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RESUMO:

Impacto funcional do fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I) na infecgéo
de macréfagos pelo Mycobacterium leprae

Macrofagos e células Schwann infectados pelo Mycobacterium leprae e com aspecto
espumoso sdo encontrados nas lesfes de pele e nervo, respectivamente, de pacientes
com hanseniase multibacilar. Recentemente foi mostrado que este aspecto espumoso se
deve ao acumulo de lipideos na célula infectada, resultante da capacidade do M. leprae
de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos (CLs), tanto em mondcitos quanto em
celulas de Schwann, sendo este fendmeno importante para sua sobrevivéncia
intracelular. No entanto, os mecanismos que levam ao acimulo de lipideos na célula
infectada permanecem pouco esclarecidos. Estudos anteriores demonstraram a
capacidade do M. leprae de induzir a expressdo do fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I) tanto em macréfagos como em células de Schwann. O IGF-1 é um
horménio que apresenta multiplas acdes biologicas, dentre elas a modulacdo do
metabolismo lipidico e a regulacdo da resposta imune e inflamatéria. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a participacdo do IGF-1 na biogénese de CLs induzidos pelo
M. leprae e na sobrevivéncia bacteriana em macr6fagos humanos. Para tal, mondcitos e
macrofagos derivados de mondcitos primarios humanos ou macréfagos derivados da
linhagem THP-1 foram utilizados em diferentes protocolos, a saber: a) para investigar a
capacidade do IGF-I em induzir CLs, ap0s tratamento com o hormdnio, as células foram
coradas com Oil Red O e os corplsculos quantificados por microscopia; também a
expressao da proteina adipofilina (ADRP) e de proteinas envolvidas no metabolismo
lipidico foram avaliadas por RT-PCR quantitativo (qPCR); b) para analisar o papel do
IGF-1 na inducdo de CLs pelo M. leprae em macréfagos, as células foram infectadas na
presenca de anticorpo neutralizante especifico para o receptor de IGF-I (IGF1R),
seguida da marcacéo por Oil Red O e quantificacdo dos CLs por microscopia; e ) para
avaliar a influéncia do IGF-I nos mecanismos microbicidas do macrofago e na
sobrevivéncia intracelular do M. leprae, o IGF1R foi silenciado utilizando RNA. e tanto
a expressao do peptideo anti-microbiano catelicidina como a viabilidade do M. leprae
foram avaliados por gPCR. Verificamos que o IGF-1 per se é capaz de induzir a
formacéo de corpusculos lipidicos tanto em mondcitos como em macréfagos humanos.
Também o IGF-1 se mostrou capaz de regular positivamente os niveis de RNAmM da
ADRP e da enzima HMGCOoA redutase (via de biossintese de colesterol) em mondcitos
humanos. Em macréfagos, mas ndo em monacitos, a inducdo de CLs por IGF-1 parece
ser acompanhada da secrecdo de prostaglandina E, (PGE;). O bloqueio da via do IGF-
1R resultou numa reducdo na formacdo de CLs induzida por M. leprae, sugerindo que
este hormdnio tem um papel na biogenese de corpusculos induzida pelo M. leprae.
Finalmente, foi demonstrado que o IGF-I modula negativamente a expressdo de
catelicidina, produto da via microbicida dependente de vitamina D, favorecendo a
sobrevivéncia do M. leprae. Em conjunto, nossos dados sugerem que o IGF-1 contribui
para a manutencdo de um nicho favoravel para a sobrevivéncia do M. leprae na célula
hospedeira, participando do acimulo de lipideos e atenuando mecanismos microbicidas
no macrofago infectado. Como parte final deste trabalho, tendo em vista o papel
relevante do IGF-1 na patogenia da hanseniase, através de uma analise genética
identificamos 6 polimorfismos de base unica (SNP) candidatos no gene do IGF-I que
poderiam estar associados a uma maior ou menor susceptibilidade a hanseniase na
populacéo brasileira.
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ABSTRACT:

Funcional impact of insulin-like growth factor I (IGF-1) in the infection of macrophages
by Mycobacterium leprae

Foamy macrophages and Schwann cells containing high numbers of Mycobacterium
leprae are found in skin and nerve lesions, respectively, of patients with multibacillary
leprosy. It was recently demonstrated that the foammy aspect of infected cells is due to
the accumulation of host cell lipids as a result of the capacity of M. leprae to induce the
formation of lipid bodies (LBs), this event being important for bacterial intracellular
survival. However, the mechanisms that lead to lipid accumulation were not fully
elucidated. It was previously, demonstrated that M. leprae is ability to induce the
expression of insulin-like growth factor | (IGF- I) in macrophages and Schwann cells.
IGF-1 is a hormone that has multiple biological actions, such as modulation of lipid
metabolism and regulation of the immune and inflammatory responses. The main goal
of this work was to evaluate the participation of IGF -I in the biogenesis of LBs induced
by M. leprae in human macrophages and in bacterial survival. To accomplish this goal,
human primary monocytes and monocyte-derived macrophages or macrophages derived
from the THP -1 monocytic cell line were used in the the following protocols: a) to
investigate the capacity of IGF-I to induce LBs, after hormone treatment cells were
stained with Oil Red O and LBs were quantified by microscopy; additionally,
theexpression levels ofadipophilin  (ADRP) and other genes involved in lipid
metabolism were measured by quantitative RT-PCR (gPCR); b) to analyze whether
IGF-1 participates in the LB biogenesis induced by M. leprae, macrophages were
infected in the presence of a neutralizing antibody specific to the IGF -l receptor
(IGF1R followed by Oil Red O staining; c) to evaluate the effect of IGF-I on the
macrophage anti-bacterial mechanisms and M. leprae intracellular survival , IGF1R was
silenced using RNAI and both the expression of the microbicidal peptide chatelicidin
and M. leprae viability were acessed by qPCR. We found that IGF-I per se is able to
induce LB formation in human monocytes and macrophages. IGF-1 was also able to
induce the expression of ADRP and HMGCOoA reductase, in macrophages, but not in
monocytes, LB induction seems to correlate with prostaglandin E, (PGE;) production.
Moreover, blocking IGF-1R signaling resulted in decreased levels of LB formation
induced by M. leprae in macrophages, suggesting that this hormone plays a role in LB
biogenesis during M. leprae infection. Finally, it was shown that IGF-I negatively
modulates the expression of cathelicidin, a product of the vitamin D-microbicidal
dependent pathway, favoring the survival of M. leprae. Altogether, our data suggest that
IGF -1 contributes to maintain a favorable niche for M. leprae survival inside the host
cell, by inducing lipid accumulation and attenuation of microbicidal mechanisms in
infected macrophages. Based on the potential relevance of IGF-1 in leprosy
pathogenesis, as a last step of this study, we performed an in silico genetic analysis,
identifying six single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IGF-1 gene as candidates
that may be linked to leprosy susceptibility in the Brazilian population.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Hanseniase: Aspectos gerais

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa de evolugdo cronica, causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), que afeta preferencialmente a pele e os nervos

periféricos, podendo levar a danos permanentes se ndo tratada (1).

Acredita-se que os primeiros registros da hanseniase ocorreram antes dos tempos
biblicos; escavacdes na india revelaram a presenca da forma lepromatosa da hanseniase
em esqueletos (cerca de 2000 a.C.). Outros relatos que descrevem o0s sintomas da
doenca ocorreram no Egito (1500 a.C.), no sul da Asia (600 a.C.), na Grécia (400 a.C.),
na China (300 a.C.) e na Itlia (100 a.C) (citado por 2). A hanseniase era conhecida
como “lepra”, sendo também, abordada na biblia, que tratava a pessoa leprosa como
pessoa suja que havia sido repreendida por Deus por ser desobediente (Velho
testamento - Levitico 13:2-3). Com isso, a hanseniase foi estigmatizada como uma
doenca dos pecadores, e durante muitos anos os ditos “leprosos” foram excluidos da
sociedade — medida esta tomada como prevencdo da transmissdo da doenca. Em 1976,
no Brasil, a terminologia “lepra” foi substituida por hanseniase em homenagem a
Gerard Hansen por ter descrito o0 agente etioldgico da doenca, e a partir de 1995, com a
lei federal 1.010/95, foi proibida a utilizagdo do termo “lepra”.

Em 1981, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) introduziu a poliquimioterapia
(PQT), tratamento que consiste na administracdo de trés drogas: a dapsona, a
clofazimina e a rifampicina. A administracdo da PQT se mostrou extremamente eficaz
reduzindo drasticamente a incidéncia da doenca. Hoje, o tratamento da hanseniase é

gratuito e fornecido pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

Atualmente, a hanseniase é considerada uma doenga negligenciada que ainda
persiste como um problema de salde publica. De acordo com a OMS, em 2013 foram
diagnosticados 155.385 novos casos da doenca no sudeste asiatico, dado este que
representa 72% dos novos casos da doenca reportados no mundo. Logo em seguida, a
regido das Américas reportou 33.084 casos reportados de hanseniase a OMS,
representando 15% dos novos casos detectados, sendo que destes, 31.044 foram
diagnosticados no Brasil (figura 1.1 - OMS, 2014).
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Deteccao de novos casos de Hanseniase por 100 000 individuos, 2013.
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Figura 1.1: Taxas da incidéncia mundial de hanseniase reportadas pela OMS referente ao
ano de 2013. Mapa que demonstra a deteccdo de novos casos de hanseniase pelo mundo
reportados & OMS. As taxas de novos casos referem-se a cada 100.000 habitantes. Em tons de
verde estd a representacdo da deteccdo de novos casos, quanto mais escuro, maior o numero de

casos reportados em dado pais. Adaptado de OMS, 2014.

Segundos dados do Ministério da Saude, em 2014 foram diagnosticados 31.064
novos casos de hanseniase no Brasil, sendo 13.523 no nordeste, 6.113 no norte, 4.536
no centro-oeste, 4.510 no sudeste e 1.035 no sul do pais (3).

1.1.1 O agente etioldgico:

Em 1873, Gerhard Henrick Armauer Hansen (1841 — 1912), identificou o
Mycobacterium leprae como agente etioldgico da hanseniase. Taxonomicamente, esta
bactéria pertence ao reino Monera, filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium.

Primeiramente chamado de bacilo de Hansen, o M. leprae é um considerado um
bacilo gram positivo — embora ndo se core bem pelo método de Gram, que possui uma
leve curvatura, medindo de 1,5 a 8 micra de comprimento por cerca de 0,2 a 0,5 micra
de largura (figura 1.2A), e a temperatura 6tima para o crescimento desta micobatéria €
abaixo de 37°C (revisto por 1). Assim como outras micobactérias, € um bacilo alcool-

acido resistente, pois se cora em vermelho pela fucsina, sendo resistente a descoloracéo
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por solucdo alcool-acida na técnica de coloracdo de Ziehl-Nilsen. Nas lestes dos
pacientes, os bacilos podem ser encontrados isolados ou agrupados, formando globias
(4).

O M. leprae é um patdgeno intracelular obrigatorio que apresenta tropismo por
fagocitos mononucleares e células de Schwann dos nervos periféricos (revisto por 1).
Outra caracteristica deste bacilo € apresentar alta infectividade e baixa patogenicidade.

A parede celular do M. leprae é considerada um componente-chave na interagcdo
entre a micobactéria e suas células de predilecdo. Contém peptiodioglicana e galactana
ligadas a cadeias ramificadas de arabinana. Unidas a arabinana, sdo encontrados acidos
micolicos que formam um folheto interno. O folheto interno € rico em &cidos micolicos
e é&cidos micoserosbicos, como também de glicolipideos fendlicos, mais
especificamente o PGL-I, o qual € um glicolipideo exclusivo do M. leprae (1).

O genoma do M. leprae possui caracteristicas distintas das outras micobactérias,
pois possui um baixo ndmero de genes codificantes, os quais representam somente
49,5% do genoma. Possui um elevado numero de pseudogenes, cerca de 27% de seu
genoma, regides ndo codificantes que compreendem 23,5%, além de sequéncias
repetitivas. A comparacdo do genoma do M. leprae com o de outras micobactérias
demonstra que esse patdgeno passou por um processo de evolucdo redutiva, com uma
possivel perda de mais de 2.000 genes, onde determinados genes se tornam inativos,
uma vez que certas funcbes ndo sdo mais necessarias em nichos altamente
especializados (5).

Existem relatos da ocorréncia de animais infectados pelo M. leprae, como o tatu
de nove bandas (Dasypus novemcinctus). Esses animais apresentam uma infeccao
disseminada com um carater patolégico semelhante ao dos individuos com Hanseniase
(6). Durante anos o principal modelo experimental para cultivo “in vivo” desta
micobactéria foi através de infeccdo nessa espécie de tatu. Bactérias viaveis também
podem ser obtidas de biopsias de pacientes com a forma lepromatosa da doenca.

Um grande empecilho para os estudos em hanseniase € a impossibilidade de
cultivo “in vitro” desta micobactéria, possivelmente resultante de uma redugéo
evolutiva de seu genoma micobacteriano, restringindo significativamente seus nichos de
replicacdo. Shepard, em 1960, demonstrou que ao inocular pequenas quantidades do
bacilo, provenientes de pacientes lepromatosos, em coxim plantar de camundongos
BALB/c ocorre uma multiplicacdo deste bacilo, sendo que lenta, pois o M. leprae

apresenta um tempo de geracdo de cerca de duas semanas, além de fatores limitantes
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como a resposta imunoldgica do hospedeiro. Este modelo foi de extrema importancia
para estudos relacionados ao tratamento da hanseniase.

A supressdo da resposta imune em camundongos por timectomia e irradiagdo
resultou em um aumento da infeccdo e disseminacdo do bacilo. Nesses camundongos
atimicos, a multiplicacdo do bacilo é mais eficaz, sendo este um dos modelos que
permitem a realizagdo de culturas com um grande nimero de bacilos altamente viaveis
para 0 uso experimental (7-9). O modelo atual de obtencdo de M. leprae viavel é pela
infeccdo de camundongos nudes, que sdo camundongos que nao possuem resposta
imunolodgica adaptativa eficaz devido a falta de linfocitos T. Este modelo é baseado na
infeccdo do M. leprae no coxim plantar (figura 1.2B) desses camundongos e ele
representa a fonte mais rentavel e eficaz de M. leprae viavel para experimentagdo (1).

Figura 1.2. Morfologia do M. leprae e cultivo em pata de camundongo. A)
Suspensdo da micobactéria obtida de cultivo em pata de camundongo nude,
microscopia eletrdbnica com aumento de 800x. B) Pata edemaciada de

camundongo nude, seis meses apos infecgdo com 5x10° de M. leprae. (1).

1.1.2 Transmissdo e diagnostico:

Acredita-se que a transmissdo da hanseniase ocorra principalmente pelo contato
direto com pessoas infectadas pelo M. leprae, sendo o trato respiratorio superior a
principal porta de entrada e saida desta micobactéria (10). Em 2013, Silva e
colaboradores (11) demonstram que 0 M. leprae é capaz de invadir células do epitélio
alveolar e nasal humanos “in vitro”, e ainda ha persisténcia da infec¢do nessas células.
Neste mesmo trabalho, os autores também demonstraram que a infeccdo intra-nasal em

camundongos com esta micobactéria resultou na infeccdo de células epiteliais
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pulmonares e macréfagos, reforcando a importancia das vias aereas para a infeccao

causada pelo M. leprae.

O diagnostico da hanseniase é basicamente clinico, ou seja, atraves da analise da
sintomatologia e sinais da doenga. Os principais sintomas sdo as lesGes cutaneas,
espessamento dos nervos e perda de sensibilidade local. Existem, ainda, diferentes
recursos laboratoriais que podem ser utilizados, como exames histopatologicos e
baciloscopicos, ensaios imunoenzimaticos (ELISA) que identificam anticorpos anti-
PGL1, e mais recentemente, a deteccdo deste patdgeno através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Este ensaio molecular consiste na amplificacdo de sequéncias
especificas do DNA do M. leprae, utilizando diferentes genes alvos para deteccdo do
patdgeno como o RLEP, Ag85B e 0 16S RNA ribossomal (12-14). Outra aplicacdo da
PCR é avaliar a viabilidade do M. leprae, para isso, uma razdo entre a expressdo do
gene ribossomal 16S e do DNA da micobactéria é realizada. Dessa maneira, quanto
maior a proporc¢édo de copias das moléculas de RNA de M. leprae implica em uma maior

viabilidade da micobactéria (13).

1.1.3 Marcadores genéticos associados a hanseniase:

A influéncia genética acerca da predisposicdo a hanseniase comegou a ser
estudada na década de 60, e foram confirmadas em estudos observacionais de gémeos,
analise de agregacdo familiar e segregacdo complexa. Desde entdo, a busca de
marcadores associados ao adoecimento em hanseniase vem, a cada dia, ganhando mais
forca. Com o passar dos anos alguns polimorfismos que poderiam afetar as respostas
imunes inata e adaptativa ja foram investigados e associados a predisposicdo a doenca

(15), conforme demonstrados na figura abaixo.
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Figura 1.3. Principais vias associadas a predisposicdo a hanseniase. Modelo esquematico
representativo das principais vias imunoldgicas em que ja foi demonstrada uma associagdo genética
associada ao a predisposicdo a hanseniase. Siglas: LXA4, Lipoxina A 4; PGE2, prostaglandina E2;
ADRP, adipofilina; VDR, receptor de vitamina D; HLA, antigeno leucocitario humano; CR3,
receptor de complemento 3; MRC1, receptor de manose; IL, interleucina; TNF, fator de necrose

tumoral; TCR, receptor de célula T; TLR, receptores do tipo toll; IFN-y, interferon gama (13).

Marcadores genéticos correspondem a regides do DNA, podendo ter, ou néo,
localizagdo conhecida no cromossomo, que através de mutacBes podem revelar
polimorfismos entre individuos geneticamente relacionados ou de uma mesma espécie
(16). O genoma humano é bem complexo, contém cerca de 25.000 genes distintos e
aproximadamente 3 bilhdes de pares de base (17). Alem disso, existem diversas
sequéncias repetitivas que variam de pessoa para pessoa, € isto também ocorre em
outros seres Vivos.

Dentre os diferentes marcadores moleculares presente no DNA, polimorfismos
de base tnica (do inglés “single nucleotide polymorphism - SNP) apresentam grande
destaque. Estes caracterizam-se por uma mudanca de apenas uma base em uma dada

sequéncia e pode ocorrer tanto em regides intrénicas como exonicas (18).
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Diversos estudos relacionando polimorfismos a susceptibilidade ou resisténcia a
diferentes doencas vem sendo realizados ao redor do mundo. Em hanseniase, 0s
primeiros estudos genéticos buscaram investigar se SNPs no gene que codifica o
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) estariam associados a doenca e foi identificado
que o l6cus HLA/interferon (IFN), no cromossomo 6, estaria relacionado as diferentes
formas clinicas encontradas na Hanseniase (19).

Com o passar dos anos, outros trabalhos demonstraram diversos outros
polimorfismos que estariam associados a hanseniase de diferentes maneiras. Pereira e
colaboradores (20) demonstraram que um SNP no gene que codifica a interleucina-10
(IL-10) poderia ser um marcador molecular associado a hanseniase. Os individuos que
apresentam esse SNP produzem menos IL-10, levando a um processo inflamatorio
exacerbado que permite a evolugdo para a doenca.

Também foi investigada a associacdo entre um SNP no gene IFN-y e hanseniase,
neste trabalho os autores demonstraram que a presenca desse polimorfismo estaria
associada a protecdo a doenca (20). Em seguida, este mesmo grupo evidenciou que um
SNP no gene que codifica o fator de necrose tumoral (TNF) estaria associado a protecdo
a doenca, visto que os individuos que apresentam esse SNPs possuem uma maior
producdo de TNF e consequente protecdo a hanseniase (21).

Recentemente, foi demonstrado que um polimorfismo no gene NLRP1 estaria
associado a hanseniase, sendo que nesse trabalho os autores observaram que esse SNPs
estava mais evidenciado em pacientes com as formas paucibacilares da doenca, em
comparacdo aos multibacilares (22). Utilizando um chip com sondas para diversos
polimorfismos, Zhang e colaboradores (2009) realizaram uma grande busca de
polimorfismos que poderiam estar associados a hanseniase com esta abordagem de
amplo espectro, e identificaram um polimorfismo no gene NOD2 que apresentou uma
forte associacdo em pacientes com a forma lepromatosa da hanseniase quando
comparado aos pacientes com a forma tuberculdide (23). Posteriormente, foi
demonstrado que este polimorfismo estaria associado ao adoecimento em hanseniase
(24).

A busca de genes alvos relacionados a hanseniase esta apenas comecando, Vvisto
que inumeros polimorfismos podem estar, em associacdo, regulando um perfil mais
protetor ou de susceptibilidade a doencas. Dado isso, investigar SNPs em hanseniase

poderia auxiliar a esclarecer mais esse complexo painel associado a essa doenca.
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1.1.4 Classificagdo, aspectos clinicos e imunoldgicos:

Em 1960, os patologistas Ridley e Jopling (25) propuseram uma classificacdo da
doenca baseada nos aspectos clinico-evolutivos, baciloscopicos, imunologicos e
histolégicos. Segundo esta classificacdo, a qual é adotada até os dias atuais, a
hanseniase apresenta-se como um amplo espectro de formas clinicas, onde em uma
extremidade deste espectro encontra-se a forma clinica Lepromatosa-Lepromatosa (LL),
caracterizada por individuos com uma alta carga bacilar associada a uma baixa
producdo de IFN-y em resposta a antigenos do M. leprae. No outro extremo, encontra-se
a forma Tuberculdide-Tubercul6ide (TT), onde os pacientes apresentam uma baixa
carga bacilar associada a uma alta producdo de IFN-y antigeno-especifica. Entre os
polos existem os grupos intermedidrios denominados “borderline”. Sdo eles, BL
(Borderline-Lepromatoso), BB (Borderline-Borderline) e o BT (Borderline-
Tubercul6ide), onde a resposta imune celular é maior conforme a proximidade do polo
Tubercul6ide e menor quanto mais préximo do polo Lepromatoso (figura 1.4). Uma
classificacdo simplificada estabelecida pela OMS (1997), para fins de escolha do regime
terapéutico a ser empregada no doente, divide a hanseniase em multibacilar e
paucibacilar. As formas clinicas multibacilares compreendem LL, BL e BB e as formas

paucibacilares TT e BT.

Entre os polos extremos da doenca (TT e LL), observa-se uma grande diferenga na
organizagdo e composicao celular na lesdo de pele desses pacientes. A partir da analise
histoldgica de fragmentos de pele de um paciente com a forma clinica TT observa-se
uma inflamag&o granulomatosa bem desenvolvida com raros bacilos no tecido lesado. J&
uma caracteristica marcante na lesdo do paciente LL é a presenca de macrofagos de
aspecto espumoso devido ao acumulo de lipideos, denominados células de Virchow
(26).
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Figura 1.4. Formas clinicas da Hanseniase de acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling
(1966). A linha tracejada indica o indice baciloscopico que, como pode ser observado, é elevado em
pacientes do polo LL e préximo a zero no pacientes do polo tuberculdide. Ja a linha preenchida
indica a producdo de IFN-y M. leprae-especifica, que é elevada no polo TT e reduzida no polo LL.
Abreviagdes: TT (Tuberculdide-Tuberculdide), BT (Borderline-Tubercul6ide), BB (Borderline-
Borderline), BL (Borderline Lepromatoso), LL (Lepromatoso-Lepromatoso) (20).

1.1.4.1 Resposta imune adaptativa na hanseniase

O IFN-y ¢ uma citocina que apresenta um papel chave no controle de patdgenos
intracelulares. Esta citocina é originalmente conhecida com um fator ativador de
macrdofagos e é amplamente produzida pelos linfécitos Thl. A ativacdo da resposta
imune inata pelo IFN-y induz uma diretamente uma resposta microbicida, assim como o
ele regula positivamente o processamento e apresentacdo de antigenos. O IFN-y também
orquestra a atracdo e maturacdo de diferentes tipos celulares como monacitos, células
natural Killers e, ainda, é capaz de regular funcionalmente os linfécitos B (28).

Ap0Os exposicdo ao IFN-y ocorre uma queda na populagdo de linfocitos com
perfil Th2 e aumento de macr6fagos classicamente ativados, que por sua vez possuirdo
uma alta capacidade microbicida, grande parte devido a ativacdo da via de vitamina D e
consequente producdo de catelicidina (28).

Em um estudo realizado com pacientes portadores de hanseniase, 0s autores
avaliaram a producdo de IFN-y em células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) de pacientes com as formas multibacilares e paucibacilares frente ao estimulo

com antigenos do M. leprae. Neste estudo, foi demonstrado que apds estimulagcdo com
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antigenos especificos da micobactéria houve uma falha na producdo de IFN-y pelo
PBMC de pacientes multibacilares, mostrando que nesses individuos a exposi¢do ao M.
leprae resulta nessa deficiéncia na producéo de IFN- y (29).

As diferencas entre a forma lepromatosa e tuberculdide em resposta ao M. leprae
também podem ser observadas através dos padrdes de citocinas produzidas por esses
pacientes. Yamamura e colaboradores (30) utilizaram o paradigma de linfécitos T
auxiliares Thl e Th2 para explicar os diferentes perfis de resposta. Através da anélise de
expressao génica de citocinas a partir de RNA mensageiro extraido de lesbes de pele
pacientes, os autores observaram que a expressao de IL-2, linfotoxina alfa e IFN-y ¢
aumentada em lesGes de pacientes tuberculdides e a expressdo de IL-4, IL-5 e IL-10 é
predominante nas lesdes de pacientes lepromatosos.

Reforcando esse dado, Sieling e Modlin (31) verificaram que clones de linfocitos
T CD4 isolados de lesdo de pele de pacientes do polo TT secretam preferencialmente
IFN-y, enquanto os clones isolados de leséo de pele de pacientes do polo LL produzem
predominantemente IL-4. Misra e colaboradores também demonstraram, através da
analise da expressdo génica e producdo de citocinas por células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), que pacientes tuberculdides apresentam um padrdo de
resposta do tipo Thl, enquanto as células obtidas dos pacientes lepromatosos
apresentam um padréo de resposta do tipo Th2 (32) Muitos pacientes possuem, contudo,
um perfil de resposta misto, com produgédo de IFN-y, IL-2 e IL-4, quebrando, assim, o
paradigma Th1/Th2 que prevaleceu durante décadas em relacdo a hanseniase (1).

Com o passar dos anos, novas subpopulacbes de células T vem sendo
descobertas e seu papel na hanseniase tem sido estudado. Por exemplo, as células Th17
foram reconhecidas por uma alta producdo de IL-17 e envolvimento em processos
inflamatdrios como a psoriase, artrite reumatoide e esclerose multipla (33). Um estudo
recente observou uma menor expressdo de RNAm para IL-17 tanto em lesdo de pele,
quanto em PBMCs de pacientes com a forma lepromatosa da doenca, quando
comparados aos pacientes com a forma tuberculdide e individuos sadios, cogitando a
possibilidade de utilizar essa reducdo na expresséo de IL-17 como um marcador dos
diferentes polos da hanseniase (34).

Outra subpopulacdo de linfocitos investigada na hanseniase foi a de células T
reguladoras (Tregs), células T reconhecidas por seu papel em suprimir a respota
imunoldgica e manter a homeostasia local. Foi observada a presenga de clones de

linfocitos T que expressavam Foxp3, um marcador caracteristico deste fenétipo celular,
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em pacientes com as formas multibacilares da hanseniase. Neste mesmo trabalho foi
encontrada uma alta expressdo de TGF-p, citocina esta que estaria atuando ndo somente
para uma supressdo da resposta inflamatoria, como também, poderia estar associado ao
aumento de células Tregs nestes pacientes (35). Posteriormente, foi descrita a
capacidade dessas células Treg em produzir TGF- B, que juntamente com a alta
producdo de IL-10 por essas mesmas células, estariam suprimindo a resposta
inflamatoria (36). Finalmente, a fungdo reguladora dessas células foi demonstrada,
através da deplecdo desta populacdo, e consequente recuperacdo da resposta imune

efetora em humanos (37).

1.1.4.2 Resposta imune inata

Os macrdfagos estdo entre as células que constituem a primeira linha de defesa do
organismo contra patégenos, compondo o sistema imune inato do hospedeiro. Contudo,
paradoxalmente, os macréfagos sdo as células preferencialmente infectadas pelo M.
leprae, tornando-se nichos adequados para sua sobrevivéncia e multiplicacdo no ser
humano. Juntamente com os mondcitos do sangue e células dendriticas, os macréfagos
constituem o sistema de fagocitos monucleares, cuja funcdo principal € a fagocitose,
apresentacdo de antigenos e a producdo de um conjunto de sinais necessarios para a
geracdo da resposta imune adaptativa. Primeiramente descritos por Metchnikof no final
do século 19, os macréfagos sdo células multifuncionais que estdo presentes na maioria
dos tecidos dos animais vertebrados (34). Durante o processo inflamatério, os
monocitos, que tem sua origem na medula Ossea a partir de células progenitoras
hematopoiéticas, sofrem diapedese e migram do sangue para o sitio de inflamacéo onde
se diferenciam em macrofagos e células dendriticas convencionais. Contudo, em
condi¢bes de homeostasia, macrofagos residentes sdo encontrados na maioria dos
tecidos e o fato destas células constituirem uma populacdo independente, ndo derivada

de mondcitos e capaz de se perpetuar no tecido, foi recentemente demonstrada (39).

Os macrofagos sdo células que apresentam papel chave nas respostas imune inata e
adaptativa e sdo mediadores cruciais na resposta inflamatéria (revisto por 35). Eles
podem ser ativados por diversos estimulos, podendo entdo assumir diferentes
caracteristicas morfoldgicas e funcionais (41). A ativacdo classica de macrdfagos, em
geral, é mediada por estimulos como lipopolissacarideo (LPS), fator de necrose

tumoral-alpha (TNF), Interferon-y (IFN-y) e do fator de crescimento de colonias de
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granulécitos e macrofagos (GM-CSF), correspondendo aos macréfagos denominados
M1. Esses macrofagos sdo capazes de secretar uma gama de mediadores pro-
inflamatorios, como TNF, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, e IL-23. J4 a ativagdo alternativa,
geralmente mediada por citocinas como IL-4 e IL-13 polarizando, entdo, macrofagos
para um perfil M2. Este Gltimo apresenta um perfil menos efetor e com acbes
imunomoduladoras. Os macréfagos M2 sdo caracterizados pela produgdo de diversas
citocinas e mediadores de carater anti-inflamatorio e imunomodulador, tais como a IL-
8, IL-10, IL-5, PGE;, MCP-1, MIP-1B, RANTES e IGF-I. Vale ressaltar que os
macrofagos M2 sdo considerados uma populacdo altamente heterogénea, podendo
assumir diferentes perfis de ativacdo sendo entdo classificados como M2a, M2b, dentre
outros (36, 37).

Durante a resposta imune inata, os padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) sdo reconhecidos por uma gama de receptores presentes nas células do
sistema imune inato. Os receptores do tipo “Toll” sdo descrito como importantes na
ativacdo e diferenciacdo de mondcitos para macrofagos, promovendo a atividade
microbicida dessas células, sendo o heterodimero TLR1-TLR2 e o0 homodimero TLR2
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos micobacterianos (43,44). Vem sendo
caracterizado um possivel envolvimento entre os receptores de reconhecimento padrédo
(PRRs), TLR e os receptores do tipo NOD2, no reconhecimento do M. leprae através de
estudos de susceptibilidade genética a hanseniase. A sinalizacdo via NOD esta
relacionada a uma regulacdo negativa na producdo de fatores antimicrobianos, e que
agindo sinergicamente com os TLRs estaria favorecendo a infeccéo pelo M. leprae (15).
O primeiro contato do M. leprae com os macréfagos envolve PRRs, e a fagocitose do
bacilo ocorre devido aos receptores de complemente, como CR1, CR3 e CR4, e do

receptor de manose (45).

Nas lesbes tuberculdides, os macréfagos apresentam fendtipo predominante
microbicida (M1). Este perfil de ativacdo de macrdfagos € capaz de produzir I1L-12,
citocina esta que vai favorecer a diferenciacdo de linfécitos com o perfil Thl, que por
sua vez produzem IFN-y. Esse IFN-y pode atuar ativando a via da vitamina D-
catelicidina, via esta importante para o atividade microbicida destes macréfagos frente a

micobactérias (46)

Uma caracteristica do sitio inflamatorio do paciente LL é a presenca de alta

expressao de IL-10 na lesdo, citocina esta que poderia estar atuando na modulagéo de
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macrofagos para o perfil M2, ou seja, tornando esse macrofago mais permissivo a
infeccdo pelo M. leprae (30). Além disso, O M. leprae é capaz de modular a expressao
de indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), que é capaz de ativar macrofagos
alternativamente, sendo corroborado a um segundo trabalho em que foi encontrada uma
maior expressdo desta molécula em macréfagos de pacientes do polo LL da doenga,
contribuindo para a imunossupressao caracteristica destes pacientes (47). Ainda para
manter um ambiente mais favoravel, o M. leprae é capaz de induzir um aumento da
expressao de CDI163, um receptor tipo “scavenger”’, favorecendo a entrada desta

micobactéria na sua célula hospedeira (48).

Estudos recentes vém avaliando a participacdo do Interferon do tipo 1, ou
Interferon-f3, na infeccdo pelo M. leprae. Teles e colaboradores (49) demonstram que o
M. leprae é capaz de induzir a expressdo de IFN-B, IL-27 e IL-10 em mondcitos
humanos, prevenindo assim, a reposta microbicida mediada celular por IFN-y. Ainda
neste contexto, Silva e colaboradores (50) observaram que o M. leprae é capaz de
induzir a expressdo e producao do fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I),
que possui papel antiinflamatério, em macr6fagos murinos. Ainda neste estudo, foi
demonstrado que o pré-tratamento desses macréfagos com anticorpo neutralizante para
0 receptor majoritario do IGF-I (IGF1R) foi capaz de reestabelecer a atividade
microbicida dessas células.

Outra caracteristica da lesdo de pele de pacientes do polo LL € a presenca de
celulas de Virchow, assim denominadas em homenagem ao patologista Rudolf
Virchow, que sdo macrofagos ditos espumosos, pois possuem um acumulo de lipideos e
sdo altamente infectados pelo M. leprae (26). Mais tarde verificou-se a capacidade desta
micobactéria em replicar-se dentro de fagossomos ricos em lipideos (51). Com o passar
dos anos diversos estudos acerca da origem desses lipideos foram realizados
evidenciando-se que grande parte desses lipideos provém de sintese de novo da prépria
célula hospedeira estocados na forma de corpusculos lipidicos (CLs) e que a presenca
destas organelas estaria associada a macrofagos com menor atividade microbicida (52—
54). De fato, em monocitos estimulados com M. leprae foi verificada uma correlagédo
entre a presenca de CLs e a producdo de Prostaglandina-E, (PGE,), mediador lipidico
que contribui para o fenétipo permissivo observado em macrofagos infectados in vivo

com o bacilo (55).
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1.2 Os corpusculos lipidicos e a Hanseniase:

Os CLs séo organelas ricas em lipideos, encontradas tanto em células procarioticas
como eucarioticas. S8o organelas esféricas de 50um a 200um limitadas por uma
monocamada de fosfolipideos e em seu interior sdao encontrados diversos lipideos
neutros, como o triacilglicerol, diacilglicerol ou ésteres de colesterol. Acreditava-se que
os CLs eram organelas apenas para estocagem e trafego de lipideos em células animais
e/ou vegetais. J& em procariotos, acreditava-se que a inducdo de CLs era devido a uma
resposta a um estresse ambiental. Hoje em dia sdo consideradas organelas dinamicas e
funcionalmente ativas que participam de diversos processos biol6gicos, tais como
metabolismo de lipidios, sinalizacdo e ativacdo celular, trafego de membrana, sintese e
secrecdo de mediadores inflamatdrios, dentre outros (50).

Essas organelas apresentam um conteddo proteico diverso, que incluem
proteinas da familia PAT, que compreende a perlipina, a adipofilina (ADRP) e a TIP47
(figura 1.5) (57,58).

Figura 1.5: Composi¢do dos corpusculos lipidicos:
Esquema representativo dos componentes estruturais e
lipideos internos dos corpusculos lipidicos. Estdo
representados por siglas a diacilglicerol aciltransferase
(DGAT?2) e a fosfocolina citidiltransferase (CCT) (56).
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Dados da literatura indicam que os CLs podem estar favorecendo a infecgéo por
Trypanossoma cruzi em camundongos, no qual este patdégeno induz a formacédo de CLs
em macrdfagos peritoneais (60). Também j& foi verificado que o bacilo Calmette-
Guerrin (BCG) é capaz e induzir a formacdo destas organelas em macréfagos, e ainda
neste trabalho, foi demonstrado que essa inducéo era dependente de TLR2 (61).

Estudos em hanseniase demonstraram que o aspecto espumoso de macrofagos e
celulas de Schwann infectadas com M. leprae encontrados em lesGes de pacientes LL
deriva do acumulo de CLs nestas células (54,62). Nestes trabalhos foi demonstrada a
capacidade in vitro do M. leprae em induzir a formagdo de corpusculos lipidicos em
monacitos via o heterodimero TLR2/TLR6 e em células de Schwann via TLR6. Ainda
nestes estudos, foi verificada uma correlacéo entre a presenca de CLs e a producéo de
Prostaglandina E, (PGE;). Além disso, os autores também evidenciaram que os CLS sdo
recrutados para o fagossoma que contém a bactéria, sendo que a inibicdo desde
recrutamento resulta na morte do M. leprae.

Dentre os lipideos acumulados na célula infectada, colesterol e éster de
colesterol foram identificados. Mattos e colaboradores (63) verificaram que o M. leprae
também foi capaz de induzir acimulo de colesterol intracelular através da modulacéo
positiva de receptores de captacdo de colesterol extracelular e da sintese de novo do
mesmo. Além disso, os autores demonstraram que ao reduzir as concentracfes de
colesterol intracelular com uso de estatina, que possui como acdo inibir a atividade da
hidroximetilglutaril-Coenzima A redutase (HMGCoA redutase), havia, em
consequéncia, uma reducdo na viabilidade da micobactéria. Corroborando estes dados,
Lobato e colaboradores (64) demonstraram que as estatinas sdo capazes de aumentar a
atividade microbicida da rifampicina, antibi6tico utilizado na rotina do tratamento de
hanseniase, sugerindo assim que o aumento dos niveis de colesterol intracelular possui
um carater anti-inflamatério protegendo a bactéria, ndo somente do sistema
imunoldgico, como de antibidticos.

Existem diferentes os mecanismos relacionados a regulagdo dos niveis de
colesterol intracelular, entre eles, existe a sintese de novo, a captacdo de colesterol
extracelular ou entdo pelo efluxo de colesterol intracelular, que em geral é realizado
pelos transportadores do tipo ABCAL e ABCG1(65).

Sabe-se atualmente que diferentes estimulos sdo capazes de induzir a formagéo
de CLs como o lipopolissacarideo (LPS), a lipoproteina de baixa densidade (LDL),

assim como infeccGes parasitarias e bacterianas (66,67). Recentemente, vém sido
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demonstrada a capacidade de fatores de crescimento celular na inducdo da formacéo
destas organelas (68). Dentre os diferentes horménios capazes de modular os niveis de
colesterol e CLs dentro da célula, o IGF-1 se apresenta como um potente candidato,
visto que ele é capaz de induzir um aumento na expressao génica de diversas enzimas
importantes para a biossintese de colesterol, como a HMGCOoA redutase, e da sintese de

acidos graxos, como a acido graxo sintase (FAS) (69).

1.3 O IGF-I e a hanseniase:

O IGF-I compde uma familia complexa conhecida como “o sistema IGF”. Este
compreende diversos peptideos envolvidos no crescimento, desenvolvimento e
metabolismo dos mamiferos, além de atuar em processos metabolicos celulares como a
proliferacdo, diferenciagéo, sobrevivéncia e migragéo celular (70).

Esta familia compreende trés peptideos ligantes (IGF-I, IGF-1l1 e a Insulina),
receptores de superficie como o receptor de IGF do tipo 1 (IGF-1R), o receptor de
manose 6 fosfato/IGF-1IR (M6P/IGF-IIR), o receptor hibrido (IGF-1R/IR), e o receptor
de insulina (RI), além de seis proteinas ligantes de alta afinidade (IGFBP-1 a 6) e suas
proteases (70,71). O esquema representado na figura 1.6 ilustra os componentes desta

familia.
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Figura 1.6: O sistema de fatores de crescimento semelhantes a Insulina. Esquema

representativo dos componentes dessa familia. Em pontilhado ligagGes de menor afinidade
entre as proteinas e os receptores. Siglas: IGF, fator de crescimento semelhante & insuling;
RI, receptor de insulina; M6P, manose 6 fosfato; IGFBP, proteina ligadora de IGF; P,
fosforilagdo (70).

O IGF-I é um hormbnio peptidico que compartilha aproximadamente 50% de
homologia em sua sequéncia de aminoacidos com a pré-insulina. Em geral o IGF-1 é
majoritariamente reconhecido pelo receptor IGF1R e a insulina pelo RI. A ativacdo do
receptor IGF1R fosforila preferencialmente IRS-2, que por sua vez € um potente
mitdgeno, possui atividade anti apoptética e é capaz de regula a replicacdo,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular. J& a ativacdo do RI fosforila IRS-1, a qual possui
grande atividade metabdlica em comparacdo ao IGF-1 (72).

As acdes biologicas dos IGFs sdo mediadas, principalmente, pelo IGF-1R, uma
glicoproteina expressa na superficie celular cujo dominio intracelular promove a
ativacdo de duas principais vias de transducdo de sinal: MAPK (proteinas quinase
ativadas por mitogenos) e P1 3-K (fosfatidil inositol 3-quinase), sendo estas envolvidas
na sobrevivéncia, proliferacdo e prevencdo de apoptose (70,73).

Dentre outros ligantes, o IGF-I é considerado um importante fator de crescimento,
pois estimula o crescimento de diferentes tipos celulares além de possuir grandes efeitos

metabdlicos (74), como na modulagdo transcricional de elementos envolvidos na sintese
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e acumulo de lipideos como a HMGCOoA redutase (enzima chave da biossintese de
colesterol), a Acido Graxo Sintase (enzima chave da biossintese de acidos graxos), o
receptor de LDL, além de modular, ainda, fatores de transcricdo como SREBP1 e -2
(do inglés Sterol Regulator Element-Binding Protein) em mioblastos (69).

IGF-1 € um fator tréfico que circula em altas concentragdes na corrente sanguinea
ligado a IGFBPs, sendo produzido no figado, e é regulado majoritariamente pelo
hormonio do crescimento (GH). O GH, por sua vez, é produzido pela hipofise, sob
regulacdo da somastatina e do horménio de liberacdo do GH (GHRH). Entretanto, a
maioria dos tecidos é capaz de produzir este fator de crescimento, o qual pode atuar de
maneira endocrina, autdcrina ou paracrina (75). A expressdo de IGF-I pode ser regulada
em muitas etapas: na transcri¢do génica, por “splicing” alternativo e na tradugdo do
RNAmMm, assim como na sua secrecao (73).

Dados da literatura indicam que o IGF-I favorece a infeccdo por Leishmania
amazonensis, um patégeno intracelular que infecta preferencialmente macrofagos.
Estudos in vitro demonstraram um aumento do tamanho de lesbes de pele de
camundongos infectados com formas promastigostas de Leishmania pré-tratadas com
IGF-1, além de uma maior proliferacdo deste parasita (76,77). Em seguida,
demonstraram que o IGF-I atua diretamente como um fator de crescimento para
Leishmania amazonensis, pois esta apresenta receptor para este hormoénio, além de
bloquear a ativacdo de macrofagos e modular a resposta inflamatoéria local (78,79).
Posteriormente, este mesmo grupo verificou que o IGF-1 é essencial na infeccdo pela
Leishamania pois ao reduzirem os niveis deste, através de estimulo com IFN-y, ocorreu
uma queda no nimero de parasitas dentro da célula, o qual foi reestabelecido apds
tratamento com IGF-1 exdgeno (80). Também foi elucidado o mecanismo pelo qual o
IGF-1 estaria favorecendo a infeccdo pela Leishmania, Vendrame e colaboradores (81)
demonstraram que o IGF-I estaria induzindo a expressdo de arginase, que por sua vez
atuaria suprimindo a resposta inflamatoria da célula.

Também foi descrita a capacidade do M. leprae em induzir a expressdo de IGF-I
em macrofagos murinos. Neste modelo, o IGF-I modula negativamente a atividade
microbicida destes macrofagos, reduzindo a producdo de Oxido nitrico (50). Outro
estudo do mesmo grupo mostrou que o M. leprae tambem era capaz de induzir a
expressédo de IGF-1 em células de Schwann humanas, e neste contexto, o IGF-I induzido
pela micobatéria estaria atuando protegendo a célula de Schwann de morte por apoptose
(82).
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Tendo em vista a capacidade do M. leprae em induzir, ndo somente a expressdo
e producdo de IGF-I em macrofagos e células de Schwann (50,82), como também
induzir um aumento na formagéo de corpudsculos lipidicos (54,62), e associando esses
dados a capacidade lipogénica deste fator de crescimento (69), o presente trabalho
buscou compreender se este fator de crescimento possuiria um papel na sobrevivéncia
do M. leprae em macréfagos humanos e na formacdo de corplsculos lipidicos na
infeccdo de macrofagos humanos pelo M. leprae.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a participacdo do IGF-I na biogénese de corpusculos lipidicos induzidos pelo M.

leprae e na sobrevivéncia bacteriana em macrofagos humanos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a capacidade tanto do M. leprae, quanto do IGF-I, em induzir a

formacéo de corpusculos lipidicos em mondcitos e macroéfagos humanos;

Avaliar habilidade do IGF-1 em modular transcricionalmente o metabolismo

lipidico de mondcitos humanos;

Verificar a capacidade do M. leprae em induzir a expressdo de IGF-I em

macréfagos humanos;

Investigar a participacdo do IGF-I na inducgéo de corpusculos lipidicos pelo M.

leprae;

Avaliar a influéncia do IGF-1 sobre a viabilidade intracelular do M. leprae;

Investigar a influéncia do IGF-I induzido pelo M. leprae sobre a expressdo de
cateliciding;

Buscar mutacdes de base unica (SNP) in silico no gene IGF-I que possam estar

associados com o adoecimento em hanseniase
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3. METODOLOGIA

3.1 Mycobacterium leprae

Amostras de M. leprae vidvel obtido de coxim plantar de camundongos atimicos
“nude” (nu/nu) foram doados pela Dra. Patricia Sammarco Rosa do Instituto Lauro de
Souza Lima, Bauru, SP. A purificagdo do M. leprae a partir do coxim plantar de
camundongos nude infectados é realizada mensalmente pelo técnico de laboratorio e
ocorre apods a infeccdo da pata dos camundongos atingir uma carga bacilar de cerca de
10°-10° /g de tecido. Cerca de nove meses ap6s a inoculagdo dos bacilos, 0s
camundongos sdo sacrificados asfixiados com CO;no interior de uma cabine de
seguranca bioldgica de classe Il e tratados com luz UV por 3 minutos. A pata infectada
é removida, imersa em iodo 20% por 20 minutos e, posteriormente, em alcool 70%,
sendo posteriormente fragmentada. As patas sdo mantidas em meio RPMI (LGC
Biotecnologia) com 10% Soro Fetal Bovino (SFB - Cripion Biotecnologia LTDA) a 4
°C e sdo enviadas ao laboratorio de Microbiologia Celular — Pavilhdo de Hanseniase
(Fiocruz-RJ) para purificacdo. Os tecidos sdo fragmentados picando em pedacos
menores com tesoura pequena e pinca estéreis. Os fragmentos sdo transferidos para uma
placa de 6 pogos, aos quais se adiciona meio RPMI 1640. Adiciona-se solucdo de
colagenase-dispase 2x no poco em uma propor¢do 1:1 com 0 meio ja no pogco em
conjunto com uma solucdo de ampicilina (Sigma-Aldrich, EUA) com concentracao final
de 50pug/mL. Homogeneiza-se a placa por agitacdo suave e incuba-se a placa por 2
horas a 33°C. Apds a incuba¢do, homogeneiza-se novamente com o auxilio de uma
ponteira de 1 mL e transfere para tubos plasticos de 1,5 mL. Em seguida realiza uma
centrifugacdo de 16000 x g por 5 minutos, em que se descarta o sobrenadante e lava o
precipitado por duas vezes com agua estéril livre de pirogénio. Posteriormente,
dissolve-se o precipitado com uma solugdo da NaOH 0,1N estéril e entdo centrifuga
novamente a 16000x g por 5 minutos, descartando o sobrenadante. Em seguida,
dissolve-se o precipitado com 1 mL de meio RPMI 1640 estéril e com o auxilio de uma
seringa de insulina de 1 mL todo o volume é homogeneizado para remover 0S grumos
(83). As bactérias foram quantificadas e aliquotas contendo 10° células/mL cada.
Também foi realizado um controle sobre a viabilidade dessas bactérias utilizando o kit

Live and Dead (Molecular Probes), utilizando o protocolo descrito pelo fabricante.
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Amostras de M. leprae foram letalmente irradiadas pelo Laboratério de Instrumentagédo
Nuclear — Coppe/UFRJ.

3.2 Cultivo e manutencdo da linhagem monocitica humana THP-1

THP-1 é uma linhagem monocitica humana que foi obtida através da purificacdo de
mondcitos do sangue periférico de uma crianga com leucemia monocitica aguda. Foi
adquirida do banco de células ATCC (E.U.A) e mantida congelada em nitrogénio
liquido. Para inicio do cultivo, as células foram retiradas do nitrogénio liquido e
descongeladas em banho-maria a 37° C. Esta linhagem foi mantida em meio RPMI
(LGC biotecnologia) suplementado com 10% SFB (Cripion). As células ficaram
incubadas em garrafas de cultura (NUNCLON. NUNC FLASK, 25 cm?) em estufa de
5% de CO, a 37° C. As culturas foram mantidas atraves de repiques semanais e apos a
décima passagem foram desprezadas e uma nova aliquota da linhagem descongelada
para reinicio do cultivo. O crescimento e viabilidade da linhagem nas condi¢des de
cultivo foram determinados através de contagem das células em camara de Neubauer a

cada repique utilizando azul de tripan (SIGMA Aldrich).

Para diferenciacdo em macrofagos derivados da linhagem THP-1, foi realizado um
estimulo com Acetato miristato de forbol (PMA) (SIGMA Aldrich) a 80 nM durante 24
horas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e mantidos em estufa de 5%
de CO, a 37°C, sendo que nos ensaios onde houve a infeccdo com M. leprae vivo as

células foram mantidas a 33°C.
3.3 Obtencéo e cultivo de mondcitos e macréfagos primarios

A obtencédo de sangue periférico de voluntarios sadios no presente projeto encontra-
se amparada pelo Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ de nimero 504/09.

Mondcitos foram obtidos a partir de sangue periférico de individuos sadios, através
de separacéo por gradiente de concentracdo Ficoll Hypaque (GE healthcare). Para isso,
amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos heparinizados, diluido 1:2 em
solucéo salina tamponada (PBS — LGC Biotecnologia) e centrifugada a 913 x g sobre o
gradiente de densidade Ficoll Hypaque (GE healthcare), seguindo uma proporcéo de 20
mL de Ficoll para 30 mL de sangue diluido. O anel contando as células mononucleares
de sangue periférico (PBMCs — do inglés “periferal blood mononuclear cells”), que se
encontra na interface Ficoll/plasma foi coletado, lavado com PBS e centrifugado a 514 x
g durante 10 minutos a 4°C. Este processo de lavagem foi realizado por duas vezes. O
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sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 10 mL de meio RPMI 1640
suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB). As células foram contadas com
auxilio da camara de Neubauer, e a quantificacdo de células viaveis foi feita pelo
método da exclusdo por meio de coloracdo com azul de tripan. Os mondcitos foram
separados por adesdo, esse protocolo consiste no plagueamento do PBMC em placas de
cultura durante 2 horas em meio RPMI suplementado com apenas 2% de SFB, ap0s, 0
sobrenadante foi removidos e as células aderidas foram lavadas com PBS por duas
Vezes.

Para diferenciacdo em macrofagos, os mondcitos primarios foram mantidos em

cultura por sete dias para em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB.

3.4 Purificacéo de &cidos nucleicos:
3.4.1 Extracdo de RNA

O RNA total das culturas de mondcitos primarios ou de macréfagos derivados da
linhagem THP-1 foi extraido utilizando o regente TRIZOL® (Life technologies, EUA).
Apbs os periodos de estimulo ou infeccdo, o sobrenadante das culturas foram retirados e
aliquotados, e entdo adicionado 1 mL de TRIZOL® em cada poco, para lise das células
aderentes. Apos raspagem com ponteira, o conteddo lisado foi transferido para tubos de
1,5 mL (Eppendorf). Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloroférmio (Merck,
Alemanha) em cada tubo e os mesmos foram homogeneizados por inversdo até se obter
um aspecto leitoso. Apos isso, os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 15 minutos
a 4° C. A fase aquosa contendo o RNA (fase superior) foi transferida para um novo tubo
de 1,5 mL contendo 500 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA), misturada por
inversdo e incubada a -70° C por no minimo um dia para precipitacdo do RNA. As fases
intermediéria e organica foram armazenadas a -20 °C para posterior extracdo de DNA,
no caso dos ensaios de para avaliar a viabilidade do M. leprae. Apds o periodo de
incubacéo, foi adicionado 1 pL de GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para
melhor visualizacdo do sedimento, e entdo centrifugados a 14000 x g por 20 minutos a
4° C. Os sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado com 500 pL
de etanol 70% por uma vez e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a 4° C. Em
seguida os sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos a temperatura ambiente
por cerca de 10 minutos e em seguida ressuspensos em 20 pL de agua tratada com
dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life Technologies, EUA).
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3.4.2 Extracdo de DNA

A fase intermediaria armazenada a -20° C foi utilizada para a extracdo de DNA
para a realizagdo dos experimentos de viabilidade bacteriana. Em cada tubo foram
adicionados 100 pL de tampdo TE (5mM Tris; 0,1 mM EDTA) e 150 pL de
cloroférmio. A mistura foi homogeneizada no aparelho FastPrep® 120 (MP
biomedicals, EUA) na configuracdo de velocidade a 6,5 metros por segundo (m/s) por
45 seg. Os tubos foram incubados no gelo por 5 minutos e centrifugados a 12000 x g
por 10 minutos & temperatura ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para um
novo tubo de 1,5 mL contendo 300 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA),
misturada por inversdo e armazenada a -70° C por no minimo um dia. Apo6s, foi
adicionado 1 pL GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor visualizagdo
do precipitado, e entdo centrifugados a 12000 x g por 30 minutos em temperatura
ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado com
500 pL de etanol 70% por centrifugacdo a 12000 x g por 15 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida os sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos a

temperatura ambiente por 15 minutos e ressuspensos em 20 uL de 4gua de ampola.

3.4.3 Quantificacdo dos &cidos nucleicos

A quantificagdo dos &cidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria
utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). Inicialmente
foi lido 1 pL de &gua DEPC/agua de ampola para determinar o “branco”. Em seguida, 1
uL de cada amostra foi lido contra o “branco” no comprimento de onda de 260 nm. A
avaliacdo da pureza foi determinada pela razdo da absorbancia (A) em dois
comprimentos de onda: Axeozs0 indica 0 grau de contaminagdo por proteinas, enquanto
Agsor30 indica 0 grau de contaminacdo por compostos organicos. As amostras foram
consideradas com alto grau de pureza quando as raz6es Azsorso € Azsor230 apresentaram

valores > 1,8.

3.4.4 Andlise da integridade do RNA

A integridade do RNA extraido foi avaliada por gel desnaturante de agarose (Life
technologies, EUA) 1,2% em tampdo MOPS 1X (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente as
amostras foram desnaturadas adicionando-se 200 ng de RNA a 35% formamida, MOPS
1X, 0,125% corante azul de bromofenol e 1 pL de SYBR Green Il 100X (Life

technologies, EUA). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho seco a 65° C
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por 15 minutos e depois aplicadas no gel. A corrida de eletroforese foi realizada em
corrente elétrica de 100 V por 50 minutos. Apds esse periodo, o gel foi analisado por
sistema de foto documentacdo (L-Pix touch, Loccus biotecnologia, SP). O RNA foi
considerado integro quando observadas as subunidades ribossomais esperadas (28S e
18S).

3.4.5 Tratamento do RNA com DNAse

Ap0s a quantificacdo e confirmacéo da integridade do RNA extraido, 0 mesmo
foi submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-
free™ (Life tecnhologies, EUA) seguindo as recomendag¢des do fabricante, em uma
reacdo com volume final de 30 pL. Inicialmente, em tubos de 0,5 mL, foi adicionado 3
pg de RNA, 0,1 volume de tampdo de enzima 10x e 1 pL da enzima Turbo DNAse,
seguido por incubacdo a 37° C durante 30 minutos. Apds o periodo de incubacdo, foi
adicionado 0,1 volume do reagente de inativacdo enzimética. Em seguida, os tubos
foram incubados a temperatura ambiente durante 5 minutos, agitando os tubos
manualmente 2-3 vezes durante esse periodo para homogeneizar o contetdo. Apds isso,
o0s tubos foram centrifugados a 10000 x g por 2 minutos, 0s sobrenadantes contendo o
RNA foram cuidadosamente transferidos para novos tubos e o RNA novamente
quantificado.

3.4.1 Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de macrofagos derivados da
linhagem THP-1, mondcitos ou macrofagos primarios humanos mediante 0 uso da
enzima transcriptase reversa Superscript 111® (Life technologies, EUA) em uma reacio
com volume final de 20 pL. Inicialmente, 1ug de RNA e de Oligo (dT) foram
incubados a 65° C por 5 minutos para a linearizacdo da molécula de RNA. Apds a
incubacdo foi adicionado o tampdo da enzima em concentracdo de 1X, dNTP 0,125
mM, DTT 10 mM, 40 U de RNAse Out® e 200 U da enzima Superscript 111°. Essa
mistura foi incubada a 50° C por 1 hora para transcri¢do, seguida de incubagéo a 70° C
por 5 minutos para inativacdo da enzima. ApoOs a incubacdo as amostras foram

armazenadas a -20° C.
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3.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real:
3.5.1 RT-PCR em tempo real para analise da expressdo génica (QRT-PCR)

Para as analises da expressdo génica do IGF-I e IGF1R foi utilizando o sistema
Tagman®. Foi amplificado um gene constitutivo, o GAPDH, como controle de
carregamento. As reacdes foram realizadas no sistema de PCR em tempo real StepOne
Plus® (Applied Biosystems, EUA), seguindo as condicdes a seguir: 95° C por 10

minutos, seguido de 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto.

Para as andlises em que foram utilizadas o sistema SYBR Green | (Applied
Biosystems), além de serem amplificados alguns genes de interesse (Tabela 1), foi
amplificado o gene constitutivo RPL13 (tabelal). As reacdes, também, foram realizadas
na maquina de PCR em tempo real StepOne Plus®, seguindo as condicdes: 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apés
ocorrerem todos os ciclos, foi realizada uma curva de dissociacdo (do inglés “melting
curve”), seguindo as condi¢fes: 15 minutos a 95°C, seguido de 1 hora a 60°C e, por fim,
15 minutos a 60°C.

A andlise da expressdo de IGF-I, foi avaliado por PCR quantitativo através do
sistema TagMan. A normalizacdo da expressao relativa do IGF-1 foi realizada através
do controle constitutivo GADPH e os valores obtidos (CT = “cycle threshold”) foram
corrigidos e convertidos pela expressdo relativa que é igual a 2" Utilizando o
sistema SyBr Green foi avaliada a expressdo dos seguintes genes: PLIN-2 (ADRP),
HMGCR, FAS, ABCAL, ABCGL1 e cAMP (Catelecidina) (Tabela 1), e a normalizacao

foi realizada com a expressdo do gene RPL13 (Tabela 1).
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Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores senso e antissenso utilizados na rea¢do de PCR por sistema
SYBR Green:

Gene Senso Antissenso

PLIN-2 | GTGAAGACCATCACCTCCGT TGTCTAGCCCCTTACAGGCA

HMGCR | CCTGTTTGCAGATGCTAGGTGTT | GCCAATGCTGCCATAAGTGA

FAS TGGCCTACACCCAGAGCTAC GTGAACTGCTGCACGAAGAA

ABCA1l | AGCGACTCCACATAGAAGACT TGCAACGTCCACTACTGTCT

ABCG1 | GGAGCTGGACGTGGAAAATG TCTGCCCGGATTTTGTACCT

cAMP | GCTGGTGAAGCGGTGTATG TGCCAATCTTCTCTTTAGATTTCC

RPL13 | GACAAGAAAAAGCGGATGGT GTACTTCCAGCCAACCTCGT

3.5.2 RT-PCR para anélise da viabilidade do intracelular do M. leprae

Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi utilizado o sistema de PCR
em tempo real para deteccdo dos niveis de RNAr 16S (Senso:
GCATGTCTTGTGGTGGAAA / Antissenso: CACCCCACCAACAAGCTGAT) do
bacilo, conforme protocolo descrito por Martinez e colaboradores (2009). A partir das
células infectadas com o bacilo viavel foi extraido o DNA e 0 RNA, o RNA foi
reversamente transcrito em cDNA, utilizando random primer. Os niveis de RNAr 16S
foram normalizados pela deteccdo de DNA 16S. Os oligonucleotideos utilizados foram
0s mesmos descritos em Martinez e colaboradores (13).

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas com 500 ng de DNA e cDNA
em volume final de 20 pL contendo TagMan PCR Master Mix 1X (Applied Biosystem),
0,1 uM da sonda e 0,5 uM de cada oligonucleotideo. As reacGes foram incubadas a 50°
C por 2 minutos, 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e
60° C por 1 minutos no sistema de PCR em tempo real StepOne Plus®.

A viabilidade do M. leprae foi determinada através da realizacdo de uma razao entre a
expressao de RNAr 16S e a expressdo de DNA 16S.
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3.6 Neutralizacdo do receptor IGF1R

3.6.1 Neutralizagdo com anticorpo neutralizante especifico para o IGF1R

Para 0s ensaios com anticorpo neutralizante para IGF-1R foram utilizados
macrofagos primarios humanos, que apds a diferenciacdo, foram estimuladas
previamente ou ndo com o anticorpo neutralizante a-IGF-1R (1pug/mL) ou, entdo, com
IgG (1pg/mL) 30 minutos antes do estimulo com M. leprae letalmente irradiado. As
culturas permaneceram incubadas por mais 48 horas, e em seguida foi realizada uma

marcacdo com Qil Red O, conforme descrito posteriormente (item 3.10.1).

3.6.1 Silenciamento génico do receptor de IGF-1 (IGF1R) com RNAI

Para o silenciamento da expressdo génica de IGF1R, macréfagos derivados da
linhagem THP-1 foram transfectados com RNA silenciador contra IGF1R sintetizado
pela IDT Technologies (Senso: rArGrGrGrCrArArUrUrUrGrCrUrCrArUrUrArArCrA /
Antissenso: rUrUrArArUrGrArGrCrArArArUrUrGrCrCrCrUrUrG), RNA silenciador
negativo pré-desenhado (Silencer Select RNAI Negative Control, Life Technologies,
EUA), utilizando o reagente Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, EUA) de acordo com o
protocolo do fabricante. Inicialmente, foram plagueadas 2 x 10° células por pogo, em
placas de 6 pocos (Corning, EUA), onde foram diferenciadas em macréfagos conforme
0 protocolo descrito anteriormente. A mistura de transfeccdo contendo o reagente
Lipofectamine® 2000 e o RNA silenciador foi preparada para um volume final de 300
puL. Primeiramente, 9 uL de Lipofectamine® 2000 foi diluido em meio Opti-MEM®
(Life Technologies, EUA) para volume final de 150 pL, seguido de incubacdo por 5
minutos a temperatura ambiente. Em paralelo, o RNA silenciador e o RNA silenciador
negativo foram diluidos a 100 nM em meio Opti-MEM® para volume final de 150 pL e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacéo, as diluicdes dos
RNAs e Lipofectamine® 2000 foram misturadas (razdo 1:1), seguido de incubacéo por
20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura (complexo RNA-reagente)
foi adicionada as culturas de macrofagos por 24 horas. No dia seguinte, as células foram
estimuladas com M. leprae letalmente irradiado por 24 ou 48 horas e tiveram seu DNA
e RNA total extraido utilizando os métodos descritos no item de purificagdo de &cidos

nucleicos.
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A eficiéncia do silenciamento foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Os
resultados obtidos foram demonstrados como porcentagem de inibigdo, onde, foi
adotado como 100% a expressdo do IGF1R das amostras tratadas com RNAI negativo
seguida da razdo entre a expressdo de IGF1R das amostras tratadas com RNAI para o

receptor sobre a expressao do controle negativo.

3.7 Quantificacédo dos niveis proteicos de IGF-I

Sobrenadantes de culturas de macréfagos primarios ou derivados da linhagem THP-
lestimulados ou ndo com M. leprae letalmente irradiado foram coletados e armazenados
a -20°C até o momento de sua utilizacdo. A quantificagdo dos niveis de IGF-I foi
realizada por ensaio imunoenzimatico utilizando Kit de ELISA especifico (R&D

Systems), seguindo as orienta¢des do fabricante.

3.8 Ensaios de avaliacdo e inducéo de corpusculos lipidicos

3.8.1 Coloragédo com Qil Red O

Cerca de 2 x 10° células foram plaqueadas sobre laminulas de vidro (Corning) em
placas de cultura de 24 pocos, em meio RPMI suplementado com 2% de SFB. As
culturas foram estimuladas, ou ndo, com M. leprae letalmente irradiado na proporgéo
bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-I recombinante (50ng/mL). Primeiramente foi
realizada uma curva temporal (2, 4, 24 e 48 horas) de inducédo de corpusculo lipidico,
tanto pelo M. leprae, quanto pelo IGF-1, em mondcitos primarios humanos. Em seguida,
foi avaliada a inducdo de corpusculos lipidicos em macréfagos primarios humanos com
estimulos de 48 horas. Todas as culturas foram mantidas em estufa & 37°C com 5% de
CO,. Ao final dos tempos de estimulo, as células foram fixadas com paraformaldeido

4% durante 20 minutos a 4°C e, posteriormente, lavadas com PBS por duas vezes.

Os corpusculos lipidicos foram corados utilizando o ORO, o qual cora lipideos
neutros, por isso é possivel visualizar a estrutura dessas organelas. Esse protocolo
consiste em cobrir as células com propilenoglicol 100% por 5 minutos, remover sem
lavar, em seguida adicionar ORO por 7 minutos, retirar sem lavagem, por fim, adicionar
propilenoglicol 85% por 3 minutos. As laminulas contendo as células foram entdo
lavadas 3 vezes com PBS. Também foi realizada uma marcagdo nuclear com DAPI

(diluigdo 1:10000 em PBS) durante 1 minuto, seguida de lavagem com PBS por 3
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vezes. As laminulas foram colocadas em laminas de vidro com a face coberta pelas
células voltada para baixo, entrando em contato, assim, com uma solucéo anti-fadding
(Prolong gold — Invitrogen), por fim, as laminulas foram seladas a lamina com auxilio
de Entellan (Harleco EM Science). A formacédo de corpusculos lipidicos foi avaliada
através da visualizacdo em microscopio de fluorescéncia Ziess.

Também foi avaliada a formacdo de corpulsculos lipidicos induzida pelo M. leprae
em macrofagos humanos, nos quais foram realizados o silenciamento do receptor

IGF1R seguindo o mesmo protocolo descrito acima.

3.8.2 Coloragio com Tetroxido de Osmio

Cerca de 2 x 10° macréfagos derivados da linhagem THP-1 foram plaqueados sobre
laminulas de vidro (Corning) em placas de cultura de 24 pogos, em meio RPMI
suplementado com 2% de SFB. As células foram estimuladas, ou ndo, com M. leprae
letalmente irradiado na proporcao bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-I recombinante
(50ng/mL) por 48 horas. Ao final dos tempos de estimulo, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% durante 20 minutos a 4°C e, posteriormente, lavadas com PBS por
duas vezes.

Os corpusculos foram corados com a solucgdo de acido cacodilato (0,1M) e tetroxido
de ésmio a 1,5% por 30 minutos, na auséncia de luz. Em seguida, as laminulas foram
lavadas por duas vezes com agua Milli-Q e incubadas com solucéo de tiocarbohidrazida
por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds este processo, as laminulas foram lavadas,
coradas novamente, com tampao cacodilato e tetrxido de ésmio. Apés as lavagens, as
laminulas foram mantidas na capela até sua secagem completa. Em seguida, as
laminulas foram fixadas, voltadas para cima a laminas com o auxilio de Entellan
(Harleco EM Science). A formacdo de corpusculos lipidicos foi avaliada através da
visualizagdo em microscépio optico.

A quantidade de corpusculos lipidicos foi avaliada com auxilio do programa
ImageJ, onde foi calculada a area de corpudsculos lipidicos e feita uma razédo pelo
numero de células.Os valores foram obtidos a partir de 200 células.
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3.9 Analise da expressao de proteinas por western blot

As culturas foram lisadas com 80 pL do tampdo de lise RIPA (TRIS-HCI 50mM
pH7,5; 1% Nonidet p40; 0,25% Deoxicolato de sédio; 0,1% SDS), contendo inibidores
de proteases (Mini Complete, Roche) por 15 min no gelo. Logo em seguida, os lisados
foram coletados, passados em seringa de 1 mL para a quebra do DNA e centrifugados a
14.000 x g por 15 minutos a 4°C.

3.9.1 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo das proteinas extraidas foi realizada pelo método colorimétrico
Pierce® BCA protein assay (Thermo scientific, EUA) segundo o protocolo descrito pelo
fabricante. Primeiramente foram misturadas 50 partes do reagente A (BCA em tampédo
bicarbonato) com uma parte do reagente B (sulfato de cobre 4%). Em uma microplaca
de 96 pocos de fundo plano (Greiner Bio-one, Brasil) foi aplicada a curva padrdo, o
“branco” (SDS 1%) e as amostras (10 pL / pogo). Em seguida, em cada poco, foram
adicionados 200 pL da mistura dos reagentes A e B, seguido de incubacdo a 37° C por
30 min. A leitura da placa foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 562 nm e os resultados analisados pelo software SoftMax® data acquisition and

analysis (Molecular Devices, EUA).

3.9.2 Expresséo proteica de ADRP por Western blot

Cerca de 30ug de proteinas do lisado total foram diluidas em tampédo de amostra
(para 10 ml de solucgéo: 1,25 ml de Tris pH 6,8 a 0,5 M; 4 ml de Glicerol; 0,2 g de SDS;
0,5 ml de B-Mercaptoetanol, 0,25 ml de azul de bromofenol a 0,05%, completado com
agua deionizada) e fervidas por 10 minutos. As amostras e proteinas com massa
molecular conhecida (padrdo de massa molecular) foram aplicadas em gel de
poliacrilamida composto por um gel de empilhamento a 6% e um gel de separacdo a
12%. A eletroforese foi realizada em tampao de corrida (25 mM Tris; 192 mM Glicina;
0,1% de SDS), sob amperagem constante de 20 mA em cuba de eletroforese (S600 —
Amersham).

Finalizada a corrida, o gel foi submetido a transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose (GE, Séo Paulo, Brasil) em tampdo de transferéncia (25 mM
de Tris; 192 mM de glicina; metanol 20%). A transferéncia foi realizada “overnight”

sob voltagem constante de 20V.
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As membranas foram coradas com solucdo de Amido Black (metanol 40%, &cido
acético 10%, Amido Black 0,1%) para a confirmagdo da transferéncia proteica e
identificacdo do padrdo de massa molecular e, posteriormente, descorada por lavagens
com solucdo de TBS/T (10 mM Tris pH 8,0; 150 mM Nacl; Tween-20 0,05%).

Atestada a eficiéncia da transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucéo
TBS/T com 5% de leite desnatado por 1 hora e incubada “overnight” com anticorpo
policlonal anti-ADRP (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:500. Apoés esta
incubacdo, as membranas foram lavadas com TBS/T e logo em seguida, foram
incubadas por 1 hora com anticorpo anti-mouse 1gG, conjugado a peroxidase e diluido
1:10000 em TBS-T com 5% de leite desnatado. A revelacdo foi realizada utilizando
substrato quimioluminescente (ECL Advanced Western Blotting Detection Kit, GE, S&o

Paulo, Brasil).

Ap6s a revelagdo, a membrana foi submetida a uma remogdo quimica do
complexo proteina-anticorpo, através de incubacdo com NaOH 0,2 M, sob agitacdo por
5 minutos. A membrana foi novamente bloqueada por 1 hora com TBS/T contendo 5%
de leite desnatado e entdo foi realizado uma nova incubagdo com anticorpo para
GADPH (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA) na diluicdo de 1:1000
“overnight”. Em seguida, a membrana foi lavada com TBS/T uma vez e incubado
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, Saint
Louis, EUA), a revelagdo foi realizada da mesma maneira ao descrito para o anticorpo
anti-ADRP.

3.10 Dosagem de Prostaglandina E;

Sobrenadantes de culturas de mondcitos primarios humanos estimulados com M.
leprae letalmente irradiado em diferentes concentragdes ou IGF-1 recombinante,
também em diferentes concentragdes, foram submetidos a dosagem de PGE; utilizando
o Kit EIA Prostaglandin E; Monoclonal (Cayman) de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

3.11 Dosagem de Colesterol intracelular

Cerca de 5 x 10° mondcitos ou macréfagos primarios foram estimulados com M.
leprae letalmente irradiado em diferentes concentragfes, ou estimulados com IGF-I
recombinante em diferentes concentracdes, por 48 horas. Apos o periodo de incubacao

as células foram lisadas com tampéo RIPA e as concentracdes de colesterol intracelular
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foram mensuradas com o Kit Amplex Red Cholesterol (molecular probes, Life

technonologies) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.12 Busca de SNPs no gene IGF-I

A primeira busca de SNPs na regido do gene IGF-I, presentes na populagéo
brasileira, foi realizada através da pesquisa no banco de dados do consércio Epigen
(Kehdy et al, 2015). O Banco epigen se apresenta como uma ferramenta em potencial
para este estudo, pois por meio dele podemos identificar os SNPs que certamente estdo
presentes na populacdo brasileira. O consércio EPIGEN-Brasil € uma iniciativa
estratégica do Ministério da Salde na é&rea de Epidemiologia Gendmica
(www.epigen.grude.ufmg.br) que envolve cinco centros: Fundacdo Oswaldo Cruz de
Belo Horizonte (Profa. Maria Fernanda Lima Costa), Universidade Federal de Pelotas
(Prof. Bernardo Horta), Universidade Federal de Minas Gerais (Prof. Eduardo Tarazona
Santos), Universidade Federal da Bahia (Prof. Mauricio Barreto) e a Universidade de
Sdo Paulo (Prof. Alexandre Pereira). A proponente, Dra Fernanda de Souza Gomes
Kehdy teve uma participacdo efetiva no Projeto EPIGEN-Brasil durante sua residéncia
pos doutoral realizada na Universidade Federal de Minas Gerais sob supervisao do Prof.
Eduardo Tarazona Santos. O projeto visou realizar o primeiro conjunto de estudos de
associacdo por varredura gendmica (GWAS: Genome-Wide Association Study) com
dados longitudinais e explorando as interagdes entre genética, ancestralidade e
ambiente, e estudar a estrutura genética da populacdo brasileira em alta resolucéo,
envolvendo aproximadamente 6700 individuos das trés maiores coortes populacionais
brasileiras: coorte de criancas de Salvador (n=1309 com 15 anos de acompanhamento;
Barreto et al. 2006), coorte de idosos de Bambui (n=1442; Lima-Costa et al. 2010 com
17 anos de acompanhamento) e coorte de nascidos vivos de Pelotas (n=3736 com 25
anos de acompanhamento; Barros et al. 2006). Estes dados consistem em: (1)
genotipagem de 2.5 milhdes de SNPs em cada um dos 6700 individuos do projeto,
utilizando o arranjo HumanOmni2.5 (lllumina); (2) genotipagem de 4.3 milhdes de
SNPs em cada um de 270 individuos, utilizando o arranjo HumanOmni5-Quad
(lllumina); (3) sequenciamento de genomas completos de 30 individuos (cobertura
obtida: 42X). Desta forma, devido a grande quantidade de dados, o banco de dados do
Projeto EPIGEN-Brasil representa uma poderosa e inédita fonte de informagdes acerca
da estrutura gendmica especifica da populagdo brasileira que pode ser muito util na

triagem de genes e SNPs candidatos em populagdes brasileiras de estudos caso-controle.
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Utilizando estes dados, buscamos SNPs ndo somente na regiao referente ao gene de
interesse, mas também em regido de até 25.000 pares “upstream” ou “downstream” de
bases antes ou depois da regido de leitura do gene SNPs candidatos que poderiam estar
relacionados ao controle de expressao deste gene.

Foram encontrados um total de 193 SNPs, em seguida foi realizada a anotagdo
desses SNPs encontrados utilizando o programa MASSA (Souza, 2014 — dados néo
publicados), este software faz uma busca simultanea e automética em diversos bancos
como: dbSNP, UCSC, Gene ontology, PharmGKB, OMIM, Reactome, HGNC,
PolyPhen-2, Provean/SIFT e NHGRI GWAS Catalog. Os resultados dessa anotacao
funcional dos SNPs, foram usados para selecionar SNPs que possivelmente poderiam
regular a expressdo génica, seriam esses localizados em regifes proximas ao gene
(nearGene) ou em regides intronicas 3’ ndo traduzida (3°’UTR).

Apbs a selecdo dos possiveis SNPs candidatos pelo MASSA foram calculados a
frequéncia alélica desses SNPs na populacdo brasileira baseado no banco EPIGEN.
Além da anotagdo por MASSA, esses SNPs foram consultados em bancos publicos de
eQTLs (SQLite Express, Zeller et al., 2010; Blood eQTL Browser, Westra et al., 2014).

Foram considerados possiveis candidatos aqueles SNPs que apresentavam MAF
acima de 0,05. Posteriormente, foi realizado um estudo de anélise de desequilibrio de
ligacdo dos SNPs com MAF acima de 0,05 nas populagdes do EPIGEN, e foram
considerados em desequilibrio de ligagdo SNPs que apresentassem LD com R? acima de
0,6.

3.13 Andlise dos dados

Os resultados foram representados com erro padrdo. O numero de replicatas
experimentais independentes esta especificado em cada legenda das figuras, bem como
a significancia e o teste estatistico utilizado no determinado experimento. A analise
estatistica dos dados apresentados foram realizadas através do software GraphPad Prism
5. Foi utilizado Teste T Student para analises em que haviam apenas duas variaveis e

ANOVA seguida de pos-teste Bonferroni quando mais de duas variaveis.
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4. RESULTADOS

4.1 IGF-1 induz a formacdo de corpusculos lipidicos em mondcitos primarios

humanos

Para efeito de comparacdo com resultados previamente obtidos pelo grupo
(54,63), o presente trabalho foi iniciado utilizando o modelo de mondcitos primarios
humanos. O M. leprae possui a capacidade de induzir a formacdo de corplsculos
lipidicos nessas células, e esses corpusculos sdo altamente importantes para a
sobrevivéncia intracelular do M. leprae (54,63). Com isso, 0 primeiro passo deste
projeto foi avaliar se o IGF-I, assim como o M. leprae, teria a capacidade de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos em mondcitos humanos.

Para isso foi realizada uma cinética temporal em mondcitos primarios
estimulados com IGF-I recombinante na concentracdo de 50ng/mL, concentracdo essa
anteriormente padronizada pelo nosso laboratério (11,50). Nestes ensaios, M. leprae
letalmente irradiado na propor¢do de 50 bactérias por célula (50:1) foi utilizado como
controle positivo. E importante ressaltar que foi utilizado M. leprae letalmente irradiado
para a realizacdo destes ensaios. NO0s optamos por este estimulo em face a dificuldade
de obtencdo de M. leprae vivo. Além disso, ja foi descrito que a inducdo de corpusculos
lipidicos pelo M. leprae ocorre via reconhecimento por receptores do tipo Toll e,
especificamente em mondcitos humanos, de forma independente da viabilidade
bacteriana (54).

Como se pode visualizar na figura 4.1, IGF-1 foi capaz de induzir a formacao de
corpusculos lipidicos em mondcitos humanos e esta inducdo ocorreu de maneira tempo
dependente. Nos tempos de 24 e 48 horas de estimulo, uma inducdo de
aproximadamente 4 vezes foi observada em relacdo ao controle (figura 4.1). Outra
informacdo que podemos obter a partir deste ensaio é que o IGF-I apresentou um perfil

de inducéo de corpusculos lipidicos semelhante ao M. leprae irradiado.

52



DAPI+ ORO

DAPI

A)

Controle

MIM S50:1

IGF-1 SOng/mL

B)

Corpusculos Lipidicos
CLs/célula

MLM
IGF-I

Controle
MLM

MLM
IGF-I
IGF-I

Controle
MLM

Controle
IGF -l
Controle

2 horas 4 horas 24 horas 4% horas

Figura 4.1: Modulagdo da formacdo de corpusculos lipidicos em mondcitos humanos pelo IGF-I. (A)
Formacdo de corpusculos lipidicos em mondcitos primarios estimulados com M. leprae letalmente irradiado na
proporcdo bactéria célula de 50:1 ou IGF-I recombinante (50ng/mL) por 48 horas. As células foram fixadas, o0s
nlcleos corados com DAPI e os corpusculos lipidicos evidenciados pela coloragdo com ORO. (B) Curva temporal
de inducdo de corpusculos lipidicos em mondcitos estimulados com M. leprae letalmente irradiado ou IGF-I
(50ng/mL) durante 2, 4, 24 e 48 horas. As imagens foram capturas em microscépio de fluorescéncia. Foi realizada
uma razédo entre a quantidade de CLs/célula, sendo um total de 200 células analisadas (N=4). *p<0,05; **p<0,01.
Barra de escala: 50um. As imagens representativas foram feitas com aumento de 2 vezes frente a imagem original
(DAPI+ORO).

53



4.2 IGF-1 ¢é capaz de induzir a expressdo de ADRP em mondcitos primarios

humanos

Os corpusculos lipidicos apresentam um contetdo proteico diverso, incluindo as
proteinas da familia PAT, que compreende a perlipina, a adipofilina (ADRP) e a TIP47.
A ADRP é uma proteina especifica da estrutura dos corpusculos lipidicos e vem sendo
empregada como marcador destas organelas (57,58). Para confirmar a capacidade do
IGF-I em induzir a formagdo de corpusculos lipidicos em mondcitos humanos, numa
etapa seguinte deste trabalho analisamos a expressdo de PLIN-2 em mondcitos
primarios humanos tratados com IGF-I.

Para isto, estimulamos mondcitos primarios humanos com IGF-1 recombinante
(50ng/mL) ou com M. leprae (50:1). Para os ensaios de expressdo génica (RT-PCR)
para PLIN-2 optamos pelo tempo de incubagdo de 4 horas, visto que nesse mesmo
tempo de estimulo ja é possivel observar um aumento significativo na formacdo de
corpusculos lipidicos induzidos tanto pelo M. leprae irradiado quanto por IGF-1, além
do fato de a expressdo de RNA mensageiro ser um evento anterior a sintese proteica. Ja
para os ensaios de analise de expressdo proteica (Western blot), optamos pelo tempo de
incubacdo de 48 horas, pois neste tempo observou-se um expressivo aumento na
formacédo de corpusculos lipidicos frente ao controle experimental.

Reforgando o dado anteriormente mostrado, observamos que IGF-I foi capaz de
induzir um aumento significativo na expressao de PLIN-2, tanto em nivel transcricional
- em cerca de 3 vezes quando comparado ao controle (figura 4.2A) — quanto em nivel
proteico — cerca de 2 vezes frente ao controle experimental (figura 4.2B e C). O
estimulo com M. leprae, utilizado como controle positivo, também foi capaz de regular
positivamente a expressdo de RNAm, em cerca de 3 vezes, e da proteina ADRP (figura

4.2) corroborando dados previamente publicados por Mattos e colaboradores (54).
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Figura 4.2: Avaliacdo da expressdo de ADRP em mondcitos primarios humanos estimulados com
IGF-1. (A) Expressdo de RNAm para Perlipina 2 humana (PLIN-2 / ADRP) em células estimuladas ou
ndo com M. leprae letalmente irradiado (MLM) na proporcdo bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-I
(50ng/mL) por 4 horas (N=3), avaliado por RT-PCR em Tempo Real. (B) Expressdo de ADRP em
monocitos primarios humanos estimulados com M. leprae letalmente irradiado na proporgdo
bactéria:célula de 50:1, ou estimulados com IGF-I (50ng/mL) por 48 horas, avaliada por Western blot.
Como controle de carregamento foi utilizado o GAPDH (N=1) *Foram removidas as bandas sem

significancia para o experimento. (C) Analise densitométrica da figura B. *p<0,05; **p<0,01.
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4.3 Modulacéo da expressdo de RNA mensageiro de enzimas-chave na biossintese

de colesterol e acidos graxos pelo IGF-I

Os corpusculos lipidicos abrigam no seu interior uma gama de lipideos neutros,
como o triacilglicerol, diacilglicerol ou ésteres de colesterol (84). Conforme descrito na
literatura, 0 M. leprae é capaz, ndo somente de induzir a formacdo de corpusculos
lipidicos, mas também o acumulo intracelular de colesterol, indicando que os
corpusculos lipidicos induzidos por esta micobactéria sdo ricos em colesterol (63).
Ainda neste trabalho foi verificado que o M. leprae induz a biossintese de novo de

colesterol através da inducdo das enzimas que compdem esta via.

Tendo em vista que o IGF-l1 é capaz de regular positivamente a expressao de
HMGCOA redutase e acido graxo sintase, enzimas-chave na sintese de colesterol e
acidos graxos, respectivamente (69), nosso proximo passo foi avaliar se o IGF-I
também seria capaz de induzir a expressdo dessas duas enzimas em nivel transcricional
em monaocitos humanos por RT-PCR quantitativo. Conforme mostrado na figura 4.3A,
0 IGF-1 foi capaz de induzir um aumento nos niveis de RNAm para HMGCOoA redutase
em cerca de 2 vezes. Mais ainda, corroborando a literatura o M. leprae foi capaz de
induzir um aumento nos niveis de RNAm para esta enzima em cerca de 4 vezes frente
ao controle experimental ndo estimulado. Ja em relacdo a enzima acido graxo sintase,
verificamos que o M. leprae foi capaz de regular positivamente os niveis de RNAm
dessa enzima em cerca de 1.5 vezes, dado este ainda ndo descrito na literatura. Ja o
estimulo com IGF-1 apresentou apenas uma tendéncia de aumento na expressdo desta

enzima, pois ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa (Figura 4.3B).
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Figura 4.3: Avaliacdo da expressao de HMGCoA Redutase e FAS em mondcitos primarios
humanos tratados com IGF-1. Niveis de RNAm para HMGCoA redutase (A) e de FAS (B)
determinados por RT-PCR quantitativo em mondcitos primarios humanos estimulados ou ndo com M.
leprae letalmente irradiado na propor¢do bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-1 (50ng/mL) por 4 horas
(N=3).*p<0,05.

4.4 M. leprae modula positivamente a expressdo de ABCAl e ABCGl em

monacitos primarios humanos

Numa etapa seguinte, investigamos se o IGF-I seria capaz de modular a expressao
dos transportadores reversos de colesterol ABCAl e ABCGL, responsaveis pela
excrecdo do excesso de colesterol intracelular (85). Em paralelo, foi avaliada a
capacidade do M. leprae em modular estes transportadores, tendo em vista que isto
ainda ndo havia sido investigado. Para tal, os niveis de RNAm dos genes ABCAL e

ABCG1 foram quantificados por RT-PCR quantitativo em células tratadas

De maneira interessante, o M. leprae foi capaz de induzir um aumento significativo
na expressao tanto de ABCAL, em cerca de 3.5 vezes (figura 4.4A), quanto de ABCG1,
em cerca de 1.7 vezes (figura 4.4B). Ja o estimulo com IGF-1 ndo se mostrou capaz de
regular a expressao de ABCAL1 (figura 4.4A), mas apresentou uma tendéncia em regular
positivamente a expressao de ABCGL1 (figura 4.4B).
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Figura 4.4: Avaliacdo da expressdo de ABCALl e ABCG1 em mondcitos primarios humanos
tratados com M. leprae ou IGF-1. Expressdo de RNAm para ABCAL (A) e ABCGL1 (B) determinados
por RT-PCR quantitativo em mondcitos estimulados ou ndo com M. leprae letalmente irradiado na
proporc¢éo bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-I (50ng/mL) por 4 horas (N=3). *p<0,05. *p<0,01

4.5 Efeito do IGF-1 nos niveis de colesterol intracelular em mondcitos primarios

humanos

Tendo em vista os resultados anteriores onde verificamos que o IGF-1 é capaz de
induzir a expressdo da enzima HMGCOA redutase e o aumento na formacdo de
corpusculos lipidicos, sem alterar, contudo, a expressdo de genes envolvidos no
transporte reverso do colesterol, um préximo passo do presente estudo foi verificar se
estaria havendo o acimulo de colesterol intracelular nos monadcitos tratados com IGF-I.
Como esperado, o M. leprae foi capaz de induzir o acimulo de colesterol intracelular
apos 24 horas de estimulo em cerca de 1.5 vezes (figura 4.5A). J& ap6s 48 horas de
estimulo com M. leprae verificamos uma tendéncia de aumento de colesterol
intracelular, porém ndo houve diferenca estatistica frente ao controle ndo estimulado
analisado no mesmo periodo (figura 4.5B). Por outro lado, o acUmulo intracelular de
colesterol ndo foi observado em mondocitos primarios tratados com IGF-1 durante o

periodo avaliado (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Avaliacdo do acumulo de colesterol intracelular em mondcitos primérios humanos
tratados com IGF-1. Dosagem de colesterol intracelular em mondcitos primarios humanos estimulados
ou ndo com M. leprae letalmente irradiado na proporc¢do bactéria:célula de 50:1 ou com IGF-I (50ng/mL)
por 24 horas (A) e 48 horas (B). A dosagem foi realizada utilizando ensaio colorimétrico. (N=3)
*p<0,05.

4.6 Efeito do IGF-1 sobre a producdo de Prostaglandina E, (PGE;) por mondcitos
primarios humanos

A PGE; é um mediador lipidico que tem sua origem a partir do &cido araquidbnico e
possui um grande potencial anti-inflamatério (86). Mattos e colaboradores (54)
observaram uma correlacdo positiva entre a presenca de corpusculos lipidicos e a
producdo de PGE,, reforcando a ideia de que estas organelas sdo sitios de producdo
deste eicosanoide. Um passo seguinte do nosso trabalho foi, entdo, investigar se o IGF-
| seria capaz de induzir a sintese de PGE, em mondcitos, através de sua quantificacéo

em sobrenadantes de cultura por ensaio imuno enzimatico (EIA).

Corroborando os dados da literatura, 0 M. leprae apresentou uma tendéncia em
induzir a sintese de PGE2 em mondcitos humanos nas proporgdes de bactéria:célula de
10:1 e 50:1 (figura 4.6). J&4 o IGF-I parece néo ser capaz de induzir a sintese de PGE,
nestas células (figura 4.6), independente da concentracdo de IGF-1 utilizada.
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Figura 4.6: Avaliacdo da capacidade do IGF-I em induzir a produ¢do de PGE, em mondcitos.
Analise dos niveis de PGE, em sobrenadantes de culturas de mondcitos primarios humanos estimulados
com IGF-I em diferentes concentracfes ou com M. leprae letalmente irradiado em diferentes propor¢des
bactéria célula (5:1, 10:1 ou 50:1), por 48 horas (N=2). Os niveis de PGE, foram quantificado nos

sobrenadantes de cultura por EIA.

4.7 M. leprae induz o aumento de RNAm de IGF-1 em macro6fagos humanos

Os ensaios que constituiram a primeira parte deste trabalho investigaram alguns
aspectos do metabolismo lipidico de mondcitos humanos que poderiam ser modulados
pelo IGF-I, ja& que os trabalhos anteriores haviam analisado o efeito do M. leprae no
metabolismo lipidico neste tipo celular (54,63). Contudo, como o0s macr6fagos
residentes nas lesdes lepromatosas sdo considerados os nichos de replicacdo do M.
leprae, achamos pertinente repetir esta analise num modelo de estudo de macréfagos
diferenciados a partir de mondcitos humanos de sangue periférico (MDM). Vale
resslatar que, anteriormente, nosso grupo ja havia descrito a capacidade do M. leprae
em induzir a expressao de IGF-1 em macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 (50),

e, conforme descrito na literatura o IGF-1 possui caracteristicas lipogénicas (69).

O primeiro passo dessa parte do trabalho foi investigar se o M. leprae também
seria capaz de induzir a expressdo e producdo de IGF-1 em MDMs. Como podemos
observar nas figuras 4.7A, o estimulo com o M. leprae na proporcéo bactéria:célula de
50:1, foi capaz de induzir um aumento significativo da expressdo de RNAm para IGF-I
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nestas células de maneira tempo dependente, chegando a 4 vezes de diferenca frente ao
controle ndo estimulado. Entretanto, ndo foi detectada diferenca nos niveis proteicos de
IGF-1 quantificados nos sobrenadantes destas culturas (4.7B). Resultado semelhante foi
observado quando utilizamos macrofagos obtidos por meio da diferenciacdo de
monocitos da linhagem THP-1 (MdTHP-1). Verificamos que o M. leprae induziu um
aumento significativo na expressdo de RNAm para IGF-I de cerca de 4 vezes apds 24
horas de estimulo (figura 4.8A). Ja na dosagem de IGF-I nos sobrenadantes de culturas
de MdTHP-1 podemos visualizar que independente da proporcdo bactéria:célula nédo

conseguimos notar diferenca na producédo de IGF-1 (figura 4.8B).
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Figura 4.7: Modulagdo da expressao e secre¢do de IGF-1 pelo M. leprae em macro6fagos humanos
derivados de mondcitos (MDM). (A) Expressdo génica de IGF-1 em MDMs estimulados com M. leprae
letalmente irradiado na propor¢do bactéria:célula de 50:1 durante 4 ou 24 horas, avaliados por RT-PCR
em Tempo Real (N=3). (B) Niveis de IGF-I determinados por ELISA nos sobrenandantes de cultura de
MDMs estimulados com M. leprae em diferentes multiplicidades de infeccdo (5:1, 10:1 ou 50:1) por 24
ou 48 horas (N=3).
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Figura 4.8: Modulacéo da expressdo e secrecdo de IGF-1 pelo M. leprae em macréfagos humanos derivados
da linhagem THP-1 (MdTHP-1). (A) Expressdo génica de IGF-I em MdTHP-1 estimulados com M. leprae
letalmente irradiado na proporcéo bactéria célula de 50:1 durante 2, 4 ou 24 horas, avaliados por RT-PCR tempo
real (N=5). (B) Niveis de IGF-I nos sobrenadantes de culturas de MdTHP-1 estimuladas com M. leprae letalmente

irradiado em diferentes concentragdes (5:1, 10:1 ou 50:1) por 48 horas (N=5). p<0,05; **p<0,01.

4.8 IGF-1 induz a formacéo de corpusculos lipidicos em macrofagos humanos

Tendo em vista os dados anteriores obtidos em mondcitos humanos em que o M.
leprae e o IGF-I se mostraram capazes de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos,
nesta etapa investigamos se este mesmo fendmeno de indugéo de corpusculos lipidicos
se repetia em MDMs, utilizando as mesmas condi¢fes de ensaio.

Verificamos que o M. leprae letalmente irradiado se mostrou capaz de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos em MDM em cerca de 5 vezes frente ao controle
(figura 4.9). Também o IGF-I foi capaz de induzir um aumento significativo na
formacdo de corpusculos (figura 4.9A) em macrdéfagos primarios humanos em cerca de
10 vezes frente ao controle (figura 4.9B). A capacidade do IGF-I induzir corpusculos
lipidicos em MDMs foi reforcada por um aparente aumento na expressdo de ADRP

nestas células (figura 4.10).
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Figura 4.9: Modulacédo da formacao de corpusculos lipidicos em macréfagos humanos pelo IGF-I por Oil
Red O. (A) Formacgdo de corpusculos lipidicos em macrdfagos primarios humanos estimulados com M. leprae
letalmente irradiado na proporcéo bactéria célula de 50:1 ou IGF-I recombinante (50ng/mL) por 48 horas. As
células foram fixadas, os nucleos corados com DAPI e os corpUsculos evidenciados com Oil Red O. As imagens
foram capturas em microscopio de fluorescéncia. (B) Quantificagdo de corpuUsculos lipidicos em macréfagos
primarios humanos estimulados com M. leprae letalmente irradiado e IGF-1 (50ng/mL) durante 48 horas. Foi
realizada uma razdo entre a quantidade de CLs/célula (N=3). *p<0,05; **p<0,01. Barra de escala: 50um; As

imagens representativas foram feitas com aumento de 2 vezes frente a imagem original (DAPI + ORO).
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Figura 4.10: Avaliacdo da expressdo de ADRP em macrofagos humanos derivados de mondcitos
(MDM) estimulados com IGF-I. (A) Expressio de ADRP em macréfagos primarios humanos
estimulados com M. leprae letalmente irradiado na proporcéo bactéria:célula de 50:1, ou estimulados com
IGF-1 (50ng/mL) por 48 horas, avaliada por Western blot. Como controle de carregamento foi utilizado o
GAPDH (N=1) *Foram removidas as bandas sem significancia para o experimento. (C) Analise
densitométrica da figura B. *p<0,05.

4.9 Efeito do IGF-I na producdo de Prostaglandina E, (PGE;) por macro6fagos
humanos

Uma vez que os corpusculos lipidicos sdo potenciais sitios de producdo de PGE,, e
que ndo foi possivel visualizar uma maior producdo de PGE, em mondcitos primarios
humanos, nesta etapa investigamos se, a semelhanca dos mondcitos, o IGF-I ndo seria

capaz de induzir a secrecdo deste eicosandide nos MDMs estimulados.

Corroborando com os dados da literatura, 0 M. leprae parece induzir a sintese de
PGE, em macréfagos humanos, assim como em mondcitos. De maneira interessante, o
IGF-1, independente da dose utilizada, parece ser capaz de induzir a sintese de PGE; em
MDMs apo6s 48 horas de estimulo, ao contrario do observado em monocitos humanos
(figura 4.11).
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Figura 4.11 Avaliac8o da capacidade do IGF-I em induzir a producdo de PGE, em macrdfagos.
Analise dos niveis de PGE, em sobrenadantes de culturas de macréfagos primarios humanos estimulados
com IGF-I em diferentes concentraces ou com M. leprae letalmente irradiado em diferentes proporgdes
bactéria célula (5:1, 10:1 ou 50:1), por 48 horas (N=2). Os niveis de PGE, form quantificado nos

sobrenadantes de cultura por EIA.

4.10 Envolvimento do IGF-I na biogénese de corpusculos lipidicos induzidos pelo

M. leprae em macréfagos primarios humanos

Apbs ser verificada a capacidade do IGF-I em induzir a formacédo de corpusculos
lipidicos em mondcitos assim como em macréfagos primarios humanos (figuras 4.9 e
4.10), e aliados aos dados da literatura que atribuem caracteristicas lipogénicas ao IGF-
I, surgiu a hipotese de que o IGF-I induzido pelo M. leprae poderia estar associado ao
aumento da formacdo de corpusculos lipidicos durante a infeccdo em macrofagos

humanos.

Para testar essa hipdtese, foram realizados ensaios em que neutralizamos o
receptor de IGF do tipo 1 (IGF-1R) em MDMs utilizando um anticorpo especifico para
este receptor, seguido do estimulo com M. leprae. De maneira interessante, ao
neutralizarmos essa via, observamos uma redugdo na formacao de corpusculos lipidicos
induzida pelo M. leprae em cerca de 70%, fazendo com que a neutralizacdo pareca ter
uma quantidade de corpusculos lipidicos semelhante ao controle experimental, sem o

estimulo com M. leprae (figura 4.12).
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Figura 4.12: Participacdo do IGF-1 na formacéo de corpusculos lipidicos pelo M. leprae em macrofagos
humanos (MDMs). (A) Formagéo de corpusculos lipidicos em macr6fagos primarios humanos estimulados com
M. leprae letalmente irradiado na proporcdo bactéria célula de 50:1 por 48 horas. As células foram fixadas, os
nlcleos corados com DAPI e os corpUsculos evidenciados com ORO. As imagens foram capturas em microscopio
de fluorescéncia. (B) Quantificacdo de corpusculos lipidicos em macrdfagos primarios humanos estimulados ou
ndo com M. leprae letalmente irradiado apds neutralizacdo do receptor de IGF-1 (IGF1R) ou IgG durante 48 horas.
Foi realizada uma razdo entre a quantidade de CLs/célula (N=2). Barra de escala: 50um. As imagens

representativas foram feitas com aumento de 2 vezes frente a imagem original (DAPI + ORO).



4.11 Envolvimento do IGF-1 na sobrevivéncia do M. leprae em macréfagos

humanos

Dados recentes da literatura demonstraram que a reducdo de corpusculos
lipidicos, associada a reducao dos niveis de colesterol intracelular, foi capaz de reduzir a
viabilidade do M. leprae em mondcitos humanos (63). Surgiu, entdo, o questionamento
se a neutralizacdo da via de sinalizagdo do IGF-I seria capaz de afetar a sobrevivéncia
intracelular do M. leprae, visto que este hormonio, ndo somente foi capaz de induzir a
formacéo de corpusculos lipidicos, como é capaz de modular positivamente a expressao

transcricional de enzimas responsaveis pela sintese de colesterol intracelular (69).

Para esta avaliacdo, foi utilizada a técnica de RNA de interferéncia (RNAI) para
o receptor de IGF-I, o IGF1R. Devido a facilidade de transfeccdo, macrofagos derivados
da linhagem THP-1 (MdTHP) foram utilizados nestes ensaios. Como podemos
visualizar na figura 4.14A, o silenciamento do receptor IGF-1R foi eficiente, chegando
a aproximadamente 75%, quando os niveis de RNAm de IGF1R nas células
transfectadas com o RNAIi IGF1R foram comparados com as células transfectadas com

um RNAI controle.

Em seguida avaliamos o impacto da via de IGF-1 sobre a viabilidade do M.
leprae, determinando a viabilidade do bacilo por RT-PCR apds 48 horas de infeccdo. A
figura 4.13B mostra uma reducdo em cerca de 60% na viabilidade desta micobactéria

nas células com a expressao reduzida de IGF1R.
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Figura 4.13: Avaliacéo do silenciamento de IGF1R sobre a viabilidade intracelular do M. leprae em
macro6fagos humanos derivados da linhagem THP-1 (MdTHP). (A) Expressdo de RNAm para o
receptor de IGF do tipo 1 em MdTHP transfectados com RNAI especifico, ou com RNAI controle (N=3).
Os niveis de RNAm de IGF1R foram determinados por RT-PCR quantitativo apds 48 horas da
transfeccdo com RNA.. (B) Viabilidade intracelular do M. leprae MdTHP, ap6s infeccéo na MOI de 50:1
por 48 horas, avaliada por PCR (N=3). A viabilidade do M. leprae foi determinada pela razdo entre a

expressao de RNAm 16S e a expressdo do DNA micobacteriano. *p<0,05.

4.12 IGF-I induzido pelo M. leprae inibe a expressao de catelicidina em macréfagos

humanos

Dados do nosso grupo mostraram que o IGF-1 é capaz de modular
negativamente a via de INOS/NO, principal via microbicida efetiva contra
micobacterias em macrofagos murinos (11). Vale ressaltar que células humanas e
murinas apresentam pequenas divergéncias entre 0s mecanismos imunolégicos frente a
infeccbes, em macréfagos humanos a via de producdo de catelicidina dependente da
vitamina D constitui um mecanismo microbicida fundamental contra micobactérias
patogénicas (46). Baseado nestes dados, nesta etapa do trabalho testamos se o IGF-I
induzido pelo M. leprae estaria modulando negativamente a producéo de catelicidina

em macrofagos humanos.

Com a neutralizacao da via de sinalizacdo do IGF-1 em macréfagos derivados da
linhagem monocitica THP-1 com RNAI para o receptor IGF1R, houve um aumento em

cerca de 3 vezes da expressdo de catelicidina frente a infecgdo pelo M. leprae,
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reforcando assim a hipdtese de que o IGF-1 apresenta um papel importante na

modulacdo desta via essencial frente a infec¢do por micobactérias (figura 4.14).

Expresséo relativa
CAMP/RPL13
N

iRNA Negativo A
iRNA IGF-1R

Figura 4.14: Avaliacao do silenciamento IGF1R sobre a expressao de catelicidina frente a infecgéo
pelo M. leprae em macréfagos humanos derivados da linhagem THP-1. Expressdo de catelicidina
determinados por RT-PCR quantitativo em MdTHP-1 transfectados com RNAI para o receptor de IGF do
tipo 1, ou com RNA.i controle, posteriormente infectados com M. leprae vivo (50:1) por 48 horas. (N=3).
*p<0,05.

4.13 Selecdo de SNPs no gene IGF-1 que possam estar associados a Hanseniase —

analise in silico

Os resultados apresentados até aqui, somados aos dados previamente obtidos por
nosso grupo (11,82), indicam a participacdo do IGF-I na fisiopatogenia da hanseniase.
Dessa forma, como ultima etapa deste trabalho, resolvemos avaliar a presenca de SNPs
no gene do IGF-I que pudessem influenciar o nivel de expressdo do gene e, assim,
contribuir para uma maior resisténcia ou susceptibilidade genética a hanseniase. Para
tal, iniciamos um estudo de genética de populacfes em que analisamos in silico a
presenca de SNPs no gene do IGF-I na populacgéo brasileira.

Nessa busca, foram identificados 193 SNPs no gene IGF-I presentes no banco de
dados do EPIGEN. Dos 193 SNPs encontrados, 20 mostraram-se possiveis candidatos

pelos resultados da anotagéo, ou seja, estavam presentes em regides que poderiam estar
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regulando a expressdo génica, como na regido 3’UTR ou proximo ao gene (nearGene)

(Tabela 4.1). Nao foram encontrados SNPs que anteriormente haviam sido relacionados

a regulacdo da expressao génica no gene IGF-I nos bancos de dados consultados.

Tabela 2: Frequéncia dos SNPs selecionados pela analise in silico.

SNP Classe Funcional Al A2 Bambui | Salvador | Pelotas
rs17879774 | near-gene-5 0 A 0 0 0
rs35767 near-gene-5 T C 0,2257 0,3379 0,2206
rs5742612 | near-gene-5 C T| 0,06223| 0,05944| 0,05758
rs6222 untranslated-3 T C| 0,02808| 0,03293 0,02602
rs58690284 | untranslated-3 A G |0,002165| 0,01128| 0,001927
rs6220 untranslated-3 G A 0,2951 0,3479 0,2987
rs3730192 | untranslated-3 G A| 0,01351| 0,01006| 0,01261
rs17885397 |untranslated-3 0 A 0 0 0
rs6219 untranslated-3 A G| 0,07087| 0,07751| 0,07884
rs3730205 | untranslated-3 G A| 0,00486| 0,01445| 0,006437
rs6218 untranslated-3 G A| 0,03186 0,0261 0,02629
rs6217 untranslated-3 C A| 0,03189| 0,02615| 0,02603
rs6216 untranslated-3 C A 0]0,001609 0
rs3730201 | untranslated-3 G T| 0,00162|0,002008 | 0,002738
rs6215 untranslated-3 G A|0,007584 | 0,01728| 0,006034
rs5742707 untranslated-3 T C| 0,01136 0 0
rs3730204 | untranslated-3 C T|0,009804 | 0,006127 | 0,006764
rs190916416 | untranslated-3 T C| 0,00054|0,001608 |0,0006847
rs5742714 | untranslated-3 C G| 0,08189| 0,07742| 0,07877
rs6214 untranslated-3 A G 0,4568 0,4895 0,4235

Apenas 0s SNPs: rs35767, rs5742612, rs6220, rs6219, rs5742714 e rs6214

apresentaram frequéncia maior que 0,04 nas populacdes brasileiras (Tabela 4.1). A

figura 4.15 representa a posicao destes SNPs em relacéo ao gene IGF-I.
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Figura 4.15: SNPs selecionados para o estudo de associagéo a hanseniase no gene IGF-I. Localizagao
dos SNPs no gene IGF-I. Média da frequéncia alélica (MAF) Global: frequéncia do alelo minoritéario (do
inglés, “Minor Alelle Frequency”) na populacdo global (correspondente a 1094 individuos da fase 1 do

1000 Genomes).

A anélise de desequilibrio de ligacdo mostrou que o SNPs rs5742714 e rs6219
estdo em desequilibrio de ligacdo completo, logo ndo ha a necessidade de genotipar
ambos 0s SNPs, pois sdo passados juntos para a geracdo seguinte. Os demais se
encontram em equilibrio de ligacdo (Figura 4.16). Portanto, nossa analise revelou que
poderiam ser genotipados um total de 5 SNPs do gene do IGF-I (rs35767, rs5742612,
rs6219, rs5742714 e rs6214) na populacdo brasileira para analise quanto a sua
associacdo a resisténcia/susceptibilidade a hanseniase. Esta analise sera realizada numa

etapa posterior.
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Figura 4.16 - Mapa de desequilibrio de ligagéo (LD) dos SNPs nas populagdes de Bambui, Pelotas e
Salvador: Avaliagdo do desequilibrio de ligacdo entre os SNPs candidatos ao estudo de associagdo a
Hanseniase baseado em dados obtidos pelo Epigen. Os valores de LD sédo dados em r2, aonde r2<50 é

considerado um LD fraco, 50<r2<80 é considerado um LD moderado e r2>80 é considerado um LD forte.
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5. Discussao

Nos ultimos anos, o estudo das acbes bioldgicas mediadas pelo fator de
crescimento semelhante a insulina I, o IGF-1, vem ganhando destaque devido ao seu
papel anti-inflamatorio, imunomodulador, assim como sua participacdo no reparo
tecidual (70). Sabe-se, por exemplo, que a sinalizacdo através do receptor IGF-1R pode
antagonizar efeitos neurodegenerativos provocados pela producdo excessiva de
citocinas pro-inflamatérias como o TNF e, ainda contribuir para a diferenciacdo de
neurdnios (87). Mais recentemente, foi visto que o IGF-I foi capaz suprimir a resposta
inflamatdria através da alteracdo do fenotipo de mondcitos, em modelo experimental de
doenga inflamatoria intestinal (88).

Dados da literatura indicam, ainda, que o IGF-l favorece a infeccdo por
Leishmania amazonensis, um patogeno intracelular que apresenta tropismo por
macrofagos. Um estudo pioneiro, o grupo da Dra. Hiro Goto, da Universidade de Séo
Paulo, demonstrou um aumento no tamanho das lesdes da pata de camundongos
infectados com formas promastigotas de Leishmania pré-tratadas com IGF-I, além de
um aumento no numero de parasitas (76,77). Posteriormente, 0 mesmo grupo
demonstrou que o IGF-1 poderia atuar diretamente como um fator de crescimento para o
parasita — uma vez que este expressa 0 receptor para IGF-1, além de exercer agdo
moduladora sobre macro6fagos, evidenciada pelo aumento da expressdo de arginase e
consequente inibicdo da producdo de Oxido nitrico — um potente agente microbicida
(79,81). Esses dados foram confirmados por Osério e colaboradores, onde, foi
demonstrado que o IGF-I e a IL-4 aumentam a atividade de STAT-6, que por sua vez,
induz um aumento na expressao de arginase favorecendo a sobrevivéncia e persisténcia
da Leishmania em macréfagos (89). Ainda na infeccdo por Leishmania, Dalton e
colaboradores (2010) demonstraram que ao inibir da ativacdo de receptores do tipo
tirosina quinases durante a infec¢do, havia uma recuperagdo da resposta imunolégica
efetora e producéo de oxido nitrico frente a infecgéo (90).

Levando em consideracdo as acdes pleiotropicas do IGF-1 e seu papel na
infeccdo por Leishmania, desde 2005 nosso grupo vem investigando o possivel
envolvimento deste fator de crescimento na patogénese da hanseniase. Inicialmente,
tentando explicar a aparente auséncia de toxicidade e morte celular em fragmentos de

nervo de pacientes com a forma lepromatosa da doenca (91), nosso grupo demonstrou
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que o M. leprae é capaz de inibir a apoptose de células de Schwann humanas mantidas
em condicGes livres de soro através da indugdo de IGF-I por estas células (82). Mais
tarde, estudos na mesma linha visaram avaliar a capacidade do IGF-1 em modular a
resposta microbicida de macrofagos. Utilizando modelo murino, derivado da linhagem
RAW 264.7, nosso grupo demonstrou que, a semelhanca do que foi observado em
células de Schwann, o M. leprae foi também capaz de induzir IGF-1 em macrofagos e,
ainda, a neutralizagéo da via de sinalizacdo de IGF-I ndo apenas restaurou a capacidade
destas células em responder ao M. leprae através do aumento na producdo de NO, como
também reduziu a viabilidade do bacilo. Adicionalmente, IGF-I exdgeno foi capaz de
alterar a resposta microbicida de macréfagos murinos frente a micobactérias avirulentas
como M. bovis BCG e M. smegmatis, de maneira a garantir a sobrevivéncia intracelular
destas micobactérias (11). Estes estudos sugeriram um importante papel do IGF-1 na
patogénese da hanseniase, desvendando uma nova estratégia de sobrevivéncia e
persisténcia do M. leprae na célula hospedeira.

Além  das  caracteristicas  anti-apoptdticas, anti-inflamatorias e
imunomoduladoras do IGF-I, a literatura vem apontando que este horménio é capaz de
regular positivamente uma gama de genes envolvidos no metabolismo lipidico, tais
como aqueles que codificam as enzimas HMGCoA redutase (etapa limitante na
biossintese de colesterol) e acido graxo sintase (FAS; enzima envolvida na biossintese
de &cidos graxos), além de receptores de LDL e fatores de transcricdo como SREBP-1 e
-2 em mioblastos — modulacéo esta favoravel ao acimulo de lipideos intracelulares (69).

Em conjunto, os dados levantados até aqui nos motivaram, através do presente
estudo, a compreender melhor o envolvimento do IGF-1 na interagdo do M. leprae com
macrofagos humanos, visto que estas células constituem verdadeiros nichos de
sobrevivéncia e replicacdo do bacilo na pele de pacientes lepromatosos — constituindo
esta uma caracteristica histologica marcante nesta forma clinica da hanseniase (1).

Inicialmente, tentamos tracar um paralelo com dados recentemente publicados
também pelo nosso grupo, os quais demonstraram a capacidade do M. leprae em
modular o metabolismo lipidico da célula hospedeira através da inducdo de corpusculos
lipidicos (54,62). Assim, como uma primeira etapa do estudo, buscamos avaliar se 0
estimulo com IGF-I seria capaz de induzir a formagéo de corpusculos lipidicos em
monocitos humanos. Foi realizada, entdo, uma cinética temporal de inducdo de
corpusculos lipidicos em mondcitos primarios humanos, utilizando como controle

positivo o estimulo com M. leprae letalmente irradiado — devido, principalmente, a
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dificuldade de obtencdo de bacilos vivos e também como base de comparacdo aos
estudos previamente publicados (54). De maneira interessante, verificamos que a adi¢ao
de IGF-1 exdgeno as culturas foi capaz de induzir a formacéo de corplsculos lipidicos
em monocitos primarios humanos de maneira tempo-dependente (figura 4.1), a
semelhanca do que nosso grupo observou previamente com o estimulo de M. leprae
viavel ou letalmente irradiado (54). A fim de reforcarmos este achado, avaliamos a
expressdo de ADRP, uma proteina estrutural dos corpusculos lipidicos (58).
Corroborando os dados anteriores, a expressao de ADRP foi regulada positivamente por
IGF-1 em culturas de mondcitos primarios humanos tanto a nivel transcricional quanto
proteico (figura 4.2).

Estudos anteriores ja& buscavam compreender os mecanismos de inducdo de
corpusculos lipidicos pelo M. bovis BCG em macrofagos, apontando a participacédo de
TLR-2 (92). De maneira complementar, Almeida e colaboradores (93) demonstraram a
necessidade do fator de transcricdo PPAR-y na indugdo destas organelas por esta
micobactéria. No caso especifico do M. leprae, nosso grupo demonstrou a participagdo
dos receptores TLR-2 e -6 como um importante mecanismo de inducdo da formacao de
corpusculos lipidicos em mondcitos humanos (54,62). Foi verificada, ainda, por estudos
in vitro, a capacidade do bacilo em induzir a captacdo e acumulo de colesterol
intracelular, além da expressdo diferencial de receptores de LDL, enzimas e fatores de
transcricdo essenciais na biossintese e captacdo de colesterol, em fragmentos de pele de
pacientes com as formas polares da hanseniase (63). Em conjunto, estes estudos abriram
uma nova Vvisao sobre estratégias auxiliares no tratamento na hanseniase (64), as quais

serdo discutidas adiante.

Um possivel mecanismo pelo qual o IGF-I poderia estar atuando na inducéo da
formagdo de corpusculos lipidicos em mondcitos humanos seria atraves da inducgdo da
sintese “de novo” de acidos graxos e colesterol. Liang e colaboradores (94)
demonstraram a capacidade deste fator de crescimento levar & produgdo de mielina por
células de Schwann em co-culturas com neurénios de ganglios da raiz dorsal de ratos.
Além disso, conforme descrito na literatura, o IGF-1 esta envolvido na modulacdo
transcricional de elementos envolvidos na sintese e acumulo de lipideos como a
HMGCOoA redutase e FAS (69). Dado isto, um proximo passo do nosso trabalho foi
investigar se o IGF-I poderia estar modulando a transcricdo destas enzimas em

mondacitos primarios humanos.
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Corroborando os dados publicados por Mattos e colaboradores (63), 0 estimulo
de M. leprae irradiado foi capaz de induzir um aumento significativo na expressao de
HMGCOA redutase em monadcitos humanos e o IGF-I adicionado as culturas produziu
efeito semelhante (figura 4.3A). Também investigamos a capacidade de IGF-I em
induzir a expressdo de FAS em mondcitos primarios humanos, assim como a
capacidade de M. leprae em modular a expressdo desta enzima. Como pode ser
observado neste estudo, o M. leprae foi capaz de regular positivamente a expresséo de
FAS nestas células, dado este ainda ndo investigado anteriormente. Ja o estimulo com
IGF-1, embora tenha apresentado uma tendéncia de inducdo de aumento na expressdo da
enzima FAS, isto ndo foi estatisticamente significativo (figura 4.3B). Ensaios adicionais
necessitam ser realizados a fim de melhor esclarecer este ponto do trabalho.

Apo6s demonstrarmos a capacidade do IGF-I em modular positivamente a
expressdao de HMGCOA redutase, investigamos se estaria havendo um acimulo de
colesterol intracelular nesses monacitos estimulados com este fator de crescimento.
Corroborando aos dados publicados por Mattos e colaboradores (63), o M. leprae foi
capaz de induzir um aumento no acimulo de colesterol intracelular apds 24 horas de
estimulo, além de manter uma tendéncia de aumento frente ao controle ap6s 48 horas de
estimulo. De maneira curiosa ndo conseguimos observar acumulo de colesterol em
monocitos estimulados com IGF-I (figura 4.5). Esperdvamos que o estimulo de IGF-I
fosse capaz de induzir o acimulo de colesterol intracelular, visto que além de
verificarmos uma maior expressdo génica da principal enzima da sintese de colesterol
(HMGCoA redutase), observamos que o IGF-1 foi incapaz reduzir a expressao dos
transportadores reversos de colesterol, painel esse que teoricamente favoreceria o
acumulo. Alguns gquestionamentos surgiram a partir deste resultado. Um primeiro ponto
estaria relacionado a algum desvio na via de biossintese de colesterol, que levaria a
formacdo de outro produto. Um segundo ponto que merece ser levado em consideracédo
esta relacionado ao dogma central da biologia molecular, onde nem todo transcrito €, de
fato, traduzido, portanto poderia estar havendo uma regulagdo pos-transcricional
impedindo a atividade desta enzima. O ndo acumulo de colesterol na célula, a despeito
da capacidade de IGF-I de induzir a biogénese de CLs, pode sugerir uma composi¢éo de

lipideos neutros preferencialmente de triacilglicerideos nos CLs induzidos por IGF-I.

Tendo em vista que ndo foi observada uma acdo do IGF-I sobre o acimulo de

colesterol em mondcitos humanos (figura 4.5), investigamos um outro pilar
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complementar a esse painel de acimulo de colesterol, que sdo os transportadores
reversos de colesterol ABCA1l e ABCG1 — os quais ainda ndo foram avaliados no
contexto da infec¢do pelo M. leprae. De maneira interessante, o M. leprae se mostrou
capaz de induzir um aumento na expressdo de ambos esses transportadores, dado este
que poderia estar relacionado a um mecanismo de equilibrio em resposta ao exacerbado
acumulo de colesterol anteriomente descrito pela micobactéria. J& o IGF-1 ndo se
mostrou capaz de modular transcricionalmente a expresséo de ABCA1 nem de ABCG1
(figura 4.4). A capacidade do IGF-1 em modular a expressdo desses transportadores
reversos de colesterol ja foi investigada em macréfagos derivados da linhagem THP-1,
onde os autores verificaram que o IGF-I regula negativamente a expressao destes (95),
dado este que estaria de acordo com a literatura em que é demonstrada uma regulagédo
negativa da LXR pelo IGF-I, culminando numa menor expressao de ABCA1 e ABCGL.

Mattos e colaboradores (54) observaram uma correlacdo entre a inducgdo de
corpusculos lipidicos e a producdo de PGE, durante a interacdo do M. leprae com
mondcitos humanos, apontando para os corplsculos como sitios de producdo deste
mediador lipidico. Por outro lado, ja havia sido descrito que o estimulo com IGF-I era
capaz de induzir a expressdo de cicloxigenases e de PGE, em células de linhagem de
cancer de ovario (96). Visto que constatamos que o IGF-I induzia a biogenese de CLs
em mondcitos e macrofagos, no presente estudo investigamos se o estimulo com IGF-I
tambem era acompanhado de producdo de PGE; nestas células (figuras 4.6 e 4.11). Os
resultados prelimirares obtidos sugerem que, enquanto uma tendéncia de inducdo de
PGE; pelo M. leprae foi observada nos dois tipos celulares, o IGF-I parece ser capaz de
induzir PGE; somente em macrofagos. Contudo, novos experimentos sdo necessarios
para confirmar esta observacdo. Este resultado estd de acordo com ensaios anteriores
realizados com macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 que mostraram que 0
IGF-I era capaz de induzir um aumento da producdo de PGE; nestas células (50). De
fato, recentemenente observamos que células RAW264.7, ao serem estimuladas com
IGF-1, apresentam uma maior expressdo de RNAm para COX-2 e PTGES,, enzimas
envolvidas na sintese de PGE; (dados ndo mostrados).

Analises de expressdo génica e por imunohistoquimica para a expressao de IGF-
I em lesdes de pele pacientes com as formas polares da hanseniase, previamente
realizadas pelo nosso grupo, mostraram uma maior expressao de IGF-1 na lesdo de
pacientes LL quando comparadas a lesdo de pacientes com a forma BT. Além disso, foi

verificado que a marcacdo para IGF-I localizou-se preferencialmente em macrofagos
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espumosos, sugerindo assim que estas células sejam responsaveis pelo aumento na
expressdo de IGF-1 na lesdo, assim como reforcam a conexdo entre IGF e o
metabolismo lipidico (Silva et al., manuscrito submetido).

Baseado nestes resultados, aspectos da modulacdo do metabolismo lipidico por
IGF-1 foram, também, avaliados em macréfagos humanos. Nesta etapa do trabalho, nos
perguntamos inicialmente se o M. leprae modularia a expresséo de IGF-I nestas células
in vitro. Nossos resultados demonstraram que o M. leprae é capaz de induzir um
aumento significativo na expressdio de RNAm para IGF-1 em macrdfagos primarios
humanos, assim como em macrofagos derivados da linhagem THP-1 (figuras 4.7 e 4.8,
respectivamente). De maneira curiosa, ndo conseguimos observar um aumento na
sintese proteica de IGF-1 a partir da analise de sobrenadantes por ELISA. Este fato se
mostrou persistente em diversas dosagens realizadas. De fato, vale a pena mencionar
que esta mesma dificuldade de deteccdo de IGF-I em sobrenadantes de cultura foi
observada em diversos outros trabalhos que relataram a inducdo e/ou ativagéo da via de
IGF-1, nos levando a considerar a hip6tese de que seja uma grande dificuldade dosar
este fator de crescimento. Uma maneira para contornar este impasse seria a realizacdo
de um ensaio de western blot para o IGF-I a partir do lisado das células, como
demonstrado por Rong-Tie Ge e colaboradores (88). Uma possivel explicacdo para este
fato curioso seria 0 tempo curto de disponibilidade do IGF-I livre no sobrenadante.
Acreditamos que este hormonio, dado sua atividade autdcrina/paracrina, seja
rapidamente consumido pelas células, mantendo-se sempre em niveis baixos no
sobrenadante das culturas.

Nossos dados mostrando a indugcdo de RNAm para IGF-I pelo M. leprae estdo
de acordo com aqueles previamente descritos pelo nosso grupo tanto em macrofagos
murinos da linhagem RAW 264.7 quanto em células de Schwann infectadas pelo M.
leprae (50,82). Nestes dois trabalhos foi possivel, ainda, detectar diferencas
significativas da expressdo de IGF-1 a nivel proteico. Também estdo de acordo com a
expressao acentuada de IGF-1 observada nos macrofagos espumosos presentes nas
lesdes de pele de pacientes lepromatosos (Silva et al., manuscrito submetido). Neste
ultimo caso, contudo, o microambiente da lesdo lepromatosa rico em citocinas de
carater anti-inflamatério como IL-4 e |IL-13, que reconhecidamente regulam
positivamente a expressdo de IGF-I, poderiam estar contribuindo para este inducgéo
deste fator (97,98).
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Macrofagos primarios humanos estimulados com IGF-I recombinante revelaram,
por ensaio utilizando microscopia fluorescente, que este fator de crescimento foi capaz
de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos nestas células (figura 4.9). Reforcando
esses dados, foi verificada uma maior expressao de ADRP por Western blot quando
macrofagos primarios humanos foram estimulados com IGF-I (figura 4.10). Apds
atestarmos a capacidade do M. leprae em induzir a expressdo de IGF-1 em macro6fagos
humanos, assim como a capacidade do IGF-1 em induzir a formacdo de corpusculos
lipidicos em mondcitos e macrofagos humanos, fomos avaliar se o IGF-1 induzido pelo
M. leprae estaria participando na biogénese de corpusculos modulada pela micobactéria.
Para isso, foram realizados experimentos utilizando anticorpo neutralizante para o
receptor IGF-1R e posterior estimulagdo com M. leprae letalmente irradiado. Os nossos
resultados sugerem que o pré-tratamento de macrdofagos primarios humanos com
anticorpo neutralizante anti-IGF-1R (o-IGF-1R) reduz a formacdo de corpusculos
lipidicos induzidos pelo M. leprae (Figura 4.12). Experimentos adicionais serdo

realizados para confirmar esta observagao.

Em culturas de mondcitos infectados/estimulados pelo M. leprae foi
previamente observado que tanto as células que haviam internalizado o M. leprae assim
como aqguelas que ndo haviam internalizado apresentavam biogénese aumentada de
CLs, sugerindo, assim, a participacdo de fatores sollveis na biogénese de corpusculos
lipidicos (54). Estes dados foram, ainda, confirmados por ensaios utilizando meio
condicionado proveniente de culturas de mondcitos estimulados com M. leprae, 0s
quais quando adicionados a culturas ndo infectadas mimetizaram o efeito da bactéria na
inducdo de corpusculos lipidicos. Estes dados reforcam a ideia de que o IGF-1, uma vez
sendo induzido pela bactéria, poderia ser um candidato para a inducdo desta organela
por meio de sua atividade paracrina. A adi¢do de anticorpo neutralizante para IGF nos
meios condicionados de mondcitos/macrofagos poderiam confirmar esta hipdtese em
experimentos futuros.

Estudos atuais apontam a importancia da modulacéo do metabolismo lipidico na
célula hospedeira para a sobrevivéncia do M. leprae. Em um estudo in vitro foi
demonstrado que a diminuicdo dos niveis de colesterol intracelular reduz
significativamente a sobrevivéncia do M. leprae em macréfagos humanos (63).
Posteriormente, Lobato e colaboradores (64) demonstraram em modelo experimental de
camundongos infectados com M. leprae que o tratamento com estatinas, inibibores

classsicos da HMGCOA redutase,era capaz de aumentar a capacidade microbicida da
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rifampicina, ao mesmo tempo que diminuia a reacao inflamatorio no local da infeccdo.
Mais tarde, ao tentar compreender a importancia do colesterol na sobrevivéncia
intracelular do M. leprae, foi demontrado que o M. leprae ndo € capaz de utilizar o
colesterol como fonte de carbono e energia, apontando para funcdes alternativas da via
do mevalonato durante a infecgdo, como a modulagéo da resposta imune inata da célula
hospedeira (99). Com isso, surgiu o questionamento se o IGF-I seria capaz de afetar a
sobrevivéncia intracelular do M. leprae, visto que este horménio ndo somente foi capaz
de induzir a formacdo de corplsculos lipidicos, como era capaz de modular
positivamente a expressao transcricional da enzima HMGCOoA redutase .

Utilizando a tecnologia de RNA de interferéncia (RNAI) para o receptor IGF-1R
durante a infeccdo em macrdéfagos derivados da linhagem THP-1, verificamos que
houve uma queda significativa na viabilidade do M. leprae (figura 4.13B).Vale ressaltar
que a eficécia do silenciamento com RNAI para o receptor foi confirmada por RT-PCR
quantitativo, onde foi verificado que este estava sendo menos expresso em cerca de 75%
(figura 4.13A).

A partir deste dado, confirmamos a importancia do IGF-I para a sobrevivéncia
intracelular do M. leprae. Acreditamos que a morte do bacilo tenha ocorrido devido ao
retorno da atividade efetora desses macréfagos. Dados do nosso grupo (11)
demonstraram que o IGF-1 é capaz de modular negativamente a via de iINOS/NO,
principal via microbicida efetiva contra micobactérias em macréfagos murinos (11).
Essa via de producdo de NO é regulada pelo IFN-y, o qual ¢ reconhecido pelo receptor
de IFN que, em consequéncia ativa a fosforilagdio de JAK/STAT formando um
homodimero STAT-1/STAT-1, que por sua vez leva a expressao de iNOS e
consequente producdo de NO (100). Nosso grupo também avaliou o que estaria sendo
regulado pelo M. leprae para evitar a producdo de NO, e foi verificado que através da
producdo de IGF-I, o M. leprae é capaz de induzir a expressdo de SOCS3 cuja atividade
inibe a producdo de NO via IFN-y (11). Além disso, o IFN-y pode ativar a via de
vitamina D através da IL-15. Em outras palavras, o IFN-y induz a produgdo de IL-15
pelos macréfagos, que de maneira autdcrina ativa a via de vitamina D e consequente
producdo de catelicidina — um potente peptideo anti-microbiano (101). Um estudo
realizado com Mycobacterium tuberculosis demonstrou que a via de producdo de
catelicidina, dependente da vitamina D, constitui um mecanismo microbicida

fundamental contra micobactérias em macréfagos humanos (46).
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Dado o exposto, avaliamos se o IGF-l induzido pelo M. leprae estaria
modulando a expressdo de catelicidina em macrofagos humanos. Conforme
demonstrado na figura 4.14, a neutralizacdo da via de sinalizacdo de IGF-1 — dada pela
utilizacdo de RNAI para o receptor IGF-1R — induziu um aumento na expressdo de
catelicidina frente a infeccdo pelo M. leprae. Hipotetizamos, desta forma, que a
manutencgéo da viabilidade intracelular do M. leprae sustentada pela producéo de IGF-I
poderia estar de alguma forma vinculada & modulacdo da expressdo de catelicidina,
sendo este, um outro mecanismo da acdo moduladora de IGF-I na célula hospedeira
durante a infeccdo pelo M. leprae. Esse dado pode ser explicado, também, pelo aumento
na producdo de PGE, nesses macrofagos via IGF-I, visto que ja foi descrito em
inflamacdes agudas, como o cancer de mama, uma correlagédo inversa entre a via de
vitamina D e 0 PGE,. Neste contexto em especifico foi encontrada uma alta expressao
de COX-2 e producdo de PGE; nesse sitio inflamatorio, seguido de uma inibicdo da
atividade da via de vitamina D (102). Além disso, ja foi demonstrado que a ativacdo do
receptor de vitamina D (VDR) é capaz de reduzir a produgdo de PGE;, em fibroblastos
humanos (103).

Conforme foi sendo realizada essa analise funcional da participacdo do IGF-1 na
infeccdo pelo M. leprae, foram surgindo diversos questionamentos e desdobramentos a
cerca deste tema. Um ponto que nos chamou muita atencdo foi em relacdo aos
marcadores genéticos associados a hanseniase, tendo em vista que esse tipo de
abordagem vem sendo amplamente estudado em diversas doengas. Com isso, surgiu a
hipétese de que polimorfismos (SNP) no gene do IGF-1 poderiam estar regulando a
expressao basal em alguns individuos, e que estes SNPs poderiam, entdo, estar
associados a uma maior susceptibilidade ou protecdo a hanseniase, visto que nossos
ensaios funcionais demonstraram a importancia desse hormonio para a persisténcia do

M. leprae na célula hospedeira.

Dado este questionamento, como abordagem final e complementar a este estudo,
foi realizada uma busca in silico dos SNPs presentes no gene IGF-1 na populacdo
brasileira, utilizando o banco de dados EPIGEN (104). Foram identificados 193 SNPs
no gene IGF-1, porém ap6s uma série de analises, esses SNPs foram filtrados e
chegamos ao numero de 6 SNPs com frequéncia expressiva na populacao brasileira que

poderiam estar atuando na regulacéo da expressdo deste gene. Também realizamos uma
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busca por eQTLs nesses SNPs em dois diferentes bancos de dados, mas nenhum destes

SNPs haviam sido caracterizados como eQTLSs.

Esta analise, embora preliminar, se mostrou bem interessante, pois ao buscarmos
na literatura artigos associados a estes SNPs em outras doencas ou desordens
metabdlicas, descobrimos que o SNP rs35767 ja foi associado ao risco de osteoporose
em um estudo de genética de populacdes na China (105,106), e ainda, foi associado ao
risco em cancer de prostata também na populagéo chinesa (107). Ja os SNP rs5742612 e
rs5742714, em um estudo preliminar realizado na populagdo japonesa, quando
associados & obesidade podem aumentar o risco no desenvolvimento de céncer de

pancreas (108).

O SNP rs6220 foi descrito como um facilitador para a ocorréncia de cancer de
préstata, visto que além de associar este polimorfismo a ocorréncia deste tipo de cancer,
os autores implicaram em uma maior producdo de IGF-I, logo a presenca deste SNP
facilitaria o surgimento do cancer dado esse aumento de IGF-I circulante (109). Néao
existe nada descrito na literatura sobre o SNP rs6219. J4 o SNP rs6214 foi associado a
ocorréncia de cancer de gastrointestinal (110) e ao desenvolvimento de acidente
vascular encefalico (AVE) (111).

Mesmo ndo tendo encontrado nenhum polimorfismo anteriormente descrito
sendo relacionado a reposta inflamatdria, acreditamos que esses SNPs apresentam uma
potencial funcionalidade na patogénese da hanseniase. Um proximo passo para
elucidarmos se algum SNP estaria, de fato, associado a hanseniase sera a realizagdo da
genotipagem de pacientes diagnosticados com hanseniase e de individuos sadios. Como
uma perspectiva deste trabalho, iremos concluir as analises genéticas, e quem sabe

identificar mais um marcador molecular para o adoecimento em hanseniase.
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6. Conclusao

Com os resultados obtidos nesse trabalho, concluimos que o IGF-I é capaz de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos tanto em mondcitos, quanto em macrdéfagos
primarios humanos. Buscando entender que alteragdes no metabolismo lipidico
poderiam justificar a biogénese de CLs induzida pelo IGF-I, observamos aumento dos
niveis de RNAmM da enzima HMGCOoA redutase, mas sem, contudo, observar qualquer
alteracdo na expressao dos transportadores reversos ABCA1 e ABCG1 e nos niveis
intracelulares de colesterol. Também ndo observamos alteragdo nos niveis de RNAmM
para FAS, indicando que efeitos do horménio em outros pontos ndo investigados do
metabolismo celular devem ser responsaveis pelo efeito lipidogénico observado. Dados
iniciais apresentados neste trabalho também sugerem que o IGF-1 tem um importante
papel na inducdo de corpusculos induzida pelo M. leprae. Finalmente, foi demonstrado
que o IGF-I modula negativamente a expressdo de catelicidina, produto da via
microbicida dependente de vitamina D, favorecendo a sobrevivéncia do M. leprae. Em
conjunto, nossos dados indicam a importancia do IGF-1 na persisténcia e sobrevivéncia
do M. leprae em macréfagos humanos através da atenuacdo da resposta imune inata
microbicida destas células e favorecimento do acimulo de lipideos, contribuindo para a
formacdo de um microambiente favoravel a este patdgeno. Esperamos que os dados
obtidos a partir do presente estudo possam impactar de maneira significativa na geracédo

de novas estratégias de controle e tratamento da hanseniase.
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. Perspectivas

Novos ensaios precisam ser realizados para avaliarmos a capacidade do IGF-I
em induzir a sintese de PGE,, tanto em mondcitos primarios quanto em

macrofagos primarios.

Mais experimentos utilizando anticorpo neutralizante para o receptor de IGF-I
seguido do estimulo com M. leprae deverdo ser realizados para que possamos
fechar o N experimental da microscopia que mostra uma queda na formacao de

corpusculos lipidicos pelo M. leprae quando inibida a via de IGF-I.

Ensaios para microscopia utilizando RNAI especifico para o receptor IGF1R
seguido da infeccdo pelo M. leprae serdo realizados para que possamos
confirmar o dado anteriormente obtido com a neutralizacdo da via de sinalizacéo

mediada pelo IGF1R com anticorpo neutralizante.

E de extrema importancia que seja realizada a avaliacdo da expresséo de ADRP
em macrofagos derivados da linhagem THP-1 transfectados com RNAI para o
receptor IGF1R seguido da infeccdo pelo M. leprae, visto que este dado
reforcaria a nossa hipotese do envolvimento deste receptor para a inducdo de

corpusculos lipidicos pelo M. leprae.

Avaliaremos, também, se o IGF-I seria capaz de modular a expressdo de PPAR-

Y-

Com a analise in silico dos SNPs existentes no gene IGF-I surgiram possiveis
alvos genéticos que poderiam estar associados ao adoecimento em hanseniase.
Logo, serdo desenhadas sondas especificas para cada SNPs para que possamos
realizar um estudo de caso-controle a fim de, através de genotipagem,
correlacionar ou ndo esses SNPs a doenca. O mesmo tipo de analise sera

realizado para o receptor IGF-1R.
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10.Apéndices

10.1 Artigo: Mycobacterium leprae-induced Insulin-like Growth Factor | attenuates

antimicrobial mechanisms, promoting bacterial survival in macrophages

Leonardo Ribeiro Batista Silva', Luciana Silva Rodrigues’’, Aislan de Carvalho

Vivarini?, Fabricio da Mota Ramalho Costal, Katherine Antunes de Mattos*®, Maria

Renata Sales Nogueira Costa®, Patricia Sammarco Rosa®, Thiago Gomes Toledo Pinto®,
André Alves Dias', Danielle Fonseca Moura®, Euzenir Nunes Sarno®, Ulisses Gazos
Lopes?, Maria Cristina Vidal Pessolani'4.

Abstract:

Mycobacterium leprae (ML), the etiologic agent of leprosy, can subvert
macrophage antimicrobial activity by mechanisms that remain only partially
understood. In the present study, the participation of hormone insulin-like growth factor
I (IGF-1) in this phenomenum was investigated. Macrophages from the dermal lesions
of the disseminated multibacillary lepromatous form (LL) of leprosy expressed higher
levels of IGF-I than those from the self-limited paucibacillary tuberculoid form (BT).
Higher levels of IGF-I secretion by ML-infected macrophages were confirmed in ex
vivo and in vitro studies. Of note, the dampening of IGF-I signaling reverted the
capacity of ML-infected human and murine macrophages to produce antimicrobial
molecules and promoted bacterial killing. Moreover, IGF-1 was shown to inhibit the
JAK/STAT1-dependent signaling pathways triggered by both mycobacteria and IFN-y
most probably through its capacity to induce the suppressor of citokine signaling-3
(SOCS3). Finally, these in vitro findings were corroborated by in vivo observations in
which higher SOCS3 expression and lower phosphorylation of STATL levels were
found in LL versus BT dermal lesions. Altogether, our data strongly suggest that IGF-I
contributes to the maintenance of a functional program in infected macrophages that
suits ML persistence in the host, reinforcing a key role for IGF-1 in leprosy

pathogenesis.

Manuscrito submetido para: Scientific Reports (Abril, 2016).
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10.2 Artigo: Neutrophil CD64 expression as a potential biomarker for Erythema
Nodosum Leprosum

Veronica Schmitz!”, Rhana Berto da Silva Prata®, Sheila Santos Branddo®, Thais Porto

Amadeu?, Luciana Silva Rodrigues?, Mayara Abud Mendes', Fabricio Da Mota

Ramalho Costa', Alice de Miranda Machado®, José Augusto da Costa Nery*, Mariana

de Andrea Hacker!, Anna Maria Sales®, Helen Ferreira', Mayara Garcia de Mattos

Barbosa®, Roberta Olmo Pinheiro®, Euzenir Nunes Sarno*

Abstract:

ENL is an immune reaction of Leprosy which aggravates the patient clinical
condition. The management of ENL patient needs to be early and efficient to prevent
disability and permanent nerve damage. Rational search for molecular targets during
episodes of ENL is essential to better understand of disease mechanisms and may
facilitate the search for new drugs and diagnostic tests. Previous studies have
demonstrated that cytokines as IFN-y and GM-CSF which are involved in the induction
of CD64 expression are enhanced during ENL. In this study, we report that ENL
lesions, which are rich in neutrophils, express CD64. The efficient treatment with
thalidomide reduced CD64 expression in the lesions, and neutrophils infiltrate, as
revealed by myeloperoxidase analyses. Furthermore, peripheral blood neutrophils of
ENL patient display also abundant levels of surface CD64 which was indeed modulated
by anti-reactional treatment. Circulating neutrophils of patient with severe ENL presents
higher levels of surface CD64. Collectively, these data uncover that ENL neutrophils

express CD64, presumably contributing to the immunopathogenesis.
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