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RESUMO 

 

GONÇALVES, Larissa Andrade. Identificação de potenciais ligantes do glicolipídeo 

fenólico (PGL I) do Mycobacterium leprae e seu papel como modulador do metabolismo 

lipídico de células de Schwann humanas. 2018. 84 f. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2018. 

 

 

 O glicolipídeo fenólico, PGL I é uma molécula exclusiva do Mycobacterium leprae 

(M. leprae), agente etiológico da hanseníase, localizada na parede celular do bacilo. Sua 

porção trissacarídica não encontrada em PGLs de outras micobactérias confere especificidade 

a esta molécula. O PGL I interage com receptores envolvidos tanto na invasão de células 

hospedeiras pelo M. leprae quanto na evasão da resposta imune induzida pela micobactéria. 

Uma das complicações relacionadas à hanseníase são as lesões nos nervos periféricos, que 

levam a neuropatias, altamente incapacitantes como resultado da infecção de células de 

Schwann (CS). Sabe-se que o PGL I está associado ao tropismo do M. leprae pela CS por 

interagir com laminina tipo 2 presente na lâmina basal do nervo periférico. Dados recentes do 

nosso grupo mostraram que o M. leprae e o PGL I per se, são capazes de induzir a formação 

de corpúsculos lipídicos (CLs) ricos em colesterol, organelas que se mostraram importantes 

para a sobrevivência do patógeno. Portanto, este projeto visou compreender de que maneira o 

PGL I poderia estar influenciando na célula hospedeira, focando essencialmente em vias 

associadas ao metabolismo lipídico, a síntese de colesterol e formação de CLs. Utilizando 

técnicas de qRT-PCR, para análise de expressão gênica, imunofluorescência, cross-linking e 

uma reanálise de dados de proteômica shotgun, objetivamos: 1) mostrar o papel do PGL I 

como modulador do metabolismo lipídico em células de Schwann; 2) Analisar potenciais 

proteínas ligantes do PGL I e verificar sua possível relação com a ativação do fator de 

transcrição PPARγ e modulação do metabolismo lipídico, buscando, portanto, compreender 

melhor, a nível molecular, como o M. leprae subverte o acúmulo de colesterol a seu favor. 

Para alcançar estes objetivos, culturas de CS provenientes da linhagem ST88-14 foram 

estimuladas com a molécula de PGL I per se ou com uma cepa recombinante de M. bovis 

BCG que expressa o PGL I (BCG-PGL I). Nossos dados sugerem que o PGL I foi capaz de 

induzir uma aumento na expressão de enzimas como HMGCoA redutase e da enzima ácido 

graxo sintase (FASN). Além disso, nossos resultados apontam que a molécula PGL I 

aumentou a expressão do fator de transcrição PPARγ e do gene que codifica a enzima 

prostaglandina E2 sintase (PGE2S) levando a um aumento da produção de PGE2. Através de 

uma reanálise de dados de proteômica gerados em nosso laboratório, selecionamos 12 

proteínas potencialmente ligantes de PGL I envolvidas no metabolismo lipídico, bem como na 

formação de CLs. Análises in silico  destas proteínas expandiram informações com relação 

sua localização celular e presença de domínios transmembrana. Análise de sequência destas 

proteínas também reforçaram algumas delas como potenciais ligantes da molécula de PGL I. 

Acreditamos que os dados gerados a partir deste estudo, poderão contribuir para uma melhor 

compreensão desta doença e um maior entendimento futuro sobre o desenvolvimento das 

lesões neurais. 

 

Palavras-chave: Hanseníase. Mycobacterium leprae. PGL I. Proteoma.  

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

GONÇALVES, Larissa Andrade. Identification of potential ligands of phenolic glycolipid 

(PGL I) from Mycobacterium leprae and its role as modulator of lipid metabolism of 

human Schwann cells. 2018. 84 f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade 

de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

 The phenolic glycolipid PGL I is an exclusive molecule of Mycobacterium leprae (M. 

leprae), the etiological agent of leprosy, located in the cell wall of the bacillus. Its 

trisaccharide portion not found in PGLs of other mycobacteria confers specificity to this 

molecule. PGL I interacts with receptors involved both in the invasion of host cells by 

M.leprae and in the evasion of the immune response induced by mycobacteria. One of the 

complications related to leprosy is peripheral nerve lesions, which lead to highly disabling 

neuropathies as a result of Schwann cell (CS) infection. It is known that PGL I is associated 

with M. leprae tropism by CS because it interacts with laminin type 2 present in the basal 

lamina of the peripheral nerve. Recent data from our group show that M. leprae and PGL I per 

se are capable of inducing the formation of cholesterol-rich lipid bodies (CLs), which are 

important organelles for the survival of the pathogen. Therefore, this project aimed to 

understand how PGL I could be influencing the host cell, focusing essentially on pathways 

associated with lipid metabolism, cholesterol synthesis and formation of CLs. Using qRT-

PCR techniques to analyze gene expression, immunofluorescence, cross-linking and a 

reanalysis of shotgun proteomics data, we aimed to: 1) show the role of PGL I as a modulator 

of lipid metabolism in Schwann cells; 2) To analyze potential binding proteins of PGL I and 

to verify their possible relation with the activation of the transcription factor PPARγ and 

modulation of the lipid metabolism, seeking, therefore, to understand better, at the molecular 

level, how M. leprae subverts the accumulation of cholesterol to its favor. To achieve these 

objectives, CS cultures from the ST88-14 lineage were stimulated with the PGL I molecule 

per se or with a recombinant strain of M. bovis BCG expressing PGL I (BCG-PGL I). Our 

data suggest that PGL I was able to induce an increase in the expression of enzymes such as 

HMGCoA reductase and the enzyme fatty acid synthase (FASN), and our results indicate that 

the PGL I molecule increased the expression of the PPARγ transcription factor and the gene 

which encodes the prostaglandin E2 synthase enzyme (PGE2S) leading to increased 

production of PGE2. Through a reanalysis of proteomics data generated in our laboratory, we 

selected 12 potentially PGL I-binding proteins involved in lipid metabolism, as well as in the 

formation of CLs. In silico analysis of these proteins expanded information regarding their 

cellular location and the presence of transmembrane domains. Sequence analysis of these 

proteins also reinforced some of them as potential ligands of the PGL I molecule. We believe 

that the data generated from this study may contribute to a better understanding of this disease 

and a greater understanding of the development of neural lesions. 

Keywords: Leprosy. Mycobacterium leprae. PGL I. Proteome.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

A hanseníase, causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), é uma doença 

inflamatória crônica que acomete a mucosa das vias aéreas superiores, pele e nervos 

periféricos levando a deformidades físicas altamente incapacitantes (1). Apesar de remontar 

aos tempos bíblicos (apresentando, inclusive, relatos de casos no Egito a 4.300 anos a.C.), a 

doença permanece como um problema de saúde pública que aflige milhares de pessoas 

mundialmente (2). Ao lado do elevado número de novos casos registrados a cada ano, cerca 

de 200 mil, destaca-se ainda o estigma que acompanha a doença até os dias atuais, o qual 

afeta muito a vida dos indivíduos nos seus aspectos físicos, psicológicos, sociais e 

econômicos devido à associação com fatores como crenças, medos, preconceitos e sentimento 

de exclusão que impactam a busca ao tratamento (3).  

Conhecida como “lepra”, em 1970 o Brasil extinguiu oficialmente este termo e 

substituiu por “hanseníase” em homenagem ao médico norueguês Gerhard Armauer Hansen 

(1841-1912), que em 1873 descobriu o agente etiológico da infecção. As lesões no nervo e 

deformidades físicas características da hanseníase são explicadas pelo tropismo do M. leprae 

pela célula de Schwann (CS) dos nervos periféricos (4). Esta interação se dá pela aderência 

específica do M. leprae ao domínio globular (domínio G) da cadeia alfa 2 da laminina-2, 

isoforma mais abundante de laminina presente na lâmina basal e que envolve a CS (5). Esta 

ligação parece ocorrer por meio de duas principais adesinas na superfície da bactéria: o 

glicolipídeo fenólico I (PGL I) (6) e a proteína semelhante à histona (Hlp) (7-8). 

Particularmente, o PGL I está presente exclusivamente no M. leprae e é responsável pela 

especificidade imunológica ao bacilo.  

Dados publicados pelo nosso grupo mostraram que o M. leprae e o PGL I per se, 

foram capazes de induzir a formação de corpúsculos lipídicos (CLs) ricos em colesterol, estas 

organelas são relevantes para a sobrevivência do patógeno na célula hospedeira (9-10). 

Assim, o presente estudo buscou compreender melhor o papel do PGL I na gênese dos CLs, 

além de identificar possíveis alvos moleculares que possam explicar os mecanismos utilizados 

por este antígeno específico do M. leprae, na modulação do metabolismo lipídico e que 

possam subverter o acúmulo de colesterol a seu favor durante a interação com a CS. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 A Hanseníase e seus principais aspectos clínicos, imunológicos e epidemiológicos 

 

Uma das doenças mais antigas de que se tem relato, a hanseníase é uma 

micobacteriose de caráter crônico, que afeta a pele e os nervos periféricos devido ao tropismo 

do Mycobacterium leprae por macrófagos e células de Schwann (11). Até os dias atuais, a via 

de transmissão mais aceita, é a via do trato respiratório e acredita-se que a bactéria seja 

transmitida de pessoa para pessoa pelo contato direto, por um longo período, de um indivíduo 

saudável com paciente infectado (12). A doença apresenta um longo período de incubação, 

podendo levar de 3-10 anos para sua manifestação (13-14) e pode acometer indivíduos de 

todas as idades e de ambos os sexos. O bacilo inalado atinge, então, a mucosa respiratória e se 

espalha pelo organismo (15). Os tecidos primeiramente infectados pelo M. leprae são os sítios 

superficiais da pele e o nervo devido sua preferência por baixas temperaturas. Porém, outros 

órgãos podem ser afetados quando a doença não é controlada (16). Inúmeros fatores 

contribuem para a susceptibilidade à hanseníase, tais como fatores genéticos do hospedeiro, 

fatores ambientais, estado nutricional, vacinação com BCG e a taxa de exposição ao M. leprae 

(17). 

O diagnóstico da hanseníase é principalmente clínico, com identificação de lesões com 

alteração de sensibilidade. Em unidades de referência são, ainda, realizados exames adicionais 

para a determinação do índice bacteriológico por meio de esfregaço de linfa, assim como 

análises histopatológicas (18). A poliquimioterapia (PQT) é um tratamento simples e 

altamente efetivo, embora considerado longo, que pode ser empregado na cura de todas as 

formas clínicas da hanseníase. São utilizadas em geral uma combinação de três drogas: 

rifampicina, clofazimina e dapsona. O esquema terapêutico depende muito das formas clínicas 

da doença. De uma maneira geral em pacientes multibacilares (MB) é recomendado uma 

combinação de rifampicina, clofazimina e dapsona pelo período de 12 meses, já para os 

paucibacilares (PB) são utlizadas apenas rifampicina e dapsona por 6 meses (19-20).  

 

A hanseníase pode se manifestar dentro de um amplo espectro de formas clínicas. 

Atualmente, a classificação mais adotada na pesquisa é a descrita por Ridley & Jopling 

(1966), fundamentada no aspecto clínico e histopatológico das lesões, na resposta imune do 
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hospedeiro e na carga bacilar. Assim, foram definidas as formas polares e interpolares da 

doença, conforme apresentadas na Figura 1. Nesta classificação, o polo tuberculoide (TT) é 

caracterizado pelo padrão de resposta do tipo Th1 com características pró-inflamatórias, onde 

a interleucina-2 (IL-2), age como um fator de crescimento autócrino para células T auxiliares 

CD4+, que secretam interferon-gama (IFN-γ) ativando macrófagos (imunidade celular), 

levando uma diminuição da carga bacilar. Já no polo lepromatoso (LL), o padrão de resposta é 

do tipo Th2 com características anti-inflamatórias, com a presença de células T auxiliares 

CD8+, onde a IL-4 age como um fator de crescimento para células T supressoras, estimulando 

a diferenciação de células B e a produção de anticorpos (imunidade humoral). As formas 

intermediárias, são denominadas borderline, que são borderline tuberculoide (BT), borderline 

borderline (BB) e borderline lepromatoso (BL), as quais oscilam entre as manifestações da 

forma TT e LL (21). 

 

Figura 1 - Representação esquemática das diferentes formas clínicas da hanseníase de acordo 

com Ridley & Jopling, 1966 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As formas clínicas da hanseníase apresentam dois polos, polo tuberculoide (TT) e polo lepromatoso 

(LL), com as diferentes formas intermediárias “borderline tuberculoide” (BT), borderline borderline” 

(BB) e “borderline lepromatosa” (BL). O padrão de resposta Th1 é observado nas formas TT, BT e 

BB, apresentando características pró-inflamatórias, onde IFN-γ ativa os macrófagos (imunidade 

celular) levando a dimunuição da carga bacilar e formação de granulomas. As formas LL e  BL 

exibem um padrão de resposta Th2, com características anti-inflamatórias levando a produção de 

anticorpos (imunidade humoral) apresentando alta carga bacilar e formação de macrófagos 

espumosos.  

Fonte: Adaptado de Ridley & Jopling. (21).  
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Essa classificação, embora completa, apresenta dificuldades para aplicação em nível 

operacional, e para facilitar a divisão dos pacientes, a OMS propôs a classificação em 

multibacilares (MB) e paucibacilares (PB), que adota como critério o resultado da pesquisa 

de bacilos nos esfregaços cutâneos, com a intenção de operacionalizar o diagnóstico e 

controle da doença, sendo considerados paucibacilares os pacientes que manifestam até cinco 

lesões, chamado de hanseníase tuberculoide ou polo tuberculoide (TT), na qual poucos 

bacilos são encontrados e multibacilares, aqueles com mais de cinco lesões, na qual uma 

grande carga bacilar está presente nas lesões, conhecida como hanseníase lepromatosa (LL) 

ou Hanseníase Virchowiana (22).  

 

Na forma BT da doença, IFN-γ, IL-2 e linfotoxina-α são secretados nas lesões, 

resultando em atividade fagocítica intensa. Macrófagos sob a influência dessas citocinas, 

juntamente com os linfócitos, formam granulomas bem definidos. Os linfócitos CD4+, são 

encontrados principalmente dentro deste infiltrado inflamatório, e os CD8+ são encontrados 

na área externa que o envolvem (23). Já a forma lepromatosa da hanseníase, apresenta um 

acúmulo de macrófagos com alta carga bacilar e grande quantidade de corpúsculos lipídicos 

(CLs), sendo denominado célula de Virchow. Estas células funcionam como meio de cultura 

para o M. leprae, permitindo o crescimento bacteriano em seu citoplasma onde são 

encontradas as aglomerações bacilares (24). Sabe-se, ainda, que a forma lepromatosa é 

caracterizada por pobre formação do granuloma. A produção é predominantemente das 

citocinas IL-4, IL-5, e IL-10, tem-se descrito que a IL-4 diminui a expressão dos TLR2 nos 

monócitos e que a IL-10 suprime a produção de IL-12, o que está associada com a 

predominância de linfócitos CD8+ nas lesões lepromatosas. A IL-4, paralelamente, estimula 

linfócitos B a produzirem anticorpos. Assim, o aumento dessas citocinas possibilitaria a 

persistência e replicação do M. leprae no interior do fagócito (25).  

Em 2017, foram detectados 210.671 novos casos de hanseníase em todo o mundo. A 

taxa de detecção foi de 2,77 por 100.000 habitantes, onde Índia e Indonésia apresentaram 

67,4% destes casos e 92,6% regionalmente. Já na região das Américas, o Brasil apresentou 

92,3% dos novos casos (Figura 2). A Índia, Brasil e Indonésia apresentaram 80,2% da carga 

global de hanseníase (2). O Brasil ainda ocupa uma posição de destaque no que se refere a 

doença, encontrando-se em segundo lugar no hanking, entre os países com maior incidência 

da doença (2). 
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Figura 2 -Taxas de detecção de novos casos de hanseníase no mundo em 2017 

 

Legenda: Os registros de casos da doença foram detectados em 150 países, como está demonstrado na figura 2. 

De acordo com o mapa, 33 países  relataram 0 casos e 38 relataram 1 a 9 casos, 64 relataram 100-999 

casos, no ano de 2017. A Índia ocupa o primeiro lugar com 126.164 novos casos, já o Brasil aparece 

em segundo lugar com 26.875  novos casos.  

Fonte: (2).  
 

Algumas regiões do Brasil atingiram a meta de eliminação da hanseníase que é de 

proposta pela OMS. No entanto, regiões como Norte (Rondônia, Acre, Amazonas, Roraima, 

Pará, Amapá e Tocantins, Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal e 

Goiás e Nordeste (Maranhão, Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, 

Alagoas, Sergipe e Bahia) do Brasil ainda apresentam altos números de casos da doença (26). 

Dados epidemiológicos mostram uma tendência de estabilização dos coeficientes de detecção 

da hanseníase no Brasil. No entanto, grandes variações são observadas dependendo da região 

avaliada (27). No ano de 2014, o Rio de Janeiro apresentou casos de hanseníase, com o 

coeficiente de prevalência de 0,55 por 10.000 habitantes, e com um coeficiente de 1,86 por 

100.000 habitantes em crianças com menos de 15 anos de idade. Diversos são os fatores 

associados à esta situação, dentre eles: densidade populacional, hábitos de vida, aspectos 

culturais, condições sanitárias e de moradia (27). Estes fatores compõem um cenário 

desfavorável que contribui para o crescimento do número de casos. 
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1.2 O agente etiológico da hanseníase 

 

A hanseníase é causada pelo M. leprae, é um bacilo em forma de bastonete reto ou 

ligeiramente encurvado, cora-se em vermelho pela fucsina e não se descora pela lavagem com 

álcool e ácido, como mostra na Figura 3 (15). Em 1873, o médico norueguês Gerhard 

Armauer Hansen, identificou o bacilo Mycobacterium leprae como o agente causador da 

lepra, a qual posteriormente teve seu nome trocado para hanseníase em sua homenagem (28). 

A bactéria faz prte do reino Monera, filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem 

Actinomycetales, família Mycobacteriaceae e gênero Mycobacterium. O M. leprae é um 

patógeno intracelular obrigatório, é considerada a única bactéria capaz de invadir os nervos 

periféricos no ser humano (15). 

 

Figura 3 - Macrófagos infectados com M. leprae. 

 

Legenda: A figura mostra os macrófagos (azul), altamente infectados pelo M. leprae (vermelho) 

Fonte: (29).  
 

     Até os dias atuais não é possível cultivar o M. leprae in vitro. Este fato dificulta 

seriamente o estudo de sua biologia e os mecanismos pelos quais se utiliza para causar a 

infecção dos nervos periféricos. Sendo assim, modelos in vivo são utilizados para a obtenção 

de grandes quantidades de bacilos utilizados na pesquisa. Os camundongos BALB/c 

apresentam temperatura média de 32ºC, ideal para multiplicação do bacilo. Com base nisso, 

em 1960 Shepard retirou o bacilo de paciente lepromatoso e implantou no coxim plantar de 

camundongos (30).  

Após o bacilo ser implantado, os camundongos não desenvolvem dano neural e a 

infeção se manteve localizada. Outro modelo in vivo que pode ser utilizado é o tatu, utilizado 
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para pesquisa médica. O M. leprae infecta o tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) de 

forma natural apresentando manifestações clínicas similares da hanseníase em humanos, tais 

como alterações estruturais e patológicas. Por conta disso, os tatus têm sido explorados como 

um importante modelo para compreender melhor a doença e seus danos causados no nervo 

(30). Nos dias atuais, o modelo utilizado para obter o M. leprae, é a mesma técnica que foi 

aplicada por Shepard, na qual ocorre a infecção do bacilo no coxim plantar de camundongos 

congenitamente (nude) ou experimentalmente atímicos (31). Estes animais são extremamente 

susceptíveis à infecção pelo M. leprae. Após a purificação, os bacilos podem ser utilizados 

vivos, por até uma semana (32). 

Uma característica das micobactérias é a sua intrincada parede celular que exerce 

importante papel na viabilidade bacteriana (33).  Isto pode ser observado no fato de que 

inibição de sua biossíntese é alvo de muitas drogas como: etambutol, isoniazida, dentre 

outras, utilizadas para o tratamento da tuberculose outra importante micobacteriose (33). A 

compreensão da biossíntese da parede celular e a função biológica de cada componente desta 

estrutura bacteriana, tem sido objeto de diversas pesquisas na última década. 

A composição do envelope celular das bactérias difere dentre as diferentes espécies. A 

figura 4 (A) mostra que as bactérias gram-negativas, apresentam na sua composição, 

lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas e algumas moléculas de peptídeoglicanos enquanto 

as gram-positivas figura 4 (B), são muito ricas em peptídeoglicanos e contêm em sua estrutura 

ácidos graxos como ácidos teicóicos e lipotecóico contendo também lipoproteínas (34). O 

elevado conteúdo de peptídeoglicanos nas bactérias gram-positivas confere capacidade de se 

fixar ao corante violeta. Micobactérias como M. leprae e M. tuberculosis figura 4 (C) têm sua 

parede celular  formada por três componentes estruturais principais que  formam um 

complexo  conhecido como mAGP: (m) são moléculas de ácidos micólicos, lipídeos de  

cadeia longa, (AG) polissacarídeos de arabinogalactana altamente ramificados e (P) uma rede 

de peptidoglicanos (34). Apesar desta rede de peptídeoglicanos, as micobactérias são coradas 

pelo método de Gram devido seu alto conteúdo lipídico que tornam estes bacilos álcool-ácido 

resistentes (BAAR), sendo corados pelo método de Ziehl-Neelsen (34). Além deste complexo 

molecular, lipoglicanos como lipoarabinomana (LAM) e lipomananas (LM), ancoram a 

membrana plasmática um segmento de membrana mais externo rico em lipídios, como os 

glicolipídeos, fitiocerol dimicocerosato (PDIM), monomicolato de trealose (TMM) e o 

glicolipídeos fenólicos como por exemplo o PGL I, um glicolipídeo específico do M. leprae 

(34), cujo papel na etiopatogênese da doença desperta grande interesse, devido a sua 
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utilização como diagnóstico precoce da infecção (35), bem como sua participação na 

interação patógeno-célula hospedeira (36). 

 

Figura 4 - Composição da parede celular de bactérias gram negativas, bactérias gram positivas 

e micobactérias 

 

 

Legenda: A figura (A) mostra que bactérias gram-negativas, apresentam na sua composição, canais de porina, 

lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas e algumas moléculas de peptídeoglicanos. A presença do 

(LPS), vai contribuir para o seu transporte, por meio de canais de porinas ou transportadores 

especializados. Já na figura (B), são bactérias gram-positivas que são muito ricas em peptídeoglicanos 

na sua parede celular, tornando bem espessa e em sua estrutura contêm ácidos graxos como ácidos 

teicóicos e lipotecóico contendo também lipoproteínas. Na figura (C) representa a parede celular de 

micobactérias como M.leprae e M. tuberculosis, estão presentes moléculas de ácidos micólicos, 

lipídeos de cadeia longa, (AG) polissacarídeos de arabinogalactana altamente ramificados e (P) uma 

rede de peptidoglicanos.  

Fonte: Adaptado de Brown, et al. 2015. 

 

 

1.2.1 Glicolipídeo fenólico 1 (PGL I) e seu papel na etiopatogênese da hanseníase  

 

 

O glicolipídeo fenólico 1, PGL I, específico do M. leprae, está localizado mais 

externamente na parede celular. Sua estrutura é composta de um trissacarídeo, ligado a um 
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grupamento fenólico, e este a uma molécula de ftiocerol de micocerosato.  A figura 5 mostra a 

diferença estrutural entre os PGLs de outras micobactérias (37). O PGL I caracteriza-se por 

ser um antígeno específico do bacilo, podendo ser encontrado em tecidos, no sangue 

circulante e na urina de doentes multibacilares. É detectado também em tatus infectados com 

o M. leprae (38). Acredita-se que o PGL I esteja relacionado com a carga bacilar, porque na 

forma tuberculoide (TT) não é observada a produção de anticorpos anti-PGL I, sugerindo uma 

infecção paucibacilar, já que na forma lepromatosa (LL) observa-se a produção de anticorpo 

anti-PGL I, sugerindo uma infecção multibacilar (39).  

 

Figura 5 - PGLs das micobactérias 

 

Legenda: Esta figura mostra a diferença estrutural, entre os PGLs das micobactérias de crescimento lento, a 

estrutura química comum aos PGLs micobacterianos representa a porção lipídica ligada ao anel 

fenólico representada pela letra (R), o que difere entre elas é a porção glicídica. A figura (A) é o PGL 

I de M. leprae, a estrutura do PGL I é composta de um trissacarídeo, ligado ao grupamento fenólico e 

este a uma molécula ftiocerol de micocerosato. Na figura (B) é o PGL-tb de M. tuberculosis, também 

apresenta um trissacarídeo mas com composição diferente e a figura (C) é o PGL de M.bovis BCG, 

que é um monossacarídeo, ou seja, apresenta apenas um acúcar. (Me) grupamentos metila 
Fonte: (37).  

 

O PGL I é uma importante molécula envolvida na interação do M. leprae com a célula 

de Schwann. Esta interação se dá pela porção trissacarídica deste glicolipídeo com o domínio 

G da cadeia α da laminina- 2 presente na lâmina basal de CS (6). Rambukkana e 

colaboradores em 2002 mostraram que, tanto o M. leprae morto por irradiação gama quanto a 

fração da parede celular e PGL I per se foram capazes de induzir a desmielinização das CS 
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com uma eficiência comparada à bactéria viva após 24 horas de interação (40). Portanto, o 

PGL I é um importante fator de virulência associado a patogênese da hanseníase (35). 

Além do seu papel na adesão e invasão de células hospedeiras, o PGL I encontra-se 

envolvido na modulação da resposta imune (36, 41). As células T de pacientes com 

hanseníase expostos ao PGL I, demonstraram uma baixa resposta proliferativa (37). 

Hashimoto e colaboradores em 2002, examinaram a sensibilidade de células dendríticas (DC) 

derivadas de monócitos de indivíduos saudáveis e também investigaram a influência da 

infecção micobacteriana, na função das células apresentadoras de antígenos. Este grupo 

mostrou que as DCs tratadas com anticorpo monoclonal, para PGL I e infectadas com o M. 

leprae, expressou o PGL I na superfície da célula, que apresentou características 

imunossupressoras e provocou o seu mascaramento na superfície de DC. Na superfície celular 

das DCs, o PGL I atuou como um anticorpo específico que regulou positivamente a resposta 

proliferativa de células T CD4+ e CD8+ e a produção de IFN-γ pelas células T. Estes 

resultados indicam que os componentes individuais do M. leprae, como o PGL I, são mais 

eficazes na estimulação de células T do que a bactéria inteira (42). 

Outra pesquisa relatou que células mononucleares do sangue periférico (PBMC), pré-

incubadas com PGL I, perderam a capacidade de secretar citocinas como TNF, IL-1β, em 

resposta ao lipopolissacarídeo (LPS), sugerindo que o PGL I modula negativamente a 

expressão de citocinas. Também foi observado que o PGL I, foi capaz de inibir a maturação e 

ativação de DCs (37). Manca e colaboradores em 2012, utilizaram o LPS como controle 

positivo, e demonstraram que o PGL I puro era um estimulador fraco de TNF-α, IL-1β e IL-

10, porém ao mesmo tempo induzia altos níveis de MCP-1 e IL-1Ra, mediadores associados 

com a supressão de IL-12 e IL-1β (41).  

Tabouret e colaboradores (2010) construíram uma cepa de Mycobacterium bovis BCG 

reprogramado para sintetizar PGL I como constituinte da sua parede celular (rBCG PGL I). O 

BCG apresenta um glicolipídeo na sua parede celular chamado de (mycosídeo B), que foi 

substituído pelo PGL I, passando a expressá-lo como constituinte da sua parede celular. Neste 

trabalho, foi demonstrado que a cepa recombinante (rBCG PGL I) possui uma maior 

capacidade de ser fagocitada, quando comparado com a cepa selvagem que contém o vetor 

vazio, (BCG WT). Os autores deste trabalho mostraram, também, que a cepa (rBCG PGL I) 

diminui a secreção de TNF e a expressão de NF-kB em macrófagos. Todavia, este mesmo 

grupo mostrou que monócitos humanos expostos à cepa rBCG PGL I, produzem mais 
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citocinas IL-12 e TNF, sugerindo que dependendo do tipo celular o PGL I pode modular de 

forma positiva ou negativa a resposta imune da mesma (37). 

Durante o doutoramento de Acosta e colaboradores em 2016, foi demonstrado que a 

expressão do glicolipídeo PGL I no BCG recombinante aumenta a capacidade da bactéria de 

aderir à CS humanas da linhagem ST-8814. No entanto, BCG selvagem e BCG expressando 

PGL TB apresentam capacidade reduzida de aderir a estas células. Além disso, a cepa BCG-

PGL I induziu a formação de CLs, de maneira similar à infecção pelo ML vivo. Estes dados 

indicam que esta molécula, específica do ML, participa da modulação do metabolismo 

lipídico na célula hospedeira. Mais estudos são necessários para uma melhor compreensão do 

amplo papel do PGL I na fisiopatologia da hanseníase. 

 

 

1.3 A interação do M. leprae com a célula hospedeira e suas repercussões sobre a lesão 

neural na hanseníase 

 

A primeira linha de interação entre o M. leprae e o homem é mediada por receptores 

das células do hospedeiro, que reconhecem padrões moleculares das micobactérias, os 

chamados receptores de reconhecimento de padrões (PRR). Exemplo desse tipo de receptores, 

os receptores Toll-like (TLRs) são essenciais para o reconhecimento de patógenos, pelos 

macrófagos e pelas células dendríticas durante a resposta da imunidade inata (25). Dez TLRs 

já foram identificados, dos quais os heterodímeros TLR2-TLR1, os homodíimeros TLR2 e 

TLR4 parecem ser importantes para o reconhecimento de micobactérias. Os receptores TLRs, 

especialmente o TLR-2, são ativados por lipoproteínas do M. leprae, e a capacidade de iniciar 

a resposta protetora esta diretamente relacionada com a secreção de IL-12 e a diferenciação de 

macrófagos e células dendríticas (25). Estas últimas apresentam o antígeno e causam a 

ativação de células T virgens através da secreção de IL-12. Esse processo pode levar a 

expansão e diferenciação de células Th1 produtoras de interferon (IFN-γ), que induz os 

elementos da resposta imune responsáveis pela eliminação do bacilo, controlando assim a 

evolução da doença (25). A lesão neural observada na hanseníase se deve ao tropismo do M. 

leprae pelo sistema nervoso periférico (SNP). No nervo, o bacilo é preferencialmente 

encontrado no interior de células de Schwann (CS) de fibras amielínicas (43). Para alcançar a 

CS, o ML precisa interagir com a lâmina basal dos nervos periféricos como na figura 6.  
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As CS do SNP apresentam dois fenótipos: mielinizantes e não mielinizantes, que 

manifestam resposta diferente ao Mycobacterium leprae. Uma característica interessante das 

CS mielinizantes é a sua maior resistência à invasão pelo M. leprae, quando comparada as 

células não mielinizantes (44, 6). As células, do segundo fenótipo, são o nicho natural para 

multiplicação da bactéria, permitindo a bactéria a proteção de respostas imunes do 

hospedeiro, sobretudo, fornecendo um local extremamente favorável a sua proliferação e 

sobrevivência, no sistema nervoso periférico (44, 6). No entanto, apesar da maior resistência 

destas células, após a adesão do bacilo, as mesmas começam à sofrer um processo de 

desmielinização (44, 6).  

Em 2002, Rambukkana e colaboradores mostraram que o M. leprae é capaz de induzir 

a desmielinização rápida na ausência de células imunes, por um mecanismo contato-

dependente, em um modelo in vitro de tecido nervoso (40). Este mesmo grupo observou 

também, que a viabilidade do M. leprae não é necessária para induzir este fenômeno in vitro. 

Neste trabalho, tanto M. leprae morto por irradiação gama quanto a fração da parede celular e 

PGL I per se, foram capazes de induzir a desmielinização com uma eficiência comparada à 

bactéria viva após 24 horas de interação (40).  

 

 

Figura 6 - Interação do M. leprae com a CS 

 

Legenda: A figura mostra o M. leprae,  interagindo com a laminina 2, que é uma proteína da matriz extracelular 

presente na lâmina basal, para poder atingir a CS dos nervos periféricos. Na figura também demonstra 

o axônio envolvido pela CS e bainha de mielina  

Fonte: (40). 
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Já foi demonstrado na literatura, que o metabolismo da glicose da CS, pode ser 

modulado pelo M. leprae após a infecção, levando ao aumento na captação de glicose e da 

enzima glicose-6-fosfato desidrogenase G6PDH da via da pentose fosfato PPP, e também 

diminuiu a atividade da cadeia respiratória mitocondrial e reduziu a produção de lactato (45). 

Nas lesões de pele LL, foi visto o aumento da expressão de G6PDH, quando comparados com 

biópsias de pele BT. Os autores trataram as CS com o antagonista de G6PDH, o 

aminonicotinamida (6–ANAM), infectaram com o M. leprae, e verificaram que após o 

tratamento retomou a produção de lactato, o potencial de membrana mitocondrial e reduziu a 

viabilidade do M. leprae, quando comparados com a CS infectada sem o tratamento. Com 

base nestes resultados, esta via PPP, pode estar envolvida no controle da hanseníase (45).  

Além desta característica, sabe-se também que o M. leprae altera a homeostase 

lipídica do hospedeiro por meio da regulação da biogênese de CLs em CS, onde os 

fagossomos bacterianos recrutam estas organelas (29). A biogênese de CLs nas CS infectadas 

apresenta um aspecto espumoso no interior da célula, e esse acúmulo de lipídeos irá contribuir 

para a sobrevivência bacteriana intracelular. Nas CS de amostras de fragmento de nervo de 

pacientes LL foi encontrado um acúmulo de CLs (29). Adicionalmente, já foi demonstrado o 

envolvimento do citoesqueleto no deslocamento intracelular dos CLs, mediado pelos 

microtúbulos (46-49). Com base nestes resultados, os autores avaliaram o envolvimento do 

citoesqueleto, no deslocamento do LD na infecção com M. leprae. As células foram tratadas 

com taxol, um medicamento estabilizador de microtúbulos, e citocalasina D (cytD), um 

fármaco que interrompe a actina. As células que foram tratadas com taxol ou cytD, 

demonstrou o aumento de M. leprae morto quando comparados com as CS sem tratamento. 

Mostraram que os fármacos reduziram a sobrevivência bacteriana, por ter interrompido a 

biogênese e o deslocamento intracelular de LD. Demonstraram que a biogênese de LD é 

importante para sobrevivênvia bacteriana, e estes resultados podem contribuir, para novas 

ferramentas para evitar ou controlar a lesão nervosa periférica na hanseníase (29). 

             O M. leprae após infectar a CS, impede a apoptose da célula hospedeira para que 

ocorra a infecção, pela indução do fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1). A CS 

infectada com M. leprae sem o soro, apresentou maior sobrevivência, e de modo dose-

dependente, o IGF-1 impediu a apoptose na CS. Também verificaram em outras 

micobactérias, como o Mycobacterium smegmatis e o Mycobacterium bovis (BCG), se iriam 

ter o mesmo resultado, mas mostraram que essas micobactérias não impedem a apoptose da 

célula hospedeira (50). Pode ser que essa função seja algo específico do M. leprae, por conta 
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da sua parede celular ser composta por um trissacarídeo único, diferente das outras 

micobactérias (50). Por isso, foram verificar se o M. leprae controla o potencial  

transmembrana mitocondrial, porque as mitocôndrias exercem um papel importante na 

sobrevivência celular e apoptose. Quando o soro é retirado, que é o suprimento da célula, se 

inicia a via intrínseca da apoptose (50). Com base nisto, a CS infectada com M. leprae sem o 

soro, evitou a diminuição do potencial transmembrana mitocondrial, atrasando a ativação da 

caspase-3 (50). As CSs infectadas com M. leprae, apresentou maior expressão e secreção de 

IGF-1 (50). Estes dados contribuem para uma melhor compreensão dos mecanismos, pelo 

quais o M. leprae se utiliza para garantir um nicho de sobrevivência e replicação no nervo.   

A Neuropatia pode desenvolver em todas as formas clínicas da hanseníase e 

caracteriza-se por ser um processo lento, progressivo, silencioso e irreversível, sendo esta 

última uma das principais preocupações na hanseníase. A lesão pode ocorrer não só após a 

infecção do M. leprae no nervo perférico, como também a partir das respostas inflamatórias e 

imunológicas (51). Os principais sinais da lesão no nervo são as lesões cutâneas, 

espessamento dos nervos e perda de sensibilidade (52). A neuropatia da hanseníase tem uma 

evolução extremamente crônica, porém, coexistem períodos agudos e subagudos durante 

reações inflamatórias imunomediadas, no decorrer da doença (52). 

  A neurite aguda acomete mais os pacientes com reações hansênicas, que são episódios 

de  exacerbação inflamatória por conta da intensa resposta imune do indivíduo ao M. leprae 

(53). Na reação reversa desenvolve-se extensa desmielinização, havendo grande chance de 

recuperação, enquanto, nas formas mais graves, desenvolvem-se granulomas e abscessos que 

resultam, quase sempre, em uma rápida degeneração axonal (53). No ENL há inflamação 

difusa, celular e humoral, resultando em intenso edema intraneural, que pode levar à 

compressão dos troncos nervosos, causando inicialmente desmielinização do segmento 

posteriormente, perda axonal, caso não haja controle da neurite (53).  

 As compressões ocorrem onde os nervos cruzam, tal como ocorre nas regiões do 

cotovelo, punho, joelho e tornozelo. Esse processo inflamatório intenso, que resulta em muito 

edema, consequentemente, ao aprisionamento do nervo, ocasionando intensos distúrbios da 

função neural (53). A neurite em alguns pacientes evolue com perda neural insidiosa e sem a 

presença das manifestações tais como: dor, parestesias e disestesias, caracterizando a 

denominada neurite silenciosa (NS), cujo reconhecimento é de grande importância clinica, 

pois o atraso no diagnóstico pode resultar em danos neurais irreversíveis. A neurite silenciosa 

costuma ocorrer em dois momentos: na fase inicial de crescimento bacilar nas células de 
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Schwann, com a desmielinização segmentar, e num período mais tardio, tendo como causa a 

fibrose intersticial, na qual se pode encontrar evolução sem dor ou sintomatologia pouco 

relevante (53). 

 

 

1.4 Corpúsculos Lipídicos: biogênese e mecanismos de modulação da resposta imune 

 

 

 Anos atrás, os corpúsculo lipídicos (CL) eram considerados apenas como organelas 

que estocavam lipídeos. Muitos estudos analisaram por espectometria de massa e verificaram 

várias estruturas interagindo com esta organela, sendo esta interação importante para manter a 

homeostase celular (54). Esta organela é importante nos tecidos para o armazenamento de 

energia ou renovação lipídica, no tecido adiposo, fígado, intestino (55-57). Também encontra-

se acumulados no músculo esquelético, córtex adrenal, macrófagos e nas glândulas mamárias 

(58). Os estudos que já foram realizados com o CL, touxeram novas descobertas e 

demonstraram que além de seu papel no armazenamento de lipídeos, também foram 

reconhecidas novas funções como armazenamento (59), degração de proteínas (60), auxilia no 

tráfego de membrana (61-62), é importante na replicação e montagem do vírus da hepatite C 

(HCV) (63) e também na neurodegeneração (64). As pesquisas que foram feitas com o CL, 

adquiriram novos conhecimentos ganhando sua importância e destaque no campo da biologia 

celular. 

Os CLs são originados no retículo endoplasmático (ER) pela lipogênese localizada, 

quando os ácidos graxos são liberados pelos triacilgliceróis (TAG) e entram na célula, o 

acúmulo de lipídeos neutros no espaço intermembranar do ER, leva a formação de uma lente 

lipídica, que cresce e dobra a membrana em direção ao citosol, levando fosfolípidios do 

folheto citosólico (65). Após a formação da gotícula lipídica, duas enzimas diacilglicerol 

aciltransferase, DGAT1 e DGAT2, sintetizam triglicerídeos (TAG) em diacilgliceróis e acetil-

CoA (derivados de ácidos graxos, FAS). Os diacilgliceróis são convertidos em lípidos neutros 

(triacilgliceróis) por enzimas DGAT. As gotículas nascentes, dão origem a gotículas lipídicas 

maduras, que podem se soltar do ER ou permanecer conectadas (65). No tecido adiposo e em 

muitas outras células, a maior parte da hidrólise dos triglicerídeos é catalisada por uma única 

lipase, a lipase triglicerídica adiposa (ATGL). A gotícula lipídica também pode ser ativada 

por autofagia, uma membrana dupla (fagóforo) que cresce em torno de várias organelas, 
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incluindo gotículas lipídicas, mitocôndrias e vesículas, e as prende dentro de um 

autofagossoma, que se fundem com os lisossomos para formar autolisossomos. Os 

triglicerídeos são hidrolisados pela lipase ácida lisossomal (LAL) (65). 

A estrutura dos CLs é formada por diversas proteínas, as que são mais encontradas, 

como as da família PAT, que compõe a perilipina, a adipofilina (ADRP) e a TIP47 (66). 

Embora a função biológica de ADRP não tenha sido totalmente esclarecida, várias evidências 

apontam para um papel desta proteína na captação de ácidos graxos, ou seja, na ligação de 

ácidos graxos e colesterol, e na estocagem de lipídeos neutros (67). O ADRP atua, ainda, 

como ponto central do agrupamento de lipídios, para a formação de novos corpúsculos 

lipídicos. Além disso, também promove o estoque de colesterol, e triglicerídeos e reduz o 

efluxo de colesterol (68). A composição dos CLs consiste de um núcleo neutro, constituído 

por triacilgliceróis, ésteres de colesterol, diacilglicerol e cercado por monocamada de 

fosfolipídios (29). 

 

 

1.4.1 Implicações do metabolismo lipídico na patogênese da hanseníase 

 

 

Sabe-se, que a infecção com M. leprae afeta a homeostase lipídica em células 

hospedeiras (9). As lesões de pele de pacientes com a forma lepromatosa, apresentam uma 

característica clássica, que consite na presença de macrófagos espumosos altamente 

infectados. O aspecto espumoso se deve ao acúmulo de lipídeos derivados do hospedeiro, tais 

como os fosfolípideos oxidados e ésteres de colesterol. O acúmulo de lipídeos leva à 

formação de organelas citoplasmáticas chamadas de corpúsculos lipídicos (CL) (9).  

Nosso grupo demonstrou que nas lesões de pacientes LL, os CLs são enriquecidos de 

colesterol e ésteres de colesterol, e que os lipídios acumulados nos macrófagos, os 

fosfolipídios oxidados, são derivados do hospedeiro (29). Também observou que no interior 

dos corpúsculos lipídicos induzido por M. leprae, ocorreu a produção de eicosanóides, entre 

eles a prostaglandina E2 (PGE2), que foi capaz de inibir a produção de citocinas Th1. 

Demonstraram que as lesões de pacientes LL, apresentaram uma elevada concentração de 

PGE2, produzida por macrófagos em resposta ao M. leprae, devido ao aumento da biogênese 

de corpúsculos lipídicos. A partir destes resultados, acreditamos que possivelmente a síntese 

de PGE2, ocorra no interior das células de Virchow, presentes nas lesões de pacientes LL, 
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contribuindo assim com a inibição da atividade bactericida dos macrófagos, regulando 

negativamente a respostra imune (29). A PGE2, é um eicosanoide, e também um mediador 

lipídico do grupo das prostaglandinas derivado do ácido araquidônico. A via das 

prostaglandinas é realizada após um estímulo, com isso a enzima fosfolipase A2 é ativada por 

citocinas pró–inflamatórias, levando a degradação dos fosfolípideos e a produção de ácido 

araquidônico (69). 

Dentre os lipídeos acumulados na célula infectada, o colesterol e éster de colesterol 

foram identificados, por Mattos e colaboradores em 2014, onde o M. leprae também foi capaz 

de induzir o acúmulo de colesterol intracelular, pela modulação positiva de receptores de 

captação de colesterol extracelular e da síntese de novo do mesmo (70). Além disso, os 

autores demonstraram que ao reduzir as concentrações de colesterol intracelular com o uso de 

estatina (que possui ação inibidora da ativadade da hidroximetilglutaril-Coenzima A redutase 

HMGCoA redutase), havia uma redução na viabilidade da micobactéria (70). Corroborando 

os dados anteriores, Lobato e colaboradores em 2014, demonstraram que as estatinas são 

capazes de aumentar a atividade microbicida da rifampicina, antibiótico utilizado na rotina de 

tratamento da hanseníase, sugerindo assim que o aumento dos níveis de colesterol intracelular 

possui um caráter anti-inflamatório, protegendo a bactéria, não somente do sistema 

imunológico, como também dos antibióticos (71). 

Na formação do corpúsculo lipídico a enzima FASN, por ser uma ácido graxo sintase, 

aumenta síntese de lipídeos e em estudo com células cancerosas, observa-se que o aumento da 

expressão desta enzima leva a um acúmulo de CLs (72). Estas organelas lipídicas, requerem 

reorganização de componentes estruturais como citoesqueleto e ativação de enzimas 

lipogênicas. Recentemente, foi demonstrado, por microscopia confocal, a participação de 

componentes de citoesqueleto e de duas enzimas lipogênicas, ácido graxo sintase e 

glicerofosfato desidrogenase durante a formação de CLs. Neste mesmo trabalho, foi 

evidenciado por imunoprecipitação que vimentina e PLIN1 (perilipina 1 ou adipofilina) 

associam-se durante os estágios iniciais de diferenciação e formação de corpúsculo lipídico 

(73). A vimentina é uma proteína de filamento intermediário importante na formação do 

citoesqueleto. Em 1996, Lieber e colaboradores mostraram, que o rompimento do filamento 

de vimentina inibia a formação de CLs em adipócitos (3T3-L1) (74). Na literatura já foi 

demonstrado, que a formação de CLs em adipócitos humanos, envolve a organização de um 

complexo de vimentina e perilipina, principalmente a perilipina 1 (PLIN1) ou adipofilina 

(75).  
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As micobactérias patogênicas regulam diversos genes dentro do hospedeiro, 

modulando o metabolismo lipídico para sua sobrevivência. Os receptores ativados de 

peroxissomas proliferantes (PPARs), são fatores de transcrição da família de receptores 

nucleares, regulam a expressão de diversos genes relacionados ao metabolismo dos lipídeos e 

da glicose. Três proteínas, codificadas por genes distintos, têm sido identificadas: PPARα, 

PPARβ e PPAR(76) ץ. Os PPARs são fatores de transcrição ligantes dependentes, que 

regulam a expressão do gene-alvo, pela ligação a específicos PPREs (elementos responsivos 

aos proliferadores de peroxissoma), situados em sítios regulatórios de cada gene. O receptor 

liga-se ao PPRE como um heterodímero, juntamente com um fator proteico adicional, o 

receptor do ácido 9-cis retinóico (RXR) (76). Sob atuação de agonistas, a conformação do 

PPAR é alterada e estabilizada, criando um sítio de ligação, com posterior recrutamento de 

coativadores transcricionais, resultando em aumento na transcrição gênica (76).  

O PPARץ está expresso predominantemente no tecido adiposo e exerce um papel 

importante na diferenciação dos adipócitos e na expressão de diversos genes (76). As 

anormalidades do metabolismo lipídico devem estar envolvidas com os processos 

bioquímicos e, consequentemente, clínicos da aterosclerose (76). O envolvimento bioquímico 

vem sendo desvendado pela caracterização de um receptor nuclear: PPARץ. aterosclerose é 

caracterizada pelo acúmulo gradual de lipídeos na parede arterial (placa aterosclerótica). A 

disfunção do endotélio resulta da inflamação crônica da parede vascular, proliferação de 

células musculares lisas e da formação de células espumosas (77). O PPARץ também pode 

promover a proliferação da placa aterosclerótica, na medida em que estimula a captação de 

LDL oxidada, um evento crítico na formação das células espumosas, por promover a 

transcrição de RNAs que codificam receptores de superfície específicos para lipoproteínas, 

possibilitando, desse modo, um maior aporte de lípideos locais, onde a placa de aterosclerose 

está se desenvolvendo. O PPARץ pode afetar a formação das células espumosas, modulando a 

resposta inflamatória e influenciando a estabilidade da placa (77).  

Dados apresentado em 2018 pelo nosso grupo, mostraram que o PGL I está envolvido 

na ativação de um cross-talk entre PPARγ e o receptor de manose CD206 contribuindo para o 

sucesso do M. leprae na colonização dos nervos periféricos (10). O PPARγ regula a expressão 

do gene ADRP (77). Mattos e colaboradores em  2010, detectaram a expressão da proteína 

ADRP em biópsias de pele e nervo de pacientes com hanseníase lepromatosa (29). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

A hanseníase, ainda continua sendo um importante problema de saúde pública é uma 

doença crônica responsável por lesões irreversíveis do sistema nervoso periférico, sendo uma 

das causas mais comuns de neuropatia periférica não traumática. Estas lesões resultam em 

perda sensorial e sensório-motora como consequência da infecção da célula de Schwann, e 

não podem ser revertidas com o uso da PQT. Portanto, estratégias terapêuticas alternativas, 

somadas ao uso de antibióticos que possam eficazmente combater ou prevenir as injúrias 

neurológicas, são foco de diversas pesquisas.  

Logo, a compreensão das bases bioquímicas e moleculares pelas quais o M. leprae 

induz a neurodegeneração, é de fundamental importância para a prevenção da progressão da 

hanseníase. O PGL I parece ser crucial para a invasão, sobrevivência e proliferação do M. 

leprae num ambiente intracelular. Portanto, este trabalho visa compreender de que maneira o 

PGL I poderia estar influenciando na célula de Schwann, focando essencialmente em vias 

associadas ao metabolismo lipídico, síntese de colesterol e de formação de CLs, assim como 

em mecanismos ligados ao transporte reverso de colesterol.  

Para isto, utilizaremos esferas de poliestireno revestidas com PGL I e a cepa rBCG 

PGL I, cedido pelo Dr. Christophe Guilhot, Institut de Pharmacologie et Biologie Structurale, 

Toulouse, França. Os dados gerados a partir do presente estudo poderão contribuir para: i) 

trazer novas perspectivas com relação ao entendimento destas lesões neurológicas; ii) 

identificação de potenciais alvos que poderão ser objeto para o desenvolvimento de terapias 

complementares e iii) trazer novas perspectivas para uma maior compreensão desta doença 

milenar que aflige milhares de pessoas até os dias atuais. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar o papel do glicolipídeo PGL I do Mycobacterium leprae, no metabolismo 

lipídico e formação de corpúsculos lipídicos em células de Schwann.  

 

 

3.1.2 Objetivos específicos 

 

a) Analisar o papel do PGL I, na regulação da expressão de genes e proteínas  

envolvidas  na síntese de ácidos graxos e de colesterol em células de Schwann; 

b) Analisar o papel do PGL I, na regulação da expressão do fator de transcrição 

PPARγ da enzima PGE2 sintase e do mediador lipídico PGE2 em células de 

Schwann; 

c) Reanalisar algumas proteínas identificadas, como  potenciais ligantes de PGL 

I identificados no interactoma, com as frações proteínas citosólicas e de 

membrana; 

d) Validar a interação de potenciais ligantes das células de Schwann com PGL I; 

e) Analisar a localização celular e a presença de domínios transmembrana das 

proteínas selecionadas como potenciais ligantes de PGL I, usando programas de 

bioinformática; 

f) Analisar a rede de interação entre as proteínas selecionadas e sua interação 

com o fator de transcrição PPARγ; 

g) Predizer a presença de domínios de ligação para PGL I e potenciais ligantes 

das proteínas selecionadas no interactoma com PGL I. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Micobactérias 

 

 

M. bovis BCG recombinante expressando PGL I (BCG-PGL I), BCG selvagem com o 

plasmídeo vazio (BCGWT) foram cedidos gentilmente pelo Dr. Christophe Guilhot, do 

Institute de Pharmacologie et Biologie Structurale, Toulouse, França. As micobactérias foram 

cultivados em meio líquido Middlebrook 7H9 (DIFCO laboratories, EUA), suplementado 

com 0,05% de Tween 80 (DIFCO laboratories, EUA) e com 10% Middlebrook ADC 

(albumina bovina, dextrose e catalase) assimcomo contendo 50 μg/mL kanamicina, sob 

constante agitação por 15 dias. O tempo de cultivo foi de aproximadamente 15 dias, sob 

constante agitação, à temperatura de 37º C. Ao atingir aproximadamente DO600=0,8 

correspondente à fase exponencial do crescimento micobacteriano, o cultivo foi interrompido 

e aliquotado em 20% glicerol e estocado em freezer -70 º C para posterior uso em ensaios de 

infecção. Para a utilização nos ensaios de infecção, as alíquotas congeladas de M. bovis BCG 

em 20% glicerol foram centrifugadas a 16000 xg por 10 min e ressuspensas em meio RPMI-

1640 sem adição de antibióticos. No caso do M. bovis BCG recombinante expressando Green 

Fluorescent Protein o antibiótico empregado foi a higromicina (50μg/mL). Após o cultivo os 

bacilos foram centrifugados, lavados, contados e utilizados nos experimentos de infecção com 

células de Schwann na multiplicidade de infecção, MOI 50:1. 

  Amostras de M. leprae Thai-53 viáveis isolados de coxim plantar de camundongos 

atímicos BALB/c (Nu/Nu) são doados mensalmente pela Dra. Patrícia Sammarco Rosa, do 

Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, Brasil. A purificação do M. leprae a partir do 

coxim plantar de camundongos nude infectados é realizada mensalmente pelo técnico de 

laboratório e ocorre após a infecção da pata dos camundongos atingir uma carga bacilar de 

cerca de 10
9
-10

10
 /g de tecido. Cerca de nove meses após a inoculação dos bacilos, os 

camundongos são sacrificados asfixiados com CO2 no interior de uma cabine de segurança 

biológica de classe II e tratados com luz UV por 3 minutos. A pata infectada é removida, 

imersa em iodo 20% por 20 minutos e rinsada com álcool 70%, sendo posteriormente 

fragmentada. As patas são mantidas em meio RPMI (LGC Biotecnologia) com 10%SFB 
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(SFB-Cripion Biotecnologia LTDA) a 4 ˚C e são enviadas ao laboratório de Microbiologia 

Celular – Pavilhão de Hanseníase (Fiocruz-RJ) para purificação.  

Os tecidos são fragmentados picando em pedaços menores com tesoura pequena e 

pinça estéreis. Os fragmentos são transferidos para uma placa de 6 poços, aos quais se 

adiciona meio RPMI 1640. Adiciona-se solução de colagenase-dispase 2 vezesno poço em 

uma proporção 1:1 com o meio já no poço em conjunto com uma solução de ampicilina 

(Sigma-Aldrich, EUA) com concentração final de 50µg/mL. Homogeniza-se a placa por 

agitação suave e incuba-se a placa por 2 horas a 33ºC  Após a incubação, homogeniza-se 

novamente com o auxílio de uma ponteira de  1000µL e transfere para tubos eppendorfs de 

1,5 mL. Em seguida realiza uma centrifugação de 16000 xg por 5 minutos, em que se descarta 

o sobrenadante e lava o pellet duas vezes com água estéril livre de pirogênio. Posteriormente, 

dissolve-se o precipitado com uma solução da NaOH 0,1N estéril e então centrifuga 

novamente a 16000 xg por 5 minutos, descartando o sobrenadante. Em seguida, dissolve-se o 

precipitado com 1mL de meio RPMI 1640 estéril e homogeniza o material com o auxílio de 

uma seringa de insulina de 1mL para remover os grumos (Adaptado de Trombone, 2014). As 

bactérias foram quantificadas e alíquotadas contendo 10
9
 células/mL cada. Também foi 

realizado um controle sobre a viabilidade dessas bactérias utilizando o kit Live and Dead 

(Molecular Probes), utilizando o protocolo descrito pelo fabricante. 

 

 

4.2 Marcação de M. leprae e BCG-PGL I com o Fluoróforo PKH67 (verde) 

 

 

Para a realização dos experimentos de microscopia de fluorescência, as micobactérias 

foram marcadas com o fluoróforo PKH67 verde (Sigma). A concentração de micobactérias a 

serem marcadas com PKH67 é de acordo com a MOI 50:1, elas foram então centrifugadas por 

5 minutos à 16000 xg. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e o corante 

adicionado as bactérias sedimentadas. O corante foi diluído na solução fornecida pelo 

fabricante (1μL de corante para 250 μL de diluente) e adicionado à suspensão de bactérias por 

2 min, ao abrigo da luz e à temperatura ambiente. Para bloquear a reação era adicionado 250 

μL soro fetal bovino (SFB) por 1 minuto. Foi então centrifugado por 5 minutos à 16000 xg e a 

suspensão de bactérias foram ressuspendidas em Tampão fosfato salino (PBS) estéril e 

centrifugado novamente. As micobactérias marcadas foram ressuspendidas, em 100 μlL de 

PBS estéril. Por fim, as micobactérias foram adicionadas às culturas de CS, numa placa de 24 
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poços com lamínulas de vidro (CORNING) para imunoflorescência, na MOI de 50:1 por poço 

e deixou por 24h numa estufa à 37ºC com 5% de CO2.  

 

 

4.3  Recobrimento das esferas de poliestireno (Beads) com PGL I 

 

 

Preparo do PGL I: O PGL I liofilizado (10 mg), proveniente do BEI Resources (NR-

19342) foi ressuspendido no microtubo contendo 10 mg do PGL I em 1 ml do tampão 

bicarbonato de sódio 0,05 M (pH 9,6) com auxílio de uma pipeta. Em seguida, sonicar, em 

sonicador de banho, a amostra durante 30 segundos e depois passar o 1 ml da solução de PGL 

I para um tubo tipo Falcon contendo 9 ml de tampão bicarbonato de sódio 0,05 M (pH9,6). 

Homogeneizar por inversão do tubo. Aliquotar a solução de PGL I, a cada 1 mL, em 

eppendorf, deixando a concentração em 1 mg/ml. As alíquotas devidamente identificadas 

devem ser armazenadas à -20
o
C. Retirar 100 µg da solução de PGL I 1mg/ml, que foi 

preparada anteriormente, que corresponde 100 µl da solução. Após a preparação do PGL I, 

adicionar 2x10
8 

de “beads” por eppendorf, que equivale à 5µL de “beads” comum de 3μM de 

diâmetro, da concentração de 2x10
10

/mL (Sigma LB-30), já o “beads” verde fluorescente de 

1 μM de diâmetro, adicionar 15 µL da concentração 6,5x10
9
/mL (Invitrogen). Depois 

avolumar para 500 µL com tampão bicarbonato de sódio (pH 9,6). Incubar a solução contendo 

“beads” e PGL I, por 3 horas à temperatura ambiente, sob agitação. Posteriormente, 

centrifugar a solução à 16000 xg (15 minutos) e após a centrifugação descartar o 

sobrenadante. Avolumar com 100 µL de PBS estéril. Os “beads” utilizados no protocolo, são 

partículas coloidais com carga negativa, e a interação com o PGL I é por carga. (Adaptado de 

Rambukkama, 2000). 

 

 

4.4 Cultivo e manutenção de SC da linhagem ST8814 

 

 

 Esta linhagem foi isolada de um paciente com neurofibromatose tipo I e doada pelo 

Dr. Jonathan A. Fletcher (Harvard Medical School, Boston, EUA). As células serão cultivadas 

em meio RPMI 1640 contendo 10% Soro fetal bovino, 10 mM de HEPES, 1 mM de L-
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Glutamina (Invitrogen). As culturas foram mantidas em atmosfera de 5 % CO2 a 37°C. Para 

início do cultivo, as células foram descongeladas em banho-maria a 37ºC, adicionadas em um 

volume de 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. As 

células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 4 ºC para a retirada do crioprotetor 

DMSO (dimetil sulfóxido – Sigma Chemical Company) e então 1x10
6
 células foram 

ressuspensas novamente em meio RPMI suplementado, sendo cultivadas em garrafas de 

cultura de 25 cm
2
 (Nunc A/S, Roskide, Dinamarca) em 5% de CO2 a 37ºC até obter uma 

confluência de 90%. Estas células são aderentes e a sua manutenção foi feita por repiques 

retirando o sobrenadante da cultura, lavando a monocamada com PBS, ressuspendendo as 

células adicionando 1 mL de tripsina (0,125%) (Invitrogen) e levando-as à estufa por 1 à 2 

minutos. Em seguida, 3 mL de meio RPMI suplementado foi adicionado e a suspensão 

centrifugada à 1500 rpm por 10 minutos a 4 ºC. Para o plaqueamento, as células eram 

quantificadas na câmara de Neubauer e tinham a viabilidade celular aferida pelo método de 

exclusão do corante Azul de Tripan (Sigma-Aldrich). Estas células são armazenadas e 

estocadas em vials no nitrogênio líquido, em 1 mL de solução de congelamento, 90% de soro 

fetal bovino (SFB, Cripion Biotecnologia LTDA) em 10% de DMSO.   

 

 

4.5 Detecção de Corpúsculos lipídicos 

 

 

A detecção dos corpúsculos lipídicos produzidos pelas CS foi feita plaqueando cerca 

de 40.000 CS/poço sobre lamínula de vidro (CORNING) em placas de cultura de 24 poços. 

As culturas foram mantidas a 2% SFB/33°C e infectadas ou não com micobactérias, ou 

estimuladas com as “beads” e tratadas ou não com drogas. Após 48 h do estímulo as células 

foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% durante 20 minutos a 4ºC, e 

lavadas com PBS por duas vezes. Os CLs foram evidenciados utilizando o Óleo Vermelho - 

Oil Red O (ORO).  

Marcação com ORO: as células foram recobertas com propilenoglicol 100% por 5 

minutos após a remoção deste, foi adicionado ORO (0,5% em propilenoglicol) durante 7 

minutos, passado este tempo o ORO foi retirado e acrescentou se propilenoglicol 85% por 3 

minutos, posteriormente as lamínulas foram lavadas com água destilada. As lamínulas foram 

montadas sobre lâminas de microscopia utilizando-se resina sintética (Entellan®, Merck). O 

121212121 
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núcleo celular foi marcado com 4', 6- diamino- 2- fenilindol (DAPI). Os corpúsculos lipídicos 

foram visualizados em vermelho e o núcleo marcado em azul no microscópio de fluorescência 

Carl Zeiss usando o programa AxioVision SE64 Rel. 4.9.1. (aumento de 40x).  

 

 

4.6 Análise de expressão gênica de vias envolvidas no metabolismo lipídico 
 

 

4.6.1 Extração de RNA total 

 

 

As culturas de ST8814 não infectadas, estimuladas com  beads PGLI ou infectadas 

com rBCG-PGLI  foram lavadas com PBS. As amostras foram coladas em microtubos livres 

de RNAse, depois foi  adicionado 1mL  De Trizol (Life technologies, USA). Em seguida foi 

adicionado 200 µL, agitar manualmente até obter uma mistura leitosa. Deixar por 5 minutos a 

temperatura ambiente (25ºC). Foram centrifugados a 12000 xg por 15 min a 4ºC, o 

sobrenadante (fase aquosa superior) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foi 

adicionado 500 µL de isopropanol e agitou bem. As amostras foram armazenadas a - 70ºC 

overnight. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12000 xg por 20 min a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e ficou secando a temperatura ambiente (25 ºC) por cerca de 10 

min. Foram adicionados 500 µL de etanol 70%, em seguida as amostras foram centrifugadas 

10000 xg por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi removido e o RNA ficou secando a 

temperatura ambiente (25ºC) por cerca de 10 min. O RNA foi ressuspenso em 20µL de água 

RF (RNase-Free Water). Depois as amostras foram armazenadas no freezer -70ºC até o 

momento do experimento (Protocolo adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

 

4.6.2 Quantificação dos Ácidos Nucleicos 

 

 

A quantificação dos ácidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria utilizando o 

instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). Inicialmente foi lido 1 μL de 

água DEPC/água de ampola para determinar o “branco”. Em seguida, 1μL de cada amostra 

foi lido contra o “branco” no comprimento de onda de 260 nm. A avaliação da pureza foi 

determinada pela razão da absorbância (A) em dois comprimentos de onda: A260/280 indica o 

grau de contaminação por proteínas, enquanto A260/230 indica o grau de contaminação por 
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compostos orgânicos. As amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as 

razões A260/280 e A260/230 apresentaram valores > 1,8.  

 

 

4.6.3 Análise da integridade do RNA  

 

A integridade do RNA extraído foi avaliada por gel desnaturante de agarose (Life 

technologies, EUA) a 1,2% em tampão MOPS 1X (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente as 

amostras foram desnaturadas adicionando-se 150 ng de RNA a 35% formamida, MOPS 1X, 

0,125% corante azul de bromofenol e 1 μL de SYBR Green II 100X (Life technologies, 

EUA). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho seco a 65ºC por 15 minutos e 

depois aplicadas no gel. A corrida de eletroforese foi realizada em corrente elétrica de 100 V 

por 50 minutos. Após esse período, o gel foi analisado por sistema de foto documentação (L-

Pix touch, Loccus biotecnologia, SP).  

 

 

4.6.4 Tratamento das Amostras com DNase RNase-Free 

 

 

Após a quantificação e confirmação da integridade do RNA extraído, o mesmo foi 

submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-free™ (Life 

tecnhologies, EUA) seguindo as recomendações do fabricante, em uma reação com volume 

final de 30 μL. Inicialmente, em tubos de 0,5 mL, foi adicionado 3 μg de RNA, 0,1 volume de 

tampão de enzima 10X e 1 μL da enzima Turbo DNAse, seguido por incubação a 37º C 

durante 30 minutos. Após o período de incubação, foi adicionado 0,1 volume do reagente de 

inativação enzimática. Em seguida, os tubos foram incubados à temperatura ambiente durante 

5 minutos, agitando os tubos manualmente 2-3 vezes durante esse período para homogeneizar 

o conteúdo. Após isso, os tubos foram centrifugados a 10000 xg por 2 minutos, os 

sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente transferidos para novos tubos e o 

RNA novamente quantificado.   
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4.6.5 Síntese de cDNA 

 

 

A reação de transcrição reversa para a síntese de cDNA a partir do RNA, foi realizada 

utilizando o kit RevertAid first strand cDNA synthesis (Thermo Fischer Scientific). 

Inicialmente foi utilizado 1 μg de RNA, ao qual adicionou-se água-DEPC para completar o 

volume de 11 µL e adicionou-se 1 µL de OligodT. Preparou-se também um controle negativo 

onde não foi adicionada amostra, mas sim 11 µL de água-DEPC. As amostras foram 

incubadas a 65
o
C por 5 minutos em banho seco e em seguida foram adicionados a cada 

amostra 4 µL de tampão de reação 5x, 1 µL de Ribolock RNase inhibitor, 2 µL de DNTP e 1 

µL da enzima transcriptase reversa, as amostras foram então incubadas a 42
o
C por uma hora, 

seguida de incubação a 70
o
C por 5 minutos, para a inativação da enzima e as amostras foram 

acondicionadas a -70
 o

C.  

 

 

4.6.6 Reação da cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

 

 

Para a análise da expressão dos genes ADRP, HMGCR, PTGES2 e FAS  a nível 

transcricional, as amostras de cDNA foram diluídas para a concentração de 5 ng/µL. O mix de 

PCR foi preparado utilizando o kit SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems) e 

consistia em 5 µL de master mix, os primers senso e antissenso na concentração de 400 nM e 

10 ng de material genético.  

Utilizou-se água livre de RNase para avolumar e completar o volume final de reação 

de 10 µL. Em seguida, os mix foram adicionados a cada poço de uma placa de 96 poços 

(Applied Biosystems) e duplicata. Além do controle negativo da RT foi preparado um 

controle negativo da PCR, onde não foi adicionado cDNA mas, em seu lugar, foi adicionado 

água. A placa foi submetida a uma rápida centrifugação e então foi disposta na máquina 

StepOnePlus®-Applied Biosystems, ajustada para o método comparativo por ΔΔCT, sistema 

de detecção para SYBR Green, para então realizar a reação por 2h. As amostras foram 

submetidas ao seguinte padrão de ciclagem: 95
o
C para desnaturação por 10 minutos seguidos 

de ciclos alternados de 15 minutos  a 94
o
C de desnaturação e 1 minuto a 60

o
C para 

anelamento/extensão. Em seguida foi realizada a curva de dissociação aquecendose as 
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amostras a 95
o
C por 15 minutos, resfriando-se e seguida a 60

o
C por 1minuto e aquecendo-se 

lentamente até as amostras atingirem novamente 95
o
C, sendo incubadas nesta temperatura por 

15 minutos. Terminada a reação, os resultados foram analisados. As sequências dos 

iniciadores utilizados estão representadas na tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - A expressão dos genes foi normalizada pela expressão de um gene constitutivo 

(RPL13) 

 

 

4.7 Avaliação da expressão de PPAR, vimentina, PLIN 3 e FASN na presença de PGL I 

 

Foram plaqueadas 50.000 células ST8814 por poço, em quatro placas de 24 poços com 

lamínulas de vidro (CORNING) para (PPAR, vimentina e PLIN 3) e 40.000 células para 

proteína FASN, nas seguintes condições: controle, “beads” fluorescentes vazio, “beads” 

fluorescentes-PGL I, BCG-PGLI e M. leprae. As células foram estimuladas ou infectadas na 

concentração de 50:1 por poço, as células foram colocadas na estufa à 37ºC com 5% de CO2. 

Após 30 minutos as células foram retiradas da estufa e foi adicionado o GW9662, o 

antagonista de PPRAץ. Após 24h, as células foram lavadas com PBS 1X, fixadas com PFA 

4% por 20 minutos a 4ºC, depois lavadas com PBS 1X  por duas vezes. Para avaliar a 

expressão de vimentina, PLIN 3, foi utilizada uma solução de permeabilização com PBS+ 

10% SFB+ 0,01% Triton X-100, para o fator de transcrição PPAR e FASN foi utilizada outra 

solução de permeabilização PBS+ 10% SFB+ 0,01% Tween-20 e bloqueou por 30 minutos. 

Os anticorpos primários anti-PPAR Santa Cruz (H-100) (SC-7196 rabbit), anti-vimentina 

(Biocare Medical-mouse), anti-PLIN 3 (PROGEN-mouse), anti-FAS Santa Cruz (SC-55580 

mouse), na concentração de 1:100 para todas as proteínas e foram diluídos na solução de 

Gene Senso Antissenso 

ADRP GTGAAGACCATCACCTCCGT TGTCTAGCCCCTTACAGGCA 

HMGCR CCTGTTTGCAGATGCTAGGTGTT GCCAATGCTGCCATAAGTGA 

PTGES2 GTGGGCGGACGACTGGTTGG CGGAGGTGGTGCCTGCGTTT 

FAS TGGCCTACACCCAGAGCTAC GTGAACTGCTGCACGAAGAA 

RPL13 GACAAGAAAAAGCGGATGGT GTACTTCCAGCCAACCTCGT 
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permeabilização e foi deixado overnight a 4ºC. No dia seguinte, a placa foi lavada 3X com 

PBS por 5 minutos. Posteriormente, as culturas foram incubadas por 1h a 4ºC com o anticorpo 

secundário anti-IgG mouse Alexa 555 (vermelho-Invitrogen) para as proteínas vimentina e 

PLIN3, na concentração de 1:300, para o FASN também foi utilizado o mesmo anticorpo, 

mas na concentração de 1:200. Já para o PPARץ foi utilizado o anticorpo anti-IgG rabbit 

Alexa Fluor 555 (vermelho-Molecular Probes), na concentração de 1:200. Após 1h, as placas 

foram lavadas 3X com PBS 1X. Depois foi feita a marcação do núcleo, com 6- diamino- 2- 

fenilindol (DAPI) foi diluído 100x em H2O miliq. Após a diluição do DAPI, foi adicionado 

250 µL desta solução em cada poço da placa e deixou agir por 3 minutos, depois lavou 3X 

com PBS 1X. Por fim, As lamínulas foram colocadas em lâminas de vidro com a face coberta 

pelas células voltada para baixo, entrando em contato, assim, com uma solução anti-fadding, 

as lamínulas foram então seladas à lâmina com auxílio de Entellan (Harleco EM Science). A 

expressão de PPAR, vimentina, PLIN 3 e FASN na presença de PGL I, foram avaliadas 

através do microscópio de fluorescência Ziess.  

 

 

4.8 Medição de PGE2 

 

 

A expressão de PGE2 induzido por PGL I, via PPAR foi analisado. Então foi 

utilizada o GW9662 a 5 μM (CAS 22978-25-2, Cayman Chemical, EUA), foram adicionadas 

ao meio de cultivo antes do primeiro estímulo. O GW9662 é um antagonista irreversível do 

fator de transcrição PPARγ. Após a estimulação com Beads, Beads-PGL I, mais Beads-PGL I 

+ GW9662, os sobrenadantes da cultura foram colhidos, centrifugados e armazenados a-70ºC. 

A concentração de PGE2, foi medida em sobrenadantes sem células através de um kit EIA 

(Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram conduzidos de acordo com o 

protocolo do fabricante. A concentração ideal de GW9662, para inibir a biogênese do corpo 

lipídico, foi determinada empiricamente para ST8814-SC (Díaz-Acosta et al., 2018). 

 

 

4.9 Análise da interação indireta do PGL I com a vimentina 

 

 

A célula ST8814 foi plaqueada com 1x10
6
, numa garrafa pequena com RPMI 1640 

(10mM de HEPES, 1 mM de L-Glutamina (Invitrogen) pH 7,4,) e 10% SFB (SFB-Cripion 
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Biotecnologia LTDA) e foi colocada numa estufa de CO2 á 37ºC por 24h. No dia seguinte, o 

sobrenadante foi descartado e a garrafa foi lavada com PBS 1X, e depois as células foram 

lisadas para obtenção das proteínas totais, com 1mL do tampão de lise RIPA (50mM TRIS 

pH= 7,5; 1% Novidet p40; 0,25% Deoxicolato de sódio; 0,1% de SDS) gelado e 

complementado com inibidores de proteases (Roche, USA), deixamos agir por 10 minutos no 

gelo. As células foram lisadas e as proteínas totais obtidas da lise foram retiradas, e 

transferidas para um eppendorf, onde foi passado a seringa 10X. As proteínas foram 

centrifugadas na rotação máxima, a 4ºC por 10 minutos, e após a centrifugação foi retirado o 

sobrenadante e guardado na temperatura de -20ºC. As proteínas foram dosadas utilizando a 

técnica Bradford (Bio Rad). Revestimos uma placa de 96 poços com PGL I (100 ng), NDO-

BSA (100 ng/mL) e BSA (250 ng/mL) e deixamos overnight a 4ºC. No dia seguinte lavamos 

3X com PBS + 0,05% tween 20, depois bloqueamos com 5% de BSA em PBS por 1h à 

temperaatura ambiente. Novamente lavou-se 3X com PBS + 0,05% tween 20, após a lavagem 

aplicou as proteínas na placa na concentração de 100ng, 250ng e 500ng incubou por 3 horas a 

4ºC. Foi realizada mais uma lavagem 3X com com PBS + 0,05% tween 20, depois incubou 

por 1h com anticorpo primário 1:500 anti-vimentina (mouse-Biocare Medical), após a 

incubação foi feita mais uma lavagem PBS + 0,05% tween 20 e incubou por 1h com anticorpo 

secundário 1:10.000  anti-mouse conjugado a peroxidase. Realizou mais uma lavagem com 

PBS + 0,05% tween 20 e, por fim, foi revelado com o Tetrametilbenzidina (TMB) e analisado 

no leiror de ELISA à 450 nm. 

 

 

4.9.1 Análise da sequência dos domínios de ligação ao glicolípido identificados em várias 

proteínas 

 

 

Analisamos a sequência de aminoácidos das proteínas, que foram identificadas na 

análise proteômica, nas quais estão associadas a formação dos CLs e modulação do 

metabolismo lipídico. Analisamos a sequência de aminoácidos destas proteínas, pois 

queríamos detectar a possível ligação direta ou indireta com o PGL I, mas na literatura não foi 

encontrada este tipo de pesquisa com o glicolipídeo do M. leprae. Então pesquisamos, esta 

análise em outro glicolipídeo. De acordo com Fantini J e colaboradores (78) o primeiro passo 

da infecção, onde as bactérias se ligam às células do hospedeiro, ocorre pela ligação de suas 

adesinas aos glicolipídeos da superfície celular. Com base nisso, analisaram um domínio de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fantini%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16953581
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ligação ao glicolipídeo na sequência de aminoácidos da adesina bacteriana (Helicobacter 

pylori adesina A, HpaA) (78). Então realizamos o mesmo procedimento, utilizamos o 

programa de bioinformática de banco de dados das proteínas o UniProt (Universal Protein) e 

colocamos o nome das proteínas que estão envolvidas na formação do CL e modulação do 

metabolismo lipídico. O programa fornece as funções e a sequência de aminoácidos de cada 

proteína, e os dados da sequência se encontra no formato FASTA. Para saber o domínio de 

ligação das proteínas com o PGL I, a sequência de aminoácidos de cada proteína, foi 

analisada no programa Predict Protein, que analisa regiões acessíveis ao solvente. De acordo 

com o artigo (78), para que tenha a possível ligação ao glicolipídeo, marcamos em vermelho 

os aminoácidos aromáticos W (triptofano), F (Fenilalanina) e Y (Tirosina), os aminoácidos 

carregados positivamente em verde K (Lisina) e R (Arginina), os aminoácidos carregados 

negativamente em amarelo D (Ácido aspártico) e E (Ácido glutâmico), e os aminoácidos que 

induzem “voltas” em azul G (Glicina) e P (Prolina). Para possível ligação ao glicolipídeo de 

acordo com o artigo, foram os aminoácidos aromáticos (W, F e/ou Y) que se ligaram ao 

glicolípideo de H. pylori e na região que têm a possível ligação, deve conter de 15 a 20 

aminoácidos. É necessário que tenha pelo menos um aminoácido aromático, na região que 

têm a possível ligação.  

Retiramos a sequência de aminoácidos das proteínas, no programa de banco de dados 

das proteínas, o Uniprot (Universal Protein). O formato FASTA das proteínas foi utilizado no 

programa Predict Protein que integra previsão de características para estrutura secundária, 

acessibilidade a solventes, hélices transmembrana, regiões globulares, regiões de espiral 

enrolada, regiões de troca estrutural, regiões de desordem, contatos intra-resíduos, sítios 

proteína-proteína e proteína-DNA localização celular, limites de domínio, beta-barris, 

ligações de cisteína, locais de ligação de metal e pontes dissulfureto. Analisamos no 

programa, apenas a sequência que têm acessibilidade a solvente.  

 

 

4.9.2 Interactoma 

 

 

Como este projeto visa compreender o papel do PGL I no metabolismo lipídico da 

célula hospedeira, iniciamos nossas análises buscando em dados proteômicos ainda não 

publicados, obtidos a partir da tese de doutorado da aluna Chyntia Carolina Díaz Acosta 



47 

 

 

 

(2016). Neste trabalho, por meio da técnica de cross-linking utilizando partículas de látex 

revestidas com PGL I e frações proteicas de membrana e de citoplasma de células de 

Schwann da linhagem ST8814, obteve-se um conjunto de proteínas potencialmente ligantes 

ao PGL I. A partir destes dados, buscamos identificar/selecionar apenas proteínas ligantes do 

glicolipídeo PGL I associadas ao metabolismo lipídico e à formação de CLs. O fluxograma 

apresentado na figura mostra como esta análise foi realizada. A partir deste conjunto de 

proteínas identificadas apenas na amostra de  PGL I, decidimos selecionar os candidatos. Para 

isto, nos concentramos em analisar as proteínas que foram identificadas nas 3 replicatas 

biológicas e que tiveram no mínimo dois peptídeos totais e 1 peptídeo único. É fundamental 

que a validação destas proteínas como verdadeiros ligantes do PGL I seja realizada. Desta 

forma, podemos não apenas ver como este glicolipídeo modula o metabolismo lipídico da 

célula hospedeira, mas também podemos gerar um conhecimento ao nível de interação 

molecular, e desta maneira compreender mais detalhadamente os mecanismos moleculares 

que o PGL I pode estar disparando na célula hospedeira.    

 

Figura 7 - Esquema representativo da metodologia utilizada para identificação de proteínas de 

células de Schwann da linhagem ST8814 potencialmente ligantes de PGLI 

 
Legenda: Resumidamente, CS da linhagem ST88-14 foram lisadas e foi feita uma extração diferencial para 

obtenção de extratos enriquecidos em proteínas citoplasmáticas ou de membranas. Cada extrato foi 

incubado com “beads” recobertos com PGLI, PGLTB ou com “beads” sem revestimento (controle). 

Em seguida foram separados por “pull-down”, lavados com PBS e submetidos à digestão tríptica para 

identificação das proteínas ligantes por espectrometria de massas (nLC-MS/MS). Os números 1 e 2 

representam a interação direta e indireta de proteínas, respectivamente. O número 3 representa uma 
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possível associação inespecífica. Os ligantes dos “beads”controle não foram considerados para a 

criação de redes de interação.  

Fonte: Acosta, 2016. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 Avaliação da modulação da expressão de genes envolvidos na formação de 

corpúsculos lipídicos por PGL I 

 

A modulação do metabolismo lipídico pela infecção com M. leprae tem sido mostrada 

pelo nosso grupo em diversos trabalhos publicados (9,10,29,70). Entretanto, o papel do PGL I 

neste contexto ainda não foi avaliado de forma efetiva. Dados ainda não publicados do nosso 

grupo mostram a contribuição do PGL I na formação de CLs nas CS (dados não mostrados). 

Entretanto, não sabemos quais os mecanismos moleculares desencadeados pelo PGL I que 

levam a formação destas organelas lipídicas.  

Para avaliar que alvos poderiam estar envolvidos neste efeito, analisamos por qRT-

PCR a expressão de alguns genes sabidamente envolvidos na formação de CLs induzida pelo 

M. leprae. O primeiro a ser analisado foi o gene que codifica a enzima hidroxi metil-glutaril 

Coenzima A redutase, HMGCoa redutase (HMGCR), que catalisa a etapa limitante na via de 

biossíntese de colesterol. Os dados obtidos mostram que a estimulação de CS com beads-PGL 

I na MOI 50:1 por 24 horas sugere o aumento da expressão deste gene em relação à condição 

não estimulada ou mesmo estimulada com beads sem revestimento (Figura 8A). Outro gene 

analisado foi o fasn, que codifica a enzima ácido graxo sintase, que catalisa a formação de 

ácidos graxos de cadeia longa. Nossos dados sugerem  que a estimulação de CS com beads-

PGL I levou também a um aumento da expressão do gene fasn em relação às outras condições 

analisadas (Figura 8B).No entanto, para o  gene que codifica a proteína estrutural de CLs, 

adrp (adipose differentiation related protein), o estímulo com beads-PGL I sugeriu nãoalterar 

seu perfil de expressão gênica no tempo de 24 horas (Figura 8C). 
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Figura 8 - PGL I aumenta a expressão dos genes que codificam das enzimas HMGCR e 

FASN em células de Schwann 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células de Schwann da linhagem ST8814 foram estimuladas ou não com beads e beads-PGL I na MOI 

de 50:1 por 24h. (A-C) Análise comparativa da expressão gênica de hmgcr, fasn e adrp, 

respectivamente. (n:3). 

 

Tanto hmgcr quanto fasn  são genes que tem sua transcrição regulada pelo fator de 

transcrição PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) (79), um receptor nuclear, 

que ao se ligar ao segmento específico do DNA, PPRE, (Peroxisome Proliferator Responsive 

Element), ativa a transcrição de vários genes relacionados a adipogênese, metabolismo 

lipídico, metabolismo de glicose, síntese de prostaglandina E dentre outros (80-81). Dados do 

nosso grupo mostraram que tanto o M. leprae quanto a cepa de BCG que expressa o 

glicolipídeo PGL I (BCG-PGL I), aumentam a expressão do fator de transcrição PPAR (10). 

A partir disto, decidimos então avaliar qual o papel do PGL I  na modulação da expressão de 

PPAR nas CS. De forma semelhante, CS foram estimuladas com beads sem revestimento ou 

beads-PGL I por 48h em meio com 2% de SFB. O resultado obtido, apresentado na figura 9, 

mostra por imunofluorescência, que o estímulo com beads-PGL I, aumentou a expressão de 

PPAR  no citosol das CS, no entanto, também observamos um aumento da expressão do 

PPAR no núcleo de algumas células (setas brancas), sugerindo que este fator de transcrição 

esteja se translocando para o núcleo da célula, podendo desta maneira ativar a transcrição de 

genes sob sua regulação. 
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Figura 9 -  PGL I  induz a expressão de PPARγ em células de Schwann 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células de Schwann da linhagem ST8814 foram estimuladas ou não com beads e beads-PGL I na MOI 

de 50:1 por 48h  em meio RPMI com 2% SFB. Microscopia de fluorescência mostrando a expressão 

do fator de transcrição PPARγ  em CS não estimuladas e estimuladas com beads e beads-PGL I. As 

setas brancas ressaltam a localização nuclear deste fator de transcrição sugerindo sua translocação 

para o núcleo nas células estimuladas com PGL I. Barra - 10um. (n=3). 
 

 

Como mencionado acima, o PPAR regula a síntese de um mediador lipídico 

importante na hanseníase chamado de prostaglandina E2 (PGE2), nosso próximo passo então 

foi analisar se a produção de PGE2 seria afetada pelo estímulo com beads-PGL I. Neste 

ensaio analisamos também em paralelo, qual o efeito do antagonista de PPAR, GW9662, na 

produção deste eicosanoide. Verificamos também por qRT-PCR, se o gene pge2s, seria 

modulado por este glicolipídeo. Nossos resultados sugerem que beads-PGL I foram capazes 

de aumentar a produção de PGE2, e que a produção deste eicosanóide foi inibida pelo 

antagonista de PPAR (Figura 10A). Além disto, observamos também que o estímulo com 

PGL I aumentou a expressão do gene pge2s, que codifica a enzima prostaglandina E2 sintase 

(Figura 10B). Estes resultados sugerem que o PGL I é uma ou uma das moléculas do M. 

leprae importantes na modulação do metabolismo lipídico das CS.  
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Figura 10 -  PGL I aumenta produção de PGE2 via PPARγ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células de Schwann da linhagem ST8814 foram estimuladas ou não com beads e beads-PGL I na MOI 

de 50:1 por 24h. (A) Análise da produção de PGE2 e envolvimento do fator de transcrição PPARγ 

neste fenômeno. Neste ensaio foi usado 5uM de GW9662 (inibidor de PPARγ) durante todo o tempo 

de incubação. (B) Análise comparativa da expressão do gene que codifica a enzima pge2s frente as 

condições acima citadas. (n=3). 

 

5.2 Seleção de potenciais proteínas de células de Schwann ligadoras do glicolipídeo PGL 

I e análise in silico de sua localização celular e presença de domínios 

transmembrana e interação com o fator de transcrição  PPAR  

 

Como consequência destes achados, nos perguntamos, como o PGL I poderia estar 

aumentando a expressão de PPAR? Recentemente foi identificado pela Dra. Chyntia Acosta 

durante o seu doutoramento no Lab de Microbiologia Celular (dados não mostrados), 

proteínas potencialmente ligantes ao PGL I. Isto foi avaliado pelo interactoma deste 

glicolipídeo com duas frações proteicas distintas de CS, uma enriquecida em proteínas de 

membrana e outra em proteínas citoplasmáticas.  

Brevemente, estas proteínas foram postas para interagir com beads sem revestimento e 

beads-PGL I, após esta interação foi feita uma centrifugação e a fração de proteínas ligadas às 

beads vazias e ou ao PGL I ligado às beads, foram tratadas com tripsina e identificadas por 

espectrometria de massas.  Nesta parte do trabalho foi feita uma revisitação e reanálise dos 

dados da Dra. Chyntia. Nesta reanálise foi feita uma procura de possíveis alvos que pudessem 

nos direcionar quanto ao papel do PGL I como um ligante, favorecedor da formação de CLs, e 

algum alvo que pudesse direcionar como esta molécula poderia estar aumentando a expressão 

ou mesmo regulando positivamente a atividade do PPAR. Selecionamos em nossas análises 

algumas proteínas apresentadas na tabela 2. Com relação às proteínas apresentadas na tabela 

2, o critério de seleção foi baseado na identificação em todas as replicatas biológicas e na 
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presença de pelo menos um peptídeo único específico para cada proteína identificada. Além 

desta reanálise foi feita também, uma análise de predição de localização celular usando duas 

ferramentas, o site Hum-mPLoc 2.0 (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/hum-multi-2/) 

(Tabela 2). 

 

A informação extraída do banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot a partir do Gene 

Cards, um banco de dados do genoma humano (https://www.genecards.org/) que validou e 

refinou a localização celular destas proteínas (Figura 11). A figura 11 mostra para cada 

proteína identificada, um grau de confiança representado por uma escala verde, sendo o verde 

mais escuro as predições com maiores informações e o branco onde não foi até o momento 

detectada esta proteína. A representação esquemática desta escala pode ser visualizada 

também nos esquemas celulares que mostram os diferentes compartimentos celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/hum-multi-2/
https://www.genecards.org/
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Figura 11 - Representação esquemática da localização celular das diferentes proteínas do 

citosol e da fração enriquecida em membrana de CS identificadas pelo 

interactoma como potenciais ligantes de PGL I 

Legenda:  A escala em verde crescente mostra os compartimentos celulares onde cada proteína é descrita mais 

abundante. Fonte: (https://www.genecards.org/). 

 

 

 

Os dados  in silico mostram, segundo Hum-mPLoc, que a proteína VDAC1 predita 

como Mit e extracelular (Ec) foi identificada apenas na fração Ctp. Entretanto, segundo 

UniprotKb/Swiss-Prot, apesar do núcleo (Nu) e mitocôndria (Mit) serem duas das principais 

localizações celulares da proteina VDAC1, o Ctp também está predito como uma localização 

celular para esta proteínas, com um grau de confiança de 4 e 3. Observamos também que a 

maioria das proteínas preditas como Ctp foi identificada tanto na fração Ctp quanto na fração 

https://www.genecards.org/
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de membrana. Logo, decidimos ampliar nossas análises e  fomos verificar se alguma delas 

teria domínio transmembrana, e para isto a sequência de aminoácidos foi analisada usando 

dois algoritmos, TMHMM (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) que verifica a presença de 

alfa-hélices transmembranares nas proteínas.  

O resultado apresentado na tabela 2 mostra que nenhuma delas tem domínios 

transmembrana em alfa-hélice, no entanto quando analisamos através da estrutura em barril-

beta, observamos que a  proteina VDAC1 apresenta domínio transmembrana em barril beta. 

Este resultado mostra a relevância de utilizarmos diferentes ferramentas de bioinformática 

afim de refinarmos e compreendermos um pouco mais sobre as proteínas identificadas. A 

identificação de proteínas na fração enriquecida em proteínas de membrana mas que não 

apresentam um domínio transmembranar pode sugerir que estas proteínas estavam ligadas ou 

por âncoras à membrana da célula ou de organelas, ou estavam ligadas indiretamente às 

proteínas membranares. FASN, foi predita como sendo Ctp mas foi identificada em ambas as 

frações proteicas. Uma análise via UniprotKb/Swiss-Prot, mostrou que além de estar predita 

no Ctp celular, esta proteína já foi descrita  na membrana plasmática (Mp) com elevada 

confiança (5) e em diversas organelas inclusive no Nu celular (Figura 11). A localização da 

FASN no Nu da célula tem sido evidenciada em estudos com células cancerosas (72). A 

proteína PLIN3 foi selecionada por ser uma proteína estrutural de CLs, esta proteína foi 

identificada apenas na fração citoplasmática e apesar das predições confirmarem esta 

localização, ela também parece ser expressa no complexo de Golgi (Cg) e e endossoma (End) 

(Tabela 2 e Figura 11). A VIM foi uma das proteínas que obteve maior número de peptídeos 

identificados, ela foi identificada tanto na fração enriquecida em proteínas de membrana, 

quanto no citoplasma. Com relação a predição de localização subcelular, confirmamos sua 

presença no Ctp e citoesqueleto (Ctq) mas também aponta sua presença na Mp e em outros 

compartimentos celulares (Figura 11). A partir destas análises outra pergunta surgiu: será que 

a ligação a algumas destas proteínas poderia resultar em um aumento da formação de CLs 

e/ou na expressão ou atividade do fator de transcrição PPAR? Com o objetivo de avaliar se 

as proteínas identificadas como potenciais ligantes de PGL I interagiam entre si e com o 

PPAR. Utilizamos o banco de dados do programa STRING (https://string-db.org/cgi/) que 

prediz a interação proteína-proteína. A figura 12 mostra que existe uma rede de interação 

entre as proteínas, com exceção da septina 9 (Figura 12A).  

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://string-db.org/cgi/
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Figura 12 - Rede de interação das proteínas de CS identificadas como potenciais ligantes de 

PGL I e suas interações com PPARγ.  

Legenda: Proteínas identificadas pelo interactoma e apresentadas na tabela 1 (A) Representação esquemática das 

interações usando uma escala de cores a linha amarela representa dados da literatura , em rosa dados 

experimentaisco, em preto co-expressão gênica, azul homologia e outros. Círculo pontilhado 

representa as proteínas que têm algum nível de interação com PPARγ. (B) Grau de confiança entre as 

interações proteína-proteína.Os círculos ressaltam as interações preditas com maior confiança, 

representadas por linhas cinzas mais grossas. (C) Interação molecular entre as diferentes proteínas. 

Resaltando a interação entre a vimentina e o fator de transcrição PPARγ. Para estas análises usamos o 

banco de dados String versão 10.5. Fonte: (https://string-db.org/cgi/network.pl). 
 

 

Os resultados mostraram que as proteínas VIM, FASN e LGALS3 interagem de 

alguma maneira diretamente com o fator de transcrição PPAR (círculo pontilhado - Figura 

12A). O resultado extraído destas análises mostra que as interações são baseadas 

principalmente em dados experimentais (linha rosa) e informações extraídas da literatura 

(linha amarela). Entretanto, dados de co-expressão (linha preta) e homologia de proteína 

(linha lilás) também foram descritos como meios de associação (Figura 12A). A figura 12B 

representa o grau de confiança entre estas interações. As linhas mais grossas representam uma 

maior confiabilidade e estão ressaltadas nos círculos pontilhados. Interessante observar que a 

VIM e a FASN mostraram um maior grau de confiança nesta interação com PPAR. A última 

representação gráfica (Figura 12C) mostrou a interação ao nível molecular entre as diferentes 

proteínas. Neste nível a VIM mostrou ser a única proteína a interagir molécula-molécula com 

PPAR.  

Os dados de interactoma apontam o PGL I como um potencial ligante deste filamento 

intermediário tanto na fração citosólica quanto na fração de proteínas enriquecidas em 

membrana (Tabela 2). Apesar de ser uma proteína de Ctq e, portanto, citosólica, os programas 

https://string-db.org/cgi/network.pl
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de localização celular mostram que esta proteína está descrita em outros compartimentos 

celulares como Nu, Mp, Mit e etc (Tabela 2 e Figura11). Nossas análises mostraram que esta 

proteína, apesar de ter sido identificada também na fração de membrana, não possui nenhum 

domínio transmembranar predito pelos algorítimos utilizados neste trabalho. Isto sugere que a 

vimentina identificada nesta fração proteica provavelmente está ligada a outras proteínas de 

membrana.   

 

5.3 Análise in silico de possíveis sítios de ligação presentes em domínios proteicos 

capazes de reconhecer a molécula de PGL I como um possível ligante 

Para tentar fortalecer um pouco mais os achados do interactoma, algumas proteínas 

identificadas na tabela foram analisadas usando o programa Raptor X binding 

(https://www.rcsb.org/) que prediz sítios de ligação e possíveis ligantes baseados na estrutura  

molecular da proteína alvo. O resultado mostra que a vimentina tem quatro domínios (Figura 

13A), entretanto, nestas análises observamos que apenas o domínio 2 apresenta resíduos de 

aminoácidos capazes de reconhecer como ligantes preditos, moléculas de glicose, manose, 

ácido graxo, dentre outras (Figura  13B). Estes dados podem reforçar que o PGL I pode estar 

se ligando a esta proteína considerando tanto a porção glicídica quanto lipídica de sua 

estrutura molecular.  

 

Figura 13 - Representação esquemática de sítios de ligação de moléculas baseado no modelo 

3D predito da proteína vimentina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) sequência primária da proteína com 4 domínios (domínios 1-4) representados por azul, vermelho, 

verde e rosa preditos com base no modelo 3D da proteína extraído do Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/). Os resíduos marcados com asteriscos, representam os aminoácidos presentes 

https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
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no domínio 2 capazes de reconhecer possíveis moléculas ligadoras. (B) Estrutura 3D da vimentina 

com moléculas de manose e glicose sendo reconhecidas pelos aminoácidos em vermelho e a molécula 

de ácido graxo, ácido oleico, sendo reconhecida pelo aminoácidos em verde.  
 

 Além destas análises, também analisamos as proteínas com base no artigo de Fantini J 

e colaboradores em 2006, um trabalho que identificou resíduos de aminoácidos específicos 

em domínios de proteínas que formam um pocket de ligação a glicolipídeos. Sabe-se que 

muitas bactérias, assim como seus fatores de virulência, como toxinas, interagem com regiões 

da membrana plasmática ricas em colesterol, esfingomielina e glicoesfingolipídeos 

conhecidas como lipids rafts (82, 78), sendo estas regiões consideradas muito atraentes para 

uma gama de patógenos tais como, vírus, bactérias e mesmo príons (78). Acredita-se que 

motivos estruturais presentes em domínios de proteínas presentes nestas regiões, que 

reconheçam glicolipídeos, sejam de grande relevância. Com base neste artigo, nós avaliamos 

se a vimentina poderia ter uma sequência de aminoácidos que potencialmente poderia 

reconhecer o PGL I, afim de corroborar com os dados do interactoma e do Raptor X binding. 

A figura  14 mostra  duas sequências de  31 e 35 aminoácidos sublinhadas que, segundo o 

artigo de  Fantini J e colaboradores (78), pode  ser reconhecida por glicolipídeos. Esta análise 

reforça ainda mais a vimentina como um ligante em potencial da molécula de PGL I (Figura 

14). 

 

Figura 14 - Potenciais domínios de ligação à glicolípido identificados por análise in silico da 

proteína Vimentina 

 
Legenda: Os resíduos de aminoácidos aromáticos estão indicados em vermelhos, os indutores de rotação em 

azul, resíduos básicos em verde e resíduos ácidos em amarelo. Os resíduos aromáticos marcados com 

asteriscos são potencialmente envolvidos no reconhecimento de glicolipídeos.  
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Para confirmar a interação entre a vimentina e PGL I foi realizado um ensaio de 

interação indireta. Para isto revestimos placas de 96 poços com PGL I, após este período  foi 

feito o bloqueio com albumina bovina (BSA) e  recobrimos este glicolipídeo com extrato total 

de proteínas de CS. Após uma interação de 3 horas lavamos, incubamos com anticorpo 

primário anti-vimentina por 1 hora, foi usado um anticorpo secundário conjugado à HRP, e a 

reação foi revelada com a solução de TMB e a interação foi avaliada por espectrofotometria. 

A figura 15A mostra um aumento sutil na  interação entre a vimentina e PGL I, a medida que 

aumentamos a concentração de extrato proteico, entretanto, este aumento não parece ser tão 

expressivo, pois com 100ng/ml de proteína já observamos uma D.O de 1,75.   

 

Figura 15 - Interação indireta entre PGL I e vimentina 

Legenda: (A) Placas de 96 poços foram revestidas com PGL I na concentração de após a sensibilização da placa 

foi adicionado concentrações crescentes de  extrato total de  proteína  de Schwann . (B) Foi feita a 

sensibilização com PGL I, ND-o-BSA, que contém apenas a porção glicídica do PGL I, e com BSA, 

foi adicionado 500ng/ml de extrato total de proteínas de CS. Tanto em (A) quanto em (B) a interação 

entre o PGL I e vimentina foi avaliada usando anticorpo anti-vimentina 1:100 e a reação foi 

visualizada com anticorpo secundário conjugado a HRP e a reação foi revelada com TMB. (n=2). 
 

Como o PGL I tem tanto uma porção lipídica quanto uma porção glicídica e, pelas 

análises acima a vimentina parece ser capaz de reconhecer tanto carboidratos quanto lipídeos 

como ligantes, resolvemos analisar qual a porção do PGL I poderia ser mais importante nesta 

interação (Figura 15B). A molécula ND-O-BSA corresponde a porção dissacarídica do PGL I 

ligada a molécula de BSA, como controle revestimos também poços com BSA na mesma 

concentração. O resultado mostra que a vimentina se ligou a molécula de ND-O-BSA, no 

entanto, para descartar que esta ligação tenha sido via a porção proteica, revestimos alguns 

poços com BSA. O resultado mostra uma interação importante entre a vimentina e o BSA. 

Para quantificarmos a interação via a porção dissacarídica, subtraímos a D.O. da ligação com 

ND-O-BSA com a D.O da ligação direta ao BSA. O resultado mostra que a porção 
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dissacarídica se liga a vimentina, no entanto a porção lipídica do PGL I parece ser mais 

importante nesta  interação com a vimentina (Figura  15B).  

Analisamos também por imunoflurescência como o estímulo com PGL I modula a 

expressão da vimentina nas CS. A figura  mostra que o estímulo com PGL I altera o perfil de 

marcação da vimentina, exibindo um padrão mais fragmentado e menos filamentar quando 

comparado a condição controle. Este efeito é ainda mais visível nas CS infectadas com BCG 

PGL I e M. leprae (Figura 16). 

 

Figura 16 - PGL I  modula a  expressão de vimentina em células de Schwann 
  

Legenda: Células de Schwann da linhagem ST8814 foram estimuladas ou não com beads e beads-PGL I (verde) 

e infectadas com M. leprae ou BCG PGL I (ambos marcados com PKH67) na MOI de 50:1 por 48h. 

Microscopia de fluorescência mostrando a expressão do filamento intermediário vimentina (em 

vermelho) e o núcleo das células com DAPI (em azul). As setas brancas ressaltam a co-localização 

entre o bacilo BCG PGL I e o filamento de vimentina. Barras - 10µm. (n=2). 
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Àcido graxo sintase – FASN 

 

 

Com relação a FASN, alguns trabalhos apontam os ácidos graxos de cadeia longa 

como agonistas de PPAR (79). Como mencionado acima, a enzima FASN apesar de ter sido 

localizada e de ser predita como uma proteína Ctp, está presente também no núcleo de alguns 

tipos celulares (72). Com base nisto fomos confirmar por imunofluorescência se de fato o  

PGL I afeta a expressão desta proteína nas CS. O resultado da figura 17 mostra que o PGL I 

parece aumentar a expressão de FASN, (Figura17A) principalmente  no núcleo da célula.  

Observamos também, que a infecção com BCG PGL I e com M. leprae também foram 

capazes de aumentar a expressão desta enzima principalmente no núcleo da célula (Figura 

17B). 

 

Figura 17 - PGL I  aumenta  a  expressão da enzima ácido graxo sintase, FASN em células de 

Schwann  

Legenda: Microscopia de fluorescência de células de Schwann da linhagem ST8814 que foram estimuladas ou 

não em (A), com beads e beads-PGL I (verde) e em (B) infectadas com M. leprae ou BCG PGL I 

(ambos marcados com PKH67) na MOI de 50:1 por 48h. Expressão da enzima FASN (em vermelho) 

e o núcleo das células com DAPI (em azul). Podemos observar a  marcação da enzima no núcleo da 

célula beads-PGL I. Os retângulos pontilhados ressaltam a localização nuclear desta proteína 

sugerindo sua translocação para o núcleo nas células estimuladas com PGL I e ou infectadas com M. 

leprae  e BCG PGL I. Barra - 10µm. (n=3 Figura A) (N=1 Figura B). 
 

 Devido ao tamanho da proteína FASN, não conseguimos avaliar via Raptor x binding 

potenciais ligantes desta proteína. Análises usando as bases fornecidas pelo trabalho de 

Fantini J e colaboradores (78) também não mostraram pockets de ligação à glicolipídeo. 
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Galectina 1 e Galectina 3 

 

 

Nas análises do interactoma foram identificadas também duas galectinas, galectina 1 

(LGALS1) e galectina 3 (LGALS3). As galectinas fazem parte de uma família de proteínas 

ligadoras de glicanos implicadas em sinalização celular, comunicação célula-célula dentre 

outras (83). Na figura 18B vimos que dentre as galectinas identificadas como potenciais 

ligantes de PGL I, a que interage diretamente com PPAR é a LGALS3, entretanto segundo a 

análises in silico com o programa STRING ambas galectinas interagem molecularmente entre 

si (Figura 18 C). Uma análise de domínios e de possíveis ligantes foi também realizada com 

estas proteínas e vimos que tanto galectina 1 quanto a galectina 3 apresentam domínios de 

ligação com resíduos de aminoácidos capazes de reconhecer B-D galactose, lactose e B-D-

glicose (Figura 18A-C).  

 

Figura 18 - Representação esquemática de sítios de ligação de moléculas baseado no modelo 

3D predito das proteínas Galectinas 1 e 3 

 

 
Legenda: (A-B) sequência primária das proteínas galectina 3 e galectina 1 com 1 domínio representados por azul 

predito com base no modelo 3D da proteína extraído do Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). 

Os resíduos marcados com asteriscos, representam os aminoácidos presentes no domínio 1 capazes de 

reconhecer possíveis moléculas ligadoras. (C) Estrutura 3D das galectina 3 e galectina 1  com a 

molécula  de glicose sendo reconhecida pelos aminoácidos marcados com asteriscos. 

https://www.rcsb.org/
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Como o PGL I tem em sua estrutura duas  ramnoses e uma glicose, estes achados 

podem sugerir que a molécula de PGL I possa  se ligar via sua porção glicídica à estas 

galectinas. Em 2015 Jung-Hwan Baek e colaboradores mostraram que a LAGLS3 interage 

com PPAR e aumenta sua atividade transcricional (84). Será que a ligação do PGL I à 

LAGLS3 poderia favorecer este mecanismo? 

 

 

VDAC1 

 

Outra proteína que nos chamou a atenção foi a proteína 1 formadora de canal seletivo 

a ânions dependente de voltagem, VDAC1, trabalhos publicados mostram que VDAC1 é 

altamente expressa na membrana externa da mitocôndria (MEM) (85) e na membrana do 

fagossoma (86). Sendo uma proteína importante para sobrevivência do M. avium, e envolvida 

na exportação de lipídeos micobacterianos (86). Este achado abre uma brecha para o possível 

envolvimento do PGL I com esta proteína. Será que o PGL I se liga a esta molécula no 

fagossoma e é então liberado para o ambiente citoplasmático? Para tentar fortalecer um pouco 

mais este achado usamos o programa Raptor X binding. A análise mostrou que a proteína 

VDAC1 tem apenas um domínio de ligação, que compreende toda a extensão da proteína, e 

apresenta diversos sítios de ligação (ressaltados com asteriscos azuis e vermelhos) para 

diferentes possíveis ligantes (Figura 19A). A figura 19B-C mostra a estrutura tridimensional 

da proteína com o ácido graxo 3-hidróxi-tetradecanóico ligado aos resíduos de aminoácidos 

vermelhos e com o possível outro ligante desta proteína o ácido tri-decanonoiloxipentanóico 

interagindo com os aminoácidos marcados em azul (Figura 19B).  
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Figura 19 - Representação esquemática de sítios de ligação de moléculas baseado no modelo 

3D predito da proteína VDAC1 

Legenda: (A-B) sequencia primária da proteína VDAC1 com 1 domínio representados por azul predito com base 

no modelo 3D da proteína extraído do Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/ ). Os resíduos 

marcados com asteriscos, representam os aminoácidos presentes no domínio 1 capazes de reconhecer 

possíveis moléculas ligadoras. (B-C) Estrutura 3D VDAC1  com as moléculas  de ácidos graxos sendo 

reconhecida pelos aminoácidos marcados com asteriscos. 

 

 

Estas análises nos pareceram interessantes pois podem fortalecer o achado do PGL I 

como potencial ligante desta proteína devido a grande porção lipídica que este glicolipídeo 

tem sua estrutura química. Este achado pode sugerir uma possível via de secreção do PGL I 

do fagossoma. 

 

 

Perilipina 3 

 

Apesar do PPAR  ser muito importante, outras proteínas foram identificadas no 

interactoma que também tem sido associada a formação de CLs. Uma delas é a perilipina 3 

(PLIN3). As proteínas da família das perilipinas convencionalmente chamada de família PAT 

compreendem PLINs 1-5 e são as principais proteínas associadas a CLs (87),  PLIN3 tem uma 

localização no citosol e nos CLs (88). Nossos resultados mostram o PGL I como um ligante 

de PLIN3 e que esta interação foi observada apenas na fração de proteínas citoplasmáticas 

(Tabela 2 ).  

https://www.rcsb.org/
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Na tentativa de avaliarmos o efeito do PGL I na expressão de PLIN3 e de detectarmos 

esta interação, foi realizada uma imunofluorescência para PLIN3 em CS estimuladas com 

beads e beads-PGL I.  

O resultado  na figura 20 mostra um padrão de marcação na célula não infectada com 

filamentos e pequenos granulos. A célula estimulada com beads vazias revelou um padrão 

menos filamentoso, e mais homogêneo. O estímulo com beads- PGL I exibiu um padrão de 

marcação mais vesicular não sendo possível visualizar os filamentos observados na célula não 

infectada e em menor grau, na célula tratada com beads vazias, por fim, a infecção com BCG 

PGL I mostrou um padrão de expressão de PLIN3 sem nenhum filamento mais homogêneo. 

Observamos que em algumas regiões a proteína parece formar uma vesícula contendo o 

bacilo.  

 

Figura 20 - PGL I  altera o padrão de  expressão da porteína PLIN3 em células de Schwann 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Microscopia de fluorescência mostrando a expressão do fator de transcrição PPARγ em células de 

Schwann da linhagem ST8814 estimuladas ou não com beads e beads-PGL I na MOI de 50:1 por 48h  

em meio RPMI com 2% SFB ou infectadas com BCG PGL I marcado com PKH67.  Barra - 10um. 

(n=2). 
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Uma análise via Raptor X binding revelou dois domínios nesta proteína, mas os 

ligantes preditos foram compostos iônicos como sulfato, zinco, óxido de ferro dentre outros 

(dados não mostrados). Entretanto, uma análise in silico da sequência de aminoácidos baseada 

no trabalho de Fantini J e colaboradores (78) mostrou que a PLIN3 apresenta três pockets de 

aminoácidos com capacidade de ligação ao glicolipídeo (Figura 21).  

 

Figura 21 - Potenciais domínios de ligação à glicolípidio identificados por análise in silico da 

proteína Perilipina 3 

Legenda: Os resíduos de aminoácidos aromáticos estão indicados em vermelhos, os indutores de rotação em 

azul, resíduos básicos em verde e resíduos ácidos em amarelo. Os resíduos aromáticos em vermelho 

são potencialmente envolvidos no reconhecimento de glicolipídeos.  
 

 

Estes resultados sugerem que a proteína PLIN3 como um possível ligante de PGL I e 

mostraram que tanto o estímulo com PGL I  quanto a infecção com BCG PGL I modulam o 

padrão de expressão desta proteína. Se esta ligação favorece a formação de CLs e qual a 

importância fisiológica da modulação da expressão desta proteína nas CS, são questões que 

ainda precisam ser estudadas com mais detalhes. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Nosso grupo vem mostrando que a infecção pelo M. leprae é capaz de  modular o 

metabolismo lipídico da célula hospedeira, levando a formação de CLs ricos em colesterol 

(70). Esta modulação se dá tanto ao nível de captação de colesterol exógeno, LDL-colesterol, 

via um aumento do receptor específico de LDL-colesterol, LDLR, como de outros receptores 

conhecidos como receptores scavengers: CD36, SRA-1, SRB-1 e LRP-1 (70). Estes 

resultados foram tanto em estudos em cultura de células quanto em amostras de biópsias de 

pele de pacientes com hanseníase, (70). Neste caso, evidenciou-se um aumento da expressão 

destes receptores em pacientes multibacilares (70). Além da captação de colesterol foi 

mostrado também neste trabalho, um aumento da expressão de diversas enzimas envolvidas 

na biossíntese de colesterol, dentre elas, a enzima HMGCR, como já mencionado 

anteriormente, enzima que catalisa a etapa limitante na síntese de colesterol (70).  

Um dado muito relevante também publicado pelo nosso grupo, é que o tratamento com 

estatinas, inibidores da HMGCR, diminue a viabilidade intracelular do M. leprae tanto em 

estudos in vitro quanto in vivo (71). A expressão das moléculas acima referidas, são reguladas 

por importantes fatores de transcrição, tais como PPARγ, LXR e SREBP. Estes fatores de 

transcrição estão regulados positivamente em macrófagos e amostras biópsia de pele de 

pacientes multibacilares, o que explica a elevada expressão deste componentes (70). Apesar 

de cada vez mais estarmos compreendendo como o M. leprae exerce este efeito modulatório 

sobre a célula hospedeira, pouco se sabe a respeito de quais componentes micobacterianos 

estão envolvidos neste fenômeno.  

Quando pensamos em componentes micobacterianos como moléculas reguladoras de 

processos biológicos na célula hospedeira, os componentes mais externos, isto é, de 

membrana e de parede celular aparecem como os principais candidatos, visto serem as 

primeiras moléculas a entrarem em contato com a célula hospedeira. Como mencionado 

anteriormente, a parede celular do M. leprae é rica em peptidoglicanos, arabinogalactanos, 

ácidos micólicos, LM, LAM e glicolipídeos como o glicolipídeo fenólico I (PGL I) (34). 

Apesar de todas estas moléculas serem de grande importância para o M. leprae, o lipídeo 

dominante que confere especificidade imunológica ao M. leprae é a molécula PGL I (39).  
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Sabe-se que o PGL I também tem sido implicado no tropismo do M. leprae pelas 

células de Schwann, pela sua ligação específica à laminina, e desempenhando um papel 

importante na regulação negativa da resposta imune inflamatória e na inibição da maturação e 

ativação das células dendríticas, facilitando a persistência do M. leprae , portanto, na 

patogênese da hanseníase (5, 42). Além disto, o PGL I tem sido apontado como uma molécula 

envolvida na desmielinização observada em co-culturas de neurônios de gânglio da raiz dorsal 

e células de Schwann, na ausência de células imunes (40).  

Recentemente foi mostrado em modelo de zebrafish que o PGL-1 induz o aumento na 

expressão da enzima óxido nítrico sintase em macrófagos infectados, elevando os níveis de 

espécies reativas de nitrogênio que danificam os axônios, lesionando suas mitocôndrias e 

induzindo desmielinização (89). Dados publicados neste ano pelo nosso grupo mostraram que 

PGL I está envolvido na ativação de um cross-talk entre PPARγ e o receptor de manose 

CD206 contribuindo para o sucesso do M. leprae na colonização dos nervos periféricos (10). 

Estes dados em conjunto sustentam a importância do PGL I para o M. leprae e como molécula 

fundamental na patogênese da hanseníase e, em particular, na neuropatia hansênica. 

Entretanto, a participação do PGL I na modulação do metabolismo lipídico do hospedeiro 

ainda é pouco explorada. Portanto, neste projeto analisamos se o PGL I modula moléculas 

reguladoras do metabolismo lipídico da célula hospedeira, já tradicionalmente descritas serem 

afetadas pela infecção com M. leprae, usando como modelo in vitro, as células de Schwann 

humanas da linhagem ST8814. 

Nosso primeiro dado mostra que de fato o PGL I sugere um aumento na formação de 

CLs e que este aumento esteja associado ao aumento da expressão da enzima HMGCR. Este 

achado sugere que o PGL I possa ser uma das moléculas do M. leprae responsáveis pelo 

aumento dos níveis de colesterol na célula infectada. Um ponto interessante que devemos 

mencionar, é o fato de que a via de biossíntese de colesterol forma intermediários 

isoprenoides, como geranil pirofosfato e farnesil pirofosfato. Estas moléculas são muito 

importantes e estão envolvidas na isoprenilação de uma família de Rab-GTPases que regulam 

diferentes funções biológicas e vias de sinalização. Dados da literatura apontam que a 

diminuição da isoprenilação de algumas destas proteínas está associada com a ativação do 

inflamassoma e com o aumento da produção de uma citocina inflamatória, IL1 (90). Outro 

aspecto também descrito na literatura é a regulação da captação de glicose em células de 

mieloma múltiplo. MM) (91). Células de pacientes com MM têm um aumento da captação de 

glicose, e neste trabalho mostraram que a lovastatina e mevalonato inibem esta captação via a 
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diminuição da isoprenilação de transportadores de glicose, diminuindo desta maneira sua 

função como transportador de glicose (92). Estes pontos são relevantes pois, mostram que o 

aumento da HMGCR pelo PGL I e pela infecção em si, podem estar contribuindo para a 

sobrevivência do M. leprae por outros fatores, além do aumento do colesterol. 

Além do gene que codifica a enzima HMGCR, os dados sugerem aumento do gene 

fasN nas células estimuladas com PGL I. Dados de imunofluorescência sugerem  um aumento 

da expressão de FASN nas células estimuladas com PGL I, no entanto, estas células com M. 

leprae ou BCG PGL I, sugerindo que existam outros fatores associados. Um aspecto que nos 

chamou muita atenção, foi o fato, desta enzima ser expressa abundantemente no núcleo da 

célula. Previamente, já havia sido mostrado que FASN interage com forma nuclear de uma 

histona 5 desacetilase (HDA5) (93). Interessante é que em 2012, Raichur e colaboradores 

publicaram um trabalho mostrando que HDAC5 regula a captação de glicose em células 

musculares (93). Neste trabalho, foi mostrado que o knockdown desta enzima aumentava a 

captação de glicose. Este resultado apesar de intrigante nos chamou atenção por dois motivos:  

1) Esta enzima aumenta a síntese de ácidos graxos e dados da literatura mostram que 

enzimas envolvidas na síntese de ácidos graxos são capazes de induzir a formação de CLs 

(93). Além disso, existem ainda trabalhos mostrando que ácidos graxos de cadeia longa 

saturados e insaturados podem agir como ligantes de PPARγ, ativando desta maneira a 

expressão de genes regulados por este fator de transcrição (94). 2) dados do nosso grupo 

mostraram que a infecção de células de Schwann com M. leprae, levam o aumento de 

captação de glicose (45). Logo, será que o M. leprae via PGL I, ao infectar as células de 

Schwann, aumenta FASN que sintetiza mais ácidos graxos, que vão para o núcleo da célula, 

via proteínas ligadoras de ácidos graxos, e no núcleo, eles se ligam ao PPARγ, ativando a 

transcrição de genes adipogênicos?.Além disso, será que, a FASN no núcleo pode se ligar a 

HDAC5, inibindo sua função contribuindo desta maneira para a maior captação de glicose? 

Nossos dados não respondem estas perguntas mas abrem novos caminhos de estudos. 

Para validar estes resultados analisamos se o PGL I aumenta a expressão do próprio 

fator de transcrição PPARγ. Os resultados sugerem que o PGL I não só aumenta a expressão 

de PPARγ, como aumenta sua localização no núcleo da célula, sugerindo que este fator de 

transcrição esteja sendo translocado para o núcleo da célula. Outro gene que é regulado 

positivamente pelo PPARγ é o gene que codifica a enzima PGE2S, que catalisa a síntese de 

um mediador lipídico conhecido por PGE2, um modulador da resposta imune que regula 

negativamente a resposta Th1 e a atividade bactericida (95). Além disto, dados da literatura 
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mostraram que a enzima ciclooxigenase-2 (COX2) e seu produto, PGE2, estão envolvidos na 

patogênese da desmielinização inflamatória do sistema nervoso periférico (96). Nosso grupo 

já mostrou que a infecção de macrófagos e células de Schwann com M. leprae leva a um 

aumento de PGE2, no contexto da hanseníase. Estes dados correlacionam os CLs como sítios 

de geração de eicosanoides, como o PGE2 (29).  

Na realidade, as altas concentrações de PGE2 produzidas por macrófagos COX-2 

positivos em pacientes multibacilares inibiram a produção de citocinas Th1, provavelmente 

contribuindo para a anergia da célula Th1 neste polo da doença (97). Recentemente, 

mostramos que o M. leprae e BCG PGL I foram capazes de aumentar a produção de PGE2, 

sugerindo que a molécula de PGL I seja importante neste fenômeno. Nossos dados mostraram 

que de fato o estímulo com PGL I aumentou a produção de PGE2 e que este efeito foi 

revertido com adição do inibidor de PPARγ. Observamos também que a enzima PGE2S 

também está aumentada na célula estimulada com PGL I.  

 Nossos dados sugerem então o PGL I como uma molécula do M. leprae que pode, por 

alguma via ainda não definida, aumentar a expressão de PPARγ e a translocação para o 

núcleo. Uma vez no núcleo,  este fator de transcrição pode então, ser o responsável pelo 

aumento da expressão de hmgcr e fasn, enzimas que podem contribuir para a formação de 

CLs nas CS. O aumento de FASN pode então levar a maior produção de CLs e de ácidos 

graxos, que podem ativar ainda mais PPARγ, amplificando a resposta. Além disto, o aumento 

de PPARγ por ação do PGL I pode também levar o aumento da expressão gênica de pge2s 

contribuindo com a produção elevada de PGE2. Este resultado é fortalecido quando a adição 

de GW9662 inibe a produção de PGE2 induzida pelo PGL I. Logo, estes dados fortalecem o 

que a literatura tem mostrado sobre o efeito do M. leprae no metabolismo lipídico da célula 

hospedeira e lançam o PGL I como uma possível molécula do M. leprae envolvida nestes 

fenômenos. 

A principal questão quando pensamos no papel do PGL I como uma molécula 

moduladora é: como esta molécula poderia afetar vias de sinalização intracelular? Uma 

possibilidade, é a ligação direta deste glicolipídeo à proteínas de superfície que, por sua vez, 

poderiam ativar uma cascata de sinalização intracelular. Considerando que o PGL I é uma 

molécula de superfície que interage com a laminina tipo 2 e isto resulta em modulação da via 

ErbB2 em células de Schwann (40), é possível que outros ligantes presentes na superfície 

celular possam funcionar como possíveis receptores para esta molécula, desencadeando 

respostas celulares diferentes. Entretanto, o M. leprae é um patógeno intracelular obrigatório e 
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ao ser fagocitado, reside no fagossoma e escapa da fusão fagolisossomal (98). Duas questões 

surgem então, será que o PGL I pode se ligar às proteínas do fagossoma gerando um efeito no 

interior do fagossoma e mesmo no citosol da célula? Será que esta e outras moléculas da 

micobactéria podem ser secretadas a partir do fagossoma e podem interagir com proteínas de 

outras organelas celulares, e ou com proteínas do citosol modulando a função das mesmas? 

Será que a interação com determinadas proteínas poderia modular o fator de transcrição 

PPARγ e levar a formação de CLs? Sabe-se pela literatura que patógenos, como 

micobactérias, liberam vesículas de membrana externa (VME) que contêm proteínas e muitos 

componentes de parede celular das micobactérias (34).  

Uma possibilidade de interação e liberação destas moléculas na célula hospedeira, 

pode ser via estas VME. Entretanto, em 2017 foi publicado um trabalho mostrando que a 

proteína 1 formadora de canal seletivo a ânions dependente de voltagem, VDAC1, altamente 

expressa na membrana externa da mitocôndria (MEM). Esta proteína também expressa na 

membrana do fagossoma, é importante para sobrevivência do M. avium, e está envolvida 

exportação de lipídeos micobacterianos (86). Portanto, a proteína VDAC1 também pode ser 

uma possível via de exportação de moléculas micobacterianas para o citoplasma celular. Os 

dados de interactoma apontam esta proteína como um possível ligante de PGL I e as análises 

pelo Raptor X binding sugere que esta proteína contém apenas um domínio, mas que 

reconhece moléculas de ácidos graxos. Este resultado pode sugerir que o PGL I esteja se 

ligando a VDAC 1 via sua porção lipídica. Entretanto, como a VDAC1 é muito expressa na 

MEM não se pode descartar o efeito da ligação do PGL I a esta proteína sobre a fisiologia 

mitocondrial, mesmo porque, recentemente foi mostrado que a infecção de CS com M. leprae 

diminui o potencial de membrana mitocondrial (45). A proteína VDAC1 já foi descrita por 

estar envolvida tanto no potencial de membrana da mitocôndria, quanto nos níveis de ATP 

celular visto que seu silenciamento, leva a diminuição destas duas funções mitocondriais. O 

papel de lipídeos na oligomerização desta proteína foi mostrado ser importante no 

direcionamento de determinados processos celulares, por exemplo, fosfatidilglicerol leva a 

oligomerização de VDAC 1, enquanto cardiolipina rompe esta agregação, e este efeitos têm 

grande relevância na apoptose celular (99). Portanto, apesar desta proteína até o momento não 

ter sido associada ao metabolismo lipídico diretamente, esta possível interação pode resultar 

na liberação do PGL I para o citoplasma e também pode ser de grande relevância na 

compreensão do impacto da infecção na função mitocondrial. 
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A vimentina também apareceu no interactoma como uma proteína potencial ligante de 

PGL I, uma análise da sequência da proteína usando o trabalho de Fantini J e colaboradores 

sugere que a região C-terminal contém uma sequência de aminoácidos com resíduos capazes 

de se ligar a glicolipídeo (403-440). Já o o programa Raptor X binding mostra que apesar da 

vimentina conter 4 domínios, o domínio 2 contém aminoácidos que potencialmente podem 

reconhecer manose, glicose e ácido oleico. Estas análises sugerem sítios de ligação ao PGL I. 

Resultados experimentais reforçam que a vimentina pode de fato estar se ligando ao PGL I. 

Além disso observamos que o estímulo com PGL I e a infecção com M. leprae e BCG PGL I 

modificaram o padrão de expressão desta proteína. Dados da literatura mostraram que a 

interação da vimentina com PPARγ se dá no compartimento citosólico, onde a vimentina 

parece regular a taxa de turnover do PPARγ, regulando indiretamente a atividade 

transcricional do PPARγ pela regulação de sua degradação (100).  

O papel de proteínas do citoesqueleto no movimento intracelular de colesterol em 

células esteredoigênicas já foi descrito há bastante tempo quando mostraram que drogas que 

rompem esta estrutura afetam a produção deste esteróide (101-105). Em 2007, foi mostrado 

que a inibição de PPARγ inibe o crescimento e a capacidade invasiva de células de carcinoma 

hepático pela desorganização dos filamentos de vimentina (103). 

Um aspecto bem interessante sobre a vimentina, é que esta proteína já foi identificada 

em CLs de adipócitos, macrófagos espumosos e lesões ateroscleróticas (106-110). 

Recentemente, foi mostrado que uma organização cortical entre perilipina e a vimentina é 

importante para a formação de CLs em adipócitos (75). Portanto, esta proteína parece ser 

importante na formação de CLs, além disto, o envolvimento da vimentina em metabolismo 

lipídico tem sido descrito na literatura (109). Um destes papéis foi evidenciado em 2010 

quando detectaram que a vimentina participa da lipólise pela interação direta com a enzima 

hormônio lipase sensível ativando esta enzima (110).  

Além do papel da vimentina no metabolismo lipídico foi mostrado recentemente que 

este filamento intermediário regula a mielinização do nervo periférico pela regulação da 

neuregulina 1 tipo 3 (111). Foi evidenciado também que filamentos intermediários do tipo 

vimentina interagem com bicamadas lipídicas (112) com RE e também com Cg (113). Além 

disto, foi mostrado recentemente que o potencial de membrana da mitocôndria é regulado a 

partir da interação desta organela com a porção N-terminal da vimentina (114). Portanto, a 

interação entre PGL I e vimentina pode ser um achado de grande relevância no contexto da 

hanseníase, pois pode levar a diminuição da degradação de PPARγ, via o proteassoma, e com 
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isto amplificar seu efeito sobre o metabolismo lipídico, pode também estar relacionada com o 

fenômeno de desmielinização e com o efeito do M. leprae  sobre o potencial de membrana da 

mitocôndria. Estes dois fenômenos podem talvez estar relacionados com a alteração do padrão 

da vimentina após a infecção. Portanto, apesar de termos obtido alguns resultados com 

algumas proteínas, acabamos por focar um pouco mais na interação PGL I e vimentina. 

Identificamos também como prováveis ligantes duas galectinas, galectina 1 e 2. Até o 

momento foram identificadas 14 lectinas desta família (115). LGALS1 é codificada pelo gene 

lgals1 e tem em torno de 15kDa e é conhecida por ser um regulador imune e inflamatório que 

age tanto intra quanto extracelularmente, modulando a resposta imune inata e adaptativa 

(115). Recentemente, foi mostrado que a diminuição da expressão desta proteína reduz a 

expressão de proteínas envolvidas na formação de CLs em tecido hepático (115), inclusive da 

proteína perilina 2 ou adipofilina, uma proteína estrutural de CLs cuja a expressão está 

aumentada em células infectadas com M. leprae (29). A LGLAS3 é codificada pelo gene 

lgals3 e tem cerca de 30kDa, cuja localização é ubíqua e está envolvida em múltiplas funções 

(116).  

Já foi mostrado que o aumento de tecido adiposo está relacionado ao aumento de 

LGALS3 e que esta proteína estimula a proliferação de pré-adipócitos (117). Recentemente, 

foi visto que a LGLAS3 ativa PPARγ e leva a diferenciação de adipócitos in vivo e in vitro 

(118). 
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CONCLUSÃO 

 

 

O PGL I é uma molécula muito importante na parede do Mycobacterium leprae esta 

molécula está envolvida na desmielinização, observada em co-culturas de neurônios de 

gânglio da raiz dorsal e células de Schwann, na ausência de células imunes (40). Entretanto, a 

participação do PGL I na modulação do metabolismo lipídico do hospedeiro ainda é pouco 

explorada. Portanto, neste projeto foi demonstrado, se o PGL I modula moléculas reguladoras 

do metabolismo lipídico da célula hospedeira, foi utilizado um modelo in vitro, as células de 

Schwann humanas da linhagem ST8814. Os nossos dados sugerem o aumento de genes e 

proteínas envolvidas no metabolismo lipídico (HMGCR, FASN, PLIN3, vimentina, fator de 

transcrição PPAR e PGE2).  Estes resultados apontam o PGL I como uma molécula do M. 

leprae  capaz de aumentar a formação de corpúsculos lipídicos, pelo menos em parte via o 

aumento da síntese de colesterol e aumento da síntese de ácidos graxos, através do aumento 

das enzimas HMGCR e FASN respectivamente. O PGL I aumentou a expressão de PPAR e 

PGE2 sintase nas células de Schwann. Assim como a produção do mediador lipídico PGE2. 

Fizemos uma reanálise das proteínas envolvidas no metabolismo lipídico e formação 

do corpúsculo lipídico, retirados dos dados da Dra. Chyntia. Nesta reanálise, foi feita uma 

procura de possíveis alvos, que pudessem nos direcionar quanto ao papel do PGL I, como um 

ligante favorecedor da formação de CLs. Validamos a localização celular das proteínas 

potencialmente ligantes de PGL I, utilizando o programa Hum-mPLoc 2.0. Analisamos in 

silico se as proteínas potencialmente ligantes de PGL I interagiam entre si e com PPAR a 

partir do programa STRING. Os dados mostraram que existe uma rede de interação entre as 

proteínas, e que segundo o programa STRING apenas a Vimentina interage molecularmente 

com o PPAR. Determinamos sítios de ligação das proteínas e possíveis ligantes de PGL I, 

usando o programa Raptor X binding. Analisamos o possível sítio de ligação das proteínas 

com o PGL I pelo programa Predict Protein. Os dados analisados anteriormente, sugerem que 

o PGL I  modula a expressão da vimentina e da perilipina 3, e que parece se ligar a proteína 

vimentina.  

Os experimentos realizados, foram para determinar os possíveis ligantes de PGL I e 

como modula as proteínas reguladoras do metabolismo lipídico, mais experimentos devem ser 

realizados para comprovar esta ligação. Este trabalho abre novas possibilidades de estudo, do 

papel do PGL I na interação com a célula de Schwann. 
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