDG
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TABLE 1
Demographic and epidemiological data of individuals included in the study
Group Samples Assay Individuals Male Female Age (median)
n
Healthy Serum Lactate quantification 13 5 8 38.3
Pure neural leprosy Nerve lesions qRT-PCR 12 7 5 55.5
TEM* 10 5 5 62
Other neuropathies Nerve lesions Quantitative RT-PCR 14 6 8 58
TEM 6 3 3 42
BT Serum Lactate quantification 11 4 7 48
Skin lesions Quantitative RT-PCR 9 6 3 45
LL Serum Lactate quantification 13 9 4 36.5
Skin lesions Quantitative RT-PCR 9 4 5 46

“TEM, transmission electron microscopy.

(Sigma). After 48 h infection, round coverslip-adherent cells
were exposed to the fluorophore at a concentration of 500 nm
for 30 min in RPMI medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS). Ten random fields per sample were
acquired using a Zeiss AxioObserver inverted microscope with
a Colibri illuminating system with Plan-Neofluar X40 objective
and a numerical aperture of 1.4 (Zeiss, Oberkochen, Germany).
The green signal from NBDG was acquired by monochrome
camera HMR Axiocan controlled by Axiovision software ver-
sion 3.2 (Zeiss, Oberkochen, Germany). The illumination sys-
tem used a 470-nm LED and Zeiss fluorescence filter 61. The
cytometry analysis was performed as follow: after labeling and
washing, cells were removed from the well with 0.125% trypsin
and resuspended in cytometry buffer (10% FBS in PBS), placed
on ice, and immediately subjected to the acquisition of 10,000
events with an AcuriC6 cytometer (BD Biosciences) in FL1
channel fluorescence. The results represent the rate between
the fluorescence signal from 4 °C uptake (unspecific NBDG-2
membrane binding) and 37 °C uptake. Lactate quantification
was performed from ST88-14 supernatants after 48 h infection
by a m.o.i. of 50:1, using the Liquiform lactate kit (Labtest,
Lagoa Santa, MG, Brazil) according to the manufacturer’s
instructions.

Electrical Potential Analysis of the Mitochondrial Membrane
()—The electric mitochondrial membrane potential was
determined by exposing ST88-14 cells to TMRM at 0.5 nm
(Sigma). The results were shown by the ratio of the probe
fluorescence signal to the same signal from a culture prein-
cubated with the proton ionophore CCCP (Sigma). CCCP,
titrated in our model using a curve from 5 to 70 uMm, at 15 um
was recognized as the lower concentration able to deplete
the TMRM signal, and for that reason, it was established as
the concentration of choice. CCCP and antimycin A (2
mg/ml) were incubated 10 min prior to TMRM exposure.
Cells were exposed to the probe for 10 min. For microscopy,
we captured 10 random fields per sample using a Zeiss
AxioObserver inverted microscope with a Colibri illuminat-
ing system and a Plan-Neofluar X40 objective with a numer-
ical aperture of 1.4 (Zeiss, Oberkochen, Germany). The red
signal from TMRM was acquired by the monochrome cam-
era HMR Axiocan controlled by Axiovision software version
3.2 (Zeiss, Oberkochen, Germany). The illumination system
used a 530-nm LED and Zeiss fluorescence filter 50. Flow
cytometry analysis were performed as follow: after labeling
and washing, cells were then removed from the well with
0.125% trypsin and resuspended in cytometry buffer (10%

21384 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

FBS in PBS), placed on ice and immediately subjected to the
acquisition of 10,000 events on FACSCalibur (BD Biosci-
ences) FL2-fluorescence channel A.

Enzymatic Activity and ATP Quantification—Enzyme activ-
ities were assayed with 3 X 10° cells lysed in hypotonic buffer
(25 mm KH,PO,, 10 mm MgCl,, pH 7.4). Cell extracts were used
1:2 with enzyme-specific reaction medium, which changes
depending on the enzyme being evaluated. All media contain
50 mMm Tris-HCI (pH 7.4) with 5 mm MgCl,, plus 1 mm glu-
cose 6-phosphate and 0.2 mMm NADH to evaluate G6PDH
activity; 0.2 mm NADP™ with 1 mm malate to determine
malic enzyme activity; 0.2 or 1 mm sodium pyruvate to deter-
mine LDH isoform M activity; 0.2 mM NAD™ and 1 mMm
sodium lactate to determine LDM isoform activity; 0.1 mm
NADH with 100 mM ATP, 1 mM fructose 6-phosphate, and
0.1 mM of a mixture of enzymes (aldolase, triose-phosphate
isomerase, and glycerophosphate dehydrogenase) to deter-
mine PFK activity; 0.15 mm NADH with 100 mm ATP, 20 mMm
citrate, 10 mm 2-mercaptoethanol, 2 units/ml of malate de-
hydrogenase, and 0.3 mM of coenzyme-A to determine cit-
rate lyase activity. We measured the presence of reduced
NADP (G6PDH and malic), reduction of NAD* (LDH), or
oxidation of NADH (PFK, citratelyase) by determining absor-
bance at 340 nm. To quantify intracellular ATP, cell lysates
were subjected to an ATP determination kit (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol.

Activities were normalized by cell number or protein mass,
following the standard in the literature. Protein quantification
of cell lysates was performed by the colorimetric method with a
Pierce® BCA protein assay (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA) following the manufacturer’s instructions. Samples
were read at 562 nm, and results were analyzed by the SoftMax®
data acquisition and analysis software (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA).

Host Gene Expression and M. leprae Viability Analysis by
Real-time RT-PCR—Host and Mycobacterial RNA extraction
ST88-14 cells were harvested and lysed using TRIzol® reagent,
followed by DNase treatment following the manufacturer’s
instructions (Life Technologies). DNA was extracted as
described (41). Nucleic acid samples were quantified using a
Nanodrop ND-1000 spectrophotometer, and RNA integrity
was analyzed by 1.2% agarose gel electrophoresis.

One microgram of RNA obtained from all cell cultures was
reverse transcribed using VILO following the manufacturer’s
instructions (Life Technologies) in a final volume of 20 ul. Real-
time PCR was performed using the SYBR Green PCR Master
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Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA) following the man-
ufacturer’s instructions. All primers used in real-time RT-PCR
in the present work were designed by our group from sequences
of each reference gene using the Primer3 software version 0.4.0.
Sequences were validated by the Primer-Blast tool using the
human gene bank of the NCBI. The housekeeping hypoxan-
thine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) primer pair was
the only exception, bought from Real Time Primers (Elkins
Park, PA). To normalize the relative expression of the genes of
interest, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1, RPL13
(human ribosomal protein L13), and GAPDH were used as ref-
erence genes. Expression values were corrected and quantified
by converting the cycle threshold (C,) value into a numerical
value using the following formula: expression value = 2 4<%,

M. leprae viability was determined as described elsewhere
(41) by the 16S rRNA/16S rDNA ratio determined by real-time
PCR performed and read in an ABI StepOne Plus Sequence
Detection System (Applied Biosystems).

Evaluation of the Production of Radical Species Using DHE—
Schwann cells were maintained in culture under the conditions
mentioned above in the absence or presence of 10 um hydrogen
peroxide, 5 um 6-ANAM, 400 um BSO, and 50 um DHE. After
being cultured and expanded, 40,000 ST88-14 cells were dis-
tributed per well in 24-well plates. After 24 h, cells were exposed
to 6-ANAM (inhibitor of G6PDH) or BSO (y-glutamylcysteine
synthetase inhibitor). After 48 h, cells were infected with
M. leprae or M. bovis Moreau with a m.o.i. of 50:1. Seventy
hours after seeding, cells were challenged with hydrogen per-
oxide. Two hours later, cultures were labeled with DHE for 30 min
at 37 °C. After 3 washes with cold PBS, cells were harvested with
1% trypsin and transported to a BD FACSAria II (BD Biosciences)
in ice-cold PBS plus 10% FBS. Cell suspensions were filtered
through a 40-um net before acquisition. Five thousand events per
condition were acquired, and DHE detection was analyzed in
PE-A channel after exclusion of events in lumps and dead cells.

Cell Viability—To determine cellular viability, we used two
different methods, propidium iodide (PI) microscopy detection
and lactate dehydrogenase (LDH) supernatant release. To ana-
lyze AMA-treated cells with microcopy, after 36 h of M. leprae
infection using a m.o.i. of 50:1, coverslip-adherent cells were
exposed to AMA at different concentrations for 12 h. After that,
500 nM PI was added to the culture, which was the fixed in 4%
paraformaldehyde and DAPI stained after 3 PBS washes.
We captured 10 random fields per sample using a Zeiss Axio-
Observer inverted microscope equipped with a Colibri illumi-
nating system and Plan-Neofluar 40X objective with a numer-
ical aperture of 1.4 (Zeiss, Oberkochen, Germany). The PI
red signal was acquired by a monochrome camera HMR
Axiocan controlled by Axiovision software version 3.2
(Zeiss, Oberkochen, Germany). The illumination system
used a 530-nm LED and Zeiss fluorescence filter 50. Metab-
olism inhibitor toxicity was determined by LDH release in
the culture medium supernatant after treatment at the same
conditions used in the experiments: 24 h incubation with 400
uM BSO or 5 um 6-ANAM, using a Quantification Lactate
Dehydrogenase Activity Assay Kit (Labtest, MG, Brazil),
according to the manufacturer’s protocol.
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Electron Microscopy of Human Sciatic Nerve Biopsies—Nerve
biopsy samples were obtained from leprosy patients and
patients suffering from other neuropathies not related with lep-
rosy, at the Souza Aratjo Service at the Oswaldo Cruz Founda-
tion, Rio de Janeiro, Brazil, and were kept frozen at —70 °C until
use. For transmission electron microscopy studies, nerve seg-
ments were fixed in 2.5% glutaraldehyde diluted in 0.1 M caco-
dylate buffer followed by post-fixation in 1% osmium tetroxide
diluted in the same buffer. The segments were then dehydrated
in graded increasing acetone concentrations (from 30 to 100%)
and embedded in an Epon resin. Ultrathin transverse sections
(60 nm thick) of each nerve were obtained using a Reichert
ultramicrotome (Heidelberg, Germany), and sections were col-
lected on copper grids and stained for 30 min in uranyl acetate
followed by 10 min in lead citrate. For mitochondrial identifi-
cation and morphometric analysis, electron micrographs were
randomly imaged on a transmission electron microscope Zeiss
M-10C operating at 60 KV by a blinded investigator. Five different
fields from each nerve were acquired at a X5,000 magnification,
and mitochondria profiles were measured in each field using NIH
Image] software (42). A total of 127 and 157 mitochondrial profiles
were analyzed in nerves obtained from leprosy patients and other
non-leprosy neuropathy patients, respectively.

G6PDH Silencing—G6PDH knockdown was achieved in
ST88-14 cells by transfection with predesigned small interfer-
ing RNAs (siRNA s5446 and s5448) (Life Technologies), here
identified as G6PDH#1 and #2, respectively. Cells were trans-
fected with Lipofectamine 2000 according to the manufactu-
rer’s instructions (Life Technologies). Six hours after transfec-
tion, cells were infected with M. leprae for 48 h. Both siRNAs
were able to reduce G6PDH expression in ~90%. In contrast,
Schwann cell viability was decreased by 10% only. Silencing
efficiency, ST88-14 and M. leprae viability were determined as
described previously in this section.

Statistical Analysis—The results were represented as the
mean * S.E. and statistically evaluated by analysis of variance
(ANOVA). The values were considered significant when p was
equal to or less than 0.05 (p < 0.05). For the statistical analysis
of this study, we used GraphPad Prism 5 software.

Ethics Statement—All biopsies were acquired for diagnostic
purposes before treatment. The acquisition of all samples was
approved by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foun-
dation (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, R], Brazil), license number
170/2012. Written informed consent was voluntarily obtained
from each participant.
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2.1. METODOLOGIA DOS RESULTADOS COMPLEMENTARES CITADOS NO
CAPITULO .

Pacientes

O recrutamento de pacientes ocorreu voluntariamente no centro de
referéncia para o tratamento do Ambulatério de Hanseniase Souza Araujo da
Fundacdo Oswaldo Cruz-RJ. Os procedimentos incluidos no presente estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Fiocruz (Protocolo n° 976.330)

Tabela 1.3. Caracteristicas demograficas e dados epidemioldgicos dos
individuos incluidos no estudo

Grupo Amostra Individuos(n) Ensaio Mulheres Homens Idade
(Median)
Pacientes Lesédo de 8 g-PCR 2 6 61
com outras nervo
neuropatias
Pacientes Lesédo de 10 g-PCR 4 6 48
com nervo
hanseniase

Tabela 1.4 Identificacdo dos pacientes

ID Sexo Idade Forma da Ensaio Amostra
(anos) doenca
PNH1 H 79 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH2 H 33 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH3 H 65 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH4 M 46 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH5 H 48 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH6 H 72 Sem diag. g-PCR Nervo Sural
PNH7 M 51 Sem diag. g-PCR Nervo Ulnar

65



PNHS8 H 57 Sem diag. g-PCR Nervo Ulnar
PNH9 H 67 Sem diag. g-PCR Nervo Ulnar
PH1 M 54 Hanseniase g-PCR Nervo Sural
PH2 H 20 Hanseniase g-PCR Nervo Ulnar
PH3 H 48 Hanseniase g-PCR Nervo Sural
PH4 H 67 Hanseniase g-PCR Nervo Sural
PH5 H 34 Hanseniase g-PCR Nervo sural
PH6 H X Hanseniase g-PCR Nervo Ulnar
PH7 H 61 Hanseniase g-PCR Nervo Fibular
PH8 M 33 Hanseniase g-PCR Nervo Sural
PH9 H 43 Hanseniase g-PCR Nervo Sural
PH10 M 53 Hanseniase g-PCR Nervo Ulnar

*PNH- Pacientes ndo hansénicos/ ‘PH- Pacientes com hanseniase

Quantificacdo de mtDNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o reagente TRIzol. As amostras
de &cido nucleico foram quantificadas usando um espectrofotdmetro Nanodrop
ND-1000. A quantificacdo do mtDNA foi realizada pela adaptacdo do método
descrito por Nicklas et al.(265). O qPCR foi feito usando SYBR Green no StepOne
(Life Technologies). Duas regibes foram simultaneamente amplificadas, a
mitocondrial (MtCYB) e uma gendmica (GAPDH). O mtDNA foi amplificado
usando primers para a regido mtCYB enquanto a regido GAPDH foi usada como
housekeeping. A quantificacéo foi realizada a partir do ciclo limite delta Ct (ACt)

para obter o numero relativo de cépias de mtDNA por amostra.
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Tabela 1.5. Sequéncia de primers usados nas reacdes de qRT-PCR

Gene Sequencia (5-3")

mtCyB(F) CTGGGTTTCTTGCTGCATGT
mtCyB(R) GCCCACATACTTATTGAGAG
GAPDH (F) AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT

GAPDH(R) CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA
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relative quantification of DNA

2.2. RESULTADOS COMPLEMENTARES CITADOS NO CAPITULO II
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Figura 2.2. M. leprae é capaz de diminuir na quantidade de DNA mitocondrial em
células de Schwann em 120 horas de infecgdo. (A) Analise relativa da quantidade de mtDNA
utilizando a relagdo entre um gene mitocondrial (mtCyB) e um gendmico (GAPDH) em células
infectadas em 48, 96 e 120 horas de infec¢do (B) Anélise da quantidade de mtDNA em 120 horas
de infecg¢do. Os resultados estdo expressos em média + EPM (Erro padrdo da média) de trés
experimentos realizados de forma independente em triplicata A significAncia estatistica foi

calculada por Wilcoxon test (* p<0.05).
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Figura 2.2.2 Diminuicdo de mtDNA em les&o de nervos de pacientes hansénicos
em relacdo a outras neuropatias. A significancia estatistica foi calculada por Mann-Whitney
test (* p<0.05).
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Capitulo Ill: Estudo sobre as
variantes de G6PD e potenciais
Impactos funcionais na infeccao pelo M.

leprae
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Inimeras evidéncias ja demonstram que o perfil genético do hospedeiro
é crucial para o desenvolvimento da hanseniase (266-268). No presente trabalho,
resolvemos avaliar o gene G6PD e caracterizar a sua importancia para o
desfecho da doenca. Assim, selecionamos polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) candidatos para realizar um estudo de associagdo caso-controle na
hanseniase. Originados na Africa Subsaariana, as duas variantes selecionadas
da G6PD, rs1058028 (G202A) e rs1058029 (A376G), mostraram alta frequéncia
na América Latina e juntas formam o haplétipo G6PD A-. Este, diminui
drasticamente a estabilidade intracelular da proteina, acarretando 10-60% de
diminuicdo da atividade residual da enzima em relacdo a enzima selvagem em
eritrocitos. E importante ressaltar que este decréscimo é potencializado com a
utilizacao de indutores de ROS como a primaquina. Nossos estudos detectaram
gue mutacdes em G6PD sao mais frequentes em pacientes do Rio de Janeiro, e
a variacdo A376G (rs1050829) esta modestamente associada a suscetibilidade
a hanseniase no sexo masculino. Interessantemente, usando um modelo in vitro,
mostramos que 0s mondcitos infectados induziram a expressao e atividade da
G6PD; no entanto, monécitos com haplétipo A ja apresentam uma expressao
basal da enzima aumentada. Detectamos também que os diferentes gendtipos
de G6PD néo alteraram significativamente a viabilidade do bacilo. Em resumo,
nosso estudo indica que a via G6PD é relevante na infeccdo pelo M. leprae
também em mondcitos, uma vez que observamos maior expressao de G6PD,
bem como maior atividade da G6PD em mondcitos infectados pelo patégeno.
Além disso, é possivel que a manutencdo de maiores niveis de RNAm de G6PD
em mondcitos A sustente a viabilidade do bacilo independentemente do
genotipo hospedeiro. No entanto, apesar da modesta associacao encontrada na
variacdo A376G em homens, os achados genéticos, pelo menos para os SNPs
de G6PD testados aqui, ndo regularam ou impactaram de forma importante os
desfechos para a doenca. Os dados mencionados anteriormente fazem parte do

manuscrito em preparacéo para submisséo apresentado a seguir.
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Abstract

The rate-limiting of the oxidative part of pentose phosphate pathway
(PPP), glucose 6 phosphate (G6PD), is a key component of cellular glucose
metabolism. PPP is important to provide precursors for nucleotide biosynthesis,
amino acids and reductive power as NADPH to control oxidative stress, lipid
synthesis and another anabolic process. Previously, we demonstrate that G6PD
gene plays a critical role in Mycobacterium leprae survival during Schwann cell
infection. Here, we extended these previous findings and selected the G202A
(V68M) and A376G (N126D) single nucleotide polymorphisms (SNPs), that
generate decreased G6PD activity, to perform a case-control association study
with leprosy. Furthermore, we tested whether G6PD SNPs could contribute to
decrease in M. leprae intracellular survival and regulation of G6PD activity and
expression. Contrary to expected, a high frequency of both mutations
(G202A=3-8% and A376G=13-16%) were observed in patients (331 men and
265 women) from Rio de Janeiro and a modest association with leprosy
susceptibility was detected for A376G in males (OR=2.16 (1.02-4.58), p=0.04).
Besides that, using an in vitro model, G6PD mutant alleles did not impact the
bacillus viability in vitro. Interestingly, we showed that M. leprae infected
monocytes induced G6PD expression and elevated G6PD activity. Moreover,
monocytes from men carrying both mutant alleles (G202A-A376G) presented a
compensatory 4-fold increase in basal enzyme expression. Thus, the present
data suggest that an increase of mRNA levels and enzyme activity may
maintain M. leprae viability in monocytes independent of G6PD genotypes
highlighting the relevant role of G6PD in leprosy infection and importance in

future host-target-therapy.
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Introduction

Leprosy is a chronic neuropathic disease caused by Mycobacterium
leprae that leads to physical disabilities generated from the relationship
between the host cells-bacillus interaction (1,2). M. leprae is an intracellular
non-cultivable pathogen that undergone genome reduction compared to other
mycobacteria and consequently loss many important metabolite pathways (3,4),
which led to a dependence on the host metabolic pathways to its survival.
Previously, we reported that M. leprae activates of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) enzyme, and its pharmacological inhibition or silencing
presented a strong impact over bacillus intracellular survival in Schwann cells
(5). The G6PD is a critical enzyme of the pentose-phosphate pathway (PPP),
generating NADPH and ribulose-5 phosphate as main products that can help

the bacillus to evade oxidative stress and obtain nucleotides for its replication

(1-4).

G6PD gene is located on X chromosome and presents a high diversity
among different populations (5,6). Although most of G6PD mutations do not
change the enzyme function, some variants may decrease enzyme activity,
leading to G6PD deficiency (G6PDd) (7). This X-linked disorder is very
common worldwide. It is characterized by a certain range of enzyme activity
where the most severe leads to acute hemolysis, which can be elicited by

exposition to oxidative stressors, such as drugs or infection (8). Due to its vital
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function against oxidative stress in erythrocytes, mutations for G6PDd have
been naturally selected among humans as an adaptation against plasmodium
infection (9,10). Indeed, the highest frequency of G6PDd is reported in Africa,
Mediterranean and Southeast Asia, where populations have endemic malaria

(11).

The G6PD mutations at positions 202 (exon 4) and 376 (exon 5) is
related to activity deficiency and results in the enzyme variant G6PD A"
(G202A/A376G), characterized by two amino acid substitutions, V68M and
N126D (7,12,13). The G6PD A" haplotype reduces the protein intracellular
stability and decrease the enzyme activity promoting an deficiency phenotype in
vivo (12,14). This G6PD deficiency may lead to hemolysis, impairing the
erythrocytes lifespan and have been selected to protect against malaria in
africans endemic areas (15). Thus, these mutations are the most common
polymorphic variants associated with G6PD deficiency in Africa population and
are increased in Brazil due to colonization patterns (12,15). Furthermore, high
frequency of these variants is also reported in the Brazilian population where
Plasmodium sp. is endemic, but few studies on the prevalence of these variants
have been reported (15).

In this present study, we investigated whether variants in G6PD gene
could influence leprosy susceptibility. To evaluate this hypothesis, we selected
G6PD A variants - rs1058028 (V68M) and rs1058029 (N126D)- and performed
a case-control study stratifying for male and female, since the gene is located at
the X chromosome, and tested the association in a Rio de Janeiro population.

Finally, we performed functional analysis to investigate a genotype-phenotype
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correlation by characterizing the influence of G6PD A" haplotype on the survival

of M. leprae in host cell.

Materials and Methods

Subjects and study design

For the case-control study, we used DNA samples from 1.229 individuals
including 633 leprosy cases (196 men- mean age 40.3 and 153 women- mean
age 43.0) from the Souza Araujo outpatient unit at Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil), and 596 unrelated healthy bone marrow
donors (331 men- mean age 33.8 and 265 women- mean age 33.8) from the
same geographical area as previously reported (16). Leprosy diagnosis was
confirmed by clinical, histological and serological features for each patient,
which were then classified according to Ridley and Jopling (17) and treated as
recommended by World Health Organization. Demographic and clinical
characteristics of our sample is summarized in Supplementary Table 1. The
procedures included in the present study were approved by Human Research

Ethics Committee of Fiocruz (Protocol no. 976.330).

SNPs selection and linkage disequilibrium (LD) analysis

In order to select variants with biological relevance in G6PD gene, we
firstly retrieved SNPs annotation using ANNOVAR (18) with refGene hgl9 (11
dec 2015) from 1000 Genomes phase 3 populations: African (ENS, GWD, LWK,
MSL and YRI), Europeans (CEU, FIN, GBR, IBS and TSI) and Amerindians.

Then, we performed Principal Components Analysis (PCA) using EIGENSOFT

76


https://www.zotero.org/google-docs/?iBgYww
https://www.zotero.org/google-docs/?EHkpip
https://www.zotero.org/google-docs/?LidqN5

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

4.2 to search for functional SNPs from the main clusters created for PC1 and
PC2. Linkage disequilibrium (LD) analysis and haplotype inferences in
Europeans and Africans were analyzed by HAPLOVIEW (19). SNPs were
selected by decreasing values of “SNP weight” for the principal component 1
(PC1) and together with the functional annotation based on genomic position,
allelic frequency (MAF>5%), LD (r?<0.8) and non-synonymous mutations sorted
from literature. Thus, also based on the SNP frequency in Latin American
populations (10), we selected the non-synonymous mutations rs1050828 and
rs1050829. In addition, the three Brazilian cohort-specific from EPIGEN
consortium (90 individuals from Salvador, 88 from Bambui and 87 from Pelotas)

(https://epigen.grude.ufmg.br) were consulted to compare haplotype

frequencies (20-22).

SNP genotyping and case-control statistical analysis

Genomic DNA (gDNA) was extracted from frozen blood samples by the
salting out method (23). Variants (rs1058028 and rs1058029) were genotyped
using TagMan® Genotyping Assays designed for allelic discrimination in
StepOnePlus® Real-Time PCR System (StepOne 2.1 software) following
manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific). Samples were run in a
final volume of 5 pL (2.5 yL of the TagMan Genotyping Master Mix and 0.125
pL of the TagMan primers and probes). Genotypic, allelic and minor allele
carrier frequencies between cases and controls were compared by logistic
regression adjusted for covariates gender and ancestry, as described previously
(16,24). Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was estimated by Chi-
square and it was in agreement in both groups. Odds Ratio (OR) were used to

estimate association with leprosy and was calculated in R software v. 3.3.1(16),
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using the package genetics. Genomic ancestry from individuals was inferred by
46 Indel-Ancestry Informative Markers (AIMs) (25), genotyped in a single
multiplex PCR followed by capillary electrophoresis in ABI 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher), according to the protocol previously described
(PKLR, 2018). Individual and population ancestral contributions were estimated
by Structure v.2.3.3 (26). Individuals with missing genotypes or ancestry

information were excluded from the analysis.

Functional assays

Subjects and study design

For the functional assays, we used DNA samples from 163 health
subjects (47 men and 116 women) employees or students of the Oswaldo Cruz
Foundation-RJ. The frequencies of the G6PD SNPs and the individuals
recruited for the functional assays are summarized in Supplementary Table 3.
Genotyping for the G6PD SNPs in these samples was according to the
methodology described in case-control study. The procedures included in the
present study were approved by Human Research Ethics Committee of Fiocruz

(Protocol no. 976.330).

Mycobacterium leprae purification

M. leprae Thai-53 strain (27), originally donated by Dr. James
Krahenbuhl (National Hansen’s Disease Program, Laboratory Research
Branch, Louisiana State University, Baton Rouge, LA, USA) was used to infect
athymic nude mice bred in the Lauro de Souza Lima Institute (Bauru”, Séo
Paulo, Brazil) under germ-free conditions with 10 bacilli in each posterior

footpad. After six months the mice were sacrificed by a lethal dose of ketamine
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(300 mg/Kg) associated with xylazine (30 mg/Kg) (Syntec, S&o Paulo, Brazil),
skin and bones were removed from the footpads aseptically in RPMI medium,
and the remaining tissues were cut into small pieces with sterilized scissors and
tweezers. The tissues were then gently dissociated for 2 h at 33°C in a solution
comprising 15 mg/mL collagenase type |, 7 mg/mL dispase, 50 ug/ mL DNAse
and 100 pg/mL ampicillin (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) dissolved in
Milli-Q (Millipore, Darmstadt, Germany) ultrapure water. After digestion, the
resultant suspension was transferred to 1.5 mL tubes, centrifuged at 12,000 x g
for 5 min and the supernatant was discarded. The pellet was washed twice with
1.5 mL water at 12,000 x g for 5 min, resuspended in 0.1 N sodium hydroxide
(Sigma, St. Louis, MI, USA) and immediately centrifuged at 12,000 x g for 5
min. The purified bacilli were washed twice with 1.5 mL RPMI medium (LGC,
Cotia, SP, Brazil) and the pellet was mechanically dissociated by passing the
suspension through a 26-gauge needle. M. leprae preparations supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Cripion, Andradina, SP, Brazil) were stored
for up to 3 days at 4°C. The viability of M. leprae was determined by assessing
membrane integrity using the LIVE/DEAD BacLight bacterial viability kit (Life
Technologies, CA, USA), performed according to the manufacturer’s
instructions. Bacilli were quantified by direct counting as described by Shepard

and McRae (1968) (28).

Primary monocytes isolation and infection

Primary monocytes were isolated from healthy donors previously
genotyped for our SNPs of interest. The cells were obtained from peripheral

blood mononuclear cells (PBMCs) under endotoxin-free conditions by density
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sedimentation over Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Science, United
Kingdom). PBMCs were allowed to adhere in culture flasks (Nunc, USA) for 2h
in serum-free RPMI medium at 37 °C. Non-adherent cells were removed by
washing with phosphate buffered saline (PBS) solution. Adherent peripheral
blood monocytes were cultivated in complete RPMI 1640 medium at 37 °C with
5% COa2. After two hours, cells were infected with M. leprae (MOI = 50:1

[bacteria/cell]) for 48h.

Total RNA extraction and reverse transcription

Total RNA from primary monocytes was isolated using TRIzol® reagent
according to the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific). RNA
was DNAse-treated by DNA-free kit following the instructions of Thermo Fisher
Scientific. RNA integrity was assessed by 1.2% agarose gel electrophoresis.
Five hundred nanograms of total RNA were reversely transcribed into cDNA by
SuperScript VILO master mix synthesis kit following the manufacturer’s
instructions (Thermo Fisher Scientific). Before use, cDNA was diluted 50 times

in water.

Gene expression analysis by real time RT-PCR

Real time gPCR was performed using Fast SYBR Green master mix
according to the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific). Primers
sequences used are available in the supplementary table 2. Data analysis for

relative gene expression was carried out using the comparative Ct method (29).
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Molecular determination of M. leprae intracellular survival

Intracellular survival of M. leprae was estimated by a real time PCR-
based method as described elsewhere (30). Briefly, M. leprae 16S RNA was
detected using the same cDNA generated above. The levels of M. leprae 16S
RNA were then normalized by the 16S DNA, which was obtained from the
preparation used for RNA isolation following the DNA extraction protocol by

Thermo Fisher Scientific.

G6PD Activity in primary monocytes

G6PD activity was assayed with 1x106 cells after 48 hours of infection in
culture and lysed in hypotonic buffer (25 mM KH2PO4, 10 mM MgCI2, pH 7.4).
Cell extracts were used 1:2 with enzyme-specific reaction medium containing
50 mM Tris-HCI (pH 7.4) with 5 mM MgCI2, plus 1 mM glucose 6-phosphate
and 0.2 mM NADP+. We measured the presence of reduced NADP by
determining absorbance at 340 nm using eon high performance microplate

Spectrophotometer (BIOTEK).

Results

G6PD A376G (rs1058029) association with leprosy in males

We observed that female leprosy patients from Rio de Janeiro carry
higher frequency of heterozygous (AG and GA) compared to controls for both
SNPs G202A and A376G (Table 1). However, no significant association with
leprosy were observed after ancestry adjustments in this group. Minoritarian
alleles were rare, as expected (0% for G202A and 1-2% for A376G). In the male

group, the frequency of hemizygous for the mutant allele was not different for
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G202A but were increased in leprosy patients (16%) for A376G SNP comparing
to controls (6%). After covariate adjustment, hemizygous G- (A376G) was
associated with leprosy susceptibility (OR=2.16, CI=1.02-4.58, p=0.04),
suggesting that G6PD has a modest role on leprosy predisposition in this group.
Also, to evaluate the G6PD SNPs in other Brazilian cohorts we assessed the
frequency of both variants in EPIGEN and 1000Genomes. Population with
higher African ancestry, (Salvador), have the highest frequency for both variants
compared to European cohorts (Bambui and Pelotas) (Supplementary Table 4

and 5).

M. leprae induces G6PD expression dependent on the host genotype

Our previous findings demonstrated that G6PD activity is crucial for the
intracellular survival of M. leprae in Schwann cells. On the present work we
observed that G6PD expression was also upregulated during infection of
macrophages (Figure 1A). We also described association between A376G
genotype and with leprosy in males (Table 1). To address the genotype-
phenotype correlation, we isolated primary monocytes from healthy donors
previously genotyped for G6PD mutations (G202A and A376G), which were
clustered in two haplotype groups (G6PD variant A’). The female group were
represented by those wild-type individuals (GG/AA) and the heterozygous
(AG/AG), while the male group compared the wild-type individuals with the
hemizygous A-/G-. As expected, mycobacteria significantly increased G6PD
expression in infected monocytes (Figure 1A). However, G6PD expression
levels were not significantly different among females GG/AA in comparison to
heterozygous AG/AG haplotype (Figure 1B). In contrast, primary monocytes
from males carrying the haplotype A-/G- exhibited a higher basal G6PD
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expression (Figure 1C). However, it is possible that to maintain active enzyme
levels the individuals carrying the haplotype A" increase basal G6PD expression
Furthermore, to complete the data, we analyzed the expression of glucose
transporter SLC2A1 (GLUT-1) in female monocytes. We detected an extremely
significant increase of induction of this transporter in infected monocytes

(Supplementary figure 2)

M. leprae infection in human monocytes upregulate glucose-6-phosphate

dehydrogenase (G6PD) activity and viability in primary monocytes.

To confirm if the augmented G6PD expression was linked with the
enzyme activity, we performed an assay to evaluate monocytes G6PD activity
by NADPH generation from the same individuals. As expected, mycobacteria
significantly increased G6PD activity in infected monocytes (Figure 2A).
However, G6PD activity levels were not modulated by the different haplotypes
among males and females (Figure 2B).

To address the impact of host haplotypes on antimicrobial mechanisms against
mycobacteria, monocytes cells were infected with M. leprae with MOI 50:1
(Figure 3 A and B). G6PD haplotypes did not interfere with bacillus intracellular
viability in female (Figure 3A) or male primary monocytes (Figure 3B) primary

monocytes after 48 hours of infection.
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Discussion

As intracellular pathogen, Mycobacterium leprae is dependent on the
host cell metabolism, since key central metabolism genes were evaluatively
purged compared during M. leprae specialization (31,32). Previously, we
showed that G6PD increase in expression and activity is crucial for bacillus
survival in Schwann cells, suggesting a dependence of the host pentose-
phosphate pathway for M. leprae growth. Here, in this work, two G6PD selected
SNPs (G202A and A376G), which generates a decrease of enzyme activity by
10-60%, had no association for resistance to leprosy as we expected. On the
contrary, a high frequency of both mutations was observed in patients from Rio
de Janeiro and a modest association with leprosy susceptibility was detected for
A376G in males. Besides that, G6PD mutant alleles did not impact the bacillus
viability in vitro. We believe that a growth of G6PD activity caused by bacillus
and the increase of the basal expression in monocytes from men carrying both
mutant alleles (G202A-A376G) generated a compensatory effect on the number

of enzymes active in the A monocyte.

The G6PD gene plays a central role in glucose metabolism for living
organisms. Here, we evaluate the two most common variants for G6PD
deficiency in sub-Saharan Africa populations. Although missense, none of the
variations induce complete loss of enzyme activity (34), but impact in the
intracellular enzyme stability (12)(14,33). G6PD-deficient erythrocytes are
unable to maintain glutathione reductase homeostasis (GSH) raising an
uncontrolled oxidative stress, especially in the presence of reactive oxygen
species inducers, such as the antimalarial drug primaquine (15,42,43). Due to

the hemolysis, malaria parasite is not able to reproduce inside RBCs (36,37).
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Thus, mutations in the G6PD gene are well described as protective for malaria
in Africa (10,11,35) (14,34-36). So, we hypothesized that malaria resistant
polymorphism could be associated with leprosy susceptibility. Indeed, a modest
risk association for SNP rs1050829 (A376G) with leprosy was observed in our

male case-control studies after ancestry adjustments.

The hemolysis leads to the release of hemoglobin (Hb) to the blood
plasma, which is captured by acute phase proteins such as haptoglobin,
forming the Hp-Hb complex (34). The literature already demonstrates that this
complex can be internalized in macrophages by the CD163 receptor, protecting
the cells from oxidative damage caused by cell-free Hb (35-37). Our previous
data indicate that Hb, Hp and CD163 grows in patients with severe lepromatous
leprosy (LL) inducing anti-inflammatory pathways and favoring the survival of M.
leprae (38). Within the macrophages, the enzyme heme-oxygenase can act in
the heme break and iron release to be used by the mycobacteria. Iron is
recognized as a crucial component for mycobacterial survival inside
macrophage (39). These hypotheses may help explain the increased frequency
of polymorphisms in the patients and the association with the disease
demonstrated by SNP1050829 in men. We believe that in the purification of
monocytes for in vitro experiments, we a number of structures involved in this
process, such as haptoglobin. Hence, we did not find significant differences in

the viability in vitro assays.

Our findings revealed that M. leprae increased both G6PD expression
and glucose-6-phosphate dehydrogenase activity demonstrating that this
pathway is also activated in monocytes, where G6PD mutations are little or

hardly studied (44). The induction of G6PD expression did not occur in
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hemizygous haplotype A- (A-/G-) compared to wild-type, which may be justified
because the basal expression of G6PD is already high in male group. In
general, the variant G6PD A" was not able to decrease monocytes G6PD
expression and enzymatic activity in vitro. This may have occurred because
monocytes preserve protein synthesis and are able to supply the cell with active
enzyme, unlike RBCs, which besides lost dehydrogenases during erythroid cell
differentiation (39). However, it is possible that to maintain active enzyme levels
the individuals carrying the haplotype A" increase basal G6PD expression.
Finally, the variant A- did not interfere with intracellular bacillus viability. This is
possible since monocytes (A-/G-) and infected cells have higher levels of G6PD
MRNA, which maintain the level of active enzymes and support the increase in

enzyme activity, allowing Mycobacterium leprae to survive.

In summary, our study indicates that G6PD pathway is relevant in M.
leprae infection since we observe higher G6PD expression as well as higher
G6PD activity in monocytes infected with mycobacteria. Regardless of the
A376G susceptibility association found in males from Rio de Janeiro, it is
possible that the maintenance of higher glucose-6-phosphate dehydrogenase
levels / activity in monocytes maintain the viability of the bacillus independently
of the host genotype. However, it is clear that G6PD play a role during M. leprae
infection, but it seems that genetic findings and genetic modulation, at least for
the SNPs tested here, were not regulating and impacting importantly leprosy

outcome.
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Supplementary Table 1.

Demographic and clinical characteristics of the individuals

from the case-control study in Rio de Janeiro.

Female Male

Control Case Control Case

(n=272) (n =325) (n =363) (n =335)
Age, years

43.0+ 144 40.3+14.2

Mean (£SD)?2 26.8+15.7 33.8+11.7
Ancestry, n® (%) n =258 n=141 n =320 n =206
African 0.17 0.29 0.18 0.30
European 0.71 0.58 0.70 0.56
Native-american 0.12 0.13 0.11 0.13
WHO classification, n® (%)
Paucibacillary - 0.53 (173) - 0.37 (124)
Multibacillary - 0.47 (152) - 0.63 (211)

a Standard deviation

b Number of individuals with available information. The number of genotyped individuals may be
different from the total number due to missing information.
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Table 1. Logistic regression for SNPs G202A and A376G in population from Rio de

Janeiro.
Rio de Janeiro
G202A (r51050828) A376G (rs1050829)
OR OR OR OR
CONTROLS CASES CONTROLS CASES
Male (1c) (1c) Male (1c) (1c)
N =321 N =196 N =331 N =159
p value p value* p value p value*
G- 311(0.97) | 184 (0.94) - - A- 310(0.94) | 134 (0.84) - -
2.02 1.31 2.75 216
A- 10(0.03) | 12(0.06) | (0.85-4.78) | (0.46-3.73) G- 21 (0.06) 25(0.16) | (1.48-5.09) | (105458
0.10 0.60 0.001 .
OR OR OR OR
CONTROLS CASES CONTROLS CASES
Female (1C) (1C) Female (1C) (1C)
N =264 N=125 N =265 N =153
p value p value* p value p value*
GG 241(0.91) | 104 (0.83) - - AA 225 (0.85) | 114 (0.75) - -
2.21 1.17 2.00 1.37
GA 22(0.08) | 21(0.17) | (1.16-4.19) | (0.44-3.14) AG 36 (0.14) 36(024) | (1.18-339) | (5655.90)
0.01 0.74 0.009 040
1.09 0.69
AA 1(0.00) 0(0.00) NA NA GG 4(0.02) 3(0.02) (0.19-6.05) | (0.06-6.94)
0.91 0.75
Allele G | 504 (0.95) | 229(0.92) - - Allele A | 486(0.92) | 264 (0.86) - -
1.92 1.07 1.71 1.18
Allele A | 24(0.05) | 21(0.08) | (0.81-4.53) | (0.29-3.99) | AlleleG | 44 (0.08) 42(0.14) | (0.88-3.29) | (0.47-2.95)
0.13 0.91 0.10 0.72
2.11 1.13 1.91 1.29
Acarrier | 23(0.08) | 21(0.17) | (1.12-3.99) | (0.42-3.00) | G carrier | 40(0.16) 39(0.26) | (1.14-3.18) | (0.62-2.68)
0.02 0.80 0.01 0.48
Male study presented 363 controls and 335 patients. Female study have 272 controls and 325 patients.

*p-value adjusted for sex and ancestry. Significant p-values are in bold.
NA=logistic regression was not possible due to low frequency of the SNP
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Figure 1. M. leprae-infected human monocytes increase the
phosphate dehydrogenase (G6PD) depended of host genotype. (A) G6PD

51 *
[ ——
41 _'.._ *
*
34
[ ]
2 *
*
11 00 M3
——
®
0 T T T T
v ,\0' \@6 @b
© e \ef’ @
Q& Q&
W @
© v

expression of glucose-6-

expression in human primary

monocytes isolated from healthy donors after 48 hours of M. leprae infection (MOI 50.1) (B) G6PD expression
in female infected-monocytes comparing the G6PD SNPs - rs1050828/rs1050829 genotypes (C) G6PD
expression in male infected-monocytes comparing the G6PD SNPs - rs1050828/rs1050829 genotypes.
Comparisons between control and infected were performed using the Wilcoxon test (*p = 0.05). Comparisons

between genotypes were performed using the Mann Whitney test (*p = 0.05).
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Figure 2. M. leprae-infected human monocytes increase the activity of glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD) independent of host genotype. (A) G6PD expression in human
primary monocytes isolated from healthy donors after 48 hours of M. leprae infection (MOI 50.1) (B)
G6PD expression in men human primary monocytes comparing the G6PD SNPs -
rs1050828/rs1050829 genotypes. Comparisons between control and infected were performed using

the Wilcoxon test (*p = 0.05)
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Figure 3. The host genotype does not interfere with the viability of the bacillus in
primary monocytes. Intracellular survival of M. leprae in human primary monocytes isolated from
healthy donors after 48 hours of infection (MOI 50.1) (A) In women primary monocytes comparing
different G6PD SNPs (rs1050828/ rs1050829) (B) In men primary monocytes comparing different
G6PD SNPs (rs1050828/ rs1050829).
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Supplementary Table 2. Primers sequences used in gRT-PCR reactions

Primer (5°-3’) Forward Reverse
16S GCATGTCTTGTGGTGGAA AGC CACCCCACCAACAAGCTGAT
G6PD AGAGCTTTTCCAGGGCGAT CACCAGATGGTGGGGTAGAT
SLC2A1 TCTGGCATCAACGCTGTCTT TGACGATACCGGAGCCAATG
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health subjects of Oswaldo Cruz foundation and individuals recruited for functional

Supplementary Table 3. Frequency of G6PD SNPs (rs1050828/ rs1050829) in

assays.
rs1050828 rs1050829
Males Alleles Individuals® | functional | Mean Males Alleles Individuals® | functional | Mean
=47 assays’=9 | Age® =46 assays’=9 | Age®
G6PD Normal G- 44 (0.93) 6 37.6 G6PD Normal A- 39 (0.84) 6 37.6
Hemizygous A- 3(0.06) 3 32.3 Hemizygous G- 10(0.152) 3 32.3
functional
Individuals? Mean Individuals® | functional | Mean
Females Genotype assaysb= Females Genotype
=116 Age® =18 assays”=18 | Age®
18
Homozygous GG 101 (0.87) 13 30.85 Homozygous AA 91 (0.78) 13 30.85
Heterozygous GA 10(0.08) 4 29.75 | Heterozygous AG 21(0.18) 4 29.75
Homozygous AA 1(0.008) - - Homozygous GG 1(0.08) - -
aTotal genotyped individuals

b Individuals recruited for functional assays
¢ Mean age of the individuals recruited for the functional assays
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Supplementary Table 4. Frequency of G6PD rs1050828 (pVal98Met) genotype in

different populations from 1000 genomes and Epigen databases

1000 Genomes Epigen
Males Bambui Salvador Pelotas
Genotype/ AFR (YRI) EUR (CEU) _ _ _
Allele Nror = 52 Nror = 49 (N=52) (N=47) (N=47)
G6PD Normal G 40 (0.76) 49 (1.00) 0.98 0.91 0.99
Hemi ) .01
emizygous A- 12 (0.23) 0(0.00) 0.02 0.09 0.0
Females Bambui Salvador Pelotas
AFR (YRI) EUR (CEU) _ N -
Nror = 56 Nror = 50 (N=52) (N=47) (N=47)
H 81 }
omozygous GG 36 (0.64) 50 (1.00) 0.96 0.8 0.98
Heterozygous GA 18 (0.32) 0(0.00) 0.04 0.19 0.02
Homozygous AA 2(0.03) 0(0.00) 0.00 0.00 0.00
Allele G 90 (0.45) 100 (1.00) 0.98 0.91 0.99
Allel . ) .01
ele A 22 (0.55) 0 (0.00) 0.02 0.09 0.0
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Supplementary Table 5. Frequency of G6PD rs1050829 (p. Asn126Asp) genotype
in different populations from 1000 genomes and Epigen databases

1000Genomes Epigen

Males Bambui Salvador Pelotas
AFR (YRI) EUR (CEU)

Genotype/Allele Nror = 52 Nror = 49 (N=52) (N=47) (N=47)

G6PD Normal A- 31(0.59) 49 (1.00) 0.94 0.79 0.95
Hemizygous G- 21 (0.40) 0(0.00) 0.06 0.21 0.05
Females Bambui Salvador Pelotas

AFR (YRI) EUR (CEU)
Neor=56 | Nor=so | (N=52) | (N=47) | (N=47)

Homozygous AA 22 (0.39) 50 (1.00) 0.90 0.60 0.92
Heterozygous AG 27 (0.48) 0(0.00) 0.10 0.38 0.08
Homozygous GG 7(0.12) 0(0.00) 0.00 0.02 0.00
Allele A 71(0.63) | 100(1.00) 0.95 0.79 0.96
Allele G 41(0.37) 0(0.00) 0.05 021 0.04
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Supplementary figure 1. G6PD expression in primary monocytes. (A) G6PD expression
in female primary monocytes (B) G6PD expression in man primary monocytes. Comparisons between

control and infected were performed using the Wilcoxon test (**p < 0.05).
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Supplementary figure 2. M. leprae-infected human monocytes increase the expression of
glucose transporter GLUT-1 (SLC2A1). (A) SLC2A1 expression in female human monocytes after
48 hours of M. leprae (MOI 50.1) infection. (B) SLC2A1 expression in female infected-monocytes
comparing the G6PD SNPs - rs1050828/rs1050829 genotypes. Comparisons between control and
infected were performed using the Wilcoxon test (***p < 0.0005).
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Supplementary Figure 3. Linkage disequilibrium analysis of G6PD candidate SNPs in African

101



L

L[

GBLLEELELS]

E6EZLFES]

BB¥ELGELS]

89¢ L3g.Ls)

LEEOEESS]

L15C948]

915Za4s)

158481

GCB0501S)

FO6SLSES]

G065 LSCs

06698655

GEFLLOES]

161050151

DSSEGET LS

9065LSES]

© LE¥BEETIS!

LE0SLECLLS)

BElock 1 (16 ki)

=]
o

Supplementary Figure 4. Linkage disequilibrium analysis of G6PD candidate SNPs in European
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conclusoes
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1. DISCUSSAO

O Mycobacterium leprae € capaz de promover inUmeras alteragdes no
perfil caracteristico de suas células hospedeiras (100-103,109). A infeccao das
células de Schwann sabidamente promove a sobrevivéncia, mudanca para um
estagio amielinico e rejuvenescimento (102). Apesar de todos esses aspectos
serem extremanamente abordados pela literatura, alteragdes do metabolismo
destas células que acompanham essa plasticidade fenotipica durante a infeccéo
foram pouco ou nada abordados durante mais de cem anos de deteccao do

patogeno.

Apesar do seu reconhecido e classico papel na manutencdo dos niveis
de ATP celular, a mitocondria € uma organela multifuncional atuando em
diversas atividades da célula (269). De fato, fomos pioneiros em avaliar as
alteracdes desta organela decorrentes da presenca do M. leprae na célula. A
mitocondria é uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio nas células
(270). Varios complexos respiratorios vazam elétrons ao oxigénio, produzindo
principalmente &nion superoxido e consequentemente elevando os niveis de
peréxido de hidrogénio e peroxinitrito, ambos oxidantes fortes que reagem
indiscriminadamente com DNA, proteinas e lipideos (271,272). E possivel que o
bacilo na tentativa de induzir a formacao de corpusculos lipidicos (127), permita
o desacoplamento mitocondrial para se proteger do estresse oxidativo na célula,
uma vez que proteinas desacopladoras, como a UCP-1 (uncouplin protein 1)
diminui drasticamente as emissdes de ROS e que é reconhecidamente ativada
por acidos graxos (273,274). Essa macromolécula (UCP-1) é amplamente
expressa e tem importancia reconhecida no tecido adiposo marrom (275) e
elucubramos que o M. leprae possa de certa forma influenciar nos niveis desta

proteina nas CS.

Acompanhando a diminuicdo do potencial elétrico mitocondrial,
detectamos uma diminuicdo de DNA mitocondrial em 120 horas de infeccao
(Figura 2.1A apresentada no capitulo Il). De certa forma, acreditamos que 0s
problemas ocasionados nas mitocondrias podem estar relacionados com a
desmielinizacdo caracteristica da doenca, uma vez que o ciclo de Krebs esta

envolvido com a producdo de mielina (276). Além disso, estudos recentes
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demonstraram que prejuizos ou falta de uma maquinaria ideal de mitofagia
podem levar danos mitocondriais liberarem mtDNA (277). Nao fomos capazes
ainda de determinar todos os mecanismos mitofagicos nas CS, porém
reconhecemos que uma possivel liberagdo de mtDNA poderia ser uma forma
interessante do bacilo promover um nicho favoravel a sua sobrevivéncia pela
intensificacdo da inducéo de IFN tipo | (278). O M. leprae é capaz de ativar a via
através reconhecimento de DNA por sensores citoplasmaticos de acidos
nucléicos como cGAS (117,124). A inducdo da via de IFN- tipo | € normalmente
critica para formacdo de uma resposta antiviral, porém, a sua participacdo em
infeccbes por bactérias intracelulares parece ser essencial para a sobrevivéncia
desses organismos (264). Os sensores citoplasmaticos de DNA como o cGAS

sao promiscuos, ligando-se a qualquer DNA dupla fita“incluindo o mitocondrial.

Para os mecanismos que geram a diminuicdo do potencial elétrico
mitocondrial (Figura 2G do artigo apresentado no capitulo IlI) apresentados
outras hipoteses baseadas na observacdo dos nossos resultados. Nosso grupo
observou o efeito de forma mais significativa em células expostas ao M. leprae
vidvel, o que direcionou a analise dos mecanismos de viruléncia do bacilo
envolvidos com seu metabolismo / mecanismos de escape. A primeira hipotese
envolve o fator de viruléncia ESAT-6 (279). A RD-1 é uma regido do genoma
micobacteriano responsavel por codificar fatores intrinsecos a sua viruléncia.
Esta regido é responsavel por codificar as proteinas CFP-10 (do inglés 10- KDa
culture filtrate protein) e ESAT-6 (“6kDa early secreted antigenic”) (280). A Cepa
de BCG nao apresenta essa regido, ndo sendo capaz de atingir o citosol da
célula hospedeira e por esse motivo é considerada ndo patogénica (281).
Estudos ja demonstraram que ESAT-6 € capaz de abrir poros nas membranas
dos fagossomos contendo Mycobacterium tuberculosis, sendo este um
mecanismo utilizado pelo bacilo para evadir de ambientes hostis, caracteristica
ja demonstrada também pelo M. leprae (282). Infec¢cdes em células HeLa com
Lysteria monocitogenes revelaram modulagéo e disfuncdo mitocondrial através
da toxina formadora de poros listeriolisina O, de fungcdo homologa a ESAT-6 do
M. leprae (256). Acreditamos entdo que o bacilo, ao ativar os seus fatores de
viruléncia pode abrir poros na membrana interna mitocondrial através da ESAT-

6, provocando dessa forma desacoplamento, queda do potencial elétrico
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mitocondrial e posterior diminuicdo das mitocondrias, gerando por fim a reducéo
nos niveis de DNA mitocondrial e expressdo dos genes mitocondriais

observados por nosso grupo anteriormente (264).

Apesar dos dados in vitro demonstrarem modulagcdes na fisiologia
mitocondrial das células de Schwann, ndo encontramos modula¢g@es nas CS de
nervo sural ou ulnar de pacientes hansénicos. Em principio esse efeito ja era
esperado por nés uma vez que o bacilo é capaz de induzir IGF-1 nas células
infectadas e impedir a apoptose (109). Em contrapartida a esses achados,
observamos inchago nas mitocondrias axonais mielinicas e ndo mielinicas das
fibras axonais dos pacientes com hanseniase sem qualquer sinal de infiltrado
inflamatorio, desmielinizacdo ou fibrose (Figura 2K e 2L do artigo apresentado
no capitulo Il). Resultados adicionais do nosso grupo demonstraram uma
diminuicdo de DNA mitocondrial em nervos de pacientes com hanseniase em
detrimento a outras neuropatias (Figura 2.2 apresetnada no capitulo 1l). O
inchaco mitocondrial é marca da abertura de poros de permeabilidade
mitocondrial, que dependendo do insulto, pode ocasionar apoptose (283-285),
assim, acreditamos que os impactos causados na mitocondria podem direcionar
outros mecanismos envolvidos na lesdo neural que € caracteristica da
hanseniase. Como as células de Schwann sdo responsaveis pelo envio de
metabdlitos, como lactato para os axénios, acreditamos que a diminuicdo do
envio de lactato pode estar promovendo o inchacgo e perda de DNA mitocondrial
(Figura 3.3B- Anexos) e propiciando a morte axonal.

Acompanhando a atuacdo de M. leprae nas mitocéndrias das células
infectadas, detectamos a diminui¢do dos niveis de lactato no sobrenadante das
células infectadas (Figura 3A do artigo apresentado no capitulo I). Esta
diminuicdo pode ser considerada impactante e inesperada pelo nosso grupo.
Diante do fenétipo mitocondrial danoso (Figura 2C e 2G do artigo apresentado
no capitulo 1) e modulagbes ocasionadas por patégenos discutidas na
introducéo deste trabalho, acreditavamos em uma reprogramacdo da célula
infectada para o famoso efeito Warburg. Além disso, os transportadores de
lactato apresentaram aumento nos niveis de RNAm nas CS infectadas pelo M.

leprae (Figura 3H do artigo apresentado no capitulo Il). De fato, ndo sabemos

106



se este aumento € uma forma de compensar a diminuicdo de lactato produzido
dentro da célula, tentando exportar o maximo possivel de moléculas (lactato), ou
de transportar mais lactato do meio extracelular para o meio intracelular
estabelecendo os requisitos metabolicos da célula. Este ultimo topico s6 entra
em discussao porque os transportadores de monocarboxilatos (MCTs) séo
capazes de fazer o transporte de lactato em ambas as direcGes. De toda forma,
resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa utilizando lactato radioativo
demonstrou que grande parte dos carbonos provenientes do lactato foram
detectados em glicerideos como diacilglicerois e triacilglicerois. Dessa forma,
acreditamos que o carbono a ser exportado na forma de lactato estd sendo
reutilizado na exacerbada sintese de lipideos sabidamente modulada pelo

patégeno (127,131,132).

O aumento da captacdo de glicose avaliada pela internalizacdo de 2-
NBDG e acompanhada pelo aumento da expressdo do receptor GLUT-1 em
células de Schwann infectadas foi um dos grandes efeitos detectados neste
trabalho (Figura 1 do artigo apresentado no capitulo I1l). A magnitude do IGF-1
na infecgdo demonstrada em estudos anteriores ao nosso, nos fez questionar a
relevancia deste na modulacdo metabdlica direcionada pelo bacilo. O IGF-1 faz
parte do grupo de fatores de crescimentos semelhantes a insulina (IGFS),
podendo apresentar efeitos em crescimento, proliferacdo, prevencédo de
apoptose, diferenciacao celular e metabolismo energético (286,287). Estudos ja
comprovaram sua participagdo no aumento de transportadores de glicose do tipo
GLUT-1 e GLUT-4 (154). Ensaios do nosso grupo demonstraram que o IGF-1
recombinante foi capaz de induzir em 24 horas o aumento da captacao de glicose
e expressao de GLUT-1(SLC2A1) nas células de Schwann da linhagem ST8814
(Figura 3.1- anexos). Além disso, resultados preliminares demonstraram que o
efeito foi revertido com a utilizacéo do neutralizante do receptor do tipo 1 de IGF-
1 (IGF-IR) (Figura 3.1D -anexos). Assim, acreditamos que a sinalizagao por IGF-
1 esta relacionada ao aumento da captacéo de glicose e aumento da expressao
do receptor GLUT-1 em células de Schwann infectadas pelo M. leprae. Nos
analisamos também de forma preliminar a atuacdo de mTOR nestas células
infectadas. Para além da sua importancia no controle do crescimento celular, o

MTOR tem sido relacionado a inibicdo da autofagia e aumento da captacao e
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metabolizacdo de glicose (288,289). Nés detectamos que as células de Schwann
infectadas apresentaram indugao da expressao de mTOR (Figura 3.2A- anexos)
e que a utilizacdo de rapamicina, seu potente inibidor, foi capaz de diminuir a
viabilidade do bacilo (Figura 3.2B- anexos). Além disso, utilizamos como
comparacdo a metformina (Figura 3.2B-anexos), um farmaco amplamente
utilizado para diabetes tipo Il e que é capaz de inibir fracamente o complexo
MTOR através da ativacdo de AMPK (290). A principio acreditamos que a
participacdo da metformina no aumento da captacéo de glicose da célula tenha
sido favoravel a sobrevivéncia do bacilo e por isso a viabilidade se manteve. E
importante ressaltar que o receptor IGF-1R e mTOR j& estdo vinculados na
literatura cientifica através da via IGF-1R- PI3K-AKT- mTOR j& descrita na
ativacdo e migracédo de células cancerosas (291,292). De fato, acreditamos que a
ativacdo destas moléculas pode estar interligada e o bacilo pode estar
modulando o metabolismo celular, a apoptose ao mesmo tempo que foge de
mecanismos microbicidas, como a autofagia. Além disso, é imprescindivel
discutir que alguns estudos ja demonstram a participacado do fator de viruléncia
ESAT-6 encontrado em M. tuberculosis e M. leprae nestes processos de
internalizacdo de glicose (129,293). O estimulo com ESAT-6 recombinante &
capaz de aumentar os niveis de captacédo de 2-NBDG e expressao de GLUT-1
em macrofagos da linhagem THP-1 (293). Os mecanismos de ativacdo dessa
captacado ainda continuam pouco conhecidos, mas tornam ESAT-6 também um
bom alvo para futuros estudos que procurem desvendar os mecanismos que

ativam as modula¢Bes encontradas por nés neste trabalho.

A infeccdo pelo M. leprae ja € reconhecida por induzir a expressédo de
citocinas pré-inflamatérias como IFN-Y e TNF (14,294-297), que por sua vez
induzem ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Ao
longo de 50 anos, a literatura demonstrou a importancia de ROS na morte de
patdgenos intracelulares (298). Assim, torna-se interessante o M. leprae, sendo
um patégeno intracelular, controlar os niveis de ROS para a sua sobrevivéncia.
A partir destas consideracdes, conseguimos explicar os dados referentes ao
aumento de atividade e expressdo de G6PD e enzima mélica (Figura 4A, C, D,
G e | do artigo apresentado no capitulo Il) tanto em amostras oriundas de células

como em lesbes de pele e nervo de pacientes. Essas enzimas sao grandes
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produtoras de poder redutor na forma de NADPH, que pode ser utilizado por
GSR (Figura 4K do artigo apresentado no capitulo Il) para manter o sistema
glutationa e controlar ROS intracelular. A partir destes resultados, 0 nosso grupo
investiu em determinar a importancia de G6PD para a infecgcédo utilizando
inibidores enzimaticos (6-AN) e silenciamento génico. O silenciamento de
aproximadamente 80% do gene, foi capaz de diminuir em 50% a viabilidade do
bacilo e demonstrou a sua importancia na infeccdo em CS, uma célula que
apresenta a expressao de outras desidrogenases, como a enzima malica para a
producdo de NADPH. A dependéncia da via das pentoses foi claramente
perceptivel no efeito protetor ao estresse oxidativo ocasionado pela infec¢do na
presenca de peroxido (Figura 5 do artigo apresentado no capitulo Il). Além
disso, utilizac&do de do inibidor 6AN foi capaz de reverter os efeitos anteriormente
encontrados, como diminuicdo da liberagdo de lactato (Figura 6A do artigo
apresentado no capitulo Il) e potencial elétrico mitocondrial (Figura 6B do artigo
apresentado no capitulo Il), e diminuiu a viabilidade intracelular do bacilo em

aproximadamente 70% (Figura 6C e 6D do artigo apresentado no capitulo II).

A inducado de G6PD nas células de Schwann esta em conformidade com
a plasticidade fenotipica causada pelo bacilo nestas células. Como ja discutido
na introducao, o bacilo induz as CS para um perfil de célula tronco, proliferativo
e, assim, o aumento de G6PD permite mais recursos, como nucleotideos e
diminuicdo do estresse oxidativo, para a proliferacdo (107). E possivel que o
bacilo utilize esses nucleotideos produzidos pela célula hospedeira para a sua
prépria replicacdo, uma vez que um estudo demonstrou a diminuicdo de
metabolitos da via das pentoses, como a ribulose-5-fosfato no M. leprae em
relacdo ao M. Bovis (205). A ribulose-5-fosfato, produto da via das pentoses, tem
grande relevancia na formacdo de D-arabinose que € um importante
componente da arabinogalactana, e desta forma participa da formacédo da
parede de micobactérias (203). Em Mycobacterium smegmatis foi comprovado
gue este metabdlito é produzido pela via das pentoses fase ndo oxidativa (204).
Porém, seria crucial detectar os possiveis destinos desta molécula no M. leprae
e determinar se a ribulose-5 fosfato produzida pelo hospedeiro pode ser

direcionada para a sintese da parede celular do bacilo.
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Como ja mencionado anteriormente, a G6PD pode ser induzida pela alta
demanda de lipidios na célula. A formacao de corpusculos lipidicos é essencial
para a sobrevivéncia do patdgeno, sendo assim, esta inducao, também entra em
conformidade com a necessidade da formag¢do destes compostos na célula
infectada. Muitos estudos nos Ultimos trinta anos mostraram que a G6PD é
altamente regulada ao nivel transcricdo, traducdo, pos-traducéo e localizacéo
intracelular, para que seja a alvo a jusante de muitas vias de sinalizacdo (189).
Como reguladores positivos do gene, encontramos os fatores de transcricdo de
classe de ligantes de elemento regulador de esteréis (SREBPs) (189,190). O
interessante é que um estudo anterior demonstrou niveis mais elevados da forma
ativa destes fatores em biopsias de pele de pacientes da forma lepromatosa (LL)
(299). Os SREBPs sé@o os principais reguladores da biossintese lipidica e
captacdo de colesterol (300) e sua atuagéo na inducdo de G6PD é mediada pela
ativacdo do complexo mTORC 1(190). O mTOR tem sido cada vez mais
relacionado como modulador da infeccdo causada pelo M. tuberculosis
(259,301) e ja encontramos seus niveis aumentados em ceélulas infectadas
(Figura 2.2- anexos)

Devido ao seu protagonismo nos nossos resultados e o desbalanco
epidemioldgico com mais homens detectados com a doencga, G6PD, tornou-se
um excelente alvo para estudos de protecdo/ susceptibilidade a hanseniase.
Estudos anteriores ja demonstraram que a relevancia do genétipo do hospedeiro
para a hanseniase € fundamental com numerosos genes como NOD2, PARK2 /
PARCG, LRRK2 e TNF / LTA / HLA apresentando um papel importante na
suscetibilidade a doenca (267,268). Porém em consequéncia do papel central da
enzima no metabolismo, ndo encontramos na literatura muta¢cées que geram
perda total da funcionalidade da enzima, apenas que diminuem a atividade e que
principalmente afetam os glébulos vermelhos (eritrocitos) (184). Os polimorfismos
avaliados neste trabalho (376G / 202A) influenciam a estabilidade intracelular da
enzima e sdo a deficiéncia mais comum nas populacdes da Africa subsaariana
(211,219,220). A distribuicdo geografica dessas mutacdes é altamente variavel
porque reflete os dois principais fatores na epidemiologia de uma anormalidade
genética: selecdo ambiental e migracdo(184). Uma vasta gama de estudos

associa esses polimorfismos como protetores para a malaria (302—-304) Essas
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variacbes também sdo encontradas nas Américas em regides que nunca
apresentaram a malaria. Isto é largamente explicado por migracées da Africa,
voluntarias ou ndo, porque a deficiéncia de G6PD nado tem frequéncia
significativa nas populagbes nativas americanas (184). De certa forma é
imprescindivel constatar que as amostras provenientes do nosso banco de
pacientes apresentaram maior porcentagem de ancestralidade africana do que
as amostras de controles saudaveis, o que pode explicar a alta frequéncia de
portadores de alelos minoritarios (portadores de G e portadores de A) para os
SNPs rs1058028 e rs1058029 em pacientes do Rio de Janeiro (Tabela 1- do
artigo apresentado no capitulo 1ll). No entanto, a associacdo com a doenca em
homens para o SNP rs1050829 permaneceu mesmo apds a drastica

normalizac&o por ancestralidade.

Na literatura, o comportamento desses SNPs no eritrcito e sua relacéao
com a malaria € bem explorada (302,303). Os eritrocitos deficientes em G6PD séo
incapazes de manter a homeostase da glutationa redutase (GSH) porque as
outras enzimas produtoras de NADPH sdo sacrificadas no decurso da
diferenciacéo das células eritréides (305). O estresse oxidativo gerado, afeta a
integridade dos eritrocitos e a sobrevivéncia do parasita da malaria (306). O
interessante de todo esse efeito € que a lise de eritrécitos ou hemacias
(hemolise) acarreta em liberacdo de hemoglobina (HB) para o plasma
sanguineo, o que é captado por proteinas de fase aguda como a haptoglobina
formando o complexo Hp-HB (307). A literatura ja demonstra que esse complexo
pode ser internalizado em macrofagos pelo receptor CD163, protegendo as
células do dano oxidativo causado pela HB livre (308-310). Estudos anteriores
demonstraram que Hb, Hp e CD163 sdo aumentados nos pacientes com lepra
lepromatosa severa (LL) (311), induzindo vias anti-inflamatorias e favorecendo a
sobrevivéncia do M. leprae. Dentro dos macr6fagos a enzima heme-oxigenase
pode atuar na quebra de heme e liberacdo de ferro para ser usado pela
micobactéria (312). Essas hipéteses podem nos ajudar a explicar o aumento da
frequéncia das mutacdes na populacédo de casos e associagdo com a doenga
demonstrada para o SNP1050829 em homens. Niveis de haptoglobina ja estdo
sendo avaliados na populacéo para os diferentes SNPs de G6PD avaliados.
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A heranca de deficiéncia em G6PD ¢ ligada ao X (313) e isso gera algumas
implicagdes, uma vez que o homem apresenta dois genétipos e a mulher, trés.
Para a deficiéncia em G6PD, os homens podem ser hemizigotos normais ou
hemizigotos deficientes e as mulheres homozigotas normais, homozigotas
deficientes e heterozigotas (184). Como resultado da inativagao as mulheres sé&o
um mosaico, em geral, com metade dos globulos vermelhos deficientes e a outra
metade, normal (184). Apesar da alta frequéncia de mulheres heterozigotas em
pacientes do Rio de Janeiro (Tabela 1- do artigo apresentado no capitulo Ill), a
associacdo com a doenca foi mantida apenas em homens hemizigoticos.
Acreditamos que isso deve-se ao fato destes individuos apresentarem todos os
seus eritrocitos deficientes e assim o risco de hemolise e o enriquecimento de
ferro no plasma sanguineo ser maior. Além disso, o numero de mulheres
homozigotas deficientes foi irrelevante, o que impediu a analise de associacao
com a doenca (Tabela 1 — do artigo apresentado no capitulo 1l1). Um estudo
interessante, demonstrou que o haplétiplo A~ é capaz de proteger homens
hemizigotos mas ndo mulheres heterozigotas e isso entra em acordo com nossas

analises (302).

Além da andlise de associacdo, gostariamos de determinar o impacto
dessas mutacBes na sobrevivéncia do M. leprae. Nossa correlagdo genotipo-
fendtipo foi baseada no uso de mondcitos primarios humanos, porque a obtencao
de CS priméarias humanas € muito dificil. Além disso, ao ser ativado, essas
células apresentam um perfil altamente dependente do metabolismo de glicose
para a formacdo de ATP, o que se assemelha as hem@cias e torna o modelo
interessante. Conforme esperavamos, os mondcitos infectados apresentaram
uma inducdo da expressdo e atividade da G6PD demonstrando que a via
também é ativada nesse tipo celular (Figura 1 e 2 do artigo apresentado no
capitulo I11). Interessantemente, a inducdo da expressédo de G6PD nao ocorreu
nos homens hemizigotos que apresentaram o haplétipo A° (A- / G-) e os niveis
basais de RNAm eram significantemente maiores em relacéo ao outro grupo de
estudo (Figura 1C do artigo apresentado no capitulo Ill). Talvez, diante deste
alto nivel, a suplementacdo de G6PD ocasionada pela infec¢do néo tenha sido
perceptivel. Nos leucocitos, essas mutacdes sao pouco ou dificilmente

estudadas. Um estudo da década de 50 menciona que os niveis da proteina ndo
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se alteram em leucécitos mutantes, mas acreditamos que uma posterior analise
de dosagem proteica de G6PD nos individuos com haploétiplo A- selecionados
pelo nosso grupo seja interessante para o melhor entendimento das nossas

analises.

As alteracdes causadas pelo haplotipo G6PD A (376G / 202A) nao afetam
o sitio ativo da proteina mutante, mas afetam o dobramento de proteinas e
resultam em instabilidade intracelular. Essa instabilidade permite, segundo
Babalola e colaboradores, uma maior tendéncia a oxidagdo e inativacéo,
causando deficiéncia nas hemacias principalmente na presenca de indutores de
espécies reativas de oxigénio, como a droga antimalarica primaquina (19,43,44).
Ao avaliarmos a expressao e atividade da enzima entre os gendtipos nao
encontramos diferengas significativas nos ensaios in vitro (Figura 1 B, C e
Figura 2 B- do artigo apresentado no capitulo Ill). De toda forma, nossas
analises in vitro ndo apresentam um N amostral significativo, até mesmo por ndo
encontrarmos uma frequéncia alta dessas mutagdes em controles sadios da
Fiocruz, mas os mondcitos, diferentemente das hemacias apresentam sintese
proteica e assim estdo sempre fornecendo niveis ativos da enzima. No entanto,
€ possivel que, para manter os niveis ideais de enzima ativa, os individuos
portadores do haplétipo A- aumentem a expressao basal da G6PD (Figura 1C-
do artigo apresentado no capitulo Ill). A infeccdo pelo M. leprae além de
aumentar os niveis da enzima e a sua atividade ainda pode ter gerado um efeito
protetor a formacdo de ROS nos mondcitos o que de certa forma, pode ter
diminuido a degradacdo destas enzimas e garantido a manutencdo da sua
estrutura nos mondcitos independentemente do gendtipo (Figura 3 A e B- do
artigo apresentado no capitulo 1ll). Além disso, esses fatores podem permitir que
outras variaveis, como 0 enriquecimento de ferro para a micobactéria, atuem

para promover efeito benéfico dos polimorfismos no estabelecimento da doenca.
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2. CONSIDERACOES FINAIS

De forma conjunta, nossos dados demonstram uma intensa alteracéo do
metabolismo em CS causados pelo M. leprae. Nés, aqui neste trabalho,
discutimos de que forma o patdégeno é capaz de utilizar-se destas modulactes
em prol da sua persisténcia na célula ou como estes podem interferir na
patogenia da hanseniase. De forma interessante, fomos capazes de subverter
alteracdes ocasiosadas pelo patégeno ao utilizarmos o inibidor de G6PD (6AN).
E bem certo que as alteracbes encontradas podem servir de alicerce para
descobertas de novos alvos farmacoldgicos que as revertam e atuem como
adjuvantes no tratamento da hanseniase. De forma didatica, preparamos uma
figura (figura 2.1) pontuando os principais resultados obtidos e nossas
hipoteses. Esta figura encontra-se também no artigo apresentado no capitulo Il.
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Figura 2.1 M. leprae é capaz de modular o metabolismo da célula hospedeira para se beneficiar.

Apos a sua internalizagdo o M. leprae induz o aumento da captagdo de glicose e consequentemente aumento
da expressao e atividade da G6PD, e da enzima mélica. A glicose oxidada pela via das pentoses pode gerar
gliceraldeido 3-fosfato que alimentard as vias glicoliticas com consequente formacéo de piruvato. Este €
convertido em malato e Acetil-coA em vez de lactato, o que pode comprometer a fisiologia mitocondrial
axonal. O piruvato é rapidamente convertido a citrato, aumentando a sintese de lipidios o que pode afetar
o funcionamento das mitocéndrias. O NADPH gerado pela acdo da G6PD e da enzima mélica é utilizado
pela GSR para a regeneragdo do sistema glutationa e combate a ROS. A inibigdo da via das pentoses através
do 6-AN ou do silenciamento génico foi capaz de diminuir a viabilidade do bacilo tornando esta,

fundamental para a sua sobrevivéncia.
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Apesar das mutagdes ndo sindbnimas em G6PD selecionadas por nés néo
acarretarem efeito na viabilidade do M. leprae, a importancia de G6PD para a
infeccdo parece nao ter sido alterada, uma vez que 0os mondcitos utilizados na
nossa correlagdo genotipo-fendtipo aumentaram a sua atividade frente a
exposicao ao bacilo. Estes resultados ainda reafirmam a enzima G6PD e a via
das pentoses como um bom alvo para futuros estudos a cerca da doenca. Além
disso, dados do nosso trabalho evidenciaram um aumento da expressao de
GLUT-1 também em mondcitos infectados (Figura suplementar 2 do artigo
apresentado no capitulo Ill). Esses dados combinados sdo importantes e podem
servir como passos iniciais para o entendimento da reprogramacdo do
metabolismo de mondcitos/macrofagos causados pelo bacilo. Obviamente, €
necessario expandir os conhecimentos a cerca destas modulacdes, e determinar
0s mecanismos e efeitos do aumento da demanda de glicose nestas células,
tanto para a resposta imunolégica, quanto para a sobrevivéncia do patégeno.

Embora a associacdo para a doenca com os SNPs em G6PD avaliados
neste trabalho, ndo tenham sido t&o significativos na nossa populagéo de estudo,
A frequéncia alta dos polimorfismos na populagédo de casos e uma modesta
associacdo em homens no SNP rs1050829, demonstraram uma possivel
susceptibilidade para hanseniase. Assim, construimos uma gama de hipéteses
para explicar este efeito e testa-las posteriormente. NosSso grupo sugere que 0s
individuos portadores dos polimorfismos, por apresentarem maior propensao a
sofrer hemdlises, podem permitir a abundancia de ferro em mondcitos/
macrofagos em um sistema in vivo, onde existe um grande aporte de
macromoléculas como a haptoglobina e ferritina. Esse aumento de ferro pode
permitir uma melhora da sobrevivéncia do patdgeno nestas células. A figura 2.2
demonstra um esquema que visa tornar as nossas hipoteses a cerca do

enriquecimento de ferro mais facilmente entendidas.
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Figura 2.2. HipGtese para o mecanismo de sobrevivéncia do M. leprae em individuos
portadores de mutac¢fes para G6PD. O esquema ilustra um conjunto de hipdteses do nosso
grupo para explicar a alta frequéncia das mutacdes encontradas nos pacientes e associagdo com
0 SNP encontrada no sexo masculino. Hemacias de individuos com as muta¢des rs1050828
(G202A) e rs105029 (A376G) apresentam maior tendéncia a sofrer hemoélise pelo estimulo de
indutores de ROS como primaquina e dapsona. O grupo prostético heme liberado pode estar
sendo internalizado nos mondécitos através da haptoglobina, onde pode estar sendo convertido
a ferro por enzimas como a hemi-oxigenase (HO-1). Esse aumento de ferro pode ser
determinante para a melhoria da sobrevivéncia da bactéria. O M. leprae nos mondcitos aumenta
a expressdo e atividade de G6PD. Isto acarreta aumento de enzimas ativas e maior protecéo
contra espécies reativas de oxigénio, o que dificulta a degradacdo de enzimas mutantes e
mantém a sobrevivéncia do bacilo. Acreditamos que os efeitos de aumento de ferro em
mondcitos sdo retirados em um experimento in vitro, uma vez que fatores como a hemdlise e

haptoglobina séo descartados do modelo.
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3. CONCLUSOES

Baseados nos achados demonstrados no presente estudo, podemos concluir
que:

1. M. leprae foi capaz de aumentar a expressao do transportador GLUT-1
(SLC2A1), G6PD, enzima malica citosélica (ME-1) e da glutationa
redutase (GSR) em células de Schwann da linhagem ST8814. Além disso,
lesdes de pele e nervo de pacientes hansénicos da forma lepromatosa
possuem um aumento da expressao de G6PD quando comparados com
aqueles da forma tuberculoide.

2. A utilizacdo de inibidor de G6PD (6-AN) foi capaz de reverter efeitos
anteriormente encontrados como a diminuicdo do potencial elétrico
mitocondrial e diminuir a viabilidade do bacilo de forma significativa. O
efeito especifico de G6PD foi confirmado pela utilizacdo de silenciamento
génico através de RNA de interferéncia;

3. O DNA mitocondrial diminuiu apés 120 horas de infeccdo em células de
Schwann infectadas e em nervos de paciéncia hansénicos em detrimento
a outras neuropatias. Porém os niveis de ATP ndo foram alterados
durante 48 horas de infeccao

4. Os SNPs candidatos no gene G6PD (rs1050828 e rs1050829)
apresentaram alta frequéncia na populacdo de casos do Rio de janeiro e
o SNP 1050829 apresentou associacdo de risco com a doenca em
homens;

5. Mondcitos primarios aumentaram a expressdo e atividade de G6PD na
presenca do M. leprae. Os individuos hemizigotos deficientes, com o
haplétipo A, apresentam uma alta expressdo basal de G6PD em
detrimento aos hemizigotos normais. Além disso, a viabilidade do M.
leprae em mondcitos ndo variou entre os diferentes genoétipos formados a
partir dos SNPs de G6PD (rs1050829/rs1050828)
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4. ARTIGO DE REVISAO

Tendo em vista a relevancia de nossos achados para o entendimento da
da doenca decidimos discutir sobre as nossas recentes hipéteses acerca da
modulacdo metabdlica imposta pelo patégeno e como isso poderia contribuir
para a sobrevivéncia do M. leprae na célula infectada. N0s também associamos
hipoteses recentes sobre a ativacdo de IFN- tipo | a outros fatores criticos
envolvidos no sucesso da infeccdo micobacteriana e progressao para doenca
ativa, seja hanseniase ou tuberculose. Essa discussao faz parte do artigo de

revisdo anexado a seguir, publicado em 2018 na revista “Frontiers in Immunology
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For those with leprosy, the extent of host infection by Mycobacterium leprae and the
progression of the disease depend on the ability of mycobacteria to shape a safe envi-
ronment for its replication during early interaction with host cells. Thus, variations in key
genes such as those in pattern recognition receptors (NOD2 and TLRT7), autophagic
flux (PARK2, LRRK2, and RIPK2), effector immune cytokines (TNF and /L72), and
environmental factors, such as nutrition, have been described as critical determinants
for infection and disease progression. While parkin-mediated autophagy is observed as
being essential for mycobacterial clearance, leprosy patients present a prominent acti-
vation of the type | IFN pathway and its downstream genes, including OASL, CCL2, and
IL70. Activation of this host response is related to a permissive phenotype through the
suppression of IFN-y response and negative regulation of autophagy. Finally, modulation
of host metabolism was observed during mycobacterial infection. Both changes in lipid
and glucose homeostasis contribute to the persistence of mycobacteria in the host.
M. leprae-infected cells have an increased glucose uptake, nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate generation by pentose phosphate pathways, and downregulation of
mitochondrial activity. In this review, we discussed new pathways involved in the early
mycobacteria—host interaction that regulate innate immune pathways or metabolism and
could be new targets to host therapy strategies.

Keywords: leprosy, tuberculosis, innate immunity, autophagy, type I interferon, metabolism, host-directed therapy

INTRODUCTION

Leprosy is caused by Mycobacterium leprae or Mycobacterium lepromatosis. Here, we will discuss
mechanisms of infection and host-pathogen interaction mediated by M. leprae. The heaviest
exposed population, including the household and family members and social contacts of patients,
is considered to have the highest risk of developing leprosy, but the disease will not necessarily
progress during their lifetime. Thus, mycobacterial infection is a necessary, but not sufficient
cause of leprosy progression. During the natural course of the disease, it has been suggested that
once M. leprae infects an individual through the airways, the bacteria can come into the lungs
and be phagocytosed by resident macrophages. The mycobacteria can infect epithelial cells in the
nasal mucosa and penetrate the organism, while host cells initiate an innate response to eliminate
the pathogen (1). Intracellular mycobacteria are able to use different strategies to circumvent
potential bactericidal peptides: (i) mimic a viral response; (ii) upregulate lipid metabolism; or
(iii) downregulate pro-inflammatory cytokines, which is generally associated with a cascade of
pro-mycobacteria events (2-4). These virulence strategies are related to other pathogens, such as
Mpycobacterium tuberculosis, suggesting that virulent mycobacteria can share common mechanisms
of host colonization (5-7). Thus, by understanding the critical pathways related to the subversion
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of antimicrobial responses, researchers can understand the
conditions for successful mycobacterial infection and, perhaps,
the disease progression. Actually, these novel pathways, which
use different strategies during M. leprae infection have already
been described, but a better understanding of these phenomena
could help us interfere, reverse or halt the disease progression.

In this regard, the M. leprae genome is highly conserved, and
the strain circulating worldwide has remained basically the same
for the past 1,000 years (8). So, the decline of leprosy in Europe
does not account for genetic changes in M. leprae that could
impact bacterial virulence. Currently, it is clear that very few
differences are observed between strains isolated from different
clinical forms of the disease. One possible conclusion is that the
various stages and clinical forms observed in cases of leprosy are
similar due to the host genetics (9).

Large-scale studies have contributed to the identification
of new candidate genes and pathways to help understand this
complex puzzle. These strategies provide insights not only about
leprosy but also about other immune-based and/or infectious
diseases. In fact, the most successful genome-wide association
studies (GWASSs; or genomic scans) were performed in leprosy, as
compared, for example, to tuberculosis studies, in which no genes
were consistently pinpointed. Several genes have been associated
with leprosy, such as NOD2, PARK2/PARCG, LRRK2, RIPK2,
TNF/LTA/HLA, LACCI,IL10, TLR1, and microRNA (miR)-146a
(10-14). Single-nucleotide polymorphisms in these genes were
replicated consistently in different populations and have been
assigned a functional role in leprosy susceptibility. Whole exome
sequencing and rare variant analysis have implicated several
novel candidates that still need to be validated. Most of these
confirmed associations have a modest odds ratio value, but few
other infectious diseases have a clear association with key genes
that demonstrate consistent results, which can be replicated in
populations with different ethnic backgrounds. Interestingly, the
most important genes or pathways that emerge after M. leprae
infections in studies using microarray gene expression are type
I interferon (IFN), autophagy and mitochondrial, and lipid
metabolism (15). Therefore, different large-scale approaches in
the literature are revealing distinct, but complementary pathways
that clearly outline the strategies used by M. leprae to destabilize
antimicrobial responses and establish a safe environment for con-
tinuous bacterial replication. We have depicted main pathways
associated with disease susceptibility in a way that how could
we potentially regulate lipid and mitochondrial metabolism
and immuno-inflammatory responses toward a reversion of the
phenotype to accelerates treatment and develop new prevention
strategies? Hence, in this article, we will discuss seminal findings
that reveal critical mechanisms of innate immunity and host
metabolism with a direct impact on the disease outcome where
modulation could be path toward disease control.

TLR-2/1-MEDIATED ANTIMICROBIAL
RESPONSE IN LEPROSY

In the early stages of mycobacterial infection, macrophages
and other cells of the innate immune system are able to rapidly

recognize pathogen-associated molecular patterns through expo-
sure to an extensive repertoire of pattern recognition receptors
(PRRs). These transmembrane receptors mediate the activation of
several signaling pathways in response to intracellular pathogens
and initiate important immune events, such as cell differentiation
and antimicrobial programs (16). The most recognized toll-like
receptors (TLRs) have been observed to mediate the immune
recognition of mycobacteria (17). Among these, the TLR-2/1
heterodimer was responsible for recognizing mycobacterial
lipoproteins, activating a pro-inflammatory response and releas-
ing vitamin-D-dependent antimicrobial peptides (18). Genetic
analysis has demonstrated that polymorphisms in the TLRI gene
are associated with leprosy susceptibility, and these variations
have a functional effect that includes structural modifications
to the protein and alterations to TNF/IL-10 log ratio values
in the supernatants of M. leprae-stimulated peripheral blood
mononuclear cells (13, 16). These individual variations exemplify
the ability of the host’s immune system to initiate an efficient
antimicrobial response against mycobacteria.

Other components also contribute to TLR-2/1 signaling. miR-
21, which is highly expressed in the disseminated form of leprosy,
it is a suppressive mechanism of host antimicrobial TLR-2/1-
mediated genes that affect the production of critical cytokines,
such as IL-1f and IL-10 (19). Recently, a novel component of a
TLR-2/1-mediated antimicrobial programme has been described.
The S1I00A12 gene, which encodes the calgranulin C protein, is
highly expressed in response to the activation of the TLR-1 recep-
tor. This gene codifies an antimicrobial peptide that is able to kill
M. leprae directly (20). Also, SI00A12 is more expressed in skin
lesions of tuberculoid (TT) patients than in those of lepromatous
(LL) patients (20). Since TLR-2/1 signaling pathways regulate
this gene, differences in disease susceptibility could be linked to
variations of TLR1 expression and the activation of this signaling
pathway among patients and healthy volunteers. Thus, pattern
recognition is essential for controlling mycobacterial growth
by regulating optimum levels of the TNF/IL-10 ratio during the
period of infection, while miR-21 levels could counterbalance
or impair an adequate antimicrobial response (19).

NOD2 SIGNALING PATHWAY

In the past few years, independent GWASs in leprosy and inflam-
matory diseases such as Crohn’s disease (CD) have revealed
a common genetic fingerprint and a considerable overlap of
susceptibility mechanisms among these pathologies (10, 21, 22).
As demonstrated in mycobacterial diseases, the risk variants of
inflammatory bowel disease (IBD) comprise genes that are active
in the early stages of the host response suggesting that the con-
tinuous interaction between host and pathogens shapes genetic
factors that are predisposed to IBD (23). An important signaling
pathway identified by a GWAS was the nucleotide-binding oli-
gomerization domain containing 2 (NOD2)-mediated immune
response, where variants of genes involved in this signaling path-
way are also implicated in susceptibility to M. leprae infection
and CD (10).

NOD?2 is an intracellular component of NOD-like receptors
that detects muramyl dipeptide (MDP), which is a cell wall
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structure. M. leprae presents a distinct MDP compared with
other mycobacteria (24). However, even with these structural
modifications, M. leprae MDP maintains the capacity to trigger
the NOD2 response. Upon recognizing MDP, NOD2 is able to
initiate a leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2)-dependent pro-
inflammatory response, as well as other cellular processes, such
as autophagy (25). LRRK2 is a downstream component of NOD2
signaling, which enhances the inflammatory cytokine produc-
tion that is required for antimicrobial activity in the presence
of macrophages (25). For this reason, the LRRK2 gene is similar
to the many critical genes involved in the NOD2-mediated
response that is associated with leprosy susceptibility, CD, and
Parkinson’s disease (PD) (10). Unbalanced LRRK2 activity is
related to excessive inflammation, which leads to tissue damage.
It has been reported that a specific mutation in the LRRK2 gene
is associated with acute inflammation in both leprosy and CD
cases, supporting the assumption that these diseases share com-
mon pathological mechanisms (26). Furthermore, a recent study
has found that functional variations in LRRK2 genetically link
CD to PD, affecting cellular processes such as kinase activity and
autophagy (27).

In like manner, genetic variation at NOD2 is reported to be
associated with exacerbated inflammatory responses in leprosy
reactions that could modulate downstream pathways, such as

LRRK2 activation (28). Notably, NOD?2 activation induces the dif-
ferentiation of monocytes into dendritic cells (DCs) in an IL-32-
dependent manner (29). This DC activation triggers autophagy,
a process required for bacterial handling, antigen presentation
and generation of CD4 T cell response (30). Individuals suffer-
ing from CD present a defective activation of these processes,
which are still poorly investigated in leprosy. In addition to the
genetic relevance of the NOD2 response to leprosy susceptibility,
some advances in functional studies have demonstrated that this
signaling pathway is upregulated in patients with paucibacillary
leprosy when compared with those that manifest the dissemi-
nated (multibacillary) form of the disease (29). These findings
show that the activation of the NOD2 response is an essential
link between innate and adaptive immunity, and aberrant NOD2
signaling results in impairment of antimicrobial activity and
defective antigen presentation in leprosy (Figure 1).

TYPE | IFN AND AUTOPHAGY: THE
HETEROGENEITY OF DNA SENSING
IN MYCOBACTERIAL INFECTIONS

In parallel, other mycobacterial components trigger innate
immune responses. A classical view of phagocyte-mycobacteria
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FIGURE 1 | Antimicrobial activity and NOD2-induced autophagy mediate the link between innate and adaptive immunity in mycobacterial infection. The recognition
of mycobacterial lipoproteins by the TLR-2/1 heterodimer is a critical way to initiate a pro-inflammatory response and activation of a vitamin-D antimicrobial program
against intracellular pathogens such as Mycobacterium leprae. Mycobacterial muramy! dipeptide sensing by NOD2 receptors enhances the inflammatory response
in a leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2)-dependent manner and activates autophagic mechanisms. All of these processes lead to mycobacterial killing and are
essential for bacterial handling, antigen presentation, and consequent generation of an effective CD4 T cell response.
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interaction supports the view that virulent bacilli are able to per-
sist within phagosomes, preventing their fusion with lysosomes
to achieve a safe environment for replication (31, 32). This inter-
pretation has been extended and updated in light of new data,
which suggest that a breach in the phagosomal membrane and
cytosol contamination during the course of an infection leads to
a permissive response (6). Mechanisms of phagosome matura-
tion are arrested and punctured during mycobacterial infection,
which involves virulence factors that manipulate important host
response against intracellular infection.

The ESX-1 secretion system is a determinant of mycobacterial
virulence that is presented in pathogenic mycobacteria, such as M.
tuberculosis and M. leprae, and it is responsible for the secretion of
(CFP-10) and early secreted antigenic target 6 kDa (ESAT-6) pro-
teins (5). The absence of this secretion system in virulent mycobac-
teria such as Mycobacterium bovis BCG supports the importance of
those proteins for the success of mycobacterial infection (33). Just
after infection, virulent mycobacteria express the ESX-1 system,
exporting ESAT-6, which is able to create a fissure in the phagoso-
mal membrane (34). Consequently, ESX-1-mediated pore forma-
tion allows an equalization of phagosomal and cytosol content.
This process is essential for bacteria to acquire nutrients from the
host cell and deliver virulence factors capable of downregulating
host responses against the pathogen (5, 35). The leakage of myco-
bacterial DNA from phagosomes into the cytosol strongly acti-
vates the host cell cytosolic surveillance pathways, triggering both
a type I IFN response (6) and autophagy (36, 37), which comprise
pro- and antibacterial responses, respectively (6). Furthermore,
ESX-1 activity and cytosolic recognition of mycobacterial
DNA is also involved in the activation of caspase-1, promoting
the formation of the inflammasome complex and regulation of
IL-1p secretion (38, 39).

Type I IFN (IFN-o/p) activation was originally characterized
as a pathway involved in controlling virus infection. However, in
the past decade, a number of reports have described a type I IFN
transcriptional signature in the pathogenesis and progression
of tuberculosis (40) among other mycobacterial diseases. The
production of IFN-f may inhibit IL-1p activation, which plays
a critical role in the elimination of M. tuberculosis (41). IFN-f-
mediated suppression of the host bactericidal mechanisms is
also noticed in leprosy. An inverse correlation between IFN
responses (type I and II) is observed in the clinical spectrum of
leprosy. Paucibacillary patients preferentially express type II IFN
(IFN-v) and, consequently, its downstream antimicrobial genes,
preventing the spread of mycobacteria; by contrast, the IFN-f
program is prominent in multibacillary patients (42). The IFN-f
response can induce IL-27-dependent IL-10 activation, which in
leprosy, is a well-known immune suppressive mechanism that
favors mycobacterial growth and dissemination (43).

Interferon-p induction is redundant, and it involves a large
repertoire of nucleic acid sensors (44). M. tuberculosis models
have been used to generate most of the existing data on type
I IFN trigger mechanisms for infections, and this area has not
been fully explored in leprosy studies. Once released into the
cytosol, extracellular mycobacterial DNA ligates to a double-
strand DNA sensor (6). In this context, different studies reported
that cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) is the primary sensor

for mycobacterial DNA (39, 45, 46). After DNA recognition,
cGAS is able to produce the second messenger cyclic GMP-AMP,
a potent ligand of the stimulator of interferon genes (STING),
TANK-binding kinase 1 (TBK1), interferon regulatory factor 3
(IRF3) signaling pathway exhibiting a transcriptional profile of
the type I IFN response that antagonizes the host’s antimicrobial
programmes (6).

Conversely, cGAS-mediated DNA sensing and STING/TBK1
activation is also required for mycobacterial targeting of the
ubiquitin-dependent autophagy pathway, an efficient mechanism
that eliminates intracellular pathogens and links innate and
adaptive immune responses by enhancing antigen presentation
(37, 45, 47). However, only one-third of the intracellular myco-
bacteria in the host are delivered for autophagic degradation,
suggesting that virulent mycobacteria have an active mechanism
to evade autophagy (36). The paradoxical mechanisms of DNA
sensing during mycobacterial infection are not clearly under-
stood, but they involve a type of bifurcation that could be depend-
ent on multiplicity of infection. Thus, it is likely when infected
by a low number of mycobacteria, the host can preferentially
load autophagy and control the infection. If a higher mycobacte-
rial burden is presented during infection, a pro-mycobacteria
response is directed.

Many factors may be involved in the heterogeneity of DNA
sensing following infection. Determining the immunological
status of a host at the early stages of host—pathogen is critical
to define the course of infection. An initially permissive envi-
ronment favors bacterial colonization and triggers virulent
mechanisms. The increase of the mycobacterial burden and
consequent virulence released into the host cell contribute to an
imbalance of the DNA-mediated response, driving type I IFN
production that, in turn, leads to an impairment of the host
antimicrobial mechanisms (2, 6). Host genetic variation in the
PRRs of genes that mediate mycobacterial interactions could
also modulate the bacilli uptake (9), as well as the activation
of an inflammatory response that directly affects downstream
signaling pathways, such as cGAS/STING signaling. However,
in large-scale screenings, no evidence has been found that major
genes or consistent effects in this pathway are associated with
leprosy. Mutations in TMEM173, which encode STING, are
related to selective STING activity, and such activity is able to
disrupt IRF3 phosphorylation without affecting other activities
of TBK1 (48). These findings support the hypothesis that vari-
ation in genes that encodes key DNA sensing components may
contribute to the heterogeneity of DNA-mediated responses.
Previous research suggests that other cytosolic sensors, such
as AIM2 inflammasome, may interact competitively with
the mycobacterial DNA implicated in the balance of STING-
mediated responses (49).

The targeting and delivery of M. tuberculosis for autophagic
degradation occurs by a recruitment of the host’s ubiquitin chains,
a process that depends on Parkin (PARK?2), an E3-ubiquitin ligase
(37). Intracellular M. tuberculosis avoid ubiquitin or proteaso-
mal host systems. More than one decade ago, the gene PARK2,
which encodes Parkin, was associated with leprosy susceptibility
(11); this suggests that Parkin also controls ubiquitination and
autophagy levels during M. leprae infection. A more recent study
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has showed that multibacillary patients demonstrated auto-
phagy impairment, while paucibacillary ones exhibited strong
autophagy upregulation (50). The research revealed how live
M. leprae actively downregulates the autophagic machinery of
human monocytes to generate a protected intracellular niche for
bacterial replication. Following this research, our group described
a transcription profile of the type I IFN response in both human
Schwann cells and macrophages following in vitro infection with
live M. leprae. OASL [2’-5’-oligoadenylate synthetase (OAS)
like] was the most differentially expressed interferon-stimulated
gene in our study (2). OASL is a member of the OAS family, a
group of proteins with a recognized antiviral action, although its
function in bacterial infections is poorly understood. OASL can
play a dual role following activation: the ubiquitin-like domain
of OASL can interact with RIG-I, a double-strand RNA sensor,
leading to type I IFN activation enhancement (51). Conversely,
viral double-stranded DNA can induce an OASL-mediated type

L IFN inhibitory effect by blocking cGAS/STING signaling (52).
Upon M. leprae infection, macrophages are able to produce high
levels of OASL in a STING-dependent manner. This production
is associated with the persistence of M. leprae inside the cell as
OASL inhibits autophagic mechanisms that are essential for
mycobacterial clearance (2) (Figure 2). However, the mecha-
nisms for the OASL-mediated blockage of autophagy need to
be explained. The OASL-cGAS interaction, as it occurs during
double-stranded DNA virus infection, could also be investigated
in mycobacterial infection to improve our understanding of how
OASL modulates cGAS/STING-mediated autophagy. Moreover,
investigating the interactions of OASL with other molecules in
its ubiquitin-like domain may help us understand the role of
OASL in the regulation of immune responses against intracel-
lular infections. Thus, these data suggest that OASL participates
in the fine-tuning of infection outcomes by regulating DNA
sensing pathways.
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FIGURE 2 | Antimicrobial autophagy is inhibited in Mycobacterium leprae infections through the activation of the type | interferon (IFN) pathway. After being

inside the host cell, M. leprae is able to disrupt the phagosomal membrane by a mechanism that is dependent on the mycobacterial ESX-1 secretion system.
Then, bacterial DNA activates the cyclic GMP-AMP synthase (CGAS)/stimulator of interferon genes (STING)/TANK-binding kinase 1 (TBK1) pathway and promotes
interferon regulatory factor 3 (IRF3) translocation, which induces IFN-B production. In response to an autocrine and/or paracrine IFN- stimulus, macrophages
increase OASL expression. OASL production inhibits bacterial clearance, blocking LC3-dependent autophagy, and promotes mycobacterial survival

by creating a permissive microenvironment for sustainable growth and disease progression.
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METABOLIC IMMUNITY IN LEPROSY

Using microarray analysis, researchers have pointed out impor-
tant changes in metabolic pathways in bacterial infections such
as M. leprae (15, 53). Determining the ability of intracellular
pathogens to modulate the host metabolic pathways has pro-
vided an understanding of the infection in pathogenic terms
(54). M. leprae must adjust the cytosol to its requirements, and
the breach of the phagosomal membrane releases bacterial
components that will trigger a metabolic switch.

When infected by intracellular pathogens, immune cells are
able to increase nitric oxide synthetase inducible (iNOS) and
indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO-1) activity. These enzymes
catalyze the degradation of L-arginine and L-tryptophan, respec-
tively, resulting in local amino acid deprivation (55). While iNOS
generates nitric oxide radicals, IDO-1 leads to the production
of kynurenine metabolites (56). This metabolite activates the
aryl hydrocarbon receptor, promoting the conversion of naive
CD4 T cells into Foxp3+ regulatory T cells (57). DCs are able to
increase IDO1 expression and activity in response to IFN-y (56),
and IDOI is highly activated in leprosy patients (58). Genetic
variations in the IDOI gene are related to differential activation
of regulatory T cell function and correlated with autoimmune
disease development (59). IDO-1-mediated L-tryptophan depri-
vation is an innate response against viral replication. However, it
is ineffective against mycobacterial infection. Despite the drastic

reductive evolution in the M. leprae genome, all enzymes involved
in L-tryptophan anabolism have been maintained. M. leprae
infection activates the IDO-1 signaling pathway (55, 60, 61) in
an iron and IL-10-dependent manner. Thus, the L-tryptophan
deprivation does not affect M. leprae survival (56). Transforming
growth factor beta, which is highly expressed in leprosy patients
(58), is able to maintain high IDO-1 expression in DCs through
phosphorylation of its immune-based inhibitory tyrosine motifs,
leading to a sustained immunoregulatory effect (62).

Glucose plays a central role in energy metabolism as a carbon
source. In addition, glucose is a highly versatile precursor of
amino acids, coenzymes, fatty acids, and cholesterol. After phos-
phorylation, this molecule can follow a catabolic pathway such as
that of glycolysis, generating energy and carbon to be burned in
the mitochondria. Alternately, it can follow an anabolic pathway,
such as the pentose phosphate pathway (PPP), which generates
carbons and reducing equivalents, in the form of nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) to synthesize lipids,
nucleotides, and aromatic amino acids (63). In both leprosy and
tuberculosis, it was found that the bacilli increases glucose uptake
in the infected host cells in a glucose transporter 1-dependent
manner (64, 65). Modulation of glucose metabolism was noticed
in M. leprae-infected Schwann cells (64) (Figure 3) while this
event has been demonstrated in human macrophages infected by
M. tuberculosis (65). The hypothesis that these mechanisms also
occur in M. leprae-infected macrophages needs to be investigated.
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FIGURE 3 | Schwann cell central metabolism is subverted by Mycobacterium leprae. After infection, Schwann cells increase their insulin-like growth factor (IGF)
expression, upregulating glucose transporter 1 (GLUT-1) and glucose uptake by Akt signaling. Glycolysis is downregulated, feeding the pentose phosphate pathway
(PPP) with carbons used to synthesize building blocks to promote Schwann cell dedifferentiation and proliferation, generating during this process the reducing
power [nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)] responsible for pumping up lipid biosynthesis. Pyruvate generated by the PPP is rapidly converted
to citrate and subsequently converted to lipids, virtually stopping the tricarboxylic acid cycle, respiration and mitochondrial energy potential of the Schwann cells.

All of these modulations are crucial for subverting the host immunity against the mycobacteria and, consequently, to the success of the M. leprae infection,
representing potential for new host-target therapy strategies to halt leprosy progression. The gray arrows represent downregulated pathways.
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Studies on the host carbohydrate metabolism during
infection have demonstrated that many pathogens, including
viruses such as immunodeficiency virus (HIV), hepatitis C
virus (HCV), Mayaro, transmissible gastroenteritis virus, and
human cytomegalovirus, can increase host cell glucose uptake
to provide biosynthetic precursors for their replication (66-71).
Furthermore, the synthesis of immune-active lipids, such as
1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine,
is able to generate a strong anti-inflammatory response when
oxidized (72). In M. leprae infection, live bacteria are able to
avoid free radical generation by using carbons from the electron
transport chain (ETC) for lipid synthesis (64). To support the
positive feedback of this pathway, M. leprae mediates an increase
in the production of insulin-like growth factor (IGF)-1 in both
macrophages and Schwann cells (73). IGF-1 is one of the main
regulators of glycolysis metabolism. In macrophages, IGF-1 can
impair the host antimicrobial activity and increase lipid metabo-
lism (73). Otherwise, IGF-1 shares a high amino acid homology
with insulin (74), and the structure of its receptors is closely
related to post-receptor signaling (75). This signaling activation
involves glucose uptake with subsequent lipid synthesis and
storage in lipid bodies. Indeed, glucose uptake can be positively
modulated by the IGF-1 receptor through the activation of the
PI3K signaling pathway. Thus, virulent mycobacteria cause a
metabolic switch that drives the cell toward the production of
several micronutrients, macronutrients, and electron acceptors
in response to infection.

After M. leprae infection, Schwann cells redirect glucose from
the glycolysis pathway to the PPP through the activation of G6PD,
increasing the carbon flux to lipid synthesis. The PPP generates
ribose-5-phosphate and NADPH, as the main products that sus-
tain cell proliferation, lipid biosynthesis, and the regeneration of
oxidized glutathione, which is the main free radical scavenger of
human cells (63). M. leprae is highly dependent on the host PPP
because G6PD inhibition by pharmacological interference and
RNA interference associated with G6PD knockdown decreases
the viability of intracellular mycobacteria (64). During its adapta-
tion, M. leprae has developed another mechanism to live inside
human cells: shutting down the cell’s mitochondria (64). The dis-
sipation of the mitochondrial inner membrane electric potential
after infection demonstrates the suppression of the ETC. This is
probably due to the redirection of carbons to lipid synthesis for
the formation of lipid bodies in infected cells, and it will increase
long chain fatty acids in cytosol, responsible to mitochondrial
permeability transition pore opening and consequent electric
potential dissipation (3, 64, 76).

Gene expression analysis of skin lesions of lepromatous
patients revealed upregulation of SREBFI, a host gene involved
in lipid synthesis (77). Together with this observation, a mass
spectroscopy analysis revealed that these patients’ skin lesions
were enriched with cholesterol (77) and other immune-active
lipids, such as oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-
3-phosphorylcholine (oxPAPC), prostaglandins E2 and D2,
lipoxin A4, and omega-3 and omega-6 (72, 78). Live M. leprae
can actively induce and support adipophilin, adipose differen-
tiation related protein, and perilipin expression in macrophages,
promoting lipid accumulation within the phagosome (77). In this

context, host lipid synthesis and its deposition in infected tissues
have been associated with pathogenesis and infection success in
leprosy (79), with special involvement of cholesterol. In contrast
to M. tuberculosis, M. leprae is not able to use cholesterol as a
carbon source (80). However, during the reductive evolution
of the genome, M. leprae maintained an enzyme of paramount
importance to its survival, 3p-hydroxysteroid dehydrogenase,
which is a catalyst in the first step of cholesterol degradation: the
oxidation of cholesterol to cholest-4-en-3-one (cholestenone)
(80). In clinical applications, avoiding cholesterol synthesis by
treating infected macrophages with statins, inhibitors of HMG-
CoA reductase, has a strong impact on intracellular M. leprae
and M. tuberculosis viability (81). Based on microscopy data
from our previous study, in which we demonstrated the ability
of M. leprae to recruit and surround itself with lipid bodies (3),
we hypothesized that M. leprae could use lipids to cover and hide
its surface antigens from innate immune receptors in the cytosol.

Altogether, these host metabolic alterations are essential for
immune response modulation and infection success. For that
reason, new strategies based on host metabolite identification
could, in the near future, contribute to preclinical diagnosis. The
development of fast, highly sensitive, and non-invasive diagnostic
tests is paramount for the control of this disease. As an example,
it was demonstrated that it is possible to identify leprosy patients
through detection of leukotriene E4 by gently pressing silica plates
against their skin for a few seconds (82). Based on the fact that
M. leprae-infected Schwann cells increase their glucose uptake by
about 40% (64), we propose, as another example, that full body
imaging of the glucose analog fludeoxyglucose using positron
emission tomography could represent a potential non-invasive
alternative for diagnosing pure neural leprosy.

LIPID METABOLISM DEREGULATION
ASSOCIATED WITH INFLAMMATION
IN LEPROSY

Several diseases are associated with deregulation of the host lipid
metabolism, favoring an exacerbated inflammatory process that
contributes to immunopathogenesis. In an experimental model
of arteriosclerosis, for example, the lipid accumulation process
and atherosclerotic plaque development are mediated by the pro-
duction of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), which
recruits monocytes to the inflammatory site. Largely differentiated
from anti-inflammatory macrophages with an M2 profile, which
has a foamy phenotype, these monocytes are rich in lipid droplets
(83). MCP-1-mediated recruitment of peripheral monocytes was
also observed in a zebra fish model of Mycobacterium marinum
infection. In this model, MCP-1 produced by infected resident
macrophages actively participated in the recruitment of mono-
cytes to the infection site by a mechanism that was dependent
on the STING signaling pathway (84). In the context of M. leprae
infection, in the absence of OASL, a gene induced by type I IFN,
there is a drastic decrease in the levels of MCP-1 and the intracel-
lular viability of the bacilli in M. leprae-infected macrophages (2).
Indeed, MCP-1 induction can be mediated by STING either by
a type I IFN-dependent pathway or by an independent pathway
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(85-87). These data, taken together, suggest a scenario in which
the induction of the type I IFN pathway participates in MCP-1
induction. The enhancement of MCP-1 aids the recruitment of
monocytes at the site of infection and promotes the differentiation
of monocytes into macrophages with a M2 phenotype, exhibit-
ing high levels of IL-10 and prostaglandin E2 (PGE2) (88). Lipid
bodies are sites of production of eicosanoids, such as PGE2, leu-
kotriene B4 (LTB4), and lipids, including cholesterol. This could
explain the characteristic phenotype of foamy macrophages that
present in the skin lesions of patients with lepromatous leprosy, as
well as the abundance of immunological mediators, such as IL-10,
1L-4, PGE2, and MCP-1, in these lesions (89).

In a M. tuberculosis murine model, IL-1p triggered PGE2
production as a protective response toward mycobacterial clear-
ance and it is also negatively regulated type I IFNs. Curiously,
highly susceptible mice (IL-1p knockouts, for example) can
be rescued using PGE2 and zileuton, which is an inhibitor of
5-lipoxygenase that blocks LTB4 and, consequently, TNF (41, 90).
Genetic polymorphisms of LTB4 demonstrate an important asso-
ciation with the development of severe tuberculous meningitis,
in which the inadequate balance of the inflammatory response
that is mediated by TNF and LTB4 may aggravate the disease
progression (90). The importance of the host’s lipid metabolism
regulation, which can affect the availability of nutrients to the
pathogen as well as the production of inflammatory mediators,
is increasingly evident. Host-based therapies are currently under
development with the goal of metabolic drugs that could be
interesting adjuvants in the mycobacterial diseases treatment,
such as leprosy and tuberculosis.

Thus, ongoing mycobacterial survival is associated with
enhancements to lipid metabolism. After infection takes place,
mycobacteria cause a shift in the host cell gene expression that
leads to lipid uptake through the receptor induction of cho-
lesterol (15, 77) and the formation of lipid bodies (91). Strong
modulation of lipid synthesis pathways in host cells by M. leprae
or M. tuberculosis has been observed, and it has been suggested
that lipid droplets work as a nutrient reservoir for M. tuberculosis
(7). Although M. leprae are unable to remove carbons from
cholesterol (80), both M. leprae and M. tuberculosis seem to
take shelter within lipid bodies, which are formed abundantly
by host cells (91). Therefore, as an example, a pharmacological
approach to compensate for the induction of this crucial pathway
for M. leprae survival would be the use of statins as an adjuvant in
combination with multidrug therapy. Results from experimental
models (81) suggest that modulation of autophagic mecha-
nisms could also promote the antimicrobial response against
M. tuberculosis and decrease inflammation-mediated immuno-
pathology (31, 82, 83). Recently, mammalian target of rapamycin
pharmacological agents, including rapamycin or AMPK targets
such as metformin, have been tested in clinical trials as an
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1. RESULTADOS COMPLEMENTARES CITADOS NA DISCUSSAO
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Figura 3.1. A adi¢céo do neutralizante do receptor de IGF-1 (IGF-1Ra) diminui a captacéo de
glicose em células ST8814 infectadas. Imagens de fluorescéncia de células marcadas com 2-
NBDG ap0s 48 horas de infeccdo. Células controle (A), células infectadas com o bacilo em uma
MOI de 50:1 (B), Células submetidas ao neutralizante (IGF-1Ra) por 48 horas (C). Células
submetidas ao neutralizante 30 minutos antes da infec¢éo por 48 horas (D) média e desvio
padrdo da quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de 2-NBDG de 2 experimentos
independentes (E), Células de Schwann nédo infectadas submetidas ao IGF-1 recombinante por
24 e 48 horas- Média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes (F) A significancia

estatistica foi calculada por Friendman test (* p<0.05).
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Figura 3.2 M. leprae induz a expressdo de mTOR e adicdo de seu inibidor especifico
(rapamicina) diminui a viabilidade do bacilo em 48 horas de infec¢&o. Expressdo de mTOR
avaliada por PCR em tempo real (A), viabilidade intracelular do M. leprae detectada pela razéo

RNA: 16S e DNA: Rlep. Os resultados mostram a andlise de 2 experimentos independentes.
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3. METODOLOGIA DOS RESULTADOS COMPLEMENTARES CITADOS
NA DISCUSSAO

Viabilidade Intracelular do M. leprae em células estimuladas com
rapamicina e metformina

As células de Schwann da linhagem ST8814 foram distribuidas em placas
de 12 pocos (8x10° por poco). Apds 24 horas do plaqueamento, células foram
submetidas ao M. leprae viavel (MOI 50:1). A rapamicina(10nM) e metformina
(2mM) foram adicionadas apos 24 horas de infeccdo. A rapamicina foi
ressuspensa em DMSO (Dimetilsulfoéxido), que foi utilizado com veiculo para
nossas analises (dados ndo mostrados). Para estimar a viabilidade intracelular
do M. leprae foi utilizado o sistema de PCR em tempo real para deteccdo dos
niveis de RNAr 16S do bacilo, com algumas modificacdes, como descrito por
(54). A partir das células infectadas com o bacilo vidvel foram extraidos o DNA e
0 RNA, onde este ultimo foi reversamente transcrito em cDNA. Os niveis de
RNAr 16S foram normalizados pela deteccdo de DNA Rlep. As reacfes de PCR
em tempo real foram realizadas com 500 ng de DNA e cDNA em volume final de
20 pL contendo TagMan PCR Master Mix 1X (Applied Biosystem), 0,1 uM da
sonda e 0,5 uM de cada oligonucleotideo. As rea¢des 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®.

Interferéncia do IGF-1Ra na captagao de glicose

A captacao de glicose foi monitorada através de um analogo fluorescente
2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-d-glucose (2-NBDG-
BioTECH) como descrito no artigo apresentado no capitulo Il. As células foram
distribuidas em placas de 24 pocos (2x10%em cada po¢o) com laminula de vidro
e embebidas em meio RPMI com 10% de SFB. O neutralizante do IGF-1(IGF-
1Ra- R&D Systems) foi adicionado 30 minutos antes da infec¢do (MOI 50:1) que
durou aproximadamente 48 horas. Apos a marcacdo com 500 nM do analogo
fluorescente de glicose (2-NBDG) por 30 minutos em meio RPMI suplementado

com 10% de SFB, seguindo instru¢cdes do fabricante. As laminulas de vidro foram
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lavadas duas vezes com PBS 1X por 2 minutos e colocadas em laminas de vidro
onde foram analisadas rapidamente. Foram capturadas imagens de 10 campos
aleatérios utilizando-se 0 microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss
AxioObserver com sistema de iluminagao Colibri com objetiva Plan-neofluar 40X
com 1.4 de abertura numérica (Zeiss). O sinal verde do NBDG foi fotografado em
camera monocromatica HMR Axiocan (Zeiss) através do software Axiovision
versao 3.2 (Zeiss). O sistema de iluminacao utilizou led de 470nm e filtro Zeiss
61.
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