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RESUMO

A hanseniase € uma doenga infecto-contagiosa cronica causada pelo
Mycobacterium leprae (ML), um bacilo intracelular obrigatério que infecta
preferencialmente células de Schwann dos nervos periféricos e macréfagos da pele.
A lesédo neural € o sintoma mais grave da doenca e, dessa forma, compreender as
bases moleculares da interacdo ML- célula de Schwann constitui um topico de
grande relevancia na patogénese da hanseniase. Estudos apontam que o ML
modula o metabolismo lipidico da célula hospedeira, levando ao acumulo de
corpusculos lipidicos. Dentre os lipidios acumulados, o colesterol € um dos mais
abundantes e parece ser importante para a sobrevivéncia do ML. O colesterol
também possui relevancia em outras micobacterioses, como na tuberculose, sendo
uma importante fonte de carbono para o Mycobacterium tuberculosis (Mtb), quando
submetido a estarvacdo nutricional no hospedeiro. Durante o processo evolutivo, o
ML sofreu uma reduc¢do drastica no numero de genes funcionais quando comparado
ao Mtb. Dentre os genes perdidos pelo ML estdo os envolvidos no catabolismo de
colesterol, tendo como excegdo da enzima 3B-Hidroxiesterol desidrogenase (3[3-
HSD), que catalisa a oxidac¢do do colesterol a colestenona. Considerando a ideia de
gue o ML preservou apenas genes essenciais para sua sobrevivéncia no seu nicho
intracelular, este estudo tem como objetivo compreender o papel da 3p-HSD na
patogénese do ML. Inicialmente verificamos que o tratamento da célula de Schwann
com atorvastatina, inibidor da biossintese de colesterol, diminui a viabilidade
intracelular do ML, sugerindo que o colesterol € importante para sua sobrevivéncia
neste tipo celular. Em seguida comprovamos a expressao da enzima 33-HSD in vivo
através da sua deteccao com anticorpo especifico em bidpsias de pele de pacientes
lepromatosos. Numa etapa seguinte mostramos a capacidade do composto SB100,
inibidor previamente desenvolvido para a enzima homéloga de Mtb, de inibir a
enzima de ML de duas formas: a) incubando ML vivo isolado de camundongos nude
com [*'C]colesterol e [**C]palmitato e monitorando a sua conversdo a colestenona
por cromatografia em camada fina (TLC); e b) quantificando a reducdo de NAD a
NADH ap06s incubacao de lisado da bactéria com colesterol. De forma inesperada, o
bloqueio da 33-HSD também inibiu a producao de lipidios micobacterianos como o
PGL-l e PDIM, observado através da incubacdo de ML vivo com [**C]palmitato,
seguida de analise por TLC. De forma importante, pré-tratamento de ML com SB100
diminuiu a viabilidade intracelular do ML em células de Schwann infectadas,
monitorado por gPCR. Também verificamos que a adicdo exdgena de colestenona a
células de Schwann parece favorecer a sobrevivéncia intracelular do ML e que a
colestenona pode ser convertida em outros esteréis pela célula hospedeira. Nossos
resultados sugerem que a enzima 3B-HSD pode ter papel importante tanto na
geracdo de poder redutor, essencial em vias anabdlicas da bactéria, assim como de
um perfil alterado de oxiesterois que poderiam alterar fungdes na célula hospedeira
relevantes durante a infeccéo. Concluindo, nosso estudo ampliou os conhecimentos
acerca da importancia do metabolismo de colesterol e do papel da 3p-HSD na
interacdo ML-célula de Schwann, revelando um alvo terapéutico potencial para
novas intervengdes visando o controle da neuropatia hanseniana.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronicle infectious disease caused by the obligate intracellular
pathogen Mycobacterium leprae (ML), which infects preferentially Schwann cells
from peripheral nerves and skin macrophages. Neural lesions are the most severe
symptom of this disease; therefore, understanding the molecular bases of ML-
Schwann cells interaction is a relevant topic in leprosy pathogenesis. Studies
demonstrate that ML modulates host cell metabolism leading to lipid droplet
accumulation. Among the lipids that are accumulated, cholesterol is one of the most
abundant and it is important for bacilli intracellular survival. Cholesterol is also
relevant for other mycobacteriosis, such as in Tuberculosis, being an important
carbon source for Mycobacterium tuberculosis (Mtb) when it is under nutritional
starvation on the host. During the evolutionary process, ML has suffered a drastic
reduction of the number of functional genes when compared to Mtb. Among the
genes lost by ML are the ones involved in cholesterol catabolism, with exception of
the enzyme 3B-Hydroxysterol dehydrogenase (3B-HSD) that promotes cholesterol
oxidation into cholestenone. Considering the idea that ML has only preserved genes
essential to its survival inside the intracellular niche, this study has the goal to
understand 3B-HSD role in ML pathogenesis. First, we verified that Schwann cell
treatment with atorvastatin, a cholesterol biosynthesis inhibitor, decreased ML
intracellular viability, suggesting that cholesterol is important for its survival in this cell
type. Then, we demonstrated the expression of 3g-HSD enzyme in vivo through its
detection with specific antibody in lepromatous patients’ skin biopsies. In a next step,
we demonstrated the ability of SB100 compound, a inhibitor developed for the Mtb
homologous enzyme, to inhibit the ML enzyme in two ways: a) incubating live ML
isolated from nude mice with [**C]cholesterol and [**C]palmitic acid and monitoring its
conversion to cholestenone by thin layer chromatography (TLC) and b) quantifying
NAD reduction to NADH after incubating ML lysates with cholesterol. Unexpectedly,
blocking 33-HSD also inhibited the production of other mycobacterium lipids, such as
PGL-I and PDIM, observed through incubation of live ML with [**C]palmitate, followed
by TLC analysis. Importantly, pre-treatment of ML with SB100 decreased ML
intracellular viability in infected Schwann cells. Moreover, we also verified that
exogenous addition of cholestenone in Schwann cells cultures seemed to favor ML
intracellular survival and that cholestenone may be converted into other sterols by
the host cell. Our results suggest that the 33-HSD enzyme might have an important
role both in generating reductive power, essential to bacteria anabolic pathways, as
well as in an altered oxysterols profile, that might be relevant during the infection.
Thus, the study expanded the knowledge about the importance of cholesterol
metabolism and 3B-HSD role in ML-Schwann cell interaction, revealing a potential
therapeutic target for new interventions aiming at the control of leprosy neuropathies.
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1. Introducéo

1.1 - A hanseniase
1.1.1- Aspectos gerais, historia e epidemiologia

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. A doenca tem um periodo assintomatico em que o patégeno
fica incubado por cerca de 5 anos até o aparecimento dos primeiros sintomas,
podendo se estender a até 20 anos de incubacdo (WHO, 2016b). Os principais
sintomas incluem lesGes cutaneas hipopigmentadas ou eritematosas com perda de
sensibilidade, devido ao comprometido dos nervos periféricos, podendo também
surgir nddulos (WHO, 2016b). A transmisséo do bacilo ocorre principalmente através
de aerossois expelidos pelo nariz e boca dos individuos néo tratados para contatos
préoximos e frequentes (Davey & Rees, 1974).

A hanseniase, também conhecida previamente como lepra, € uma doenca
ancestral. Alguns registros em antigos papiros egipcios de 1500 A.C (Ebbell &
Banov Jr, 1937), assim como no velho e novo testamentos Biblicos sugerem a
ocorréncia da hanseniase nesses periodos, embora ainda seja discutido se tais
relatos estariam relacionados com outras enfermidades (Hulse, 1972). Acredita-se
gue a doenca foi introduzida na regido do mediterraneo pelas tropas de Alexandre, o
Grande, quando retornavam da campanha na india no terceiro século A.C.
(Andersen, 1969; Mark, 2002).

Diversos registros arqueoldgicos confirmam evidéncias da hanseniase na
antiguidade, sendo o registro mais antigo datado de 2000 anos A.C. encontrado na
india, em que reporta alteraces 6sseas na regido naso-maxilar, 0ssos dos bracos,
pernas, maos e pés, caracteristicas da forma lepromatosa da doenca (Robbins et al.,
2009). Houve ainda registros de achados argueolégicos em mumias egipcias do
segundo século A.C (Dzierzykray-Rogalski, 1980). Outros estudos identificaram DNA
de M. leprae extraido de ossos como, por exemplo, nos achados de uma tumba em
Jerusalém, datada do primeiro século D.C. (Matheson et al., 2009); e em corpos
medievais na Europa (Schuenemann et al., 2013).

No ano de 1873, o fisiologista G. H. A. Hansen isolou e identificou o agente
etiologico da hanseniase, o Mycobacterium leprae, o primeiro patdgeno humano
identificado (Hansen, 1874). Ao longo dos anos, muitos avangos na area da saude
tornaram possivel o tratamento da hanseniase, como o surgimento dos antibioticos

que permitiram o estabelecimento da poliquimioterapia (PQT), viabilizando seu
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tratamento e cura. Contudo os danos e lesdes neurais causados ao longo da
infeccdo podem ser irreversiveis se a doenga é diagnosticada tardiamente.

Embora a hanseniase possa ser tratada atualmente, muitos desafios ainda
existem até sua total erradicacdo. A organizacdo mundial de saude (OMS)
recentemente reforcou 0 comprometimento com a eliminacdo da doenca, que apesar
da reducdo marcante no numero de casos mundiais, ainda apresentou uma
prevaléncia de cerca de 200 mil casos até o inicio de 2016 e & endémica em alguns
paises como india e Brasil (WHO, 2016a).

O Brasil é o segundo pais com o maior nimero de novos casos no mundo,
ficando atras apenas da India (Figura 1), que apresentou cerca de 127 mil novos
casos reportados em 2015, enquanto no Brasil, foram reportados cerca de 26 mil
novos casos. As maiores taxas de prevaléncia e incidéncia da hanseniase séo
encontradas nos estados do Mato Grosso do Sul, Maranh&o e Tocantins (Ministério
da Saude, 2016). Pode-se notar uma tendéncia a queda na incidéncia de novos
casos de hanseniase ao longo dos anos no pais, ja& que em 2005 foram reportados
por volta de 40 mil novos casos (WHO, 2016a). Entretanto, as taxas de prevaléncia
da hanseniase no Brasil ainda sdo consideradas altas, persistindo como um

problema de saude publica ainda nos dias atuais.

Distribuicao geografica de novos casos de hanseniase, 2015

Numero total de novos casos detectados —
0.+ . -

e
[ 100-999 ;
[ 1000-9999
Bl > oo
:| Nao reportado —

Figura 1 — Mapa do total de novos casos de hanseniase no ano de 2015. (Modificado de WHO,
2016a).



1.1.2 — Formas clinicas e reacdes

A hanseniase apresenta um espectro de manifestagbes clinicas e
histopatologicas que permitem que seja classificada em duas formas polares e
formas intermediarias graduais entre os polos segundo a classificacdo de Ridley e
Jopling (1966) (Figura 2). Uma das formas clinicas polares é a Tubercul6ide (TT),
em que a doenga se apresenta na sua forma mais branda, com poucos bacilos e
lesbes granulomatosas em menor niumero, com frequentemente apenas uma leséo.
No outro extremo do espectro se encontram individuos com a forma polar
Lepromatosa (LL), onde a doenca apresenta as manifestacdes clinicas mais
severas, com muitas lesdes, macrofagos espumosos, e elevado nimero de bacilos
Entre os polos existe uma gradacdo das manifestacbes clinicas que podem ser
enquadradas como Borderline-Tuberculéide (BT), Borderline-Borderline (BB) ou
Borderline-Lepromatosa (BL). As formas clinicas TT e BT sdo consideradas
paucibacilares (PB), devido a baixa quantificacao de bacilos nas lesbes, enquanto as
formas BB, BL e LL sao considerados multibacilares (MB), devido ao elevado
namero de bacilos (revisto em Misch et al., 2010).

O polo Tubercul6ide da doenca esta comumente relacionado a uma resposta
imunologica com um perfil Thl (T helper 1), com elevada imunidade celular e
elevada producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF (fator de necrose
tumoral), IFN-y (interferon gama), IL-12 (Interleucina-12), entre outras (Figura 2).
Esse perfil de resposta imunolégica observado no polo tuberculdide pode ser
fundamental para o combate ao patdgeno, limitando a disseminacdo da micobactéria
e resultando em poucas leses e poucos bacilos (revisto em Scollard et al., 2006).
Em contrapartida, o polo lepromatoso estd associado a uma baixa resposta imune
com um perfil Thl, e, portanto, com baixa imunidade celular, associado a elevada
producédo de citocinas com fun¢bes predominantemente anti-inflamatérias, como IL-
10 (interleucina 10) (Figura 2), o que contribui para o estabelecimento da infecgéo,
uma vez gue é uma resposta pouco eficiente para combate da micobactéria (revisto
em Misch et al., 2010).



Exposicdo ao M. leprae

Hanseniase sintomatica

NN

Pélo tuberculéide [ Pélo lepromatoso
Resposta celular e —___ Carga bacilar Macrofagos espumosos
Formagéo de granulomas e Muitos organismos
Poucos organismos |

Resisténcia natural ou
clearance assintomatico

IFN-Y, TNF, IL-2,1L6, IL-12 |

Reacdo Mediadores
Reversa inflamatérios
IFN-7, TNF, IL-2,
IL-6, IL-12,IL-4,
Mediadores Imunidade L5110 )
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inflamatérios mediada por células . .
thorad Complexos antigeno/anticorpo
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Figura 2 — Classificacdo da hanseniase e seus respectivos perfis de respostas imunoldgicas.
Uma parcela pequena dos individuos que sdo expostos ao M. leprae evolui para um quadro de
infeccdo com sintomatologia clinica, enquanto grande parte é resistente a infec¢éo e ndo desenvolve
a doenca. Entre os individuos que apresentam a doenca, segundo a classificacdo de Ridley e Jopling
(Ridley & Jopling, 1966), a hanseniase € classificada em dois polos extremos tuberculdide (TT) e
lepromatoso (LL), com formas intermediarias Borderline (BT; BB e BL). Nos polo TT, a resposta
imunolégica do hospedeiro apresenta um perfil celular e altamente pré-inflamatério, enquanto no polo
LL, a resposta imune apresenta um perfil humoral e alta carga bacilar. Existem duas possiveis
reacdes durante ou apds o tratamento, conhecidas como reagao reversa, em que ocorre um aumento
da imunidade celular e de producéo de citocinas pré-inflamatdria e o outro tipo de reacéo, conhecida
como eritema nodoso hansénico (ENH), caracterizado pelo infiltrado neutrofilico e deposicdo de
imunocomplexos (Modificado de Misch et al., 2010).

Algumas evidéncias sugerem que o perfil genético do hospedeiro é
determinante para a resposta ao bacilo. Cerca de 95% da populacdo € naturalmente
resistente a infeccdo pelo M. leprae (Lazaro et al., 2010) e alguns polimorfismos
génicos podem estar diretamente associados a susceptibilidade a hanseniase. Ja foi
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relatado, por exemplo, que polimorfismos no gene park2 (Mira et al.,, 2004), que
codifica a parkina, uma E3-ubiquitina ligase, estdo relacionados com a
susceptibilidade & doenca. Também ja foi reportado que o polimorfismo rs574318,
gue resulta em uma alteracdo de uma isoleucina por uma serina na posicédo 602 da
sequéncia de aminoacidos do receptor do tipo toll 1 (TLR1), esta associado a um
comprometimento da via de sinalizacdo de TLR1 e confere maior protecdo contra a
doenca (Johnson et al., 2007). O perfil genético também pode determinar a forma
clinica da doenca. Dados da literatura, por exemplo, reportam que alguns haplotipos
do gene da citocina anti-inflamatoéria IL-10 estdo mais relacionados com um perfil
multibacilar (Moraes et al., 2004). Existem ainda estudos que sugerem uma
correlacdo entre o gene tnf e a polarizacdo da doenca (Mira et al., 2003). Um estudo
gendmico em larga escala utilizando amostras brasileiras reportou uma serie de
ligacdes, como a relacédo da regido 6p21.32 do gene codificante para HLA (antigeno
leucocitario humano) com a susceptibilidade a hanseniase em si, mas também
reportou a relagdo de outras regides com a polarizacdo da doenca (Miller et al.,
2004).

Em alguns casos, a hanseniase pode apresentar reacdes inflamatorias
exacerbadas durante o tratamento, que sdo altamente debilitantes e comprometem a
continuidade da PQT, exigindo o uso de medicamentos adicionais para o combate
as reacfes como os corticoides. Existem dois principais tipos de reacdes, uma é
conhecida como reacéo do tipo I, também denominada de reacao reversa (RR), que
ocorre primariamente em pacientes Borderline (BT; BB e BL), em que se observa o
aumento da resposta imune celular e da producéo de citocinas pré-inflamatorias
(Figura 2), podendo durar por diversas semanas ou meses. Os sintomas da reacao
reversa podem aparecer de forma gradual, em que se observa o aumento do
namero de eritemas normalmente associado as lesbes e a reacdo frequentemente
estd associada a uma neurite progressiva, podendo evoluir para neuropatias
sensoriais e motoras (revisto em Scollard et al.,, 2006). Ja a reagdo do tipo I,
conhecida como Eritema nodoso hansénico (ENH), acomete pacientes BL e LL, e
esta associada ao aparecimento de nédulos eritematosos espalhados usualmente
na cabeca, troncos e extremidades podendo apresentar também quadros de febre e
neurite. Nas lesdes de ENH é observada a infiltragdo de neutréfilos (revisto em
Scollard et al., 2006) e alguns indicios reportam a deposi¢cdo de imunocomplexos
(Wemambu & Turk, 1969) (Figura 2).



1.1.3 - Alesdo neural na hanseniase

A infeccdo de nervos periféricos € um marco na hanseniase, em que o
comprometimento dos mesmos pode ser irreversivel, mesmo apés a cura da
doenca. Inclusive, existem casos em que a hanseniase acomete apenas 0s nervos
periféricos, levando a perda de sua funcdo e reducdo de sensibilidade, sem a
ocorréncia de lesdes cutaneas (Pannikar et al., 1983), compreendendo a forma
neural pura da hanseniase.

A forma neural pura € mais rara, ocorre em 4-8% dos casos (Wilder-smith,
2002), e o maior desafio € o diagnostico. O diagndstico exige a identificacdo de M.
leprae em bidpsias de nervos afetados, seja por deteccdo do bacilo alcool-acido
resistente (B.A.A.R.) na bidpsia ou por deteccdo de DNA de M. leprae por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) (Da Cunha et al., 2006) e observacdo das
caracteristicas histolégicas da bidpsia (Antunes et al., 2012), mas eventualmente
necessita de metodologias adicionais para confirmar o diagndstico, como sorologia
anti-PGL-I (glicolipidio fenélico) (Jardim et al., 2005) ou imunohistoquimica (Medeiros
et al., 2014). De modo geral, ndo ha alteragbes cutaneas aparentes, mas em alguns
casos 0s tecidos cutaneos adjacentes ja apresentam alteracdes histoldgicas
caracteristicas da hanseniase, ou mesmo alteracbes cutaneas podem se
desenvolver posteriormente, necessitando entdo de um acompanhamento do
paciente (Kumar, 2016).

A inflamagé&o do tecido perineural, que envolve os feixes de fibras nervosas,
se encontra presente na maioria dos casos de dano neural na hanseniase (revisto
em Scollard et al., 2015) e ja foi relatada a atrofia do nervo durante a hanseniase,
demonstrando a reducédo do calibre das fibras (Shetty et al., 1988) e inflamacdes
adjacentes aos pontos infectados, causando principalmente edema (revisto em
Scollard, 2008). Embora os mecanismos de lesdo neural ainda nao estejam
completamente elucidados, além da inflamacé&o crénica presente no tecido (revisto
em Scollard et al., 2015), um dos principais fatores para o desenvolvimento do dano
neural seria a infec¢cdo das células de Schwann nos nervos periféricos pelo M.

leprae.

1.1.4 — Diagnéstico e tratamento
O diagnostico usual da hanseniase € feito primariamente a partir da

observacdo dos sinais clinicos e sintomas, aliado a verificacdo dos aspectos
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histolégicos da lesdo e deteccdo dos bacilos em laminas derivadas de esfregacos
cutdneos e/ou bidpsias retiradas das lesbes, usualmente da pele (Scollard et al.,
2006). Para observacdo ao microscopio, as laminas sdo coradas pela técnica de
Ziehl-Neelsen e os bacilos sdo contados por campo para obtencdo do indice
baciloscopico (IB) (Reibel et al., 2015), que é correlacionado em uma escala
logaritmica (Ridley & Hilson, 1967).

A OMS propde uma forma mais simplificada de classificacdo das formas da
doenca para diagnéstico, dividindo em dois grupos, um grupo caracterizado como
multibacilar e outro paucibacilar. Em 1998, a OMS alterou os parametros de
classificacdo, baseando-se na avaliacdo do numero de lesbes, em que individuos
com menos de 5 lesbes sao classificados como paucibacilares, e individuos com
seis lesGes ou mais sdo considerados multibacilares (WHO, 1998).

Em casos de hanseniase paucibacilar com poucas lesées ou somente uma
Unica leséo e poucos bacilos, a busca por bacilos nha microscopia pode se tornar um
desafio para o diagnéstico. Sendo assim, cada vez mais, novos esforcos com o
intuito de auxiliar o diagnéstico estdo sendo feitos, principalmente utilizando
ferramentas de biologia molecular, como a PCR, que sdo mais sensiveis. Dessa
forma, estudos recentes foram capazes de detectar a presenca de genes especificos
de M. leprae em biépsias de pacientes utilizando PCR, incluindo pacientes do polo
tuberculdide, mostrando que essa técnica pode ser uma ferramenta para contribuir
no diagnostico de casos atipicos (Barbieri et al., 2014). O uso de PCR como
ferramenta de diagnéstico ja foi avaliado para diversos alvos como o gene fbpB, que
codifica a proteina Ag85B (Martinez et al., 2006) e a regido repetitiva RLEP (Truman
et al.,, 2008). O uso da ferramenta de PCR também esta sendo empregado para
acompanhar o tratamento da doenca. Alguns estudos relacionam a viabilidade do M.
leprae apos o tratamento avaliando a expressédo de RNA (Kurabachew et al., 1998).
Martinez e colaboradores (Martinez et al., 2009) avaliaram a eficiéncia do tratamento
com rifampicina in vitro sobre a viabilidade do M. leprae fazendo uma relacédo entre
RNA e DNA da micobactéria, utilizando o RNA ribossomal (rRNA) 16S, o gene sodA
e a regiao repetitiva RLEP.

Existem ainda testes soroldgicos para a deteccdo de anticorpos anti-PGL-I,
um componente exclusivo da parede celular do M. leprae, que sdo usualmente
utilizados em estudos de epidemiologia, mas pouco utilizados na clinica devido a

baixa sensibilidade do método (revisto em Scollard et al., 2006).



No teste cutédneo da lepromina, o antigeno do M. leprae é injetado e avalia-se
a resposta imunolégica e formacédo do edema apds 4 semanas. Contudo, o teste da
lepromina ndo se enquadra num teste de diagnostico ou de exposi¢cdo ao bacilo,
atuando mais como um avaliador da capacidade de resposta granulomatosa do
individuo, e apesar de ndo ser uma resposta especifica ao M. leprae, a auséncia de
resposta indicaria uma possibilidade de desenvolver uma forma lepromatosa (revisto
em Scollard et al., 2006)

A hanseniase possui tratamento estabelecido, um regime combinado dos
antibioticos rifampicina e dapsona por 6 meses para 0s pacientes paucibacilares e
rifampicina, dapsona e clofazimina para os pacientes multibacilares durante um
periodo de 12 meses (WHO, 2016a), pacientes com forma indeterminada por
dificuldade de diagndstico sdo tratados segundo o regime administrado para
pacientes multibacilares. A PQT foi introduzida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) em 1982 (WHO, 2016a), apd6s a evidéncia de resisténcia ao tratamento
unicamente com Dapsona (Pettit & Rees, 1964), que revelou a necessidade de
padronizacdo do tratamento em combinacdo com outras drogas, surgindo entdo a
poliquimioterapia (PQT).

Ainda ndo existem vacinas preventivas especificas para o M. leprae, mas
estudos apontam que a vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) confere protecédo ao
M. leprae. Estudos no Brasil mostram que o uso da BCG pode ser bastante
relevante para protecdo dos casos de contatos proximos de pacientes hansénicos
(Duppre et al.,, 2008) e ainda que as duas medidas adotadas pelo ministério da
saude para controle da infeccdo: tratamento de pacientes e vacinacao dos contatos
com BCG séo eficientes para protecdo a doenca e favorecem o desenvolvimento de
uma resposta imune celular eficiente e especifica para antigenos micobacterianos
(de Carvalho et al., 2017).

1.2 — O Mycobacterium leprae

1.2.1- Caracteristicas gerais e parede celular

O agente etiologico da hanseniase, M. leprae, € um patdgeno intracelular
obrigatério que infecta preferencialmente células de Schwann do sistema nervoso
periférico e macrofagos da pele (revisto em Scollard et al., 2006). O M. leprae tem

metabolismo respiratorio microaerdfilo, apresenta forma bacilar e € considerado um



bacilo alcool-acido resistente, devido a composicao altamente lipidica de sua parede
celular.

A parede celular das micobactérias de modo geral apresenta um core que é
formado pelo peptidoglicano, composto por cadeias alternadas de N-
acetilglicosamina e N-glicoliimuramato, ligado a uma camada de arabinogalactana.
Os é&cidos micdlicos estdo associados aos residuos terminais de arabinose da
arabinogalactana, formando uma regido conhecida como folheto interno da pseudo
bicamada. Existem ainda outros lipoglicanos que estdo ancorados na membrana
plasmatica como os fosfatidilinositol manosideos (PIMs), lipomananas (LM) e
lipoarabinomananas (LAM). A parede celular do M. leprae ainda apresenta um
folheto externo da pseudo bicamada que é composto por outros lipidios e
carboidratos que ficam ancorados aos acidos micélicos, como o ftiocerol
dimicocerosato (PDIM), monomicolato de trealose (TMM), os PIMs e o glicolipidio
fendlico 1 (PGL-1), que por sua vez € um componente especifico do M. leprae.

(Figura 3) (revisto em Scollard et al., 2006).
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Figura 3 — Esquema simplificado da parede celular de micobactérias. Acima da membrana
plasmatica esta posicionada a camada de peptidoglicano que esta ligado a camada de
arabinogalactana, que por sua vez esta associada aos acidos micdlicos, formando o core da parede
celular da micobactéria. Associado aos &cidos micélicos, formando o folheto externo da pseudo
bicamada, estdo outros componentes e lipidios ndo covalentemente ligados como PDIM e
glicolipidios, mas que a composi¢do varia de acordo com a espécie. No caso do M. leprae, o
glicolipidio fendlico | (PGL-1) € um dos principais componentes da camada mais externa da parede
celular. Ainda associado & membrana plasmatica, encontra-se a lipoarabinomanana (LAM).
(Modificado de Brown et al., 2015)



1.2.2 — Modelos experimentais

O M. leprae apresenta crescimento lento, levando cerca de 14 dias para se
duplicar (Shepard, 1985), com temperatura de crescimento de 30-33°C (Truman &
Krahenbuhl, 2001) e at¢é o momento ndo é possivel cultiva-lo in vitro. Desde seu
isolamento e descoberta, Hansen realizou varias tentativas de estabelecer infeccdes
em coelhos, e ao longo dos anos diversos outros modelos animais foram testados,
como ratos, porcos, primatas ndo humanos, entre outros, todos sem sucesso
(Johnstone, 1987).

Contudo, em 1960, Shepard demonstrou ser possivel estabelecer a infec¢ao
inoculando M. leprae no coxim plantar das patas de camundongos CFW, tendo sido
observadas lesdes granulomatosas proporcionais ao numero de bacilos inoculados,
mas que nao disseminam. Além disso, também foi observada uma multiplicacédo
modesta do bacilo (Shepard, 1960). O estabelecimento do modelo de Shepard foi
fundamental para os avancos dos estudos in vivo e in vitro da hanseniase. Shepard,
inclusive, em 1962, aproveitou seu modelo para determinar o impacto de certas
drogas na viabilidade do M. leprae (Shepard & Chang, 1962). Apesar de ter sido
fundamental, o0 modelo de Shepard é muito limitado para obtencdo de grandes
guantidades de bacilo para estudos in vitro, necessitando modelos adicionais.

Ao longo dos anos, um novo modelo animal foi proposto utilizando o tatu de
nove bandas (Dasypus novemcintus) ao observar que o tatu é susceptivel a doenca
(Kirchheimer & Storrs, 1971; Kirchheimer et al., 1972) e sua temperatura corporal
mais fria entre 33-35°C (Storrs, 1971) favorece o crescimento do M. leprae. O tatu
pode ser usado como um bom modelo animal para estudos in vivo, pois manifesta a
doenca sistemicamente, sendo encontrados tatus naturalmente infectados (Binford
et al., 1977) (Figura 4A).

O tatu de nove bandas é considerado um reservatorio natural, tendo sido
encontrado em muitos casos nos Estados Unidos, tatus selvagens infectados
(Truman, 2005). Inclusive os tatus sdo os maiores suspeitos de estarem envolvidos
nos casos autéctones de hanseniase, uma vez que foi reportada que na maioria dos
casos o0 M. leprae encontrado nos pacientes apresentava 0 mesmo genétipo que as
micobactérias detectadas nos tatus selvagens nos estados do sul dos Estados
Unidos (Truman et al.,, 2011). Um estudo no Brasil apontou uma relagdo entre a
exposicdo e contato com tatus e o desenvolvimento de hanseniase, sugerindo que
h& maior risco de contrair a doenga quando ha contato com o animal (Deps et al.,

2008). Mais recentemente, um estudo também reportou a ocorréncia de esquilos
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vermelhos na Inglaterra, naturalmente infectados por uma cepa ancestral de M.
leprae e com algumas lesdes caracteristicas de hanseniase (Avanzi et al., 2016),
sugerindo que também possam ser reservatorios naturais e que ainda muitos
estudos devem ser feitos para elucidar a possibilidade de existéncia de outros
reservatorios.

A infeccdo de orgaos do tatu com M. leprae permite a obtencédo de grandes
quantidades do bacilo para estudos in vitro, sendo uma vantagem em relacdo ao
modelo de Shepard. Entretanto, apesar de todos esses fatores, por ser um animal
atipico como modelo de infeccdo e ser mais complexo manter coldnias e obter
reagentes laboratoriais especificos para tatus, seu uso como modelo animal ainda é
muito limitado.

Como no modelo de Shepard a infeccdo € autolimitante e gera poucos
bacilos, proporcionando um ndmero méximo em torno de 10°, mesmo quando o
indculo inicial parte de 10° ou mais (Shepard, 1960), comecou-se a relacionar a
limitacdo do crescimento bacilar com a eficiéncia da resposta imunolégica em conter
a infeccdo. Estudos subsequentes utilizando camundongos timectomizados e
irradiados mostraram que a infeccdo das patas com M. leprae levou ao crescimento
da bactéria em bons nimeros e que o in6culo, mesmo pela via intravenosa, que é
pouco usual, resultou em uma infeccdo disseminada, encontrando depois bacilos
nas patas e orelhas dos camundongos, sugerindo assim que as células T tém papel
fundamental no controle da hanseniase no camundongo e que camundongos
imunocomprometidos sejam modelos de infecgcdo mais eficientes (Rees et al., 1967).
Outro estudo infectando as patas de camundongos nude congenitamente atimicos
mostrou um crescimento bacteriano bem significativo, sugerindo ser um modelo
experimental melhor para obtencdo de bactéria que modelos que usam
camundongos imunocompetentes (Colston & Hilson, 1976). De fato Lancaster e
colaboradores demonstraram que a infec¢cdo do camundongo atimico nude pelo M.
leprae dissemina e alcanca proporcdes sistémicas, além de reportar que o
crescimento bacteriano é exponencial e em escala comparavel ao obtido em tatu
(Lancaster et al., 1983). Com isso, atualmente o modelo de infeccdo em patas de
camundongos atimicos nude € amplamente utilizado como meio de obtencdo de

bactérias viaveis para estudos in vitro (Figura 4B) (Truman & Krahenbuhl, 2001).
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Figura 4 — Modelos animais de infeccdo com o M. leprae. (A) Lesdo avancada na pata do tatu de
nove bandas (Dasypus novemcintus).(Sharma et al., 2013) (B) Lesdo no coxim plantar na pata de
camundongo congenitamente atimico nude com 6 meses de infec¢éo. ( Modificado de Scollard et al.,
2006).

A determinacdo da viabilidade do bacilo também é crucial para a eficiéncia
dos experimentos in vitro. Ao longo dos anos diferentes técnicas foram
desenvolvidas para compensar a auséncia de crescimento bacteriano em meio
axénico. A técnica padrdo ouro atualmente para determinacdo da viabilidade do M.
leprae é a radiorrespirometria, que mede a producéo de *CO, gerado a partir de
14C-palmitato dado & micobactéria, em um processo dependente de atividade
metabdlica do bacilo (Franzblau, 1988; Truman & Krahenbuhl, 2001). Outros
métodos, como a coloracdo com corantes vitais também sdo amplamente utilizados
e tem eficiéncia comparavel a técnica de radiorrespirometria (Lahiri et al., 2005).
Existem, por exemplo, kits comerciais que utilizam dois corantes, como o iodeto de
propidio (PI) e Syto9. Ambos corantes tem afinidade para acidos nucleicos, porém o
Syto9 é capaz de penetrar em membranas intactas, enquanto o Pl apenas penetra
em células mortas, com a membrana pouco integra. Dessa forma, células viaveis
apenas serdao coradas com Syto9, enquanto células mortas serdo coradas com
ambos os corantes.

Recentemente, o0 uso de técnicas moleculares para determinacdo da
viabilidade das micobactérias tem ganhado espaco, principalmente pela
sensibilidade dos métodos. Em sua maioria 0os métodos se baseiam na detec¢éo de
RNA da micobactéria por gqRT-PCR (Hirawati et al., 2006; Kurabachew et al., 1998;
Martinez et al., 2009; Patel et al., 1993; Save et al., 2016), uma vez que o RNA é

uma molécula com baixa estabilidade, quando comparado, por exemplo, com o
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DNA, e, portanto, a presenca de RNA micobacteriano indica que o mesmo foi
recentemente produzido por micobactérias viaveis (Patel et al., 1993). Martinez e
colaboradores (2009) demonstraram a eficiéncia de determinar a viabilidade a partir
do RNA de determinados alvos do M. leprae por qPCR, mostrando que tem
eficiéncia comparavel aos métodos citados acima e foi eficaz em determinar a
viabilidade in vitro. Esse estudo propde ndo sO a deteccdo de RNA do M. leprae,
mas também a normalizacdo pelo conteddo de DNA da micobactéria, que é utilizado
como medida indireta da quantidade de bacilos (Martinez et al., 2009) e assim como
outros autores (Hirawati et al., 2006; Kurabachew et al., 1998; Save et al., 2016),
também utilizam o gene do RNA ribossomal 16S como alvo nos ensaios de
viabilidade por conta de sua abundancia e facilidade de deteccdo (Martinez et al.,
2009). Outros estudos também demonstraram a aplicabilidade dos métodos
moleculares para determinar a viabilidade do M. leprae em biépsias de pacientes
(Davis et al., 2013).

1.2.3 — Genoma e evolucéo

Em 2001, Cole e colaboradores contribuiram fortemente com o0s avan¢os no
estudo da hanseniase ao sequenciar e anotar o genoma de M. leprae de um isolado
indiano mantido em tatu, e conhecido como cepa Tamil Nadu (TN). O M. leprae
apresenta um genoma com cerca de 3,3 Mb , em gque apenas metade do seu
genoma € composto por regides codificantes, enquanto cerca de 27% representa
pseudogenes (Cole et al., 2001). Seu genoma é bem reduzido quando comparado
ao genoma do M. tuberculosis, que possui cerca de 4,4 Mb (Cole et al., 1998).

Acredita-se que seu genoma € resultante de uma evolucédo reducional, em
que, devido a sua caracteristica co mo patdégeno intracelular obrigatério, muitos
genes foram perdidos ao longo da evolugdo ou estdo atualmente na forma de
pseudogenes. Com isso, 0 bacilo manteve apenas 0s genes essenciais, enquanto
parte de suas necessidades sdo atendidas pelo metabolismo da célula hospedeira
(Sakharkar et al., 2004). Dessa forma, observa-se pouca redundancia no genoma do
M. leprae, como é visto em M. tuberculosis e muitas vias, principalmente vias
catabolicas estdo truncadas ou extremamente simplificadas. A via glicolitica foi
mantida intacta e o ciclo de Krebs apresenta algumas variagbes, mas ainda assim
funcional. Contudo, a cadeia de transporte de elétrons da fosforilacdo oxidativa esta
truncada. O M. leprae, por exemplo, ndo conservou todas as subunidades do

complexo I, a NADH desidrogenase, o que afeta diretamente a sintese de ATP
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(adenosina trifosfato), e também a regeneracdo de NAD oxidado (NAD™). Entretanto,
as vias anabdlicas permaneceram em sua maioria sem grandes alteracbes (Cole et
al., 2001).

Um estudo comparativo com 7 cepas de diferentes locais demonstrou que as
diferencas entre genomas sd0 minimas, com uma taxa menor de SNPs
(polimorfismos de base Unica) ao longo do genoma do que outros patbgenos como
M. tuberculosis, apresentando um genoma extremamente conservado (Monot et al.,
2005). O sequenciamento de outra cepa de M. leprae isolada do Brasil, a cepa
BR4923 reforcou as observacgbes feitas apds o sequenciamento da cepa TN. Foi
visto que a cepa BR4923 apresenta 141 pb a menos que a cepa TN, mas ainda
assim é altamente clonal (Monot et al., 2009). O estudo ainda comparou a cepa TN,
BR4923 e mais duas outras cepas e constatou que a semelhanca entre elas € de
99,995%, o que facilita a busca por novos alvos terapéuticos. Por exemplo, dentro
de cerca das 1600 proteinas totais estimadas codificadas pelo M. leprae, apenas 49
apresentariam alguma diferenca na sequéncia de aminoacidos (Monot et al., 2009),
reforcando a sugestdo do genoma altamente conservado do M. leprae.

Dados da literatura apontam que existem 4 SNPs informativos chamados de
SNP 1 a 4 que estéao diretamente associados com a localidade de onde a cepa foi
isolada e podem ser usados para inferir a distribuicdo das cepas no mundo (Monot
et al., 2005). Um estudo mais recente do mesmo grupo, utilizando mais isolados e
ampliando os locais de origem dos mesmos, desdobrou os 4 SNPs originais em
subtipos, gerando 16 SNPs no total e assim contribuindo ainda mais para
determinacao da distribuicéo filogeografica das cepas (Monot et al., 2009). O grupo
observou que a filogeografia das cepas segue o padrdo de migracdes da
humanidade ao longo da histéria (Figura 5). Assim, o SNP do tipo 2 seria o
ancestral precursor das cepas atuais de M. leprae, surgindo no Leste da Africa.
Acompanhando as migragdes humanas, esta cepa teria sido introduzida no sul da
Asia dando origem ao SNP 1 e seus subtipos, que entdo teriam dado origem ao
SNP 3 e seus subtipos na Europa e Oriente Médio. Estes ultimos teriam sido
carreados até as Américas, onde teriam dado origem ao SNP 4 e seus subtipos que
também teriam sido carreados para o oeste da Africa (Monot et al., 2009). Pode-se
observar também a ocorréncia de cepas em locais diferentes de seus locais de
origem por conta dos processos de migracgéo e viagens ao longo dos anos, como por
exemplo, se observam gendtipos do SNP tipo 2 nas Américas que foram trazidos

com o comércio de escravos vindo da Africa (Monot et al., 2009).
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Figura 5 — Distribuicéo filogeogréafica do M. leprae. A micobactéria pode ser genotipada e dividida
em quatro grande classes de SNPs, cada uma com suas divisdes e a distribuicdo das cepas segue o
padrdo de migragdes humanas, com isso pode-se associar um determinado SNP a uma regido
geogréfica. O SNP do tipo 2 seria 0 ancestral, presente no Leste da Africa e deu origem entdo ao
SNP do tipo 1, mais prevalente na regio da Asia. O SNP do tipo 3, mais prevalente no Oriente Médio
e Europa, por sua vez surgiu a partir da cepa contendo o SNP do tipo 2 e entdo as migra¢cfes até as
Américas introduziram o M. leprae no continente e entdo culminando no surgimento do SNP do tipo 4.
(Modificado de Monot et al., 2009).

1.3 - Ainteracédo do M. leprae com a célula de Schwann

As células de Schwann sao as principais células gliais no sistema nervoso
periférico, uma vez que todos os ax6nios nos nervos periféricos apresentam alguma
interacdo com as células de Schwann. Elas podem ser divididas em diferentes tipos,
em que os dois tipos mais estudados e caracterizados sdo as células de Schwann
mielinicas, capazes de produzir a bainha de mielina e as células de Schwann
amielinicas, que ndo produzem mielina (revisto em Corfas et al., 2004). Ambos os
tipos sdo derivados de um mesmo precursor celular, mas quando inteiramente
diferenciadas, apresentam funcfes e composi¢cbes bioguimicas bem distintas e
ambas sdo relevantes durante a hanseniase. As células de Schwann mielinicas séo
capazes de produzir a bainha de mielina, que consiste em um enrolamento em
espiral da membrana plasmatica sobre si mesma, gerando uma estrutura modificada
e especializada, crucial para o envolvimento e isolamento de axénios de largo
calibre, permitindo assim impulsos nervosos rapidos e saltatérios (revisto em Corfas
et al., 2004). Ja as células de Schwann amielinicas formam envoltérios simples ao
redor de axénios de pouco diametro e, diferentemente das mielinicas que
normalmente envolvem um Unico axoénio, frequentemente envolvem mudultiplos

axobnios (revisto em Corfas et al., 2004).
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Todas as células de Schwann estdo envoltas por uma lamina basal, uma
estrutura organizada em associacao direta com a membrana celular e constituida
por diferentes componentes da matriz extracelular. Ja foi demonstrado que a
laminina € um importante componente da lamina basal de células de Schwann, que
€ produzida quando ha o contato com axoénios (Cornbrooks et al., 1983). Ainda foi
relatado que, juntamente com a sinalizacdo promovida pela interacdo com o axonio,
a sinalizagédo proveniente da lamina basal € um importante fator para direcionar o
processo de diferenciacédo da célula de Schwann em uma célula mielinizante ou néo
mielinizante (revisto em Court et al., 2006).

A interacdo do M. leprae com a lamina basal de células de Schwann ja foi
amplamente descrita, em que dados da literatura apontam que a micobactéria
interage especificamente com os dominios G da cadeia alfa 2 da laminina-2, que é
encontrada primariamente na lamina basal de células de Schwann, e assim
explicaria o tropismo por nervos periféricos (Rambukkana et al., 1997). A laminina-2
€ reconhecida pelo receptor a-Distroglicana na célula de Schwann que esta
ancorado ao citoesqueleto, dessa forma sendo um dos fatores responsaveis pelo
ancoramento da célula a sua lamina basal (Ervasti & Campbell, 1993). Rambukkana
e colaboradores demonstraram que o M. leprae também interage com o receptor a-
Distroglicana através do dominio G da laminina-2, (Rambukkana et al., 1998),
mostrando que a micobactéria potencialmente se utiliza da interacdo com a
laminina-2 e o complexo distroglicano para invadir a célula de Schwann (Figura 6).
Ja para outras células hospedeiras, como macréfagos, foi proposta a interacdo com
outros receptores de superficie, como o receptor de manose (Astarie-Dequeker et
al., 1999; Prigozy et al., 1997) e o receptor de complemento C3 (Schlesinger &
Horwitz, 1991).
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Figura 6 — Esquema da interagdo do M. leprae com a unidade axdnio-célula de Schwann. O
esquema demonstra a interacdo do M. leprae com a laminina-2 na lamina basal da célula de
Schwann mielinizante que envolve o corpo axonal, necessaria para a invasao da célula de Schwann
(Modificado de Ng et al., 2000).
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Posteriormente, diversos estudos buscaram caracterizar adesinas na
superficie do M. leprae que estariam envolvidas na interacdo com a laminina-2.
Inicialmente foi descrita a interacdo de uma proteina de 21 kDa, a proteina ML-
LBP21, também chamada Hlp, com a laminina-2 (Marques et al., 2000; Shimoji et
al., 1999). Num estudo posterior, Ng e colaboradores (2000) demonstraram que 0
lipidio PGL-I, especifico do M. leprae, interage com a laminina-2 e € capaz de
mediar a interacdo do M. leprae com a célula de Schwann, permitindo entdo que a
micobactéria atravesse a lamina basal e invada a célula de Schwann. Os autores
ainda demonstraram que a interacdo com a laminina-2 € mediada pela porcéo
sacaridica terminal do PGL-l, que é a porcdo especifica e diferente dos outros
glicolipidios fendlicos de outras micobactérias (Ng et al., 2000). Recentemente,
dados do nosso grupo reforcaram as observacfes que o PGL-I é importante para
interacdo com a célula de Schwann, ao observar que a micobactéria M. bovis BCG
recombinante expressando o PGL-I é capaz de aderir e ser internalizada pela célula
de Schwann, enquanto o mesmo nao € observado para o M. bovis BCG selvagem
(Acosta, 2016).

A linhagem celular humana de schwanoma ST88-14 tem sido amplamente
utilizada como modelo para estudos de interacdo patégeno-célula hospedeira in vitro
e se assemelha as células de Schwann amielinicas (da Silva et al., 2008). Estudos
com a linhagem ST88-14 demonstraram que a mesma € capaz de fagocitar o M.
leprae, e apos 4 horas de infecgao, ja sdo observadas bactérias internalizadas. Uma
vez tendo invadido a célula, a micobactéria interfere no processo de maturacdo e
acidificacdo endossomal, visto que pouca co-localizacdo é vista entre micobactérias
viaveis e vesiculas acidas (Alves et al.,, 2004), contribuindo assim para a
sobrevivéncia do bacilo dentro da célula hospedeira. Um outro estudo demonstrou
que a infeccdo de células de Schwann pelo M. leprae promove a sobrevivéncia da
célula in vitro através da indugéo da producéo do fator de crescimento semelhante a
insulina, IGF-1, que tem atividade reconhecidamente anti-apoptética (Rodrigues et
al., 2010).

Em contrapartida, um outro trabalho mostrou que o estimulo ao receptor do
tipo toll 2 (TLR2) em células de Schwann humanas da linhagem ST88-14 com uma
lipoproteina de M. leprae levou a um numero elevado de células apoptoticas,
sugerindo que possa contribuir para os mecanismos de lesdo neural (Oliveira et al.,
2003). Adicionalmente, dados da literatura apontam que a infeccdo de células de
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Schwann pelo M. leprae estimula a producao de TNF e TGF-§ (Fator de crescimento
tumoral beta), podendo assim contribuir com o processo inflamatério no nervo
periférico e, assim, ser mais um fator decisivo para o desenvolvimento da lesdo
neural (Oliveira et al., 2005).

Rambukkana e colaboradores (2002) demonstraram que a micobactéria é
capaz de se associar tanto as células de Schwann mielinicas e amielinicas, contudo
as células de Schwann mielinicas sdo mais resistentes a invasdo, enquanto células
amielinicas sdo prontamente invadidas pelo M. leprae (Rambukkana et al., 2002). O
estudo ainda demonstrou que a adesdo do M. leprae as células de Schwann
mielinicas induz a desmielinizacdo das mesmas, e que o PGL-I é essencial para o
processo (Rambukkana et al., 2002), sugerindo que a desmielinizacdo das células
de Schwann seja um fator crucial para a ocorréncia da lesdo neural observada
durante a hanseniase. Dados posteriores da literatura demonstraram que a infec¢ao
de células de Schwann pelo M. leprae leva a uma reprogramacdo do perfil de
expressao génica celular, culminando na desdiferenciacdo da célula e apresentacéo
de um perfil semelhante a célula tronco (Masaki et al., 2013a). O mesmo grupo ja
havia demonstrado anteriormente que a infeccdo pela micobactéria ativa a via de
ERK1/2 e leva a um aumento na proliferacdo das células de Schwann, ja sugerindo
a inducdo de um processo de desdiferenciacao celular (Tapinos & Rambukkana,
2005). A célula de Schwann desdiferenciada induzida pelo M. leprae secreta uma
série de citocinas e quimiocinas que contribuem para o recrutamento de macréfagos
(Masaki et al., 2013a, 2014), e que podem ser cruciais para a dispersdo e
disseminacdo do M. leprae. Adicionalmente, foi demonstrado que a célula de
Schwann reprogramada libera M. leprae, podendo também contribuir para a
disseminacéao do bacilo (Masaki et al., 2013b).

A interacdo entre o M. leprae e a célula de Schwann ainda deve ser melhor
estudada a fim de caracterizar todas as vias e processos celulares que sé&o
modulados para favorecer a infeccdo e manutencdo do M. leprae no ambiente

intracelular e promover sua sobrevivéncia.
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1.4 — Metabolismo lipidico na hanseniase

1.4.1 - O metabolismo lipidico das células hospedeiras durante a
infeccéo

O metabolismo lipidico da célula hospedeira € extremamente importante para
a hanseniase, assim como para outras micobacterioses em geral. A relevancia do
metabolismo lipidico tem sido observada desde o inicio da caracterizacdo da
doenca, ja que um aspecto marcante das lesdes de pacientes lepromatosos é a
ocorréncia de macréfagos espumosos, ricos em corpusculos lipidicos, descrito
inicialmente por Virchow em 1863 e posteriormente confirmado por Mattos e
colaboradores (2010). O acumulo de corpusculos lipidicos também foi demonstrado
em células infectadas pelo M. tuberculosis e em granulomas (Kim et al., 2010),
reforcando a importancia do metabolismo lipidico para a patogénese dessas
micobactérias.

Dados da literatura apontam que existe uma preferéncia pelas micobactérias
em metabolizar e utilizar substratos lipidicos ao invés de carboidratos como fonte de
energia (Segal & Bloch, 1956). J& foi demonstrado que o M. leprae modula o
metabolismo lipidico do hospedeiro, em que foi observado que lesdes de pacientes
lepromatosos exibem um aumento na expressdo de genes envolvidos com o
metabolismo de lipoproteinas e acidos graxos (Cruz et al., 2008). A importancia do
metabolismo lipidico também se amplia para seu uso como fonte de carbono, pois
os lipidios também séo direcionados para a sintese de lipidios da parede celular da
micobactéria, como por exemplo, o PDIM (Jain et al., 2007) que sao importantes
fatores de viruléncia e podem apresentar caracteristicas imunomodulatorias (Ehrt &
Schnappinger, 2007). O ensaio de respirometria mencionado anteriormente para
avaliar a viabilidade do M. leprae também se baseia na propriedade do bacilo de
prontamente degradar acidos graxos via B-oxidacéo a CO, e agua (Franzblau, 1988;
Wheeler et al., 1991). Por outro lado, a incubacdo do M. leprae com &acido graxo
marcado radioativamente resulta na incorporacdo do mesmo no PGL-I (Franzblau et
al., 1987), mostrando a capacidade do bacilo de utiliza-los como fonte de carbono
para sintese de lipidios micobacterianos.

O aspecto espumoso dos macréfagos em bidpsias de pacientes lepromatosos
esta correlacionado com o acumulo de corpusculos lipidicos nessas células (Mattos
et al., 2010; Tanigawa et al., 2008). A infeccdo pelo M. leprae em macrofagos

humanos da linhagem THP-1 induz o aumento da expressao de ADRP e perilipina,
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duas proteinas responsaveis na estruturacdo dos corpusculos lipidicos (Tanigawa et
al., 2008). Trabalhos do nosso grupo reforgcaram estas observagdes, mostrando que
o M. leprae induz o acumulo de corpusculos lipidicos em macrofagos humanos
primarios infectados, através de um processo independente da viabilidade do bacilo,
uma vez que tanto M. leprae vivo e morto induziram o acumulo de corplsculo na
célula hospedeira (Mattos et al., 2010). O mecanismo de indu¢&o de corpusculos em
macrofagos € dependente de TLR2 e TLR6 e envolve uma sinalizacdo paréacrina,
visto que corpusculos séo vistos também em células ndo infectadas, mas proximas
as células infectadas (Mattos et al.,, 2010). O estudo ainda demonstrou que o0s
corpusculos lipidicos apresentam uma composicdo rica em colesterol e colesterol
éster e sdo sitios de producdo de prostraglandina E2 (PGE), um importante
modulador da imunidade que regula negativamente a resposta Thl (Betz & Fox,
1991), produzido em nivel aumentado nas células infectadas (Mattos et al., 2010).

O acumulo de corpusculos lipidicos também foi observado em células de
Schwann infectadas com M. leprae. Nestas células foi detectado o recrutamento
dos corpusculos para as vesiculas contendo o bacilo, e que este recrutamento é
importante para a sobrevivéncia intracelular da micobactéria (Mattos et al., 2011a).
Nas células de Schwann, diferentemente do observado em macréfagos, a formacao
dos corpusculos induzida por M. leprae apenas ocorre com a bactéria viavel e é
somente dependente de TLR6, e ndo TLR2 (Mattos et al., 2011b). Os corpusculos
lipidicos, além de serem importantes reservas lipidicas para fontes de carbono,
também apresentam efeitos imunomodulatérios, estando relacionados com a
producdo de PGE;, nas células de Schwann infectadas (Mattos et al., 2011b). O
papel imunomodulatério de fosfolipidios oxidados, encontrados em abundancia em
lesbes lepromatosas também foi reportado, correlacionando o0 mesmo com o
aumento de producdo da citocina anti-inflamatdéria IL-10 e reduc@o da secre¢do da
citocina pro-inflamatoria IL-12, contribuindo assim para a modulacdo da imunidade e

com isso com a patogénese da hanseniase (Cruz et al., 2008).

1.4.2 — A sintese de lipidios da parede do M. leprae

A parede das micobactérias apresenta diversos componentes lipidicos que
sdo cruciais para a viruléncia da micobactéria e assim reforcam a importancia dos
lipidios. O principal componente lipidico da parede celular das micobactérias séo 0s
acidos micolicos, que sao acidos graxos alfa-acil beta hidroxi, compostos de duas

cadeias de acidos graxos, uma mais curta, de cerca de 26 carbonos e outra mais
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longa, com até 56 carbonos e podem ser classificados em trés categorias: alfa,
metoxi e ceto (revisto em Minnikin et al., 2002), em que o principal tipo presente no
M. leprae sdo os acidos micodlicos alfa (Kusaka et al., 1981). Os acidos micadlicos séao
sintetizados a partir das enzimas acido graxo sintase | (FAS ) e acido graxo sintase
II (FAS 1l) (revisto em Abrahams & Besra, 2016). Enquanto a FAS | é responsavel
pela sintese de novo de acidos graxos de cadeia de 16 a 26 carbonos, a FAS Il € a
principal responsavel em alongar as cadeias gerando &cidos graxos mais longos, em
um processo dependente tanto de NADPH quanto NADH e essas cadeias podem
ser posteriormente modificadas adicionando grupos metoxi ou cetona (revisto em
Abrahams & Besra, 2016) (Figura 7). A sintese dos acidos micélicos acontece no
citosol e embora ainda ndo esteja completamente elucidada sua transferéncia para a
parede celular da micobactéria, acredita-se que esse processo ocorra atraves da
formacdo de TMMs (Takayama et al., 2005) e a transferéncia ocorra com auxilio do
transportador MmpL juntamente com a acao do antigeno 85, complexo de enzimas
com atividade de micolil transferase responsavel por ancorar o acido micdlico a

porcao de arabinogalactano na parede celular (Jackson et al., 1999).
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Figura 7 — Esquema da sintese de acidos micélicos em M. tuberculosis. A sintese em M. leprae
ocorre de forma similar em que a acido graxo sintase | (FAS |) sintetiza acidos graxos de novo com
até 26 carbonos e a acido graxo sintase Il (FAS Il) alonga os acidos graxos formando moléculas de

cadeias mais longas. (Modificado de Jankute et al., 2015)
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Os demais lipidios da parede celular como PDIMs e PGLs sao sintetizados
por enzimas policetideo sintases. Ja foi descrito que o cluster de genes ppsA-E € um
dos principais responsaveis pela sintese das unidades de fenolftiocerol, no caso do
PGL-I, e de ftiocerol, para o PDIM (Azad et al., 1997). Em ambos os lipidios séo
adicionados os acidos micocergsicos, que por sua vez sao sintetizados pela enzima
MAS (acido micocerésico sintase) (Trivedi et al., 2005) e entdo transferidos e
covalentemente ligados a unidade de ftiocerol ou fenolftiocerol por acdo da enzima
PapA5 (Chavadi et al., 2012; Onwueme et al.,, 2004) (Figura 8). Assim como 0S
acidos micodlicos, a sintese de PDIMs e PGL-I também ocorre no citosol e requer a

translocacao desses lipidios para a parede da micobactéria.
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Figura 8 — Esquema de sintese de PDIMs e PGLs. (Modificado de Yu et al., 2012)

1.5 - O colesterol, seu metabolismo e as micobactérias

1.5.1 — Aimportancia bioldgica do colesterol e seus derivados: Aspectos
gerais

O colesterol é um lipidio de extrema relevancia para a manutencdo da
homeostase celular, sendo um importante componente da membrana plasmatica
das células de mamiferos onde representa cerca de 20 a 25 % dos lipidios
presentes (revisto em lkonen, 2008). A estrutura do colesterol é crucial para a
organizacdo e compactacdo da membrana lipidica, diminuindo a sua fluidez, assim

como a sua permeabilidade a compostos polares (revisto em lkonen, 2008). O
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colesterol é um lipidio neutro e apresenta um nucleo esteroide com quatro anéis,
denominados de A, B, C e D e uma cadeia alifatica, partindo do anel D e uma
hidroxila no carbono 3 do anel A.

As principais fontes de colesterol para a célula sédo provenientes da dieta e da
biossintese de novo. A via do mevalonato é a principal via responséavel pela
biossintese de colesterol a partir do acetil-coA e a transformagdo de HMG-CoA
(hidroxi metil-glutaril-Coenzima A) em mevalonato por acdo da enzima HMG-CoA
redutase (HMGCR) é uma etapa limitante e com isso € um alvo potencial de
regulacédo dessa via (Goldstein & Brown, 1990).

O fornecimento de colesterol pela dieta implica na distribuicdo do mesmo e de
outros lipidios em lipoproteinas. O colesterol normalmente € fornecido para os
tecidos através do LDL (lipoprotein de baixa densidade). O LDL circulante pode ser
captado por células nos tecidos a partir de receptores de LDL (LDLR) na membrana,
assim como outros receptores que reconhecem LDL modificado, como, por exemplo,
receptores scavengers (Rhainds & Brissette, 1999). Quando ha um acumulo de
colesterol nas células dos tecidos, elas podem ativar o transporte reverso de
colesterol que envia o0 mesmo para o figado via HDL (lipoproteina de alta densidade)
(Kennedy et al., 2005).

No interior da célula, o colesterol captado a partir da endocitose do LDL pode
apresentar dois mecanismos principais de trafego intracelular, um transporte
vesicular e um transporte ndo vesicular. O colesterol livre apds hidrélise da
lipoproteina no endossoma tardio ou lisossomo interage com as proteinas Niemann
Pick disease, type C1 e 2 (NPC-1 e NPC-2) e entdo é transferido para a membrana
ou para fora do endossoma tardio, por um processo com mecanismo ainda
desconhecido (Maxfield et al., 2016). Recentemente, foi atribuido ao colesterol livre
presente no lisossomo a funcdo de regulador da ativacdo da via de mTOR
(Castellano et al., 2017), que esta envolvido em vias de sobrevivéncia celular,
regulacdo de metabolismo lipidico, autofagia, dentre outras (Laplante & Sabatini,
2009), assim ampliando o espectro de funcdes bioldgicas do colesterol na célula. No
transporte ndo vesicular, as proteinas intracelulares da familia START (StAR-related
lipid transfer) sdo importantes carreadoras e facilitam o trafego intracitoplasméatico do
colesterol (Tsujishita & Hurley, 2000). O colesterol também pode ser esterificado por
acdo da enzima Acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) e entdo o colesterol éster

formado é estocado na forma de corpusculos lipidicos (revisto em lkonen, 2008).
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A homeostase de colesterol na célula € mediada pelos fatores de transcricdo
SREBP-2 (Sterol regulatory binding protein 2) e LXR (Liver X receptor) que atuam
como sensores de colesterol. O SREBP-2, localizado no reticulo endoplasmético, €
ativado em situacbes de baixa concentracdo de colesterol celular, sendo
responsavel pela modulacdo positiva de proteinas responsaveis pela biossintese,
como a HMGCR, e pela captagdo de colesterol exdgeno, como o receptor de LDL
(Horton et al., 2002), resultando no acumulo de colesterol. J4 o LXR, que tem como
ligantes classicos, oxiesterois como o0 24S-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 27-
hidroxicolesterol e o precursor do colesterol, desmosterol (Yang et al., 2006), atua
em situacdes de excesso de colesterol na célula. Estes ligantes ativam este fator de
transcricdo, aumentando a expressado de genes relacionados ao transporte reverso
de colesterol, como os transportadores ABCA1 e ABCG1 (ATP-binding cassette
transporter), aumentando o efluxo de colesterol (Spann & Glass, 2013), sendo um
mecanismo que a célula apresenta capaz de regular os niveis intracelulares de
colesterol.

Outra funcéo importante do colesterol € a sua participacdo na formacdo de
dominios na bicamada lipidica com baixa fluidez e conhecidos como lipid rafts,
responsaveis pela organizacdo de componentes de importantes cascatas de
sinalizacdo (Pike, 2003). No entanto, estudos recentes tem demonstrado uma
participacdo mais direta do colesterol na regulacao da atividade de proteinas, como
em um estudo que demonstrou que o colesterol pode atuar como modulador
alostérico de uma proteina translocadora mitocondrial (Jaipuria et al., 2017). Ainda,
outras evidencias apontam que o colesterol pode ser importante para estabilizar
diretamente a estrutura de uma série de proteinas membranares (Yang et al., 2016).

O colesterol ainda é utilizado como precursor para a formacdo de acidos
biliares e hormonios esteroides, além de poder sofrer modificacdes para a formacéao
de oxiesterois, que apresentam funcdes bioldgicas importantes (Spann & Glass,
2013). A formacéo dos oxiesterdis a partir do colesterol pode ser feita de forma
enzimatica, por enzimas pertencentes a familia das citocromo P450, ou de forma
nao enzimatica, através da oxidacdo mediada por espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Spann & Glass, 2013). Os oxiesterois podem apresentar papel
imunomodulatério, como ja foi relatado, por exemplo, para o 25-hidroxicolesterol que
inibe a ativacdo do inflamassoma e producdao de IL-1B8 (Reboldi et al., 2014). A
ativacdo do LXR mediada pelos oxiesterois também apresenta papel anti-

inflamatério em macréfagos, inibindo a sintese da enzima o6xido nitrico sintase
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(INOS), de IL-6 e modulando negativamente a via de NF-kB (Fator nuclear Kappa B)
(Joseph et al., 2003). J&, o 27-hidroxicolesterol, um dos oxiesteréis mais abundantes
na placa aterosclerdtica, apresenta papel pré-inflamatério, por exemplo, aumentando
a sintese de TNF em macrofagos (Kim et al., 2013). Contudo, a ativagdo do LXR,
pelo intermediario da via de sintese de colesterol, desmosterol, foi associada a um
perfil anti-inflamatdrio em células espumosas, ricas em corpusculos, no modelo de
aterosclerose (Spann et al., 2012). Ja foi reportado que camundongos knock out
para os genes do LXRa e B s&o mais susceptiveis a infeccdo pelo M. tuberculosis,
apresentando maior carga bacilar e um maior ndmero de lesGes granulomatosas
(Korf et al., 2009). Portanto, os oxiesterois, por intermédio da ativagdo do fator de
transcricdo LXR, podem ter importancia no estabelecimento de quadros infecciosos

como no caso da hanseniase.

1.5.2 — Importancia do colesterol na interagcdo de micobactérias com o
hospedeiro

O colesterol pode ser extremamente importante para determinados
patbgenos. Dados da literatura demonstram que uma série de patégenos
intracelulares modulam o metabolismo de colesterol para favorecer a infec¢cdo, como
em infec¢des de Trypanosoma cruzi, em que foi detectado o acumulo de colesterol
nos tecidos (Johndrow et al., 2013) e na toxoplasmose, em que foi observado que o
Toxoplasma gondii modula o metabolismo de colesterol levando a um aumento da
captacdo de LDL, que entdo favorece o acumulo de colesterol na célula hospedeira
(Coppens et al., 2000).

O colesterol também tem papel importante na interacdo das micobactérias
com a célula hospedeira. Ja foi descrito sua importancia para a entrada das
micobactérias na célula hospedeira, onde a deplecédo de colesterol das membranas
diminui a fagocitose de M. bovis BCG e M. tuberculosis por macrofagos (Gatfield &
Pieters, 2000). O M. tuberculosis € capaz de induzir o acumulo de colesterol nas
regides proximas ao bacilo, levando a formacdo de dominios ha membrana ricos em
colesterol, os lipids rafts, que sdo importantes para a entrada do bacilo em
mastécitos (Mufioz et al., 2009)

A deplecdo do colesterol, além de afetar a internalizacdo das micobactérias,
também favorece a maturacdo do fagossoma e fusdo com o lisossomo em
macrofagos infectados com M. avium (de Chastellier & Thilo, 2006). O colesterol

ainda é crucial para o recrutamento da proteina TACO para o fagossoma contendo a
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bactéria (Gatfield & Pieters, 2000), processo que é importante para impedir a fusao
do fagossoma com o lisossomo (Ferrari et al.,, 1999), contribuindo para o
estabelecimento da infec¢@o e sobrevivéncia intracelular das micobactérias.

O metabolismo de colesterol celular também é crucial para a manutencao da
infeccdo. O acumulo de colesterol éster em macrofagos infectados pelo M. leprae ja
havia sido reportado (Kurup & Mahadevan, 1982). Mais recentemente, n0SSO grupo
demonstrou o acumulo de colesterol em biopsias de pacientes LL e ainda
demonstrou que a infecgcéo pelo M. leprae modula o metabolismo de colesterol em
monaocitos primarios humanos, direcionando a célula para o acimulo do mesmo no
fagossoma contendo o bacilo (Mattos et al., 2014). A via de biossintese de colesterol
€ modulada positivamente na hanseniase lepromatosa, uma vez que foi reportado o
aumento da expressdo de enzimas importantes dessa via, como a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA redutase (HMGCR) em bidépsias de pacientes LL (Mattos et al.,
2014). Além disso, o bacilo ainda aumenta a captacdo de colesterol exdgeno,
aumentando a expressao do receptor de LDL, principal responsavel pela captacéo
de LDL na sua forma nativa, assim como de receptores scavengers, responsaveis
pela captacdo de LDL modificado, contribuindo ainda mais com o acumulo do
mesmo na célula infectada (Mattos et al., 2014). Os estudos ainda apontam que o
acumulo de colesterol observado na célula infectada é crucial para a sobrevivéncia
do M. leprae, uma vez que o tratamento da célula com estatinas, que sdo drogas
classicamente descritas como inibidores da biossintese de colesterol, reduz a
viabilidade do M. leprae em mondcitos infectados in vitro (Mattos et al., 2014) e em
camundongos BALB/c infectados segundo o modelo de Shepard (Lobato et al.,
2014).

1.5.3 — Catabolismo de colesterol nas micobactérias

O colesterol pode ser degradado por diferentes espécies de microorganismos
e aproveitado como fonte de carbono ou energia. Av-gay e Sobouti (2000)
forneceram os primeiros relatos de degradacdo do colesterol por micobactérias,
entretanto, a observacdo do fendmeno foi limitada apenas as micobactérias nao
patogénicas, como o Mycobacterium smegmatis. Mas no mesmo estudo observou-
se que o M. tuberculosis era capaz de acumular colesterol quando cultivado em
meio minimo suplementado com colesterol (Av-Gay & Sobouti, 2000).
Posteriormente, analises de bioinformatica demonstraram que o M. tuberculosis

apresenta em seu genoma todo o aparato enzimatico necessario para o catabolismo
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do colesterol (van der Geize et al.,, 2007). De fato, com o avanco das técnicas
analiticas foi verificado que além de acumular colesterol, o M. tuberculosis é também
capaz de cataboliz4-lo (Brzostek et al., 2009)

A utilizacdo de uma fonte alternativa de carbono representa uma possibilidade
de burlar os mecanismos de defesa do hospedeiro, que usualmente restringe as
fontes energéticas para o patdgeno. Nesse contexto, foi demonstrado que o uso do
colesterol como fonte de carbono € essencial para a persisténcia do M. tuberculosis
nas infeccdes pulmonares e em macrofagos ativados (Pandey & Sassetti, 2008). A
captacdo do colesterol pelo M. tuberculosis envolve o sistema de transporte
traduzido pelo operon mce4 (Pandey & Sassetti, 2008; Rathor et al., 2013), que é
crucial para a sobrevivéncia do M. tuberculosis no periodo mais tardio da infeccao
(Sassetti & Rubin, 2003). O envolvimento do operon mce com a utlizacdo do
colesterol também foi descrito em outras micobactérias, como para o M. smegmatis,
gue apresenta 0os genes do operon mce regulados positivamente quando crescido
em meio com colesterol (Li et al., 2016)

A via de degradagéo do colesterol pelo M. tuberculosis pode ser dividida em
duas etapas, a degradacdo da cadeia lateral e a quebra dos anéis esteroides. Antes
da clivagem da cadeia lateral, ocorre uma reacdo de oxidacédo e isomerizacao do
anel esteroide. Esta reacédo pode ser catalisada pela enzima 3-beta-hidroxiesterol-
desidrogenase (335-HSD) (Figura 9) em que o colesterol é oxidado a colest-4-en-3-
ona, também conhecida como colestenona (Yang et al.,, 2007). A degradacao da
cadeia lateral consiste essencialmente em um processo de beta oxidacdo que
culmina na producédo de propionil CoA e androstenediona (Figura 9). O operon igr é
crucial para a utilizacdo do colesterol, uma vez que o mutante Aigr € incapaz de
crescer em meio com o lipidio (Chang et al., 2009; Miner et al., 2009), e seus genes
codificam enzimas que estdo envolvidas nas etapas finais de degradacédo da cadeia
lateral do colesterol (Thomas et al., 2011b).

A degradacdo dos anéis A e B comeca com a acdo da enzima KstD apoés a
conversado do colesterol em colestenona. A delecéo deste gene leva ao acumulo de
androstenediona e ao crescimento atenuado da bactéria em meio 7H9 com
colesterol como unica fonte de carbono (Brzostek et al., 2009). A proxima reacéo
envolve a hidroxilacdo do cetoesteroide catalisada por uma 3-cetoesteroide-9-alfa-
hidroxilase (KshA e KshB). Em sequéncia as monoxigenases do cluster HsaA-HsaD

bY

comecam a atuar levando a abertura do anel A e por fim, os anéis A e B séo
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degradados por acdo das enzimas HsaD e HsaFGH (Figura 9) (revisto em

Wipperman et al., 2014).
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A degradacdo dos anéis C e D do colesterol pelas micobactérias ainda néo
estd completamente elucidada. Contudo, evidéncias apontam que ela ocorre, uma

7

vez que o M. tuberculosis é capaz de sobreviver em um meio suplementado
somente com um derivado dos anéis C e D e sugere que envolve a participacdo dos
genes que sao regulados pelo regulador transcricional KstR2 (Casabon et al.,
2013a). Outros estudos ainda apontam que a enzima FadD3 seria a responsavel por
dar prosseguimento a degradacao do produto resultante do catabolismo dos anéis A
e B (Casabon et al., 2013b) e mais recentemente, 0 mesmo grupo propds a
participacdo das enzimas EchA20 e IpdAB na degradacdo dos anéis C e D. (Crowe
et al., 2017).

De modo geral, a degradacdo do colesterol requer um grupo de genes que
estdo localizados no genoma do M. tuberculosis em uma regido denominada de
Cho-Island (ilha de colesterol) (Nesbitt et al., 2010), regulados em sua maioria pelos
reguladores transcricionais KstR e KstR2 (Kendall et al., 2010). O M. leprae nao
possui grande parte dos genes descritos para o catabolismo de colesterol em M.
tuberculosis, estando ausente em seu genoma, inclusive o0s reguladores
transcricionais KstR e KstR2, além do transportador de colesterol Mce4. De fato, o
M. leprae é incapaz de degradar o colesterol e utilizad-lo como fonte de carbono
como outras micobactérias, visto que a incubacdo do bacilo tanto com [4-

C'¥|Colesterol, marcado no nucleo de anéis esteroides, quando com [26-
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C'¥|Colesterol, marcado na cadeia lateral, foi incapaz de levar & producéo de **CO,,
conforme visto para M. tuberculosis (Marques et al., 2015).

Contudo, apesar da evolucdo reducional do genoma do M. leprae néo ter
conservado a maioria dos genes envolvidos com o catabolismo do colesterol, o
bacilo conservou o gene referente a enzima responsavel pela primeira etapa da via
de degradacao da cadeia lateral, a 3-beta-hidroxiesterol desidrogenase (35-HSD —
ML1942), responsavel pela oxidacdo e isomerizacdo do colesterol em colestenona.
A expressdo deste gene foi confirmada através da identificagdo desta enzima por
andlise protedbmica em fracdes da parede celular do M. leprae (Marques et al.,
2008).

Embora nessa etapa também seja atribuida a participacdo da enzima
colesterol oxidase (ChoD), gene também conservado no genoma do bacilo, estudos
mais recentes sugerem que ela ndo seja a principal enzima atuante, reservando
esse papel para a 38-HSD. Esta conclusao foi derivada da observacdo de que o M.
tuberculosis mutante AchoD ainda é capaz de crescer no meio com colesterol (Yang
et al.,, 2011), enquanto o mutante A34-hsd é incapaz de realizar a oxida¢do do
colesterol a colestenona e de crescer no meio com colesterol (Yang et al., 2007,
2011). As analises de alinhamento de sequéncias das respectivas enzimas do M.
leprae reforcam a sugestdo da 38-HSD como Unica enzima capaz de realizar a
oxidacdo do colesterol, uma vez que esta possui 75% de identidade com a 38-HSD
de M. tuberculosis (Marques et al., 2015), que foi descrita ser capaz de oxidar o
colesterol a colestenona (Yang et al., 2007). A enzima do M. leprae conserva todos
os dominios importantes, como o0s sitios de interacdo com cofator e sitio ativo
(Marqgues et al., 2015). Ja a ChoD de M. tuberculosis, assim como de M. leprae, tem
pouca semelhanca com a enzima colesterol oxidase de outros organismos com
capacidade ja descrita de produzir colestenona (Marques et al., 2015).

A 3B-HSD descrita em M. tuberculosis catalisa a oxidagdo do colesterol a
colestenona em duas etapas, inicialmente oxidando o colesterol a colest-5-en-3-ona
e posteriormente isomerizando até colest-4-en-3-ona (ou colestenona), utilizando
NAD" como cofator e reduzindo a NADH (Yang et al., 2007). O grupo de enzimas
colesterol desidrogenases pode utilizar tanto NAD", como NADP® como cofator,
contudo dados da literatura apontam que apenas na presenca de NAD", a enzima
3p-HSD foi capaz de oxidar os substratos. O estudo ainda apontou que além do
colesterol, a enzima também foi capaz de oxidar a pregnenolona e a

dihidroepiandrosterona (Yang et al., 2007), mas que o colesterol seria 0 substrato
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preferencial da enzima (Thomas et al., 2011a). Como a identidade entre as enzimas
de M. tuberculosis e M. leprae é significativa, possivelmente a 35-HSD apresenta as
mesmas propriedades bioquimicas. A funcionalidade 3B-HSD de M. leprae foi
atestada pela observacdo da producdo de colestenona in vitro, bem como a
colestenona foi detectada em extratos lipidicos provenientes do M. leprae purificado
da pata de camundongos nude infectados (Marques et al., 2015).

Recentemente, o metabolismo de colesterol de M. tuberculosis tem sido alvo
de estudos para o desenvolvimento de drogas, visto que sdo vias importantes para a
micobactéria e a 35-HSD tem sido utilizada como alvo de inibidores. Os azasteroides
sdo grupos de moléculas classicamente descritas como inibidoras de enzimas que
modificam o colesterol (Frye et al., 1993). Eles apresentam de modo geral uma
estrutura similar aos derivados de colesterol, contendo um grupamento amida na
estrutura do anel esterol. Alguns inibidores, como finasterida e dutasterida, inibem
enzimas da familia 5-alfa redutase, bloqgueando entdo a conversdo do colesterol a
dihidrotestosterona (Frye et al., 1993), embora alguns estudos apontem que também
apresentem efeitos inibitérios sobre a enzima 33-HSD humana (Frye et al., 1994).
Recentemente, tem-se estudado o uso de variantes de duas classes principais de
azasteroides: os 4-azasteréides e os 6-azasteroides (Figura 10A) e foi visto que os
6-azasterdides sao mais eficientes em inibir a 3-HSD de M. tuberculosis (Thomas
et al.,, 2011a). Dentre os 6-azasterbides estudados nesse trabalho, alguns se
mostraram extremamente eficientes, como o composto 7, que conserva grande parte
da estrutura original de 27 carbonos do colesterol, mas também outros compostos
foram eficientes em inibir a atividade da 3B-HSD de M. tuberculosis, como o
composto 5, também conhecido como SB100 (Figura 10B) (Thomas et al., 2011a).
Portanto, os azasterdides podem ser importantes ferramentas para estudar o papel

da 3pB-HSD para as micobactérias durante a infeccao.
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Figura 10 — Os azasterdides séo potentes inibidores da 3p-HSD de M. tuberculosis. (A) Estrutura
das duas principais classes de azasteroides, 6 e 4- azasteréides. (B) Estrutura do composto SB100

(composto nimero 5). R representa o radical da estrutura. (Modificado de Thomas et al., 2011b)
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1.5.4 — A importancia bioldgica da colestenona

A colestenona pode ser toxica e inibir o crescimento do M. tuberculosis in
vitro, conforme ja relatado (Frank et al., 2016; Ouellet et al., 2010), Entretanto, no
contexto da hanseniase a colestenona pode assumir um papel Unico na patogénese
do M. leprae, visto que, diferentemente do M. tuberculosis, que € capaz de
prosseguir com a degradacdo da colestenona, o M. leprae incapacitado de
continuar, fatalmente levara a um acumulo deste metabdlito.

A colestenona pode interferir em aspectos importantes na célula hospedeira,
e apesar de ser pouco estudada, ja foi descrito, que devido a troca do grupamento
hidroxila por um grupamento cetona em sua estrutura, a colestenona promove um
aumento da desorganizacdo da bicamada lipidica, inibindo a migracdo celular
(Neuvonen et al., 2014), conferindo propriedades diferentes as bicamadas lipidicas
gue o colesterol. Dessa forma, a presenca de colestenona pode impactar processos
celulares que dependam das propriedades das membranas, como em um estudo
recente que reportou que a colestenona inibe a sinalizagcdo de TGF-f e um dos
fatores que contribuem para essa inibicdo é a inducdo da formacéao de lipid rafts em
regides adjacentes aos receptores de TGF-, com isso interrompendo a sinalizacao
da via (Chen et al., 2016).

A colestenona ainda pode ser convertida em outros metabdlitos como
colestanol, por exemplo (Harold et al.,, 1956), Mais ainda, a colestenona pode ser
convertida em oxiesteréis, onde ja foi relatado que a enzima CYP27Al, uma
citocromo P450 responsavel pela sintese de 27-hidroxicolesterol, possui maior
afinidade com a colestenona como substrato que com colesterol (Norlin et al., 2003).
Dessa forma, as possiveis modificacbes da colestenona pelo hospedeiro podem ter

alguma atuacéo no processo de estabelecimento da infeccéo.

1.6 — Justificativa

A hanseniase ainda é um grave problema de saude publica no Brasil, pais
endémico para a doenca. As lesbes neurais, que muitas vezes perduram mesmo
apos a cura e sao ainda mais agravadas durante os quadros reacionais, sdo um
marco da doenca, devido ao tropismo do M. leprae por células de Schwann no
sistema nervoso periférico. Os mecanismos que resultam na lesédo neural observada
durante a hanseniase ndo estdo completamente elucidados e, portanto, estudos

voltados para a compreensdo da interacdo patdégeno-hospedeiro, mais
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especificamente do M. leprae com a célula de Schwann, sdo necessarios para
melhor compreenséo dos eventos criticos que promovem a infecgéo.

Ao longo dos anos, muitos estudos apontaram a importancia do metabolismo
lipidico e especificamente do colesterol para a patogénese do M. leprae, contudo os
mecanismos pelos quais o colesterol atua favorecendo a infec¢do ainda sao pouco
compreendidos. Diferentemente de outras micobactérias, o M. leprae ndo é capaz
de degradar o colesterol, mas ainda assim modula o metabolismo da célula
hospedeira para induzir seu acamulo, conservando também a enzima responsavel
pela oxidacdo do colesterol a colestenona, que seria a primeira reacdo da via de
degradacé&o do colesterol.

Considerando que o M. leprae apresenta um genoma reduzido, mantendo
possivelmente s6 0s genes essenciais para sua sobrevivéncia intracelular, a
conservacgao do gene ml1942, que codifica a 3f-HSD, em seu genoma sugere que 0
mesmo seja importante para o bacilo. Dessa forma, o estudo busca compreender a
relevancia da 3p-HSD na patogénese do M. leprae no nervo periférico, estudando
sua contribuicdo para sobrevivéncia intracelular do bacilo.

A fim de destrinchar os mecanismos pelos quais a enzima poderia ser
importante para a infecgdo, buscou-se investigar se a inibicdo da enzima afeta a
sintese de outros lipidios, bem como se a colestenona, produto da enzima, pode ser
convertida em outros metabdlitos, que podem influenciar na patogénese do M.
leprae.

Dessa forma, o trabalho buscou um melhor entendimento da manutencéo da
3B-HSD pelo M. leprae e suas implicacées na interacdo do M. leprae com a célula
de Schwann, para elucidar a importancia do metabolismo de colesterol para o bacilo
durante a infeccdo no nervo periférico, e assim possivelmente ampliar os
conhecimentos acerca dos processos gque resultam na leséo neural e possivelmente

contribuir para o tratamento desses eventos.
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2. Objetivos

2.1 — Objetivo geral
O estudo teve como objetivo geral compreender a importancia do colesterol e

da enzima 33-HSD para a sobrevivéncia do M. leprae no nervo periférico.

2.2 — Objetivos especificos

e Avaliar a importancia do metabolismo de colesterol na célula de Schwann
estudando o efeito da atorvastatina na viabilidade do M. leprae;

e Deteccdo da expressdo da enzima 3B-HSD de M. leprae em bidpsias de
pacientes por Western Blotting;

e Investigar o efeito do composto SB100 na inibicdo da atividade da enzima e
quais seus efeitos para o M. leprae;

¢ Investigar o impacto da inibicdo da enzima 3B-HSD na viabilidade intracelular
do M. leprae;

e Avaliar o efeito da adicdo exdgena de colestenona sobre a viabilidade do M.
leprae em células infectadas;

e Investigar o efeito da adicdo exdgena de colestenona na fagocitose da
micobactéria e particulas pela célula de Schwann;

e Estudar o perfil de esteréis derivados da colestenona na célula hospedeira

estimulada com M. leprae.

33



3. Materiais e Métodos

3.1 — Cultivo celular das linhagens e obtencédo do M. leprae

3.1.1 — Cultivo celular de células de Schwann humanas da linhagem
ST88-14: Células de Schwann humanas da linhagem ST88-14 isoladas de um
paciente com neurofiboromatose de tipo 1 foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Jonathan A. Fletcher (Departamento de Patologia do Brigham and Women's
Hospital, Harvard Medical School, Boston, USA). As células foram criopreservadas
em nitrogénio liquido em meio contendo 90% de soro fetal bovino (SFB — Cripion
Biotecnologia LTDA) e 10% de DMSO (Dimetil Sulféxido — Sigma Aldrich) que age
como crioprotetor. O descongelamento foi feito em banho maria a 37°C e, em
seguida, a suspensao celular foi transferida para um tubo cénico de 15 mL contendo
9 mL de meio RPMI 1640 (LGC biotecnologia LTDA) suplementado com SFB. Apds
centrifugacéo a 513,6 x g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado, as
células ressuspensas em 1mL de meio, 10 pL foram retirados e diluidos 1:1 em azul
de tripan (Sigma-Aldrich) e feita a contagem das células viaveis em camara de
Neubauer. Foram transferidos 10° células para uma garrafa de cultura de 25 cm?
(Corning) com 4 mL de meio RPMI suplementado com 10% SFB. As culturas foram
entdo mantidas em estufas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, até a utilizagdo nos
experimentos ou atingirem cerca de 80% de confluéncia para realizagcdo do
protocolo de tripsinizacdo para expansao da cultura. Por serem células aderentes,
foi adicionado as culturas 0,05% de tripsina (LGC) pelo tempo de 2 minutos para
desprendimento das mesmas; ap0s a centrifugacdo e lavagem com PBS (Tampéo
fosfato salino) as células foram contadas e foram plaqueadas em placas de cultura

(Kasvi) conforme as necessidades do experimento.

3.1.2 — Cultivo celular de mondécitos humanos da linhagem THP-1 e
diferenciacdo em macrofagos: A linhagem de mondcitos THP-1 (ATCC® TIB-
202™) adquirida do banco de células da ATCC foi cultivada em meio RPMI 1640
suplementado com 10% SFB e mantidas em estufa a 37 °C com 5% CO,. Os
estoques celulares foram criopreservados e descongelados conforme descrito
acima. Ap6s a contagem celular, 4 x10° células/mL foram transferidas para uma
garrafa de cultura de 25 cm? (Corning) com 4 mL de meio RPMI suplementado com
10% SFB. A cultura foi expandida até a obtencdo de células suficientes para
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realizacdo dos ensaios. As ceélulas foram centrifugadas conforme descrito
anteriormente, contadas em camara de Neubauer e plaqueadas em quantidades e
recipientes adequados ao experimento. O cultivo foi feito em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB juntamente com 80nM de PMA (Forbol-12-Miristato-
13-Acetato — Sigma Aldrich) por 24 horas a 37 °C / 5% CO, para diferenciacdo em
macréfagos. Apoés este tempo o0 meio foi substituido por um novo meio RPMI 1640
com 10% de SFB livre de PMA e as células permaneceram por mais 24 horas a 37

°C /5% CO, para depois dar prosseguimento aos experimentos .

3.1.3 — M. leprae e amostras clinicas de bidpsias de pele de pacientes
LL: Amostras de M. leprae Thai-53 viaveis foram isoladas de coxim plantar de
camundongos atimicos BALB/c (Nu/Nu) doados pela Dra. Patricia Sammarco Rosa
do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, Brasil. A purificagdo do M. leprae foi
realizada pelo tecnologista do laboratdério segundo o protocolo descrito por
Trombone e colaboradores (2014). Apos a purificacdo, as micobactérias foram
coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen (Neelsen, 1883; Ziehl, 1883) e contadas por
microscopia; em paralelo foi feita a afericdo da viabilidade através do kit Live/Dead®
(Thermo Fisher Scientific) segundo informagdes do fabricante.

Foram incluidas neste estudo extrato de proteinas de duas biosias de pele de
pacientes com hanseniase lepromatosa classificada de acordo com os critérios de
Ridley e Jopling (1966). O estudo tem aprovacédo do comité de ética da Fiocruz com
0 parecer com numeracao 504/09 e este material foi gentilmente cedido pela Dra.
Euzenir Sarno e Dra. Roberta Olmo do Laboratério de Hanseniase da Fundacéo

Oswaldo Cruz

3.2 — Avaliacdo da toxicidade da colestenona e atorvastatina sobre células de
Schwann humanas da linhagem ST88-14: 8,0 x 10° células de Schwann da
linhagem ST8814 foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 2% de
SFB e foram estimuladas com 1uM atorvastatina (Sigma-Aldrich) ou colestenona nas
concentracdes de 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 ou 10 pM (Sigma-Aldrich) ou com 1%, 0,1% ou
0,05% etanol (Merck), veiculo utilizado para diluir os compostos. Apos 48 e 72 horas
de incubacdo em estufa de CO,a 37°C , adicionou-se MTT (3-(4,5- Dimetiltiazol-2-il)-
2,5-Difeniltetrazolio Brometo) (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich) e as células foram mantidas
por 4 horas na estufa a 37 °C, aonde o MTT ¢é reduzido em cristais de formazan

roxos por atividade enzimatica preservada apenas em células viaveis. ApoOs este
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periodo os cristais foram dissolvidos utilizando SDS 10% e a leitura foi feita a 590

nm utilizando o leitor de ELISA modelo EON (BioTek Instruments, Inc.).

3.3 — Avaliacado do efeito da atorvastatina sobre a viabilidade intracelular do M.
leprae em células de Schwann da linhagem ST88-14: 5x10* células de Schwann
humanas da linhagem ST88-14 foram plagueadas em placas de 24 pocos (Kasvi) e
incubadas por 16 horas em meio RPMI com 10% de SFB. Apos este tempo, 0 meio
foi descartado e novo meio RPMI suplementado com 2 % de soro foi adicionado e as
células foram incubadas por mais 24 horas, para diminuicdo dos niveis basais de
corpusculos lipidicos. Posteriormente foi adicionado 1pM de atorvastatina, inibidor
da biossintese de colesterol, ou o veiculo, etanol 1%, e em seguida as células foram
infectadas com M. leprae emuma de MOI 5:1 (multiplicidade de infeccéo) e mantidas
a 33° C por 24 h em estufa com 5% de CO,. Passado o tempo de incubacéo as
células foram lisadas com Trizol®(invitrogen), para preservacdo e extracdo do RNA

e entdo prosseguiu com a analise da viabilidade do M. leprae por gPCR.

3.4 — Técnicas Moleculares:

3.4.1 — Extracdo de RNA e de DNA

Extracdo de RNA: As extracdes de acidos nucleicos foram realizadas pelo
método de fenol-cloroférmio, com o auxilio do reagente Trizol®. Para isso, foram
adicionados 500 pL de Trizol® nos pocos, incubando por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, o conteldo de cada poco foi recuperado e transferido para
um tubo de 1,5mL livre de RNAses (Eppendorf). O RNA foi extraido com 100 uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) ap6s agitacdo vigorosa até adquirirem um
aspecto leitoso e as amostras ficaram em repouso por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apos centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C, a fase aquosa
contendo o RNA foi recolhida e a fase organica estocada para posterior extracao de
DNA. A fase aquosa foram adicionados 250 pL de 4&lcool isopropilico,
homogeneizado por inversdo suave 1-2 vezes e as amostras foram incubadas por
16 horas a -70 °C para precipitacdo do RNA. ApdGs a precipitacdo do RNA, foi
adicionado 1 pL de GlycoBlue (Ambion), para marcagao do sedimento e as amostras
foram homogeneizadas, centrifugadas a 14.000 x g por 30 minutos a 4 °C, o
sobrenadante descartado e o sedimento lavado com 250 pL de etanol 70%

(preparado em agua livre de RNAse tratada com dietilpirocarbonato - DEPC). Ap6s
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homogenizacao por inversdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 10
minutos a 4°C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e apés total evaporagédo do
etanol, o sedimento foi ressuspenso em 20 pL agua livre de RNAse, tratada com

DEPC. As amostras de RNA foram estocadas -70 °C até o uso.

Extracdo de DNA: A extracdo de DNA foi feita adicionando 100 pL de TE
modificado (200mM de Tris-HCI pH 8.0, 5mM de EDTA) e 150 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) a fase de fenol-cloroférmio resultante ap0s a extracdo e
isolamento do RNA e ap0s agitacdo vigorosa as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugadas a 13.800 x g por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apés a centrifugacdo, a fase aquosa foi recolhida e foi
transferida para um novo tubo livre de RNAses, aonde foram adicionados 300uL de
isopropanol e entdo as amostras foram incubadas a -20°C por 16 horas para
precipitacdo do &cido nucleico. Passada a incubagdo, foram adicionados 1 pL de
GlycoBlue (Ambion), as amostras foram homogeneizadas por inversdo e entdo
centrifugadas a 13.800 x g por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
0s sobrenadantes foram descartados, o sedimento lavado com 250 pyL de etanol
70% e as amostras homogeneizadas por inversédo e centrifugadas a 13.800 x g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras ficaram em repouso
por cerca de 5 minutos até total evaporacdo do solvente, em seguida foi adicionado
20 pL de agua livre de RNAse para ressuspensao das mesmas que foram estocadas

a -20°C para analises posteriores.

3.4.2 — Dosagem de &cidos nucleicos, tratamento com DNAse e
avaliacdo da integridade do RNA: As amostras de RNA extraidas foram
integralmente submetidas a um tratamento para a remocdo de eventuais
contaminantes de DNA utilizando a enzima DNAse do kit TURBO DNA-free
(Ambion). Foram adicionados a cada amostra 3 pL de tampéao 10x contido no kit, 1
puL de enzima DNAse TURBO e adicionou-se 6 puL de agua livre de RNAse para
avolumar até o volume final de reacdo de 30 pL. Em seguida, as amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37 °C e entdo inativadas com 3 pL de reagente de
inativacdo. ApoOs incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos sob constante
agitacao, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante
coletado, transferido para um novo tubo de 1,5 mL livre de RNAse, e o RNA foi

quantificado utilizando o aparelho Nanodrop (ND-100, Thermo Fisher Scientific). As
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amostras que tiveram ambas as razdes Roesozso € Rasoeszo entre 1,8 e 2 foram
consideradas de boa qualidade e seguiram para analise. Em seguida, foi feito um gel
de agarose 1,2% para determinagao da integridade do RNA. O gel 1,2% de agarose
foi preparado com agarose ultra pura (Invitrogen) dissolvida em MOPs (acido 3- (N-
morfolino) propano sulfénico)) 1x em agua livre de RNAse tratada com DEPC com
auxilio de aquecimento ao microondas. Foram utilizados 400ng de RNA, a estes
foram acrescentados 7 pL de tampao de amostra (azul de bromofenol e xileno cianol
0,3%, formamida 70% e MOPS 2x); 1 pL de SYBR e agua livre de RNAse gsp 15
uL. As amostras foram aquecidas a 65 °C no banho seco por 15 minutos e aplicadas
no gel. A corrida foi realizada no gel imerso no tamp&o MOPS 1x, a 120 V por 1 hora
e 0 gel foi visualizado com a iluminagao ultravioleta (U.V.), no transiluminador
(MiniBis pro — DNR Biolmaging System); foram consideradas integras as amostras

com 2 bandas referentes aos rRNAs 28S e 18S e sem rastros.

3.4.3 — Transcri¢cdo Reversa: Para sintese do DNA complementar (CDNA),
as amostras de RNA foram submetidas a reacdo de transcricdo reversa utilizando o
kit GoScript (Promega). Foram utilizados 500 ng de amostra para 0s experimentos
com 10° e 6,0 x 10* células e 250 ng de amostra para 0s experimentos com 5,0 x
10* células e foi adicionada agua, quando necessario, de modo a avolumar todos a 4
uL, sendo em seguida adicionado 1 uL de Random Primer. As amostras foram
centrifugadas para abaixar todo o conteudo e aquecidas a 70°C durante 5 minutos
com o auxilio de um banho seco. Em seguida, as amostras ficaram incubando no
gelo por 1 minuto e a elas foram adicionados 15 pL do mix [2 pL de tampéo GoScript
5x + 1,5 pL de MgCl; + 0,5 pL de PCR Nucleotide Mix (dNTP) + 0,25 pL do inibidor
de RNAse RNAsin + 0,5 yL da transcriptase reversa GoScript + 10,25 yL de agua
livre de RNAse]. Controles negativos foram usados nos quais a transcriptase reversa
ndo foi adicionada. As amostras entdo foram incubadas a 25°C por 5 minutos,
aguecidas por 1 h a 42 °C (para a reacdo de transcricdo reversa) utilizando o
termociclador, e em seguida incubadas a 70 °C por 15 minutos para inativacdo da
enzima. Em seguida as amostras foram diluidas até a concentragédo de 5 pg/mL para

posterior utilizacdo na reacdo de PCR e armazenadas a -20 °C.

3.4.4 — Determinagdo molecular da viabilidade do M. leprae analisando o
RNA 16S por qPCR: A analise de viabilidade pelo método molecular foi descrita por
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Martinez e colaboradores (2009). As reacdes foram feitas utilizando sondas de
hidrolise (Tagman) para o gene de rRNA de M. leprae 16S, as sequéncias de ambos
os oligonucleotideos iniciadores e sonda encontram-se descritas na tabela 1. A
reacdo de PCR foi realizada em 10 pL de reacdo, utilizando Tagman Universal
Master Mix 5x (Thermo-Fisher Scientific), 200nM de oligonucleotideos iniciadores
para o gene de rRNA 16S (senso e anti-senso — Eurofins Scientific), 200nM de
sonda para o gene de rRNA 16S (FAM/MGB-NFQ- Life Technologies), 10 ng de
cDNA ou 20 ng de DNA e agua livre de RNAse para completar o volume. As placas
foram submetidas a uma rapida centrifugacdo e dispostas na maquina
StepOnePlus® (Applied Biosystems). As rea¢fes foram ajustadas para o método
comparativo por AACT, com o sistema de deteccao para tagman, e com duracdo de
cerca de 1 hora e 15 minutos, com uma etapa de iniciacdo da reacdo a 50 °C por 2
minutos, seguido de um aquecimento a 95 °C por 10 minutos e entdo prosseguindo

para 40 ciclos de amplificacdo de 95°C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.

Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e sondas utilizados nas rea¢des de
PCR.

Gene/Sonda Sequéncias
ML 16S - Oligonucleotideo Senso 5-GCATGTCTTGTGGTGGAAAGC -3
ML 16S - Oligonucleotideo Anti-senso 5-CACCCCACCAACAAGCTGAT -3
ML 16S - Sonda 5" FAM — CATCCTGCACCGCA- MGBNFQ 3

A eficiéncia da PCR foi determinada para cada reacdo com o auxilio do
software LinRegPCR (Ramakers et al.,, 2003) e analise de CT comparativo foi
realizada considerando as corre¢gdes de eficiéncia segundo descrito (Pfaffl, 2001).
Para o célculo de viabilidade, normalizou-se as amostras de cDNA pelas amostras
de DNA correspondentes de cada condicdo e a viabilidade foi determinada em
percentual, considerando as amostras ndo tratadas como 100% e comparando a
viabilidade das amostras tratadas em relacdo ao controle ndo tratado. As analises
estatisticas dos dados foram feitas pelo teste ndo paramétrico, ndo pareado Mann
Whitney U com auxilio do Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, inc.).

3.5 — Deteccao da expresséo da enzima 3B-HSD em bidpsias de pacientes: Para
deteccdo da expressédo da enzima 3B-HSD de M. leprae, foi utilizado anticorpo anti
3B-HSD (Lampire Biological Laboratories) gentilmente cedido pela Dra. Angela

Marques (Colorado State University, CO, USA), produzido em coelho, imunizando o
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mesmo com a proteina recombinante 3B-HSD de M. leprae e com adjuvante
incompleto de Freund.

Foram utilizadas amostras de proteinas obtidas a partir de biopsias de pele (6
mm) de pacientes LL com alto indice baciloscopico na lesédo (IBL > 4,8) e cedidas ja
na forma de extratos proteicos, em que a extracdo de proteinas foi feita segundo
descrito por Hummon e colaboradores (2007), onde foi adicionado o reagente Trizol
as bidpsias e a fase de fenol-etanol resultante apds a extracdo de RNA e DNA foi
submetida a dialise com 0,1% de SDS (Dodecil sulfato de sédio) a 4°C por 24 horas,
com trés trocas de solucdo, uma a 16 horas, a segunda a 20 horas e a Ultima a 22
horas (Hummon et al., 2007) e as amostras foram entdo centrifugadas a 6.000 x g
por 20 minutos a temperatura ambiente e o sedimento foi ressuspenso em tampao
de lise RIPA (50nM de Tris-HCI pH 7,5; 1% de Nonidet p40; 0,25% de Deoxicolato
de sodio e 0,1% de SDS) com um comprimido do inibidor de protease cOmplete
(Roche) a cada 10 mL de tampdo. Em seguida, a quantidade de proteina nas
amostras foi dosada pelo método de Bradford, utilizando o reagente Pierce
Comassie (Thermo Fisher Scientific), segundo instrucfes do fabricante.

O volume equivalente a 30 pg de proteina de cada amostra foi reservado em
um novo tubo e a ele foi adicionado tamp&o de amostra 4x (Tris-HCI pH 6,8 240 mM,
glicerol 40%, B- mercaptoetanol 5%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,08%) em volume
suficiente para ficar com a concentragdo final de 1x. As amostras foram entdo
fervidas por 5 minutos e entdo foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 12%.
Aplicou-se também o padrdo de peso molecular pré corado PageRuler (Thermo
Fisher Scientific) para entédo realizacdo do SDS-PAGE. A corrida foi realizada em
equipamento MiniProtean (BIO-RAD) utilizando o tamp&o de corrida composto por
Tris-base 25mM, glicina 192 mM e 0,1% de SDS e a voltagem foi fixada em 100 V.
Ao término da corrida, foi realizada a transferéncia das proteinas para uma
membrana de nitrocelulose (G.E. Healthcare LifeSciences) em tampao composto por
Tris-base 25mM, glicina 192 mM e 20% de etanol a 100 V por 1 hora. Ao final da
transferéncia, a membrana foi corada com Amido Black, para visualizacdo das
proteinas e eficiéncia da transferéncia, para dar entdo prosseguimento ao western
blotting.

Durante o western blotting, a membrana foi bloqueada por 16 horas com
solucéo de 5% albumina sérica bovina (BSA - preparada em TBS-T composto por
Tris-HCI 20mM pH 8,0 ; NaCl 150 uM e 0,1 % Tween 20). Em seguida a membrana

foi incubada por 2 horas com o anticorpo primario policlonal de coelho anti-3g HSD
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1:60.000 (Preparado em 1% de BSA em TBS-T) em agitacdo leve. Passada a
incubagéo, a membrana foi lavada com TBS-T durante 10 minutos em agitacao
moderada, repetindo o processo mais 2 vezes, trocando a solucdo. Posteriormente,
incubou-se a membrana com anticorpo secundario anti IgG (Imunoglobulina G) de
coelho conjugado a enzima peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) diluido
1:5.000 durante uma hora, sob agitacdo leve. Ao término da incubacdo, foram
realizadas mais 3 lavagens, conforme j& descrito e entdo a membrana foi
posicionada no cassete de revelacdo para dar prosseguimento ao procedimento de
revelacdo por quimioluminescéncia, utilizando o Kit Amersham ECL Western Blotting
(G.E. Healthcare LifeSciences), que contém o substrato, aplicado diretamente sobre
a membrana. A revelacdo foi realizada na camara escura, através da exposicao do
filme radiografico Amersham Hyperfiim ECL (G.E. Healthcare LifeSciences) a
membrana e entdo revelacdo do filme utilizando as solucdes reveladora (Kodak) e
fixadora (Kodak).

3.6 — Ensaios de inibicdo da enzima 3B-HSD com o composto SB100.

3.6.1 — Determinacéo da viabilidade do M. leprae por radiorrespirometria:
O composto SB100 foi desenvolvido e sintetizado como inibidor da enzima 33-HSD
de M. tuberculosis e foi gentilmente doado pela Dra. Nicole S. Sampson (Stony
Brooke University, NY.). Para avaliar se o composto apresenta também capacidade
de inibir a enzima 3B-HSD de M. leprae, foi realizada uma curva dose com
concentraces crescentes do composto. Foram utilizados 1,6 x 10° bacilos viaveis,
mantidos em meio axénico (Meio Middlebrook 7H9 suplementado com 0,5% de BSA,
0,05% de tyloxapol, 0,1% de hidrolisado de caseina, 50ug/ml de ampicilina e 48
U/mL de catalase) com adicdo do inibidor SB100 (diluido em 2% DMSO) nas
concentracgbes de 5, 10, 20, 40, 50, 80, 100, 200, 400 e 600 puM, por 1 hora a 30°C
sob agitacdo. Passada a pré-incubacdo, foram adicionados 1uCi de [26-}C]
colesterol (Quotient Bioresearch Ltd.) e 1pCi [**C] acido palmitico (American
Radiolabeled Chemicals, Inc.) e o bacilo foi incubado por 48 horas a 33°C em tubo
de cintilacdo contendo o papel de filtro impregnado com 2N NaOH. Posteriormente,
o papel de filtro contendo o CO, capturado foi transferido para um novo tubo de
cintilagdo para a determinagdo da viabilidade do bacilo pelo ensaio de
radiorrespirometria, conforme descrito (Buddemeyer, 1974), com as modificacdes ja

propostas (Marques et al., 2015).
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3.6.2 — Quantificacdo da producédo de colestenona por M. leprae vivo: A
partir do experimento anterior, em que o bacilo também foi incubado com [26-'*C]
colesterol, a suspenséo bacilar foi transferida do tubo de 1,5 mL para um tubo de
vidro onde foi realizada a extracao total de lipidios. Os lipidios foram extraidos com
cloroférmio: metanol (2:1), seguido de duas lavagens com adicdo de agua, conforme
descrito (Folch et al., 1957) e posteriormente foram secos em atmosfera de N,. Em
seguida, os lipidios foram dissolvidos no mesmo solvente e resolvidos pelo método
de cromatografia de camada fina (Thin layer chromatography — TLC), utilizando uma
placa de gel de silica G60 (Millipore), em que fora aplicados o equivalente a 10*
DPM de cada amostra e utilizou-se cloroférmio:metanol (95:5) como fase mével e
padrbes de colesterol, colestenona, PGL-I e &cido palmitico. A TLC foi submetida a
coloracdo com iodo, para visualizacdo e demarcacao dos padrées e a visualizacao
foi feita com o auxilio do imageador Typhoon 9400 scanner (G.E. Healthcare
LifeScience). Posteriormente, as analises de densitometria foram realizadas com o

auxilio do software ImageJ (NIH), utilizando o colesterol como referéncia.

Para determinar se o efeito do inibidor persiste mesmo apds a remocao do
mesmo, foi utilizada uma suspensdo com 1,6 x 10® bacilos mantidos em meio
axénico, conforme descrito, com adicdo de 100 uM de SB100. A suspensao foi
incubada por 6 horas a 30°C sob agitacdo e posteriormente as bactérias foram
centrifugadas a 12.000 x g por 8 minutos e o meio foi descartado. Em seguida, novo
meio foi adicionado com reposicéo ou ndo de mais SB100 a 100 uM. Foram também
adicionados 1uCi de [26-*C] Colesterol (Quotient Bioresearch Ltd.) e 1uCi [*C]
acido palmitico (American Radiolabeled Chemicals, Inc.) e em sequéncia o M.
leprae foi incubado por 24 ou 48 horas a 33°C em tubos de cintilagdo como descrito

anteriormente, seguido de respirometria e analise lipidica.

3.6.3 — Determinacao do efeito do SB100 sobre a producdo de NADH e
citocromo C reduzido: A fim de melhor caracterizar o efeito do inibidor sobre a
enzima 3B-HSD de M. leprae, avaliou-se o efeito do inibidor na produgédo do outro
produto da reagdo, o NADH. Com isso, foram utilizados sonicados totais de M.
leprae reconstituidos em PBS. A quantidade de proteinas totais foi avaliada pelo
método de Bradford e foram entdo utilizados o equivalente a 50 pug de proteina por
reacdo. A reacgao foi realizada em meio HBSS (Gibco) adicionando 200 uM de NAD*
(Sigma-Aldrich) em todas as condi¢cdes e em uma condi¢do ainda adicionou-se 200

UM de colesterol (Sigma-Aldrich) com ou sem 100 uM do inibidor SB100. Foram
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medidas as absorbancias a 340 nm, para determinacdo de NADH e a 550 nm, para
determinacdo de citocromo c reduzido, em uma cinética de 30 em 30 segundos por
20 minutos com o auxilio do leitor de Elisa.

3.7 — Determinacéo do efeito de SB100 sobre a sintese de PGL-I e PDIMs do M.
leprae: Partindo dos extratos de lipidios gerados conforme mencionado no item
3.6.1, em que a micobactéria também foi incubada com [**C] &cido palmitico e
tratada com concentracdes crescentes de 5, 10, 20, 40 e 80 uM de SB100, assim
como com concentracdes maiores de 50, 100, 200, 400 e 600 uM de SB100, a
sintese de PGL-I foi avaliada por TLC em silica com fase movel de cloroférmio:
metanol (95:5) e a visualizag&o foi feita com o imageador Typhoon 9400 scanner.
Para avaliar se o tratamento com SB100 afeta a sintese de PDIMs, outra classe de
lipidios do M. leprae importantes para sua viruléncia, foram utilizados cerca de 10*
DPM (desintegracfes por minuto) dos extratos lipidicos provenientes de M. leprae
nao tratado e tratado com 80 uM de SB100, conforme j& descrito, para realizar uma
TLC bidimensional segundo ja descrito (Marques et al., 1998). Cada amostra foi
aplicada em uma placa de TLC e o primeiro sentido da corrida foi realizado com a
fase movel de éter de petréleo: acetato de etila (98:2) por 3 vezes para entdo
realizar a corrida no novo sentido, girando a placa 90°, com a fase mével constituida
de éter de petréleo: acetona (98:2) por uma vez e a corrida foi visualizada no
imageador. Foram utilizados padroes de PDIMs de M. tuberculosis em uma outra

placa, visualizados com colora¢éo com anisaldeido.

3.8 — Estudo da importancia da enzima 3B-HSD para a infeccdo do M. leprae em
células de Schwann: Para avaliar a contribuicdo da enzima para a infec¢éo, o M.
leprae foi pré-incubado sob agitacdo por 6 horas a 30 °C na estufa com 100uM de
SB100, inibidor da enzima 33-HSD, em tubo de 1,5 mL estéril com 500uL de meio
RPMI 1640 com 0,5% BSA (Sigma-Aldrich) e 2 % DMSO ou s6 no meio com 0,5%
BSA e com o veiculo (2% de DMSO), sem a droga. Passado o tempo de incubagéo,
os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 15 minutos para sedimentacdo das
bactérias. Células de Schwann ST88-14 foram semeadas em placas de 12 poc¢os
(Kasvi) com 10° células viaveis por poco em meio RPMI suplementado com 10% de
SFB. No dia seguinte, o meio das células foi substituido por um novo meio RPMI,

agora suplementado com 2% de SFB. As células foram, entdo, infectadas com o M.
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leprae pré-tratado com SB100 ou s6é com o veiculo na MOI de 5:1 e a cultura foi
mantida em estufa de CO, a 33 °C por 24 horas para avaliagdo da viabilidade
conforme descrito anteriormente no topico 3.4.

Ainda, para investigar a contribuicdo da colestenona para a infeccdo, células
de Schwann da linhagem ST88-14 foram utilizadas para semear 6,0 x 10* células
por poco em placa de 12 pogos (Kasvi) e foram mantidas em meio RPMI com 2%
SFB, em 2 mL de meio por pogo. As células foram pré-estimuladas com 5uM de
colestenona ou veiculo (etanol 0,01%, dissolvido em RPMI e filtrado com o auxilio de
filtro de seringa de 0,22 um) e foram mantidas por 24 horas a 37 °C. ApGs o pré-
tratamento, as células foram infectadas com M. leprae (MOI 5:1), incubadas a 33 °C
e adicionou-se rifampicina 10pM como controle de morte em alguns pogos.
Passadas mais 24 horas apos a infeccdo, o meio foi descartado, para remocao das
bactérias ndo internalizadas e um novo meio foi adicionado, juntamente com o0s
estimulos (colestenona, veiculo e rifampicina). Apos 96 horas de infeccao, as células
foram lisadas com Trizol e avaliou-se a viabilidade do M. leprae por gPCR conforme

descrito no tépico 3.4.

3.9 — Determinacdo do efeito da colestenona no grau de associacao de
particulas e micobactérias: Células de Schwann humanas da linhagem ST88-14
foram semeadas em placas de 24 pocos (5,0 x 10* células por poco) e mantidas em
meio RPMI suplementado com 2 % de SFB. Posteriormente as células foram pré-
tratadas com 5 uM de colestenona ou veiculo (etanol) e incubadas por 24 horas a 37
°C. Em seguida, foram adicionadas beads verde-fluorescentes de 1 um (Thermo
Fisher Scientific) em uma MOI de 10:1 e as células foram incubadas por mais 24
horas. Passado o tempo de incubacéo, realizou-se o protocolo de tripsinizacéo para
soltar as células da placa e o contetdo de cada poco foi transferido para um tubo de
1,5 mL. ApoOs a inativagdo da tripsina com meio com soro, as células foram
centrifugadas em torno de 184 x g a temperatura ambiente, por 10 minutos, e entao
0 sobrenadante foi descartado e adicionou-se paraformaldeido 4% para fixacdo das
células, durante 20 minutos a 4 °C. Apos a fixacéo, as células foram centrifugadas e
entdo o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em PBS. As
células foram centrifugadas mais uma vez e entdo ressuspensas em PBS para
leitura no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). As analises foram

feitas utilizando o software FlowJo (FlowJo, LCC).
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O mesmo experimento também foi realizado com monécitos humanos da
linhagem THP-1 diferenciados com 80 nM de PMA plaqueados em 2,0 x 10° células
por poco. Os mondcitos foram similarmente pré-tratados com colestenona 5 pM ou
veiculo e ap0s 24 horas foram estimulados com beads verde fluorescentes de 1 um
(MOI 10:1), sendo posteriormente incubados por mais 24 horas. Passado o periodo
de incubacao, as células foram soltas da placa por remoc¢do mecénica, com o auxilio
de um cell scraper e entdo as células foram mantidas em gelo para a analise
subsequente no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson), conforme citado
anteriormente.

O grau de associacdo de micobactérias as células hospedeiras também foi
avaliado por microscopia de fluorescéncia, onde foram plaqueadas 3,0 x10* células
de Schwann da linhagem ST88-14 por po¢co em uma placa de 24 pocos sobre
laminulas estéreis ou 2,0 x 10° células por poco de mondécitos humanos da linha
THP-1 que foram diferenciados com 80 nM de PMA e foram mantidas em meio
RPMI com 2% de SFB. As células foram estimuladas com colestenona 5uM, 10uM
ou veiculo (etanol 0,01%) e foram mantidas por 24 horas a 37 °C.

M. leprae foi submetido ao protocolo de marcacdo com o kit PKH26 Red
Fluorescent cell linker (Sigma-Aldrich), que marca membranas, em que o PKH26 foi
diluido em diluente C (1:250) e utilizado para ressuspender a bactéria ja
sedimentada (antes tendo sido centrifugada a 16.000 x g por 15 minutos). Entdo a
micobactéria foi incubada por 2 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.
Posteriormente o corante foi inativado com adigdo de SFB, incubando por mais 1
minuto a temperatura ambiente e entdo a micobactéria foi centrifugada com descrito
anteriormente. Em sequéncia, o sobrenadante foi descartado e a micobactéria foi
ressuspensa em PBS e mais uma vez foi centrifugada, até a ressuspenséo final em
meio RPMI puro.

ApOs a pré-incubagdo com colestenona ou veiculo, as culturas de células de
Schwann foram estimuladas com M. leprae viavel (MOI 5:1) marcado com PKH26
por 96 horas a 37 °C e as culturas de mondcitos foram igualmente estimuladas com
M. leprae morto na MOI de 5:1, mas por 24 horas a 37 °C. Passado o tempo de
incubacédo de cada cultura, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 20
minutos a 4°C. As células foram lavadas com PBS e deu-se prosseguimento ao
protocolo de marcacédo do nucleo com o corante DAPI 1x (4',6-diamidino-2-fenilindol
— Molecular Probes, Life Technologies), em que as laminulas foram incubadas por 5

minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz e em seguida as laminulas
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foram lavadas 3 vezes com PBS por 1 minuto e entdo foram cuidadosamente
dispostas em uma lamina sobre uma gota de anti-fade Prolong Gold (Thermo Fisher
Scientific) e seladas com EVRmount (EasyPath) para visualizagdo ao microscopio de
fluorescéncia Zeiss observer acoplado ao sistema colibri (Carl Zeiss) e a camera
coolSnap pro Cl e as imagens foram analisadas com o software Zeiss AxionVision
(Carl Zeiss).

3.10 — Andlise do perfil de esterois na célula hospedeira

3.10.1 — Obtencéo de colestenona radioativa: Para sintese de colestenona
radioativa, foi realizada uma reacao de oxidacéo do colesterol com auxilio da enzima
colesterol oxidase, baseado em um protocolo ja descrito (Smith & Brooks, 1977). A
reacao foi realizada com 50 pCi de [1,2 - ®H (N)] Colesterol (PerkinElmer) e 0,5 U da
enzima colesterol oxidase de Nocardia erythropolis (Sigma-Aldrich) por 3 horas a
temperatura ambiente em 3 mL e tampéao fosfato 50mM pH 7,0 (NaH,PO4/ Na,H-
PO,) e 50 pL de isopropanol, em tubos cbnicos de vidro para extracao lipidica. Ao
fim da reacéo, os lipidios foram extraidos em cloroférmio: metanol: agua (1:2:0,8) por
16 horas (Bligh & Dyer, 1959) e, apds a extracdo, os tubos foram centrifugados a
1940 x g por 20 minutos a 4°C e entdo o sobrenadante foi coletado e transferido
para um novo tubo. Posteriormente, realizou-se uma nova extracdo, mantendo as
mesmas proporcdes dos solventes e vortexando de 5 em 5 minutos por 1 hora. A
amostra foi, entdo, mais uma vez centrifugada e o sobrenadante foi recolhido e
transferido para tubo contendo o sobrenadante ja coletado da primeira etapa. Em
seguida, realizou-se uma lavagem com cloroférmio e agua (1:1) (Folch et al., 1957),
observando a formacdo de duas fases. A amostra foi mais uma vez centrifugada
conforme descrito e entdo ao final da centrifugacdo, a fase organica inferior foi
recolhida para um novo tubo com o auxilio de uma seringa de vidro. Os lipidios
foram secos em N, e entdo ressuspensos em cloroférmio, para entao cerca de 10%
do volume ser transferido para vials (PerkinElmer) contendo 2 mL de liquido de
cintilagdo Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer) para leitura no Cintilador (TRI Carb 2810
tr — PerkinElmer).

Para purificacdo da colestenona e separacdo do colesterol ndo oxidado
residual, foi realizada a técnica de TLC em placas com gel de silica G60 (Millipore),
utilizando fase moével composta por cloroformio: metanol: acido acético (95:4:1).

Além da utilizacdo dos padrbes de colestenona (Sigma-Aldrich), colesterol (Sigma-
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Aldrich) e colesterol ester (Sigma-Aldrich) como referéncias da corrida, também
foram adicionados 50 pg de padrdes de colesterol e colestenona misturadas a
amostra. Ao termino da corrida, a placa foi revelada com iodo e a banda contendo a
colestenona foi demarcada. Apos total sublimacdo do iodo, raspou-se a silica
correspondente a banda da colestenona, e a mesma foi reextraida da silica
utilizando cloroférmio: metanol (2:1) seguida de centrifugacdo 1940 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo e o
processo foi repetido mais duas vezes, ao final juntando todos os sobrenadantes. O
sobrenadante foi seco em Nj, ressuspenso em etanol e 10% do volume foram
reservados para contagem da radiacdo, conforme j4 descrito, e a colestenona
radioativa foi armazenada a -20°C até posterior uso.

3.10.2— Andlise da capacidade da célula hospedeira em converter a [°H]
colestenona em outros metabdlitos: Foram plaqueadas 10° células de Schwann
da linhagem ST8814 em garrafas de cultura de 25 cm? e foram mantidas em meio
RPMI 2% de SFB durante o experimento. As células foram infectadas ou ndo com
M. leprae viavel na MOI de 5:1 e ap0s 12 horas de infec¢do, o meio foi descartado e
substituido por 3 mL de meio RPMI com 2% SFB contendo cerca de 2,5 x 10° CPM
(contagens por minuto) de [*H] colestenona e 25 pg de colestenona fria. As células
foram mantidas a 33°C por 48 horas, com a adi¢do de mais 2 mL de meio RPMI com
2% SFB, 6 horas apds a adicdo de [°H] colestenona. Apés o termino da incubacéo,
0s sobrenadantes foram recolhidos em tubos c6nicos de vidro para extracao lipidica
e as células foram desprendidas da garrafa por tripsinizacdo. Apos centrifugacéo
das células para remocédo da tripsina, o sedimento de células foi ressuspenso em
agua. As amostras foram sonicadas em 2 ciclos de 5 minutos utilizando um
sonicador de banho. Prosseguiu-se entdo com a dosagem de proteinas na amostras
provenientes das células pelo método de Lowry e entédo os lipidios foram extraidos
conforme ja apontado anteriormente, em cloroférmio: metanol: agua (1:2:0,8) (Bligh
& Dyer, 1959) e com lavagens com cloroférmio e agua (1:1) (Folch et al., 1957). Ao
final da extracdo, as amostras foram secas em N, e ressuspensas em cloroférmio:
metanol (1:1) e 10% do volume foi reservado para contagem da radiacdo no
cintilador. O equivalente a 600 ug de proteina de cada amostra foi aplicado na placa
de silica, e a TLC foi resolvida com uma fase mdvel composta por hexano: éter
dietilico: metanol: acido acético (50:50:5:1). Apds o término da corrida e secagem da

placa, a TLC foi exposta por cerca de uma semana, para posterior visualizacdo da
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radioatividade com o aparelho Cyclone Plus Storage Phosphor System
(PerkinElmer) e entdo os padrdes foram revelados com marcacgéo com iodo.

Outro experimento com condi¢des semelhantes foi realizado utilizando
mondcitos humanos da linhagem THP-1. Foram plaqueadas 3,0 x 10° de células em
garrafas de 25 cm® e diferenciados com 80 nM de PMA. As células foram
estimuladas ou ndo com M. leprae morto (MOI 5:1) e apds 12 horas de estimulo
foram adicionados cerca de 4,0 x 10° CPM de [*H] Colestenona e 25ug de
colestenona fria e as célula foram incubadas a 37°C por 48 horas. Ao término da
incubacédo os sobrenadantes foram recolhidos, adicionou-se PBS e as células foram
desprendidas por remocdo mecéanica e entdo foi realizada a extracdo de lipidios,
conforme j& descrito e os lipidios foram analisados por TLC conforme descrito para

células de Schwann.

3.11 — Anélise da producéo de colestenona em células de Schwann infectadas:
O [*H] colesterol utilizado no experimento foi inicialmente processado para remocéo
de qualquer possivel contaminante, partindo-se de 50 pCi de [°H] colesterol que foi
aplicado em placa de silica G60, utilizando-se cloroféormio: metanol: acido acético
(95: 4:1) como fase movel. Ao final da corrida, a TLC foi marcada com iodo, as
bandas foram identificadas e o colesterol foi re-extraido da silica com cloroférmio:
metanol (2:1) por 3 vezes. O lipidio final apds esse processo foi aplicado em uma
nova TLC, utilizando a fase moével composta por cloroférmio: éter dietilico: metanol:
acido acético (50:50:5:1), segundo descrito (Chen et al., 2015). Ao final da corrida, a
TLC foi marcada com iodo e banda referente ao colesterol foi demarcada e re-
extraida conforme descrito com cloroférmio: metanol (2:1). Por fim, os lipidios foram
secos em atmosfera de N, ressuspensos em etanol e armazenados a -20°C até sua
utilizagéo.

Para avaliar a producdo de colestenona in vitro a partir do colesterol, células
de Schwann da linhagem ST88-14 foram semeadas em garrafas de 25 cm? (10°
células por garrafa), mantendo em meio RPMI suplementado com 2% de SFB. As
células foram infectadas ou ndo com M. leprae viavel (MOI 5 :1) e apds 12 horas foi
adicionado cerca de 5,0 x 10° CPM de estimulo de [*H]colesterol a cada garrafa. As
células foram incubadas a 33 °C por 48 horas. Terminada a incubacgdo, o0s
sobrenadantes foram recolhidos e as células foram soltas da garrafa por
tripsinizacdo. Conforme ja descrito em maiores detalhes no tépico 3.12.2, os lipidios

foram extraidos e entdo analisados.
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4. Resultados

4.1 - Efeito da atorvastatina na viabilidade intracelular do M. leprae: A
relevancia do metabolismo de colesterol para a infeccdo do M. leprae em mondcitos
humanos ja havia sido descrita pelo nosso grupo (Mattos et al., 2014), que também
demonstrou que a infeccdo pelo M. leprae leva ao acumulo de corpusculos lipidicos
em células de Schwann, outro tipo celular preferencialmente infectado pelo M. leprae
no ser humano (Mattos et al., 2011b). Contudo, a importancia do colesterol para o M.
leprae durante a infecgdo em células de Schwann, ainda ndo havia sido investigada.
Desta maneira, buscou-se avaliar se a inibicdo da biossintese do colesterol através
do tratamento com atorvastatina também apresentaria algum efeito sobre a
viabilidade intracelular do M. leprae em células de Schwann, conforme observado
em mondcitos (Mattos et al., 2010). Para isso, o primeiro passo foi analisar se o
tratamento com atorvastatina apresentaria algum efeito citotdéxico para célula de
Schwann. Portanto, células de Schwann humanas da linhagem ST88-14 foram
tratadas com 1uM de atorvastatina, inibidor da biossintese de colesterol, assim como
com o veiculo utilizado para diluicdo do composto (1% de etanol) e a viabilidade
celular foi aferida pela redugdo do MTT a formazan. A deciséo pela atorvastatina se
baseou no fato desta ser a classe de estatina mais utilizada e de facil obtencéo,
além disso, dados do nosso grupo mostraram que esta droga tem um efeito de
sinérgico quando utilizada em conjunto a rifampicina, reduzindo potencialmente mais
a viabilidade do M. leprae quando comparado ao tratamento com 0S compostos
individualmente (Lobato et al., 2014). Assim, foi utilizada a atorvastatina na mesma
concentracdo do estudo em que tais resultados foram vistos. Os resultados obtidos
mostram que apos 48 horas de tratamento, tanto a atorvastatina, como seu veiculo,
ndo apresentaram efeitos citotdxicos para a célula de Schwann, uma vez que as
células apresentaram niveis similares de reducdo de MTT ao observado na condicéo

controle (Figura 11).
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Figura 11 — A atorvastatina ndo é citotéxica para células de Schwann. Células de Schwann da
linhagem ST88-14 foram tratadas com 1 yuM de atorvastatina ou veiculo etanol 1% por 48 horas e a
viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. A andlise estatistica foi feita pelo teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis com correcdo de Dunn, p>0,05 (n=3).

A partir destas observacfes prosseguiu-se com as analises do efeito da
inibicdo da sintese do colesterol no modelo de infeccdo em célula de Schwann.
Assim, as células foram simultaneamente tratadas com 1 uM de atorvastatina ou
veiculo (etanol 1%) e infectadas com M. leprae (MOI 5:1) por 24 horas a 33 °C e a
viabilidade intracelular do M. leprae foi determinada por gPCR. Foi observado que o
tratamento com atorvastatina diminui a viabilidade intracelular do M. leprae em cerca
de 30%, enquanto o tratamento com o veiculo etanol ndo afetou a viabilidade do
bacilo (Figura 12). Entretanto, € importante ressaltar que as analises estatisticas,
comparando as condi¢cdes infectadas nao tratada e tratada com atorvastatina, foram
feitas utilizando o teste ndo paramétrico e ndo pareado de Kruskal-Wallis com
correcdo de Dunn, e apresentaram um valor de p=0,0571. Entretanto, os
pressupostos deste teste estatistico utilizado exigem um maior nimero de replicatas
experimentais (N>4) para um resultado estatisticamente significativo. Logo, apesar
do p-value ndo ter dado um valor significativo, os dados apontam uma grande
tendéncia de diminuicdo da viabilidade do bacilo e sugerem que o metabolismo de
colesterol também € crucial para o M. leprae no modelo de infeccdo de célula de

Schwann.
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Figura 12 — Atorvastatina diminui a viabilidade do M. leprae em células de Schwann humanas.
Células de Schwann da linhagem ST8814 foram infectadas com M. leprae (MOI 5:1) e tratadas com
atorvastatina 1 uM ou veiculo (etanol 1%) e foram mantidas a 33°C por 24 horas. Andlise estatistica
foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com correcdo de Dunn, M. leprae versus M. leprae +
atorvastatina p=0,0571; M. leprae + atorvastatina versus M. leprae + veiculo p=0,8 e M. leprae versus
M. leprae + veiculo p=0,8 (n=4).

4.2 — Deteccdo da enzima 3B-HSD de M. leprae em bidpsias de pacientes por
western blotting: Conforme ja relatado, o M. leprae ndo é capaz de degradar o
colesterol, no entanto, ele realiza a primeira reacdo da via de degradacdo deste
esteroide, a oxidacdo de colesterol em colestenona (Marques et al., 2015). Este
estudo ainda sugeriu que a principal enzima responsavel por essa conversao seria a
3B-HSD, previamente detectada na parede celular do M. leprae (Marques et al.,
2008). O primeiro passo foi entdo detectar a presenca da enzima em bidpsias de
pele de pacientes lepromatosos por western blotting. Para isso, foi utilizado um
anticorpo policlonal, anti-33-HSD, produzido em coelho, (colaboracdo com a Dra.
Angela Marques-Colorado State University, CO, EUA). Testes prévios demonstraram
a eficiéncia do anticorpo em reconhecer a proteina recombinante (dados néo
mostrados). Neste sentido, extratos proteicos proveniente de bidpsias de pele de
dois pacientes lepromatosos, LL1 e LL2, foram utilizados. A figura 13A mostra o
perfil das amostras proteicas apoOs fracionamento por SDS-PAGE. Apés
eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose e realizagdo do western blotting,
pode-se observar a presenca de uma forte banda entre 40 e 55 kDa (Figura 13)

detectada com o anticorpo anti-3-HSD em ambas as amostras, indicando que o
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bacilo expressa a enzima durante a infeccdo humana e que a mesma pode vir a

desempenhar funcdes importantes durante a patogénese do M. leprae.

A B LL1  LL2
130 — 130 —
70 — | | - | 70

55 — . 55 — . B | 3B-HSD

40 — ' 40 —

!
35 ___ A 35 —
25 H
15 — 15 —

...

Figura 13 - A enzima 3B-HSD de M. leprae é expressa em bidpsias de pele de pacientes LL.

Biopsias de lesGes de pele de pacientes LL foram tratadas com Trizol e as proteinas foram
recuperadas através de dialise em 0,1% de SDS. (A) 30 ug de proteinas totais fracionadas por SDS-
PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e coradas com Amido Black. (B) Western blotting
revelado com anticorpo anti-38-HSD (1:60.000) e substrato quimioluminescente (n=2). Marcador de

peso molecular indicado a esquerda em kDa.

4.3 — Determinacdo do efeito do composto SB100 sobre a producao de
colestenona e NADH pelo M. leprae: Para compreender o papel da enzima 33-
HSD na infeccéo pelo M. leprae, foi utilizado o composto SB100, um inibidor da 3p-
HSD de M. tuberculosis, gentiimente cedido pela Dra. Nicole S. Sampson (Stone
Brooke University, NY, EUA). A utilizacdo deste composto foi possivel, considerando
a elevada identidade entre a 3B-HSD de M. tuberculosis e M. leprae. O composto
SB100 foi entdo testado quanto a capacidade de inibir a geracdo de colestenona
pelo M. leprae vivo. Para tal, as bactérias foram incubadas em concentragdes
crescentes de SB100 na presenca de [26-**C]-colesterol e de [**C]-palmitato, este
altimo para determinagcéo da viabilidade do bacilo por respirometria. A geracao de
colestenona foi avaliada através de TLC, seguida de quantificagdo através da
densitometria das autorradiografias. Primeiramente testaram-se concentracbes na
faixa de 5 a 80 puM, onde se pode observar uma leve inibicdo da sintese de
colestenona, de cerca de 20% na maior concentragdo de 80 uM (Figura 14A e B),

sem afetar a viabilidade do M. leprae (Figura 14C).
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Figura 14 — Efeito do composto SB100 sobre a producdo de colestenona pelo M. leprae. 1,8
x10% M. leprae (ML) foram tratado ou n&o com concentracdes de 5, 10, 20, 40 ou 80 uM do inibidor
SB100 por 1 hora a 30°C e incubados com [**C] &cido palmitico e [26-"*C] colesterol por 48 horas a
30°C. (A) Autorradiografia da TLC em silica com fase movel de cloroférmio:metanol (95:5) (B)
Densitometria correspondente a TLC. (C) Radiorrespirometria para medi¢do da viabilidade do M.

leprae (n=1).

Dessa forma, para avaliar se doses maiores do inibidor resultariam num efeito
mais pronunciado sobre a inibicdo da sintese de colestenona, foram utilizadas
concentracdes na faixa de 50 a 600 uM do composto SB100. Pode-se observar que
a partir da concentracdo de 100 uM a inibicdo da producéo de colestenona foi mais
evidente atingindo cerca de 50% (Figura 15). Este efeito inibitério permaneceu
estavel nas concentracdes superiores até 600 uM (Figura 15). O efeito da SB100
sobre a viabilidade da bactéria foi também avaliado. O resultado mostra uma
variabilidade entre as replicatas experimentais 1 e 2, principalmente nas doses de
400 e 600 pM. Contudo, nas doses até 200 uM, o efeito foi discreto e consistente
(Figura 15C). Com base nestes dados, definimos a concentragdo de 100 uM, que
corresponde a concentragdo minima necessaria para gerar a inibigdo maxima
observada, sem afetar significativamente a viabilidade bacteriana, como a dose

Otima para ser utilizada nos ensaios subsequentes. Aléem disto, pode-se dizer que a
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inibicdo da geracao de colestenona apds o tratamento com SB100 sugere que a 3p-

HSD apresente um papel importante na producéo da colestenona pelo M. leprae.
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Figura 15 — O tratamento com o composto SB100 em concentracdes acima de 100 uM reduz a
producdo de colestenona pelo M. leprae. 1,8 x10° M. leprae (ML) foi tratado ou ndo com
concentracdes de 50, 100, 200, 400 ou 600 pM do inibidor SB100 por 1 hora e incubado com [26-14C]
colesterol (A e B) e [**C] acido palmitico (C). (A) Autorradiografia da TLC em silica com fase mével de
cloroférmio:metanol (95:5) (B) Densitometria correspondente a TLC. (C) Radiorrespirometria para

medicéo da viabilidade do M. leprae. (n=2).
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Como mencionado anteriormente, a inibicdo da enzima 3B-HSD reduz nédo so
a producao de colestenona mas também de outro produto da reacdo, o NADH. Para
avaliarmos se o tratamento com SB100 afetaria a geracdo de NADH foi feita uma
curva temporal do efeito do composto SB100 sobre a reducdo de NAD a NADH e
analisado por densitometria Optica a 340 nm. Para isto, adicionou-se ou néo
colesterol ao sonicado de M. leprae. Os resultados mostram em duas replicatas
biologicas, 1 e 2, que a adicao de colesterol e NAD aumentou os niveis de NADH
guando comparado a situacédo basal (ausente de colesterol) (Figura 16). Entretanto,
a adicao de 100 puM do inibidor SB100 reduziu a producdo de NADH a niveis abaixo
do basal em todas as replicatas biol6gicas analisadas (Figura 16). Dessa forma, os
resultados apontam mais uma vez que o inibidor SB100 € eficiente em inibir a
atividade da 3B-HSD de M. leprae e que parte do NADH gerado pela bactéria pode
resultar da oxidacao do colesterol a colestenona por acao da 3p-HSD.
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Figura 16 — O tratamento com SB100 afeta a reducdo de NAD a NADH pelo M. leprae.
Representacdo da razdo entre a densidade ética (D.O.) a 340 nm no tempo de leitura / D.O. no tempo
zero ao longo da cinética realizada a cada 30 segundos por 20 minutos de sonicados de M. leprae
incubados com colesterol e tratados ou ndo com 100 uM do inibidor SB100 para medir a reducdo do
NAD" a NADH (n=3).

Um dos importantes papéis do NADH resultante da oxidacdo do colesterol
pode ser o de agir como poder redutor, doando elétrons para a cadeia respiratéria.
Dessa forma, numa etapa seguinte foi avaliado o efeito da inibigcdo da 3B-HSD sobre
a reducédo de citocromo C, um importante componente da cadeia transportadora de
elétrons. Para isto, utilizou-se extrato total da bactéria e os niveis de citocromo C
reduzido foram medidos por densitometria na D.O.= 550 nm. Foi observado que a

oxidacdo do colesterol aumenta os niveis de citocromo C reduzido. Este padréo se
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repetiu nos trés experimentos realizados (Figura 17). Além disto, foi observado que a
adicdo de SB100 diminui os niveis de citocromo C reduzido, indicando que a
atividade da enzima 3B-HSD estaria relacionada com a redugédo de citocromo C

observada (Figura 17).
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Figura 17 — A atividade da 3B-HSD promove um aumento nos niveis de citocromo C reduzido.
Representacdo da razdo entre a densidade ética (D.O.) a 550 nm no tempo de leitura / D.O. no tempo
zero ao longo da cinética de 30 em 30 segundos por 20 minutos em sonicados de M. leprae
incubados com colesterol e tratados ou ndo com 100 puM do inibidor SB100 para medir a redugéo do

citocromo C (n=3).

4.4 — Efeito da inibicdo da enzima 3B-HSD sobre a biossintese de lipidios
micobacterianos: Como observado a inibicdo da enzima 3B-HSD de M. leprae ndo
afeta somente a producéo de colestenona, também inibe a geracdo de NADH. Sabe-
se que a sintese de alguns lipidios das micobactérias exige poder redutor, como por
exemplo, a enzima acido graxo sintase de M. tuberculosis, envolvida na sintese e
elongamento de acidos graxos, que utiliza NADH como cofator (Minnikin et al.,
2002). Com isso, buscou-se avaliar se a inibicdo da enzima também poderia afetar a
biossintese de lipidios do M. leprae. Dessa forma, o M. leprae foi incubado com **C-
palmitato na presenca ou ndo de concentracbes crescentes de SB100 e o perfil
lipidico foi avaliado por TLC. Na Figura 18A pode-se observar que a inibicdo da
enzima levou a uma diminuicdo acentuada da sintese de PGL-I j& na dose minima
utilizada de 50 pM de SB100. Num terceiro experimento trabalhamos, entdo, com
uma faixa de concentracdo menor do inibidor, onde pudemos observar de forma
mais clara um efeito dose-dependente, com o aumento da concentragcdo do SB100
resultando em uma inibicdo mais acentuada (Figura 18B). Com isso, observa-se que
a inibicdo da enzima 3B-HSD também afeta a producéo de lipidios micobacterianos,
como o PGL-I, que é crucial para o M. leprae, e esse fenbmeno potencialmente esta
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relacionado com a inibicdo da producdo de poder redutor, contudo essa relacéo
ainda deve ser melhor estudada, assim como a sintese de outros lipidios, como

acidos micolicos também deve ser avaliada.
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Figura 18 — SB100 inibe a biossintese de PGL-I pelo M. leprae. (A) O M. leprae foi tratado
com concentracdes crescentes de SB100 (50; 100; 200; 400 ou 600 pM) por 1 hora e incubado por 48
horas a 33°C e a producdo de PGL-I foi determinada por TLC, representada pela autorradiografia da
TLC a esquerda, utilizando fase moével de cloroférmio: metanol (95:5) de cada experimento e gréaficos
abaixo representam a densitometria da TLC respectiva de cada experimento (n=2). (B) A
micobactéria foi tratada com concentra¢cdes menores de SB100 (5; 10; 20; 40 ou 80 uM) e a producgéo
de PGL-I foi avaliada por TLC, a esquerda representado a autorradiografia e a direita a densitometria
correspondente (n=1).
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Outra classe de lipidios da parede celular que também €& essencial para a
viruléncia do M. leprae sédo os PDIMs. Para analisar o efeito do composto SB100 na
producéo deste lipidio, foi feita uma TLC bidimensional conforme descrito (Marques
et al., 1998). Para isto, foram utilizados dois extratos lipidicos, obtidos de bactérias,
nao tratadas e tratadas com 80uM de SB100. O resultado revelou que o tratamento
com o inibidor da 3pB-HSD também leva a uma reducédo da sintese de PDIM (Figura
19B). Ao avaliar diferentes concentracbes de SB100 e seus efeitos na sintese de
PDIMs por TLCs unidimensionais foi confirmada a observacdo que a inibicdo da
enzima afeta a sintese de PDIM, aparentando ter o efeito intensificado a medida que

se aumenta a concentragdo do inibidor (Figura 19C).
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Figura 19 — A inibicdo da enzima 3B-HSD de M. leprae diminui a sintese de PDIM. Extratos
lipidicos de M. leprae incubado com [*C] &cido palmitico e tratado com 80uM SB100 em TLC
bidimensional com fase movel de éter de petroleo: acetato de etila (98:2) corrida por 3 vezes na
direcédo 1, e fase movel de éter de petrdleo: acetona (98:2) corrida uma vez na direcdo 2 (A) Padrao
de PDIMs de M. tuberculosis corados com anisaldeido. (B) Autorradiografias das corridas de TLC, a
esquerda representando a corrida do extrato lipidico de M. leprae ndo tratado, enquanto a direita
representa a amostra de M. leprae tratado com 80uM de SB100 (n=1) (C) Autorradiografia
representativa de 2 experimentos a esquerda de extratos lipidico de M. leprae tratado com diferentes
concentracdes de SB100 (50, 100, 200, 400 e 600 uM) por 1 hora e com incubacdo com [**C] acido
palmitico por mais 48 horas analisados em corrida de TLC com fase movel de cloroférmio:metanol

(95:5); adireita, a densitometria correspondente a corrida (n=2).
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4.5 — Andlise do efeito da inibicdo da enzima 3B-HSD sobre a viabilidade
intracelular do M. leprae em células de Schwann: A fim de aprofundar o estudo
do papel da enzima 3B3-HSD na patogénese do M. leprae, buscou-se avaliar o
impacto da inibicdo de sua atividade enzimatica na viabilidade intracelular do bacilo
em células de Schwann.

Apesar da isoforma de 3B-HSD do M. leprae ndo ser expressa em células
eucaridticas, estas possuem algumas isoformas dessas enzimas desta mesma
familia. Portanto, a fim de evitar um possivel efeito cruzado do inibidor SB100 nas
hidroxiesterol desidrogenases da célula hospedeira, padronizamos um protocolo no
qual a bactéria foi pré-tratada com SB100, removendo o inibidor antes da infeccao
das células. Testes em meio axénico foram realizados a fim de determinar o tempo
de pré-tratamento mais adequado da bactéria com a droga. Também buscou-se
avaliar o efeito do inibidor na viabilidade do bacilo, assim como se, mesmo apoés a
retirada de SB100, a inibicdo da enzima e consequente geracao de colestenona se
matinha.

Sendo assim, a micobactéria foi pré-tratada ou ndo com 100 uM de SB100 em
dois esquemas temporais, um de 6 horas e outro de 24 horas de tratamento. Apos o
pré-tratamento a micobactéria foi centrifugada e entdo ressuspensa em novo meio
com reposicdo ou ndo do inibidor, esta ultima representada como (-). O M. leprae foi
entdo incubado por mais 24 ou 48 horas. Inicialmente avaliou-se o impacto dos
esquemas temporais de tratamento sobre a viabilidade do bacilo medida por
radiorrespirometria. Os resultados mostram que a incubacdo por 24 horas pos
tratamento apresentou um menor impacto na viabilidade do M. leprae (Figura 20A)
quando comparado a incubacgéo por 48 horas apos o pré-tratamento com o inibidor
(Figura 20B). Nesta condicao foi observado que independente do tempo utilizado de
pré-tratamento, a viabilidade do M. leprae foi significativamente afetada quando
comparado ao M. leprae nao tratado (Figura 20B). Contudo, a figura 20A mostra
também que o efeito sobre a viabilidade do bacilo variou de acordo com o pré-
tratamento e com a presenca ou ndo do inibidor. Em linhas gerais, foi observado que
a remocéo do inibidor apos o pré-tratamento afetou menos a viabilidade do M. leprae
do que as condi¢bes em que o inibidor foi mantido durante toda a incubacao (Figura
20A). Logo, pode-se concluir que o composto em si apos certo tempo de tratamento
ja é toxico ao bacilo. Adicionalmente observamos que o pré-tratamento por 24 horas
com o inibidor resultou em uma queda na viabilidade do M. leprae tanto na condicéo
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(24/24) quanto (24/24 (-)), tendo a primeira um efeito mais drastico. No entanto, o
pré-tratamento por 6 horas (6/24 (-)), com posterior remocao do inibidor ndo afetou a
viabilidade do M. leprae, quando comparado ao M. leprae nao tratado (Figura 20A).
Com relacdo a atividade inibitéria do SB100 observamos que este aparenta
apresentar um efeito inibitério de longo prazo, pois todos os esquemas temporais de
tratamento, com ou sem reposicdo do inibidor foram eficientes em reduzir a
producéo de colestenona em até 48 horas apés o tratamento (Figura 20C), embora
naqueles em que o inibidor ndo foi reposto (condicdes (-)), a producdo da
colestenona apresente um leve aumento (Figura 20C). Dessa forma, foi escolhido o
esquema temporal de pré-tratamento com o SB100 por 6 h/24h(-) para os ensaios
de infeccdo da célula de Schwann, pois nesse esquema temporal a eficiéncia da
inibicdo € mantida e ndo sdo observados maiores comprometimentos a viabilidade

do M. leprae.
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Figura 20 — SB100 apresenta um efeito de inibi¢do prolongada sobre a 38-HSD do M. leprae.
Efeito do tratamento com 100uM de inibidor SB100 sobre a viabilidade do M. leprae (ML) em meio
axénico aferida por radiorrespirometria apds 24 horas (A) ou 48 horas (B) com ou sem manuten¢ao
do inibidor (a condi¢@o sem o inibidor esté representada como (-) ) apds a pré-incubacdo em tempos
de 6 horas ou 24 horas, (n=1). (C) Inibicdo da producdo de colestenona apds o tratamento com 100
UM SB100 e em diferentes esquemas temporais de tratamento: pré-tratamento com o inibidor por 6
horas e posterior incubacgéo por 24 horas (6h/24h); pré-tratamento por 24 horas e incubagéo por 24
horas (24h/24h), pré-tratamento por 6 horas e incubacgao por 48 horas (6h/48h) e pré-tratamento por
24 horas e incubag&o por 48 horas (24h/48h). A esquerda encontra-se a autorradiografia da TLC em
silica com fase moével de cloroférmio:metanol (95:5) e a direita encontra-se a densitometria referente a

TLC.
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Dessa forma, o M. leprae foi pré-incubado por 6 horas com o inibidor SB100
na concentracdo de 100 uM. Apds o tratamento, as bactérias foram recuperadas por
centrifugag&o o inibidor removido e as células de Schwann foram, ent&o, infectadas
por 24 horas e a viabilidade do M. leprae monitorada por gPCR. Os dados
mostrados na figura 21 apontam para uma queda na viabilidade do M. leprae tratado
com o inibidor SB100, quando comparado ao M. leprae tratado apenas com o
veiculo DMSO (Figura 21), sugerindo assim a importancia da enzima 33-HSD para o

estabelecimento da infeccdo em células de Schwann.
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Figura 21 — A inibicdo da enzima 3B-HSD diminui a viabilidade intracelular do M. leprae em
células de Schwann infectadas. M. leprae foi pré-tratado com o inibidor SB100 (100uM) ou somente
com o veiculo (DMSO 2%) por 6h. Em seguida, as bactérias foram recuperadas por centrifugacao, o
inibidor foi removido e entdo o M. leprae tratado ou ndo foi utilizado na infeccdo de células de
Schwann da linhagem ST8814 (MOI 5:1) por 24 horas. A viabilidade do M. leprae foi determinada por
gPCR. Andlise estatistica foi realizada utilizando o teste Mann Whitney U two-tailed, * p< 0,05 (n=5).

4.6 — Analise do efeito da adicdo exdgena de colestenona sobre a viabilidade
intracelular do M. leprae em células de Schwann: O dado anterior sugere que a
enzima 3B-HSD seja importante para a viabilidade intracelular do M. leprae em
infeccbes em células de Schwann da linhagem ST88-14. Dessa forma,
posteriormente buscou-se compreender se a contribuicAo da enzima para a
viabilidade intracelular do M. leprae estaria também relacionada a producdo de
colestenona em si, isto é, se a colestenona per se apresentaria algum efeito
bioldgico que poderia favorecer a sobrevivéncia intracelular do bacilo nas células de
Schwann. Para isso, primeiramente, células de Schwann da linhagem ST88-14
foram tratadas com colestenona nas concentracdes de 0,1; 0,5; 1, 2,5; 5 e 10 uM

para avaliar o possivel efeito citotoxico nas células e determinar a melhor
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concentracdo de uso, que ndo apresentasse efeitos danosos a célula. Os dados
mostram que a colestenona ndo comprometeu a viabilidade celular em nenhuma das
concentracdes utilizadas, tanto no tempo de 48 horas (Figura 22A), como apds 72
horas de incubacao (Figura 22B). O veiculo utilizado para a solubilizacdo da droga, o
etanol, também foi avaliado em duas concentracdes de 0,1% e 0,05% e também nao

apresentou efeito citotdxico nas células no tempo de 48 horas (Figura 22A).
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Figura 22 - Andlise da citotoxicidade da colestenona em células de Schwann. Células de
Schwann da linhagem ST88-14 foram tratadas com 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 uM de colestenona ou com
o veiculo etanol nas concentracdes de 0,1% e 0,05% e a viabilidade celular foi medida pelo método
do MTT, através da leitura da absorbancia a 590 nm apés 48 horas de incubagdo com colestenona
(n=3) (A) ou apos 72 horas (n=1) (B). Analise estatistica em (A) foi realizada pelo teste de Kruskal-

Wallis com corre¢édo de Dunn, p>0,05.

A partir destes achados, foi escolhida a concentracao intermediaria de 5 uM
para 0s ensaios subsequentes. As células de Schwann foram pré-tratadas com
colestenona na concentracdo de 5 UM ou com o veiculo etanol por 24 horas e entédo
infectadas com o M. leprae por mais 96 horas, quando a viabilidade da micobactéria
foi determinada por qPCR. O percentual de viabilidade do M. leprae apos o
tratamento com colestenona foi, entdo, avaliado em comparacdo a célula tratada
com o veiculo na concentracdo de 0,01% (Figura 23). Os resultados apontam uma
tendéncia a colestenona em favorecer a sobrevivéncia intracelular do M. leprae na
célula de Schwann (Figura 23). Entretanto, conforme ja comentado anteriormente, o
teste estatistico utilizado exige como pressupostos um n amostral maior para

determinar um dado com diferenca estatistica.
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Figura 23 - Colestenona parece favorecer a sobrevivéncia intracelular do M. leprae na célula de
Schwann. Células de Schwann da linhagem ST8814 foram pré-tratadas ou ndo por 24 horas com
colestenona 5uM ou veiculo, 0,01% etanol, e foram infectadas com M. leprae (MOI 5:1) por 96 horas
para determinacéo da viabilidade do M. leprae por gPCR. Analises estatisticas realizadas pelo teste
de Mann Whitney U, p=0,11. (n=4).

Ja foi descrito na literatura que devido a diferenca estrutural da colestenona
em relagcédo ao colesterol, a mesma altera algumas das propriedades membranares,
podendo impactar em processos como migracao celular (Neuvonen et al., 2014).
Dessa forma, um controle importante seria verificar se a colestenona poderia
impactar na entrada de bacilos na célula hospedeira, 0 que alteraria as condi¢cdes de
infecgdo. Para isso, em um primeiro momento foi avaliado se o tratamento com
colestenona afetaria a associacdo de microparticulas (beads) fluorescentes as
células de Schwann através de citometria de fluxo. Foi observado que nem
colestenona ou o veiculo etanol afetaram a associacdo de beads as células de
Schwann (Figura 24A). Além disso, o efeito da colestenona sobre a internalizacéo
do M. leprae pela célula de Schwann também foi avaliado por microscopia de
fluorescéncia. Corroborando com os dados de citometria, ndo foi observada
diferenca de internalizacdo entre as células infectadas e as infectadas e tratadas

seja com veiculo ou com a colestenona (Figura 24B).
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Figura 24 — A colestenona parece nédo afetar a associacdo de particulas e micobactérias as

células de Schwann. (A) Células de Schwann da linhagem ST88-14 foram pré-estimuladas com
colestenona na concentracao de 5pM ou veiculo por 24 horas, seguido da adicdo de beads verde-
fluorescentes numa relagdo 10:1 particulas:célula. Apos incubagdo por mais 24 horas, a intensidade
de fluorescéncia foi medida por citometria de fluxo. i: condicdo controle sem estimulo; ii: Condi¢éo
somente com adi¢do de beads (MOI 10:1); iii: Condigdo com o pré-tratamento com colestenona 5uM
e iv: pré-tratamento com o veiculo etanol. Para cada condi¢do, o painel mais a esquerda representa
0s eventos e a populacdo de estudo demarcada. O grafico mais a direita representa o histograma do
canal FL-1 (FITC). Resultado representativo de 2 experimentos (n=2). (B) Células de Schwann foram
pré-tratadas ou ndo com colestenona 5uM ou veiculo por 24 horas Em sequéncia as células foram
infectadas com M. leprae (MOI 5:1) marcado com PKH26 e foram mantidas por mais 96 horas. M.

leprae (ML — vermelho); nacleo (DAPI, azul). Barra de escala representa 20 um (n=1).
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Para confirmar que a colestenona ndo compromete a membrana plasmatica a
ponto de interferir com a internalizacdo de particulas e micobactérias também foram
realizados testes em outra célula hospedeira da micobactéria, os macrofagos. Para
isso utilizaram-se macréfagos humanos da linhagem THP-1 diferenciados com PMA
que foram pré-tratados por 24 horas com colestenona nas concentracdes de 5 ou
10 uM ou com o veiculo etanol, em sequéncia foram estimulados com M. leprae
morto (MOI 5:1) marcado com PKH26 (vermelho) por mais 24 horas, avaliando-se o
percentual de células com bacilos fagocitados por microscopia de fluorescéncia. O
potencial efeito da colestenona sobre a fagocitose também foi observado por
citometria de fluxo, utilizando beads verde-fluorescentes, conforme realizado com
células de Schwann.

Pode-se observar através das imagens que ndo ha uma diferenca visual no
percentual de células com micobactéria internalizada (Figura 25A), o que foi
confirmado apo6s quantificacéo, (Figura 25B). Também nao foi observada diferenca
na associacdo de beads aos macrofagos entre as condi¢cdes nao tratada ou tratada
com colestenona por citometria de fluxo (Figura 25C). Em conjunto, todos estes
resultados mostram que a colestenona ndo afeta a infeccdo e internalizacdo do

bacilo.
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Figura 25 - Colestenona nédo afeta a internalizacdo de micobactérias e particulas em

macréofagos THP-1. (A) Macrofagos humanos da linhagem THP-1 diferenciados com 80nM de PMA

foram pré-tratados com colestenona 5, 10 UM ou veiculo (etanol) por 24 horas e estimulados com M.

leprae morto (MOI 5:1) por mais 24 horas. Fotos representativas do experimento tiradas com aumento

de 40x. Nacleos marcados em azul com DAPI e M. leprae marcado em vermelho com PKH26. Barra

de escala representa 20 um (n=1) (B) Contagem do percentual de células infectadas referentes ao

experimento de microscopia. (n=1). (C) Histograma do canal FL-1 (FITC) do experimento com

macrofagos. As células foram pré-tratados com colestenona 5 uM (azul), 10 pM (amarelo) ou veiculo

(etanol) (verde) por 24 horas e estimulados com beads (relacdo 10:1) por 24 horas. Condi¢cdo sé com

as beads (vermelho) (n=1).
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4.7 — Analise do perfil de esterdis derivados da colestenona na célula
hospedeira estimulada com M. leprae: Diversos estudos apontam que algumas
enzimas citocromo P450 (CYPs) possuem afinidade com a colestenona e a utilizam
como substrato para a conversdo em oxiesterdis, como a CYP27Al, que é
responsavel em produzir 27-hidroxicolesterol ou 27-hidroxicolestenona (Norlin et al.,
2003). Dessa forma, buscou-se investigar se a colestenona poderia ser convertida
pela célula hospedeira em outros lipidios, que entdo poderiam contribuir de alguma
forma para o estabelecimento da infeccdo. Para tal, foi produzida uma colestenona
marcada radioativamente com tritio ([*H] colestenona) e a mesma foi adicionada nas
células de Schwann previamente infectadas ou ndo com M. leprae (MOI 5:1). Foi
observado que a célula de Schwann é capaz de converter a colestenona em outros
esterodis, sendo detectadas duas bandas mais abundantes no extrato lipidico das
células infectadas, que co-migraram com os padrbes de colesterol e desmosterol
(Figura 26A), embora a real natureza destes lipidios ainda precise ser confirmada.
Estes dados sugerem que a colestenona € convertida em outros metabdlitos pela
célula de Schwann. Também foram analisados os lipidios extraidos dos
sobrenadantes das células. Pode-se observar que uma parte dos lipidios derivados
da colestenona, modificados pela célula hospedeira é liberada no sobrenadante,
(Figura 26A).
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Figura 26 — Colestenona é convertida em outros lipidios pela célula hospedeira. (A) Células de
Schwann da linhagem ST88-14 foram infectadas com M. leprae (ML) (MOI 5:1) ou ndo por 12 horas e
entdo pulsadas com [*H]colestenona. As células foram incubadas por mais 48 horas até extracdo de
lipidios das células e do sobrenadante e analise por TLC em silica com fase mdével de hexano: éter
dietilico: metanol: 4cido acético (50:50:5:1). A [3H]colestenona utilizada no experimento também foi
aplicada na TLC. ML — M. leprae; NI — N&o infectado (n=1). A direita encontram-se os padrdes
corados em iodo (B) Macréfagos derivados de mondcitos diferenciados com 80nM PMA foram
estimulados com M. leprae morto (MLM) (MOI 5:1) por 12 horas e passado o tempo, foram pulsados
com [3H]colestenona. As células foram incubadas por mais 48 horas para prosseguir com a extracao
de lipidios das células e do sobrenadante e analise por TLC como j& descrito. MLM — M. leprae morto;
NE — N&o estimulado, Extr — extrato celular, sob - sobrenadante (n=1) padrdes a direita corados com
iodo.

A mesma analise também foi realizada em macréfagos derivados de
mondcitos da linhagem THP-1 estimulados com M. leprae morto (MOI 5:1). Estas
células também foram capazes de converter a colestenona em outros metabdlitos
(Figura 26B). Entretanto, além das duas bandas que co-migram com os padrdes de
colesterol e desmosterol, foram observadas duas bandas adicionais bem
demarcadas na altura do padrao de 25-hidroxicolesterol, nao observadas nas células
de Schwann (Figura 26B). De modo geral ndo houve diferenca entre as células ndo
estimuladas ou estimuladas com o M. leprae e os lipidios derivados da colestenona

foram também detectados no sobrenadante (Figura 26B). Estes resultados sugerem
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gue a colestenona produzida pelo M. leprae possa ser convertida em outros lipidios
nas duas células hospedeiras. Estes lipidios podem apresentar papéis importantes
durante a infeccéo e, portanto, devem ser identificados e mais estudados.

A fim de confirmar que a célula hospedeira realmente ja teria a capacidade
inerente de converter a colestenona em outros produtos, incubamos a célula de
Schwann ndo infectada com [*H]colestenona. Para isso, a [*H]colestenona foi
submetida previamente a uma TLC com os solventes hexano:éter dietilico: metanol:
acido acético (50:50:5:1). Ap6s a corrida a [°H]colestenona foi extraida da placa para
remocdo de qualquer impureza que pudesse interferir na interpretacdo dos
resultados. Conforme pode-se observar, a colestenona utilizada n&o apresentou
nenhuma impureza (Figura 27). Observamos também que a célula de Schwann néo
infectada é capaz de converter a colestenona nos mesmos metabalitos identificados
na figura 26: duas bandas que co-migram com os padrdes de desmosterol e
colesterol e uma banda na altura do padréo do oxiesterol 27-hidroxicolesterol. Como
observado anteriormente, grande parte da colestenona néao foi incorporada e se
manteve no sobrenadante, mas ainda assim, alguns dos lipidios derivados da
colestenona também foram encontrados no sobrenadante da cultura, ainda que em
menor quantidade que aqueles observados no interior da célula. Curiosamente, uma
banda acima da colestenona foi detectada apenas no extrato de lipidios das células
nao infectadas, que apresenta um padrdo de migracdo diferente dos padrdes
utilizados, e, portanto, com identidade desconhecida, mas que merece destaque
para estudos futuros.

Para se aproximar um pouco mais do modelo de infec¢do, onde o substrato
disponivel para o bacilo é o colesterol, as células de Schwann foram infectadas ou
ndo com M. leprae e incubadas com [*H]colesterol e o perfil lipidico foi avaliado. O
resultado mostra que o colesterol radioativo utilizado no experimento apresentou
uma banda Unica, portanto, livre de contaminantes visiveis no sistema de solventes
utilizado (Figura 27). No extrato lipidico proveniente das células, tanto infectada
guanto nao infectada, se observa uma incorporacdo do colesterol aparentemente
equivalente entre as duas condicdes e diferentemente do observado com a
colestenona, ndo observamos a formacdo de muitos produtos, exceto uma banda
superior & migracdo da colestenona, sinalizada com a seta branca, que também
aparece na incubacdo com o colesterol radioativo, e que esta claramente mais
abundante na célula nédo infectada quando comparado a condi¢éo infectada (Figura

27). Como possivelmente apenas uma pequena parte do colesterol € modificado na
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célula infectada, é provavel que ndo sejam observadas mais bandas pela falta de
sensibilidade do método. Ja nos lipidios extraidos do sobrenadante das culturas,
pode-se observar bandas bem suaves, nas duas condi¢des, na altura do padrao de
27-hidroxicolesterol, demarcado com o retangulo branco com linhas cheias e outra
banda bem suave na altura da colestenona, demarcado com o quadrado branco com
linhas pontilhadas, apenas observada na condicdo da célula infectada com o M.
leprae (Figura 27).

+[3H] Colestenona + [3H] Colesterol

<
[3H] Colestenona ~\’~<‘c_)6° & %60
[3H] Colesterol N
D T

3+—3Colesterol ester
TG

Colestenona
Acido graxo
DG

3 Colesterol
Desmosterol

27-Hidroxicolesterol
MG

Figura 27 — [3H]C0Iesterol é convertido em colestenona em células de Schwann infectadas com
M. leprae. Células de Schwann da linhagem ST88-14 foram infectadas com M. leprae (MOI 5:1) ou
ndo por 12 horas e adicionou-se cerca de 4,0 x 10° CPM de [3H] colestenona ou 5,0 x 10° CPM de
[3H]colesterol, mantidos por 48 horas até extracdo de lipidios das células e do sobrenadante. Os
lipidios foram analisados por TLC em silica com fase mével de hexano: éter dietilico: metanol: acido
acético (50:50:5:1). Aliquotas de [3H]colestenona e [3H]colesterol utilizadas no experimento também
foram aplicados na TLC. ML — M. leprae; NI — Nao infectado; Extr — Extrato celular; Sob —
Sobrenadante. Padrdes corados com iodo, MG- monoacilglicerol, DG- diacilglicerol, TG- triacilglicerol
(n=1).
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5. Discusséao

A hanseniase ainda é causadora de grandes agravos e incapacidades, onde
uma das principais consequéncias da doenca sdo as lesdes neurais, devido a
infecc@o dos nervos periféricos pelo M. leprae e que podem ser irreversiveis, mesmo
apos o tratamento. Estas lesbes sdo mais acentuadas nos quadros reacionais da
hanseniase, onde podem ocasionar neurites que comumente ocorrem durante o
tratamento. Portanto, a infeccdo das células de Schwann desempenha um papel

determinante na patogénese desta micobactéria.

Os mecanismos de interacdo do M. leprae com a célula de Schwann e como
essa interacdo culmina na lesdo neural ainda ndo estdo totalmente elucidados.
Dessa forma, a compreensao das vias e processos celulares que sao importantes
para o estabelecimento da infec¢cdo nesta célula hospedeira torna-se essencial para
o entendimento da patogénese da micobactéria, e pode contribuir para o
desenvolvimento de possiveis estratégias de prevencdo do estabelecimento da
infeccdo, ocorréncia da doenca, bem como para a prevencao do desenvolvimento

das les@es neurais e incapacidades.

Dentre os processos das células hospedeiras importantes para o M. leprae, o
metabolismo lipidico ocupa uma posicdo de destaque. A infeccdo pela micobactéria
induz o acumulo de corpusculos lipidicos, ricos em colesterol, em mondcitos (Mattos
et al., 2010) e células de Schwann (Mattos et al., 2011a). O metabolismo de
colesterol em si possui elevada importancia para o M. leprae. Mattos e
colaboradores demonstraram que o M. leprae induz a expresséo de genes da via de
biossintese de colesterol e leva a um aumento da captacdo de colesterol exégeno,
modulando esses processos celulares para induzir o acumulo do mesmo em
monocitos (Mattos et al., 2014). Adicionalmente, o trabalho demonstrou que o
tratamento in vitro de macréfagos primarios com lovastatina, inibidor da biossintese
de colesterol, reduz a viabilidade do M. leprae, 0 que foi posteriormente fortalecido
com dados em mondcitos da linhagem THP-1 e camundongos Balb/c infectados com
M. leprae, usando o modelo de Sheppard, neste caso, utilizando outras classes de
estatinas como a atorvastatina e a sinvastatina. (Lobato et al., 2014). Contudo, a
relevancia do metabolismo de colesterol no modelo de célula de Schwann ainda nao

havia sido avaliada.

Dessa forma, foi estudado o efeito do tratamento com atorvastatina sobre a
viabilidade do M. leprae em células de Schwann. Foi observado que o tratamento
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destas células com atorvastatina leva a uma reducéo da viabilidade do M. leprae ja
em 24 horas de infeccdo, enquanto o veiculo da droga nao afetou a viabilidade. Os
resultados sdo referentes a um tratamento com estatina concomitante a infecgéo.
Contudo, seria também interessante, para fins terapéuticos, avaliar futuramente se o
efeito da atorvastatina sobre a viabilidade do M. leprae seria observado quando o
tratamento for aplicado apds a infeccdo, além disto, o uso de outras classes de
estatinas também seria importante nesta analise. Possivelmente, o efeito das
estatinas sobre a viabilidade do M. leprae pode se tornar mais acentuado com
tempos maiores de tratamento, considerando que o rRNA 16S tem uma estabilidade
relativamente maior que outros RNAs, como mRNAs, e assim, no tempo observado,
€ possivel que parte do rRNA do M. leprae ainda néo tenha sido degradada, mesmo
apos a morte do bacilo, portanto, tempos maiores de tratamento também devem ser

avaliados.

Os dados da literatura reforcam a ideia de que o metabolismo de colesterol
também € importante durante a infeccdo de células de Schwann pelo M. leprae,
semelhante ao relatado para macrofagos infectados (Mattos et al., 2014).
Resultados do nosso grupo demonstraram que células de Schwann infectadas com
M. leprae apresentam maior captacdo exdgena de LDL-colesterol (Amaral, 2012)
reforcando o dado anterior, de que células infectadas acumulam colesterol na forma
de corpusculos lipidicos (Mattos et al., 2011a). Contudo, ainda nao foi verificado se a
biossintese de colesterol também esta modulada na célula de Schwann infectada.
Entretanto, os resultados observados apés o tratamento com atorvastatina sugerem
que no modelo de células de Schwann, a modulacdo da via de biossintese de

colesterol também esteja ocorrendo.

As estatinas sdo farmacos classicamente utilizados nos quadros de
hipercolesterolemia e aterosclerose e inibem a via do mevalonato, inibindo a HMG-
CoA redutase, responsavel por converter HMG-CoA em mevalonato (Goldstein &
Brown, 1990), ao se ligar no sitio de interagcdo com o substrato (Istvan, 2002). Além
de gerar o colesterol em si, a via também resulta na sintese de outros isoprendides,
como geranil geranil pirofosfato (GGPP), farnesil pirofosfato (FPP), além da
producdo de ubiquinona e dolicol. Dessa forma, considerando que as estatinas
atuam no inicio da via, antes das ramificacdes que vao gerar diferentes produtos,

deve-se considerar que os efeitos das estatinas ndo sdo restritos a inibicdo da

sintese do colesterol em si. De fato, um amplo espectro de efeitos pleiotropicos séo
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descritos na literatura para as estatinas. Hoje em dia, acredita-se que estes efeitos
ndo estdo atrelados a inibicdo da producdo de colesterol em si, mas sim, dos outros
produtos da via do mevalonato, principalmente os isoprendides GGPP e FPP
(revisto em Greenwood et al., 2006). Um dos efeitos off target das estatinas, é sua
acdo imunomodulatoria. As estatinas sdo classicamente descritas como anti-
inflamatorias, tendo sido descritas como inibidoras da sintese de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6 e MCP-1 assim como do recrutamento de leucdcitos
(Diomede et al., 2001), além de inibirem a ativacdo de células T (Kwak et al., 2000).
Em contrapartida, alguns estudos apontam que as estatinas promovem a ativacao
da plataforma molecular do inflamassoma, levando a ativacdo de caspase 1 e
liberacdo da citocina proé-inflamatéria IL-1B em mondcitos da linhagem THP-1
estimulados com LPS. Neste caso foi mostrada a associacdo direta dos
isoprendides, GGPP e FPP (Kuijk et al., 2008). O envolvimento destas moléculas
como ativadores do inflamassoma também foi observado em mondcitos derivados
de PBMC infectados com M. tuberculosis (Montero et al., 2000). Ja um outro estudo
aponta que o tratamento com estatinas aumenta a ativacdo das vias de TLR e a
producdo de citocinas pré-inflamatérias na microglia (Van Der Putten et al., 2012).
Logo, a ativacdo deste mecanismo pelas estatinas poderia ser a responsavel pela
morte do bacilo. Apesar dos relatos serem contrérios, deve-se considerar que o
resultado final da resposta imunolégica € um balanco de diversas vias e, além disso,
alguns estudos apontam que as diferentes classes de estatinas apresentam efeitos
distintos, que estdo intimamente associados com suas caracteristicas lipofilicas ou
hidrofilicas (Ikeda et al., 2001; Kiener et al., 2001).

As estatinas também foram descritas com um elevado potencial microbicida,
tendo efeito em patdgenos desde virus, como influenza (Mehrbod et al., 2014),
protozoarios, como T. gondii (Sanfelice et al., 2017) e bactérias, como Listeria
monocytogenes (Parihar et al., 2013), Staphylococcus aureus (Graziano et al., 2015)
inclusive M. tuberculosis (Parihar et al.,, 2014). Contudo, diversos efeitos foram
relacionados com a morte de diferentes bactérias, no caso de S. aureus, as
estatinas interferem com a produgdo de biofiime (Graziano et al., 2015), agindo
diretamente sobre a bactéria, enquanto no caso de L. monocytogenes, foi
demonstrado que as estatinas inibem o escape da bactéria do fagossoma para o

citoplasma (Parihar et al., 2013) e no caso do M. tuberculosis, as estatinas parecem
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influenciar na maturacéo do fagolisossoma promovendo o aumento da autofagia na

célula hospedeira, culminando na morte das bactérias (Parihar et al., 2014).

Dessa forma, sé&o diversos os mecanismos de acédo das estatinas que
culminam na morte dos patdgenos, desta maneira, 0s exatos efeitos gerados pelas
estatinas que afetam a viabilidade do M. leprae ainda devem ser mais estudados,
pois podem ndo estar somente relacionados com a inibigcdo da sintese do colesterol
per se. Entretanto, a utilizacdo das estatinas como potencial tratamento ja tem
demonstrado beneficios em infeccbes com o M. tuberculosis, onde o tratamento com
sinvastatina parece potencializar o efeito microbicida da isoniazida (Skerry et al.,
2014) e mais recentemente, um estudo demonstrou que a sinvastatina também
potencializa a agdo microbicida da rifampicina, diminuindo o tempo de tratamento
para total eliminacdo da infeccdo em camundongos (Dutta et al., 2016). Assim, a
possibilidade de unir o efeito bactericida da estatina com seus potenciais efeitos anti-
inflamatérios seriadtii no tratamento da hanseniase, principalmente para

possivelmente reduzir a ocorréncia dos episodios reacionais.

A importancia do colesterol tem sido mostrada para diferentes micobactérias,
por exemplo: M. tuberculosis é capaz de acumular colesterol, incorporando-o em sua
parede celular (Brzostek et al., 2009) e entdo o utiliza como fonte de carbono. Foi
mostrado que tais processos sao importantes para a persisténcia da infeccao
(Pandey & Sassetti, 2008). Contudo, o M. leprae, que apresenta 0 genoma muito
reduzido quando comparado ao genoma do M. tuberculosis (Cole et al., 2001), ndo

possui uma série de genes relacionados a via de degradacdo do colesterol e é
incapaz de metabolizar o mesmo (Marques et al., 2015).

7

Antes da degradacdo do colesterol em si, € necessario que ocorra 0
transporte do esterol através da parede celular da micobactéria, que devido a sua
estrutura altamente complexa impossibilita a difuséo do colesterol. O M. tuberculosis
(Joshi et al., 2006) e outras micobactérias, como M. smegmatis e M. bovis (Casali &
Riley, 2007), apresentam 4 operons, mcel a mce4, que apresentam de modo geral a
mesma estrutura, codificando as proteinas MceA-F e 2 proteinas YrbEA e YrbEB,
que sdo permeases transmembranares, formando transportadores do tipo ABC
(Cole et al., 1998). Os dados da literatura sugerem que o transportador codificado
pelo operon mce4 é o responsavel pelo transporte do colesterol (Pandey & Sassetti,
2008). Ja o operon mcel seria responsavel pelo transporte de acidos micolicos
(Forrellad et al., 2014), e mais recentemente foi demonstrado que este operon
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participa também do transporte de acidos graxos (Nazarova et al., 2017). Ainda foi
demonstrado que o transporte mediado pelos transportadores codificados pelos
operons mcel e mce4 necessitam do suporte de uma proteina codificada pelo gene
lucA, que se localiza externamente ao operon (Nazarova et al., 2017). O M. leprae
perdeu os operons mce2-4, apenas conservando o operon mcel. Sendo assim,
devido a auséncia do operon mce4 responsavel pelo transporte de colesterol,
qualquer processo de degradacdo do colesterol estaria prejudicado no M. leprae,
considerando que grande parte das enzimas responsaveis pelo catabolismo do
colesterol se encontra internamente a bactéria. O M. leprae também conservou o
homologo do gene lucA (ML2337), indicando que o transporte de lipidios via mcel
pode ser funcional na micobactéria, embora o papel do mcel para o M. leprae ainda

deva ser confirmado.

Além de nao possuir o transportador de esteréis, o M. leprae ndo apresenta
nenhum dos genes envolvidos com a degradacdo dos anéis esterdis e nao
apresenta a maioria dos genes chaves necessarios para a degradacdo da cadeia
lateral do colesterol, impossibilitando assim a degradacéo do colesterol. Contudo,
curiosamente o M. leprae conservou a enzima 33-HSD responsavel pela oxidacao
do colesterol a colestenona. Essa etapa constitui a primeira reacdo da via de
degradacdo do colesterol, onde o colesterol é inicialmente convertido em
colestenona, para entdo prosseguir para a degradacdo do nucleo de anéis
esteroides ou da cadeia lateral. Considerando a reducéo no contetdo génico do M.
leprae, a conservacdo desta enzima sugere que ela seja importante para a

micobactéria.

A expressao da enzima 3B-HSD, codificada pelo gene ml1942, ja4 havia sido
descrita por Marques e colaboradores (Margues et al., 2008), tendo sido observada
sua expressdo na fragdo de parede celular do M. leprae purificado de tatus
infectados. A fim de complementar este dado, buscou-se detectar a expressao
dessa enzima nas bidpsias de pele de pacientes lepromatosos, para confirmar sua
expressao durante o curso da infecgdo no ser humano. Foi observada que a enzima
3B-HSD esta presente nas biopsias dos pacientes lepromatosos, sugerindo que a

mesma seja importante durante o contexto da infeccao.

Marques e colaboradores demonstraram que a colestenona produzida pelo M.
leprae em meio axénico é acumulada no meio de cultivo com o decorrer do tempo,
no entanto, uma grande parte permanece associada & bactéria (Marques et al.,
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2015). Devido a auséncia de um transportador de ester6is na micobactéria e
juntamente com a localizagcao prevista da enzima na parede celular, possivelmente a
reacao ocorre no envelope do M. leprae, com consequente liberacdo da colestenona

para o microambiente fagossomal.

A oxidacao do colesterol a colestenona € classicamente realizada por uma
enzima colesterol oxidase (ChoD) em muitos modelos bacterianos. Mais
recentemente, a enzima 33-HSD tem sido implicada também como responsavel pela
funcdo. Tanto M. leprae como M. tuberculosis apresentam as duas enzimas em seu
genoma e em muitos casos tem sido considerado que ambas estariam envolvidas no
processo de oxidacao do colesterol a colestenona. Embora para o M. tuberculosis tal
observacdo seria possivel, no caso do M. leprae, que passou pela evolucdo
reducional, perdendo uma série de genes e apresentando poucas redundancias no
genoma, a manutencdo de duas enzimas com funcdes intercambiaveis seria pouco
provavel. Por isso, pode-se supor que cada uma tenha uma funcéo distinta para a
micobactéria. De fato, alguns autores ja indicam que a 3B-HSD seja a enzima
responsavel pela producao de colestenona (Marques et al., 2015; Yang et al., 2011),
enquanto algumas evidéncias apontam que o gene anotado como choD nos
genomas de M. tuberculosis e M. leprae tenha um papel imunomodulador e esteja

envolvido na acetilacédo de glicolipidios (Gao & Sampson, 2014).

Dessa forma, a fim de comprovar experimentalmente o envolvimento da
enzima 3B-HSD na produgdo de colestenona, o M. leprae foi tratado em meio
axénico com o azasterdide SB100, inibidor da enzima 33-HSD de M. tuberculosis.
Os dados mostraram que o SB100 reduz modestamente a producdo de colestenona
em concentracfes mais baixas, entre 5 e 80 UM, mas apresentando efeitos mais
significativos e evidentes a partir da concentracdo de 100 uM, onde observou-se um

efeito prolongado, por até 48 horas mesmo apoés a retirada do inibidor.

Yang e colaboradores, ao caracterizarem a enzima de M. tuberculosis,
sugeriram o NAD* como cofator da enzima (Yang et al., 2007). Sendo assim, a fim
de ratificar a atuacdo do inibidor sobre a enzima, também foi avaliado seu efeito
sobre a reducdo do NAD" a NADH confirmando o bloqueio da producdo de NADH
apos o tratamento com SB100. As evidéncias de que a enzima 33-HSD do M. leprae
se encontra ativa, oxidando colesterol a colestenona com a consequente reducgao de
NAD a NADH, levantou a possibilidade da reacao catalisada pela 33-HSD ser uma
importante fonte de poder redutor para o bacilo.
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Esta hipdtese foi reforcada quando observamos que o tratamento do M.
leprae com o inibidor SB100 diminui a sintese de PGL-l e de PDIM, dois lipidios
majoritarios do envelope micobacteriano. As micobactérias apresentam duas &cido
graxo sintases (FAS). Enquanto a FAS | esta envolvida com a sintese de novo de
acidos graxos, a FAS Il participa mais do elongamento das cadeias de carbono,
partindo de &cidos graxos de 16 carbonos, como o palmitato, gerando acidos graxos
de cadeias longas (Marrakchi et al., 2000). A FAS | utiliza tanto NADH quanto
NADPH durante a sintese lipidica (Kikuchi et al., 1992). J4 a FAS Il € uma enzima
multimérica cuja subunidade InhA utiliza NADH como cofator (Marrakchi et al.,
2000). Ambas as enzimas foram relacionadas com a producao de precursores para
a sintese de acidos micolicos (Marrakchi et al., 2000). Recentemente foi descrito
uma interacao entre a FAS Il e as policetideo sintases, responsaveis pela sintese de
ftiocerol dos PDIMs, sugerindo que exista uma interacdo entre as vias (Kruh et al.,
2008). Além disso, durante a sintese de PDIMs séo incorporados 0s micocerosatos,
produzidos pela enzima &cido micocerosico sintase (MAS), que utilizam NADPH
como cofator (Trivedi et al., 2005). Os PGLs também sao sintetizados por policetideo
sintases e tem micocerosatos incorporados em sua estrutura. Com isso, o balanco
redox da micobactéria também é relevante para a sintese lipidica (Vergnolle et al.,
2015). Dessa forma, a sintese desses lipidios do M. leprae envolveria a utilizacéo de
poder redutor de NADH e NADPH, e assim, a reducdo dos niveis de NADH por
conta da inibicdo da enzima 3B-HSD pode ser um fator responsavel pelo impacto na
sintese do PGL-l e PDIM. Embora o NADPH seja o cofator mais utilizado em
reacbes anabolicas, principalmente de sintese lipidica, as enzimas da classe
hidroxiesterol desidrogenase podem utilizar NAD" e NADP* como cofatores. Embora
tenha sido descrito para a 3B-HSD de M. tuberculosis que NAD" é o (nico cofator,
ndo pode ser descartado que o NADP" possa atuar como cofator da 3B-HSD de M.
leprae, pois as enzimas de M. leprae e M. tuberculosis apresentam elevado grau de
identidade, mas ainda assim apresentam diferencas em sua estrutura priméria que
poderiam justificar esta diferenca funcional. Além disso, as micobactérias possuem
formas de manter o balanco de poder redutor. Ja foi descrita a funcionalidade da
enzima NAD quinase, codificada pelo gene ppnK, que catalisa a fosforilagdo do NAD
a NADP em M. tuberculosis (Kawai et al., 2000) e este gene encontra-se preservado
no genoma do M. leprae. Também existem as transhidrogenases que promovem a
transferéncia de elétrons entre NAD" e NADPH e vice e versa (Spaans et al., 2015).

S&o encontrados trés genes correspondentes a transhidrogenases no genoma do M.
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leprae, sugerindo que o balanco de poder redutor é mantido, e o NADH gerado
possa ser convertido para NADPH, sendo aproveitado nas reacfes de sintese
lipidica. Até o presente momento, a observacao foi feita apenas para PGL-I e PDIM,
contudo o impacto da inibicAdo da 3B-HSD na sintese de outros lipidios,
principalmente acidos micélicos, que necessitam de poder redutor para sua sintese,

também deve ser avaliada.

O balanco redox da micobactéria € crucial também para a sintese de ATP. Os
dados observados apontam que a oxidacdo do colesterol a colestenona por acédo da
3B-HSD culmina em um aumento da reducdo de citocromo C, sugerindo que a
cadeia transportadora de elétrons esta funcional e possivelmente é alimentada pelo
NADH gerado na reagéo. Inicialmente acreditava-se que a cadeia transportadora de
elétrons do M. leprae ndo apresentava funcionalidade, devido a auséncia de muitos
genes que codificam o complexo | (NADH desidrogenase do tipo 1), responsavel por
receber elétrons do NADH (Cole et al., 2001). Contudo, o M. leprae apresenta o
gene ndh, que codifica uma NADH desidrogenase do tipo Il e recentemente foi
observado que em M. tuberculosis, esse seria o0 principal gene envolvido na sintese
de ATP, enquanto o complexo | seria dispensavel (revisto em Black et al., 2014). Em
condicdes aerdbicas, os elétrons provenientes do NADH e de outras fontes de poder
redutor sdo transferidos para a metaquinona que entao transfere os elétrons para o
destino final, a citocromo c oxidase (revisto em Black et al., 2014). Dessa forma, a
observacdo da reducdo do citocromo ¢ quando ha adi¢cdo de colesterol ao extrato
bacteriano, sugere que respiracdo oxidativa esta ocorrendo levando a sintese de
ATP pelo M. leprae a partir do poder redutor gerado pela 33-HSD. Isto também
poderia explicar a reducdo da viabilidade da micobactéria observada apos
tratamento com o inibidor, visto que a geracdo de ATP é crucial para a sobrevivéncia
da micobactéria. Assim, assumindo que a hipotese da 33-HSD como fornecedora de
poder redutor esteja correta, e considerando a auséncia de transportadores de
esterbis na superficie da bactéria, pode-se supor que a micobactéria apresente
meios de transferir o poder redutor gerado no envelope celular para a face citosoélica

da membrana para ser utilizado na sintese lipidica e fosforilagéo oxidativa.

Tanto PGL-lI como PDIM séo lipidios que desempenham papéis importantes
na interacdo com a célula hospedeira. PGL-I esta envolvido nos processos de
interacdo e infeccdo da célula hospedeira, principalmente em células de Schwann

(Ng et al.,, 2000) e recentemente foi descrito que o PDIM seria importante para
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mediar o evento de escape do M. tuberculosis do fagossoma (Quigley et al., 2017).
Assim, o comprometimento da sintese desses lipidios possivelmente impactaria na

viabilidade intracelular do M. leprae.

Contudo, é possivel que a colestenona per se também possa modular
funcdes celulares importantes uma vez que parece acumular-se no tecido infectado
(Marques et al., 2015). A colestenona ndo é um metabdlito usualmente encontrado
nos tecidos, apesar de ja terem sido detectados tracos da mesma em alguns casos
devido a acdo de alguns microorganismos da microbiota gastrointestinal (Rosenfeld
et al., 1967). De fato, foi detectada uma producdo modesta de colestenona apenas
no sobrenadante de célula de Schwann infectada pelo M. leprae. Para testar esta
hipétese, inicialmente investigamos se a colestenona per se teria algum efeito sobre
a sobrevivéncia intracelular do M. leprae. Para isso foi adotada a estratégia de
adicionar a colestenona de forma exdgena nas culturas de células de Schwann,
estabelecendo um tratamento previamente a infeccdo com o M. leprae. Embora os
dados ainda necessitem de maiores comprovacdes, as observacfes até 0 momento
sugerem que a colestenona favorece a sobrevivéncia do M. leprae, apresentando
uma tendéncia a proteger o bacilo, levando a uma menor morte de bacilos quando
comparada as células apenas tratadas com o veiculo. E importante ressaltar que o
efeito observado ndo pode ser atribuido a uma multiplicacdo do M. leprae, que

possui um tempo de geracédo entre 12 a 14 dias.

Os mecanismos pelos quais a colestenona estaria protegendo o M. leprae da
morte ainda devem ser investigados. Recentemente, um estudo demonstrou que o
tratamento de células de epitélio alveolar com concentracdes baixas de colestenona,
por volta de 10 uM, inibe a fosforilagao de Akt e NFkB, levando a uma inativagao de
importantes vias pro-inflamatoérias (Ma et al., 2016). Portanto, a modulacdo da
resposta imune inata da célula hospedeira pode ser um mecanismo importante para
favorecer a sobrevivéncia intracelular do bacilo e a manutencdo da infecgdo. Além
disso, estudos com a oxima de colestenona, um derivado desse metabdlito, tem
demonstrado seu elevado potencial neuroprotetor, promovendo a sobrevivéncia
celular e estimulando processos de regeneracdo neural (Bordet et al., 2007). Dessa
forma, € possivel que a colestenona produzida pelo M. leprae favoreca a
sobrevivéncia da célula hospedeira, auxiliando assim na manutengcdo do seu nicho
de infeccdo. Também poderiamos pensar que, como a hanseniase é uma doenca de

progressao lenta e lesdes neurais sdo observadas no curso de anos de infeccao, a
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colestenona pode estar apresentando esse efeito neuroprotetor, permitindo assim a
manutencdo da infeccdo por periodos prolongados e retardando o processo de

desenvolvimento de lesao neural.

Como havia sido descrito previamente que a colestenona afeta as
propriedades de bicamadas lipidicas (Neuvonen et al.,, 2014) pensou-se na
possibilidade da colestenona influenciar o processo de fagocitose da micobactéria.
Contudo, os resultados observados sugerem que a colestenona néo influéncia na
internalizacdo do M. leprae, tanto em células de Schwann como em macrofagos,
uma vez que todas as condi¢cdes apresentaram um percentual similar de células

infectadas ou com particulas associadas.

A colestenona apresenta propriedades quimicas diferentes do colesterol
devido a substituicdo da hidroxila pelo grupamento cetona do carbono 3. Essas
modificacdes estruturais sdo suficientes para alterar as propriedades fisicas das
membranas em que estdo inseridas, aumentando a fluidez das mesmas (Neuvonen
et al., 2014). Assim, mesmo nao impactando diretamente na fagocitose da
micobactéria, a colestenona pode afetar as propriedades de outras bicamadas
lipidicas, como a membrana do fagossoma, uma vez que a mesma seria produzida
nesse microambiente, e assim, pode interferir em processos como a fusao
fagolisossomal. Também poderia interferir em eventos de sinalizagcéo celular. Ja foi
visto que a colestenona inibe a formacdo de microdominios na membrana (Xu &
London, 2000), e interfere na sinalizacdo de alguns receptores, como o0 CXCR4 e
CCR5 (Nguyen & Taub, 2003), sendo entdo estes outros possiveis mecanismos de

modulacao celular promovidos pela colestenona.

Embora o M. leprae ndo metabolize a colestenona, as células hospedeiras
apresentam enzimas da classe das citocromos P450 (CYPs) que sdo capazes de
metabolizar a colestenona e gerar outros compostos, como por exemplo, oxiesterois;
com isso, é possivel que parte dos efeitos fisiolégicos observados na célula sejam
provenientes de derivados da colestenona. Os resultados obtidos permitiram
observar que as células de Schwann sdo capazes de converter a colestenona em
outros esterois, embora ainda precisem ser melhor caracterizados. Os macrofagos
também sdo capazes de converter a colestenona em outros lipidios. Nos dois
modelos celulares, o pré-estimulo com M. leprae n&o resultou em nenhuma
modulacdo funcional diferenciada quando comparado a célula ndo estimulada e em
ambas as condi¢des foram capazes de modificar a colestenona.
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Os principais lipidios derivados da colestenona apresentaram um padréo de
migracdo semelhante ao colesterol e desmosterol. Contudo, seria pouco provavel
gue a colestenona esteja sendo reconvertida em colesterol ou mesmo em seu
intermediario, desmosterol, ja que a célula hospedeira ndo apresenta enzimas que
realizem tais reacdes. Por outro lado, um metabdlito usual derivado da colestenona
€ 0 colestanol, que apresenta estrutura muito similar ao colesterol e ao desmosterol,
pois também apresenta o grupamento hidroxila (Rosenfeld et al., 1967), portanto, é

possivel que a banda observada na TLC represente este metabalito.

Ainda foram observadas bandas com padréo de migracdo proximo ao padrao
de 25-hidroxicolesterol ou 27-hidroxicolesterol, sugerindo que a colestenona seja
convertida nesses metabdlitos, embora ainda ndo tenha sido possivel identificar qual
especificamente. Os oxiesterbis estdo envolvidos na modulacdo do metabolismo
lipidico celular e resposta imune (revisto em Spann & Glass, 2013), e com isso
podem ser importantes durante a infeccdo. Dados da literatura demonstram que o
25-hidroxicolesterol favorece a sobrevivéncia intracelular de L. monocytogenes em
macrofagos (Zou et al.,, 2011). Posteriormente, foi demonstrado que o 25-
hidroxicolesterol inibe a ativacdo do inflamassoma e producdo da citocina pro-
inflamatdria IL-1B (Reboldi et al., 2014). Com isso, 0s oxiesterois derivados tanto da
colestenona, quanto do colesterol acumulado durante a infec¢cdo, podem contribuir

para a sobrevivéncia intracelular do bacilo.

Também nédo se deve descartar a importancia do colesterol per se durante a
infeccdo, uma vez que o mesmo também é encontrando em acumulo em células
infectadas. O colesterol pode apresentar efeitos diretos que podem ser beneficiais
para a micobactéria, como, por exemplo, ja foi observada sua participacdo na
inibicdo da maturacao fagolisossomal (Gatfield & Pieters, 2000). Mais recentemente,
um estudo demonstrou que o colesterol presente nos lisossomos proveniente da
lipélise das lipoproteinas, e ndo a colestenona ou outros oxiesterdis e derivados,
esta envolvido na ativacéo da via de mTOR (Castellano et al., 2017), que regula uma
série de processos celulares, incluindo autofagia, metabolismo lipidico e
sobrevivéncia celular. Assim o colesterol também pode modular processos celulares

e favorecer a infeccéo.

O modelo representado na figura 28 propde que a enzima 3B-HSD do M.
leprae seja crucial para sua viruléncia, justificando a permanéncia do gene ml1942,

gue codifica a enzima, no genoma da micobactéria. Durante a infeccédo da célula de
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Schwann, a mesma tem seu metabolismo lipidico modulado para induzir o acumulo
de corpusculos lipidicos ricos em colesterol, que sdo recrutados para o fagossoma
contendo a micobactéria (Mattos et al., 2011a). Neste contexto temos a enzima 33-
HSD sendo expressa em um ambiente com colesterol em abundéancia, que é entéo
oxidado a colestenona na superficie da micobactéria, uma vez que a enzima se
localiza na parede celular do bacilo e ndo existem transportadores de esterdis no M.
leprae, limitando a ocorréncia da reacdo a face exterior da parede celular. A
oxidacdo do colesterol favoreceria a infeccdo em dois aspectos. Primeiramente
favoreceria diretamente a micobactéria, atuando como fornecedora de poder redutor,
que entdo pode ser aproveitado na fosforilagdo oxidativa e na sintese de lipidios
como o PGL-l e PDIM, que por sua vez sao importantes fatores de viruléncia e
podem modular a resposta imune inata da célula hospedeira, favorecendo a
sobrevivéncia intracelular do M. leprae. O segundo aspecto seria que a colestenona
gerada pela reac@o seria convertida em outros esterGis como os oxiesterois, que
entdo podem modular a fisiologia celular, principalmente a resposta bactericida inata
da célula promovendo a sobrevivéncia da micobactéria. A colestenona per se
produzida no ambiente do fagossoma poderia também modular vias importantes e
favorecer a infec¢do. Possivelmente a enzima 3B-HSD seria crucial para patogénese
do M. leprae durante a infeccdo de macrofagos, a outra célula hospedeira de M.

leprae, o que serd investigado em experimentos futuros.

Nervo periférico

Oxiesterois

\ Modulagéo da
respostaimune

inata celular

Corpusculo lipidico
= £ Fosforilagao oxidativa

Sintese lipidica

Figura 28 — Modelo esquematico representando a atuagdo da enzima 3B-HSD durante a

infeccao de células de Schwann pelo M. leprae no nervo periférico.
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6. Conclusdes

Os dados obtidos permitem concluir que o metabolismo de colesterol é também
importante para a micobactéria no modelo de infeccdo em células de Schwann. O
gene codificante para a enzima 33-HSD foi preservado em seu genoma, sendo esta
expressa in vivo e responsavel pela oxidacdo de colesterol a colestenona. A inibicéo
de sua atividade prejudica a sobrevivéncia intracelular do M. leprae e inibe a sintese
de lipidios micobacterianos. Nossa hipGtese é que esta enzima seria uma importante
fonte de poder redutor para a micobactéria, que seria utilizado tanto em eventos de
fosforilacdo oxidativa para geracdo de ATP, como para alimentar vias biossintéticas
da bactéria, como a sintese de lipidios da parede celular, que sdo importantes
fatores de viruléncia da micobactéria, como o PDIM e PGL-I. Adicionalmente, a
colestenona gerada a partir do colesterol parece favorecer a sobrevivéncia
intracelular do bacilo, podendo ser ainda convertida em outros esterois pela célula
hospedeira, que podem participar durante a infeccdo. No entanto, as funcgbes
celulares moduladas pela colestenona e pelo colesterol durante a infeccdo ainda

precisam ser mais investigadas.
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