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RESUMO

A hanseniase é uma doenga infecciosa cronica e sistémica causada pelo bacilo intracelular
Mycobacterium leprae, que afeta a pele e os nervos periféricos pela infeccdo a macrofagos e
células de Schwann. Mesmo curével, a patologia ainda representa um problema de saulde
publica em alguns paises, estando o Brasil em segundo lugar no ranking mundial de deteccéo
de novos casos da doenca. Apesar de ser uma doenca milenar, o entendimento do
desenvolvimento da infeccao pelo M. leprae ainda é limitado por se tratar de um microrganismo
n&o cultivavel in vitro, tornando os avancos cientificos lentos e de custo elevado. E conhecida
a importancia do metabolismo lipidico da célula hospedeira para a sobrevivéncia intracelular
do patdgeno em macréfagos e células de Schwann. Os adipdcitos, células que constituem o
tecido adiposo subcutdneo especializadas no armazenamento lipidico, no entanto, nunca
haviam sido investigados como alvo de infeccdo pelo M. leprae. Neste estudo, analisamos o
envolvimento das células adiposas como potencial sitio de infeccdo do patdgeno. Foram
utilizados como modelo de infeccdo experimental in vitro fibroblastos murinos 3T3-L1
diferenciados a adipdcitos. A modulacéo lipidica nos adipdcitos foi analisada, assim como a
expressdo génica e a producdo de proteinas envolvidas no processo de lipolise. Um modelo
piloto de infeccdo in vivo em camundongos com injecédo direta de M. leprae no tecido adiposo
inguinal foi utilizado para a investigacdo de alteracbes metabdlicas induzidas ap6s a infeccdo
do tecido. A viabilidade da micobactéria no ambiente dos adipdcitos e de macrofagos expostos
ao meio condicionado por adipécitos foi mensurada, bem como a anélise de genes de laténcia
micobacterianos durante a infeccdo. A expressdo génica de fatores envolvidos na resposta de
macrofagos frente a estimulos dos adipdcitos também foi investigada. Os resultados
demonstram uma intensa mobilizacdo lipidica nos adipécitos quando infectados pelo M. leprae,
com efluxo de colesterol. Experimentos in vivo demonstram mudancas metabodlicas apos
infeccdo do tecido adiposo inguinal de camundongos, como o aumento do efluxo de colesterol
para 0 sangue corroborando com os dados in vitro, além de maior reserva de triacilglicerideos
no figado dos animais. Além disso, foi observado que o0 meio condicionado por adipdcitos afeta
a viabilidade do M. leprae no interior de macréfagos, modulando a resposta imune destas
células. Este trabalho apresenta o tecido adiposo como um importante sitio de infeccdo para o
M. leprae até entdo desconhecido, demonstrando o potencial do tecido na elucidacdo dos
mecanismos patologicos desencadeados na hanseniase.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic and systemic infectious disease caused by the intracellular bacillus
Mycobacterium leprae, which affects the skin and peripheral nerves due to its infection to
macrophages and Schwann cells. Although curable, this pathology is still recognized as a public
health issue in some countries. Brazil stands second place on the global ranking of new cases
detection. Despite being a millenary disease, the understanding about the development of M.
leprae infection remains limited due to the fact that it is a non-cultivable microorganism, what
makes any scientific advances a challenge. The importance of host cell lipid metabolism for the
intracellular survival of this pathogen in macrophages and Schwann cells is known. Adipocytes,
specialized cells in lipid storage present in subcutaneous adipose tissue, however, have never
been investigated as a target for M. leprae infection. In this study, it was analyzed the
involvement of fat cells as a potential infection site for the pathogen. Murine 3T3-L1 derived
adipocytes infected with M. leprae were used as in vitro experimental model. Lipid modulation
in adipocytes was analyzed. Gene expression and the production of proteins, enzymes,
adipokines, and transcription factors involved in the lipolysis process were evaluated by gPCR
and western blotting. A model of in vivo infection using injection of M. leprae in mice inguinal
adipose tissue was used to investigate metabolic changes. Mycobacteria viability was
determined inside adipocytes, in macrophages exposed to adipocytes conditioned medium, as
well as the analysis of latency genes from mycobacteria. Gene expression of factors involved
in the macrophage response after adipocytes conditioned medium stimuli was also investigated.
The results demonstrate an intense lipid mobilization in adipocytes after M. leprae infection,
followed by significative cholesterol efflux. In vivo experiments demonstrate metabolic
changes after infection in mice inguinal adipose tissue, such as increased cholesterol efflux into
the blood corroborating with in vitro data, in addition to high levels of triglycerides in the
murine livers. Also, it was observed that the conditioned medium from adipocytes can affect
the viability of M. leprae infecting macrophages, modulating the immune response. This work
presents adipose tissue as an important, and previously unknown, infection site for M. leprae
able to contribute to the understanding of pathological mechanisms triggered in leprosy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tecido adiposo, mais que uma simples reserva energética

1.1.1 Hipdteses iniciais sobre a morfologia do tecido adiposo

Questionamentos sobre como a gordura era estocada em mamiferos eram frequentes
entre pesquisadores em meados do século XIX, com diversas propostas conflitantes. As
principais propostas descreviam que a gordura se acumulava em células ndo especializadas no
tecido conjuntivo que possuiam forma multilocular semelhante a ‘amoras’ ou ainda que as
células vagavam pelo plasma coletando gordura e se acumulavam no tecido conjuntivo. Outra
visdo postulava o conceito que melhor compreende o que entendemos atualmente a respeito
dessas células, entdo os adip6citos, que ocupavam um tecido ‘glandular’ especializado. Porém
esta Ultima hipétese ainda era a menos atraente no inicio do século XX, como descrito em uma
abrangente reviséo de literatura publicada em 1901 sobre os estudos da morfologia do tecido
adiposo (SHAW, 1901).

Ao analisar naquela época a literatura sobre o desenvolvimento da gordura no corpo,
era evidente que as opiniGes eram muito divididas, mas duas importantes contribuicdes foram
realizadas. De um lado pesquisadores que insistiam em acreditar que as células de gordura eram
desenvolvidas a partir de células especializadas reservadas para sintetizar e acumular gordura.
Do outro lado, que as células de gordura ndo formavam uma estrutura especifica, mas que a
gordura era armazenada em células espalhadas por toda parte, e eram constituintes do tecido
conjuntivo. Todd e Bowman (1845, apud SHAW, 1901) afirmavam que o tecido adiposo e o
tecido conjuntivo deveriam ser considerados tecidos distintos e independentes. Em 1856,
Kolliker (1856, apud SHAW, 1901) descreveu grandes células poligonais granuladas, mas com
citosol (na época chamado protoplasma) claro ocorrendo no mesentério e ao redor dos rins em
espécimes de gatos filhotes, contendo glébulos de gordura. Kolliker entdo considerou que estas
células poligonais eram primitivas, e que formavam estruturas definidas que, por sua aparéncia,

deveriam ser consideradas como glandulas, e assim ele as nomeou.

Por outro lado, em 1866 Czajewicz (1866, apud SHAW, 1901) publicou observagdes
na formagé&o da gordura e opinou que a gordura era depositada em células do tecido conjuntivo,
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mas ndo um grupo especial delas, e que, em caso de excesso nutricional, até as células epiteliais
do mesentério poderiam ser preenchidas com glébulos de gordura. Depois, Flemming (1870,
apud SHAW, 1901) publicou suas observacdes sobre o desenvolvimento de gordura no tecido
subcutaneo e no mesentérico. Em seus trabalhos ele afirmava que a gordura era depositada em
células fixadas no tecido conjuntivo. Como resultado do jejum, a gordura era removida destas
celulas e as células originais do tecido conjuntivo se multiplicavam. No mesmo ano, Toldt
(1870, apud SHAW, 1901) defendeu enfaticamente a existéncia de 6rgéos definidos formadores
de gordura, sendo encontrados em gatos filhotes e coelhos jovens abaixo da pele, entre os
masculos, no pescogo, em volta de varias articulagdes e proximo aos rins. As celulas destas
glandulas, antes da gordura ser formada dentro delas, eram grandes com forma variavel e
granuladas. O sistema capilar altamente desenvolvido que formava uma rede entre essas

‘glandulas gordurosas’ chamavam sua atenc¢ao.

Ap0s suas observacdes, Waldeyer (1875, apud SHAW, 1901) concluiu que as células
de gordura eram formadas de acordo com as observacdes de Flemming, ou seja, a partir de
células simples do tecido conjuntivo, mas que Toldt também estava correto em sua afirmacao
de que a gordura era depositada em células especializadas ricas em citosol (figura 1.1). Além
disso, ele também observou a formacao de gordura em células ambulantes no plasma, chamadas

assim por ele.

e,

Figura 1.1: llustracdo das observac6es de células ricas em citosol. Amostra de tecido subpleural de espécime
de feto humano no sétimo més. Células demonstram glébulos Gnicos de gordura. Imagem demonstrada por Shaw
(1901).
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Em 1883, Ehrmann (1883, apud SHAW, 1901) observou células poligonais granulares
que ocasionalmente continham muitos glébulos de gordura, revivendo o nome originalmente
dado a estas células por Ludwig, as denominando de células ‘amoras’ (figura 1.2). Ehrmann se
opde a chamar estas células de glandulas e postula que provavelmente sejam células
ambulantes, como descrito por Waldeyer. Aproximadamente trinta anos depois de suas
primeiras observacdes, Kollinker (1886, apud SHAW, 1901) reafirmou suas descricoes,
dizendo que Iébulos gordurosos eram produzidos a partir de um tipo especial células do tecido
conjuntivo. Ele também dizia que as células de gordura poderiam se reconverter em células do

tecido conjuntivo e estas novamente em células de gordura.

< J.“‘t .

Figura 1.2: llustracdo das observacdes de células com diversos globulos de gordura. Amostra de tecido
subpleural de espécime de feto humano no nono més. Nao foi observada nenhuma célula de gordura unilocular,
sendo estas caracterizadas como células ‘amora’. Imagem demonstrada por Shaw (1901).

Nesta revisdo feita por Shaw em 1901, apesar de descrever diversas hipoteses ao longo
do século XIX sobre o desenvolvimento do tecido adiposo, ele conclui que as observagdes feitas
por Kolliker e as propostas daqueles que aceitavam suas descri¢cdes ndo eram suficientemente
convincentes, e que 0s mesmos deveriam aceitar as descrigdes de Flemming sobre ndo haver
‘glandulas de gordura’ especializadas, mas que toda gordura era depositada em células do tecido

conjuntivo.

Seria bastante surpreendente para esses primeiros pesquisadores o consenso atual, onde

é aceito que o tecido adiposo apresenta fungédo glandular, agindo como um érgao enddcrino que
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pode controlar diversas fungdes sistémicas através da secrecdo de moléculas com funcgdes
autocrinas e paracrinas, além das diversas outras funcdes descritas para o tecido adiposo na

manutencdo da fisiologia dos vertebrados.

1.1.2 Descricdo do tecido adiposo em mamiferos

O tecido adiposo representa um tipo especial de tecido conjuntivo com a predominancia
de células gordurosas, os adipocitos, que representam em torno de 35 a 70% da massa desse
tecido, que também possui outros tipos celulares encontrados em sua fragdo vascular estromal
incluindo pré-adipdcitos, células tronco mesenquimais, células endoteliais, células musculares
lisas, macrofagos e demais células do sistema imune, dentre outras (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013; RODRIGUEZ A. et al, 2015).

Amplamente distribuido pelo corpo, o tecido adiposo representa em torno de 20 a 25%
do peso corporal de mulheres e de 15 a 20% dos homens em pessoas de peso normal. Configura
0 maior deposito de energia do corpo, sob a forma de triacilglicerideos (TAG) os quais sdo mais
eficientes para producdo de energia pois fornecem 9,3 kcal/g contra apenas 4,1 kcallg

fornecidas pela utilizacdo do glicogénio como fonte energética.

Os TAG do tecido adiposo ndo sdo depdsitos estaveis, pois se renovam continuamente
por influéncia de estimulos nervosos e hormonais. Além de seu papel energético, o tecido
adiposo possui fungdo estrutural, preenchendo os espacos entre outros tecidos, auxiliando no
posicionamento dos 6rgdos. Forma também coxins absorventes de choques localizados
principalmente na planta dos pés e palma das mdos e tem importante funcdo de isolamento
térmico ao organismo. Atualmente, tem sido também cada vez mais estudado seu papel na
producdo de moléculas importantes na fisiologia do organismo, confirmando sua atividade
enddcrina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CHOI; COHEN, 2017).
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Apesar de ser amplamente descrito em suas fungdes como um Unico tecido, o tecido
adiposo pode se apresentar de duas formas principais, com diferencas entre sua distribuigéo,
estrutura e papel fisiologico. Uma variedade € o tecido adiposo branco ou unilocular (WAT do
inglés White Adipose Tissue), onde os adipdcitos quando maduros contém uma grande
gota/corpusculo lipidico que ocupa quase todo o citoplasma (figura 1.3). O tecido adiposo
branco serd melhor detalhado adiante.

Mitocondria

%
% Nacleo

Corpusculo
lipldico

b

Figura 1.3: Representacdo esquematica de adip6cito branco. O adipécito branco ou unilocular € uma célula de
citoplasma grande com gota/corpusculo lipidico que ocupa quase todo seu citoplasma, com suas organelas e nucleo
achatados na periferia. Imagem: Shape - esquemas didaticos.

A outra variedade é o tecido adiposo marrom ou multilocular (BAT do inglés Brown
Adipose Tissue), formado por adipdcitos com numerosos corpusculos lipidicos e muitas
mitocondrias (figura 1.4). Sua funcdo principal e mais bem descrita € a producdo de calor, sendo
predominantemente responsavel pela termorregulacdo dos organismos humanos recém-
nascidos, além de estocar energia na forma de gordura e secretar adipocinas, porém em menor
extensdo que o tecido adiposo branco. Sua habilidade termogénica deriva da presenca de
proteinas desacopladoras 1 (UCP-1 ou termogenina), proteina mitocondrial que induz a
producdo de calor pelo desacoplamento da respiragdo na sintese de ATP (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013; NEDERGAARD; CANNON, 2013).
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Figura 1.4: Representacdo esquematica de adipdcito marrom. O adipdcito marrom se caracteriza por diversas
goticulas/corpusculos lipidicos e a presenca de muitas mitocondrias em seu citoplasma. Imagem: Shape —
esquemas didaticos.

Recentes estudos revelaram a presenca de células brown-like no tecido adiposo,
chamadas bege ou ‘brite’ (do inglés brown-in-white). Os adipdcitos bege sdo células que
parecem ser originarias de células endoteliais ou perivasculares dentro do tecido adiposo
branco, com uma assinatura genética unica que é diferente das de adipdcitos brancos ou
marrons. Sob condi¢fes basais, adipdcitos bege expressam baixos niveis de UCP-1, mas sob
estimulo B-adrenérgico induzido por exposicao ao frio ou exercicios, estes adipécitos produzem
altas quantidades de UCP-1 e demonstram propriedades termogénicas (KHANDEKAR et. al.,
2012). Como os adipécitos bege ainda sdo uma categoria que precisa ser mais investigada, sera

um assunto somente mencionado neste trabalho.

1.1.3 Caracterizacéo do tecido adiposo branco

O tecido adiposo branco, varia sua cor entre branco a amarelado dependendo da dieta.
Esta coloragdo se deve principalmente ao acimulo de carotenos (pigmentos organicos naturais
presentes em certos alimentos) dissolvidos nos corptsculos lipidicos. E o tipo de tecido adiposo
predominantemente encontrado em humanos adultos tendo como principal fun¢do o acimulo
lipidico, sendo um local critico para homeostase energética, com papel no metabolismo de
glicose em resposta a insulina e acdo endocrina (GESTA et al.,, 2007; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

E composto majoritariamente por adipdcitos uniloculares que sdo células grandes,
medindo cerca de 50 a 150 um de didmetro, de forma esférica isoladamente, mas que assumem

formas poliédricas no tecido pela compresséo reciproca entre elas. Estas células demonstram
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uma unica e grande goticula lipidica envolta por uma fina camada de citoplasma com nucleo
achatado na periferia. Observagdes por microscopia eletrénica demonstram que, além do
corpusculo principal, existem outros muito menores, no entanto em cortes histolégicos comuns
os corpusculos lipidicos s@o removidos pelo processamento com solventes organicos e cada
célula se apresenta apenas contendo sua camada de citoplasma e nucleo. O tecido apresenta
partes de tecido conjuntivo que contém vasos sanguineos e nervos com a presenca de fibras
reticulares (colageno 111) que sustentam as células adiposas. A vascularizacdo do tecido adiposo
€ muito abundante quando se considera a pequena quantidade de citoplasma funcional, onde a
relagdo volume capilar sanguineo/volume de citoplasma é maior que no musculo estriado por
exemplo. Ap0s a utilizagdo das reservas energéticas, caso ocorram periodos de alimentacéo
muito deficientes em calorias, ocorre primeiramente mobilizacdo lipidica dos reservatérios
subcutaneos seguido pelo do mesentério e retro peritoneais, enquanto que o tecido adiposo
localizado nos coxins das maos e dos pés resistem a longos periodos de desnutri¢do. Quando o
tecido perde quase toda sua gordura, se transforma em um tecido com células de forma
poligonais ou fusiformes, com raros corpusculos lipidicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Anatomicamente, o tecido adiposo branco representa 0s dois maiores depdsitos
adiposos, o tecido adiposo subcutaneo e o tecido adiposo visceral ao redor dos érgdos internos.
A organizacdo e distribuicdo de alguns depdsitos adiposos diferem no organismo humano
comparado aos camundongos (figura 1.5) (GESTA et al., 2007; LUONG et al., 2019).
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|  Omental (TABo)
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Figura 1.5: Depositos de tecido adiposo branco. Nos humanos, os depdsitos adiposos de tecido adiposo branco
sdo encontrados por todo corpo. Os depdsitos de tecido adiposo branco (TAB) séo principalmente o tecido adiposo
visceral e o tecido adiposo subcutaneo. Os principais depdsitos viscerais comuns em humanos e roedores incluem
epicardio / pericardio (ndo mostrado), perirrenal (TABpr), retroperitoneal (TABr) e mesentérico (TABm). Embora
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os humanos tenham grande gordura omental (TABo), camundongos tém grande gordura perigonadal (TABpg). O
tecido adiposo subcutaneo em humanos pode ser dividido em superior (abdominal) e inferior (gliteo-femoral). A
gordura abdominal em humanos pode ser dividida em superficial e profunda, que sdo separados anatomicamente
pela fascia de Scarpa, uma camada membranosa profunda no abdémem. Em camundongos, o tecido adiposo
subcutaneo é dividido em anterior e posterior. O tecido adiposo branco dérmico (TABd) é outro deposito de
gordura que existe em humanos e camundongos. O tecido adiposo da medula éssea é também outro depdsito
adiposo comum em ambas as espécies. Adaptado de LUONG et al. (2019).

O tecido adiposo subcutédneo é a camada de tecido que é a base da pele, sendo
amplamente distribuido pelo corpo. Composto principalmente por adipocitos brancos, vale
mencionar que o tecido adiposo subcutaneo possui constituicdo complexa, com a presenca de
inimeros vasos sanguineos e terminacfes nervosas, reforcando que suas funcdes vdo muito
além do suporte estrutural do corpo e armazenamento de gorduras, se estendendo também a
funcBes neuroenddcrinas (GUILHERME et al., 2019).

O tecido adiposo branco tem sido cada vez mais descrito como um 06rgédo secretor,
sintetizando diversas moléculas com func6es bioldgicas importantes na fisiologia do organismo
— as adipocinas. Este tecido é o mais profundamente caracterizado, sendo o tipo mais referido

quando se trata das propriedades secretoras do tecido adiposo.

A linhagem celular de fibroblastos 3T3-L1, isoladas e expandidas de camundongos
Swiss por Green e Meuth (1974), é o modelo in vitro mais comum utilizado para o estudo da
biologia dos adipdcitos, por seu potencial de diferenciacdo e acumulo lipidico, sendo um
modelo critico para o avanco dos estudos sobre adipogénese, metabolismo lipidico, acdo
hormonal e obesidade (RUIZ-OJEDA et al., 2016).

1.1.4  Metabolismo dos adipécitos

Em termos quantitativos, o tecido adiposo branco é o maior 6rgéo de reserva energética
no corpo. Mais de 95% dos lipideos do corpo sdo encontrados nas reservas de tecido adiposo
na forma de triacilglicerideos (TAG), com menor quantidade em outros tecidos como figado e
musculos. Menos de 0,1% dos lipideos corporais estdo no plasma (COPPACK et. al, 1994).
Como um 6rgédo de armazenamento de energia, o tecido adiposo estoca triacilglicerol em estado
alimentado e quebra esta reserva em condicdes de escassez nutricional providenciando

combustivel para outros orgaos na forma de glicerol e acidos graxos livres, sendo altamente
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regulado pela mudanca desses estados nutricionais com sinalizagdo hormonal (insulina e
catecolaminas principalmente em humanos) e exercicios. A integridade dos processos que
regulam o metabolismo dos adipdcitos é essencial para manter a homeostase do peso corporal
e a desregulacdo desses processos tem provavelmente importante papel em patologias como
obesidade e diabetes tipo 2 (LARGE et al., 2004).

Uma pequena parte de TAGs pode ser sintetizada nos adipocitos utilizando carboidratos,
no processo de lipogénese, onde ocorre biossintese de novo de acidos graxos a partir de
substrados ndo lipidicos. A maioria dos TAGs plasmaticos sdo provenientes da dieta lipidica,
secretados do intestino na forma de quilomicrons ou do figado em lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), onde os acidos graxos sdo capturados pelos adipdcitos para integrar a
sintese bioquimica da formacdo de TAG, que consiste na esterificacdo de uma molécula de
glicerol-3-fosfato com trés moléculas de &cidos graxos complexadas a acil-coenzima A (acetil-
CoA). Quando héa necessidade nutricional para utilizacdo das reservas lipidicas, as moléculas
de TAG estocadas nos adipdcitos sdo hidrolisadas no processo de lipélise, o qual sera detalhado

adiante.

1.1.4.1 Lipdlise

O TAG ¢ estocado no citosol da célula em corpusculos lipidicos, organelas consideradas
dindmicas que sao criticas durante a lipolise nos adipocitos. Os TAGs sdo quebrados
gradualmente a diacilglicerol (DAG) e monoacilglicerol (MAG) para formar trés moléculas de
acidos graxos e uma de glicerol por cada TAG hidrolisado (figura 1.6). Os &cidos graxos
liberados pelo tecido adiposo podem entrar na circulacdo ligados a proteinas carreadoras e
serem utilizados por outros orgdo através da p-oxidagdo e subsequente geracdo de ATP.
Adicionalmente, &cidos graxos e glicerol liberados também servem de substrato no figado para
a cetogénese e gliconeogénese, respectivamente. A lipolise requer a acao de lipases solUveis no
citosol que precisam ter acesso ao substrato TAG que é altamente hidrofobico e coberto por
proteinas ao redor do corpusculo lipidico (LAFONTAN, MAX; LANGIN, 2009).

Até o inicio dos anos 2000, a maioria das pesquisas sobre a lipolise focavam na lipase
horménio sensivel (HSL), uma proteina citoplasmatica de 84 kDa, a qual se acreditava que

catalisava os dois primeiros passos da hidrolise de TAG. No entanto, em estudos com
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camundongos knockout para HSL foi observado que eles acumulavam DAG em numerosos
tecidos, sugerindo que a enzima hidrolisa mais DAG que o0 TAG, e que uma adicional hidrolase
de TAG pudesse existir (HAEMMERLE et al., 2002; ZIMMERMANN et al., 2004). Em 2004,
trés laboratorios independentes identificaram a mesma nova TAG lipase, nomeada desnutrina,
fosfolipase A2 e lipase de triglicerideo de tecido adiposo (ATGL), conduzindo a reavaliacdo do
modelo cléssico de lipolise (JENKINS et al., 2004; VILLENA et al., 2004; ZIMMERMANN
et al., 2004).

A lipase de triacilglicerideos do adipdcito (ATGL) humana é uma proteina de 486
aminoacidos com peso molecular de 54 kDa, predominantemente expressa no tecido adiposo,
participando da primeira etapa de hidrélise do TAG formando uma molécula de DAG assim
como um &cido graxo livre. A ATGL demonstra a mais alta reatividade ao TAG como substrato,
mas também pode hidrolisar DAG, embora com menor atividade (ZIMMERMANN et al.,
2004).

A HSL, formada por 775 aminoacidos com massa de 84 kDa, foi originalmente nomeada
por sua ativacdo em resposta a sinais hormonais como de norepinefrina e epinefrina
(VAUGHAN; STEINBERG, 1963). As primeiras investigacdes sobre essa enzima concluiam
gue a HSL catalisava a hidrélise de TAG e DAG pois apresenta ampla especificidade a
substratos como tri-, di- e monoacilglicerol assim como colesterol e ésteres de retinol
(YEAMAN, 2004). No entanto, suas taxas de hidrélise de DAG séo significantemente mais
altas para os outros substratos, sendo reconhecida por catalisar a segunda etapa da hidrélise de

TAG, a quebra da molécula de DAG a MAG, liberando mais um acido graxo.

A enzima da terceira etapa do catabolismo de TAG, monoacilglicerol lipase (MGL), é
composta por 303 aminoacidos, tem peso molecular de 33 kDa e foi descoberta logo apos a
HSL (VAUGHAN et al., 1964). E uma proteina que existe em abundancia no citosol celular e
ndo é regulada por hormdnios para catalisar a etapa final da quebra de TAG, hidrolisando a
molécula de MAG a glicerol e o tltimo acido graxo livre. Diferente de muitas lipases que possui
ampla especificidade por outros substratos, a MGL ndo hidrolisa outros glicerolipideos, como
DAG, e 0 TAG, tdo pouco ésteres de colesterol ou ésteres de retinol (COLEMAN; MASHEK,
2011).
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Figura 1.6: Representacdo esquematica do processo de lipélise. A partir do estimulo de ativacao do receptor B-
adrenérgico, proteinas G estimulam a ativa¢do da enzima adenilato ciclase (AC) que aumenta os niveis de AMP
ciclico (¢AMP) no citoplasma celular. A disponibilidade de cCAMP leva a ativagdo da proteina quinase A (PKA)
gue por sua vez leva a fosforilagdo da enzima lipase horménio sensivel (HSL) e das proteinas perilipinas presentes
na periferia dos corpuasculos. A lipase de triacilglicerideos do adipdcito (ATGL), associada ao seu ativador gene
de identificacdo comparativa-58 (CGI-58), participa da primeira etapa de catabolismo do triglicerideo, seguido da
acdo da HSL e da lipase de monoacilglicerol (MGL) para liberacéo de &cidos graxos livres e glicerol no processo
de lipdlise. Imagem: Shape — esquemas didaticos.

1.1.4.2 Regulacao da lipdlise

A lipolise é altamente regulada, com sinalizagdes que envolvem a producéo e ativacao
de diversas proteinas citosélicas, assim como de proteinas que recobrem o corpusculo lipidico.

Diferentes fatores podem estimular a lipdlise nas células, no entanto a agdo das catecolaminas,
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adrenalina e noradrenalina, representam os reguladores mais sofisticados das funcoes celulares
nos adipocitos, estimulando a lipdlise pela interagcdo com receptores p—adrenérgicos, sendo esta
a via melhor detalhada a seguir (LAFONTAN; BERLAN, 1993).

Os receptores B—adrenérgicos se encontram na membrana plasmética acoplados ao
complexo de proteinas G estimulatdrias (Gs), responséavel pela ativacdo de adenilato ciclase
(AC), que leva ao aumento da concentracdo de AMP ciclico (CAMP) intracelular que por sua
vez promove a ativacdo da proteina quinase A dependente de cAMP (PKA). A PKA fosforila
a HSL citoplasmaética, induzindo seu deslocamento para a periferia do corpusculo lipidico onde
interage com as proteinas perilipinas tambeém fosforiladas por PKA, ocorrendo entdo mudancas
conformacionais no corpusculo que facilitam a acdo das lipases na degradacdo da reserva de
TAG. As perilipinas pertencem a uma familia de diversas proteinas que recobrem corpusculos
lipidicos, sendo caracterizadas pela presenca de regides N-terminal conservadas definidas como
dominios PAT, sendo nomeadas por perilipina, adipofilina (proteina relacionada a
diferenciacdo de adipocitos - ADRP), e TIP47. No entanto estas proteinas PAT sdo expressas
em diferentes tecidos, sugerindo potenciais funcgdes tecido especificas. Nos adipdcitos maduros,
a perilipina mais bem descrita como reguladora do estimulo lipolitico é a perilipina 1 (PLINZ,
Perilipina A) (GREENBERG et al., 1993).

As propriedades de ativacdo da lipolise também dependem de proteinas que nédo estao
diretamente envolvidas no processo catalitico. Uma proteina bem descrita interagindo com a
HSL nesse processo é a FABP4. A FABP4 é uma proteina citosélica de ligagdo a &cidos graxos,
expressa nos adipdcitos, envolvida no trafico de acidos graxos e cido retinoico intracelular.
Porém, adicionalmente, a HSL contém um sitio de ligacdo que permite sua associacdo a FABPA4.
Quando a HSL é fosforilada por PKA, a FABP4 se liga a ela formando um complexo que se
desloca para os corpusculos lipidicos, direcionando a enzima para seu local de acdo (SMITH et
al., 2007).

Simultaneamente, a atividade enzimatica de ATGL também parece requerer interagcao
com proteinas do corpusculo lipidico, no entanto estas interagdes ainda ndo foram
profundamente caracterizadas. A proteina de interacdo a ATGL mais bem estudada é o gene de
identificacdo comparativa-58 (CGI-58 ou ABHDS5). Com fungdo descrita por Lass e
colaboradores em 2006 (LASS et al., 2006), ela é responsavel pelo aumento da atividade
enzimatica de ATGL em 20 vezes. Esta proteina se encontra ligada a perilipina na superficie
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dos corpusculos, mas apds estimulo da lipolise, 0 CGI-58 se dissocia da perilipina e se liga ao
ATGL. Foi demonstrado que a interagdo entre ATGL e CGI-58 ocorre principalmente com
ATGL associada ao corpusculo e, em menor grau, no citoplasma (GRANNEMAN et al., 2009).
Apesar da PKA estimular uma série de eventos ap6s a fosforilacdo da perilipina, a ATGL parece
n&o ser fosforilada por ela, ocorrendo entéo a fosforilacéo de perilipina por PKA, permitindo a
dissociagdo das perilipinas de CGI-58, que estimula a agdo de ATGL (MIYOSHI et al., 2008).

Alguns hormonios séo conhecidos por participar da regulacédo da lipolise. Entre todos
os fatores enddcrinos, a insulina é quantitativa e qualitativamente o mais relevante. O impacto
do horménio do crescimento, horménio adrenocorticotropico, cortisol, hormonios da tireoide,
horménio da paratireoide e glucagon sdo comparativamente muito mais reduzidos que da
insulina. A insulina é um regulador chave na biologia do tecido adiposo que controla ndo so a

lipogénese mas também as taxas de lipolise e efluxo de &cidos graxos.

Durante o estado alimentado, a insulina se liga ao seu receptor especifico na superficie
dos adipdcitos induzindo sua fosforilacao que leva a interacdo com os substratos do receptor de
insulina (IRS), que por sua vez ativam o complexo fosfatidilinusitol quinase (PI13K). A inibig&o
da lipdlise basal e induzida por catecolaminas é promovida pela fosforilacdo e ativacdo de
fosfodiesterase 3B (PDE3B), que catalisa a quebra de cCAMP para sua forma inativa, diminuindo
sua concentracdo e assim inibindo os eventos da lipdlise. Entre os reguladores classicos da
lipblise, a estimulacdo adrenérgica e o controle da mobilizacédo lipidica mediado pela insulina
s&o 0s mais conhecidos (FRUHBECK et al., 2014).

Outros reconhecidos mediadores da lipélise incluem a producdo de 6xido nitrico e
espécies reativas de oxigénio (GAUDIOT et al., 1998), peptideo natriurético atrial secretado
por células musculares cardiacas atriais (LAFONTAN, MAX et al., 2008), além da participacéo
da proteina ativada por AMP quinase (AMPK), proteina quinase ativada por mitogénio
(MAPK) e mediadores produzidos pelo proprio tecido adiposo como as adipocinas
(COLEMAN; MASHEK, 2011; FRUHBECK et al., 2014). Com isso, a lipélise precisa ser
reanalisada a partir de uma perspectiva mais ampla de suas necessidades fisiologicas especificas
ou contexto patoldgico, uma vez que as taxas lipoliticas basais ou estimuladas podem ocorrer

sob diversas condigOes e por diferentes mecanismos.
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1.1.5 Funcéo endécrina do tecido adiposo

Com os avancos oriundos das investigacGes sobre o tecido adiposo nos ultimos anos
tem se tornado claro seu papel em funcGes enddcrinas no organismo a partir da secrecédo de
proteinas que desencadeiam sinais regulatorios para todo corpo, as chamadas adipocinas. O
controle do comportamento alimentar, a sensibilidade periférica a insulina e até o
desenvolvimento do sistema reprodutor feminino estdo entre os eventos fisioldgicos
controlados por estas biomoléculas (GIRALT et al., 2015). O tecido adiposo branco produz seu
préprio padréo de proteinas regulatorias que ainda tem sido investigado. Portanto, no que diz
respeito ao papel enddcrino das adipocinas, 0 maior enfoque é dado aquelas produzidas pelo
tecido adiposo branco, pois sdo as mais compreendidas até entdo.

Na década de 50, Kennedy postulou a existéncia de um fator ‘lipoestatico’ circulante
que exercia funcdes capazes de agir a nivel central no controle de gasto energético e captacao
de nutrientes (KENNEDY, 1953) (figura 1.7). Ele sugeriu que a gordura poderia produzir um
sinal que era captado pelo cérebro, sendo relacionado com os niveis de gordura corporal, onde
qualquer mudanca entre o alvo e o sinal desencadearia em alteragdes na captacdo ou gasto de
gordura. Baseado no simples conceito de um sistema com feedback negativo em torno de um
alvo definido, foi nomeado um modelo lipoestatico de regulacdo da gordura corporal. Mais de
40 anos depois, a leptina foi descoberta (ZHANG, Y et al., 1994), sendo descrita como um
hormbnio produzido por adipdcitos que interage com receptores no cérebro em areas
conhecidas por estarem ligadas a regulacdo do balango energético no hipotdlamo (MERCER et
al., 1996), levando assim a novos paradigmas sobre o papel do tecido adiposo como um érgéo

enddcrino capaz de controlar ativamente a homeostase energética.
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Figura 1.7: Modelo lipoestatico de regulacao da gordura corporal. Este modelo foi sugerido pela primeira vez
por Kennedy (1953) e amplamente adotado na década de 1990 apds a descoberta da leptina. Nesse modelo, o

tecido adiposo produz um sinal (geralmente presume-se envolver a leptina) que é passado ao cérebro, onde é
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comparado com um alvo (o ponto de ajuste do sistema) (A). Discrepancias entre o nivel do sinal e o alvo sao
traduzidas em efeitos sobre 0 gasto e a ingestdo de energia para equalizar a discrepancia e manter a homeostase.
Ou seja, se o sinal for muito alto (como em B, onde a gordura corporal esta acima do nivel do alvo), o gasto é
aumentado e a ingestdo diminuida até que a gordura caia e o sinal e o alvo voltem a ficar alinhados. Por outro lado,
se o sinal for baixo em relagéo ao alvo (como em C, onde o individuo é muito magro conforme determinado pelo
ponto de ajuste), a ingestdo é aumentada e o gasto é reduzido para levar a um balango energético positivo,
resultando em um aumento da gordura e trazendo o alvo e o sinal de volta ao alinhamento. Adaptado de Speakman
et al. (2011).

E importante citar que o uso do termo ‘adipocina’ pode se referir a fatores produzidos
especificamente pelos adipdcitos, ou se aplicar de maneira mais geral a fatores produzidos por
qualquer tipo celular presente no tecido adiposo. A literatura existente tende a usar o termo sem
distinguir este ponto, mas é preciso entender que no papel enddcrino do tecido adiposo algumas
das conhecidas adipocinas sdo expressas principalmente pelos adipécitos, como adiponectina e
leptina, porém algumas moléculas, como citocinas e quimiocinas, podem ser igualmente
secretadas pelas demais células do parénquima do tecido adiposo, tais como as células imunes,
vasculares e pré-adipocitos. Uma breve descricdo sobre as principais adipocinas sera
apresentada a seguir.

1.1.5.1 Leptina

A leptina foi identificada como o produto do gene associado a obesidade em estudos
com camundongos homozigotos para o alelo recessivo ob (ZHANG, Y et al., 1994). E um
horménio peptidico com estrutura helicoidal similar a de citocinas como as interleucinas
(LORD et al., 1998). E uma proteina de 16 kDa produzida principalmente pelos adip6citos,
especialmente do tecido adiposo subcutaneo, e, em menor extensao, por outros tecidos como
epitélio gastrico e cérebro, sendo produzida de forma proporcional a massa de gordura corporal
(HARWOOD, 2012). A leptina age principalmente no hipotalamo, sinalizando o sistema
nervoso sobre o status nutricional dos adipocitos, controlando a captagéo de nutrientes com um
sinal de saciedade (AHIMA et al., 1996).

Em resposta a sinalizagdo mediada pela leptina o cérebro comanda tecidos periféricos a
aumentarem a oxidag&o de 4cidos graxos, reduzir a glicose plasmética e induzir a termogénese,

reduzindo entdo a massa adiposa. Além disso, no estado em jejum, os niveis de leptina baixam
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junto com os de insulina, estimulando assim o apetite, inibindo a atividade lipolitica e

termogénica e suprimindo a acdo de horménios anabolicos (CHAN et al., 2003).

As acdes da leptina ndo estdo limitadas ao controle do apetite pelo sistema nervoso
central. Outros estudos mostram que a leptina também tem importante papel na regulacéo de
funcdes de 6rgaos periféricos como os 6rgdos reprodutores femininos (PEREZ-PEREZ et al.,
2015). Muitos tecidos periféricos expressam algumas formas de receptores de leptina e,
portanto, respondem ao estimulo catabolico da proteina. A leptina age nas células-p
pancredticas modulando a homeostase de glicose produzindo efeitos na expressao e secre¢do
de insulina (MARROQUI et al., 2012). Adicionalmente, a leptina pode regular a resposta imune
com efeito inflamatorio capaz de estimular células de resposta inata e adaptativa, aparentemente
exercendo papel pro-inflamatério (NAYLOR; PETRI, 2016).

1.1.5.2 Adiponectina

A adiponectina, também conhecida como AdipoQ ou ACRP30, é uma proteina
hormonal de 30 kDa originaria do tecido adiposo. Entre as adipocinas atualmente conhecidas,
a adiponectina esta presente em altas concentragdes no plasma, em torno de 10-30 pg/mL, o
que representa 0.01% das proteinas plasmaticas, niveis notavelmente maiores que outros
hormdnios como a insulina e leptina por exemplo. Pode se apresentar de trés formas: um trimero
de baixo peso molecular de aproximadamente 67 kDa, um hexametro de aproximadamente 120
kDa e um multimero de alto peso molecular de mais de 300 kDa, sendo esta forma de maior
poténcia e atividade biolégica. Embora seja sintetizada quase exclusivamente pelos adipécitos,
ela também é expressa em células musculares esqueléticas, midcitos cardiacos e células
endoteliais (SCHERER et al., 1995; WHITEHEAD et al., 2006).

O principal efeito da adiponectina na sensibilidade a insulina foi descoberto
simultaneamente por trés grupos independentes em 2001 (BERG et al., 2001; FRUEBIS et al.,
2001; YAMAUCHI et al., 2001). A adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina pela
interacdo com seus receptores de membrana, AdipoR1 e AdipoR2, em parte promovendo a a¢éo
de AMPK. Essa quinase € um importante regulador metabolico que age como um sensor do
status nutricional e pode ativar a oxidacéo de &cidos graxos no musculo esquelético, assim como

inibir a gliconeogénese hepatica e a lipdlise em adipdcitos. Foi demonstrado que a adiponectina
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ativa AMPK e reduz a expressdao de enzimas gliconeogénicas como fosfoenolpiruvato
carboxilase e glicose-6-fosfato, levando entdo a supressdo da via (KADOWAKI et al., 2006;
NAWROCKI et al., 2006; PAJVANI et al., 2003). No musculo esquelético, a adiponectina
também ativa o coativador 1a. de PPARy (PGC-1a), promovendo biogénese mitocondrial e

metabolismo oxidativo (IWABU et al., 2010).

Além da sensibilidade a insulina, outro papel funcional desta proteina é regular a
termogénese e homeostase energética, no entanto permanece controverso se ela promove ou
suprime esse processo (HUI et al., 2015). A funcéo fisioldgica e seus mecanismos na regulacao
do gasto de energia precisam ser melhor investigados. A adiponectina também induz efeitos na
modulacéo inflamatdria, parecendo agir como uma molécula anti-inflamatoria (ROBINSON et
al., 2011). As acdes de adiponectina nos adipdcitos multiloculares ndo séo claras, com alguns
relatos indicando que a adiponectina promove termogénese (WEI et al., 2017) e outros
reportando que a adiponectina atenua o recrutamento do tecido adiposo multilocular pela

diminuicdo da expressao e ativacdo do receptor B-adrenérgico (QIAO et al., 2014).

Em contraste com a leptina, os niveis de adiponectina ndo sdo aumentados em
individuos obesos com diabetes tipo 2, mostrando-se baixos em individuos obesos em geral e
se correlacionando negativamente com a adiposidade. A adiponectina é uma das poucas
adipocinas que correlacionam negativamente com a resisténcia a insulina. Sua producdo €
aumentada sob condi¢cdes de magreza e € inibida por moléculas pré-inflamatérias, que sédo
conhecidas por prejudicarem o status metabolico de pacientes obesos (LI et al., 2009). A
adiponectina também induz efeitos na modulacdo inflamatoria, com caracteristicas anti-
inflamatdrias, exercidos através de mecanismos que envolvem a supressao da transformacéo do
macrofago ao perfil ‘espumoso’ (OUCHI et al., 2001) e inducdo dos macrofagos a produzirem
a proteina anti-inflamatéria 1L-10 (KUMADA et al., 2004). Além disso a adiponectina também
atua sobre a via de NF-kB, podendo ter efeitos estimulatérios ou inibitérios (AJUWON;
SPURLOCK, 2005; TANG et al., 2007), além de interagir com o TNF reduzindo seu efeito
inflamatdrio, com a observacao de niveis de TNF em correlagéo inversa aos de adiponectina no
plasma humano (KERN et al., 2003; ROBINSON, KATHERINE; PRINS; VENKATESH,
2011).
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1.1.5.3 Outras adipocinas

Em adicdo as adipocinas mencionadas anteriormente, o tecido adiposo € capaz de

produzir uma variedade de outros sinais moleculares (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Outras adipocinas produzidas pelo tecido adiposo

Adipsina

Apelina

Omentina

RBP4
(proteina
ligacdo

retinol 4)

Resistina

de

ao

Produzida principalmente pelos macrdfagos residentes assim como
pelos adipdcitos, € uma proteina que ativa a via alternativa do
complemento e estimula o acimulo de triacilglicerideos nos
adipdcitos (COOK et al., 1987). Foi recentemente demonstrado seu
envolvimento na manutengdo da fungdo de células B-pancreaticas
(LO et al., 2014).

Produzida pelos adipdcitos e outras células estaminais estromais, foi
proposta como tendo papel na regulacdo da homeostase de glicose.
Niveis circulantes de apelina foram encontrados aumentados em
pacientes obesos e resistentes a insulina (CASTAN-LAURELL etal.,
2011).

Produzida por células ndo-adiposas em depdsitos adiposos, é
principalmente encontrada no tecido adiposo visceral (YANG,
RONG-ZE et al., 2006). Niveis plasméaticos de omentina estdo
reduzidos na obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2. A
omentina tem efeito insulino-sensibilizante e foi reportada com
propriedades anti-inflamatdrias, anti-aterogénicas e anti doenca
cardiovascular (TAN et al., 2010).

Secretada pelos adip6citos, sua acdo primaria € como transportadora
de retinol, no entanto, propriedades de sinalizacdo ndo relacionadas
ao transporte da vitamina A foram reportadas, principalmente a
inducdo da producdo de glicose hepatica e resisténcia a insulina
(YANG et al., 2005). Seus niveis estdo aumentados na obesidade
(OUCHI et al., 2011).

A resistina, também conhecida como FIZZ3, é um peptideo
originalmente encontrado sendo secretado em adipocitos de
camundongos (SAVAGE et al., 2001). No entanto, em humanos, a

resistina é principalmente produzida pelos macr6fagos e mondcitos
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(PATEL et al., 2003). Ha debates sobre o papel funcional da resistina
em camundongos e humanos, mas a predicdo é de que participa
promovendo resisténcia a insulina em humanos da mesma forma
como em camundongos (HARWOOD, 2012). A resistina se
apresenta com caracteristicas pré-inflamatérias (PARK; AHIMA,
2013), no entanto suas funcbes fisioldgicas ainda precisam ser
melhor investigadas.
Vaspina Predominantemente secretada pela gordura visceral, € um inibidor
(serpina serino-protease que reduz os niveis de leptina, resistina e citocinas
derivada de pro-inflamatérias, melhorando assim a sensibilidade a insulina
tecido adiposo (HIDA et al., 2005). Seus niveis estdo aumentados em pacientes
visceral) obesos (YOUN et al., 2008).

Visfatina Produzida por adipdcitos e linfocitos, é principalmente produzida nos
depdsitos adiposos viscerais. Também conhecida como citocina
PBEF (fator de melhoramento de coldnia de pré-célula B), é uma
forma extracelular da enzima Nampt (nicotinamida fosforibosil
transferase), uma enzima essencial na via biossintética de NAD a
partir da nicotinamida. Foi proposta agindo como um insulino-
mimeético capaz de aumentar a captacdo de glicose e melhorando a
resisténcia a insulina (FUKUHARA et al., 2005).

Em adicdo a essas moléculas, existem outros fatores hormonais que sdo principalmente
produzidos por tecidos e tipos celulares diferentes do tecido adiposo e adipdcitos, mas também
vem sendo descritos com fungdes a partir do tecido adiposo. Entre estes fatores estdo o inibidor
do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1), fator de crescimento de hepatocito (HGF), fator de
crescimento de nervo (NGF) e fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21). Além das
adipocinas convencionais, o tecido secreta um vasto nimero de moléculas pré-inflamatorias e
quimiocinas que estdo geralmente envolvidas na resisténcia a insulina associada com a

obesidade ou a lipodistrofia pela inducdo de inflamacéo local no tecido adiposo, além das
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citocinas que podem ser secretadas por células imunes infiltradas, como macro6fagos e linfocitos
(GIRALT et al., 2015).

1.1.5.4 Acidos graxos livres: moléculas sinalizadoras ndo proteicas
produzidas pelo tecido adiposo branco

Antes do papel enddcrino do tecido adiposo ter sido caracterizado, os adipocitos brancos
eram conhecidos como fonte de &cidos graxos néo esterificados oriundos da ativacéo da lipdlise.
Em adicdo ao seu papel como reservatorio energético, os acidos graxos livres foram
caracterizados como moléculas de funcéo sinalizadora, capazes de influenciar a sinalizacao
intracelular em multiplos tipos celulares assim como moduladores de transcricdo génica em

células e 6rgdos alvo.

Efeitos deletérios no metabolismo sdo primariamente atribuidos aos acidos graxos
saturados, que ndo possuem ligacdes duplas como por exemplo o acido palmitico (16:0), em
detrimento dos insaturados, que por sua vez apresentam uma ou mais duplas ligagdes, como
por exemplo &cido oleico (18:1), estando ambos presentes na forma de triacilglicerideos no
tecido adiposo e, portanto, sendo capazes de serem liberados na circulacdo durante a lipdlise no
tecido. Recentes estudos com roedores demonstraram que o acido palmitoleico (16:1) derivado
do tecido adiposo pode servir como uma “lipocina” que contribui para a resisténcia a obesidade
induzida por dieta. Ainda precisa ser descrito se o acido palmitoleico se comporta como uma
lipocina que reduz a ocorréncia de obesidade em humanos (CAO et al., 2008; STRYJECKI;
MUTCH, 2011). Adicionalmente, &cidos graxos insaturados também podem modular a
secrecdo e funcdo de outras adipocinas, como por exemplo no estimulo da producdo de
adiponectina (FLACHS et al., 2006).

1.1.6 O tecido adiposo como 6rgdo imunoldgico

O tecido adiposo contém grande diversidade de células imunes que o faz um 6rgao
endocrino capaz de integrar metabolismo e imunidade. A digest&o enzimatica do tecido adiposo
é umatécnica usada para separar células adiposas de células do estroma, que consiste em células
imunes, pré-adipocitos, células endoteliais, entre outras. Nesta fracdo de células estromais,

numerosas células imunoldgicas incluindo células B, células T, macréfagos e neutréfilos foram
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identificadas no tecido adiposo. Os leucdcitos representam aproximadamente dois tercos desta
fracdo, que contém aproximadamente 2-5 milhGes de células/g de tecido (GRANT et al., 2013).
As observacOes acerca das caracteristicas imunoldgicas no tecido adiposo foram melhor
descritas até entdo em modelos de estudos sobre a obesidade e suas comorbidades associadas
(GRANT; DIXIT, 2015).

O entendimento sobre leucdcitos residentes do tecido adiposo comegou com a
identificacdo da subpopulacdo de macrdfagos no tecido. Descri¢Bes feitas por Weisberg e
colaboradores e Xu e colaboladores demonstraram que a presenca de macréfagos é aumentada
no tecido adiposo durante a obesidade e que estas células sdo a fonte primaria de producéo de
citocinas pro-inflamatérias (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003). Antes da consideracédo
do tecido adiposo como érgdo imunoldgico e obesidade como um estado inflamatério, o
desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade era descrito como resultado da

hipertrofia de adipocitos e do aumento de adipocinas pro-inflamatorias.

A infiltracdo de células imunoldgicas ndo era reconhecida como um agravante neste
processo. No entanto, apds as descrigdes feitas por Weisberg e colaboradores, a infiltracdo e
acumulo de macro6fagos no tecido adiposo foi associada ao aumento da secrecdo de TNF-ao e
IL-6, contribuindo para a resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003). Estudos
subsequentes destacaram a complexidade dos mecanismos envolvidos, demonstrando que a
obesidade resulta no recrutamento de macrofagos relacionados ao polo M1 (macr6fagos de
perfil pré-inflamatério) circulantes e a troca de polarizacdo de macrdfagos residentes M2
(fenotipicamente imunorreguladores, anti-inflamatério) para M1 (FUJISAKA et al., 2009;
LUMENG et al., 2007). Os efeitos locais desta troca de subpopulacbes M2 para M1 de
macrofagos durante a obesidade leva ndo s6 a inflamacéo do tecido adiposo, mas influencia
também na capacidade dos adipdcitos de estocarem lipideos, na sua sensibilidade a insulina, no

metabolismo sistémico de glicose e, por fim, em toda a homeostase metabdlica.

Todos os tipos de células imunoldgicas foram encontrados no tecido adiposo, embora
as subpopulac@es de leucocitos parecam variar de um sitio anatdmico ao outro. Em adicao aos
macrofagos, outras células imunolégicas foram identificadas incluindo células dendriticas
(BERTOLA et al., 2012), células B (WINER et al., 2011), células T (NISHIMURA et al.,
2009), células NK (BOULENOUAR et al., 2017), neutréfilos (ELGAZAR-CARMON et al.,
2008; TALUKDAR et al., 2012), eosinofilos (WU et al., 2011) e mastdcitos (LIU et al., 2009).

34



Além disso, ndo esté claro se o compartimento imune do tecido adiposo muda transitoriamente
em resposta aos sinais metabolicos durante o ciclo fisiologico entre o estado alimentado ou de
fome. O surgimento de novos dados sobre as interacbes entre células metabdlicas e
imunolodgicas levou a um novo campo de pesquisa, 0 imunometabolismo, que se refere a
interacdo entre os processos imunoldgicos e as vias metabodlicas, tendo o tecido adiposo como
0 protétipo de estudo onde células imunes e metabdlicas interagem e se auto regulam (MATHIS
etal., 2011; LEE et al., 2018).

Os macréfagos do tecido adiposo levam a imunidade inata e adaptativa através da
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias em resposta aos DAMPs (padrées moleculares
associados a danos) e PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos), mas também
sendo os apresentadores de antigenos primarios no tecido adiposo induzindo a proliferacao de
celulas T (MORRIS et al., 2013). Em adicéo aos macrofagos, células B (WINER et al., 2011)
e adipocitos (DENG et al., 2013) também foram descritos participando da resposta imune,
apresentando antigenos. No entanto a contribuicdo dessas populacdes celulares e maior

descricdo da apresentacdo de antigenos durante a obesidade necessita de maiores estudos.

O tecido adiposo possui diversas caracteristicas de um drgdo imunoldgico (GRANT, et
al., 2015; STOLARCZYK, 2017). Os subtipos de leucdcitos no tecido adiposo demonstram ter
papel importante na restauracdo da homeostase assim como na patogénese de diversas doencas
cronicas associadas a obesidade oriunda da inflamagdo, que permanece com muitos
questionamentos sobre seu desenvolvimento. A contribuicdo das células imunes no tecido
adiposo e seu papel modulador tém sido bastante revisados (NISHIMURA et al., 2009;
SCHAFFLER; SCHOLMERICH, 2010; GUZIK et al., 2017). Porém, ainda nio esta claro se o
tecido adiposo participa da funcdo imunoldgica classica de defesa do hospedeiro contra
patdgenos. Estudos que relacionam a contribuicdo do tecido adiposo em doencas infecciosas

serdo discutidos no topico a seguir.

1.1.7 Tecido adiposo e doencas infecciosas

Historicamente, a resposta pré-inflamatoria no tecido adiposo, capaz de exercer efeitos
locais e paracrinos, sugeria que 0 mesmo contribuia para a resposta imune inata contra
infeccOes, provavelmente devido ao grande numero de macrdfagos residentes. Com isso, 0

potencial imunoldgico do tecido adiposo tem sido revisado, construindo-se o entendimento que,
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apesar do tecido adiposo branco contribuir para a resposta imune contra infeccdes, ele também
pode ser subvertido a alvo e refugio para determinados pat6genos.

Comumente nas pesquisas sobre o tecido adiposo, os dados iniciais emergem de estudos
sobre a correlagdo entre obesidade e susceptibilidade a infec¢bes, com o tecido adiposo tendo
papel chave na relagdo entre metabolismo e sistema imune. Uma infecgéo pode impactar na
biologia do tecido adiposo indiretamente por consequéncia da inflamacéo, e/ou diretamente,

pelo impacto da persisténcia do patdgeno localmente.

O conhecimento sobre o potencial do tecido adiposo no controle de infec¢bes também
se beneficiou por pesquisas mostrando que os adipocitos por si SO exercem respostas
antimicrobianas com inducédo adipogénica e producdo do peptideo antimicrobiano catelicidina
contra o patdgeno Staphylococcus aureous (ZHANG, et al., 2015; CHEN et al., 2019).
Adicionalmente, a descoberta do acimulo de células T de memaria no tecido adiposo como um
meio de fornecer respostas secundarias eficientes contra patdgenos tornou claro que o tecido
adiposo pode funcionar como um parceiro imunoldgico em respostas imunes locais e sistémicas
(HAN, SEONG Jl et al., 2017).

Vale mencionar que a proximidade entre o tecido adiposo a sitios de acdo imunolégica
no corpo como a medula 6ssea (SCHELLER et al., 2016), linfonodos (KNIGHT, 2008) e o
timo (COIN ARAGUEZ et al., 2013) aumenta a importancia sobre sua contribuicio

significantemente para a resposta imune local apos a primeira barreira fisica ter sido violada.

As evidéncias sugerem que o tecido adiposo pode agir passivamente ou ativamente
como uma segunda linha de defesa contra invasdes microbianas, tendo em vista que os
depdsitos adiposos diferem em sua composicao de células imunes, eles também podem diferir

em sua contribuicdo na ac¢do imunologica (BOURGEOIS et al., 2019).

A coexisténcia de células imunoldgicas e patdgenos no do tecido adiposo emerge como
um interessante foco para estudos de caracteristicas de diversas patologias. Dessa forma seu
impacto na resposta imune contra infecgOes requer maiores investigagdes. A seguir serao
apresentados trabalhos que descrevem o tecido adiposo como alvo de diversos agentes
incluindo protozoarios, virus e bactérias, assim como suas respectivas implicacdes para a

patogénese das doengas mencionadas.
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1.1.7.1 Protozoarios: Trypanossoma spp, Plasmodium spp

No geral, os microrganismos demonstram grande diversidade a respeito do ambiente
que colonizam ou invadem. Dentre os que infectam mamiferos, ha os que vivem dentro das
células hospedeiras enquanto outros vivem nos espacos extracelulares. Alguns se mantém no
sangue, enquanto outros podem penetrar e se acumularem em tecidos, onde podem persistir

nestes reservatorios, evadindo-se da resposta imune do hospedeiro.

A localizacdo dos microrganismos tem implica¢fes no tipo e eficiéncia da resposta
imune e consequentemente na patologia e tratamento da doenca, seu potencial de transmissao
e sobrevivéncia do hospedeiro. Apesar do tecido adiposo ja ter sido considerado um tecido
inerte especializado somente em reserva energética na forma de lipideos, nos ultimos anos tem
sido reconhecido como um 6rgdo com diversas funcbes que podem contribuir no entendimento

da patofisiologia das doengas infecciosas.

Diferentes microrganismos tém sido descritos como potencialmente infectivos para o
tecido adiposo, sendo 0 Trypanossoma cruzi o melhor exemplo até o momento. O T. cruzi é o
agente causador da doenca de Chagas, uma importante causa de morbidades e mortalidades em
areas endémicas do México, Américas Central e Sul (TANOWITZ, et al., 1992). H& décadas
atrds ja ocorrem relatos da ocorréncia de T. cruzi sendo encontrado em tecido adiposo. Em
modelo murino, o parasito foi reportado presente no tecido adiposo multilocular
(SHOEMAKER et al., 1970) e Andrade e Silva publicaram micrografias eletrdnicas de
amastigotas de T. cruzi dentro de adipdcitos, descrevendo o peculiar tropismo do
microrganismo pelo tecido adiposo (ANDRADE; SILVA, 1995).

Somente anos depois, Combs e colaboradores entdo descrevem em seu trabalho que
tripomastigotas de T. cruzi infectam o tecido adiposo e adipécitos (COMBS et al., 2005). Neste
trabalho, os autores ressaltam que pouca atencao era dada ao papel dos adipdcitos na patogénese
da doenca de Chagas e suas alteragbes metabolicas associadas, e entdo performaram
experimentos de infeccdo in vitro em modelo de cultura de células 3T3-L1 e in vivo em modelo
murino de infec¢do, onde descreveram que os adipocitos podem ser infectados com alta
eficiéncia. Micrografias eletronicas de células infectadas revelaram um alto nimero de parasitas

intracelulares aglomerados ao redor de corpusculos lipidicos. Além disso, os dados mostraram
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que os adipdcitos infectados apresentaram mudancgas nos niveis de expressdo de diferentes
proteinas dos adipdcitos e descrevem que estas células sdo importante alvo celular na infec¢do
aguda da doenca, com influéncia no padrédo da producéo de adipocinas. Durante a infeccdo em
camundongos, o tecido adiposo apresenta um perfil metabolico Unico, com alto grau de
inflamac&o, hipoadiponectinemia, hipoglicemia e hipoinsulinemia, porém com depuracdo de
glicose relativamente normal durante testes orais de tolerancia a glicose. Os autores apontam
também que durante a infec¢do crbnica, os adipocitos podem representar um importante
reservatorio a longo prazo para os parasitas, a partir do qual podem ocorrer recidivas da

infeccdo.

Outro trabalho descreveu a resposta do tecido adiposo durante infec¢do por T. cruzi.
Dados de Nagajyothi e colaboradores mostraram que ambos os tecidos adiposos marrom e
branco sdo alvos de infecgdo dos parasitas em modelo murino, com alta carga parasitéria
durante o estado agudo da infeccdo. Também descrevem significante aumento de macréfagos
no tecido adiposo e reducdo do acumulo lipidico, tamanho dos adipdcitos e gordura corporal,
com aumento da expressdo de enzimas lipoliticas e alteragdes na producdo e expressdo de
PPARY, que aparece aumentado, e adiponectina, se apresentando com niveis reduzidos. Além
disso, niveis de expressdo génica de citocinas e quimiocinas e seus receptores também foram
demonstrados aumentados no modelo ja nos estagios iniciais da infeccdo (NAGAJYOTHI et
al., 2012).

A infecgcdo por T. cruzi em camundongos demonstrou aumento de marcadores de
estresse oxidativo em tecido adiposo marrom e branco como mostrado nos dados de Wen e
colaboradores. O grupo avaliou camundongos apos 15, 30 e 130 dias de infec¢do pelo parasita,
demonstrando aumento desses marcadores em todos os tempos em ambos os tecidos avaliados
(WEN, JIAN JUN et al., 2014). Além de estudos em modelo murino, o tecido adiposo também
ja foi descrito como reservatorio do patdégeno durante a fase cronica da doenca em humanos.
No trabalho, o grupo demonstra a persisténcia de T. cruzi no tecido adiposo de pacientes idosos
com doenga de Chagas cronica cardiaca, sugerindo que o parasita pode persistir no tecido
adiposo por décadas, se tornando um importante reservatorio durante a infeccdo (FERREIRA
etal., 2011).

Por muitos anos uma associagao entre a infeccao de T cruzi em humanos com obesidade

e diabetes era suspeita, e acredita-se que a incidéncia de diabetes seja maior na populacéo
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chagasica. De fato, houveram trabalhos indicando que a diabetes é mais comum nessa
populacdo (DOS SANTOS et al., 1999). Interessantemente, estudos prévios em laboratério ja
haviam demonstrado que quando camundongos diabéticos sdo infectados com T cruzi, eles

apresentam mais alta parasitemia e mortalidade (TANOWITZ et al., 1988).

Em outro estudo, a infeccéo por T. cruzi em camundongos diabéticos obesos e diabéticos
deficientes de receptor de leptina levaram a uma maior mortalidade dos animais, que
apresentaram aumento da parasitemia e parasitismo de tecidos. Foi observada também a
reducdo na gordura corporal e glicose sanguinea nos camundongos diabéticos, aléem de niveis
plasméticos de citocinas e quimiocinas significantemente aumentados, correlacionando a
resisténcia a leptina com a obesidade e diabetes no modelo estudado (NAGAJYOTHI et al.,
2010). No entanto, os mecanismos envolvidos nestas observagdes continuam desconhecidos e

ainda ndo é possivel associar obesidade a severidade da infecgdo por T. cruzi.

A infeccdo pelo parasita extracelular T. brucei causa a tripanossomiase Africana, ou
doenca do sono, uma doencga tropical negligenciada que é quase sempre fatal se ndo tratada,
com patogénese descrita por parasitas vivendo no sangue, sistema linfatico e espacos
intersticiais de Orgdos, mas que podem penetrar no cérebro causando anormalidades

neuropsiquiatricas e na regulacdo do sono (KENNEDY, 2013).

Recentemente, o tecido adiposo também foi descoberto como importante nicho de
infecgdo por este patdgeno (TRINDADE et al., 2016). Utilizando um modelo murino, os
autores descrevem o tecido adiposo como importante reservatério do patégeno, que apds se
acumular no tecido, apresenta remodelacdo da expressdo de genes de forma distinta das formas
infectantes do parasita no sangue. Uma das alteracdes é a regulacdo positiva de genes
relacionados a enzimas da P-oxidacdo de acidos graxos, com formacdo de moléculas
intermediarias desta via, sugerindo que se utilizam dos acidos graxos como fonte nutricional.
Os dados mostraram por PCR quantitativo que o tecido adiposo abriga em torno de 10 vezes

mais parasitas que o nimero médio encontrado no sangue em estagios crénicos da doenca.

Simultaneamente, os parasitas obtidos do tecido adiposo foram capazes de se replicar e
infectar camundongos sadios. Este trabalho reforca o envolvimento do tecido adiposo como a
possivel explicagédo para a perda de peso associada aos pacientes, caracteristica tipica na doenca
que, porém, ainda ndo é compreendida (KENNEDY, 2013). Ndo héa estudos epidemioldgicos

com pacientes de tripanossomiase africana para avaliar se 0 nimero ou severidade de casos da
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doenca estejam relacionados com o indice de massa corporal antes da infec¢do, mas evidéncias
em camundongos descrevem que a infecgdo por T. brucei em camundongos obesos e diabéticos
resultou em uma diminuicdo da mortalidade comparados aos selvagens, sugerindo um papel
protetor do tecido adiposo (AMOLE et al., 1985).

Além dos protozoarios mencionados, outro género foi descrito associado ao tecido
adiposo em sua patogénese, o Plasmodium spp., parasita intracelular obrigatério e agente
causador da malaria. Mais de uma espécie do protozoario pode causar a malaria em humanos
sendo o P. falciparum associado a forma mais grave da doenca, responsavel pela maioria das

mortes por maléria globalmente.

O P. falciparum se multiplica rapidamente na corrente sanguinea, destruindo de 2% a
25% do total de hemacias (globulos vermelhos), provocando um quadro de anemia grave. Além
disso, os globulos vermelhos parasitados pelo protozoario sofrem alteragdes em sua estrutura
causando citoaderéncia a células endoteliais que revestem vasos sanguineos de diferentes
orgdos. Chamado de sequestro, esta caracteristica pode facilitar a multiplicacdo do parasita,
evitando a remocdo dessas células infectadas, gerando pequenos codgulos que podem levar a
tromboses e embolias (HO; WHITE, 1999). Um estudo in vivo utilizando modelo de infecgéo
em macacos descreve a presenca do patdégeno nas formas trofozoita e esquizontes no tecido
adiposo (MILLER, LOUIS H, 1969). Exames de autopsia de tecidos obtidos de individuos que
faleceram de malaria revelam sequestro de células vermelhas infectadas por P. falciparum
bastante aumentado em vasos sanguineos do tecido adiposo subcutaneo (WILAIRATANA et
al., 2000). Enquanto o pulmao e baco sdo reconhecidos como o0s principais sitios de acimulo
de P. falciparum, o tecido adiposo tem também sido identificado como sitio para sequestro de
células vermelhas infectadas por ele. A aderéncia de células vermelhas infectadas por
Plasmodium aos vasos do hospedeiro, ocorre em pequenos capilares e veias pos capilares de
muitos érgdos sendo 0 CD36 um dos receptores que mantem estavel a aderéncia estacionaria
das células vermelhas infectadas (WILAIRATANA et al., 2000).

Um estudo que aplicou técnicas de imagem in vivo em tempo real em animais de
laboratério infectados que expressavam ou ndo CD36 revelaram que o receptor tem papel
importante no sequestro de parasitas de malaria P. berghei, espécie utilizada para estudar a
doenca em modelo de roedores, especificamente no tecido adiposo e pulmdes. Nos animais

deficientes em CD36 o sequestro de celulas vermelhas infectadas nos pulmdes e no tecido
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adiposo foi significantemente reduzido. Neste estudo € revelado que, como esperado, o pulméo
é o principal sitio, mas inesperadamente o tecido adiposo contribui significantemente para o
sequestro desses parasitas (FRANKE-FAYARD et al., 2005).

1.1.7.2 Virus: HIV, Citomegalovirus e Influenza A

A relacdo entre o tecido adiposo e infecgdes virais tem sido investigada. Pessoas
infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente causador da AIDS,
importante patologia que representa um problema de sadde publica mundial, sofrem diversas
alteracdes metabolicas incluindo dislipidemia, resisténcia a insulina e lipodistrofia, que foram
inicialmente consideradas reacfes adversas a farmacos antirretrovirais (FALUTZ, 2011;
SAMARAS et al., 2007). No entanto, a presenca de alteracdes metabolicas em pessoas
infectadas por HIV livre desse tratamento sugere que o virus tem impacto direto. A persisténcia
viral em reservatorios impede sua erradicacdo e a inflamacéo cronica em pacientes em terapia
antirretroviral se apresentam como aspectos preponderantes na patologia da doenca
(SILICIANO; GREENE, 2011), tendo emergido entéo a avaliacdo do papel do tecido adiposo

neste ponto.

Alguns pesquisadores buscaram determinar se o HIV infecta adipdcitos, o que poderia
explicar a ampla perturbacdo da biologia do tecido pelo virus ou pela toxicidade dos
medicamentos. Inicialmente, estudos demonstraram que os adipdcitos expressam 0S
correceptores requeridos para entrada do HIV, CD4, CXCR4 e CCR5 (HAZAN et al., 2002).
A expressdo desses receptores in vivo também foi demonstrada em amostras de tecido adiposo
humano por imunohistoquimica (MAURIN et al., 2005). No entanto, 0 mesmo grupo de autores
concluiram que a infeccdo in vivo do tecido adiposo com o virus ndo foi possivel pois o0s niveis
de expressdo desses receptores ndo permitiu a entrada do virus em adip6citos maduros
localizados no tecido adiposo subcuténeo, ndo havendo até entdo a descri¢do da deteccéo direta
do HIV em adipdcitos in vivo (MUNIER et al., 2003). A propagacéo de proteinas virais também
ja foi investigada, com descricdo de proteinas como Vpr e Nef no tecido adiposo de pacientes
infectados, com impacto negativo na homeostase adiposa (AGARWAL et al., 2013; CUl et al.,
2014).
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As evidéncias indicam que os adipdcitos possam ter papel importante na infeccdo por
HIV uma vez que sdo observadas mudangas significantes na morfologia do tecido adiposo como
0 aumento nos niveis de fibras de coladgeno e densidade de vasos, aléem do metabolismo dos
individuos infectados (JAN et al., 2004). Enquanto dados demonstram que a lipodistrofia
associada a infeccdo pelo HIV seja relacionada com a perda de tecido adiposo periférico com
concomitante aumento na adiposidade visceral (GRINSPOON; CARR, 2005), outros
demonstraram que o tecido adiposo subcutaneo e os depdsitos centrais sdo afetados, ocorrendo
sua reducdo (BACCHETTI et al., 2005). Niveis de leptina foram mostrados significantemente
mais altos em pacientes infectados por HIV com lipodistrofia, e estes niveis estavam
negativamente correlacionados com a resisténcia a insulina (KOSMISKI et al., 2003), enquanto
niveis de adiponectina apareceram reduzidos em pacientes infectados com HIV com
lipodistrofia e positivamente correlacionados com resisténcia a insulina (MYNARCIK et al.,
2002). Os mecanismos fundamentais para estes fendmenos metabdlicos continuam pouco

compreendidos e precisam ser melhor investigados.

Por haver poucas descricbes sobre a infeccdo por HIV no tecido adiposo e 0s
mecanismos que levem sua persisténcia nas células do tecido, Damouche e colaboradores
focaram nesta investigacdo mais recentemente. O grupo analisou o impacto da infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) no tecido adiposo subcutaneo abdominal e visceral de
macacos e descreveram que os adipécitos e células imunes do tecido adiposo séo afetadas, onde
a densidade dos adipécitos se mostrou elevada e as células imunes do tecido adiposo
apresentaram aumento na ativacao e/ou perfil inflamatério (DAMOUCHE et al., 2015).

Investigando amostras de pacientes infectados por HIV em terapia antirretroviral, os
mesmos pesquisadores detectaram material genético do virus associado as células da fracdo
vascular estromal do tecido adiposo como as células T CD4+ e macr6fagos do tecido. Além
disso, apods isolar células T CD4+ de tecido adiposo de pacientes tratados por antirretrovirais
foi possivel observar a reativacdo ex vivo das particulas virais obtidas destas células infectadas
(DAMOUCHE et al., 2015). Com estas importantes observacgdes, o grupo enfatiza o potencial
papel do tecido adiposo como cofator para a persisténcia, ativacao e inflamacéo crénica durante
a infeccdo por HIV. Dados semelhantes foram obtidos por Couturier e seu grupo, que
confirmaram a presenca de células T CD4+ de memoria ativadas, assim como DNA de HIV na
fragédo vascular estromal do tecido adiposo de pacientes em terapia antirretroviral. Em sistema

de cocultura, identificaram também que os adipdcitos aumentavam a ativacdo de células T
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CDA4+ e sua viabilidade, além de estimular a replicag¢do do virus, sugerindo o tecido adiposo
como um vasto reservatorio para persisténcia de HIV (COUTURIER et al., 2015).
Considerando isto, 0 mesmo grupo em novas investigacfes descreveu também que 0s
adipdcitos prejudicam a eficacia de medicamentos antirretrovirais, o que poderia contribuir para
a persisténcia viral no tecido adiposo (COUTURIER; LEWIS, 2018). Em contrapartida aos
dados descritos, Hsu e colaboradores, usando o modelo de infeccdo por HIV em macacos
demonstraram um aumento de células T CD4+ e material genético viral no tecido adiposo
subcutaneo dos animais durante a fase aguda de infeccdo, mas apontaram que as células
contendo esse material viral eram raras, podendo ser consequéncia secundéria a uma resposta
inflamatoria aguda, afirmando ser improvavel que o tecido adiposo represente um reservatorio

de células produtivamente infectadas pelo virus (HSU et al., 2017).

Em trabalho mais recente, Gorwood e autores mostraram em modelo de infecgdo em
macacos que os animais infectados apresentavam tecido adiposo com adipdcitos pequenos,
reducdo da adipogénese e severa fibrose com deposicdo de colageno e amostras de pacientes
em terapia antirretroviral com alteracdes semelhantes, demonstrando efeitos especificos
ocasionados diretamente pela infeccdo viral (GORWOOD et al., 2019). As consideracoes
acerca da persisténcia do virus HIV no tecido adiposo e suas implicacBes metabdlicas e na
patogénese da doenca sdo mais profundamente discutidas em trabalhos de revisao disponiveis
(BOURGEOIS et al., 2019; COUTURIER; LEWIS, 2018).

O citomegalovirus (CMV) é um herpesvirus que infecta a maioria da populagdo
mundial, com alta prevaléncia observada em adultos mais velhos (CANNON et al., 2010). A
infeccdo deste virus no tecido adiposo também foi descrita associada com a infiltracdo e/ou
expansao local de células T CD8, com o desenvolvimento de resposta pro-inflamatéria e
alteragbes metabolicas. E conhecida a ocorréncia de uma resposta imune adaptativa vigorosa
durante a progressao da infeccdo por CMV dos estados agudos para os latentes, impulsionada
em grande parte por células T CD8 que residem na glandula salivar e nos pulmdes de
camundongos infectados. No entanto, o papel das células T CD8 residentes em tecidos como
um mecanismo de defesa continuo contra 0 CMV néo havia sido investigado em outros locais

anatdémicos.

Contreras e colaboradores entdo identificaram locais adicionais da residéncia de células

T anti-CMV e descreveram as consequéncias fisiologicas dessa resposta, demonstrando o papel
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do tecido adiposo como importante alvo na infeccdo. Através da técnica de RT-qPCR,
observaram que amostras de tecido adiposo visceral de camundongos estavam infectados dias
apos a infeccdo por injecdo intraperitoneal, resultando em uma maior presenca de leucocitos in
situ. Além disso, por analise de citometria de fluxo observaram que o tecido adiposo se
enriqueceu em células T CD8 citotdxicas, com antigenos especificos de CMV da fase aguda a
cronica de infeccdo, e que estas celulas apresentavam marcadores de residéncia no tecido. Além
disso, viram que as citocinas inflamatdrias se apresentaram elevadas juntamente com a
expansdo das células T CD8. Adicionalmente, descreveram uma correlacdo entre o estado
inflamatorio do tecido adiposo em resposta & infeccdo pelo virus e o desenvolvimento de
hiperglicemia nos camundongos (CONTRERAS et al., 2019).

Outra evidéncia de infeccdo viral no tecido adiposo se da pelo trabalho de Ayari e seu
grupo, que descreve alteracbes no metabolismo energético e caracteristicas dos adipdcitos apos
infecgdo pelo virus influenza A. O trabalho utiliza 0 modelo de infeccdo murino e os dados
obtidos mostram que a infeccdo por influenza induziu alteracées no metabolismo de glicose do

organismo e que persistiu por muito tempo mesmo apads o virus ter sido removido.

Foram observadas mudancas na expressdo de diversos genes, com perfil especifico
dependendo do depdsito de tecido adiposo infectado, dentre estes a repressao da transcricdo de
genes das enzimas lipoliticas e genes lipogénicos. Mais notavelmente, foi caracterizado o
aparecimento de adipdcitos semelhantes ao fen6tipo multilocular termogénico dentro do tecido
adiposo subcutaneo. Detectaram células com RNA viral e abrigando antigenos virais no tecido
adiposo dos animais e, usando técnicas in vitro, reportaram que a infeccdo por influenza A
estimulou a expressdo de genes relacionados com a diferenciacao de adipécitos multiloculares
em pré-adipdcitos (AYARI et al., 2020).

A descricdo do tecido adiposo como contribuinte na patogénese de infeccdes virais
ainda € recente na literatura, no entanto existem evidéncias importantes de que seja um tecido
ainda negligenciado que merece ser melhor estudado para novos esclarecimentos a respeito do

estabelecimento destes agentes infecciosos nos hospedeiros.
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1.1.7.3 Bactérias: Rickettsia prowazekii, Coxiella burnetii,
Staphyloccocus aureus, Leptospira interrogans, Mycobacterium
tuberculosis

Finalizando o tdpico sobre a diversidade de microrganismos descritos com patogénese
associada ao tecido adiposo, diferentes bactérias também ja foram relacionadas a este
fendmeno. Em 2010, Bechah e seu grupo sugeriu que o tecido adiposo pode ser um potencial
reservatorio para o estado latente de infeccdo de Rickettsia prowazekii, agente causador de tifo
epidémico, uma doenca infecciosa negligenciada que tipicamente ocorre em hospedeiros que
vivem em condicBes de vulnerabilidade anos ou décadas apos a infeccdo (AKRAM et al.,
2020). Como o mecanismo de reativacdo e reservatorio celular durante a laténcia da bactéria
ainda ndo é bem compreendido, os autores demonstraram em modelo murino que o tecido
adiposo pode servir como reservatorio para o estagio de dorméncia da infeccdo. A bactéria foi
detectada por técnicas de PCR, cultura celular e imunohistoquimica no tecido adiposo dos
animais 4 meses apds a recuperagdo clinica da infeccdo priméaria. Em experimentos in vitro
observaram que a bactéria infectou e se replicou em adipdcitos murinos de linhagem 3T3-L1
(BECHAH et al., 2010).

A persisténcia de Coxiella burnetii em tecido adiposo murino também foi descrita pelo
mesmo grupo de trabalho. A bactéria é o agente causador da febre Q, zoonose conhecida por
persistir em humanos e roedores, tendo seu reservatorio celular nos hospedeiros ainda
indeterminado (RAOULT et al., 2005). O tecido adiposo de camundongos infectados por rota
intraperitoneal ou intratraqueal foi avaliado e detectada a presenca da bactéria meses apds a
infeccdo. A bactéria C. burnetii foi detectada no tecido adiposo abdominal, inguinal e dorsal,
enquanto nenhuma bactéria foi detectada no sangue, figado, pulmdes ou baco

independentemente da via de inoculacéo.

A transferéncia do tecido adiposo abdominal de camundongos infectados para
camundongos naive imunodeficientes resultou na infeccdo destes animais. Os dados sugerem
gue C. burnetii infecta adipdcitos in vivo pois foram encontradas bactérias nos adipécitos do
tecido adiposo, alem disso o microrganismo foi capaz de se replicar em adipdcitos in vitro. Em
adicdo, a bactéria induziu um programa transcricional especifico in vivo no tecido adiposo e
nos adipdcitos in vitro, principalmente em categorias de genes associados a resposta
inflamatdria, resposta hormonal e citoesqueleto. Com este trabalho os autores sugerem que a

recidiva frequente da doenga mesmo apos terapia com antibiotico a longo prazo pode ser
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explicada pela ineficicia destes farmacos em penetrarem no tecido adiposo, propondo novas
perspectivas para o entendimento da doenca e tratamento dos pacientes (BECHAH et al., 2014).

O trabalho de Zhang e colaboradores descrevem a funcgéo protetora de adip6citos contra
a infeccdo por Staphylococcus aureus na pele (ZHANG et al., 2015). A bacteria é
frequentemente encontrada colonizando a pele humana, porém infec¢des com sua forma
resistente a meticilina (MRSA) € um importante problema clinico e responsavel por uma taxa
consideravel de mortes (MILLER; CHO, 2011). Neste trabalho, os autores utilizam um modelo
murino de infeccdo por MRSA e observam uma répida proliferacdo de pré-adipdcitos e
expansdo da camada de gordura dérmica pelo acentuado aumento de tecido adiposo.
Observaram que a adipogénese dessas células foi parcialmente estimulada devido ao fator de

transcrigdo ‘dedo de zinco’ 423 (ZFP423), cuja expressdo controla a transcricdo de PPARY.

Dessa forma, utilizando como modelo camundongos com mutacdo no gene de
transcrigdo de ZFP423, além de também camundongos tratados com inibidores de PPARY, 0s
autores confirmaram que estes fatores sdo essenciais na expansdo de tecido adiposo dérmico
em resposta a infeccdo por MRSA, pois os animais com adipogénese prejudicada foram mais
susceptiveis a infeccdo. Adicionalmente, descreveram a funcao de defesa pelos adipécitos com
a producao do peptideo antimicrobiano catelicidina, confirmada pela analise em animais Camp
(knockout para o gene da catelicidina), os quais perderam a capacidade de inibir o crescimento
bacteriano, sugerindo assim que adipdcitos da pele participam diretamente na resposta inata
contra S. aureus (ZHANG et al., 2015).

Um grupo de pesquisadores descreveu o tecido adiposo como primeiro sitio de
colonizacdo de Leptospira interrogans em modelo de infeccdo de hamsters. A bactéria L.
interrogans € uma espirogueta patogénica causadora da leptospirose, uma das mais abrangentes
e potencialmente fatais zoonoses no mundo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
O hamster é 0 modelo mais aceito para estudar a doenca. O grupo utilizou um sistema de
imagem in vivo para observar todo o corpo dos animais infectados com L. interrogans
bioluminescentes e assim identificar a colonizacdo e sitios de crescimento da bactéria durante
a fase aguda de infecgdo. Os resultados mostraram que a luminescéncia das leptospiras se
espalhou pelo corpo de cada animal sequencialmente. As bactérias luminescentes foram
primeiramente detectadas no sitio de injecédo e depois se espalharam para o centro do abdémen,
na area do figado. Nas analises, a luminescéncia das bactérias foi detectada no tecido adiposo
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mais precocemente que em outros 6rgdos, indicando que as leptospiras colonizaram o tecido
adiposo nos estagios iniciais de leptospirose. Além disso, culturas do tecido adiposo se tornaram
positivas na analise de UFC (unidade formadora de colénia) mais precocemente que culturas
do sangue dos animais infectados. Adicionalmente, analises de microscopia revelaram que as
leptospiras colonizaram as paredes internas dos vasos sanguineos no tecido adiposo. Este
trabalho foi o primeiro estudo reportando significante envolvimento do tecido adiposo na
infeccdo por leptospiras, abrindo novos componentes de estudo para compreensdo de

mecanismos patologicos em sua colonizacdo (OZURU et al., 2017).

Alguns estudos tém apontado importantes hip6teses do envolvimento do tecido adiposo
na infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. Acredita-se que um quarto da popula¢do mundial
seja infectada por M. tuberculosis, 0 agente causador da tuberculose. No entanto, 90% destes
infectados terdo somente a forma latente da doenca, pois a micobactéria tem habilidade de
persistir em seu hospedeiro humano por longos periodos e pouco é conhecido sobre a
localizacdo do M. tuberculosis em individuos com infeccdo latente. A longa persisténcia
micobacteriana nos pulmdes ja foi reportada, mas pode ndo ser suficiente para explicar a
tuberculose extrapulmonar, que representa até 15% dos casos de reativagdo (HOPEWELL,
1994; HOUBEN; DODD, 2016).

Em 2006, Neyrolles e colaboradores estudando amostras de autopsias de individuos que
morreram por outras causas que nao tuberculose, utilizaram PCR in situ e mostraram a presenga
de DNA de M. tuberculosis no tecido adiposo dos rins, estbmago, linfonodos, coracdo e pele.
Suas analises in vitro utilizando uma combinacdo de modelos de adipdcitos, incluindo a
linhagem 3T3-L1 assim como adipdcitos primarios humanos, demonstraram que, apos se ligar
areceptores scavengers, familia diversa de receptores de superficie celular, a micobactéria entra
nos adipdcitos e acumula lipideos citoplasmaticos, onde é capaz de sobreviver em estado ndo
replicativo, sendo dessa forma insensivel a acdo da droga antibacteriana isoniazida. Com estes
resultados, o grupo sugere que o tecido adiposo pode constituir um vasto reservatério onde o
M. tuberculosis pode persistir por longo tempo em estado latente, evitando ser morto por drogas
antimicrobianas ou ser reconhecido pelo sistema imune (NEYROLLES et al., 2006).

Outros estudos com animais reforcam ainda mais a tese de que o tecido adiposo pode
ser reservatério de M. tuberculosis. Em um trabalho com camundongos, os investigadores

avaliaram como a micobactéria era disseminada dos pulmdes para o tecido adiposo e de volta
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para os pulmdes. Neste estudo, os camundongos foram infectados com vérias doses de M.
tuberculosis intra-nasal e em 7 semanas o bacilo pdde ser detectado em varios tecidos adiposos
distantes dos pulmdes. No mesmo estudo, implantes de pré-adipécitos contendo a micobactéria
foram inseridos subcutaneamente em camundongos livres do bacilo. Apds 5 semanas da
insercéo, a infeccdo pelo M. tuberculosis foi detectada nos pulmdes, indicando que ele pode se
disseminar dos pulmdes para o tecido adiposo e de volta para os pulmdes (AGARWAL et al.,
2016).

Em um trabalho mais recente, os autores mostraram que em modelo de infeccdo de
adipdcitos in vitro, aproximadamente 80% dos bacilos M. tuberculosis foram fagocitados em
24 horas, consistente com os dados apresentados no trabalho de Neyrolles e seu grupo.
Utilizando modelo de infeccdo por aerossol em camundongos, observaram abundante infeccdo
no tecido adiposo perigonadal dos animais, com a presen¢a da micobactéria em ambas as
fracOes adiposa e vascular estromal dos tecidos analisados. Além disso, observaram mudancas
na expressao de genes micobacterianos em resposta ao estresse oxidativo, com inducéo desses
genes nas micobactérias que infectam o tecido adiposo, sugerindo sua adaptacdo ao ambiente
de estresse celular para sobrevivéncia. Adicionalmente, observaram que a infecgdo por M.
tuberculosis no tecido adiposo foi associada com a infiltracdo de fagdcitos mononucleares,
células T CD8+ responsivas ao bacilo e células NK que se tornaram ativadas, sugerindo que o
tecido adiposo sofre mudancas inflamatorias durante a infeccdo por M. tuberculosis que o
induzem a se manter em estado latente nos adipdcitos (BEIGIER-BOMPADRE et al., 2017).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a desnutricdo que é comumente associada com a
perda de tecido adiposo pode ter uma relacdo bidirecional com a tuberculose (TVERDAL,
1986; CHANDRASEKARAN et al., 2017). Além disso, entre pacientes acometidos pela
tuberculose a reducdo de tecido adiposo no inicio do tratamento esta associada com a forma
clinica severa e aumento da mortalidade, no entanto ha poucos trabalhos que investigam como
a perda de tecido adiposo poderia influenciar no desenvolvimento da patologia. Em um estudo
com camundongos transgénicos com caréncia na formacgdo do tecido adiposo, a perda de
adipdcitos foi associada com a reducéo da taxa de M. tuberculosis no tecido adiposo, mas com
aumento da carga do bacilo, assim como uma piora da patologia nos pulmdes, sugerindo,
portanto, que a perda da massa de gordura pode prejudicar a homeostase imunoldgica e
aumentar a vulnerabilidade de reativacdo da forma latente ou progressao da infecgcdo primaria,
levando ao desenvolvimento da tuberculose (PATON; NG, 2006; AYYAPPAN et al., 2019).
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Apesar de excepcionais, ha importantes evidéncias de que a biologia do tecido adiposo,
e os adipdcitos em especial, podem contribuir para os mecanismos de infeccdo de diversos
patdgenos. Novos estudos que explorem a contribui¢do do tecido para o estabelecimento de
doencas infecciosas sd@o necessarios para o desenvolvimento de modelos experimentais que

podem fornecer maior compreensdo para a prevencao e tratamento de patologias.

1.2 Hanseniase

A hanseniase é a doenga humana cuja descricdo € a mais antiga, marcada pelo estigma
aos seus portadores que eram isolados da sociedade por preconceito ao seu fendtipo de
manifestacdes clinicas e inexisténcia de tratamento. Também conhecida como Mal de Hansen,
somente apds a descoberta de seu agente etiolégico, 0 Mycobacterium leprae, pelo médico
bacteriologista e dermatologista Gerhard Hansen em 1873, que sua etiologia foi associada a um
microrganismo. Sua prevencao se manteve limitada ao isolamento em leprosarios dos pacientes,
que recebiam assisténcia precaria até meados do século XX (EIDT, 2004; QUEIROZ;
PUNTEL, 1997; SCOLLARD et al., 2006).

No Brasil, na década de 1960, o pesquisador Abrahdo Rotberg, visando diminuir o
estigma aos portadores introduziu a substituicdo do termo ‘lepra’ por hanseniase, em referéncia
ao descobridor do agente causador da doenca, tendo sua nova terminologia aprovada pelo
Ministério da Salde do pais em 1976, tendo se tornado obrigatéria em territorio nacional por
lei federal a partir de 1995 (OPROMOLLA; MARTELLLI, 2005).

O tratamento para a hanseniase deu inicio com a introducdo das sulfonas, utilizando
dapsona e seus derivados, no final dos anos 1940, se tornando o principal medicamento para o
controle da doenga na decada de 1950. Posteriormente, a partir de 1962, a clofazimina testada
por Browne e Hogerzeil (BROWNE; HOGERZEIL, 1962) e a rifampicina, por Opromolla e
seu grupo (OPROMOLLA, 1965) também comecaram a ser utilizadas no tratamento da doenca.
A monoterapia, no entanto, apresentava-se como a causa mais frequente de desenvolvimento
da resisténcia microbiana ao medicamento. A partir desse fato, a OMS introduz entdo a
quimioterapia conhecida como poliquimioterapia (PQT/OMS), que consiste no uso destes trés
farmacos combinadas (WHO, 1982).
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Com a indicacdo da PQT pela OMS a partir de 1981, porém implementada no Brasil
somente a partir dos anos 1990 pelo Ministério da Saude, ocorreram mudancas significantes do
quadro da doenca, que deixou entdo de ser controlada pelo isolamento e segregacéo dos doentes
em leprosarios. Passou a ter tratamento eficiente e cura, tendo sido erradicada em diversos
paises. A multidrogaterapia (poliquimioterapia ou PQT) torna o M. leprae inviavel, porém néo
recupera ou reverte as deformidades fisicas j& desenvolvidas nos individuos doentes.
Concomitante ao tratamento farmacologico, medidas de avaliacdo e prevencdo das
incapacidades fisicas e atividades de educacdo para a saude, incluindo o autocuidado, séo
fatores necessarios (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.2.1 Etiologia

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica que em humanos afeta principalmente a
pele e os nervos periféricos, devido a infeccdo do M. leprae a macréfagos de pele e células de
Schwann. O M. leprae é um bacilo gram-positivo alcool-acido resistente (BAAR) e parasita
intracelular obrigatério de crescimento lento, apresentando tempo de replicacdo de
aproximadamente 13 dias (figura 1.8). Possui boa adaptacdo a regides mais frias do corpo
apresentando temperatura de crescimento 6timo em torno de 33°C (REES, 1985; SCOLLARD
et al., 2006).

Figura 1.8: Morfologia de Mycobacterium leprae. Microscopia eletrdnica de Mycobacterium leprae derivado de
pata de camundongo nude. Fonte: Scollard et al. (2006).

Apesar de ter sido um dos primeiros patégenos descritos pela humanidade, ainda hoje

existem muitos questionamentos sobre os mecanismos relacionados a sobrevivéncia
intracelular, interacdo com a resposta imune do hospedeiro e transmiss@o. Isso se deve as
dificuldades relacionadas ao avanco nos estudos cientificos sobre sua patogenia, inerentes ao

fato da micobactéria ndo ter sido cultivada em in vitro por longos periodos até o0 momento. O
50



M. leprae foi cultivado pela primeira vez por Shepard (SHEPARD, 1960), que fez sua
inoculagdo em coxim plantar de camundongos de linhagem BALB/c e observou a multiplicacéo
localizada das micobactérias, o que permitiu maiores avan¢os em evidéncias sobre o patdgeno.
O modelo de inoculacdo de M. leprae em coxim plantar de camundongos nude (nu/nu), que ndo
possuem resposta imune celular, tem sido utilizado para cultivo da micobactéria em laboratorio
(JOB et al., 1990). Ainda, tatus de nove-bandas (Dasypus novemcintus) (BALAMAYOORAN
et al., 2015), esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris) (AVANZI et al., 2016) e primatas ndo
humanos (HONAP et al., 2018) foram descritos como reservatdrios naturais de M. leprae, além
do ser humano. Por outro lado, o M. leprae apresenta pouca variabilidade genética e baixa
viruléncia, apresentando reducgéo de seu genoma, composto por aproximadamente 50% de seu
conteudo formado por pseudogenes, que perderam sua funcéo pelo acimulo de mutacgdes, o que
pode explicar sua dependéncia ao espaco intracelular e, consequentemente, ao metabolismo da
célula hospedeira (COLE et al., 2001; EAPEN, 2012).

O M. leprae era o unico agente causador conhecido da doenca até 2008, quando uma
segunda espécie, o M. lepromatosis, foi identificada no México. Apesar das bactérias serem
classificadas como espécies diferentes por conta de suas sequéncias de DNA, ambas possuem
muitas caracteristicas semelhantes e causam a mesma doenca clinica (HAN et al., 2008, 2015).
A espécie M. lepromatosis foi recentemente descoberta presente em pacientes com hanseniase
que tiveram a forma difusa de Lucio, uma reacdo necrosante grave rara que pode ocorrer em
pacientes com a doenca sem tratamento (AZULAY-ABULAFIA, 2005; GILLIS et al., 2011).
Esta forma da doenca ainda requer maiores investigacfes, portanto ndo sera aqui discutida a

fundo.

1.2.2 Epidemiologia

Apesar da hanseniase ser uma doenca tratavel, ainda se mantém como um problema de
salde publica em paises em desenvolvimento. Sua prevaléncia foi extensamente diminuida
apos a implementacédo da poliquimioterapia (PQT) pela Organiza¢do Mundial de Satde (OMS)
no comeco dos anos 1980 (DAUMARIE, 2004). Dados epidemioldgicos mais atuais registram
uma prevaléncia de 0,24 casos por 10.000 habitantes, com 208.619 novos casos de hanseniase
registrados globalmente em 2018, afirmando que a transmissdo da doenca ainda permanece
constante (WHO, 2019). No Brasil, foram registrados 27.864 novos casos da doenca em 2019
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(MINISTERIO DA SAUDE, 2021), mantendo o pais no segundo lugar no ranking mundial de
deteccdo de novos casos de hanseniase, atras somente da India. Com a eficécia do tratamento
utilizando a poliquimioterapia, a meta de eliminacéo da hanseniase para reducéo da prevaléncia
a 1 caso da doenca a cada 10 mil habitantes, definida em assembleia internacional da OMS
realizada em 1991 (WHO, 1991), foi alcancada a nivel global. No entanto, em areas onde a
doenga permanece endémica esta meta ainda ndo foi alcancada, como por exemplo o Brasil,
que registrou uma prevaléncia de 1,2 casos por 10 mil habitantes na analise epidemioldgica
global mais recente (WHO, 2019). Vale mencionar que, apesar de milhGes de pessoas ja terem
sido consideradas curadas pela doenga, muitos destes individuos permanecem com
incapacidades motoras irreversiveis, devido ao dano neural, absorcdo 6ssea, perda da funcdo
motora e dor neuropatica cronica, alem do estigma social, complicacdes da doenca que

requerem cuidados ao longo de toda a vida (SALES et al., 2013).

1.2.3 Patogénese

Apesar do M. leprae ndo apresentar grande variabilidade genética em seu genoma
(COLE et al., 2001), sua interacdo com o hospedeiro é responsavel pela sintomatologia
caracteristica na hanseniase, que apresenta manifestacfes clinicas muito diversas. Estudos
indicam que o bacilo possa ser transmissivel pelo contato proximo e prolongado entre um
individuo susceptivel e um paciente infectado através de perdigotos ou por secrecdo nasal,
sendo a mucosa nasal sua principal porta de entrada ao hospedeiro humano (SHEPARD, 1962;
MARTINS etal., 2010). A infec¢do do M. leprae em macréfagos e células de Schwann provoca
lesBes na pele e neuropatia periférica que pode levar a incapacidades apds ocorréncia de dano
neural irreversivel. Devido a multiplicacdo lenta do bacilo, a doenca possui periodo de
incubacdo longo e variavel, podendo chegar a 10 anos. Uma diversa variedade de manifestacdes
clinicas e histopatoldgicas pode ocorrer na doenca, devido aos diferentes graus de resposta
imune celular que o individuo pode apresentar contra a infeccdo do M. leprae, o que levou a
diferentes propostas de classificacbes para 0s pacientes com hanseniase ao longo dos anos
(SCOLLARD et al., 2006; LASTORIA; DE ABREU, 2014).
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O sistema de classificacdo proposto por Ridley & Jopling (1966) é utilizado nas
pesquisas e leva em consideracdo a doenca baseada em critérios clinicos, imunoldgicos e
histopatolégicos, onde o polo da forma tuberculoide (TT) apresenta maior resposta imune
celular, formacgédo de granulomas e presenca de poucos bacilos nas poucas lesdes aparentes,
enquanto no polo com a forma lepromatosa (LL) ha uma resposta imune humoral predominante,
com a presenca de macrofagos espumosos e a deteccdo de muitas micobactérias em multiplas
lesGes. Entre os polos principais, existem as formas intermediarias divididas em borderline-
tuberculoide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL), além da forma
indeterminada (1) (figura 1.9) (MISCH et al., 2010).

Exposicdo ao M. feprae
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Figura 1.9: Classificacdes clinicas da hanseniase e perfil de resposta imunoldgica do hospedeiro. BB:
borderline-borderline; BL: borderline-lepromatoso; BT: borderline-tuberculoide; LL: lepromatoso-lepromatoso;
TT: tuberculoide-tuberculoide; Thi: linfocito T helper 1, Th2: linfocito T helper 2, PMN: Polimorfonucleares,
Ag/Ac: antigeno/anticorpo. Adaptado de Misch et al. (2010).

Em 1982, a OMS sugeriu uma proposta mais simples, para fins operacionais e
terapéuticos, baseada nos sintomas visiveis e no indice baciloscopico (IB) em analises de
esfregacos de pele de regides mais frias do corpo, geralmente I6bulos da orelha, cotovelos e/ou
joelho (WHO, 1982). Esta classificagdo determina que pacientes que apresentem até 5 lesdes
na pele e até 2 bacilos detectados nos esfregacos sejam identificados com a forma paucibacilar

da doenca, e aqueles com mais de 5 lesGes e mais de 2 bacilos detectados nas analises de
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microscopia dos esfregacos, sejam classificados com a forma multibacilar da doenca. No
entanto, desde 1988, a OMS recomenda a classificacdo baseada somente na avaliacdo clinica
por haver regifes onde a analise microscopica de esfregacos de pele ndo esta disponivel,
estabelecendo assim que casos paucibacilares sdo os pacientes que apresentam até 5 lesdes de
pele e/ou apenas uma lesdo neural envolvida, enquanto pacientes multibacilares s&o
identificados como aqueles que possuem mais de 5 lesGes na pele e/ou mais de uma leséo neural,

utilizando a baciloscopia para casos onde a classificacao clinica seja dificil (WHO, 1988).

Gupta e colaboradores porém ressaltam que este modelo de classificacdo baseado
somente no nimero de lesdes é bastante arbitrario e pode resultar em subnotificagdes ou
notificacBes equivocadas das formas clinicas da hanseniase, sugerindo entdo a adicdo de novos
critérios de avaliacdo que considerem o tamanho das lesdes e acompanhamento do
espessamento dos nervos (GUPTA et al., 2012). Além disso, o sistema de classificacdo da OMS
ndo considera protocolos de tratamento para casos de hanseniase neural pura, onde ndo ha
lesGes de pele ou manifestacGes aparentes no individuo (PRASAD; KAVIARASAN, 2010). O
envolvimento dos nervos € evidente quando a doenca comeca a progredir, e € medido através
da diminuicdo da sensibilidade (dor, tato, frio ou calor) na area das lesdes. No entanto, em
alguns casos o acometimento dos nervos pode surgir mais tarde na doenca, podendo ocorrer o
espessamento dos nervos acompanhado de dor. Evitar o dano aos nervos periféricos é o maior
objetivo da clinica atual, e necessita de mais investigacdo (SAUNDERSON et al., 2008;
WILDER-SMITH; VAN BRAKEL, 2008).

Na clinica da hanseniase também podem ocorrer os episodios reacionais, resultantes de
episddios agudos de inflamacdo. Como essas reacoes afetam a pele e 0s nervos, sdo as principais
causas de morbidade e danos neurais, podendo ocorrer durante o curso natural da doenca,
durante o tratamento e até mesmo depois do paciente ter finalizado seu tratamento. As reacdes
podem ser classificadas como Tipo 1 (Reacdo Reversa — RR) ou Tipo 2 (Eritema Nodoso
Hansénico — ENH ou Eritema Nodoso Leproso - ENL) (LASTORIA; DE ABREU, 2014).

Investigacbes indicam que a reacdo do tipo 1, ou RR, seja resultado de uma
hipersensibilidade tardia e aumento da resposta imune celular contra antigenos
micobacterianos, podendo causar melhora ou agravamento da doenca. Pode ocorrer em
pacientes boderline, que migram para o polo tuberculoide pela reducéo da carga bacilar durante

0 tratamento. Pacientes ndo tratados podem demonstrar aumento da carga bacilar e as
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manifestaces clinicas se tornam similares aos de individuos do polo lepromatoso devido a
deterioracdo da imunidade celular. A reacdo do tipo 2, ou ENL, esta relacionada a uma
complexa resposta de imunidade humoral e também celular (PINHEIRO et al., 2018). Acredita-
se gue seja uma reacdo do corpo as substancias produzidas pela destruicdo do bacilo, com
deposicdo de complexos imunoldgicos nos tecidos e subsequente ativacdo da cascata de
coagulacdo (SILVA et al., 2018). Sua manifestagdo se apresenta como uma piora repentina
geralmente durante o tratamento em individuos com a forma lepromatosa, no entanto, as causas
e 0s mecanismos envolvidos nestes episddios ainda ndo foram profundamente elucidados
(FOSS et al., 2003; KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOQOD, 2008; NERY et al., 2006).

1.2.4 Mycobacterium leprae e o metabolismo lipidico

Os lipideos sdo biomoléculas importantes para muitas funcdes nas micobactérias seja
como fonte nutricional, estrutural, protecdo ao ambiente ou viruléncia, e desempenham papel
essencial na patogénese e sobrevivéncia do M. leprae (KAUR; KAUR, 2017). A parede celular
do M. leprae é semelhante a das outras micobactérias, contendo um envoltério celular
extremamente rico em lipidios complexos, conferindo sua resisténcia a farmacos, a esterilizacdo
quimica e a defesa do hospedeiro (SCOLLARD, 2006). O lipideo de parede celular que da
especificidade imunoldgica ao M. leprae é o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), molécula que
pdde ser isolada em altas concentracdes da micobactéria purificada e também de tecidos
infectados. Acredita-se que seja o principal componente da parede do M. leprae, com
importante relacdo na interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro (HUNTER; BRENNAN, 1981;
GUENIN-MACE et al., 2009). O PGL-1 parece ter fungdo na inibicdo da maturacio de
fagossomas contendo M. leprae, 0 que ajuda em sua sobrevivéncia por longos periodos na
célula hospedeira (ROBINSON et al., 2008). Além disso, ja foi descrito o tropismo do PGL-1
pela laminina, importante glicolipideo de lamina basal de células de Schwann, indicando seu

possivel papel na predilecdo do M. leprae aos nervos periféricos (NG et al., 2000).

Evidéncias de alteracfes na homeostase lipidica na infeccdo por M. leprae foram
inicialmente observadas pelo médico patologista Rudolf Virchow, em 1863, que descreveu que
células de lesdes de pele de pacientes da doenca apresentavam aparéncia ‘espumosa’
(VIRCHOW, 1865). Esse fendtipo é caracteristico de macréfagos infectados pelo M. leprae,

onde ocorre acimulo de corpusculos lipidicos na célula hospedeira induzido pela infecgdo do
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bacilo (SAKURALI; SKINSNES, 1970). Este fen6meno também é observado na infeccdo em
células de Schwann, como evidenciado em bidpsias de nervo de pacientes com hanseniase
(JOB, 1970).

Assim como a formacdo de corpusculos lipidicos é importante para sobrevivéncia e
persisténcia do M. tuberculosis (GARTON et al., 2008; PEYRON et al., 2008), a modulacéo
lipidica da célula hospedeira também se mostra uma estratégia essencial para a patogénese do
M. leprae. Analisando macrofagos infectados por M. leprae, Chatterjee e colaboradores em
1959 revelaram que o bacilo reside e se multiplica dentro de fagossomos lipidicos
(CHATTERJEE et al., 1959), fenémeno mais recentemente revisto e aprofundado pelo nosso
grupo de pesquisa (MATTOS et al., 2012). Devido a sua reducao genética (COLE et al., 2001),
0 M. leprae é dependente do hospedeiro para suas funges metabdlicas basicas. Estudos
demonstram que diversos genes do metabolismo lipidico do hospedeiro sédo induzidos na
infeccdo por M. leprae, dentre estes, genes de lipases e fosfolipases, que sdo mais expressos em

lesGes de pacientes com hanseniase.

No trabalho de Cruz e colaboradores, foi demonstrado que macro6fagos infectados
contém lipideos oxidados oriundos do hospedeiro, e que a presenca destas moléculas ajudam a
inibir a resposta imune inata contra o patdgeno, representando um importante fator de viruléncia
para 0 microrganismo (CRUZ et al., 2008). Mattos e colaboradores demonstraram mais tarde
que os lipideos acumulados em células de Schwann infectadas por M. leprae também séo
oriundos da célula hospedeira (MATTOS et al., 2011a).

A caracterizacdo da formacdo das células espumosas na infec¢do por M. leprae ainda é
pouco compreendida. Estudos mostraram que a associacdo de M. leprae a macrofagos é
mediada pela ligacdo da bactéria a TLR2 e TLR6, que consequentemente ativa uma cascata de
sinalizacdo que culmina na formacdo dos corpusculos lipidicos. No entanto essa formacéo nos
macrofagos ndo é dependente desses receptores, podendo haver vias adicionais envolvidas
neste processo (MATTOS et al., 2010). Outro trabalho do nosso grupo de pesquisa demonstra
que em células de Schwann infectadas, os corpusculos lipidicos séo recrutados aos fagossomas
contendo a micobactéria atraves da reorganizacao do citoesqueleto e trafico vesicular, a partir
da ligacdo da micobactéria ao TLR6, mas de maneira independente de ligacdo ao TLR2
(MATTOS et al., 2011b). Adicionalmente, a inibicdo da formacéo dos corpusculos lipidicos

nas celulas infectadas afeta a viabilidade do M. leprae, mostrando que o acumulo lipidico é
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essencial para sobrevivéncia da micobactéria no hospedeiro (MATTOS et al., 2010; MATTOS
etal., 2011a; MATTOS et al., 2012).

A modulacdo lipidica na infeccdo por M. leprae também tem implicacGes no perfil
inflamatorio das células infectadas. As investigagdes mostram que células infectadas pelo M.
leprae secretam niveis aumentados da citocina anti-inflamatoria IL-10 e niveis reduzidos de IL-
12 e de oxido nitrico. Quando ha inducdo da inibicdo da formacgédo dos corpusculos lipidicos,
ocorre mudanca de um perfil anti-inflamatério para o perfil pro-inflamatério, indicando que o
acumulo lipidico também se demonstra uma estratégia de adaptacdo do bacilo contra a resposta
imune na célula hospedeira (MATTOS et al., 2011a; MATTOS et al., 2012). Além disso,
macrofagos e células de Schwann infectadas por M. leprae apresentam abundante producédo de
prostaglandina E2, eicosanoide imunomodulador que inibe fungdes microbicidas e também
induz a producdo da citocina imunossupressora IL-10 (MATTOS et al., 2010, MATTOS et al.,
2011a).

O acumulo de colesterol e ésteres de colesterol, fosfolipideos oxidados e lipideos
neutros, como o triacilglicerol, j& foram caracterizados como constituintes dos corpusculos
lipidicos das células infectadas por M. leprae (KURUP; MAHADEVAN, 1982; CRUZ et al.,
2008; MATTOS et al., 2011a; MATTOS et al., 2014). No entanto, apesar do acumulo de
colesterol ter se mostrado fundamental para sobrevivéncia do patogeno (LOBATO et al., 2014;
MATTOS et al., 2014), o M. leprae ndo utiliza esta molécula como fonte nutricional
(MARQUES et al., 2015). Todas as evidéncias confirmam a importancia dos lipideos para a
sobrevivéncia da micobactéria, que possui genes funcionais que a permite utilizar lipideos para
a via de p-oxidagdo. Somente recentemente foi realizado um estudo para construgdo de uma
rede metabdlica em escala gendmica para o patdgeno, a fim de auxiliar na identificacdo das
possiveis fontes metabdlicas que o M. leprae se utiliza para se manter viavel (BORAH et al.,
2020). A descricdo da modulacéo lipidica que ocorre na infeccdo pelo M. leprae se demonstra

um campo essencial para o entendimento da patogénese e persisténcia do bacilo na hanseniase.

A investigagdo sobre o envolvimento dos adipocitos, células especializadas na
homeostase lipidica amplamente distribuidos sob a pele, como células hospedeiras para o M.
leprae e as contribui¢des do tecido adiposo para o desencadeamento de manifestacfes clinicas
na hanseniase nunca havia sido investigado até nosso grupo de pesquisa dar inicio a este estudo.

Resultados prévios deste projeto de pesquisa (DOS REIS, 2016) apresentam indicios in vitro e
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in vivo sobre a importancia da examinacao do tecido adiposo como importante contribuinte na
imunopatologia da hanseniase, com a apresenta¢do do acesso da micobactéria ao tecido adiposo
e evidéncia de mobilizacao lipidica nos adipocitos de tecido adiposo subcutaneo de paciente

acometido pela forma lepromatosa da doenca (figura 1.10).

Figura 1.10: Presenca de antigenos de Mycobacterium leprae em fragmentos de tecido subcuténeo de
paciente com hanseniase multibacilar. Microscopia de fluorescéncia de fragmentos de tecido adiposo
subcutaneo. Goticulas lipidicas evidenciadas com Bodipy 493/503 (verde), ndcleos das células com DAPI (azul)
e antigenos de M. leprae evidenciados através do uso de anticorpo anti-LAM (vermelho). Cada imagem representa
fatias dpticas registradas por microscopia confocal. Nestas imagens é possivel confirmar a presenga da
micobactéria no tecido adiposo de pacientes, correlacionado sua presenca com a mobilizacdo de goticulas lipidicas
(setas). Aumento de 40x. Barra de escala representa 10um. Fonte: Dos Reis (2016).

Neste presente trabalho, prosseguimos com as investigacdes para melhor caracterizacéo

da contribuicdo dos adipdcitos e tecido adiposo durante a infecgdo por M. leprae.
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“Compreender as coisas que nos rodeiam é a
melhor preparacdo para compreender o que ha
mais além.”

(Hipatia de Alexandria, filésofa e primeira
mulher matematica)
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2. JUSTIFICATIVA

A hanseniase é uma doenca que ainda representa um problema de saude publica em
diversos paises, principalmente na India e Brasil, paises onde a patologia se mantém em
prevaléncia alta. Apesar de se tratar de uma doenca milenar, anos de esfor¢os em pesquisas
ainda ndo foram suficientes para descrever detalhes sobre a sobrevivéncia de seu agente
causador, o M. leprae, e como sua relacdo com o hospedeiro causa reacgdes sisttmicas téo

diversas no desenvolvimento da doenca.

Sabe-se que o metabolismo lipidico da célula hospedeira é importante para o sucesso da
infeccdo do bacilo em macrofagos e células de Schwann. No entanto, a relacdo do M. leprae
com os adipdcitos, células especializadas no armazenamento lipidico com importante papel na
homeostase lipidica do organismo, nunca havia sido investigado antes. Além de poder fornecer
toda a maquinaria e moléculas relacionadas ao metabolismo lipidico que o patdgeno
necessitaria para sobreviver, sua relacdo com as células adiposas ou com o tecido adiposo de
maneira geral poderia contribuir para a modulacdo da resposta imune heterogénea que é
observada nos pacientes acometidos pela doenca, visto a funcdo endocrina ja bem descrita do

tecido adiposo.

A associacao da infec¢do da micobactéria ao tecido adiposo poderia explicar outras
caracteristicas da doenca ainda ndo compreendidas, como o longo tempo de incubacdo do bacilo
até o aparecimento de manifestacées clinicas, que poderia estar abrigado no tecido adiposo de
forma a estar menos susceptivel ao sistema imune inato do hospedeiro. As falhas terapéuticas
e recidivas, muitas vezes envolvendo cepas sensiveis ao tratamento, poderiam ser melhor
compreendidas caso a infec¢do do tecido adiposo confira maior protecdo a acdo de drogas. A
atividade metabdlica do tecido adiposo poderia contribuir para o desencadeamento dos casos
reacionais, sendo a lipdlise uma origem plausivel dos antigenos micobacterianos que disparam
a reacdo imune exacerbada, quadro que pode levar a incapacidade irreversivel de causa ainda

desconhecida.

Este trabalho justifica-se pela investigacdo inédita da infeccdo do M. leprae aos
adipdcitos, apresentando o tecido adiposo como importante Orgdo para sobrevivéncia e
persisténcia do patdgeno, com possivel contribuicdo para a imunopatogénese complexa no

desenvolvimento da hanseniase.
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3. OBJETIVO GERAL

Evidenciar o envolvimento do tecido adiposo na patogenia da hanseniase.

3.1 Objetivos Especificos:

e Investigar os adipdcitos como sitio de infeccéo e persisténcia do M. leprae;
e Descrever a homeostase lipidica de adipocitos infectados por M. leprae;

e Verificar alteracdes no perfil de adipocinas em adipdcitos infectados;

e Analisar o ‘crosstalk’ entre adipdcitos ¢ macrofagos durante a infeccéo;

e Avaliar o ambiente intracelular dos adipdcitos para a viabilidade do M. leprae;
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"Aprendi que o caminho do progresso ndo era

rapido nem facil."

(Marie Curie, fisica e quimica, primeira

mulher a ganhar o prémio Nobel)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Grupo de Estudo

Foram utilizados fragmentos de tecido subcutaneo de pacientes diagnosticados como
multibacilares, disponibilizadas a partir da coleta de rotina para exame baciloscépico dos
pacientes no Ambulatorio Souza-Araujo/FIOCRUZ, cedidas pelo Laboratorio de Hanseniase —

IOC/FIOCRUZ, RJ, sob aprovacdo do comité de ética em pesquisa numero: 205.047.

Para amostras murinas, camundongos sui¢cos machos com 7-8 semanas de idade foram
utilizados para nosso modelo experimental que consistiu em injec3o direta de 108 M. leprae em
tecido adiposo inguinal. Ap6s 72 horas de infec¢cdo, os animais foram eutanasiados, figado,
tecido adiposo e sangue foram coletados para posterior analises metabdlicas. O modelo
experimental foi feito em colaboragdo com o Dr. Mauro Sola-Penna e da Me. Thaind Demaria
do Laboratdrio de Enzimologia e Controle do Metabolismo na UFRJ. A utilizacdo dos animais

para o estudo esteve sob aprovacao do comité de ética em pesquisa humero 088/16.

4.2 Obtencao do Mycobacterium leprae

O M. leprae vivo utilizado neste trabalho foi cedido pela Dra. Patricia Sammarco Rosa
do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, onde a cepa Thai-53 ¢ cultivada no modelo de
infeccdo de coxim plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu). Vale reforcar que o M.
leprae permanece um microrganismo incapaz de se cultivar por longos periodos em meio de
cultivo in vitro. Ap6s cerca de nove meses da inoculacdo, os animais sdo eutanasiados e 0s
coxins plantares sdo colhidos e enviados ao Laboratério de Microbiologia Celular —
IOC/FIOCRUZ, RJ para a etapa de purificacdo da micobactéria. De modo estéril, as patas séo
homogeneizadas em meio de cultivo RPMI-1640 (LGC biotecnologia). A suspenséo de bacilos
é entdo submetida a digestdo enzimatica com colagenase e dispase por 2 horas, feita lavagem
com 4agua seguido de solugdo de hidroxido de sédio 0.1 M por 5 minutos, posteriormente
ressuspensas utilizando agulha e incubadas a 33° C. Os bacilos sdo quantificados por contagem
direta como descrito por Shepard e McRae (1968) e a viabilidade medida pelo método

Live/Dead BacLight, como recomendado pelo fabricante.
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4.3 Cultura de Células de Linhagem 3T3-L1

Fibroblastos murinos da linhagem 3T3-L1 foram cultivados em meio DMEM high
glucose (Gibco) contendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL estreptomicina (LGC
Biotecnologia) e suplementado com 10% de soro bovino (SB, Cripion) em estufaa 37°C e 5.0%
de CO2, sendo mantidos em garrafas de culturas em repiques semanais. A partir do
plaqueamento, o SB utilizado foi substituido pelo soro fetal bovino (SFB, Cripion) até atingir
a confluéncia (48 horas apds plagueamento) nos pogos, dando entdo inicio ao protocolo de
diferenciacédo das células adicionando meio de inducdo de diferenciacdo contendo 0.5 mM de
3-isobutil-metilxantina (IBMX, Sigma-Aldrich), 1 uM de dexametasona (Sigma-Aldrich), 2
uM de rosiglitazona (Sigma-Aldrich) e 0.3 Ul/mL de insulina (Humulin). Apds 72 horas, 0
meio de diferenciacdo foi removido e as culturas foram mantidas com meio de maturacdo
contendo somente 0.3 Ul/mL de insulina de aditivo, com troca a cada 48 horas até a
diferenciacdo em adipdcitos maduros (apds 10 dias de diferenciacdo), com visivel presenca de
diversos e grandes corpusculos lipidicos. Para os ensaios de infeccdo, o M. leprae vivo na
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5, 20 ou 50:1 foram adicionados nas culturas de adipdcitos
com meio DMEM high glucose com 10% de SFB, sem antibidtico, e as mesmas mantidas a

33°C em 5.0% de COz nos diferentes tempos experimentais.

Com o intuito de avaliarmos as enzimas lipoliticas dos adipdcitos, foram utilizados
adicionalmente nas culturas 20 uM do inibidor de HSL CAY10499 (Cayman) ou 50 uM do
inibidor de ATGL Atglistatina (Sigma-Aldrich). Também foram realizados ensaios utilizando
1 pg/mL de rifampicina pelo tempo de 48 horas nas culturas para andlises de viabilidade
micobacteriana. Adicionalmente, a adicdo de TNF nas culturas na concentracdo de 50 ng/mL
ou a utilizacdo de isoproterenol a 10 uM foram utilizados como controle positivo de inducéo

de lipolise.

4.4 Cultura de células de linhagem Raw 264.7

Macréfagos murinos de linhagem Raw 264.7 foram mantidos em meio DMEM high
glucose (Gibco) suplementado com 10% de SFB (Cripion) em estufa a 37°C e 5.0% de CO..
Apos plagueamento, as culturas foram infectadas com M. leprae vivo na MOI de 50:1 e
mantidas a 33°C em 5.0% de CO.. Igualmente, as culturas posteriormente receberam 1 pg/mL

de rifampicina por 48 horas para 0s ensaios de analise de viabilidade micobacteriana.
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Adicionalmente, o volume total dos sobrenadantes das culturas dos adipocitos foram
adicionados nas culturas de macréfagos pelo tempo de 48 horas para avaliacdo do impacto do
meio condicionado dos adipocitos na viabilidade micobacteriana nos macréfagos, bem como o
estimulo da expressdao génica de genes marcadores de estresse oxidativo e citocinas

inflamatdrias nestas células.

4.5 Extracao e purificagdo de acidos nucleicos

Os &cidos nucleicos totais das culturas celulares foram extraidos utilizando o reagente
Trizol (Life technologies) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Apds os tempos
experimentais, o sobrenadante das culturas foi coletado, e ent&o adicionado 500 uL de Trizol
nos pogos para lise das células aderentes. O conteldo lisado foi submetido a etapas
subsequentes de extracdo. Ao conteddo em trizol foi adicionado 100 pL da solugdo de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (Merck) e os tubos foram homogeneizados por inversao e
entdo centrifugados a 12.000 xg a 4° C por 15 min. A fase aquosa contendo RNA (fase superior,
aproximadamente 200 pL) foi transferida para novos tubos RNAse Free e adicionados 200 pL
de etanol 70% (Merck), misturado por inversdo e o contetdo adicionado nos tubos Spin
Cartridge para as etapas subsequentes utilizando kit PureLink RNA Mini, seguindo o protocolo

descrito pelo fabricante para purificacdo do RNA, que ao final foi eluido em agua.

As fases intermediaria e organica restantes foram posteriormente submetidas a extracdo
de DNA. Foi adicionado aos tubos 100 pL de solugdo de Tris-EDTA (5 mM Tris; 0.1 mM
EDTA, pH 8.0) e 150 uL de solugéo cloroformio: alcool isoamilico (24:1). Ap6s a centrifugacéo
a 12.000xg por 10 minutos em temperatura ambiente, a fase aquosa sobrenadante contendo o
DNA foi transferido para tubos RNAse Free, e adicionados o dobro do volume coletado de
isopropanol. As amostras foram incubadas overnight a -20° C para precipitacdo do DNA. A
segunda etapa realizada para purificagdo DNA consistiu em centrifugacdo do material por 30
minutos a 4° C e posteriormente a adi¢do de 250 uL etanol 70% e novamente a centrifugacéo a
12.000xg por 15 minutos. Apos a ultima centrifugacao, o pellet foi seco a temperatura ambiente
e ressuspenso em agua. As amostras purificadas de DNA foram armazenadas a -20° C e as de
RNA em freezer -70° C até sua utilizacdo paras as etapas seguintes. A quantificacdo dos &cidos

nucleicos foi realizada por espectrofotometria utilizando o instrumento NanoDrop ND-1000
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(Thermo Scientific). As etapas posteriores a extragdo e purificagdo de RNA consistiram na
transcricdo reversa do RNA para cDNA conforme instrugdes do fabricante.

4.6 Sintese de cDNA - RT-PCR

O cDNA foi obtido a partir do RNA purificado das culturas celulares mediante o uso do
kit GoScript Reverse Transcription Mix (Promega) em uma rea¢do com volume final de 20 pL.
Foi utilizada a concentracdo de 200 a 2000 ng de RNA junto a Rondom primers e enzima
transcriptase reversa ao mix do produto, seguindo protocolo descrito pelo fabricante. Essa
mistura foi incubada a 25° C por 5 minutos para anelamento dos primers, seguido por 1 hora a
42° C para transcricdo e depois incubacdo a 70° C por 15 minutos para inativacdo da enzima.
Apds o término da reacdo, as amostras de cDNA foram armazenadas a -20° C até sua utilizacdo

na técnica de qPCR.

4.7 PCR em tempo real para determinacéo da viabilidade micobacteriana e
analise de expressao génica

Para estimar a viabilidade do M. leprae no ambiente intracelular foi utilizado o sistema
de PCR em tempo real para deteccdo dos niveis de RNAr 16S do bacilo como descrito por
Martinez e colaboradores (2009), com algumas modificacdes. As amostras de cDNA e DNA
oriundas das culturas celulares infectadas por M. leprae foram utilizadas na reagcdo na
concentracdo de 10ng e 20ng, respectivamente, utilizando o sistema de reacdo TagMan, com o
kit TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) seguindo as instru¢es do
fabricante. As reagdes foram incubadas a 50° C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido
de 40 ciclos do estagio de PCR a 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto no sistema de

PCR em tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems).

Para analisar a expressao génica de alvos celulares ou genes micobacterianos, foi
utilizado o sistema Power SYBR Green (Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do
fabricante. Para cada amostra foram amplificados cDNA na concentra¢do de 10ng na reacéo a
partir de primers especificos para diversos genes (tabela 4.1) e as rea¢des foram executadas no
sistema de PCR em tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems), com a utilizagao dos ciclos
de 95° C por 10 minutos na etapa inicial, seguido de 40 ciclos a 95° C por 15 segundos, 55° C
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por 30 segundos e 72° C por 30 segundos, finalizando com a etapa de andlise da curva de

Melting.

4.8 Analise dos dados obtidos a partir do PCR em tempo real

Para o célculo de analise dos dados de viabilidade micobacteriana, os niveis de RNAr
16S foram normalizados pelos seus niveis de DNA. J& para a analise dos alvos de expressdo
génica nos adipdcitos, os valores de cDNA foram normalizados pelos valores obtidos na reacdo
do gene de referéncia GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase). Por sua vez, para 0s

alvos micobacterianos foi utilizado como gene de referéncia os niveis de RNAr 16S.

A anélise dos dados foi realizada utilizando-se 0 método delta-delta Ct (AACT)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Inicialmente foi calculado o ACT, subtraindo-se 0s valores
de Ct (limiar do ciclo) do gene alvo dos valores de Ct do gene de referéncia. Para se calcular o
AACt foi utilizada a formula: [ACt (amostra) - ACt (amostra normalizadora)]. Por fim, os

valores de expressao génica relativa foram obtidos aplicando-se a formula 2*-AACt.

Tabela 4.1: Sequéncias dos primers

Alvo Senso / Antissenso

GGACATGCACAAGGTCCTGA

ABCAL CAGAAAATCCTGGAGCTTCAAA

GTGGATGAGGTTGAGACAGACC

ABCG1 CCTCGGGTACAGAGTAGGAAAG
Adionectin GTTCTACTGCAACATTCCGG
P TAACCTGGAGCCAGACTTG
ADRP GAATTTCTGGTTGGCACTGT
GACCATTTCTCAGCTCCACTC
GCCATGCGCAGACTCAGTTC
AMPK alpha 1 GCCCACCTTCACTTTCCCGA
ATGL GGTGCCAACATTATTGAGGTG
AAACACGAGTCAGGGAGATGC
CAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG
ACACATTGGGGGTAGGAACA
T e CAAGATCTCGGCGAAGCAA

GGTGAGCCTCATAACAGAAGCTTT
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TCGGGGAGCACTACAAACG

HSL CACGCAACTCTGGGTCTATGG
L6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG
GGAAATTGGGGTAGGAAGGA
L.10 GTGTGTATTGAGTCTGCTGGAC
GGGAACTGAGGTATCAGAGGTA
NOS CACCTTGGAGTTCACCCAGT
ACCACTCGTACTTGGGATGC
AGTAGAAGGGTGTTGTGCGA
Ke (CXCL1) CGTGCGTGTTGACCATACAA
Lentina GAGACCCCTGTGTCGGTTC
P CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG
MCP.1 TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA
GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
perilipina GTCCCTATCCGATGCCCTGAAG
CGCTCCGCCTCTGCTGAAG
PPAR GGAAGCCCTTTGGTGACTTTATGG
¥ GCAGCAGGTTGTCTTGGATGTC
Receptor Adrenérgico beta 1 GCGAGCTCTGGACTTCGGTA
P 9 TCTGGTAGCGAAAGGGCGAC
TNE TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC
CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC
GGGCAATTCTACGACCTGCT
tgs2 / ML1244 GCCTGGCTCAACACTCTGAT
TAATTGTCTACGCTGCCGCT
fadE25 / MLO737 GACGCCGCTGAAATAAAGCC
ACAGCGGTAGAATCATCGGG
P b ILLazeE TCGCTTCGGGTAATCCTGTG

4.9 Microscopia de Fluorescéncia

No experimento utilizando culturas de adipdcitos, foram utilizadas 2 x 10* células por
pogo de placas de 24 pocos (Corning) contendo laminulas, onde, apds confluéncia da cultura,
as células foram diferenciadas e os adipdcitos infectados com M. leprae na MOI de 20:1
marcados previamente com o fluoréforo PKH67 (verde) (Sigma-Aldrich). Ao final dos ensaios
de infeccdo, o meio de cultura foi coletado e as culturas lavadas com PBS 1X (LGC
Biotecnologia) e entdo fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos a temperatura ambiente

para protocolo de marca¢do com Oil Red O (Sigma-Aldrich), para detec¢do dos corpusculos
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lipidicos. Neste protocolo de marcacdo, foi adicionado 200 uL de solugdo de Propileno Glicol
a 100% por 5 minutos em temperatura ambiente, depois descartado. Em seguida, adicionado
200 pL da solugdo de Oil Red O por 7 minutos e removido. Na ultima etapa, foi feita adicdo de
200 pL da solugdo de Propileno Glicol 85% durante 3 minutos e descartado. Posteriormente,
foi feita marcacéo dos nucleos com DAPI (4°6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich) por
5 minutos e lavagem com PBS 1X (LGC Biotecnologia) para retirada do excesso dos corantes.
Apbs todo procedimento de marcacdo, as culturas em laminulas foram montadas em laminas
de vidro contendo solucdo de ProLong Gold Antifade (Life Technologies) e seladas com

Entellan (Merck) para visualizagdo no microscépio.

As imagens foram capturadas utilizando microscépio invertido de fluorescéncia Zeiss
Axio Observer com sistema de iluminacdo Colibri (Zeiss) e registradas em camera
monocromatica HMR (Zeiss). A quantificacdo dos corpusculos lipidicos das culturas foi
mensurada utilizando o software ImageJ, onde os corpusculos lipidicos corados em vermelho
por OilRed foram destacados manualmente para mensuracdo da area de cada corpusculo
analisado nas imagens, sendo divididos em corpusculos pequenos (< 5um?), médios (de 5 a 15
um?) e grandes (> 15 um?2). As imagens adquiridas foram editadas utilizando o software Adobe
Photoshop CS6 (Adobe Systems).

4.10 Imunofluorescéncia

Fragmentos de tecido subcutaneo de pacientes com Hanseniase multibacilar foram
coletados e cedidos pelo Ambulatério Souza-Aradjo (FIOCRUZ), e fixados em
paraformaldeido 4%. O tecido foi cortado em pedacos pequenos, com aproximadamente 1 cm
e emblocados em agar para cortes de espessura de 150 um utilizando o aparelho micr6tomo de
navalha vibratoria VT1000 S (Vibratome — Leica BioSystems). Os cortes foram adicionados
em laminas para seguir com o protocolo de imunomarcacédo, onde foi feita a primeira etapa com
blogqueio de 30 minutos em solugdo tampéo de marcagéo intracelular contendo 5% de albumina
de soro bovino (BSA) diluida em PBS pH 7,4 e 0,1% de saponina, a temperatura ambiente.
Apds esta etapa, foi adicionado o anticorpo primario contra a micobactéria anti-

lipoarabinomanana (LAM) CS-35, gentilmente cedido pelo Repositério de Recursos em

Pesquisa de Biodefesa e InfecgOes Emergentes (http://www.beiresources.org) mais solucéo de

anticorpo primario contra macréfagos anti-CD68 (Abcam) e incubados overnight a 4° C. Apds
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incubagdo com anticorpos primarios, foram realizadas trés lavagens por 10 minutos, com a
solucdo tampdo. Para incubacdo dos anticorpos secundarios, foram utilizados os anticorpos
secundarios conjugados Alexa Fluor 594 1gG anti-mouse e Alexa Fluor 488 IgG anti-rabbit
(Life Technologies) por 1 hora a temperatura ambiente, seguida de lavagem e incubacdo com
DAPI (Invitrogen) por 10 minutos para marcacdo dos nucleos celulares. ApGs processamento
das amostras, fatias 6ticas foram capturadas em microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss
Axio Observer com sistema ApoTome e iluminacdo Colibri (Zeiss) em aumento de 63x. As

imagens foram processadas e editadas utilizando o Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems).

4.11 Incorporacéo de lipideos radioativos

Em colaboracdo com a Dra. Georgia Atella e da Lic. Karoline Lima do Laboratério de
Biogquimica de Lipideos e Lipoproteinas na UFRJ, foram feitos ensaios utilizando lipideos
tritiados [3H]. As culturas de adipdcitos foram incubadas pelo tempo de 24 horas com 0.03 pCi
de [3H]Colesterol-HDL para incorporacdo de colesterol radioativo ou com 5 uCi de
[BH]Palmitato-BSA para incorporacdo de &cido graxo radioativo e mantidas a 37°C e 5% de
CO.. Apo6s o tempo de incorporacao intracelular dos lipideos radioativos, o sobrenadante celular
foi removido, as culturas lavadas com PBS para remocao de radioatividade ndo incorporada
pelas células e foi seguido o experimento de infec¢cdo com o M. leprae. O sobrenadante das
culturas e o lisado foram coletados e submetidos a extracéo lipidica seguindo o método descrito
por Bligh & Dyer (1959). Apds extracdo, as amostras foram secas utilizando nitrogénio gasoso
e ressuspensas em 50 pL para aplicacdo em placas para separacdo por cromatografia de camada
fina (TLC), de onde foi feita coleta dos lipideos por raspagem da silica e adicionados em
coquetel de contagem de cintilacdo Optima Gold Plus (Perkin Elmer) para mensuracdo da
radioatividade por cintilador Beckman LS 600 (Beckman Coulter) e expressa em DPM
(Disintegrations Per Minute). Os resultados de sinal das moléculas radioativas foram expressos

a partir do célculo:

DPM do sobrenadante
DPM do lisado celular+DPM do sobrenadante

%Radioatividade extracelular = 100x
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4.12  Imunoblotting

Os ensaios de imunoblotting foram realizados em colaboragdo com a Dra. Jyothi
Nagajyothi durante as atividades do periodo de doutorado sanduiche em seu laboratério no
Public Health Research Institute — PHRI, da universidade Rutgers (EUA).

Para extracdo das proteinas, as culturas das células cultivadas em placas de 6 pogos
foram lavadas com PBS 1X para remoc¢do do conteudo do sobrenadante e lise celular. Apds
lavagem, foi adicionado 600 uL de PBS 1X para remoc¢do das células aderentes utilizando
raspador de células. O conteudo celular foi entdo centrifugado a 14.000 xg por 15 minutos a 4°
C. O sobrenadante foi removido e entdo adicionado 150 pL de tamp&o RIPA (150 mM NacCl,
0.1% SDS, 1% triton X-100, 2 mM EDTA, 1% deoxicolato de sédio, Tris-HCI pH 7.5) para
lise do pellet celular e ent&o centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos a 4° C e coletado o
sobrenadante do material contendo as proteinas extraidas.

A quantificacdo das proteinas foi realizada pelo método colorimétrico Pierce BCA
protein assay (Thermo scientific) segundo o protocolo descrito pelo fabricante. Primeiramente
as amostras foram diluidas 10x, e entdo foram misturadas 20 partes do reagente A (BCA em
tampdo bicarbonato) com 1 parte do reagente B (sulfato de cobre 4%). Em microtubos, foram
adicionados 20 pL da mistura dos reagentes A e B e preparada a curva padrdo do método, o
“branco” (PBS) e a adicdo de 1uL das amostras, seguido por incubacédo a 37° C por 30 minutos.
A leitura do material foi realizada em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo

Scientific).

Apos as dosagens, 10 ug das proteinas extraidas foram diluidas em tampéo de amostra
6x concentrado (10 mL contendo 1.2 mL de Tris pH 6.8 a 0.5 M; 4.7mL de Glicerol; 1.2 g de
SDS; 0.5 mL de p-Mercaptoetanol, 6 mg de azul de bromofenol, completado com agua
deionizada) e fervidas por 5 minutos. As amostras e a solucao padréo de peso molecular (Bio
Rad) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) composto por um
gel de empilhamento a 4% (solucdo de acrilamida a 40%, 0.5M de Tris-HCI pH 6.8, 10% de
SDS, persulfato de amdnio a 10% e solucdo de TEMED avolumados em dgua deionizada) e um
gel de separagéo a 10% (solucgdo de acrilamida 40%, 1.5M Tris-HCI pH 8.8, 10% de SDS,
persulfato de amoénio a 10% e solucdo de TEMED avolumados em agua deionizada). A
eletroforese foi realizada em tampé&o de corrida (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0.1% de SDS -

BioRad), sob voltagem constante de 100V em cuba de eletroforese (Bio Rad).
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O gel contendo as proteinas que migraram durante a eletroforese foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Bio-Rad) utilizando sistema de transferéncia (Bio-Rad) em
corrente constante de 100V por 1 hora em tampdo de transferéncia (25 mM de Tris, 192 mM
de glicina, metanol 20% - BioRad). Para conferir a devida transferéncia das proteinas para as
membranas, estas foram entdo coradas com solugéo de Ponceau S (BioRad) e descoradas por
lavagens com agua deionizada e solucdo de TBS-T (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NacCl, 0.05%
Tween 20).

Em seguida, as membranas foram blogueadas com solucdo de TBS-T com 5% de leite
desnatado ou solucdo de TBS-T com 5% de BSA (Sigma-Aldrich) (para analise de proteinas
fosforiladas) por 1 hora em agitacdo e incubadas overnight a 4° C com solucdo de anticorpo
primario (Tabela 4.2) diluidos em TBS-T com 5% de BSA. Apds incubag¢do com o anticorpo,
as membranas foram lavadas por trés vezes com TBS-T durante 5 minutos em agitacdo e em
seguida incubadas por 1 hora em agitagdo com anticorpo secundario (Tabela 4.2) diluido em
TBS-T com 5% de BSA. Apds incubacao, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-T
por 5 minutos e entdo adicionada solucdo de substrato quimioluminescente Clarity Western
ECL Substrate (BioRad) para detec¢do das bandas especificas utilizando o sistema de imagem
ChemiDoc (BioRad), com a exposi¢do da membrana de nitrocelulose por diferentes tempos de

exposicdo até a revelacdo das bandas do sinal da proteina de interesse.

As andlises de densitometria das bandas das proteinas foram realizadas utilizando o
software Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR Biosciences) e os resultados foram gerados a partir
da relacdo entre os valores de densitometria das bandas das proteinas de interesse pelos niveis

da proteina normalizadora GDI (guanosine nucleotide dissociation inhibitor).

Tabela 4.2: Lista de Anticorpos

Primarios
Anti-Adiponectin Mouse mAb [19F1] Abcam
Anti-AMPK alpha-1 Mouse mAb (2B7) Invitrogen
Anti-Phospho-AMPK alpha-1 (Ser485) (45F5) Rabbit mAB Cell Signaling
Anti-GDI1 Rabbit pAb — 71-0300 Invitrogen
Anti-ATGL (30A4) Rabbit mAb Cell Signaling
Anti-HSL (D6WSS) XP Rabbit mAb Cell Signaling

72



Anti-Phospho-HSL (Ser563) Rabbit pAb Cell Signaling

Anti-Betal-Adrenergic Receptor Rabbit pAb Cell Signaling
Anti-Adipose Triglyceride Lipase (phospho S406) Rabbit pAb Abcam
Anti-Perilipin-1 (D1D8) XP Rabbit mAb Cell Signaling
Anti-Phospho-Perilipin 1 ser522 Mouse mAb Vala Sciences
PPAR gamma (C26H12) Rabbit mAb Cell Signaling
Anti-PPAR alpha (3B6/PPAR) Mouse mAb Invitrogen
Anti-ADIPORL1 (Adiponectin receptor 1) Rabbit pAb Abcam
Anti-Adiponectin receptor 2/ ADIPOR2 Rabbit pAb Abcam
Anti-lipoarabinomanana (LAM) CS-35 BeiResources
Anti-CD-68 ab125212 Rabbit pAb Abcam

Secundarios

Goat Anti-Mouse 1gG HRP pAb Invitrogen
Goat Anti-Rabbit IgG HRP pAb Invitrogen
Alexa Fluor 594 Anti-Mouse IgG Invitrogen
Alexa Fluor 488 Anti-Rabbit 1gG Invitrogen

413 Analises metabdlicas

Os niveis das moléculas de glicose, Colesterol, HDL, LDL e TAG foram mensurados
no soro dos camundongos coletados ap6s injecdo de salina (controles ndo infectados) ou de M.
leprae no tecido adiposo inguinal, utilizando kits comerciais: Glicose Bioliquid (Laborclin),
Colesterol Enzimatico Ligquido (Doles), Colesterol HDL (Doles), LDL Direto (Bioclin) e

Triacilglicerideos monoreagente (Bioclin), sequindo as instruc@es do fabricante.

Os niveis de TAG no figado dos animais foi feita apos extracdo lipidica hepética de
50mg dos 6rgaos homogeneizados em isopropanol, seguida da mensuracéo de triacilglicerol
utilizando kit comercial Triacilglicerideos monoreagente (Bioclin). Os niveis de TAG hepatico

mensurados foram normalizados pelo peso total do 6rgéo do animal.
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“A ciéncia, para mim, da uma explicacéo parcial
para a vida. Na medida em que vai, é baseada em
fatos, experiéncias e experimentos.”’

(Rosalind Franklin, quimica e biofisica)
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5. RESULTADOS

5.1 Modulacéo lipidica em adipdcitos infectados por Mycobacterium leprae

Dados prévios apresentados na dissertacdo de mestrado deste mesmo projeto (DOS
REIS, 2016) demonstraram a modulagédo lipidica no modelo de infeccdo de M. leprae em
adipdcitos in vitro, com notavel reducdo dos corpusculos lipidicos nas culturas infectadas. A
partir dessa evidéncia, culturas de adipdcitos infectadas ou ndo com M. leprae na multiplicidade
de infeccdo de 5 bactérias por célula (MOI 5:1) pelo tempo de 24 horas de infeccdo foram
processadas para as analises por microscopia de fluorescéncia e quantificacdo da area dos

corpusculos lipidicos presentes nos campos registrados (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Quantificacao de corpusculos lipidicos. Microscopia de fluorescéncia de cultura de células 3T3-L1
controle (A) e infectada com M. leprae por 24 horas (B) evidenciando os corpusculos lipidicos corados por OilRed
O (vermelho), ntcleos contrastados por DAPI (azul) e M. leprae corados por PKH28 (verde - setas) (MOI 5:1).
Gréficos representam a quantificacdo de corpusculos lipidicos pequenos, com area de 1 a5 pm? (C), médios, de 5
a 15 um? (D) e grandes, maiores de 15 um? (E) utilizando o software ImageJ. Os valores representam a média
+desvio padrdo. Barra de escala representa 20 pm. Resultado representativo de diversas imagens analisadas de
cinco (C e D) e sete (E) experimentos independentes. **p<0.01; ****p<0.0001, teste Mann-Whitney.

Com a confirmac&o de que a infecgéo pelo bacilo leva a diminui¢do do conteudo lipidico

nos adipocitos, o passo seguinte foi investigar a ocorréncia do processo de lipolise nestas
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células. O contetdo de triacilglicerideos (TAG) dos adipdcitos € hidrolisado a acidos graxos e
glicerol com a participacdo de trés enzimas: lipase de triacilglicerol do adipdcito (ATGL), a
lipase hormonio sensivel (HSL) e a monoacilglicerol lipase (MAG). Com isso, foram
adicionados as culturas celulares drogas inibidoras da acdo da enzima ATGL (Atglistatina —
Sigma) ou da enzima HSL (CAY 10499 — Cayman) a fim de se analisar o blogueio da indugéo
de lipdlise durante a infeccéo por M. leprae. Os dados da quantificacdo de corpusculos lipidicos

grandes (maiores que 15pum?) apds a exposicao as drogas sdo apresentados na figura 5.2.
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Figura 5.2: Investigacdo da atividade de enzimas lipoliticas em culturas infectadas por Mycobacterium
leprae. Imagens representativas das culturas de adipdcitos nas diferentes condicbes experimentais, com
corpusculos evidenciados pela marcagdo com Oil red O e nlcleos com DAPI. As culturas com adicdo das drogas
foram tratadas previamente por 2 horas antes da infec¢do por M. leprae pelo tempo de 24 horas. Gréfico representa
a quantificacdo de corpusculos lipidicos grandes (>15um?2) em culturas ndo infectadas (controle) ou infectadas
com M. leprae (MOI 5:1), com adi¢do de 50uM de atglistatina (Sigma) ou 20uM de CAY 10499 (Cayman), e
10uM de isoproterenol (controle positivo de inducéo de lipdlise). Andlise feita utilizando o software ImageJ a

76



partir de diversas imagens de trés experimentos independentes. Barra de escala representa 20 um. Os valores
representam a média +desvio padrdo. *p<0.05; ****p<0.0001, teste Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn.

Os dados indicam que, com o bloqueio das enzimas responsaveis pela degradacéo do
conteudo lipidico dos adip6citos consequentemente bloqueando o processo de lipdlise, o efeito
de reducdo de corpulsculos induzido pela infeccdo pelo M. leprae € revertido. No entanto,
aparentemente a enzima ATGL esta mais envolvida neste processo de inducdo de lipdlise do
que a enzima HSL, pois ha uma maior reversdo do processo de lipdlise quando esta enzima é
blogueada com o pré-tratamento com a droga Atglistatina comparado ao efeito utilizando a
droga CAY10499 nas culturas infectadas.

Os corpusculos lipidicos dos adipécitos sdo compostos por um nucleo com TAG e
colesterol, circundados por uma monocamada fosfolipidica revestida de proteinas. Estudos
demonstram que apesar de seu contetdo principal ser constituido por TAG, os adipocitos
também representam um vasto reservatdrio de colesterol, em sua forma livre e esterificada
(KRAUSE & HARTMAN, 1984). Dando sequéncia a investigagdo da modulacao lipidica
induzida pela infeccdo do bacilo nos adipdcitos, foram feitas analises das biomoléculas lipidicas

envolvidas neste processo.

Para analisar o contetdo de colesterol nas culturas, as culturas foram incubadas com
[3H]Colesterol-HDL para incorporacao pelas células no tempo de 24 horas, seguido de infec¢do
ou ndao com M. leprae pelos tempos experimentais. O conteudo do sobrenadante e lisado das
células foram submetidos a extracdo lipidica para a separacdo por TLC e analise das moléculas
de colesterol radioativos em sua forma livre e esterificada. Na figura 5.3 é representado o efluxo

destas moléculas pelas células controles e infectadas pelo M. leprae.
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Figura 5.3: Analise do efluxo de colesterol radioativo extracelular. Anélise de colesterol (A) e colesterol
esterificado (B) a partir de lisados celulares e sobrenadantes de culturas de adipécitos previamente incubadas por
24 horas com 0,03uCi de [3H]Colesterol-HDL para incorporagao de colesterol radioativo. Apés esse periodo, as
culturas foram infectadas ou ndo por M. leprae (MOI 5:1) e mantidas pelo tempo experimental de 24 e 48 horas.
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Dados representam dois (24 horas) e um (48 horas) experimento independente feito em triplicata e apresentado
em porcentagem do contetdo de [3H]Acidos graxos nos sobrenadantes. Grafico representa média +desvio padréo.
Teste t ndo pareado; Efluxo de colesterol 48 horas realizado teste Mann-Whitney. Diferengas néo significativas.

Neste dado, podemos inferir que apds o adipécito incorporar o [3H]Colesterol ofertado
complexado a molécula de HDL, a molécula tanto em sua forma livre, mas principalmente de
forma esterificada, se apresenta com maior efluxo para o sobrenadante celular quando as
culturas estdo infectadas pela micobactéria. No entanto mais replicatas e analises por este

método se fazem necessarias para confirmar esta observacgéo.

Além disso, foi feita a investigacdo do conteudo de triglicerideo intracelular apos
incorporacdo das moléculas de acidos graxos radioativos ofertado como [H]Palmitato-BSA,
onde foi possivel confirmar a modulagdo do contetdo lipidico com significante reducdo de
triacilglicerideos quando as culturas sdo infectadas com M. leprae (figura 5.4), corroborando

com os dados anteriores obtidos pela quantificacdo de corpusculos através da microscopia de

fluorescéncia.
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Figura 5.4: Anélise do contetdo de triacilglicerol intracelular. Anélise dos lisados de culturas de adipdcitos
incubadas com 5uCi de [3H]Palmitato-BSA para incorporacdo por 24 horas, infectadas ou ndo por M. leprae (MOI
5:1) por 24 ou 48 horas. Os dados representam a porcentagem de triacilglicerol formado pela célula a partir da
incorporacdo de &cidos graxos radioativos presente nas culturas infectadas em relagdo ao contedo das culturas
controle ndo infectadas. Dados representam dois (24 horas) e um (48 horas) experimento independente feito em

duplicata. Grafico representa média tdesvio padrdo. ***p<0.001, Teste t ndo pareado.

Além da analise de efluxo de colesterol radioativo, os sobrenadantes celulares foram
utilizados para dosagem por kit comercial para a mensuragéo de colesterol total. Neste dado, é

confirmado que as culturas de células infectadas apresentam maior efluxo de colesterol para o
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meio extracelular quando comparadas aos seus niveis no sobrenadante das células controle ndo

estimuladas (figura 5.5).
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Figura 5.5: Dosagem de colesterol total em sobrenadante celular. Amostras de sobrenadantes de culturas de
adipdcitos infectados ou ndo por M. leprae (MOI 5:1) por 24 horas foram utilizadas para dosagem de colesterol
total (kit Bioclin). Dados expressos em relagdo ao controle em trés experimentos independentes. Gréfico representa
média +desvio padrdo. *p<0.05, teste t ndo pareado.

Anaélises do efluxo de &cidos graxos radioativos a partir da incorporacao de [3H]Palmitato-
BSA foram feitas, assim como a dosagem do efluxo de glicerol nos sobrenadantes celulares
mensurada utilizando kit de deteccdo de glicerol (ZenBio), no entanto ndo foram apresentadas

diferencas significantes entre as amostras analisadas (dados ndo apresentados).

5.2 Analises metabodlicas em modelo in vivo de injecdo de Mycobacterium leprae
em tecido adiposo inguinal

O efluxo de colesterol durante a infeccdo também foi observado em nosso modelo in vivo.
Camundongos foram utilizados em nosso modelo experimental de injecdo direta de M. leprae
no tecido adiposo inguinal pelo tempo de 72 horas de infeccdo para as analises metabdlicas
induzidas apdés infeccdo pelo bacilo. A dosagem de colesterol total feita por kit comercial
(Bioclin) em amostras de soro dos animais demonstram maior disponibilidade de colesterol

total nos animais que receberam injecdo de M. leprae no tecido adiposo (figura 5.6).
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Figura 5.6: Dosagem dos niveis séricos de colesterol total. Apds 72 horas da injegdo direta de PBS (controle)
ou 108 M. leprae no tecido adiposo inguinal de camundongos, foi feita coleta de sangue para obtencéo do soro
para as analises. Grafico representa mediana dos valores obtidos da dosagem de cada animal. **p<0.01, teste t ndo
pareado.

Adicionalmente, os niveis de glicose dos animais infectados se apresentaram também
alterados em relacdo aos controles, demonstrando uma maior disponibilidade desta molécula

em seus niveis séricos neste grupo (figura 5.7).
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Figura 5.7: Dosagem dos niveis séricos de glicose. Andlise dos niveis de glicose em soro de animais apds 72
horas da injecdo direta de PBS (controle) ou 108 M. leprae no tecido adiposo inguinal. Gréfico representa mediana
dos valores obtidos da dosagem de cada animal. *p<0.05, teste t ndo pareado.

A dosagem de triacilglicerideos também foi mensurada nos animais. Os niveis séricos do
conteudo de triacilglicerideos entre os dois grupos experimentais nao apresentaram diferenca
significante (figura 5.8A). No entanto, as dosagens dos niveis hepaticos de triacilglicerideos
nestes animais se apresentaram significativamente maiores no grupo de animais infectados

comparados aos niveis do grupo controle (figura 5.8B).
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Figura 5.8: Dosagem dos niveis de triglicerideo. Niveis do contetdo de triacilglicerideos mensurados em soro
(A) ou figado (B) dos animais apds 72 horas da injegdo direta de PBS (controle) ou 108 M. leprae no tecido adiposo
inguinal. Amostras de figado dos camundongos eutanasiados foram liofilizadas e utilizadas para extracéo lipidica
e mensuracdo de triacilglicerol. Gréfico representa mediana dos valores obtidos da dosagem de cada animal (A)
ou apresentados relativo ao peso total do tecido (B). **p<0.01, teste t ndo pareado.

A observacdo do aumento lipidico hepatico nos indica que a infeccdo com M. leprae ao
tecido adiposo pode induzir alteragdes metabdlicas nos animais que levam ao aumento da
formacdo de TAG no figado, podendo ocorrer devido a indugdo de mobilizacdo lipidica

observadas nas células adiposas ap0s infec¢cdo pela micobactéria.

Adicionalmente, foram analisados os niveis séricos de HDL e LDL nos animais, no
entanto os dados ndo apresentaram diferencas significativas da disponibilidade destas
lipoproteinas entre os grupos. Além disso, o peso dos animais foi registrado antes e depois da
infeccdo, ndo tendo afetado significativamente o peso corporal dos animais (dados néo
mostrados).

5.3 Andlises de expressdo génica de proteinas da via lipolitica nos adipécitos

Para investigar os efeitos da infec¢do por M. leprae na ativacdo dos mecanismos da via
de lipdlise nos adipdcitos, a expressdo génica de proteinas (receptores, enzimas e fatores de

transcri¢dao) foram avaliados.
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A ativacdo do processo de lipdlise se inicia apds estimulos externos aos receptores
celulares, e dentre as vias classicas de ativacdo deste processo nos adipoOcitos temos o
envolvimento dos B-adrenorreceptores. Os niveis de expressdo génica de RNAm das culturas
de adipdcitos infectadas por M. leprae na MOI de 20:1, e/ou expostas ao TNF, utilizado como

controle indutor de lipdlise nestes ensaios, foram investigados nos tempos de 24 e 72 horas de

infeccéo (figura 5.9).
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Figura 5.9: Analise de qPCR para receptor adrenérgico p1 em adipocitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo
génica de RNAm foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores calculados e representados
relativos ao controle ndo infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infec¢do, de dois experimentos independentes
feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Gréfico representa média +desvio padrdo. **p<0.01, ***p<0.001,
****n<0.0001, One-way ANOVA.

A andlise dos niveis de RNAm dos receptores adrenérgicos B1 demonstram um
significante aumento na expressao de seus genes nas culturas quando infectadas por M. leprae

em 24 horas, e que persiste apds 72 horas de infeccéo.

As enzimas das etapas iniciais do processo de lipolise ATGL e HSL também foram

analisadas e sua expressdo génica representada na figura 5.10.
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Figura 5.10: Andlise de gPCR para lipase de triglicerideo em tecido adiposo (ATGL) e lipase hormonio
sensivel (HSL) em adipdécitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo génica de RNAmM de ATGL (A) e HSL (B) foram
normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores calculados e representados relativos ao controle néo
infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infeccdo, de dois experimentos independentes feitos em triplicatas. M.
leprae (MOI 20:1). Gréfico representa média +desvio padrdo. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, One-way
ANOVA; Valores entre ATGL controle e M. leprae 48 horas realizado teste t ndo pareado.

Apesar dos valores de expressdo da enzima ATGL nas culturas infectadas por M. leprae
apresentarem diferengas significativas apenas ap06s 72 horas, a enzima HSL apresenta evidente
modulacdo ja nas primeiras 24 horas, mantendo-se elevada 48 horas ap6s a infeccao.
Adicionalmente, a presenca de TNF nas culturas infectadas parece bloguear a indugdo da

expressdo desta enzima (figura 5.10A e B).

Presentes no entorno dos corpusculos lipidicos e com importante envolvimento no

processo de lipdlise nas células, os niveis de expressdo de perilipinas também foram analisados
(figura 5.11).
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Figura 5.11: Analise de gPCR para perilipina 1 em adipécitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo génica de
RNAm foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores calculados e representados relativos ao
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controle ndo infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infeccdo, de dois experimentos independentes feitos em
triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Gréfico representa média +desvio padrédo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, One-
way ANOVA.

Neste dado, os niveis de expressdo g@énica das perilipinas se encontram
significativamente elevados nas culturas de adipdcitos quando infectadas por M. leprae por 24
horas, efeito, no entanto, ndo visto no tempo de 48 horas de infec¢do. As culturas infectadas
com a presenca de TNF por sua vez apresentam niveis de expressao génica desta proteina
semelhante aos niveis apresentados nas culturas controles ndo infectados. Seguindo as anélises
das moléculas envolvidas no metabolismo lipidico celular, os niveis dos fatores de transcricao

PPARYy foram investigados (figura 5.12).
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Figura5.12: Anélise de qPCR para receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gamma (PPARY)
em adipdcitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo génica de RNAm foram normalizados pelo gene de referéncia
GAPDH e os valores calculados e representados relativos ao controle ndo infectado nos tempos de 24 e 72 horas
de infeccéo, de dois experimentos independentes feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Gréfico representa
média tdesvio padrdo. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, One-way ANOVA,; Valores entre PPARy controle
e M. leprae 48 horas realizado teste t ndo pareado.

Neste resultado podemos observar consideravel inducdo da expressao génica do fator de
transcricdo PPARY nas culturas infectadas em ambos os tempos de infeccdo. Adicionalmente,
culturas infectadas que receberam estimulos por TNF apresentam niveis inalterados de

expressao.
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Para investigar os efeitos do efluxo da molécula de colesterol pelas células infectadas, os
niveis de expressdo génica de seus transportadores celulares ABCAl e ABCG1 foram

analisados (figura 5.13).
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Figura 5.13: Anélise de qPCR para o transportador de cassetes de ligacdo ao ATP Al (ABCAL) e o de
subfamilia G (ABCG1) em adipdcitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo génica de RNAm de ABCA1 (A) e
ABCG1 (B) foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores calculados e representados relativos
ao controle ndo infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infeccdo, de dois experimentos independentes feitos em
triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Gréafico representa média +desvio padrdo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, One-
way ANOVA.

A expressdo génica dos transportadores ABCAL se apresentam aumentados quando as
culturas de adipdcitos sdo infectadas pelo M. leprae no tempo de 24 horas, e, apesar de nao
apresentarem diferencas significativas, € possivel inferir que talvez se mantenham elevados
também apds 72 horas de infec¢do. O estimulo pro-lipolise utilizado aqui, adi¢do de TNF, ndo
alteraram os niveis de expressdo do receptor, se mantendo semelhante aos respectivos controles

ndo infectados (figura 5.13A).

J& o transportador ABCG1 parece também ser regulado positivamente pela infeccéo,
porém apresentou diferenga estatistica apenas quando comparado com o estimulo TNF (figura

5.13B). Desta forma, esta informacéo necessita confirmacao posterior.

85



A expressdo génica das moléculas AMPKal, HIF-1a ¢ ADRP (Perilipina 2) também
foram analisadas, no entanto ndo apresentaram diferencas significativas entre as condicdes

experimentais (dados ndo apresentados).

5.4 Andlises de expressdo génica de adipocinas

A expressdo génica de adipocinas produzidas pelas culturas de adipocitos infectadas
e/ou expostas ao TNF também foi analisada. Para se investigar o perfil imunomodulador das
culturas infectadas, foram analisadas a expressdo de RNAm das moléculas adiponectina e

leptina (figuras 5.14).
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Figura 5.14: Anélise de gPCR para adiponectina e leptina em adipocitos 3T3-L1. Os niveis de expressdo
génica de RNAm de adiponectina (A) e leptina (B) foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e 0s
valores calculados e representados relativos ao controle néo infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infeccdo, de
dois experimentos independentes feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Grafico representa média +desvio
padrdo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, One-way ANOVA. Realizado teste t ndo pareado entre
as condigdes leptina controle e infectado por M. leprae 24 horas.

Neste dado podemos afirmar um significante aumento na expressdo génica de
adiponectina, se apresentando com niveis bastante elevados nas células infectadas com M.
leprae nos dois tempos experimentais. A presenca de TNF nas culturas infectadas parece inibir

essa inducdo da expressdo génica de adiponectina pela infeccdo micobacteriana (figura 5.15A).
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A expressdo génica de leptina também aparece com seus niveis elevados nas culturas infectadas
no tempo de 24 horas, ocorrendo aumento expressivo no tempo de 72 horas de infecgéo. Esta
proteina por sua vez nao obteve reducdo nos seus niveis de expressdo apos estimulo de TNF

em culturas infectadas (figura 5.14B).

Ainda, os niveis de expressao da quimiocina MCP-1 nas culturas de adip6citos também

foram mensurados (figura 5.15).
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Figura 5.15: Andlise de gPCR para a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1) em adipocitos 3T3-
L1. Os niveis de expressdo génica de RNAm foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores
calculados e representados relativos ao controle ndo infectado nos tempos de 24 e 72 horas de infeccdo, de dois
experimentos independentes feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). Gréfico representa média +desvio padréo.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, One-way ANOVA,; Realizado teste t ndo pareado entre as condi¢des MCP-1
controle e infectado por M. leprae 24 e 72 horas.

Os niveis de expressdo génica de MCP-1 também se apresentaram elevados nas
condicdes infectadas por M. leprae nos tempos de 24 e 72 horas, com aumento ainda maior dos

niveis da adipocina quando ha a presenca de TNF nas culturas infectadas.

A expressdo génica de IL10, IL6 e TNF também foram investigados, no entanto ndo
apresentaram diferencas significativas entre as condicGes de interesse analisadas (dados néo

mostrados).
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5.5 Analise da producao de proteinas do metabolismo lipidico e adipocinas nos
adipaocitos
Seguindo com as investigacdes sobre a modulacéo lipidica que ocorre nos adipécitos

infectados com M. leprae, niveis das proteinas envolvidas neste processo foram analisadas.

Os lisados das culturas celulares infectadas por M. leprae (MOI 20:1) e/ou expostas ao
TNF foram processados para analise por western blotting e revelacdo das bandas proteicas por
qguimioluminescéncia e posterior quantificacdo de seus respectivos sinais pelo software Image
Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR Biosciences). A mensuracao dos niveis do receptor adrenérgico
B1 esté representada na figura 5.16.
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Figura 5.16: Analise por imunoblotting do receptor adrenérgico 1 em adipdcitos. Andlise quantitativa de
western blotting de lisados celulares (A). Western Blotting representativo (B). Os valores foram normalizados
pelos niveis da proteina endogena GDI e calculados em relagdo a condigdo controle ndo infectada nos tempos de
24 e 72 horas de um experimento feito em triplicata. M. leprae (MOI 20:1). *p<0.05, realizado teste t ndo pareado
entre as condi¢des controle e M. leprae no tempo de 24 horas.

Apesar de ser um dado preliminar com apenas um grupo experimental analisado, os
niveis de adrenorreceptores- B1 se apresentaram elevados nas culturas infectadas. As outras

condigdes analisadas, no entanto, ndo apresentaram diferengas significativas.

Os niveis da enzima AMPK e sua forma ativa fosforilada também foram analisados e

representados na figura 5.17.
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Figura 5.17: Andlise por imunoblotting da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) alpha 1 em
adipdcitos. Analise quantitativa de western blotting da proteina AMPKal (A) e sua forma ativa fosforilada (B)
em lisados celulares. A expresséo relativa dos niveis da forma ativa da proteina foi calculada em relacdo aos seus
niveis na forma inativa (C). Western Blotting representativo (D). Os valores foram normalizados pelos niveis da
proteina endégena GDI e calculados em relacdo a condicdo controle ndo infectada nos tempos de 24 e 72 horas de
um experimento feito em triplicata. M. leprae (MOI 20:1). *p<0.05, ***p<0.001, One-way ANOVA, Realizado
teste t ndo pareado entre as condigdes controle e M. leprae no tempo de 24 horas no gréafico de razdo entre a forma
inativa e fosforilada da proteina (C).

A produgéo de AMPKal em sua forma inativa se apresentou reduzida nas culturas
infectadas por M. leprae (figura 5.17A), no entanto, em sua forma ativa (fosforilada), seus
niveis aparecem significantemente aumentados no tempo de 24 horas de infeccdo pela
micobactérias (figura 5.17B). Dessa forma, observamos que a relagdo entre a forma fosforilada
e ndo fosforilada encontra-se significativamente aumentada 24 horas apos a infecgdo, sendo

esse efeito dissipado apds 72 horas (figura 5.17C).

O envolvimento da enzima lipolitica HSL também foi investigado (figura 5.18).
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Figura5.18: Analise por imunoblotting de lipase hormonio sensivel (HSL) em adipdcitos. Analise quantitativa
de western blotting da proteina HSL (A) e sua forma ativa fosforilada (B) em lisados celulares. Western Blotting
representativo (D). A expressdo relativa aos niveis da forma ativa da proteina foi calculada em relacéo aos seus
niveis na forma inativa (C). Os valores foram normalizados pelos niveis da proteina enddgena GDI e calculados
em relacdo a condigéo controle ndo infectada nos tempos de 24 e 72 horas de um experimento feito em triplicata.
M. leprae (MOI 20:1). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, One-way ANOVA.

Neste dado, a enzima chave para o desencadeamento do processo de lipblise em sua
forma inativa demonstra menor producdo em culturas infectadas (A), mas se apresenta com
niveis aumentados em sua forma fosforilada ativada em culturas infectadas pelo M leprae (B),
e, apesar de valores sem diferenca significativa nas amostras analisadas, também parece ter
niveis maiores que nos controles nas culturas infectadas no tempo de 48 horas. Quando feito o
calculo de razdo entre as formas inativa e ativa da proteina, fica mais evidente a presenca
aumentada de HSL na condicdo infectada por M. leprae no tempo de 24 horas de infecgéo (C).
Vale mencionar que a adigdo de TNF, conhecido indutor de lipolise, nas culturas de adipocitos

n&o estimularam um aumento na producdo da enzima nos tempos e amostras analisadas.

Na sequéncia, os niveis proteicos de perilipinas foram analisados nas culturas celulares
(figura 5.19).
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Figura 5.19: Andlise por imunoblotting de perilipina 1 em adipdcitos. Anélise quantitativa de western
blotting da proteina perilipina (A) e sua forma ativa fosforilada (B) em lisados celulares. Western Blotting
representativo (D). A expressdo relativa dos niveis da forma ativa da proteina foi calculada em relagéo aos seus
niveis na forma inativa (C). Os valores foram normalizados pelos niveis da proteina endégena GDI e calculados
em relacdo a condigdo controle ndo infectada nos tempos de 24 e 72 horas de dois experimentos feitos em
triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). *p<0.05, teste t ndo pareado.

Neste resultado as diferentes condi¢Ges analisadas ndo apresentaram diferencas
significativas na produgéo de perilipina em sua forma inativa (A), no entanto sua forma ativa
fosforilada aparece aumentada na condicao infectada por M. leprae (B). Quando realizado o
calculo de razdo entre a forna inativa e ativa da proteina, os niveis de perilipina fosforilada
aparecem mais altos nas culturas infectadas (C), no entanto devido a variacdo entre os valores
das replicatas experimentais, esta analise ndo apresenta diferencas significantes entre as

condigdes.

A producéo dos fatores de transcri¢do envolvidos no metabolismo lipidico das células
PPARa ¢ PPARY foram analisados (figura 5.20).

91



>
w

N
o
]
N
ol
]

=
3
1

PPARa
Expressaéo relativa
o -
(& o
1 1
PPARy2
Expresséo relativa

10

& F S S
NN
&

&

=]
=]
I
o©
=]
I

&°\e /\eQ CS\&

& NN

o RS Q& ® KN
N2

L ] L ] L ] L ]
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas

C

Controle INE M. leprae M. leprae -~ TN\F Controle INF M. leprae M. leprae + TNF
I L 1l 1T 1 I 1T 1T 1T 1

PPAR-Q - R | 4 T PPAR-y2 —
24h 24h
a1 —— — e ——— e e ani P —

Controle TNF M. leprae M. leprae + TNF Controle TNF M. leprae M. leprae + TNF
I L 1T L 1 17 1T 1

PPAR-Ot - - e S Mg PPAR-12 W T S w— e w—— o G W W
72h 72h

ani —————— N ——— GDI ——— e ——

Figura 5.20: Analise por imunoblotting de receptores ativados por proliferador de peroxissoma alpha
(PPAR0) e gamma (PPARY) em adipdcitos. Anélise quantitativa de western blotting de PPARa (A) e PPARy
(B) em lisados celulares. Western Blotting representativo (C). Os valores foram normalizados pelos niveis da
proteina endégena GDI e calculados em relacdo a condicdo controle ndo infectada nos tempos de 24 e 72 horas de
dois experimentos feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 20:1). *p<0.05, **p<0.01, One-way ANOVA. Realizado
teste t ndo pareado entre as condi¢des PPARa controle e infectado por M. leprae 72 horas. A andlise representa os
niveis de PPARy2. Os niveis de PPARy1 também foram mensurados, no entanto ndo apresentaram diferencas
significantes entre as condices de interesse.

Aqui podemos observar que os niveis de PPARa no tempo de 24 horas ndo tiveram
diferencas entre as amostras analisadas, no entanto seus niveis foram significativamente
reduzidos apds 48 horas de infeccdo por M. leprae (A). Diferentemente, os niveis de PPARY se
apresentaram elevados ap6s 24 horas de infeccdo pela micobactéria, mas sem alteracGes

significantes nas condi¢des analisadas em 48 horas (B).

Tambem foi analisada a producéo das proteinas ATGL, adiponectina e seus receptores

tipo 1 e tipo 2, porém ndo apresentaram diferengas significativas entre as condi¢Oes de interesse.
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5.6 Viabilidade de Mycobacterium leprae

Para determinar se o ambiente intracelular dos adipdcitos ajuda a manter a bactéria
viavel por longos periodos in vitro, as culturas celulares foram infectadas com M. leprae na
MOI 50:1 e mantidas pelos tempos de 3, 5 e 10 dias de infeccdo para analise da viabilidade
micobacteriana por gPCR. Para observar se 0 ambiente intracelular dos adipocitos poderia
conferir protecdo ao bacilo as drogas utilizadas no controle da doenca, foram feitos ensaios
adicionando rifampicina ao longo das 48 horas finais de exposi¢do. Os resultados deste

experimento estdo apresentados na figura 5.21.
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Figura 5.21: Viabilidade do Mycobacterium leprae em culturas de adipécitos 3T3-L1. Ap6s 3, 5 e 10 dias de
infeccdo com o bacilo M. leprae (MOI 50:1) em adipdcitos maduros, foi feita extracdo de acidos nucleicos nas
amostras celulares e os niveis de RNA determinados e normalizados pelos niveis de DNA do gene 16S de M.
leprae (A). Valores dos niveis de viabilidade da bactéria representados em porcentagem (B). Dados das condigGes
com adigdo de 1ug/mL de rifampicina por 48 horas representados em relagdo as condicdes infectadas em seus
respectivos tempos experimentais. Os valores representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo de
trés experimentos independentes. Teste Mann-Whitney, diferencgas nédo significativas.

Neste ensaio pudemos confirmar que a micobactéria se mantém viavel nas culturas de
adipdcitos até o tempo de 10 dias de infec¢do analisado. A metodologia, no entanto, € limitada
para definir o quanto de bactérias se mantiveram viaveis entre as condi¢des investigadas, sendo
necessario normalizarmos a eficiéncia da extracdo de RNA das diferentes culturas de adipécitos
ao longo do tempo.

Neste dado podemos também inferir sobre o efeito da adi¢éo de rifampicina nas culturas.
Em todas as culturas, bacilos intracelulares foram expostos a rifampicina na concentracédo de 1
pg/mL. Os dados apontam impacto de em torno de 50% na viabilidade micobacteriana em

culturas de adipdcitos apos 5 e 10 dias de infecgdo (figura 21B).
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Adicionalmente, foi feito ensaio para se investigar o impacto de sobrenadantes de
culturas de adipdcitos na viabilidade micobacteriana em macrofagos (figura 5.22).
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Figura 5.22: Viabilidade do Mycobacterium leprae em culturas de macréfagos Raw 264.7. Apés 3 dias de
infec¢do com o bacilo M. leprae (MOI 50:1) em culturas de macréfagos, foi feita extragdo de acidos nucleicos nas
amostras celulares e os niveis de RNA determinados e normalizados pelos niveis de DNA do gene 16S de M.
leprae. Valores dos niveis de viabilidade da bactéria representados em porcentagem (B). Dados das condi¢des com
adicdo de 1ug/mL de rifampicina, adicdo de sobrenadante de culturas de adipdcitos controle, adi¢do de
sobrenadante de cultura de adipdcitos infectados, adicdo de sobrenadante de culturas de adipdcitos expostos a
TNF, sobrenadante de culturas de adipécitos infectados e expostos ao TNF por 48 horas ou adi¢do de 10ng/mL de
adiponectina estdo representados em relacéo a condi¢do de macréfagos infectados (somente M. leprae). Os valores
representam a média +desvio padrdo. Resultado representativo de dois experimentos independentes. *p<0.05, teste
t ndo pareado.

Neste ensaio podemos observar que a viabilidade do M. leprae em culturas de
macrdfagos é aparentemente reduzida quando estas células sdo expostas ao meio condicionado
de adipdcitos infectados. Interessantemente podemos ver o mesmo efeito de viabilidade
reduzida quando estas culturas infectadas foram expostas somente a adiponectina, observada
sendo induzida pela infec¢do dos adipdcitos (figura 5.14), onde observamos uma reducdo de
85% da viabilidade quando comparada a condicdo envolvendo macréfagos infectados sem
adicdo de estimulos (figura 22B). O presente experimento precisa ser repetido para alcangarmos

diferengas estatisticas significativas.
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5.7 Analise de modulacao génica em macrofagos

A partir do interesse em se investigar se a infeccao por M. leprae nos adipdcitos ocasiona
uma modulagdo inflamatéria em macréfagos, sobrenadantes de culturas de adipécitos
infectados ou ndo pela micobactéria foram adicionados em culturas de macrofagos in vitro e as

células mantidas por 3 dias expostas aos estimulos.

Os resultados das analises de expressdo génica para os genes marcadores de estresse
oxidativo HIFa e iNOS estéo representados na figura 5.23A e B, e das moléculas inflamatorias

Kc (CXCL1), IL10 e IL6 apresentados na figura 5.24A, B e C.
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Figura 5.23: Anélise de qPCR para genes de estresse oxidativo em macrdéfagos. Os niveis de expressao génica
de RNAm de HIFa (A) e iNOS (B) foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores calculados
e representados relativos ao controle sem estimulos. Dados de culturas de macrofagos expostas a 1ug/mL de
rifampicina, sobrenadante de culturas de adipdcitos controle ou sobrenadante de cultura de adipécitos infectados
em dois e trés experimentos independentes, respectivamente, feitos em duplicatas. Grafico representa média
+desvio padrdo. *p<0.05, ***p<0.001, One-way ANOVA em HIFa (A); Dados de iNOS (B) realizado teste

Kruskal-Wallis.

Neste dado podemos observar que as culturas de macrofagos expostas aos sobrenadantes
dos adipocitos parecem demonstrar expressdo génica destes fatores de resposta ao estresse

oxidativo aumentadas em relacdo aos controles ndo estimulados ou com adicdo de rifampicina.

A resposta dos macrofagos também foi avaliada analisando a expressdo da quimiocina

Kc, forma murina da proteina CXCL1 humana, e das citocinas IL10 e IL6. Nestes dados, apesar
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de valores sem diferengas significativas, as culturas expostas ao sobrenadante de adipécitos ndo
infectados e infectados com M. leprae apresentam niveis mais aumentados da quimiocina
(figura 5.24A), também niveis significantemente aumentados da citocina IL-10 (B) e somente
apos exposicao dos macrofagos ao meio condicionado de adipdcitos infectados, uma destacada

reducdo nos niveis de expressao génica de IL-6 (C).
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Figura5.24: Analise de gPCR para genes de citocinas em macroéfagos. Os niveis de expressdo génica de RNAm
de Kc (CXCL1) (A), IL-10 (B) e IL-6 (C) foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e os valores
calculados e representados relativos ao controle sem estimulos. Dados de culturas de macrofagos expostas a
1pg/mL de rifampicina, sobrenadante de culturas de adip6citos controle ou sobrenadante de cultura de adipdcitos
infectados em dois, trés e trés experimentos independentes, respectivamente, feitos em duplicatas. Gréafico
representa média +desvio padrdo. *p<0.05, ***p<0.001, One-way ANOVA em Kc (A) e IL-6 (C); Dados de IL-
10 (B) realizado teste Kruskal-Wallis.

5.8 Investigacdo de genes de laténcia em Mycobacterium leprae

E conhecido que, semelhante a0 M. leprae, o patdgeno M. tuberculosis também
apresenta importante interacdo com lipidios na célula hospedeira para o sucesso da infecgéo.
Além disso, ja foi descrito que a micobactéria entra em estado de laténcia no ambiente lipidico
rico em colesterol e &cidos graxos, induzindo a expressao de diversos genes, dentre estes alguns
envolvidos no metabolismo lipidico e energético (AGUILAR-AYALA et al., 2017). A partir
desses dados da literatura, investigamos se o M. leprae também se adaptaria ao ambiente
intracelular dos adipdcitos a um estado de laténcia. Para isso, primers para genes de M. leprae
ortélogos aos de laténcia em M. tuberculosis foram desenhados com a colaboragédo do Dr.
Milton Osorio e do Bel. Meydson Correa do Laboratdrio de Hanseniase do Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ. Para anélise da expressdo génica dos genes tgs2 (ML1244), ortélogo Rv2484c
em M. tuberculosis, e fadE25 (ML0737), ortdlogo de fadE7 e fadE9 em M. tuberculosis por
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gPCR apds infeccdo nas culturas de macrofagos apo6s 3 dias de infeccdo (figura 5.25) e
adipdcitos apds 3 ou 10 dias de infeccdo (figura 5.26A e B).
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Figura 5.25: Analise de gPCR para genes de laténcia de Mycobacterium. leprae em macré6fagos. Os niveis de
expressdo génica de RNAm de genes de laténcia ort6logos ao M. tuberculosis em M. leprae foram normalizados
pelos niveis de RNAr 16S e os valores das culturas infectadas com adicdo de 1pg/mL de rifampicina foram
calculados e representados relativos & condi¢cdo infectada apds 3 dias de infeccdo, de quatro experimentos
independentes feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 50:1). Gréfico representa média +desvio padrdo. Teste Mann-
Whitney, diferencas ndo significativas.

Nas culturas de macréfagos infectadas por 3 dias, a micobactéria apresentou niveis dos
genes de laténcia analisados em culturas sem adi¢do da droga semelhantes a condi¢cdo com
adicdo de rifampicina, destacando somente uma tendéncia de niveis mais elevados do gene tgs2
apos exposicao a droga. No entanto, para confirmacdo destas observacdes se fazem necessarios

mais ensaios futuros.

Os niveis de expressao génica destes genes pela micobactéria também foram analisados

apos infeccdo em adipdcitos (figura 5.26).

97



= tgs2/ML1244 — = tgs2/ML1244

2.0 = fadE25/ MLO737 4 = fadE25 / MLO737

5] 5]
3 T g
N 1.0+ T N 2 _|_
. - F—%
0.0 T T T T 0 T T T T
o g v R
& o & & S & & Sl
S S 3 S S > > >
) > > > e & e &
2 X 2 X & & & N
& D & D & x & x
& & & & N 4 N 2
W Q& W Q& N & = &K
@ A ™ A\

Figura 5.26: Analise de gPCR para genes de laténcia de Mycobacterium leprae em adipécitos. Os niveis de
expressdo génica de RNAm de genes de laténcia ortélogos ao M. tuberculosis em M. leprae foram normalizados
pelos niveis de RNAr 16S e os valores das culturas infectadas com adi¢do de 1pg/mL de rifampicina foram
calculados e representados relativos a condi¢do infectada apds 3 dias de infeccdo, de quatro experimentos
independentes feitos em triplicatas. M. leprae (MOI 50:1). Gréafico representa média +desvio padrdo. *p<0.05,
teste t ndo pareado.

No tempo de 3 dias de infeccdo em culturas de adipdcitos, 0s niveis de expressao génica
dos trés genes analisados ndo apresentaram diferencas entre a condi¢do infectada e a condicao
apos adicao de rifampicina (figura 26A). Analisando os mesmos genes ap6s 10 dias de infecgéo
nos adipdcitos, porém, podemos observar um aumento nos niveis de expressdo destes genes
pela micobactéria ap6s adicdo de rifampicina, apresentando niveis significativamente mais

elevados do gene tgs2 neste tempo de infeccdo (figura 5.26B).

5.9 Investigacdo in vivo de acesso do M. leprae em tecido adiposo subcutaneo

Para analise do acesso da micobactéria em tecido adiposo humano, fragmentos de
bidpsias de pele de pacientes acometidos pela forma multibacilar da hanseniase foram fixadas
em paraformaldeido e processados para imunomarcagdo da presenca de antigenos

micobacterianos e macrofagos no tecido adiposo subcutaneo.

O acesso da micobactéria no tecido adiposo de pacientes ja havia sido confirmado
durante a primeira etapa do presente projeto (DOS REIS, 2016), com evidéncias de modulagéo

dos corpusculos lipidicos dos adipécitos proximos a area de infeccdo analisada. A presenca dos
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macrofagos neste ambiente, no entanto, ndo havia sido investigada anteriormente, sendo

apresentada aqui pela figura 5.27.

Figura 5.27: Investigacao de antigenos de Mycobacterium leprae em tecido adiposo subcuténeo in vivo. Corte
Optico através de iliminacdo estruturada de imunofluorescéncia de tecido adiposo subcutaneo em fragmento de
lesdo de pele de paciente com a forma multibacilar de hanseniase. Os fragmentos foram fixados e submetidos a
cortes de espessura de 150um utilizando o aparelho micrétomo de navalha vibrat6ria para marcacgao dos ndcleos
celulares por DAPI (azul) (A), imunofluorescéncia de macréfagos por anticorpo anti-CD-68 (verde) (B) e
antigenos micobacterianos por anticorpo anti-LAM (vermelho) (C). Asteriscos evidenciam adipdcitos. A
composi¢do de todas as marcacdes é apresentada em (D). Barra de escala representa 20pum.

Na imagem é possivel confirmar que, além do M. leprae ter acesso ao tecido adiposo,
ha presenca de macrofagos infectados em intima relagdo com os adipdcitos (&rea circular ndo
corada, mas evidenciados pela morfologia de nucleo achatado - asteriscos). A observacdo da
presenca de macrofagos infectados por M. leprae no tecido adiposo se repete em diversos

campos do fragmento de tecido adiposo subcutaneo do paciente analisado.
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6. DISCUSSAO

As evidéncias deste trabalho descrevem alteracfes no metabolismo lipidico de adipécitos
apos infeccdo pelo M. leprae. A principal delas é a inducdo da mobilizacdo do conteudo lipidico
nas células infectadas. Diversos estudos ja evidenciaram a importancia do metabolismo lipidico
para a infeccdo do bacilo em células de Schwann e macrofagos, apresentando a molécula de
colesterol como essencial para sua sobrevivéncia (LOBATO et al., 2014; MATTOS et al.,
2014). Ao contrario das observacdes de acumulo lipidico pelas células infectadas como em
trabalhos anteriores, em nossos dados, adipdcitos apresentam intensa reducdo de seu contetdo
lipidico, com aumento do efluxo de colesterol pelas células infectadas in vitro (figuras 5.3 e
5.5) , muito provavelmente através da ativacdo e super expressao do receptor B-adrenérgico 1
(figura 5.9), levando a ativacdo do sensor de homeostase energética AMPK (figura 5.17) e

subsequente ativacdo das enzimas HSL e ATGL (figuras 5.10 e 5.18).

As mudancas no metabolismo lipidico durante a hanseniase ja foram correlacionadas com
a disfuncdo de HDL. Estudos do nosso grupo demonstraram niveis plasmaticos de colesterol
diminuidos em pacientes multibacilares devido a deficiéncia de seu transporte pela disfungédo
da molécula de HDL que apresentaram niveis reduzidos de apolipoproteina A-1 (ApoA-1),
importante proteina presente na composi¢do de HDL, que é produzida no figado. Mudancgas na
expressdao de APOA-1 foram observadas em hepatocitos infectados por M. leprae e, além disso,
foram demonstradas alteracfes morfoldgicas e vasculares em figado de paciente, apontando o
envolvimento hepéatico na doenca (LEMES, 2020). O envolvimento hepético ja havia sido
descrito na hanseniase, onde pacientes lepromatosos apresentaram anormalidades no figado
semelhantes a esteatose hepatica (FERRARI et. al., 2002).

Dados em nosso modelo in vivo demonstraram aumento na disponibilidade de colesterol
em soro dos animais apés entrada do M. leprae no tecido adiposo inguinal, confirmando que a
inducdo da lipolise dos adipdcitos observada in vitro € um fenémeno também relevante in vivo
(figura 5.6). Adicionalmente, observamos acUmulo de triacilglicerideos hepaticos nestes
mesmos animais (figura 5.8B), sendo a esteatose hepatica outro indicio da mobilizacdo dos
estoques lipidicos em tecido adiposo infectado.

Adicionalmente a estas observacfes, 0s niveis dos transportadores da molécula de
colesterol nos adipocitos foram avaliados em nosso modelo in vitro, onde foi observada

expressdo génica aumentada da proteina transportadora ABCAL1 apo6s 24 horas de infeccéo
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(figura 5.13A). Apesar de ndo apresentar valores com diferencas significativas entres as
amostras analisadas, os niveis de ABCGL1 apresentam aparente aumento quando as culturas sdo
infectadas pela micobactéria (figura 5.13B). Tais analises serdo repetidas para reforcar o

fendbmeno observado.

A infeccdo por parasitas no tecido adiposo pode ocasionar a utilizagdo das reservas
lipidicas dos adipdcitos para sua persisténcia no tecido, sendo esta a fonte do processo de
lipolise. Esse fendmeno ja visto durante a infeccdo por T. cruzi, onde a expressdo de lipases
aparece aumentadas no tecido adiposo durante a infeccdo aguda pelo patdgeno
(NAGAJYOTHI, 2012). Em nossos ensaios, avaliamos o envolvimento das enzimas lipoliticas
ATGL e HSL durante a mobilizacdo lipidica gerada apds a infeccdo por M. leprae nos
adipdcitos, utilizando drogas de efeito inibidor da atividade enzimética das respectivas
proteinas. Com os dados obtidos pudemos observar que bloqueando o processo de lipolise em
nosso modelo, mais significantemente a acdo da enzima ATGL que HSL, foi possivel reverter

a intensa reducéo de corpusculos lipidicos nas culturas infectadas (figura 5.2).

Seguindo as investigacdes do processo de lipolise estimulado nos adipdcitos infectados
pelo M. leprae, foram feitas analises de expressdo génica e da producdo de proteinas envolvidas
neste processo. A analise da ativacdo do processo lipolitico via adrenorreceptores p1 nos
adipdcitos demonstram niveis de expressdo génica e de producdo desta proteina aumentados
em nosso modelo, sugerindo o envolvimento dos mecanismos de ativagdo envolvidos a partir

desta sinalizagdo pelas células infectadas (figuras 5.9 e 5.16).

Algumas quinases sdo reconhecidas por serem ativadas ap6s a sinalizacdo por
adrenorreptores, dentre estas as AMP quinases (AMPK) (GAUTHIER et al., 2008), que s&o
importantes moléculas reguladoras da homeostase energética celular, ativando processos como
a oxidacdo de acidos graxos. A investigacdo dos niveis proteicos de AMPKal nas culturas de
adipdcitos infectados por M. leprae demonstraram niveis aumentados destas enzimas em nossos
ensaios (figura 5.17), o que sugere o seu envolvimento no estimulo da oxidagdo de acidos

graxos oriundos da mobilizacéo lipidica observada nestas células infectadas.

O estimulo do processo de lipolise ocorre através de um mecanismo de regulagédo
complexo, que envolve a atividade das enzimas lipoliticas e de perilipinas para a hidrélise de
triacilglicerideos. Nossos dados demonstram niveis aumentados de expressdo génica da enzima

ATGL (figura 5.10A), porém sua producdo proteica ndo apresentou diferencas significativas
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nos ensaios analisados (dados ndo apresentados). A expresséo da enzima HSL por sua vez se
apresentou com expressao elevada no tempo de 24 horas de infecgdo por M. leprae (figura
5.10B), bem como producdo aumentada de seus niveis proteicos em sua forma ativada nas
culturas (figura 5.18B).

Adicionalmente, os niveis de expressdo génica de perilipinas 1 se apresentaram elevados
nos adipdcitos apds 24 horas de infeccao (figura 5.11), quando também observamos o pico de
fosforilagdo da mesma (figura 5.19B). A perilipina 1 recobre os corpusculos lipidicos,
impedindo o acesso das enzimas lipoliticas até ser fosforilada, quando entdo possibilita a acdo
das enzimas HSL e ATGL. Este conjunto de dados, portanto, nos confirmam o estimulo do

processo de lipolise nos adipocitos quando infectados pela micobactéria.

Os fatores de transcricdo PPARs que incluem as subfamilias PPARa (predominante no
figado) ¢ PPARy (PPARy2 predominante no tecido adiposo), sdo receptores nucleares
envolvidos na regulacéo da expressdo de genes relacionados a captacéo e catabolismo lipidico,
tendo sido descrita como crucial para sobrevivéncia de micobactérias (ALMEIDA et al., 2012),
fazendo parte do fenoétipo dos macrofagos espumosos (YESSOUFOU; WAHLI, 2010),
inclusive nos infectados pelo M. leprae (LUO, YUQIAN et al., 2020).

Neste trabalho, os niveis de expressao génica de PPARYy, assim como seus niveis proteicos
se apresentam significantemente elevados nas culturas de adipdcitos infectadas pelo M. leprae
(figuras 5.12 e 5.20B), confirmando o aumento do catabolismo lipidico em nosso modelo de
infeccdo. Os niveis de PPARa por sua vez ndo apresentaram diferencas significativas em sua
expressao génica nas condi¢cbes analisadas, tendo sido observada diminuicdo de seus niveis

proteicos em culturas infectadas apos o tempo de 72 horas (figura 5.20A).

Ja é descrito que a ativagdo do fator de transcricdo PPARYy estimula a transcrigdo génica
de adiponectina (MAEDA et al., 2001). Apesar das evidéncias desta ativacdo a nivel
transcricional, outros trabalhos sugerem que a agdo de PPARy seja principalmente na
modulacgéo das alteragdes conformacionais na secrecdo da adiponectina (ASTAPOVA; LEFF,
2012). Interessantemente, em nosso modelo experimental, além da observacdo de maiores
niveis de PPARYy pelas células infectadas por M. leprae, também foi observado significante
aumento nos niveis de expressdo génica de adiponectina em 24 e 72 horas apés infec¢do nos
adipocitos (figura 5.14A). Seus niveis proteicos, no entanto, ndo apresentaram diferengas

significativas entre as condicdes de interesse analisadas (dado ndo apresentado). Por outro lado,
102



em dados anteriores foi demonstrado o aumento dos niveis de adiponectina em soro de pacientes
da forma borderline-tuberculoide e em reacdo hansénica tipo 2 (eritema nodoso) (DOS REIS,
2016). Dessa forma, a ndo observacdo da inducdo proteica de adiponectina parece ser uma

limitacdo técnica do nosso modelo experimental in vitro.

Dentre as analises de expressao génica de adipocinas, além dos niveis mais elevados de
adiponectina, as células infectadas apresentaram também altos niveis na expressdo de leptina
(figura 5.14B) e da quimiocina MCP-1 (figura 5.15), indicando uma potencial resposta
imunologica por parte dos adipdcitos infectados, a ser refletida no recrutamento de macrofagos,
como observado na figura 5.27. Os niveis de expressdo de IL6, IL-10 e TNF foram analisados,
no entanto ndo apresentaram diferencas significativas entres as condi¢cdes controle e infectado

por M. leprae.

Em resultados previamente apresentados no trabalho de mestrado (DOS REIS, 2016) foi
descrito que o0 ambiente intracelular dos adipdcitos confere viabilidade ao M. leprae por até 15
dias, o maior tempo ja observado em modelos in vitro de infeccdo utilizando células de
mamiferos. Em sequéncia a este trabalho, utilizamos os tempos de infeccdo de 3, 5 e 10 dias
em culturas de adipocitos para analise do efeito da adicdo de rifampicina na viabilidade da
micobactéria no ambiente intracelular dos adipdcitos. A rifampicina foi capaz de reduzir em
50% da viabilidade do M. leprae ap0s 48 horas de exposicado (figura 5.21), queda semelhante a
observada em populaces de micobactérias no interior de macréfagos expostos ao mesmo
antibidtico (figura 5.22). Dessa forma, podemos afirmar que o ambiente neutro oferecido pelo
citosol do adipdcito ndo é capaz de proteger o M. leprae da acdo antibacteriana de rifampicina.
Por outro lado, hé outras maneiras do tecido adiposo, uma vez invadido, favorecer a persisténcia

da micobactéria, sendo a modulacdo do ambiente através da liberagdo de adipocinas uma delas.

Dessa forma, nos voltamos para a analise do impacto na viabilidade do M. leprae no
interior dos macrofagos ap6s exposicdo a meios condicionados por adipdcitos. Curiosamente,
a presenca do meio condicionado por adipdcitos infectados apresentou uma significante
reducdo na viabilidade da micobactéria, indicando a presenca de algum fator produzido pelos

adipdcitos infectados capaz de interferir diretamente na resolucdo/ativacdo dos macrofagos.

Dentre as adipocinas que poderiam estar envolvidas nesse fenémeno, destacamos nossa
atencdo a adiponectina. Ha evidéncias de que a adiponectina pode agir como mediador anti-

inflamatorio regulando polarizacdo de macrofagos, suprimindo sua ativacdo ao perfil M1 e
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promovendo a proliferacdo de macrofagos M2 (LUO; LIU, 2016). As observacdes de Ohashi e
colaboradores (2010) demonstram que macrofagos in vitro expostos a adiponectina
apresentaram aumento nos niveis de marcadores de perfil M2 e reducdo de espécies reativas de
oxigénio e na expressdo de genes relacionados a producdo destas moléculas. No entanto, a
adiponectina também ja foi proposta exercendo efeitos pro-inflamatérios em certas
circunstancias, por exemplo se comportando como um fator pré-inflamatério inicial em
resposta ao lipopolissacarideo (LPS), mas ajudando a dessensibilizar as células a estimulos proé-
inflamatdrios adicionais (TSATSANIS et al., 2005) ou induzindo a expressao génica e secrecao
de mediadores inflamat6rios como IFN-y ¢ IL-6 (CHENG et al., 2012), o que faz desta

adipocina uma molécula versatil para a resposta imune celular.

Pela adiponectina ter se apresentado com niveis de expressdo aumentados durante a
infeccdo de adipdcitos e secretada no soro de pacientes acometidos pela doenca, realizamos a
adicdo desta adipocina as culturas de macrofagos infectados, onde observamos sua acgdo
bactericida (figura 5.22).

A molécula HIF 1a é um fator de transcrigdo que tem importante funcdo em resposta aos
niveis de oxigénio celular, induzindo a transcri¢do de genes envolvidos em diversos processos
celulares como metabolismo energético, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além da
disponibilidade de oxigénio em resposta a situacdes de hipoxia (WEIDEMANN; JOHNSON,
2008), tendo sido descrita como importante fator de resposta celular contra infeccfes
(SANTOS; ANDRADE, 2017), assim como na ativacdo e formacdo do fen6tipo M1 dos
macrofagos. Em nosso modelo de investigacao de inducdo de resposta imune de macréfagos, a
exposi¢do ao meio condicionado de adipdcitos infectados induziu significativamente os niveis
de expressdo de HIF 1a pelas culturas de macréfagos in vitro, indicando sua ativacdo e provavel
conversdo ao fendtipo M1 apds 72 horas de exposicao ao estimulo (figura 5.23A). Além disso,
niveis aumentados da expressdo de iINOS foram observados nas culturas de macréfagos (figura
5.23B), refor¢ando os indicios de estimulo da ativacdo de macrofagos em resposta ao meio

condicionado por adipdcitos.

Adicionalmente, ja foi descrito que células infectadas por M. leprae apresentam perfil
anti-inflamatorio, com producéo de altos niveis da molécula IL-10 em células de Schwann
(MATTOS, 2011), indicando que a infeccdo por M. leprae pode induzir um perfil anti-

inflamatdrio pelas células hospedeiras. Nossos dados buscaram investigar o efeito inflamatorio
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induzido nos macrofagos apds exposicdo ao meio condicionado de adipocitos infectados. Nas
andlises de expressdo génica um nimero maior de replicatas sera necessario para confirmamos
um possivel aumento na expressao da quimiocina CXCL1 em macrofagos quando expostos aos

sobrenadantes de adipdcitos infectados ou ndo (figura 5.24A).

Os niveis de expressdo da molécula IL-10 por sua vez foram significantemente induzidos
apos exposicao ao meio dos adipdcitos, no entanto sem diferencas entre a inducéo pelo meio de
adipdcitos controle ou oriundo de adipdcitos infectados, sugerindo que este efeito modulatério
se da em resposta aos adipdcitos per si. Em contrapartida, analisando os niveis da citocina pro-
inflamatoria IL-6, as culturas de macréfagos que foram expostas ao meio condicionado de
adipdcitos infectados exibiram significante reducdo nos niveis de expressdo génica da molécula

comparada as outras condicdes.

Juntos, estas analises de fatores envolvidos na ativacdo de macréfagps nos traz indicios
de que os adipdcitos liberam componentes que podem modular a resposta inflamatéria nos
macrofagos durante a infeccdo. Alguns marcadores analisados, tais como iINOS, CXCL1 e IL-
10 apresentaram aumento (aparentemente no caso de iINOS e CXCL1) apds exposicao ao meio
condicionado de culturas de adipdcitos infectados ou néo, refletindo uma limitacdo do nosso
modelo. Por outro lado, podemos observar um aumento significativo na expressao de HIF-1a
apos exposicdo ao sobrenadante de adipocitos infectados, indicativo de ativacdo de macréfago,

concomitante a uma reducao na expressao de IL-6.

Dessa forma, concluimos que o tecido adiposo, uma vez infectado, apesar de facilitar o
acesso do patdgeno aos lipideos necessarios para seu metabolismo, ndo o blinda do contato com
a rifampicina, e também ndo se torna um ambiente favoravel a infec¢do, uma vez que recruta
macrofagos através da expressdo de CXCL1, e os torna efetores através da liberacdo de
adiponectina e ativacdo de HIF-1a. Dessa forma podemos teorizar que a contribuicdo, até agora
oculta, do tecido adiposo para a patologia da doenca seja a continua oferta e deposi¢do de
lipideos nos tecidos infectados, uma das caracteristicas da histopatologia da hanseniase
(AMARAL et al., 2013).

Por outro lado, a persisténcia de M. tuberculosis em adipdcitos ja foi descrita, com
observacdes sobre a sobrevivéncia da micobactéria no tecido adiposo apds longos periodos
protegida da acdo de drogas antimicrobianas (NEYROLLES, 2006). Apesar de nédo ter

demonstrado dificuldade em atingir o M. leprae no citosol dos adipécitos, a agdo dos
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antibioticos depende da replicacdo do patdgeno. Dessa forma, patdgenos em estado de
quiescéncia, ou seja, com metabolismo suspenso ou extremamente suprimido, tornam-se

insensiveis a sua acao.

No trabalho feito por Aguilar-Ayala e colaboradores (2017), foi realizada uma analise por
RNAseq da expresséo génica de diversos genes em M. tuberculosis em estado de quiescéncia
em modelo de ambiente rico em lipideos (colesterol e acidos graxos). A partir da analise de
transcriptoma da micobactéria, diversos genes relacionados a quiescéncia micobacteriana
foram identificados, muitos deles envolvidos no metabolismo lipidico. A partir destes dados,
foi feita uma andlise comparativa entre o genoma das micobactérias a fim de se identificar genes
de M. leprae ortologos aos de M. tuberculosis identificados por Aguilar-Ayala e seu grupo

regulados positivamente.

Dos genes analisados, destacamos dois em nossas analises: ML1244, ortélogo do gene
tgs2 em M. tuberculosis Rv2484c, que ¢ membro de uma familia de genes que codificam
proteinas envolvidas com o metabolismo de triacilglicerideos e formacdo de corpusculos
lipidicos nas micobactérias quando em estado de laténcia (DANIEL et al., 2004); e o gene
fadE25 (ML0737) que codifica a enzima acetil-CoA desidrogenase, ortdlogo de fadE7 e fadE9
de M. tuberculosis, que sdo genes pertencentes a familia fadE, envolvidos no metabolismo
lipidico com a oxidacdo de acidos graxos e regulacdo da producéo de acetil-CoA (COLE et al.,
1998). E conhecido que o M. leprae apresenta aproximadamente um terco das enzimas do
sistema fad contidas em M. tuberculosis (WILLIAMS et al., 2004), reforgando a importancia

de compreender o papel de seus ortélogos funcionais na infeccdo por M. leprae.

Em nossos ensaios com culturas de macrdfagos infectados por M. leprae pelo tempo de
3 dias ndo foram observadas diferencas significantes entre os niveis de expressdo dos dois genes
nas amostras analisadas com ou sem a adi¢do de rifampicina. Nas culturas de adipdcitos
infectados por 3 dias, 0s genes também ndo apresentaram diferencas significantes entre as
condigdes. No entanto, apos 10 dias de infecgéo, culturas de adipdcitos infectadas e expostas a
rifampicina demonstraram aumento significativo nos niveis de expressédo do gene ML1244,

ortdlogo ao gene tgs2 em M. tuberculosis.

Neste trabalho foram feitas analises in vivo em biopsias de tecido adiposo subcutaneo de
paciente acometido pela forma lepromatosa (multibacilar) da hanseniase para confirmacéo do

acesso de macrofagos residentes ao tecido adiposo infectado. Nestas analises, observamos a
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presenca de inimeros macrofagos infectados por M. leprae frequentemente ao redor de células
adiposas, o que nos leva a inferir que o ambiente rico em lipideos pela presenca dos adipdcitos
pode auxiliar para a persisténcia da micobactéria no tecido, favorecendo novas contribuicoes
do ‘crosstalk’ entre macrofagos e adipOcitos para aspectos imunopatoldgicos ainda

inexplorados no desenvolvimento da hanseniase.
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“Vamos escolher por nés mesmos 0 NOsso
caminho, e vamos tentar espalhar flores por
ele.”

(Emilie du Chatelet, matematica, fisica e
autora.)
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7. CONCLUSOES

As investigacOes deste trabalho apontam os adipécitos, junto aos macréfagos, como
importantes células durante a infeccdo de M. leprae, apresentando o tecido adiposo como sitio
de infeccdo e persisténcia do patdégeno que pode contribuir para o entendimento de fendmenos

ainda indefinidos sobre a patologia.

Utilizando o modelo in vitro de infeccdo de adipocitos de linhagem 3T3-L1, foi possivel
confirmar uma intensa mobilizacéo lipidica nas células desencadeada pela inducgdo do processo
de lipdlise ap6s infeccao pela micobactéria, fendmeno este que pdde ser revertido apds bloqueio
da acdo das enzimas lipoliticas. Junto a reducdo do contetdo de triacilglicerideos, foi observada
maior disponibilidade de colesterol para o meio extracelular, molécula crucial para a
sobrevivéncia de M. leprae em macrofagos e células de Schwann. Essas observacGes foram
corroboradas com as observacgdes de nosso modelo in vivo onde demonstramos 0 aumento dos

niveis de colesterol plasmatico e de contetdo de triglicerideo hepatico nos animais infectados.

Nas culturas de adipdcitos foi observado que o M. leprae pode se manter vidvel por até
10 dias, porém o ambiente intracelular oferecido pelo adip6cito ndo é mais protetor com relagdo

a exposicao a rifampicina.

Os dados apontam que o fendtipo imunolégico de macr6fagos € modulado pelo
adipdcito infectado. Dentre estas observacgdes, destaca-se a expressiva reducao da viabilidade
micobacteriana em cultura de macréfagos expostas ao meio condicionado de adipécitos
infectados, provavelmente relacionado a ativacdo dos macrofagos devido ao aumento na

liberacdo de adiponectina por adipécitos infectados.

Apesar de ndo oferecer condi¢des favoraveis a sobrevivéncia do M. leprae, devido ao
recrutamento e ativacdo de macréfagos ap6s sua infeccdo, além de aparentemente ndo oferecer
maior protecdo ao acesso da rifampicina, o tecido adiposo tem potencial para desempenhar um
importante papel no desencadeamento de processos imunopatoldgicos na doenca,
principalmente com relacdo aos episodios reacionais, onde uma exarcebacdo da resposta
inflamatdria é observada antes, durante ou mesmo ap6s o fim do tratamento. A expressao de
genes de laténcia por parte do M. leprae nesse tecido, e a capacidade da infecgdo a adipocitos
modular respostas pro-inflamatorias poderiam em conjunto explicar esse tipo de evento

imunoldgico, abrindo desta forma uma nova janela de investigacéo.
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ANEXO I - Representacao esquematica da hipotese do modelo estudado no trabalho.
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Apos nosso estudo propomos que a partir da exposi¢do dos adipdcitos ao Mycobacterium leprae, ocorre o estimulo
de receptores B-adrenérgicos que por sua vez ativam o processo de lipdlise da célula hospedeira, estimulando a
acdo da enzima lipase de triacilglicerideos de tecido adiposo (ATGL) bem como da lipase horménio sensivel
(HSL), que catalisam a quebra de triacilglicerideos a &cidos graxos livres e glicerol. O aumento do efluxo de
colesterol para o meio extracelular ocorre a partir da maior disponibilidade dos receptores responsaveis pelo
translocamento da molécula pela membrana celular (ABCG1 e ABCA1). Os niveis do fator de transcrigdo PPARy
aumentados indicam que, apesar do estimulo lipolitico, o adipécito mantém seu metabolismo ativo para a formacgédo
de novos corpusculos, auxiliado pelo aumento dos niveis de perilipinas nas células. A ativacdo da enzima AMPK
nos indica que a B-oxidacdo dos &cidos graxos livres provavelmente estd ativa. O ambiente intracelular dos
adipdcitos, por sua vez, poderia representar um ambiente favoravel para a sobrevivéncia e persisténcia de M. leprae
por longos periodos de tempo por oferecer substratos e maquinaria para modulag&o lipidica que beneficiariam sua
nutri¢do. A infeccao dos adipdcitos também pode interferir na resposta de macrofagos residentes do tecido adiposo,
através da liberagdo de adipocinas como a MCP-1, contribuindo para alteragdes na imunorregulacdo durante a
infeccdo. Além disso, a liberagdo de lipideos pode contribuir para a formagdo de macréfagos espumosos, um
fendtipo reconhecidamente permissivo a infeccdo, com aumento na expresséo de 1L10 e reducdo na expressao de
IL6.
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