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ResuMmo

A tuberculose é uma das doengas de maior destaque na patologia humana,

provocando 3 milhdes de mortes e cerca de 12 milhdes de novos casos da doenca ativa a
cada ano. O papel da morte celular na infeccdo micobacteriana esta sendo intensamente
estudado, visto que da interagcdo inicial patdgeno-hospedeiro sera montada a resposta
imune, que definira o curso da infecgdo. A modulacdo das vias de sinalizacado celular pelas
micobactérias, com conseqliéncias potencialmente importantes para o curso da infecgao,
parece ser complexa e inclui tanto a indugcdo da morte celular como os sinais de
sobrevivéncia celular. Para estudar os mecanismos de modulagdo da morte celular
programada e da atuagdo funcional dos macrofagos por micobactérias virulentas e
avirulentas, utilizamos como modelo macréfagos murinos da linhagem Raw 264.7 e
macrofagos M1 derivados de células de camundongos C57BL/6 TLR** e TLR”, infectados
com as micobactérias Mycobacterium bovis BCG, cepas 27 opaca e translucida e 104 opaca
e translucida de M. avium, e cepas H37Ra e H37Rv de M. tuberculosis e com lisado de M.
bovis BCG e M. tuberculosis. As micobactérias M. bovis BCG nao alteraram a viabilidade
dos macréfagos durante 72 horas de infeccdo in vitro, induzindo apoptose apds esse
periodo. A infecgdo com M. bovis BCG induziu a produgdo de TNF-a pelos macrofagos a
partir de 3 horas apds a infec¢do, atingindo o pico 24 horas mais tarde, e, ao mesmo tempo,
um efeito protetor contra a agao citotdxica do TNF-a autdcrino. As micobactérias também
exerceram uma protecao contra a apoptose, induzida nos macréfagos por ATP e cisplatina,
mas nao contra a apoptose dependente de Fas. A infec¢cdo dos macrofagos com as cepas
de M. tuberculosis virulenta H37Rv e avirulenta H37Ra induziu perda acentuada na
viabilidade celular, a partir do 3° dia de infecgdo, mostrando tendéncia dose-dependente. O
tipo de morte predominante induzido pelas micobactérias patogénicas foi a necrose. A M.
tuberculosis induziu TNF-a de maneira dose-dependente, mas o nivel de produgao induzido
pela cepa H37Ra foi 6 vezes menor e pela cepa H37Rv 15 vezes menor em comparagao
com o que foi induzido por BCG, o que dificilmente pode explicar a necrose observada. Para
entender quais mecanismos podem contribuir para a prevengcao da morte do macréfago
infectado, estudamos as vias de sinalizagcdo acionadas nestas células pelas micobactérias.
A via principal que leva os macréfagos a ativacao pelas micobactérias é mediada pelos
receptores Toll-like, principalmente TLR2 e TLR4. Nossos experimentos preliminares
demonstram que as bactérias vivas e lisadas apresentam a capacidade semelhante de
ligacdo com o TLR2 e ativagao das vias dependentes deste receptor. A ativagdo de NF-kB e
das vias PI3K/Akt e p38MAPK pelas micobactérias é o fator que previne o desenvolvimento
da apoptose e necrose nos macrofagos infectados com altas doses de infecgdo nas
primeiras 48 horas apos a infec¢ao, favorecendo a replicagao intracelular das bactérias.

Palavras-chave: micobactérias, morte celular, macréfagos, TNF-a, TLR2, PI3K/Akt, NF-kB



Abstract

Tuberculosis is one of the most important human pathology, provoking 3 millions of

deaths and approximately 12 millions new cases of active disease each year. Importance of
cell death in mycobacterial infection is under intense investigation, since initial interaction
between pathogen and host will define the course of infection. Modulation of cell signaling
pathways by mycobacteria, with potentially important consequences for the course of
infection, seems to be complex and includes induction cell death and survival signals of cells.
To study mechanisms of modulation of programmed cell death and functional activity of
macrophages by virulent and avirulent mycobacteria, we used Raw 264.7 murine
macrophages and M1 macrophages from C57BL/6 TLR** e TLR” mice infected with
Mycobacterium bovis BCG, M. avium strains 104 and 27 smooth and rough, M. tuberculosis
strains H37Ra and H37Rv and M. bovis BCG and M. tuberculosis whole lysates. M. bovis
BCG did not alter macrophage viability during 72 hours of in vivo infection, inducing
apoptosis later on. M. bovis BCG infection induced TNF-a production 3 hours after infection,
with point at 24 hours later and, at the same time, a protective effect against cytotoxic action
of authocrine TNF-a. Mycobacteria either did exert protection against ATP and cisplatin-
induced apoptosis, but not Fas-dependent apoptosis. Macrophage infection with virulent
H37Rv and avirulent H37Ra M. tuberculosis induced accentuated loss of cellular viability, 3
days after infection, showing dose-dependent tendency. Necrosis was the predominant cell
type induced by pathogenic mycobacteria. M. tuberculosis induced TNF-a in dose-
dependent manner, but the level of production by strain H37Ra was smaller 6 times and 15
times by strain H37Rv compared with induced by BCG, what did not explain necrosis
observed. To understand which mechanisms could contribute to prevent cell death of
infected macrophage, we studied signaling pathways triggered in these cells by
mycobacteria. The main pathway that mycobacteria activate the macrophages is mediated
by Toll-like receptors, especially TL2 and TLR4. Our preliminary experiments demonstrate
that alive and lysate bacteria show the same ability to activate TLR2 and pathways
downstream. Mycobacteria activation of NF-kB, PI3K/Akt and p38MAPK pathways is the
factor that prevents infected macrophages apoptosis and necrosis development with high

doses of infection at first 48 hours of infection, favoring intracellular replication of bacteria.

Key-words: mycobacteria, cell death, macrophage, TNF-a, TLR2, PI3K/Akt, NF-kB
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1. INTRODUCAO

A cada segundo de cada dia, Mycobacterium tuberculosis (MTB) infecta um
ser humano em algum lugar do mundo e apesar da incidéncia global de cerca de 8
milhdes de casos por ano de tuberculose (TB) ativa, apenas uma pequena fragao
das estimadas 2 bilhdes de pessoas estéo infectadas (WHO, 2007). Apenas 1 em
cada 10 pessoas infectadas desenvolvem a doenca ativa, o que levanta a questao:
por que alguns individuos desenvolvem a doenga e outros nao?

A tuberculose, uma das doencas humanas mais antigas, ainda € uma das que
mais matam entre as doengas infecciosas, apesar do amplo uso da vacina viva
atenuada e de antibioticos mais eficazes (Manual Merck).

No passado, tornou-se um grande flagelo na Europa durante a Revolugao
Industrial, quando era comum a superpopulagdo e a aglomeragao nas cidades e a
doenga era responsavel por mais de 30% de todas as mortes. Com o surgimento
dos antibidticos estreptomicina (década de 1940), isoniazida (década de 1950),
etambutol (década de 1960), e rifampicina (década de 1970), a batalha contra a
tuberculose parecia ter sido finalmente ganha. O advento da AIDS, combinada com
a superpopulagdo e com as mas condicbes de saneamento em muitas areas
urbanas, fez com que a tuberculose voltasse a ser um grave problema de saude

publica (Manual Merck).

Kobert Koch Albert Calmette Camille Guérin

Figura 1 — Herodis na pesquisa da tuberculose. Robert Koch (1843—1910) descreveu a etiologia da tuberculose
em 1882. Albert Calmette (1863—-1933) e Camille Guérin (1872—-1961) descobriram a primeira vacina atenuada

contra tuberculose em 1921. (Kaufmann, 2006)



1.1. AGENTE ETIOLOGICO

A tuberculose é uma doenca infecciosa e contagiosa, causada principalmente
por um microorganismo denominado Mycobacterium tuberculosis, também
conhecido como bacilo de Koch (BK). O complexo Mycobacterium tuberculosis &
constituido de varias espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti.
Outras espécies de micobactérias, principalmente M.avium, podem produzir quadro
clinico semelhante a tuberculose, sendo necessarias para diagnostico diferencial a

cultura e a identificacido das mesmas, pelos laboratérios de referéncia.

1.1.1. MICOBACTERIAS

As micobactérias compreendem muitas espécies e estdo posicionadas
taxonomicamente na Ordem Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae, Género
Mycobacterium (Brasil, 1994; Holt et al., 1994; Murray et al., 1999). Podem-se
destacar algumas espécies mais importantes, devido ao seu impacto para a saude
publica: M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. leprae e as micobactérias da vacina
BCG.
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Figura 2 - Esquema mostrando a relagdo entre as espécies do género Mycobacterium (SOM 208

Microbiology Syllabus — The Mycobacteria)



O género Mycobacterium é constituido por bacilos

e
&,

iméveis, nao esporulados, ndo encapsulados, medindo
1-10 micrébmetros de comprimento e 0,2-0,6 micrdmetros
de largura, como mostra a Figura 3. Possuem alto
conteudo lipidico em sua parede celular, o que a torna

hidrofébica e resistente a muitos desinfetantes e corantes

utilizados em laboratério, apresentando  assim, N B

propriedade morfotintorial &lcool 4&cido resistente e Figura 3 - Bacilos do género
coloragao de Gram positiva. Wycobacterium

Em 1959, Runyon propds uma divisdo das micobactérias e classificou-as
como: patogénicas para o homem, incluindo o complexo M. tuberculosis e o M.
leprae, e as micobactérias ndo classificadas como bacilos da tuberculose humana
ou bovina e que podem, eventualmente, causar doengas. Esses microrganismos
apresentavam anteriormente a denominagado de “atipicas”; posteriormente, foram
denominadas micobactérias outras ndo pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis ou micobactérias ndo tuberculosas (MNT) incluindo, principalmente, o

complexo M. avium (MAC).
1.1.1.1. Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis € um dos patdgenos de maior sucesso, pois é
responsavel pela infeccdo de cerca de um tergco da populagdo mundial,
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas.

Os seres humanos sido o unico reservatério do M. tuberculosis. A infecgao é
transmitida de uma pessoa para outra através da inalacdo de pequenas goticulas,
de secregao respiratoria, eliminadas (tosse, espirro, fala) apenas pelo individuo com
tuberculose pulmonar, ou laringea (forma menos comum), em atividade (bacilifero).
Somente o0s nucleos secos das goticulas (Nucleo de Wells), com didmetro de até
5um e com 1 a 2 bacilos em suspenséo, podem atingir os bronquiolos e alvéolos e
ai iniciar a multiplicagdo. As goticulas médias sdo, na sua maioria, retidas pela
mucosa do trato respiratério superior e removidas dos brénquios através do
mecanismo muco-ciliar. Os bacilos assim removidos sao deglutidos, inativados pelo
suco gastrico e eliminados nas fezes. Os bacilos que se depositam nas roupas,
lengdis, copos e outros objetos dificiimente se dispersardo em aerossois e, por isso,

nao desempenham papel importante na transmissao da doenca.



Por fonte de infeccdo entende-se qualquer individuo capaz de transmitir o
bacilo da tuberculose. Em geral, a fonte de infeccdo € o individuo com a forma
pulmonar da doenga, eliminando bacilos para o exterior (bacilifero). Calcula-se que
durante um ano, numa comunidade, uma fonte de infeccdo podera infectar, em
meédia, de 10 a 15 pessoas que com ela tenham tido contato. O risco de transmissao
€ maior durante contatos prolongados em ambientes fechados e com pouca
ventilagdo. A transmissao € plena enquanto o doente estiver eliminando bacilos e
nao tiver iniciado o tratamento. Com o esquema terapéutico recomendado, a
transmissao é reduzida, gradativamente, a niveis insignificantes ao fim de poucos
dias ou semanas. As criangas com tuberculose pulmonar geralmente n&do sao
infectantes.

Apés a inalagdo das goticulas infectantes com M. tuberculosis, varios
cenarios se seguem. As micobactérias podem ser destruidas pelos macréfagos
alveolares, e nenhuma infeccao real é formada. Alternativamente, as micobactérias
podem nao ser imediatamente mortas, e entdo, um complexo primario consistindo
de um pequeno infiltrado e um linfonodo drenante sera formado. Pequenas
calcificagbes podem ser visualizadas em exame radiografico e o teste de pele PPD,
uma referéncia para a resposta de células T especificas para M. tuberculosis, torna-
se positivo. Muito freqlientemente, a infeccdo € estabilizada neste ponto. Numa
minoria dos casos, a doenga ativa desenvolve-se (tuberculose primaria), tanto nos
pulmbes como em qualquer lugar apds a disseminagdo hematogénica da M.
tuberculosis. Meses ou anos mais tarde, geralmente sob condicbes de
imunodeficiéncia, a infeccdo latente pode ser reativada (tuberculose pds-primaria)
como mostra a Figura 4.

Apds a infecgao pelo M. tuberculosis, transcorrem, em média, 4 a 12 semanas
para a deteccdo das lesbes primarias. A maioria dos novos casos de doencga
pulmonar ocorre em torno de 12 meses ap6és a infecgao inicial. A probabilidade de o
individuo vir a ser infectado e de que essa infecgao evolua para a doenga depende
de multiplas causas. As condicbes socio-econOémicas sdo essenciais para essa
multicausalidade. A evolugdo depende também do individuo estar sendo infectado
pela primeira vez (primo-infeccdo) ou reinfectado (reinfecgdo exdégena). A
probabilidade de adoecer numa primo-infeccdo depende da viruléncia do bacilo, da
fonte infectante e das caracteristicas genéticas do individuo infectado. Em novo
contato, ap6s uma infecgcao natural ou induzida pela BCG, a resisténcia dependera

da resposta imunoldgica.
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Figura 4 - Eventos cronolégicos apoés a inalagao da M. tuberculosis (Adaptado de van Crevel et al., 2002)

1.1.1.2. Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin

A vacina contra a tuberculose utilizada atualmente, BCG (bacillus Calmette-
Guérin), foi obtida de um isolado clinico patogénico de M. bovis atenuado no Institut
Pasteur em Lille, por Albert Calmette e Camille Guérin, ap6s 230 passagens entre
1908-1921. A vacina foi administrada em humanos em 1921, e durante os anos 20,
seu uso foi crescente na Europa, com evidéncias de sua eficacia a partir de estudos
da Noruega. Os primeiros testes formais da BCG foram realizados nos Indios Norte
Americanos nos anos 30. No fim dos anos 40 (quando a BCG era administrada
principalmente pelas vias percutdanea e intradermal), muitos estudos provaram a
utilidade da BCG na protegao contra a tuberculose (Fine et al., 1999).

A tuberculose emergiu no final da 22 Grande Guerra Mundial, e o uso da BCG
foi encorajado em muitos paises, estimulados, em particular, pela UNICEF,
Sociedades de Cruz Vermelha Escandinavas e pela WHO. Importantes testes foram
realizados nos anos 50 pelo Conselho de Pesquisa Médica Inglés (BMRC) e pelo
Servigo de Saude Publica dos Estados Unidos (USPHS). Tornou-se evidente que os
procedimentos empregados pela BMRC (cepa Copenhagen, dada a criangas de 13

anos tuberculina negativas) ofereceram alta eficacia contra a tuberculose. Em



contraste, aqueles usados pela USPHS (cepas Park ou Tice, dadas a varias idades
tuberculina negativas) ofereceram prote¢cdo muito baixa. Com base nestes
resultados, as respectivas agéncias de saude chegaram a conclusdes logicas: BCG
foi recomendada como rotina para adolescentes tuberculina-negativos no Reino
Unido, enquanto a BCG n&o foi recomendada para uso de rotina nos EUA, mas
restrito a populagdes de alto risco. A maioria dos paises seguiu a Europa e a WHO,
e introduziram a BCG, primeiro em campanhas para criangas e apés como rotina de
vacinagdo em esquemas (ex.: ao nascimento, ao entrar ou sair da escola) (Fine et
al., 1999).

Duas hipoteses surgiram como explicagbes para os diferentes resultados
obtidos nas diferentes avaliagbdes da BCG. Uma atribuiu as diferencas a variagdes
nas cepas de BCG e a outra considerou os fatores ambientais, em particular a
exposicao a varias micobactérias ambientais, como responsaveis pelas diferengas
(Fine et al., 1999).

A BCG foi incorporada ao Programa de Imunizacdo Infantii em 1974.
Atualmente, a cada ano, aproximadamente 100 milhbées de criangas recebem a
vacina (Fine et al., 1999).

As vacinas BCG sdo produzidas em mais de 40 lugares pelo mundo, e
existem hoje varias cepas (subcepas) usadas na produgdo da vacina e diferentes
modos de cultivo da BCG (Fine et al., 1999). As principais subcepas utilizadas séo:
Pasteur, Copenhagen, Glaxo, Tice, Tokyo, Russian, Brazilian/Moreau, Sweden
(Martin, 2005).

O nivel de protecado conferido pela BCG é extremamente variavel; difere de
acordo com a forma da TB e pode ser afetado nos casos de infec¢gdo associada com
AIDS (Martin, 2005). A eficacia da vacina BCG contra a tuberculose pulmonar varia
entre as populagdes, mostrando desde nenhuma protecédo no Malawi até 50-80% no
Reino Unido (Martin, 2005).

1.1.1.3. Mycobacterium avium - Micobactérias ambientais

Existem atualmente 91 espécies identificadas do género Mycobacterium nao
pertencentes ao complexo M. tuberculosis (Euzeby, 2002). Apesar da emergéncia
de novas micobactérias, estudos recentes documentam que 30% das micobactérias

isoladas da agua, solo e ar, e de pacientes ndo pertencem a nenhuma das espécies



identificadas (Tortoli et al., 2001). Micobactérias oportunistas ambientais s&o
distinguidas dos membros do complexo M. tuberculosis (e M. leprae) pelo fato de
nao serem patdgenos obrigatorios, mas sdo verdadeiros habitantes do ambiente.
Podem ser encontradas como saprofitas, comensais e simbiontes. Micobactérias
ambientais incluem tanto espécies de crescimento lento (ex.: formagdo da colbnia
em 7 dias ou mais) e crescimento rapido (ex.: formagao da colénia em menos de 7
dias). Deve ser notado que mesmo as de crescimento rapido crescem mais
lentamente que a maioria das micobactérias. As micobactérias exibem grande
variagdo nas taxas de crescimento (2 a 48h nos tempos de duplicagdo), morfologia
das colbénias (Wright et al., 1996; Cooper et al., 1998) sensibilidade a antibiéticos e
biocidas (Cangelosi et al., 1999), plasmideos (Dale, 1995; Kirby et al., 2002;
Picardeau & Vincent, 1998) e viruléncia (Cooper et al., 1998). As caracteristicas em
comum com o complexo M. tuberculosis sédo a grande resisténcia, parede celular

contendo micolato e patogenicidade intracelular.

1.1.1.3.1. Reservatorios ambientais

Micobactérias ambientais sao habitantes normais de uma ampla categoria de
reservatorios ambientais, incluindo aguas naturais e municipais, solo, aerossois de
protozoarios, animais, € humanos. A associagao externa com ou invasao de plantas
também podem ocorrer (Eaton et al., 1995; Laukkanen et al., 2000). A agua é
possivelmente a principal fonte de infecgdo pelo complexo M. avium em humanos
(Goslee & Wolinsky, 1976), ainda que nao seja a unica fonte (von Reyn et al., 2002).
Os isolados de M. avium obtidos de doentes com AIDS foram idénticos para aqueles
isolados da agua potavel dos pacientes quando analisados por método de DNA
fingerprinting (von Reyn et al., 1994).

A prevaléncia de muitas espécies de micobactérias ambientais no
fornecimento de agua potavel municipal (Falkinham et al., 2001) esta diretamente
explicada pela sua alta resisténcia inata a cloro e biocidas (Le Dantec et al., 2002;
Taylor, 2000). Além disso, micobactérias ambientais M. fortuito e M. chelonae (Hall-
Stoodley & Lappin-Scott, 1998), e M. avium sédo capazes de formar biofilmes e desta
forma populagdes micobacterianas podem persistir no sistema (ex.: sistema de
distribuicdo de agua) a despeito do seu lento crescimento.

Micobactérias ambientais apresentam também uma extraordinaria

sobrevivéncia a privacdo de alimentos (Nyka, 1974; Smeulders et al., 1999),



mantendo-se apesar de baixos niveis de nutriente na agua de torneira. Além disso, a
tolerancia a temperaturas extremas (Schulze-Robbecke & Buchholtz, 1992) resulta
na contaminagdo de aguas de torneira quentes, estancias termais, e maquinas de
gelo por micobactérias ambientais, sendo as espécies do complexo M. avium, M.
xenopi, M. phlei, e M. chelonae as mais termoresistentes. M. mucogenicum, M.
kansassi, M. gordonae, e M. flavescens estdo entre as muitas outras espécies de
micobactérias ambientais isoladas de agua potavel publica (Covert et al., 1999;
Kubalek & Mysak 1996; Le Dantec et al., 2002). A comida também & uma fonte de
risco humano para estas micobactérias, que estavam presentes em 25 de 121 de
amostras de comida (20%), e certos isolados de M. avium mostraram homologia
genética com isolados clinicos (Yoder et al., 1999).

Uma variedade de caracteristicas fisiologicas de M. avium e M. intracellulare
contribuem para o seu grande numero nesses ambientes. M. avium e M.
intracellulare tém um pH acido perfeito para crescimento entre 4.5 e 5.5 (George &
Falkinham, 1986), e o seu crescimento é estimulado por acidos humicos e fulvicos,
0s principais compostos organicos nas aguas castanhas de lagoas, rios e pantanos
(Kirschner et al., 1999). Um grande numero de M. avium e M. intracellulare foi
recuperado de aguas e solos com baixos niveis de oxigénio (Brooks et al., 1984;
Kirschne et al., 1992), e representantes destas espécies podem crescer em
condigbes microaerobias. Desta forma, as micobactérias sao favorecidas para o
crescimento nesses ambientes. Além disso, adaptagdes para condigcdes acidas e

microaerobias ajudam na viruléncia dos patogenos intracelulares.

1.1.1.3.2. Vias de infec¢ao

Existe uma variedade de situagdes onde as distribuicbes ambientais e
geograficas de humanos e micobactérias podem sobrepor-se e levar a exposi¢cao
dos humanos assim como impactar a ecologia micobacteriana. A maior
sobreposigao ocorre na agua. Os humanos estdo expostos a micobactérias na agua
bebendo, nadando ou tomando banho. Aerossois gerados durante estas atividades
também levam a exposi¢do humana.

Micobactérias ambientais estdo presentes praticamente em todas as fontes
de agua municipais (Chang et al., 2002), e padrbes de restricdo de fragmentos
gendmicos de M. avium isolados de agua de hospitais sdo similares aqueles

isolados de pacientes com AIDS (Aronson et al., 1999).



Membros do complexo M. avium comumente infectam passaros, apesar de a
infeccao sintomatica ser mais rara e dificilmente transmissivel (Thorel et al., 2001).
As vias de infeccdo primaria sado: oral e através de aerossol (Reddy, 1998).
Consistente com a via de transmissao oral, M. avium exibe alta tolerancia inata a
acidos e sais biliares (Bodmer et al., 2000). M. avium infecta a mucosa intestinal no
ileo terminal, principalmente através da superficie apical das células epiteliais e ndo
via células M (Bermudez & Sangari, 2000; Sangari et al., 2000; Sangari et al., 2001).

Enquanto as micobactérias ambientais sdo oportunistas em uma variedade de
pacientes imunocomprometidos, a ampla prevaléncia resulta em todos humanos
serem comumente e continuamente expostos a baixos niveis (50-500 bacilos por
dia). Apenas uma pequena porcentagem das interagdes humano-micobactéria evolui
para a infeccdo micobacteriana, mas tal progressdo € muito mais comum em
pacientes imunocomprometidos, especialmente aqueles com AIDS (Arasteh et al.,
2000)

1.2. DISTRIBUIGAO, PREVALENCIA E MORTALIDADE

A tuberculose ndo apresenta variagdes ciclicas ou sazonais, de importancia
pratica. A prevaléncia observada é maior em areas de grande concentragao
populacional e precarias condicdes sécio-econdmicas e sanitarias. A distribuicdo da
doenca € mundial, com tendéncia decrescente da morbidade e mortalidade nos
paises desenvolvidos.

Nas areas com elevada prevaléncia de infeccdo pelo HIV, vem ocorrendo
estabilizacdo ou aumento do numero de casos e obitos por tuberculose. Estdo mais
sujeitos a doenca individuos que convivam (contatos) com doente bacilifero,
determinados grupos com reducédo da imunidade, como os silicoticos e pessoas que
estejam em uso de corticosterdides ou infectados pelo HIV.

Antes do advento da moderna quimioterapia, a mortalidade era o indicador
utilizado tanto para avaliar a tendéncia da endemia, como para fazer estimativas de
morbidade - a prevaléncia era o dobro da incidéncia, que por sua vez era o dobro da
mortalidade. Na era quimioterapica, essas equivaléncias romperam-se, hoje
representando a mortalidade muito mais o desempenho do controle da doenca, uma

vez que praticamente todos teriam chance de se curar diante de um diagndstico



precoce e tratamento corretamente administrado. A analise da mortalidade deve

considerar a distribuicao geografica, os grupos etarios e a associagdo com o HIV.

1.2.1. ATUBERCULOSE NO MUNDO

Estima-se que 8,8 milhdes de novos casos de tuberculose ocorreram em
2003 e 1,7 milhdes de pessoas morreram desta doenga no mesmo ano (WHO,
2007). A maioria dos casos acontece em paises em desenvolvimento, sendo que a
Africa sub-Saariana apresenta a taxa de incidéncia mais alta per capita, e o sudeste
da regiao asiatica ttm o maior numero de casos (Figura 5).

Segundo dados recentes da WHO, o Brasil esta perto de alcangar a meta
para o sucesso no tratamento da tuberculose e continua a fazer progressos para a
ampla cobertura do DOTS - Estratégia do Tratamento Supervisionado da
Tuberculose (WHO, 2007).
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Figura 5 — Mapa mundial de casos notificados de TB a cada 100.000 habitantes em 2005 (WHO, 2007)

1.2.2. ATUBERCULOSE NO BRASIL

O Brasil € o pais com o maior numero de casos notificados de tuberculose
nas Américas e a Organizagao Mundial de Saude, em seu relatério anual de 2004, o
coloca na 15% posicdo no ranking dos 22 paises com maior numero de casos

estimados de tuberculose (Boletim Informativo TB 2005 RJ).



Os dados mais recentes publicados pelo Ministério da Saude indicam que a
taxa de incidéncia de tuberculose vem se mantendo estavel nos ultimos anos,
55/100.000 habitantes em 2000, com cerca de 90.000 casos notificados e 6.000
Obitos a cada ano. Nos ultimos anos, o compromisso do governo federal com as
acdes de controle da tuberculose tem sido crescente e o Ministério da Saude
priorizou a expansao do tratamento supervisionado como estratégia para alcangar

as metas de deteccéao e cura (Boletim Informativo TB 2005 RJ).
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Fonte: GT-SINAN (Atualizado em Outubro/2003)

Figura 6 - Casos notificados de tuberculose no Brasil em 2001 obtidos pelo Sistema de
Informagoes de Agravos de Notificagdo (SINAN)

Em 1996, a Organizacdo Mundial de Saude, passou a recomendar a
estratégia DOTS — Estratégia do Tratamento Supervisionado da Tuberculose, como
a mais eficaz para alcangar o controle da tuberculose. Em 1998, o Ministério da
Saude lancou o Plano Nacional de Combate a Tuberculose que, reconhecendo a
prioridade do problema, propunha a implantacdo da estratégia DOTS e tinha como

metas implementar a cobertura do PCT em 100% dos municipios, diagnosticar 92%



dos casos estimados e tratar 85% dos casos diagnosticados (Boletim Informativo TB
2005 RJ).

Em 2004, a tuberculose foi declarada prioridade nacional e foi aprovado um
plano nacional para o periodo 2004-2007, no qual o PNCT estabeleceu critérios que
incluiram os 315 municipios que concentram 70% dos casos da doenga como
prioritarios para fortalecer as agbes de controle e alcancar 100% de cobertura com o
tratamento supervisionado nas unidades basicas de saude (Boletim Informativo TB
2005 RJ).

A regido sudeste € a que concentra grande parte dos casos de tuberculose no
Brasil. O Estado do Rio de Janeiro € o que apresenta a mais alta taxa de incidéncia
de tuberculose do pais, como mostrado na Figura 7. O Ministério da Saude define
nove municipios como prioritarios, mas o PCT-SES/RJ incluiu em seu rol de
prioridade todos os municipios com mais de 100 mil habitantes. Os vinte e dois
municipios prioritarios, dos quais Campos dos Goytacazes € um deles, concentram
86% da populagéo do estado e sdo responsaveis por 92% dos casos de TB (Plano
Estratégico para o Controle da TB no Estado do RJ 2003-2005).
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Figura 7 - Divisdo percentual dos casos de Tuberculose por regidao do Brasil em 2000 (Plano Estratégico
para o Controle da TB no Estado do RJ 2003-2005)



1.2.3. O CONTROLE DA TUBERCULOSE NA ERA DO HIV

A tuberculose e o HIV
sdo as doencgas infecciosas
que mais matam adultos nos
paises em desenvolvimento,
e cerca de 13 milhdes de
pessoas estdo infectadas

com ambos 0s organismos
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sudeste da Africa. A incidéncia e notificagdo da TB estdo fortemente associadas com
a infecgao por HIV (Fig. 8b) e 12 dos 15 paises com o maior numero de taxas de
notificagdo estdo na Africa sub-Saara (Nunn et al., 2005). Em oito paises do leste e
sudeste da Africa, mais de 50% de todos os adultos infectados estéo co-infectados
com HIV (Fig. 8c).

1.3. SUSCETIBILIDADE E IMUNIDADE

A infeccao pelo bacilo da tuberculose pode ocorrer em qualquer idade. Nem
todas as pessoas expostas ao bacilo da tuberculose se tornam infectadas. A
infeccdo tuberculosa, sem doenca, significa que os bacilos estdo presentes no
organismo, mas o sistema imune estd mantendo-os sob controle. Uma vez
infectada, a pessoa pode desenvolver a tuberculose quando o sistema imune nao
pode mais manter os bacilos restritos nos granulomas, e eles se multiplicam
rapidamente. As reativagdes de infecgdes antigas e latentes explicam grande parte
dos casos de doenca em idosos (Netea et al., 2004).

Entre os infectados, a probabilidade de adoecer aumenta quando apresentam
uma associagéo com a infecgédo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e/ou
outras formas de imunodepressdo. Também € maior nas pessoas desnutridas,
doentes, com silicose, diabetes e usuarios de drogas endovenosas. A imunidade
natural pode ser explicada por diferencas fisiolégicas que existem nas varias
espécies. No entanto, ndo existem diferencas fisioldgicas que expliquem os diversos
graus de imunidade, aparentemente natural, que s&o observados em uma mesma
espécie animal. A maior ou menor imunidade natural parece estar relacionada com a
maior ou menor velocidade com que o hospedeiro € capaz de adquirir imunidade.
Assim, nao haveria propriamente uma imunidade "natural", mas uma imunidade
adquirida mais rapida e eficaz e, portanto, capaz de propiciar o controle da infeccéo
numa fase precoce. Essa competéncia imunoldgica é controlada geneticamente,
embora os fatores, como a desnutricdo, possam suprimi-la (Netea et al., 2004).

A defesa do hospedeiro contra microrganismos patogénicos envolve tanto a
imunidade inata como a adquirida. Estes dois grupos relativamente distintos de
respostas sao sequencialmente ativados durante a infecgao e tem por fim garantir a
eliminagao do patégeno microbiano. O sistema imune inato é ativado minutos apds a

invasdo do hospedeiro, sendo responsavel pela defesa durante as horas iniciais e



mesmo dias de infecgdo. Apesar do sistema imune inato, compreendido por
componentes celulares (ex.. mondécitos, neutrdfilos, células NK) e humoral (ex.:
sistema complemento, lisozimas), ser muito efetivo nas infec¢gdes, uma segunda
ativacdo mediada por linfécitos T e B (imunidade adquirida) é necessaria para a

eliminagao do patdégeno (Netea et al., 2004).

1.3.1 Macréfagos

Metchnikoff em 1893 foi a primeira pessoa a usar o termo “macréfago” para
descrever uma grande célula com capacidade de capturar microrganismos (Tauber
& Chernyak, 1991). Mais tarde, Aschoff em 1924 qualificou estas células como
integrante do Sistema Reticulo Endotelial (SRE) que inclui células reticulares,
células endoteliais, fibroblastos, histiécitos e mondcitos (Auger, 1992). O termo
Sistema Reticulo-Endotelial foi substituido por Sistema Mononuclear Fagocitico
(SMF), quando foi reconhecido que um subconjunto das células do SRE deriva de
precursores da medula 6ssea (van Furth et al., 1972). A familia de células do SMF
compreende células progenitoras da medula, pro-mondcitos, mondcitos do sangue
periférico e macrofagos teciduais.

Os macréfagos fazem parte do sistema imune inato, reconhecendo,
fagocitando e destruindo muitos patdégenos em potencial, incluindo bactérias,
protozoarios e fungos. Os macrofagos podem também reconhecer células tumorais
singénicas, células normais infectadas com virus assim como células em processo
de morte celular programada (apoptose) (Auger & Ross, 1992; Henson et al., 2001).
Além de suas fungdes na imunidade inata primaria, os macréfagos agem como
células reguladoras e efetoras tanto nas respostas imunes mediadas por células
como na resposta imune humoral (Morrissette et al., 1999). Apds a fagocitose, os
macrofagos degradam as proteinas e processam os antigenos para apresentagao
com as moléculas de MHC, onde as células T podem reconhecer as substancias
como estranhas (Unanue & Allen, 1986; Underhill et al., 1999). Quando ativados
numa resposta imune, os macréfagos adquirem atividades microbicidas e
tumoricidas envolvendo espécies de oxigénio reativas e metabdlitos de nitrogénio
reativos (Adam & Hamilton, 1984; Nathan & Hibbs Jr., 1991; Fang & Vazquez-
Torres, 2002).



O potencial destrutivo dos macréfagos e sua habilidade para secretar
reguladores da fungdo das células vizinhas contribuem em muitos aspectos da
homeostase. Por exemplo, dentro da medula 6ssea e do bago, os macréfagos
engolfam os nucleos expelidos dos eritrécitos maduros, e contribuem para controlar
a hematopoiese através da secrecdo de uma ampla variedade de citocinas e
também via mecanismo de contato imediato (Crocker & Milon, 1992; Sadahira &
Mori, 1999). Durante o desenvolvimento embrionario, os macréfagos exercem um
importante papel na remogao das células mortas e na limpeza das areas de morte
celular programada (Hopkinson-Woolley et al., 1994; Lichanska & Hume, 2000).
Essas fungbes sdao mantidas nos adultos, quando os macréfagos passam a estar
diretamente ligados a recuperacgao de feridas, reparagao de tecidos e remodelagao
ossea (Shapiro et al., 1991; Wilson, 1997; Opdenakker & Van Damme, 1992).

Os macroéfagos sdo também importantes em varios aspectos da homeostase,
por exemplo, no mecanismo do colesterol (de Villiers et al., 1998). A diversidade de
fungdes dos macréfagos fornece uma ligagao entre a imunidade inata e adquirida e
as numerosas mudangas fisioldgicas que contribuem para a defesa do hospedeiro.
Por outro lado, a disfungdo dos macréfagos causa muitas patologias de doengas
infecciosas, inflamatdrias e malignas (Mantovani et al., 2004).

A ativacdo dos macrofagos ocorre através de forma especializada e
polarizada. Interferon-y (IFN-y), certas citocinas como fator estimulador de colénia
granulécito macrofago (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF) e produtos
microbianos (ex.: lipopolissacarideos - LPS) induzem a forma classica de ativacéo
do macrofago M1. Macréfagos M1 sdo geralmente caracterizados pelo fendtipo
[L-12Meh [L-23Msh [L-10""; produzem grandes quantidades de reativos de oxigénio e
intermediarios de nitrogénio além de citocinas inflamatérias; fazem parte das
respostas polarizadas Th1 e medeiam a resisténcia contra parasitas intracelulares e
tumores (Mantovani et al., 2004) (Figura 9).

Macrofagos M2 € um nome genérico para as varias formas de ativacéo de
macrofagos que nao a classica M1 e incluem células expostas a IL-4 ou IL-13,
complexos imunes, IL-10 e hormdnios glicorticoides. As varias versdes de células
M2 geralmente apresentam o fendtipo IL-12"°%, IL-23"°", [L-10"%"; possuem altos
niveis de receptores manose, galactose e scavengers; guiam o metabolismo da
arginina a ornitina e poliamina e consequentemente a promogéo do crescimento
(Mantovani et al., 2004). Células M1 e M2 expressam repertorios profundamente

diferentes de receptores de citocinas e quimiocinas. Células M2 geralmente estao



envolvidas na resposta do tipo Th2; exercem fungdo imunoreguladora; orquestram a
encapsulacéo e contencao de parasitas; e promovem o reparo e remodelamento de
tecidos (Mantovani et al., 2004).
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Figura 9 - Indutores e propriedades funcionais das diferentes populagdes polarizadas de macroéfagos.
Abreviagbes: DTH, hipersensibilidade do tipo tardia; IC, complexos imunes; IFN-y, interferon-y; iNOS, o6xido
nitrico sintase indutivel; LPS, lipopolissacarideo; MR, receptor manose; RNI, intermediarios reativos de
nitrogénio; ROI, intermediarios reativos de oxigénio; SLAM, signaling lymphocytic activation molecule; SRs,

receptores scavenger; TLR, receptor Toll-like. (Mantovani et al., 2004)

A fagocitose pelos macréfagos é um evento mediado por receptores. E
durante a interagéao inicial que o macréfago € capaz de distinguir se a particula a ser
fagocitada € um resto celular ou um patégeno possivelmente perigoso. O macréfago
possui varios receptores em sua superficie e sua respectiva ligagao pode resultar
em varias respostas. Essas respostas podem variar desde uma simples fagocitose
de uma célula sanguinea vermelha senescente a fagocitose de um patdgeno e a
ativacao subsequente de mecanismos antibacterianos incluindo a ativagdo de uma
resposta imune. Claramente, essa dramatica variacdo nas consequéncias deve ser
cuidadosamente controlada para que a maioria dos eventos de limpeza nao leve a
ativacdo dos macréfagos enquanto que uma captura ocasional de um patdégeno
resulte em um rapido e efetivo controle. Entdo, como estas respostas dos
macréfagos sao controladas pelo hospedeiro ou moduladas pelo patégeno?

O macrofago possui varios receptores de reconhecimento e de fagocitose,

como mostra a Figura 10, que incluem receptores de complemento (CR), receptores



de imunoglobulinas (FCR) e os receptores de reconhecimento de padrées (PRR)

como receptores de manose (MR), CD14 e receptores Toll-like (TLR).
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Figura 10 - Reconhecimento imune e fagocitose de M. tuberculosis (Adaptado de Reinout van Crevel et
al., 2002)

1.3.1.1. Interacao entre macréfagos e micobactérias

Uma das mais antigas e bem embasadas observagdes a respeito da interagao
entre micobactérias e macrofagos € a localizagdo intracelular ndo usual das
micobactérias. Apos entrar no macrofago, as micobactérias patogénicas, como M.
avium e M. tuberculosis, residem e replicam dentro de fagosomas. Muitos estudos
mostraram que fagosomas micobacterianos sdo capazes de fundir com endosomas
primarios, mas falham na fusdo com endosomas tardios ou lisosomas e estado
associados a proteinas como receptor de transferrina (Clemens & Horwitz, 1996;
Sturgill-Koszycki et al., 1994). Esses fagosomas ndo possuem proton ATPases e por
isso nao se acidificam (Sturgill-Koszycki et al., 1996).

A inibicao induzida pelas micobactérias da nucleagao dos filamentos de actina
fagosomais pode possivelmente explicar a incapacidade de fusdo com as vesiculas

endociticas tardias. A lipoarabinomanana (LAM) presente na parede das



transporte entre 0 Complexo de Golgi e o fagosoma e pode contar para a auséncia
de bombas H*-ATPases e certas proteases nos fagosomas micobacterianos.
Lipidios micobacterianos como Man-LAM e PIM podem ser responsaveis por alguns

destes eventos, como mostra a Figura 11 (Hestvik et al., 2005).
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Figura 11 — Via endosomal/lisosomal da fagocitose das micobactérias (Adaptado de Hestvik et al., 2005)

A falha dos fagosomas micobacterianos tanto em adquirir ou perder os
marcadores associados com a maturacdo dos fagolisosomas indica que estes
fagosomas nao participam na série normal dos eventos de fusdo necessarios para
gerar um ambiente antibacteriano dentro do fagolisosoma. Dados recentes sugerem
que as micobactérias bloqueiam ativamente a maturagdo do fagosoma através da
manipulagdo da maquinaria endossomal da célula hospedeira. Especificamente,
estudos recentes desenvolvidos por Fratti e colaboradores demonstraram que os
fagosomas contendo micobactérias ou produtos micobacterianos falham em recrutar
moléculas efetoras importantes para a biogénese fagosomal (Fratti et al., 2001).
Apesar desta inibicdo da maturagdo do fagosoma ter sido mostrada em varios
modelos, é aparente que a capacidade da micobactéria bloquear a formacédo do
fagolisosoma é reduzida na presenca de citocinas capazes de ativar o macréfago
(Schaible et al., 1998; Via et al., 1998).



Os macréfagos produzem varias quimiocinas (ex.. RANTES e MCP-1) e
citocinas (ex.: TNF-a e IL-1B) apds a infeccdo micobacteriana e estas moléculas
imunes efetoras sao necessarias para o recrutamento e ativagcao de leucécitos e o
subsequente controle da infecgao micobacteriana (Flynn & Chan, 2001).

Em particular, a ativagdo de macréfagos por células T estimuladas é de
fundamental importancia durante a infecgcdo micobacteriana e resulta na expressao
aumentada de mediadores antimicobacterianos como intermediarios reativos de
nitrogénio. Mantendo nosso foco que as micobactérias patogénicas ativamente
limitam a resposta dos macréfagos, estas bactérias consistentemente induzem
menos TNF-a e oxido nitrico sintase (NOS) que as micobactérias menos virulentas
(Falcone et al., 1994; Beltan et al., 2000).

A capacidade das micobactérias mais virulentas de limitar a maturacdo do
fagolisosoma e a producdo de mediadores inflamatérios sugere que as
micobactérias patogénicas iniciam um processo ativo para manipular as vias de
transducdo de sinal dos macrofagos. Isso é confirmado pela observacédo que as
micobactérias patogénicas mortas sdo transportadas através do processo de
maturacao dos fagosomas (Barker et al., 1997) e mostram producao diferencial de
moléculas efetoras comparada a induzida pelas micobactérias vivas (Beltan et al.,
2000).

Um aspecto interessante das micobactérias € o seu extraordinariamente alto
teor lipidico no envelope celular (Figura 12), constituindo mais que 40% do seu peso
seco (Anderson, 1940). Além de conferir unicas propriedades tintoriais, que ajuda no
diagnéstico de espécimes clinicamente infectantes, é importante no direcionamento
das interacbes patdogeno-hospedeiro (Petros et al., 2004).

LAMs (lipoarabinomananas) sao glicolipidios restritos as micobactérias e um
dos moduladores das fun¢gdes dos macrofagos e células dendriticas (DC). ManLAMs
(mannose-capped lipoarabinomannan) sao caracterizados pela presenca de capas
manosiladas e sao encontradas nas micobactérias de crescimento lento: M.

tuberculosis, M. leprae e M. bovis BCG.
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Figura 12 - Representagédo esquematica do envelope celular da M. tuberculosis segundo Riley, 2006

A ligacdo de ManLAM as DCs imaturas bloqueiam a maturagdo mediada por
LPS e a secregao de IL-12. Sua ligagdo com o receptor DC-SIGN das células
dendriticas interfere nos sinais de maturacdo como também induz a secregido de
IL-10, contribuindo assim para a supressao da resposta imune. A ligagdo com DC-
SIGN é uma das estratégias usadas pela M. tuberculosis para escapar da vigilancia
do sistema imune.

ManLAMs ativam a tirosina fosfatase SHP-1. E aceito que ManLAMs exercem
suas fungdes anti-inflamatdrias através da desfosforilagdo de kinases como MAPK,
envolvidas na produgdo de TNF-a e IL-12. Muitas evidéncias sugerem que o0s
macrofagos infectados com micobactérias sofrem apoptose. ManLAM é amplamente
responsavel pela inibicdo da apoptose, pois promove a fosforilagdo de Bad, um
membro pro-apoptoético da familia Bcel-2, que inibe a fungao de Bcl-X, sequestrando-
o como heterodimero. ManLAM também é capaz de prevenir o influxo de calcio
induzido pela M. tuberculosis e consequentemente inibir os eventos dependentes de
calcio associados com a apoptose. Diferentemente de ManLAM, PIMs
(fosfatidilinositol dimanosideo) liberados pelas micobactérias intracelulares induzem
a producdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e MCP-1 que s&o importantes

promotores de uma resposta granulomatosa.



1.3.2. Receptores Toll-like

Receptores Toll-like (TLRs), amplamente distribuidos nas células do sistema
imune, sdo sensores imunes para detecgcdo de patdgenos invasores, e suas vias de
sinalizagao entao ativadas iniciam a resposta imune inata e ajudam para uma melhor
e mais forte resposta imune adquirida. Sdo evolutivamente conservados e atuam no
reconhecimento de PAMPs (padrbes moleculares associados a patégenos),
incluindo PAMPs de virus, bactérias, fungos e parasitas (Figura 13). TLRs
pertencem a superfamilia TIR (receptores Toll/Interleucina-1), que é dividida em dois
principais subgrupos: os receptores IL-1 e os TLRs. Todos os membros desta
superfamilia sinalizam de maneira semelhante utilizando um dominio conservado
(TIR) na regiao citosolica, que ativa vias comuns de sinalizacdo, mais notavelmente
aquelas que levam a ativacao do NF-kB e proteinas quinases ativadas por estresse
(Liew et al., 2005).
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Figura 13 - Esquema mostrando a variedade de produtos derivados de patégenos reconhecidos pelos

receptors Toll-like segundo Liew et al., 2005

A ativagdo de TLR é uma faca de dois gumes. E essencial para gerar a
resposta imune inata e aumentar a imunidade adaptativa contra patdgenos.
Entretanto, membros da familia TLR também estdo envolvidos na patogénese de
doengas auto-imunes, inflamatdrias crbnicas e infecciosas. Por exemplo, uma das
doengas mais severas € a sepsis causada por LPS, agonista de TLR4. Além disso,
TLR9 parece estar envolvido no lupus eritematoso sistémico pela ativagao direta de
células B auto-reativas. TLRs podem também promover a patogénese de infecgbes
pela hiper-inducéo de citocinas pré-inflamatérias, facilitando o dano tecidual ou por

uma imunidade protetora deficiente pela inducdo de células T reguladoras. E



provavel que a maior parte das doengas imunes e inflamatdrias tenham de alguma
forma um componente TLR envolvido. A natureza diversa de patégenos e proteinas
de estresse sdo de tal ordem que se nao forem checados, o hospedeiro ficara
sobrecarregado de ativagdo imunoldgica. A sinalizacdo e as fungbes de TLR sao
necessarias e precisam ser cuidadosamente controladas (Liew et al., 2005).

A sinalizagao de TLR ¢ iniciada pela dimerizagdo dos TLRs, que pode formar
homodimeros (como TLR4) ou heterodimeros (como TLR2 e TLR1). Todos os TLRs,
com excec¢ao do TLRS3, utilizam a proteina adaptadora MyD88 para a sinalizagao
(Figura 14).
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Figura 14 - Moléculas adaptadoras na sinalizagdo de TLR. (Liew et al., 2005)
Abreviagbes: AP1, activator protein 1; BTK, Bruton’s tyrosine kinase; ECSIT, evolutionarily conserved signaling
intermediate in Toll pathway; ISRE, IFN-stimulated response element, MKK, MAP kinase kinase; TAB2,

transforming growth factor-activated kinase (TAK)-binding protein-2.



Na ativacédo do receptor, MyD88 é recrutado para o receptor através do seu
dominio TIR, que interage com o dominio TIR do TLR. Isso permite o recrutamento e
a ativacdo de uma familia de quinases downstream, chamada IRAKs (quinases
associadas ao receptor IL-1) 1, 2 e 4. IRAK4 ¢é recrutada primeiro ao complexo,
torna-se ativada e fosforila IRAK1. Essas quinases interagem com MyD88 através
dos dominios comuns de morte a ambas proteinas, o que subsequentemente leva a
ativacdo de TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de fator de necrose tumoral).

A ativacdo de quinases downstream, incluindo as quinases inibidoras de NF-
KB (IKKs), resulta na liberacdo de NF-kB de IkB, permitindo a translocacéo de NF-
KB para o nucleo que medeia um aumento na expressdo de genes de citocinas
inflamatorias. Ocorre também a ativacdo de MAPK (mitogen-activated protein
kinases) como ERK 1/2 MAPK e JNK (mitogen-activated protein). Essas vias levam
a producéao de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF) e outras proteinas pro-
inflamatdrias. MyD88 tem sido recentemente relacionado durante a ativacédo de IRF7
(interferon (IFN)-regulatory factor 7), que leva a indug&o de interferon-y (Liew et al.,
2005).

Portanto, os TLRs utilizam a proteina adaptadora MyD88 para propagar os
sinais aos genes alvos e gerar uma rapida resposta protetora, seja pela ativagao de
NF-kB ou via outras rotas. MyD88 & também usado por outras vias de sinalizacao
inflamatdrias (ex.: IL-1 e IL-8). Entretanto, pelo menos dois TLRs (TLR3 e TLR4)
podem usar adaptadores alternativos como TRIF (Toll/IL-1 receptor-domain
containing adaptor protein inducing IFN-B) e TRAM (TRIF-related adapter molecule;
usado por TLR4) que podem ativar respostas distintas daquelas induzidas por
MyD88. Entdo, TLR4, por exemplo, pode utilizar tanto MyD88/TIRAP (TIR domain-
containing adapter protein) como TRAM/TRIF para gerar respostas diferentes.
Enquanto MyD88 tipicamente ativa NF-kB, TRAM e TRIF podem ativar IRF-3 e
IRF-7 e também induzir a ativagao tardia de NF-kB (Doherty & Arditi, 2004).

A imunidade inata orquestra a resposta adquirida através de TLR. No caso da
infeccdo micobacteriana, as micobactérias sao incorporadas em fagosomas das
células apresentadoras de antigenos (APCs) por um dos muitos receptores. A
sinalizagdo por TLR é estimulada pela associacdo do TLR com os PAMPs
localizados na superficie dos patégenos. Os fragmentos antigénicos séao
processados e apresentados por moléculas MHC Il aos linfocitos T, que s&o entao
ativados. Uma sinalizagdo TLR-MyD88 normal resulta em uma rapida e potente

inducdo de citocinas do tipo Th1, essenciais para uma imunidade inata defensiva,



mas que também exerce profundo impacto na imunidade adquirida subsequente. As
células T ativadas expressam IFN-y, que estimula as APCs ativadas a continuar a
producao das citocinas Th1. Entretanto, na auséncia de MyD88, a expressao destas
citocinas é profundamente comprometida, e citocinas Th2 podem entdo predominar

e atenuar inapropriadamente a resposta defensiva (Figura 15).
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Figura 15 - Ponte entre as imunidades inata e adquirida. (Doherty & Arditi, 2004)

1.3.3. Cascatas “mitogen activated protein kinase” (MAPK) de sinalizagcao

celular

As cascatas MAPK, mostradas na Figura 16, estdo envolvidas na mediagao
de respostas celulares aos sinais extracelulares e exercem um importante papel no
balanco dinamico entre a sobrevivéncia e a morte celular (Lewis ef al., 1998).

Duas dessas cascatas MAPK, as vias c-Jun quinase (JNK) e p38, séo

ativadas pelo estresse celular e estdo envolvidas na apoptose como fatores pré-



apoptéticos (Leppa & Bohmann, 1999; Basu & Kolesnick, 1998). Varios estudos tém
demonstrado que a ativagado das quinases das vias p38 e JNK promove a apoptose
das células (Kummer et al., 1997; Xia et al., 1995).

Em contraste com as proteinas quinases ativadas por estresse, as quinases
reguladas pelos fatores extracelulares de crescimento e sobrevivéncia, p42/p44
(ERK 1 e 2) e a proteina quinase B (PKB/Akt), estdo geralmente envolvidas na
inibicdo da apoptose (Buckley et al., 1999; Romashkova & Makarov, 1999). O
balanco dinamico entre estas vias opostas pode ser importante para determinar se a

célula sobrevive ou sofre apoptose (Xia et al., 1995).
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1.3.4. Fosfoinositideo 3 quinase (PI3K)

PI3K é uma familia de enzimas amplamente expressas, e através da geragao
de segundos mensageiros exercem papel fundamental na regulagdo de muitos
processos celulares. A ativagcdo de PI3K forma uma das principais vias de
sinalizagao intracelular. Uma alta proporcéo de receptores celulares, especialmente
aqueles ligados a tirosina quinases ativa PI3K, e uma ampla variedade de fungbes
celulares e eventos parecem ser influenciados pelos produtos lipidicos gerados por
essas enzimas (Figura 17) (Stein & Waterfield, 2000).

A atividade enzimatica primaria das PI3Ks é a fosforilagdo de lipidios inositol.
Diferentes membros da familia PI3K geram diferentes produtos lipidicos (Stein &
Waterfield, 2000).
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Figura 17 - PI3Ks: ligando os receptores da superficie celular as suas muitas fungdes na célula (Rommel
et al., 2007)

PI3K foi inicialmente purificado como um complexo heterodimérico
consistindo de uma subunidade catalitica de 110kDa, conhecida como 110a, € uma
subunidade reguladora/adaptadora de 85kDa, conhecida como 85a. Atualmente, oito
PI3Ks sédo conhecidos e divididos em trés classes: Classe la / Ib, Il e Ill (Stein &
Waterfield, 2000).

PI3K e seu produto lipidico PI1(3,4,5)P3 tem sido amplamente associado ao
controle da polarizagéo e da migracao celular. Durante a quimiotaxia dos leucécitos,
PI3K classe la (Figura 18) mostrou-se necessario para a extensao dos lamelipédios

e para a migragao em resposta a CSF-1, enquanto que PI3K classe Ib foi necessario



para a quimiotaxia de neutréfilos em resposta a uma variedade de mediadores
inflamatdrios (Raftopoulou & Hall,2004).

Um sutil equilibrio existe entre as atividades das pequenas GTPases
GTPases Rac e Rho. A ativacdo de Rac é responsavel pela estimulagdo do
espalhamento e migragcdo celular, enquanto a ativagdo de Rho promove a
contratilidade e adesao celular. O balango entre estes dois membros da familia das
GTPases € determinante para os rearranjos do citoesqueleto, controlando a
morfologia celular e a migragao (Caron, 2003). Cdc42 exerce papel fundamental na
definicdo da polarizagéo celular em resposta aos estimulos externos (Raftopoulou &
Hall,2004) .
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Figura 18 - Papel de PI3K na organizagao da actina e na migragao celular.
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1.3.5. Fator Nuclear kB (NF-kB)

O NF-kB é um fator de transcrigdo eucariético que existe potencialmente em
todos os tipos celulares. Foi inicialmente descrito em 1986 como um fator nuclear
necessario para a transcrigdo da cadeia leve kappa da imunoglobulina nas células B,
dai o nome fator nuclear kB (Sen & Baltimore, 1986). O NF-kB pré-existe no
citoplasma da maioria das células na sua forma inativa, ligada ao inibidor IkB. Apos
receber um sinal apropriado, o NF-kB é liberado do IkB e é translocado até o nucleo,
onde pode regular a transcricdo de genes especificos (Figura 19). E importante notar
que a capacidade do NF-kB em responder a um sinal o faz um fator induzivel, e o
fato de a atividade do NF-kB n&o requerer nova sintese de proteinas permite que o
sinal seja transmitido rapidamente. O NF-kB comunica-se com o citoplasma e o
nucleo, sendo capaz de carrear mensagens diretamente aos seus alvos nucleares
(Ghosh et al., 1998).

Desde a descoberta do NF-kB, seus sitios especificos (sitios kB) tém sido
caracterizados nos promotores e “enhancers” de muitos genes, fazendo do NF-kB
um componente importante na expressao induzida de muitas proteinas, incluindo
citocinas, proteinas de resposta de fase aguda e moléculas de adeséo celular (Grilli
et al., 1993; Kopp & Ghosh, 1995). Além desses genes induziveis, o NF-kB é
encontrado na forma nuclear ativa em células B maduras, plasmadcitos e alguns
neurdnios. Ja que a diferenciacdo dessas células € definida pela producido de
proteinas célula-especificas, a ativacdo constitutiva de NF-kB provavelmente
permite que algumas células mantenham um fenétipo diferenciado (Kopp & Ghosh,
1995).

NF-kB € um dimero de membros da familia de proteinas rel. Cada membro da
familia possui um dominio de homologia rel (RHD), que é uma regido N-terminal
conservada com aproximadamente 300 aminoacidos. Essa regido € responsavel
pela ligagcdo com o DNA, dimerizagao e interagdo com os membros da familia IkB
(IkB-a, IkB-B, IkB-y, Bcl-3, IkB-¢, p105, p100). O dominio de homologia rel contém a
sequéncia de localizagao nuclear (NLS), que é coberto com a ligagao das proteinas
inibidoras IkBs, retendo o NF-kB no citoplasma (Karin, 1999).

Atualmente, sdo conhecidos cinco membros da familia rel em mamiferos, NF-
KB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA, RelB e c-Rel, que podem combinar-se de diferentes

formas (Baeuerie & Henkel, 1994). Além de mostrar especificidade de ligagdo com o



DNA, cada combinagao de proteinas rel tem seu proprio potencial de transativacao
(Verma et al, 1995). Apesar da maioria das proteinas NF-kB serem
transcricionalmente ativas, algumas combinagdes parecem ser inativas ou
repressoras. As combinagdes p50/p65, p50/c-rel, p65/p65 e p65/c-rel sdo ativas,
enquanto p50/p50 e p52/p52 sao transcricionalmente repressoras (Brown et al.,
1994; Hansen et al., 1994). A primeira molécula de NF-kB descrita foi o
heterodimero das subunidades p50 e p65 (Auphan et al., 1995; Kopp & Ghosh,
1995).

Figura 19 - Vias de ativagao de NF-kB

Muitos agentes induzem a ativagdo de NF-kB, tais como intermediarios de
oxigénio reativo (ROIs), TNF-a, LPS, citocinas inflamatérias (IL-1, IL-2 e linfotoxina),
proteinas de transativagao viral, RNA dupla fita, esfingomielina, ionéforos de calcio,
luz ultravioleta, éster de forbol (PMA), fatores de crescimento, estresse fisico,
inibidor de sintese protéica (ciclohexamida) (Sen & Baltimore, 1986; Ghosh et al.,

1998). A natureza dos sinais que levam a ativagdo de NF-kB sugerem que este



participe na ativagao das células do sistema imune, através da regulagao positiva da
expressao de muitas citocinas essenciais a resposta imune. Em particular, o NF-kB
estimula a producdo de IL-1, IL-6, TNF-qa, linfotoxina e IFN-y. Algumas destas
citocinas, como a IL-1 e o TNF-a ativam o NF-kB, formando uma retroalimentacgao.
O NF-kB é uma proteina importante na regulacdo da resposta de fase aguda da
inflamacédo, que €& uma defesa sistémica estabelecida para restabelecer a
homeostase ap6s uma infeccdo ou injuria (Ghosh et al., 1998). E interessante notar
que as drogas antiinflamatérias, como os salicilatos e o corticosterdide
dexametasona, inibem a ativagdo do NF-kB em células em cultura, sugerindo que o
NF-kB pode ser um bom alvo para possiveis terapias contra doencas inflamatorias
cronicas (Kopp & Ghosh, 1995; Auphan et al., 1995; Ray & Prefontaine, 1994;
Scheinman et al., 1994). Por outro lado, foi demonstrado que o tratamento com
drogas inibidoras de NF-kB aumenta a sensibilidade das células tumorais a indugao
de apoptose (Castonguay et al., 1998).

Os trabalhos dos ultimos anos demonstram que a ativacédo de NF-kB em
células diferentes esta associada a resisténcia celular contra a apoptose (Wang et
al., 1996; limuro et al., 1998; Wang et al., 1999), provavelmente através da
transducado dos genes anti-apoptoticos TRAF1, clAP-1, clAP-2 (Beg & Baltimore,
1996).

1.3.6. Resposta imune

A imunidade mediada por células exerce o principal papel no controle das
infeccbes intracelulares, como as causadas por micobactérias. As células T
constituem-se no principal componente do mecanismo protetor estabelecido contra
os antigenos micobacterianos e, por consequéncia, fornecem a especificidade para
o sistema imune. As células T, apesar de serem essenciais para a resisténcia contra
as micobactérias, ndo sao por elas mesmas protetoras, mas atuam através de uma
cooperagao com os macréfagos. Estes sdo tanto ativadores como alvos das
respostas das células T as micobactérias.

Os macrofagos, infectados com as micobactérias, apresentam antigenos
micobacterianos as células T com receptores especificos antigénicos, levando a
proliferacdo das mesmas. Apds a infeccdo inicial com a M. tuberculosis, o0s

macrofagos alveolares liberam citocinas pro-inflamatoérias, incluindo as interleucinas



IL-1, IL-6 e IL-12, TNF-a e GM-CSF, assim como IL-8 e RANTES, que facilitam o
recrutamento de linfécitos e mondcitos aos pulmdes (Figura 20). O TNF-a exerce um
papel central na formagdo e manutencdo do granuloma, sendo considerado tanto

protetor como patoldgico.
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Figura 20 - Resposta imune multidirecional montada pelas APCs em resposta a MTB (Doherty & Arditi,
2004)

Apesar do TNF-a nao ser essencial na inducéo das funcdes anti-tuberculosas
do macréfago, esta citocina é um importante co-estimulador de IFN-y. A IL-12 ativa
as células NK e induz o desenvolvimento das células Th1. A secregéo da IL-12 pelos
macrofagos infectados por BCG depende da co-estimulagao por IFN-y (Barnes et al.,
1993).

Os macrdéfagos infectados também liberam IL-1, que estimula as células T a
produzir IL-2, um fator de crescimento da célula T, e a expressar nas mesmas 0s
receptores de superficie para esta interleucina. Os macréfagos pulmonares também
liberam as citocinas IL-10 e TGF-B. O TGF-, junto com IL-4, participa na regulagéo
negativa das respostas Th1. A IL-10 inibe a ativagdo dos linfécitos T pelos
macrofagos, inibe a formacdo de Th1, impedindo a formagdo de granulomas,

provocando a disseminacgao da infecgao (Tripp et al., 1995).



As seguintes quatro subpopulacdes distintas de células T s&o frequentemente

consideradas como participantes da resposta imune contra as micobactérias: células

T CD4" a/p TCR, CD8% o/ TCR, CD4°CD8 &/\TCR e CD4°CD8 a/f TCR
(Kaufmann & Andersen, 1998).

Os linfocitos T CD4 exercem importante papel nas defesas humanas contra a
tuberculose. A falta de células CD4 em camundongos resulta numa infecgéo
descontrolada por BCG, enquanto a transferéncia de células CD4 de animais
sensibilizados confere prote¢cao contra a tuberculose. O risco de desenvolvimento de
uma tuberculose pulmonar e formas severas de doengas extrapulmonares
correlaciona-se com o declinio da contagem de linfécitos CD4* em humanos HIV
positivos (Bloom et al., 1999).

As células T CD4* compreendem duas populagdes funcionalmente distintas,
de perfil Th1 e Th2, que necessitam de diferentes fatores co-estimulatérios e formas
de apresentacdo de antigenos. As células auxiliares Th1 produzem IFN-y e IL-2,
aumentando a atividade microbicida dos macréfagos e a DTH (hipersensibilidade do
tipo tardio), que resulta na formacdo de granulomas e na eliminagdo das
micobactérias. As células auxiliares Th2 produzem predominantemente IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, favorecendo o crescimento das células B e a produgao de anticorpos.
Na infeccdo micobacteriana, as defesas efetivas do hospedeiro sdo dependentes da
formacgao da resposta imune do tipo Th1 (Kaufmann & Andersen, 1998).

As células T CD8" sao linfocitos T citoliticos (CTLs) que lisam as células
infectadas dos hospedeiros, sendo essenciais para o controle das infeccdes
causadas pelos parasitas intracelulares. As CTLs contém moléculas efetoras dentro
de seus granulos. Apds o reconhecimento da célula-alvo pelo TCR dos CTLs, os
granulos fazem a exocitose de seu conteudo, que atua diretamente nas células-alvo.
Os componentes dos granulos incluem perforina, que forma poros na membrana das
células-alvo, levando a morte celular, e granzimas, que passa através dos poros
formados pela perforina e induz apoptose através da ativagdo da cascata de
caspases. Moléculas efetoras adicionais, incluindo granulisina, sdo encontradas
dentro dos granulos. A granulisina apresenta homologia de sequéncia com a lisina
das células NK (“natural killer”), e ambas moléculas expressam atividade citolitica. A
granulisina foi demonstrada recentemente exercer atividades microbicidas,
causando entdo a morte das bactérias intracelulares (Kaufmann, 1999). As células
CTLs expressam Fas ligante (FaslL), regulado positivamente pela estimulagdo do

receptor de célula T (TCR). A interacdo de FasL com Fas nas células-alvo induz



uma cascata de moléculas de caspases, que por fim resulta na fragmentacdo do
DNA e morte por apoptose das células do hospedeiro (Kaufmann & Andersen,
1998).

Além das células T CD4" e CD8" convencionais, outras populac¢des de células
T n&o-convencionais participam da resposta as micobactérias como as células T yd
que reconhecem fosfoligantes na auséncia de moléculas de apresentagao
conhecidas, e as células duplo-negativas (DN), que sdo especificas para os
glicolipidios  micobacterianos  apresentados por moléculas de  CD1
(Laochumroonvorapong et al., 1996). Estas moléculas contribuem na eliminagao das
micobactérias através da morte das células infectadas.

As citacbes acima relatadas demonstram a grande importancia da imunidade

celular na protecao contra as micobactérias.

1.4. MORTE CELULAR

A morte celular ocorre através de duas maneiras: necrose e apoptose. A
necrose € um processo de morte acidental na qual a célula exibe caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas distintas, incluindo mudangas na fungdo e morfologia
mitocondrial e na capacidade da membrana plasmatica em regular a pressao
osmotica. Inicialmente, uma progressiva hidratacdo do citoplasma (Figura 21a)
gerada pelo descontrole dos canais iGnicos presentes na membrana plasmatica,
ocorre seguida pelo rompimento da membrana e das organelas, permitindo o
extravasamento do lisossoma no citoplasma e finalmente a desintegragédo nuclear e
o completo rompimento da célula (Figura 21b). Uma conseqliente reagao
inflamatoéria no tecido adjacente geralmente acontece devido a liberagdo dos
conteudos celulares para o espago extracelular. A necrose ndao é vista no
desenvolvimento normal, mas é invariavelmente a resposta a injuria ou lesdes
toxicas (Cohen, 1993; Savill, 1996).

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo de suicidio celular
contido num programa genético e bioquimico altamente regulado e conservado
evolutivamente, que exerce fungdes importantes durante o desenvolvimento e
homeostase tecidual nos organismos multicelulares. As células em apoptose
manifestam mudangas profundas na arquitetura celular caracterizada por uma

morfologia distinta e, a nivel bioquimico, pela clivagem do DNA cromossomal em



fragmentos internucleossomais. A apoptose, nos organismos multicelulares, permite
a eliminacdo de células desnecessarias ou lesadas de uma maneira
imunologicamente silenciosa, na qual as células apoptdticas expressando moléculas
de superficie especificas sdo fagocitadas por células fagociticas, evitando entdo o
extravasamento dos conteudos intracelulares que poderiam causar inflamacao e
lesdo tecidual (Cohen, 1993; Savill, 1996). Sendo a fungdo principal da apoptose
regular o numero de células e manter a homeostase, um descontrole no mecanismo
da apoptose resulta no acumulo inapropriado ou na perda prematura de células e,

assim, leva a uma situagao patoldgica.

NECROSIS

(d)

SECONDARY
NECROSIS

Figura 21 - Diferengas basicas entre apoptose e necrose (Blom, 2000)

Ao contrario da necrose, a apoptose € um processo geneticamente controlado
e determinado. Importantes modificagcdes celulares durante a apoptose sido a
condensagao e fragmentacédo da cromatina (Figura 21c), perda de volume celular e
modificagdo do citoesqueleto, com formacédo de blebs na membrana plasmatica
(Figura 21d). Apos estes eventos, corpos apoptéticos sdao formados contendo
organelas e, geralmente, fragmentos nucleares. In vivo, os corpos apoptoticos sao
imediatamente reconhecidos e fagocitados pelas células vizinhas (Figura 21e) O

reconhecimento das células apoptoticas pelos fagécitos deve-se ao movimento de



fosfolipidios da membrana apoptética, como a fosfatidilserina, que passam do lado
interno para o lado externo da membrana plasmatica.

Uma das principais caracteristicas bioquimicas da apoptose € o extensivo
dano a cromatina nuclear que se revela como uma escada de fragmentos
oligonucleossomais na eletroforese em gel de DNA. Apesar da fragmentagao
internucleossomal estar sempre associada a apoptose, este tipo de morte celular
nao é estritamente definida pela fragmentacéo internucleossomal e pode envolver
outros tipos de fragmentacdo de DNA (Cohen, 1993; Savill, 1996).

A ativacdo das vias apoptoticas envolve uma variedade de indutores
fisiolégicos e nao-fisioldgicos determinados pela presenga ou auséncia de sinais
extracelulares. Os principais grupos de indutores de apoptose sao: 1) fatores de
estresse — estresse oxidativo, radiagdo-y ou UV, glicocorticdides e drogas
anticancerigenas; 2) interacdo dos ligantes com os receptores de morte da
superficie celular (DR - death receptors) que pertencem a superfamilia de receptores
TNF (TNFR1, Fas, DR3, DR4, DR5 e DR6) e 3) falta de fatores de crescimento e/ou
fatores de sobrevivéncia (Cohen, 1993).

A célula responde aos sinais de morte de diferentes maneiras, dependendo
da natureza do sinal e do comportamento celular, mas varias vias de transducéo de
sinal apoptdético juntam-se na fase efetora de apoptose, a ativagdo das caspases,
proteases cisteinicas, que clivam seus substratos apds o residuo de aspartato,
causando a morte celular.

As caspases s&o sintetizadas como zimogenos ou pro-enzimas (~30-50kDa)
contendo um pro-dominio N-terminal associado a uma subunidade grande (~20kDa)
e a uma pequena (~10kDa) (Cohen, 1997; Nicholson, 1999). As caspases podem
ser subdivididas baseadas em varios critérios incluindo analise filogenética,
especificidade de substrato e o comprimento de seus dominios pré. As caspases
“‘iniciadoras”, incluindo as caspases 8 e 9, contém longos pro-dominios que as
permitem interagir com proteinas adaptadoras especificas. Tais interagdes levam as
caspases iniciadoras a uma estreita proximidade com outras, ocorrendo a ativacao
de um zimogeno pelo outro (Muzio et al., 1998). As caspases iniciadoras sao
responsaveis direta ou indiretamente pela ativacdo de varias caspases “efetoras”,
incluindo as caspases 3, 6 e 7, que contém pequenos préo-dominios. As caspases
efetoras clivam varias proteinas estruturais e regulatérias, aproximadamente 40
proteinas sao conhecidas como alvos (ex.: DFF45/ICAD, PARP, lamininas,

citoqueratinas, STAT-1, etc.) e sdo diretamente responsaveis pela maioria das



caracteristicas morfolégicas de apoptose, causando a morte celular (Nicholson,
1999; Kumar, 1999).
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Figura 22 — Esquema de ativacdo das caspases na apoptose segundo MacFarlane & Williams, 2004

A ativacao das caspases pelos fatores de estresse, na maioria dos casos, &
mediada pelas mudangas mitocondriais (morte celular mediada pela mitocéndria),
que causam a liberagdo das moléculas de citocromo C pela mitocdndria, que se
ligam com moléculas adaptadoras de APAF-1, formando o complexo chamado
apoptosoma, iniciando a clivagem de caspase 9 e outras caspases da cascata. A
transducdo do sinal através dos receptores de morte envolve a ligacdo de dominio
de morte citoplasmatico do receptor com moléculas adaptadoras FADD e RIP, com a
formacgao do complexo DISC, iniciando a clivagem da caspase 8, caspase iniciadora
da cascata das caspases efetoras (Figura 22) (MacFarlane & Williams, 2004).

A transducao do sinal apoptético até a ativacdo das caspases e clivagem dos
substratos é rigorosamente regulada em varios niveis pelas moléculas reguladoras

de apoptose especializadas (as proteinas da familia de bcl-2, moléculas IAPs,



FLIPs) e ndo-especializadas, que tem outras fun¢des na fisiologia celular (oncogene
c-myc, p53) (Kaufmann & Earnshaw, 2000).

A familia Bcl-2 de proteinas da maquinaria central apoptoética inclui mais de
doze proteinas que regulam tanto a morte celular como a sobrevivéncia (Cohen,
1993; Savill, 1996). Enquanto a expressao de algumas proteinas da familia Bcl-2,
como Bcl-2 e Bcl-x., suprime a apoptose, a expressao de outras, como Bax, Bad,
Bak a promove. Foi sugerido que os fatores pré-apoptéticos Bax e Bak, quando
dimerizam-se, formam canais idnicos, através de seus dominios formadores de
poros, promovendo a liberacdo do citocromo c. A presenca de Bcl-2 ou Bcl-xl,
capazes ligar Bax e Bak, previne a transicdo da permeabilidade mitocondrial e a
liberagao do citocromo ¢ (Rathmell & Thompson, 1999). Bad, a proteina que fica no
citoplasma, quando defosforilizada liga-se com Bcl-2 substituindo Bax nos
heterodimeros Bcl-2/Bax, o que permite dimerizacdo de Bax entre si, promovendo
liberacdo do citocromo c.

A lista de moléculas envolvidas na regulagdo de apoptose vem aumentando.
Entre estas, encontram-se moléculas chaves dos processos infecciosos e
inflamatorios. As proteinas de estresse (hsp70), bem conhecidas como fator de
sobrevivéncia celular, podem proteger as células através da regulagdo negativa da
apoptose (Mosser et al., 1997; Buzzard et al., 1998).

A sintese de alguns reguladores de apoptose depende da ativagdo de
determinados fatores de transcricdo. A acdo dos fatores pré e anti-apoptéticos é
freqientemente afetada pela modulacdo do estado de fosforilagdo destes,
determinado pelo tipo de quinase envolvida no processo. As cascatas das quinases
e fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de apoptose estdo sobre intensa

investigacéo atualmente.

1.4.1. Regulagao da morte da célula hospedeira por patégenos intracelulares

A regulagdo da apoptose da célula hospedeira € um fator determinante nas
interagcdes patdégeno-hospedeiro. Os patdgenos intracelulares manipulam a apoptose
da célula hospedeira de diferentes maneiras para aumentar seu tempo de vida
dentro das células infectadas ou espalhar a infeccdo quando atingidas por um
estimulo externo.

Foi demonstrado que algumas bactérias, como Shigella e Salmonella,

induzem a apoptose nos macrofagos in vivo e in vitro, num processo essencial para



a internalizacédo bacteriana e o subsequente escape para o citosol. No citosol, a S.
flexneri transloca, via um sistema de secregao do tipo Ill, o “invasion plasmid antigen
B” (IpaB), que diretamente liga e ativa a caspase 1, resultando na apoptose (Gao &
Kwaik, 2000a).

A ativagdo da caspase 1 e a morte por apoptose dos macréfagos infectados
com Shigella causam a liberagdo da interleucina (IL)-1B3, que recruta leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) para os sitios de infecgdo, promovendo uma massiva
invasdo secundaria da bactéria e inflamagdo aguda. Entretanto, a apoptose dos
macrofagos € parte importante da patogenia da disenteria. Salmonella e Listeria
apresentam mecanismos de invasao parecidos. A listeriolisina de L. monocytogenes
foi demonstrada inserir-se na membrana mitocondrial causando a liberagdo do
citocromo ¢, que ativa a cascata de caspases. Alternativamente, sua insercido na
membrana mitocondrial e/ou do reticulo endoplasmatico pode causar um efluxo de
Ca?, ativando a protease calpaina dependente de Ca®" e/ou as caspases (Gao &
Kwaik, 2000b).

Foi demonstrado por Gao & Kwaik que as clamidias, ricketsias e coxielas,
bactérias intracelulares obrigatorias, inibem a apoptose, pelo menos nas etapas
iniciais da infeccdo (Gao & Kwaik, 2000b). C. trachomatis foi demonstrada por Fan
et al. ser capaz de proteger as células hospedeiras contra varios indutores, incluindo
estaurosporina, droga anticancerigena etoposide, TNF-a e anticorpos anti-Fas (Fan
et al., 1998).

O papel da apoptose na infeccdo micobacteriana esta sendo muito estudado
atualmente. A modulagcdo das vias apoptoticas pelas micobactérias parece ser
complexa e inclui tanto a indugdo da morte celular como os sinais de sobrevivéncia
celular. Esta bem estabelecido que a infeccdo com M. tuberculosis induz a apoptose
dos mondcitos/macrofagos humanos e murinos in vivo e in vitro (Placido et al., 1997,
Keane et al., 1997; Rojas et al., 1998; Manfredi et al., 1998; Rojas et al., 1999;
Santucci et al., 2000). A M. tuberculosis induz apoptose nos macréfagos pelas vias
dependentes de TNF-a e caspase 1. Tanto a producdo de TNF-a e a indugédo de
apoptose sao mediadas pela ligacdo dos componentes da parede celular
micobacteriana e/ou lipoproteinas ao receptor Toll-like (TLR-2) (Aliprantis et al.,
1999). Foi demonstrado que outras micobactérias menos patogénicas ou atenuadas,
M.avium, BCG, também sao capazes de induzir apoptose dos macrofagos, sendo
que as bactérias atenuadas induzem significativamente mais apoptose nos

macrofagos do que as cepas virulentas (Keane J et al., 1997). Por outro lado, ha



evidéncias que a infecgdo com Mycobacterium bovis Bacillus Calmette Guérin (BCG)
previne a apoptose dos monécitos humanos (Kremer L et al., 1997).
Paradoxalmente, as M.tuberculosis e M.avium também protegem as células contra a
apoptose iniciando a produg¢do da IL-10 pelos macrofagos infectados, o que causa
um aumento na producdo do receptor TNF 2 soluvel (sTNFR2) neutralizando a
atividade pré-apoptética do TNF-a (Balcewicz-Sablinska et al., 1998, Balcewicz-
Sablinska et al., 1999).

Mais recentemente, foi demonstrado por Park e colaboradores que isolados
clinicos de M. tuberculosis crescem muito rapidamente e induzem necrose celular
nos macrofagos infectados, mas minima apptose (Park et al., 2006), fator
fundamental para a patogénese da tuberculose. Fato demonstrado também por
Chen e colaboradores, que demonstraram que as M. tuberculosis virulentas H37Rv,
mas ndo as atenuadas H37Ra, induzem uma ruptura na membrana mitocondrial
interna dos macrofagos levando-os a necrose, e favorecendo o espalhamento da

infecgao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos de modulagdo da morte celular programada e da
atividade funcional dos macréfagos infectados por micobactérias virulentas e

avirulentas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar a viabilidade e o tipo de morte dos macréfagos murinos da linhagem
Raw 264.7 e macréfagos derivados de células de medula 6ssea de camundongos
C57BL/c selvagens e C57BL knockout para TLR-2 infectados por micobactérias
virulentas e avirulentas, Mycobacterium bovis BCG, M. tuberculosis cepas H37Ra e
H37Rv e M. avium cepas 27 translucida, 27 opaca, 104 translucida e 104 opaca in

vitro.

2. Investigar a importancia da produgdo de TNF-a pelos macréfagos, infectados

pelas micobactérias virulentas e avirulentas, na regulagao da apoptose.

3. Investigar o mecanismo de regulagdo da apoptose pelas micobactérias
patogénicas e atenuadas, através da avaliacdo da importancia da ativagdo do
complexo NF-kB e das cascatas de quinases MAPK e PI-3K envolvidas na ativacao

dos macrofagos.

4. Avaliar as alteragdes morfolégicas do citoesqueleto causadas pelas
micobactérias nos macrofagos infectados e as vias de sinalizagao responsaveis por

€Sssas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Linhagens celulares

Foram utilizadas varias linhagens celulares: macréfagos murinos das
linhagens Raw 264.7, macréfagos humanos da linhagem THP-1 e macréfagos M1
derivados de células de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 selvagens e
C57BL/6 knockout para TLR-2.
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Figura 23 - Fotos ilustrativas das linhagens Raw 264.7 e THP-1

3.1.1. Cultura das células

As células foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 e 75 cm? (Corning)
em meio Dulbecco’s modificado F-12 (DMEM F-12) (Gibco BRL), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco BRL) e 501g/mL de gentamicina (Gibco BRL) em
estufa de CO; a 5% e 37°C (Forma Scientific — water-jacketed incubator) .

Para diferenciar os mondcitos da linhagem THP-1 em macréfagos, as células
foram plaqueadas com 20nM de forbol miristato (PMA). Apds 18 horas, as culturas
de mondcitos ja diferenciados em macrofagos tiveram o meio condicionado retirado
e substituido por meio DMEM F-12 suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
células foram cultivadas por mais 18 horas antes de serem infectadas pelas
micobactérias.

As células de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 selvagens e C57BL/6
knockout para TLR-2 foram retiradas e diferenciadas em macrofagos M1



adicionando ao meio de cultura 20% de meio condicionado da cultura da linhagem

de fibroblastos L929 previamente coletado, centrifugado e armazenado a -20°C.
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Figura 24 - Modelo esquematico indicando as diferengas entre os macréfagos

diferenciados em M1 e M2 segundo Mantovani, 2006

Para os experimentos, os macrofagos foram plaqueados (3.10°mL) em
placas de 24 ou 96 pogos (Costar) ou em garrafas de plastico de 25 ou 75 cm?

(Corning), 18 horas antes da infecgao.

3.2. Cepas de Mycobacterium sp utilizadas

Foram utilizadas sete cepas do género Mycobacterium.

As Mycobacterium bovis atenuadas (vacina onco-BCG viva, cepa Moreau,
Copenhagen SEED#July, 1978) foram fornecidas pelo Instituto Butantan — S&o
Paulo.

As Mycobacterium avium das cepas 27 e 104 translucidas e opacas foram
gentiimente cedidas pela professora Dr® Sylvia Luisa Pincherle Cardoso Leado da
UNIFESP-SP.

As Mycobacterium tuberculosis das cepas H37Ra e H37Rv foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Phillip Suffys da FIOCRUZ-RJ.



3.3. Estoque e manutengao das culturas de Mycobacterium sp

3.3.1. Meios de cultura

Para a manutencdo das culturas de M. bovis BCG e M. avium, foram
utilizados os meios: soélido Middlebrook 7H10 (DIFCO) com 10% do suplemento
OADC (BD) e liquido Middlebrook 7H9 (DIFCO) com 10% do suplemento com ADC
(BD).

Para a manutengcao das colénias de M. tuberculosis H37Ra e H37Rv, foi

utilizado o meio de cultura solido Lowestein-Jansen.

3.3.2. Preparacgao de estoque

De uma cultura de micobactérias, em fase log (aproximadamente 8 dias), em
meio liquido de 7H9-ADC, foi retirada uma aliquota de 850p/L, transferida para um

criotubo e adicionados 150uL de glicerol estéril. Os tubos foram mantidos a - 70°C.

3.3.3. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

Das amostras em questdo, preparam-se diluicbes seriadas de 107" a 10°,
utilizando PBS ou meio liquido 7H9-ADC estéreis, homogeneizando vigorosamente
cada diluicdo. Semeia-se 40pL das diluigdes 10° e 10 em triplicata nas placas com
meio Middlebrook 7H10-OADC devidamente identificadas e espalha-se com a alca
de Drigalski até secar. Coloca-se na estufa a 37°C. As UFCs podem ser contadas

apo6s 1 a 3 semanas de incubagao aproximadamente.

3.3.4. Obtencao de coldnias isoladas

No caso de obtencao de colbnias isoladas, mergulha-se uma alga descartavel
estéril de 10pL no meio liquido 7H9-ADC contendo as micobactérias e esgota-se em
1/5 da placa de 7H10-OADC. Descarta-se a alga. Com outra alga, faz-se uma estria
em zig-zag, puxando a primeira linha do esgotamento. Faz-se outra estria, em zig-

zag, também com uma nova alga, puxando a primeira linha do comego da outra linha



(vide Figura 25). Vedam-se as placas com Parafilm® e coloca-se na estufa a 37°C.

As colbnias podem ser observadas apos 15 dias.
f\ ;V:
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Figura 25 — Esquema de semeadura de micobactérias para isolamento de col6nias
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3.4. Avaliagao da viabilidade das culturas de Mycobacterium sp

Para a avaliagdo de viabilidade foi usado o método bacteriolégico de
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). As col6nias foram contadas
com o auxilio do microscopio invertido (Axioplan, Zeiss).

A viabilidade também foi avaliada através da analise da morfologia bacteriana
por microscopia de fluorescéncia utilizando a coloracédo diferencial das bactérias
vivas e mortas pelos corantes brometo de etidio (Sigma) 5Sug/mL e laranja de

acridina (Sigma) 5ug/mL.

3.5. Preparacgao do lisado de M. bovis BCG

Foram centrifugados 30mL da suspensdao da vacina BCG a 4°C por 50
minutos a 4000 rpm. Adicionados ao sedimento 12mL do tampao de lise. O tubo
contendo a BCG foi congelado no nitrogénio e descongelado a 37°C por 12 ciclos.
Apods esta etapa, a solugédo foi sonicada por 10 minutos a 100Hz e centrifugada
novamente a 4°C por 50 minutos a 4000rpm. A concentragdo de proteinas foi

quantificada pelo Método de Bradford.


http://icb.usp.br/~bmm/materiais/bmm250_diurno2003.doc

3.6. Infecgao dos macroéfagos

Os macrofagos plaqueados foram infectados com Mycobacterium bovis BCG
e/ou M. avium (das cepas 27 Op, 27 Tl, 104 Op, 104 TI) e/ou M. tuberculosis H37Ra
e H37Rv, narazao 1:1, 10:1, 30:1 e 50:1 bactérias:macrofago (MOI) ou tratados com
lisado de M. bovis BCG ou de M. tuberculosis 1ug/mL. Apds 3 horas de contato, o
meio de cultura foi trocado para meio DMEM F-12 suplementado com 10% de soro
fetal bovino para as células THP-1, 2% de soro fetal bovino para os macrofagos
derivados de medula éssea e nao suplementado para as células Raw 264.7.

Para destruir os grumos formados pelas micobactérias na suspensao, estas
foram sonicadas por 60 segundos no banho de ultra-som (Ultrasonic Processor —
model GE50T) e agitadas no vortex.

A padronizagcdo da dosagem das micobactérias foi feita em espectrofotbmetro
(Hitachi — Modelo U-1100) em DO 600nm.

3.7. Avaliagao da fagocitose das micobactérias pelos macréfagos

Os macréfagos foram plaqueados em laminulas e infectados com diferentes
concentragbes de micobactérias, como descrito no item 3.5. Apds os periodos de
incubacéo, as culturas foram lavadas com PBS e as laminulas coradas com o uso
da técnica de Ziehl-Nielsen e analisadas por microscopia Optica. As células
infectadas e nao-infectadas foram contadas e, o calculo da porcentagem de células

infectadas em relacao ao total foi feito.

3.7.1. Método de Ziehl-Nielsen

Apods a infecgao dos macrofagos com as micobactérias, as laminulas foram
fixadas no fogo por 5 segundos, cobertas com fucsina de Ziehl (1% fucsina basica,
5% fenol cristalino, 10% alcool 95% em agua destilada) e aquecidas até a emissao
de vapores por 5 minutos, para permitir a entrada do corante através da parede
celular das micobactérias alcool-acido resistentes. O corante foi eliminado pela
lavagem das laminulas em agua corrente de baixa pressdo. As laminulas foram
mergulhadas na solugdo descorante (97% alcool etilico 95%, 3% acido cloridrico

concentrado) durante 1 minuto e depois foram lavadas em agua corrente de baixa



pressao, para eliminar o descorante. Foram coradas com azul de metileno (0,5%
azul de metileno, verde malaquita ou acido picrico em agua destilada) por 30
segundos, lavadas em agua corrente de baixa pressao e secas ao ar. Apds 0s
procedimentos, as laminas foram observadas no microscopio optico (Axioplan —

Zeiss) com a técnica de campo claro.

3.8. Avaliacao da viabilidade dos macréfagos e do tipo de morte

celular nas culturas infectadas com Mycobacterium sp

Os macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocos e infectados com as
micobactérias como descrito no item 3.6. Amostras dos macrofagos controle e
infectados foram coletadas diariamente, dos dias 1 ao 14 apds a infeccéo, para
analise da cinética e o tipo de morte celular.

Para avaliar a viabilidade dos macréfagos, a cada dia apds a infecgao, as
células foram coradas com azul de Trypan. Para avaliar o tipo de morte celular, os

macrofagos foram corados com laranja de acridina e brometo de etidio.

3.8.1. Coloragao dos macréfagos com laranja de acridina e brometo de

etidio

Os macrofagos foram corados com os corantes de DNA laranja de acridina
(5ug/mL) (Sigma) e brometo de etidio (5ug/mL) (Sigma) e analisados com o uso do
Microscopio de Fluorescéncia (Axioplan - Zeiss) com aumento de 800x e filtro verde
(Current Protocols of Immunology, 1998).

Foram adotados os padrdes convencionais para a contagem da viabilidade
com relagdo a morfologia das células, observadas por microscopia de fluorescéncia.
A porcentagem de cada subpopulagdo celular (células vivas, apoptoéticas e
necroticas) em relagao ao total foi calculada.

células vivas - morfologia do nucleo intacto, DNA corado por laranja de
acridina (cor verde)
células apoptéticas:

a) primarias - condensagao da cromatina e fragmentagdo do nucleo, DNA

corado por laranja de acridina (cor verde), que reflete a membrana plasmatica

intacta e ndo-permeavel ao brometo de etidio



b) secundarias - condensacgédo da cromatina e fragmentagdo do nucleo, DNA
corado por brometo de etidio (cor vermelha) e laranja de acridina, que
demonstra a permeabilizagdo necrética da membrana plasmatica que permite
a entrada do brometo de etidio

células necroticas - morfologia nucleo necrético, corado por brometo de

etidio

3.9. Avaliagao do crescimento micobacteriano nos macréfagos

infectados

Para avaliar o crescimento intracelular das micobactérias durante o periodo
de experimentacgdo, utilizamos o método bacteriolégico de contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC).

O crescimento micobacteriano foi avaliado nos seguintes pontos:

Dia 0 — apds a troca de meio da cultura para meio fresco, depois do
periodo de incubacéo de 3 horas;
Dia 6 — no sexto dia de infeccéo.

As células infectadas com MOI 1:1 foram lisadas com solugcédo de saponina a
1% (concentragao final de 0,1% na cultura) durante 20 minutos. Foram lisados dois
pocos para cada cepa estudada. Os pogos foram misturados vigorosamente e o
lisado diluido em diferentes concentragées (10" no Dia 0 e 102 no Dia 6), sendo
40uL (in6culo) de cada diluicao plaqueados em meio Middlebrook 7H10. Foram
feitas triplicatas de cada amostra.

O caélculo da quantidade de colbnias foi realizado através de contagem de

colénias apos 21 dias. O numero de CFU/mL foi obtido através da seguinte formula:

CFU/mL = [(n° de coldnias x 1000)/inéculo] x diluigao

Para apresentacgéo dos resultados o n° de CFU/mL foi convertido para log10.



3.10. Anadlise da producao de TNF-a pelos macréfagos infectados

Apdbs 24 e 72 horas, os sobrenadantes dos macréfagos controles e infectados

foram coletados para analise de TNF-a.

3.10.1. Bioensaio com células L929

As células L929 (linhagem de fibroblastos murinos) foram tratadas com
solugdo de tripsina 0,025% + EDTA 0,2% e plaqueadas na concentragdo 2x10°
células/mL com meio DMEM-F12 contendo 10% de SFB e 20ug/mL de gentamicina
(100pL/pogo), em placas de cultura com 96 pogos (Corning). Apos a incubagao das
placas a 37°C por 24 horas, o meio de cultura foi removido e 50uL das diluices
seriadas dos sobrenadantes de Raw 264.7 ou da curva padrdao contendo TNF-a
recombinante e 50uL de meio de cultura com actinomicina D (2ug/mL) (SIGMA)
foram adicionados para cada poco. A curva padrdao de TNF-a recombinante foi
iniciada em 200pg/mL com diluigdes subsequentes na base 2 até 3.125pg/mL. Apds

nova incubacéo por 24h a 37°C, a viabilidade celular foi determinada pela técnica de
MTT.

3.10.1.2. Teste MTT

As células L929 foram incubadas a 37°C durante 1 hora com 0,5mg/mL da
solucdo de corante MTT (“3’-[4,5-dimethylthiazol-2yl] 2,5-diphenyltetrazolium
bromide”). Esta droga, nas células vivas, é convertida em cristais azuis insoluveis
(formazana) pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Para dissolver os
cristais, 0,04M de HCl/Isopropanol foi adicionado as células sem o sobrenadante. A
densidade optica foi medida com o uso do leitor de ELISA (Dynatech MR5000) com

filtro de teste 570nm e filtro de referéncia 630nm.

3.11. Avaliacao da susceptibilidade dos macrofagos infectados a

apoptose mediada por diferentes indutores

Os macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocgos, infectados com

micobactérias conforme descrito no item 3.4 e apdés 18 horas de -cultivo,



determinadas concentra¢des dos indutores padrao foram adicionadas para inducéo
de apoptose.

Foram escolhidos indutores com diferentes vias de inducéo de apoptose: 1)
mediada pela mitocéndria e 2) mediada pelos receptores de morte. Como
representantes do primeiro grupo de indutores, foram usados: a) cisplatina 20uM
(Sigma), droga anticancerigena, induz apoptose p53 dependente através de danos
no DNA; b) ATP3uM (Sigma), adenosina trifosfato, induz apoptose e necrose
secundaria através da ligacdo com receptores purinérgicos P2Z/P2X7. Como
representantes do segundo grupo, foram usados anticorpos agonistas anti-Fas 20uL/
mL (clone Jo2, Pharmingen.), que se ligam aos receptores de morte Fas/CD95.

Apds 5 ou 18 horas de incubagado, os macréfagos foram examinados para
avaliar o tipo de morte celular, por analise da morfologia celular por microscopia de
fluorescéncia, como descrito anteriormente no item 3.7.1, ou através da analise da

ativacao da caspase 3.

3.11.1. Analise da ativagao da caspase 3

As células Raw 264.7, apds serem induzidas a apoptose, foram coletadas e
centrifugadas durante 5 minutos a 200g. As células do sedimento foram lisadas em
50 pL de tampao de lise | (50mM HEPES, 5mM EGTA, 2mM MgCl;, 1mM DTT, 1mM
PMSF, 5ug/mL leupeptina). As amostras foram congeladas a -70°C e descongeladas
a 4°C 3 vezes. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 200g. Os
sobrenadantes foram colocados no gelo e a concentracdo de proteinas foi medida
pelo Método de Bradford [1976]. Uma quantidade de 100 pg de proteina foi
misturada com 5 pg de substrato para caspase [substrato fluorogénico Il para
caspase 3 (Calbiochem) e o volume foi completado até 100 pL com tampéo |l
(100mM HEPES, 10% sacarose, 0,1% CHAPS, 1mM DTT). As amostras foram
incubadas por 45 minutos a 37°C e, em seguida, lidas no Fluorimetro (Fluorescence
Spectrophotometer F-4500 HITACHI). A especificidade da reagao foi testada através
da inibicdo da atividade da caspase 3, na presenca do inibidor especifico para esta
caspase: Z-DEVD-FMK (Stratagene).



3.12. Investigagao dos mecanismos de regulagao da apoptose por
M. bovis BCG

3.12.1. Inibicao da ativagao de NF-kB

Foi avaliada a importancia da ativacdo do complexo NF-kB por BCG para o
efeito anti-apoptoético observado nas células infectadas. A ativacdo do NF-kB nas
células infectadas foi confirmada, através da analise da translocagdo ao nucleo do
complexo ativado, por Western blotting da fragdo nuclear e citoplasmatica usando
anticorpos policlonais de coelho (1:1000) anti-p65 (doagdo do Dr. Nancy Rice,
Frederick Cancer Institute, USA).

A inibicdo da ativacdo de NF-kB nas células infectadas foi feita pelo
tratamento dos macréfagos com o inibidor PDTC (50uM) (BioMol) e/ou peptideo
inibitorio permeavel celular NF-kB SC50 (18uM) (BioMol).

As células Raw 264.7 foram plaqueadas, infectadas com M. bovis BCG (MOI
= 5:1) e induzidas a apoptose com ATP (3uM). A infecgao foi realizada na presenca
ou auséncia dos inibidores de NF-kB. Apds 5 horas da indugao de apoptose, foi feito

o teste MTT das placas e, a leitura da densidade 6ptica (D.O.).

3.12.2. Inibicao das cascatas de MAP quinases

A inibicdo de ERK, p38, PI-3K e PKA quinases foi feita através do tratamento
dos macrofagos pelos inibidores especificos correspondentes para cada via:
PD-98059 (ERK) (0,1uM) (Calbiochem), SB-203580 (p38) (0,02uM) (Calbiochem),
LY-294002 (PI-3K) (0,1uM) (Calbiochem) e PKA 5-24 (PKA) (0,1uM) (Calbiochem).

As células Raw 264.7 foram tratadas com inibidores especificos para as MAP
quinases 30 minutos antes de serem infectadas com M. bovis BCG (MOl 5:1), e
induzidas a apoptose com ATP (3uM) e cisplatina (20uM) ap6s 1 e 24 horas da
infecgcdo. Apos 24 horas de inducdo de apoptose, as células foram coletadas,
tratadas com laranja de acridina e brometo de etidio e analisadas por microscopia

de fluorescéncia, para avaliagdo da morfologia celular.



3.12.3. Cinética da expressao de ERK, p38, JNK e Akt nos macréfagos

infectados

Os macréfagos murinos da linhagem Raw 264.7 foram plaqueados em
garrafas de plastico 75 cm? e tratados com lisado de Mycobacterium bovis BCG ou
de M. tuberculosis. Apés 15, 30, 45 e 60 minutos, amostras foram coletadas para
analise por Western Blotting da expressao das formas nativas e fosforiladas de:
ERK, p38, JNK e Akt.

3.13. Western Blotting

3.13.1. Obtencao dos extratos celulares totais

Os extratos celulares foram obtidos através da ressuspensao dos sedimentos
de 2x10° células em 100uL de tampéo de lise low ripa (20mM tris HCI pH 7,5,
150mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5% triton X-100, 1mM PMSF, 1mM ortovanadato de
sédio). As amostras foram agitadas, congeladas e descongeladas por trés vezes, e
centrifugadas a 3500g por 5 minutos. A concentragédo das proteinas foi determinada
pelo Método de Bradford (1976). As proteinas foram precipitadas com acetona (3
vezes o0 volume da amostra), a -20°C por 90 minutos, desnaturadas em tampéo de
amostra 4x (60 mM tris pH 6,8, 2% SDS, 5% 2-B- mercaptoetanol, 10% glicerol,
0,025% azul de bromofenol), levadas ao banho-maria a 100°C por 5 minutos e
centrifugadas por 5 minutos a 3500g. Quantidades iguais de proteina celular de

diferentes amostras foram usadas para a eletroforese de proteinas em SDS-PAGE.

3.13.2. Obtencao do extrato nuclear e citoplasmatico das células

A suspensdo de 10mL contendo 5x10° células/mL foi centrifugada a 2500g
por 5 minutos a 4°C e ressuspensas em PBS. Apds 3 lavagens seguidas com PBS,
as células foram ressuspensas em 400uL de tampdo de lise da membrana
citoplasmatica (10mM HEPES; 10mM KCI, 0,1mM EDTA; 0,1mM EGTA; 1mM DTT,
0,5mM PMSF), e incubadas em banho de gelo por 20 minutos. A seguir, adicionou-
se a solucado detergente Nonidet P-40 até a concentragéo final de 0,6% e por 10

segundos as amostras foram agitadas e centrifugadas a 25009 por 30 segundos. O



sobrenadante foi retirado e foi dosada a concentracdo de proteinas citoplasmaticas
pelo Método de Bradford [1976]. As quantidades de proteina citoplasmatica foram
ajustadas a 60ug/amostra, adicionou-se 5 partes de acetona e as amostras foram
incubadas a -20°C overnight. Apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas a
6000g por 10 minutos, a acetona foi retirada e seca a temperatura ambiente. O
sedimento foi usado para obtenc¢ao da fracdo nuclear.

Ao sedimento, obtido no final do método acima descrito, foram adicionados
50l de tampéo de lise da membrana nuclear (20mM HEPES; 0,4M NaCl; 1mM
EDTA, TmM EGTA; 1mM DTT; 1mM PMSF), e as amostras foram submetidas a
agitacao por 15 minutos a temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 6000g por 10 minutos e as concentragdes das proteinas dos
sobrenadantes foram determinadas pelo Método de Bradford. As quantidades
protéicas foram ajustadas a 50ug/amostra. Em seguida, foram adicionadas 5 partes
de acetona e as amostras incubadas a -20°C overnight. Apos a incubagao, as
amostras foram centrifugadas a 6000g por 10 minutos, foi retirada a acetona e as

amostras foram secas a temperatura ambiente.

3.13.3. Imunoprecipitacao

Os macréfagos murinos da linhagem Raw 264.7 foram plaqueados em
garrafas de plastico de 75 cm?, infectados com Mycobacterium bovis BCG na
proporgao MOI 5:1. Apds 15 ou 30 minutos, as células foram retiradas das garrafas,
centrifugadas e lavadas com PBS, e ao sedimento foi adicionado o tampao de lise.
Apods 2 horas de incubagao no gelo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 2500rpm a 4°C. 600ug da proteina obtida foram tratadas com anticorpos anti-TLR2
(Sigma) ou anti-PI3K (p85) (Sigma) em agitagdo a 4°C durante 1 hora. Para ocorrer
a imunoprecipitacdo dos complexos, foi usada agarose/proteina A. Os
imunoprecipitados foram analisados por Western Blotting usando os mesmos

anticorpos.

3.13.4. SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada, segundo a metodologia

de Laemmli (1970), em gel descontinuo constituido de: gel separador (10%



acrilamida, 0,2% bisacrilamida, 0,1% SDS e 0,375M tris pH 8,8), gel de
empilhamento (5% acrilamida, 0,5% bisacrilamida, 0,1% SDS e 0,125M tris pH 6,8)
e tampao de corrida (25mM tris, 192mM glicina e 0,1% SDS pH 8,3).

As corridas eletroforéticas foram realizadas no sistema de mini-gel (Mini-
Protean Il - BioRad Laboratories), utilizando-se tampédo de corrida sob 60V
constante no gel de empilhamento e 160V constante no gel separador. A massa
molecular foi determinada por comparagdo com padrdées de massas moleculares
conhecidas (Molecular Weight Marker Kit — SIGMA).

3.13.5. Immunoblotting

ApOs a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para matriz de
nitrocelulose com poros de 0,45 pm, utilizando equipamento de transferéncia
BioRad.

ApOs a transferéncia das proteinas para membranas, estas foram incubadas
com solugéo bloqueadora (5% de leite desnatado em PBS/tween 0,05%) durante 18
horas a 4°C. Em seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos
adequados. As membranas foram lavadas com PBS contendo tween 20 a 0,05%
(PBS/tween) por 3 vezes durante 10 minutos. Ao término da lavagem, foram
removidos o PBS/tween e acrescentados os anticorpos secundarios de cabra anti-
IgG de camundongo conjugados com peroxidase (1:1000) (Southern Biotechnology
Associates, Inc.) por 45 minutos. Novamente, as membranas foram lavadas com
PBS/tween, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente.

A revelagcdo do complexo foi feita pelo tratamento das membranas com o
coquetel quimioluminescente (ECL, Amersham) por 1 minuto e logo apds, expostas
ao filme Hyperfiim (Amersham). O filme foi revelado com solugdo reveladora
Polimax T (Kodak), lavado com agua e fixado em solugdo fixadora Polimax T
(Kodak). Posteriormente, as mesmas membranas foram reveladas com uma
solucdo contendo substrato enzimatico e a substancia cromégena DAB
(diaminobenzidina) (100uL tris HCI 2M pH 7,5, 4,9 mL H,O, 5mg DAB, 0,3mL
imidazol 0,1M, 5uL H.O, em 5mL de agua destilada).



3.14. Analise dos filamentos de actina dos macrofagos através de

marcacgao com Faloidina

Os macréfagos da linhagem Raw 264.7 foram plaqueados, na concentragao de
2x10° células/mL, em laminulas redondas em placas de 24 pogos, e incubadas por
18 horas em estufa a 37°C e 5% CO.. Apds 18 horas, as amostras foram infectadas
com M. bovis BCG (MOI 10:1) por diferentes periodos de tempo. As amostras foram
lavadas com PBS por duas vezes. Em seguida, foram fixadas com paraformaldeido
2% em PBS por 10 minutos em temperatura ambiente e lavadas com PBS duas
vezes. As amostras foram permeabilizadas com Triton X-100 0,5% por 4 minutos,
lavadas com PBS duas vezes, tratadas com cloreto de aménio 0,1%, novamente
lavadas com PBS duas vezes e tratadas com TRITC-Faloidina. As amostras foram

analisadas utilizando Microscopia de Fluorescéncia.

3.15. Analise da morfologia dos macréfagos através de Microscopia

Eletronica de Varredura

Os macroéfagos da linhagem Raw 264.7 foram plaqueados, na concentragao
de 2x10° células/mL, em laminulas redondas em placas de 24 pocos, e incubados
por 18 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apds 18 horas, foram tratados com
inibidores de quinases [PD-98059 (ERK) (0,1uM), SB-203580 (p38) (0,02uM),
LY-294002 (PI-3K) (0,1uM) e IC (PI-3K) (0,1uM)] por 60 minutos e infectados com
M. bovis BCG (MOI 10:1) por 3 horas. As amostras foram lavadas com PBS por
duas vezes. Em seguida, fixadas com paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2,5% em
tampéo fosfato 0,1%. Apos 10 minutos, foram lavadas com PBS por duas vezes e
pos-fixadas com tetréxido de ésmio 2% em tampao fosfato 0,1% por 3 minutos.
Novamente lavadas com PBS duas vezes. As amostras foram entdo desidratadas
com etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 100% por 5 minutos em cada concentracdo. Foi
feito o ponto critico e as amostras foram metalizadas com ouro. As amostras foram

observadas em 25kV no Microscopio Eletronico de Varredura Zeiss DSM-940A.



3.16. Analise estatistica dos resultados

Para analise estatistica foi utilizado o programa Graphpad INSTAT (Graphpad
Software V2.05 a 9504225, USA). Os dados foram expressos com duas variaveis

utilizando o Teste T (Student-Newman-Keuls).
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4. Resultados

Para estudar os mecanismos de modulagdo da morte celular programada e
da ativagdo funcional dos macréfagos por micobactérias virulentas e avirulentas,
utilizamos como modelo: macréfagos murinos da linhagem Raw 264.7, mondcitos
humanos da linhagem THP-1, diferenciados em macroéfagos com PMA, e
macréfagos M1 derivados de células de medula éssea de camundongos C57BL
selvagens e C57BL knockout para TLR-2 infectados com as micobactérias
Mycobacterium bovis BCG, cepas 27 opaca e translucida e 104 opaca e translucida
de M. avium, cepas H37Ra e H37Rv de M. tuberculosis e com lisado de M. bovis
BCG e M. tuberculosis.

Buscou-se, com o uso de 7 cepas diferentes de micobactérias, avaliar se
diferentes graus de viruléncia influenciariam no tipo de resposta de macréfagos. As
micobactérias da vacina BCG sdo M. bovis atenuadas, e por isso consideradas
avirulentas. Dentre as 4 cepas de M. avium, foi demonstrado na literatura haver um
grau de viruléncia entre elas, sendo as mais opacas mais virulentas que as
translucidas e a cepa 104 mais virulenta que a 27. Sendo assim, seria esperado que
houvesse um grau decrescente nas cepas: 104 translucida (104Tl) — 104 opaca
(1040p) - 27 translucida (27Tl) — 27 opaca (27op). Com relacdo as cepas utilizadas
de M. tuberculosis, ja € conhecido que a cepa H37Ra é avirulenta e a H37Rv

virulenta.

4.1. Avaliagao da fagocitose das micobactérias pelos macréfagos

Os macréfagos foram infectados com diferentes MOIls de acordo com o
experimento nas razdes que variaram entre 1:1 e 50:1. Como exemplo das
infeccdes, a Figura 26a mostra macrofagos da linhagem Raw 264.7, infectados com
M. bovis BCG, corados com a técnica de Ziehl-Nielsen. Pode-se observar a
presencga de bacilos no citoplasma dos macrofagos.

A porcentagem de fagocitose das micobactérias pelos macréfagos foi
calculada e, no caso da infecgao de células Raw 264.7 com M. bovis BCG, a MOI de
1 micobactéria para cada macrofago levou a cerca de 5% de células na cultura com
internalizacdo de micobactérias (Figura 26b). Para as MOls de 5:1, 10:1 e 50:1, a

porcentagem foi de cerca de 10, 25 e 50%, respectivamente.
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Figura 26 — Avaliagao da porcentagem de macréfagos infectados com Mycobacterium
BCG pelo método de Ziehl-Nielsen

As culturas dos macrofagos Raw 264.7, em laminulas, foram infectadas com as
micobactérias da vacina onco-BCG nas razbes (MOI) 1:1, 511 e 10:1 bactérias
vivas/macrofagos e, apos 3 horas de incubagéo a 37°C, as bactérias extracelulares foram
removidas por lavagem com PBS e as laminulas foram coradas com a técnica de Ziehl-
Nielsen e analisadas por microscopia optica (Axioplan — Zeiss) com a técnica de campo
claro e aumento de 800x. As células infectadas e ndo-infectadas foram contadas e foi feito o
calculo da porcentagem de células infectadas em relagéo ao total.

a. Foto ilustrativa da técnica de Ziehl-Nielsen

b. Porcentagem de macréfagos que internalizaram micobactérias



4.2. Avaliagao da cinética de viabilidade e o tipo de morte celular

dos macréfagos infectados com:

4.2.1. Mycobacterium bovis BCG

No caso da infecgdo dos macréfagos com M. bovis BCG, pode-se observar
que na fase inicial da infeccdo, até o 3° dia pds-infecgdo, a viabilidade dos
macrofagos € mantida. Apds o 4° dia de infecgéo, foi observada perda na viabilidade
dos macrofagos, de maneira dose-dependente e com expressiva maioria de
apoptose.

A Figura 27a mostra que as MOls 1:1 e 5:1 quase néo alteram a viabilidade
celular até o 5° dia comparando-se as células controle. Uma diferenca significativa
ocorre no 6° dia pés-infecgdo, quando mesmo as células controle perdem 30% de
sua viabilidade devido ao declinio da cultura celular. De modo diferente, ocorre com
a proporgao de 10 micobactérias para cada macréfago, onde ja no 4° dia ha uma
acentuada morte celular por apoptose, representando cerca de 40%. A perda de
viabilidade é quase total no 6° dia.

A morte celular por necrose foi observada em uma pequena porcentagem de

células nas culturas infectadas por M. bovis BCG nessas condi¢des (Figura 27b).

4.2.2. Mycobacterium avium

Os macroéfagos infectados com as quatro cepas de M. avium apresentaram
perda de viabilidade acentuada ja nos primeiros dias pés-infecgcdo, 20% de células
mortas no dia 1 e cerca de 60% de células mortas no dia 3 apods a infecgdo (Figura
28). Diferente do esperado, ndo houve variacdo na resposta dos macréfagos
infectados pelas quatro cepas de M. avium. Todas as cepas provocaram perda de
viabilidade, com variagao insignificante entre as proporc¢ées 10:1 e 30:1.

Portanto, ndo conseguimos correlacionar os diferentes graus de viruléncia das
cepas 27 e 104 translucidas e opacas com a viabilidade celular dos macréfagos da
linhagem Raw 264.7, o que nos levou a nao prosseguir com este modelo de

infecgao.



4.2.3. Mycobacterium tuberculosis

A infeccdo dos macrofagos com as cepas H37Rv e H37Ra induziu perda
acentuada na viabilidade celular, observada nos dias 3 e 4 pds-infecgao (Figura 29).
A propor¢ao de 50 micobactérias para 1 macrofago provocou mais morte celular que
10 micobactérias por macrofago, mostrando a tendéncia dose-dependente, tanto nas
culturas infectadas com H37Rv como H37Ra. Pode-se observar também que a cepa
avirulenta H37Ra induziu mais morte nas culturas dos macréfagos (75% de células
mortas no 3° dia de infec¢do, MOI 10:1) que a cepa virulenta H37Rv (60% de células
mortas no 3° dia de infecgdo, MOI 10:1).

Para investigar o tipo de morte induzida pelas micobactérias, as células foram
coradas com laranja de acridina e brometo de etidio e a porcentagem de células
apoptoticas e necréticas foram quantificadas utilizando microscopia de fluorescéncia.
Pode-se ver que a M. tuberculosis H37Ra (MOI 10:1) induziu predominantemente
apoptose nos macrofagos (30% de células apoptéticas versus 10% de células
necroticas no dia 3 pds-infecgdo), enquanto que a dose maior de infecgédo induziu
claramente mais necrose na cultura celular (12% de células apoptoticas versus 50%
de células necroticas no dia 3 pos-infec¢ao) (Figura 30).

A cepa virulenta H37Rv induziu mais necrose (70% de células necréticas no
dia 3 pods-infeccdo) que a cepa avirulenta H37Ra. De maneira inversa, a cepa
avirulenta H37Ra induziu mais apoptose nos macrofagos (30% de células
apoptoticas no dia 3 pos-infecgdo) que a cepa virulenta H37Rv (10% de células
apoptéticas no dia 3 pds-infecgéo).

Estes dados demonstram que a morte exagerada dos macrofagos observada
na infeccao pelas micobactérias virulentas (M. tuberculosis H37Rv) esta associada
com a indugdo da necrose. As bactérias avirulentas (M. tuberculosis H37Ra) ou
atenuadas (M. bovis BCG) induzem mais apoptose nas culturas infectadas. O
aumento da dose das micobactérias avirulentas na infecgéo leva a inversao do tipo
de morte celular de apoptose para necrose.

A extensa necrose induzida pelas micobactérias M. tuberculosis virulentas
H37Rv pode ser explicada pelo crescimento mais rapido destas bactérias
comparado com as micobactérias atenuadas M. bovis BCG e M. tuberculosis

H37Ra, como mostra a Tabela 1.
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Figura 27 — Analise do tipo de morte celular dos macréfagos infectados com M. bovis
BCG

As células Raw 264.7 foram plaqueadas e infectadas com M. bovis BCG, nas razdes MOI
1:1, 5:1 e 10:1 e apés 1, 2, 3, 4, 5, 6 dias da infecgdo, as amostras foram coletadas para
avaliar a viabilidade dos macréfagos. A analise da morfologia das células, coradas com
laranja de acridina e brometo de etidio, foi feita com o uso de microscopia de fluorescéncia.
a. Células apoptoticas

b. Celulas necraéticas
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Figura 28 - Analise da viabilidade dos macréfagos infectados com M. avium

As células Raw 264.7 foram plaqueadas e infectadas com M. avium, cepas 27 opaca e

translucida (a, b) e 104 opaca e translucida (c, d), nas razbes MOI 10:1 e 30:1 e apds 24 e

72 horas de infecgdo, as amostras foram coletadas para avaliar a viabilidade dos

macrofagos. A analise da viabilidade celular foi feita através da adigdo do corante vital Azul

de Trypan 1:1 vol/vol.
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Figura 29 — Analise da viabilidade dos macroéfagos infectados com M. tuberculosis

As células Raw 264.7 foram plaqueadas e infectadas com M.tuberculosis, cepas H37Ra (a)
e H37Rv (b), nas razées MOI 10:1 e 50:1 e apos 1, 2, 3 e 4 dias da infecgéo, as amostras
foram coletadas para avaliar a viabilidade dos macréfagos. A analise da viabilidade celular
foi feita através da adi¢cdo do corante vital Azul de Trypan na proporg¢ao 1:1 volume/volume e

observadas com microscopio invertido.
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Figura 30 — Anadlise do tipo de morte dos macrofagos infectados com M. tuberculosis

As células Raw 264.7 foram plaqueadas e infectadas com M.tuberculosis, cepas H37Ra

(a,b) e H37Rv (c,d), nas razdoes MOI 10:1 e 50:1 e apo6s 1, 2, 3 e 4 dias da infecgao, as

amostras foram coletadas para avaliar o tipo de morte dos macrofagos. As células foram

coradas com laranja de acridina e brometo de etidio e a analise da morfologia celular foi

feita com o uso de microscopia de fluorescéncia.




Tabela 1 — Curva de crescimento micobacteriano intracelular: comparagéao entre:

102 107 10°  10™
BCG 12.500 95.000 62.500 -
H37Ra 32.500 75.000  112.500  500.000

H37Rv 55.000 25.000 - 625.000



4.3. Avaliagcao da producao de TNF-a pelos macréfagos infectados

com:

Sabe-se que a citocina pro-inflamatoria TNF-a produzida pelos macrofagos é
essencial na resposta imune contra a tuberculose. Dessa maneira, a producao de
TNF-a pelos macréfagos infectados pelas micobactérias, assim como a importancia

dessa producao para a apoptose e/ou necrose dos macréfagos foram investigados.

4.3.1. Mycobacterium bovis BCG

Os macroéfagos infectados com M. bovis BCG apresentaram niveis bem altos
de producao de TNF-a ja apods 3 horas da infecgéo (Figura 31), alcangando mais de
3000 pg/ml na MOI 10:1. O pico de produgao de TNF-a ocorreu apds 24 horas da
infeccdo, porém manteve-se alto até pelo menos 48 horas. Deve-se notar que a
producao de TNF-a foi induzida de maneira dose-dependente, como mostra a Figura
31.

4.3.2. Mycobacterium tuberculosis

A cepa avirulenta H37Ra induziu cerca de 3 vezes mais producédo de TNF-a
pelos macréfagos em comparagéo com a cepa virulenta H37Rv. Nota-se o dobro da
producao de TNF-a pelos macrofagos quando a MOI é de 50:1, apresentando
inducao da produgédo de maneira dose-dependente (Figura 32).

Comparando-se os niveis de produgao de TNF-a pelos macréfagos infectados
com M. bovis BCG (Figura 31), observou-se que os macréfagos infectados tanto
com cepa virulenta de M. tuberculosis, H37Rv, como a avirulenta, H37Ra,
apresentaram niveis de produgao de TNF-a marcantemente mais baixos (Figura 32).
Os macrofagos infectados pela cepa H37Ra produziram cerca de 3 vezes menos
TNF-a, e pela cepa H37Rv, cerca de 5 vezes menos do que as células infectadas
com M. bovis BCG.
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Figura 31 — Produgéo de TNF-a pelos macréfagos infectados com M. bovis BCG
As células Raw 264.7 foram plaqueadas e ap6s 18 horas foram infectadas com M. bovis
BCG, MOI = 1:1, 5:1 e 10:1. A dosagem de TNF-a (por Bioensaio com células L929) foi

feita nos sobrenadantes coletados 1, 3, 24 e 48h apds a infecgao.
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Figura 32 — Produgao de TNF-a pelos macrofagos infectados com M. tuberculosis

As células Raw 264.7 foram plaqueadas e apdés 18 horas foram infectadas com M.
tuberculosis cepas H37Ra (a) e H37Rv (b), MOI = 1:1, 10:1 e 50:1. A dosagem de TNF-a
(por Bioensaio com células L929) foi feita nos sobrenadantes coletados 24 e 48h apds a

infecgao.



4.4. Papel do TNF-a na inducdo de morte nos macroéfagos

infectados

Para entender o papel de TNF-a produzido pelos macréfagos infectados com
micobactérias na indug¢ao da apoptose e/ou necrose, utilizamos anticorpos anti-TNF-
o para neutralizar seu efeito como potencial causador da morte celular.

Para aumentar a susceptibilidade dos macréfagos ao TNF-a, as células foram
tratadas com actinomicina D, um inibidor de transcrigdo. O tratamento com
actinomicina D é conhecido por aumentar a susceptibilidade das células a inducao
de apoptose por TNF-q, inibindo a transcricdo dos genes, incluindo os genes anti-
apoptoticos. A porcentagem de apoptose aumentou de maneira tempo-dependente
nos macrofagos infectados com M. bovis BCG (MOI 5:1), o que permite sugerir a
acao citotoxica do TNF-a autocrino (Figura 33).

Quando foram adicionados anticorpos anti-TNF-a, houve uma consideravel
diminuigdo da citotoxicidade, o que leva a conclusdo de que o TNF-a produzido
pelos macréfagos € um fator de indugcdo de apoptose maneira autécrina nestas
células de. Entretanto, os macrofagos Raw 264.7 séo resistentes a acao do TNF-a
autocrino produzido durante a infeccdo com M. bovis BCG, pelo menos durante 72
horas de infec¢ao, indicando que as micobactérias protegem os macréfagos contra a

apoptose na fase inicial da infecgao.
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Figura 33 — Susceptibilidade dos macroéfagos infectados com M. bovis BCG a agao
citotoxica do TNF-a autécrino

Os macréfagos Raw 264.7 foram plaqueados e infectados com BCG, na relagédo
bactéria:célula = 5:1, e cultivados durante 72 horas na presenga ou auséncia de
actinomicina D (actD, 1pg/ml) e/ou anticorpos anti-TNF-a murino (20pg/ml). A andlise da
morfologia das células, coradas com laranja de acridina e brometo de etidio, foi feita com o

uso de microscopia de fluorescéncia.



4.5. Analise da suscetibilidade aos indutores padrao de apoptose

das células infectadas com micobactérias

A resisténcia dos macréfagos a acédo pro-apoptotica do TNF-a, observada nas
etapas iniciais da infeccao, leva a seguinte pergunta: as células infectadas sdo mais
protegidas contra a indu¢do de apoptose por outros indutores? Para verificar esta
hipétese, as células infectadas por BCG foram induzidas a apoptose por diferentes
indutores de apoptose padrao: ATP, cisplatina e anticorpos anti-Fas.

Os resultados obtidos demonstram que as células infectadas com BCG e
induzidas a apoptose por ATP e cisplatina apresentaram duas vezes menos células
apoptoticas do que as células controle induzidas a apoptose pelos mesmos
indutores, indicando uma protecao das células infectadas contra a apoptose (Figura
34a). As células infectadas com BCG e induzidas a apoptose por anticorpos anti-Fas
nao apresentaram protecao contra apoptose.

Houve uma inibicdo da ativagao da caspase 3 nas células infectadas com BCG e
induzidas a apoptose por cisplatina e ATP, correlacionando-se com a protecao
dessas células contra a apoptose. A especificidade da ativagao da caspase 3 foi
confirmada na presenga do inibidor especifico ZVAD. Nas células infectadas com
BCG e induzidas a apoptose por anticorpos anti-Fas ndo houve inibicdo da ativacéo
da caspase 3 (Figura 34b).

Os dados obtidos demonstram a resisténcia dos macrofagos infectados por M.
bovis BCG a indugdo da apoptose, pelo menos por alguns indutores (TNF-a, ATP,
cisplatina) o que sugere uma ativagdo dos mecanismos de regulacdo negativa da

apoptose nas células infectadas com M. bovis BCG.
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Figura 34 — Susceptibilidade dos macrofagos infectados com M. bovis BCG aos
indutores de apoptose

As células Raw 264.7 foram infectadas por M. bovis BCG (B) na razéo bactéria/célula = 5/1.
Depois de 18h de incubacgao, as células foram induzidas a apoptose por indutores — cisplatina
(C), ATP (A) ou anticorpo anti-Fas (F) - durante 24h, na presenga ou auséncia do inibidor da
caspase 3.

a. Analise por microscopia de fluorescéncia das células coradas por laranja de acridina e
brometo de etidio

b. Deteccéo da atividade da caspase 3 através do teste fluorogénico

Os valores sdo referentes a M+DP. Asteriscos indicam p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) (teste
Student-Newman-Keuls) em comparagao aos valores observados nas células controles ou

infectadas que foram induzidas a apoptose por indutores diferentes.



4.6. Estudo dos mecanismos de protecao das células contra a

apoptose

4.6.1. Analise da ativacao do complexo NF-kB nos macréfagos infectados por
M. bovis BCG, lisado de M. bovis BCG e de M. tuberculosis

As proteinas do complexo do fator nuclear kB (mais frequentemente os
heterodimeros p65/p50) localizam-se no citoplasma da maioria das células na sua
forma inativa, ligadas ao inibidor IkB. Apds receber um sinal apropriado, ocorre a
degradacgédo proteossomal promovendo a liberagdo do complexo p65/p50 e a sua
translocagao até o nucleo, onde regula a transcrigdo de genes especificos.

Para analisar se a infecgdo com M. bovis BCG assim como se o estimulo por
M. bovis BCG e M. tuberculosis lisadas estava induzindo a ativacao do NF-kB nos
macroéfagos, investigamos a translocagdo do complexo NF-kB ao nucleo, através do
uso de anticorpos anti-p65.

Os macrofagos Raw 264.7 infectados com M. bovis BCG apresentaram
ativagcdo do complexo NF-kB, o que foi observado através da translocagcéo da
proteina p65/Rel A ao nucleo celular a partir de 1 hora, prolongando-se até pelo
menos 48 horas apos a infecgdo (Figura 35).

O lisado de M. bovis BCG induziu uma ativacdo de NF-kB menos acentuada
em relagdo a induzida pelas M. bovis BCG inteiras. A ativagdo ocorreu ja apos 1
hora do estimulo, mas teve um declinio em 48 horas (Figura 35).

A ativacdo de NF-kB foi mais consistentemente induzida pelo lisado de M.
tuberculosis, apresentando padrao semelhante ao induzido pelas micobactérias M.
bovis BCG. A ativacdo de NF-kB ocorreu apds 1 hora, prolongando-se até pelo

menos 48 horas apos o estimulo (Figura 35).

4.6.2. Analise do papel de NF-kB na susceptibilidade dos macroéfagos

infectados com M. bovis BCG a indugao da apoptose

Para avaliar a participacdo do NF-kB na susceptibilidade dos macréfagos

infectados com M. bovis BCG a apoptose, utilizamos dois inibidores de NF-kB,
PDTC e NS-50.



Os macrofagos foram infectados na presenca dos inibidores de NF-kB e
induzidos a apoptose por ATP, e a viabilidade dos macrofagos foi monitorada pelo
teste MTT. Os macréfagos infectados e induzidos a apoptose apresentaram niveis
de viabilidade consideravelmente maiores (D.O.= 0.326) do que as células induzidas
a apoptose (D.O.= 0.155) (Figura 36). Mas, quando esses macrofagos foram
infectados na presencga dos inibidores de NF-kB, PDTC e NS-50, o efeito protetor foi
reduzido, demonstrando queda de Vviabilidade, D.O.= 0.150 e 0.177,
respectivamente. Deve-se notar que as concentragdes utilizadas dos inibidores de
NF-kB nao foram citotoxicas para os macrofagos (Figura 36).

Esses dados indicam a importancia da ativacdo do NF-kB na protegao dos
macrofagos, conferida pelas micobactérias M. bovis BCG a apoptose provocada por
ATP.
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Figura 35 — Analise da ativagao do complexo NF-kB pelas micobactérias, através do
monitoramento da translocagao da p65 ao nucleo

As células Raw 264.7 foram infectadas pelas micobactérias da vacina BCG (MOI= 5:1), por
BCG lisada (1ug/ml) ou M. tuberculosis lisada (1ug/ml). Apds 1, 8, 24 e 48h da infecgao,
as células foram lisadas e os extratos nucleares submetidos a SDS-PAGE (10%) e
Westerm blotting. 50ug dos extratos nucleares foram usados em cada raia. As membranas

foram tratadas com o anticorpo anti-p65.



Figura 36 — Andlise do papel da ativagcio de NF-kB na susceptibilidade dos
macréfagos infectados com M. bovis BCG aos indutores de apoptose

As células Raw 264.7 foram plaqueadas, infectadas com M. bovis BCG (B) (MOI = 5:1) por
3 horas e induzidas a apoptose com ATP (A). A infecgdo foi realizada na presenga ou
auséncia dos inibidores de NF-kB, PDTC (P) ou NS-50 (S). Apos 24 horas apds a indugéo

de apoptose, a viabilidade dos macréfagos foi avaliada pelo teste MTT.



4.6.3. Andlise da ativagdo das cascatas de quinases PI3K e MAPK nos

macroéfagos infectados por M. bovis BCG

As vias das MAPK e PI3K também contribuem para a transmissao dos sinais
extracelulares que podem resultar direta ou indiretamente na fosforilacdo de varios
fatores de transcricdo e alteragdes na expressao de genes. A fim de avaliar quais
vias de sinalizagao estariam sendo ativadas, as células Raw 264.7 foram infectadas
com M. bovis BCG e M. tuberculosis, e a cinética de ativagao das MAPK ERK, p38 e
JNK foram avaliadas durante 4 horas apos a infeccdo. Para determinar a ativagao da
via PI3K por M. bovis BCG, foi examinada a fosforilagdo de Akt, componente
“‘downstream” da via PI3K.

As micobactérias M. bovis BCG causaram uma rapida e transitéria ativagao
de ERK1/2, que apdés 15 minutos de infeccdo apresenta uma forte ativacao,
retornando ao nivel basal apds 4 horas. As ativagdes de p38, JNK e Akt apresentam
padroes semelhantes com uma ativagdo um pouco mais demorada, porém
persistente, pois até 4 horas apds a infecgdo, observa-se ativagdo das vias (Figura
37).

A ativacao de ERK1/2, p38 e JNK foi bem mais atenuada nos macrofagos
infectados com M. tuberculosis. Porém, a ativacdo da via PI3K, através da
fosforilacdo de Akt, ocorreu de maneira semelhante a induzida por M. bovis BCG
(Figura 37).

4.6.4. Andlise do papel das quinases na susceptibilidade dos macréfagos

infectados com M. bovis BCG a apoptose

Os dados apresentados na Figura 37 demonstram que as vias de MAPK e
PI3K séo ativadas nos macréfagos infectados com M. bovis BCG. Sera que estas
vias, quando ativadas pelas micobactérias, estariam contribuindo para a protecao
contra a apoptose observada nos macrofagos infectados?

Para verificar esta hipétese, uma abordagem de inibicdo das quinases pelos
inibidores especificos foi aplicada. Os macréfagos infectados com M. bovis BCG, na
presenga dos inibidores das quinases PI3K (LY-294002) e p38 (SB-203580)
apresentaram um aumento na susceptibilidade das células infectadas a inducao da
apoptose por cisplatina, apdés 1 hora de infecgao (Figura 38). O inibidor de PKA

também diminuiu parcialmente esta protecao celular. Os macréfagos infectados com



BCG durante 24 horas foram ainda mais resistentes a cisplatina. A protecéo foi
diminuida pelo tratamento com os inibidores de p38 e PI3K.

Em relagdo a apoptose induzida por ATP, foi demonstrado que a via PI3K
inibida também provocou a diminuicdo da viabilidade dos macréfagos apds 1 hora
de infeccdo, indicando a perda da protegao celular contra a apoptose conferida pelas
micobactérias (Figura 39). O inibidor de PKA também diminuiu um pouco esta
protecao.

Esses resultados sugerem que a ativagdo das cascatas de sinalizagdo de
PI3K e p38 MAPK por M. bovis BCG contribui para a protecdo dos macrofagos

contra os indutores de apoptose ATP e cisplatina.
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Figura 37 - Ativagao das vias MAPK e PI-3K nas células Raw 264.7 tratadas com M. bovis

BCG e M. tuberculosis lisadas

As células foram tratadas com lisado de M. bovis BCG (1ug/ml) e M. tuberculosis H37Rv (1ug/

ml) nos tempos indicados e foram lisadas. Quantidades iguais de proteina dos extratos

celulares (100ug/raia) foram usadas para Western blotting. As membranas foram tratadas com
anticorpos para as formas fosforiladas e ndo-fosforiladas de ERK, p38, JNK e Akt.
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Figura 38 — Analise do papel da ativacido das MAP quinases na susceptibilidade dos
macroéfagos infectados com M. bovis BCG a indugédo de apoptose por cisplatina

As células Raw 264.7 foram tratadas com inibidores especificos para as MAP quinases 30 minutos
antes de serem infectadas (a) com M. bovis BCG (MOI 5:1), e induzidas a apoptose com cisplatina
apo6s 1 (b) ou 24 (c) horas da infecgao. Foram usados inibidores para as quinases MEK1,2/ERK,
(PD98059), PI-3K (LY294002), PKA (PKA5-24) e p38 (SB203580). Apds 24 horas de indugdo de
apoptose, as células foram coletadas, tratadas com laranja de acridina e brometo de etidio e

analisadas por microscopia de fluorescéncia, para avaliagdo da morfologia celular.
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Figura 39 — Analise do papel da ativagcdo das MAP quinases na susceptibilidade dos
macrofagos infectados com M. bovis BCG a indugao de apoptose por ATP

As células Raw 264.7 foram tratadas com inibidores especificos para as MAP quinases 30 minutos
antes de serem infectadas (a) com M. bovis BCG (MOI 5:1), e induzidas a apoptose com ATP
apos 1 (b) ou 24 (c) horas da infecgdo. Foram usados inibidores para as quinases MEK1,2/ERK,
(PD98059), PI-3K (LY294002), PKA (PKA5-24) e p38 (SB203580). Apds 24 horas de indugao de
apoptose, as células foram coletadas, tratadas com laranja de acridina e brometo de etidio e

analisadas por microscopia de fluorescéncia, para avaliagdo da morfologia celular.



4.7. Papel do TLR-2 na modulagao da morte dos macréfagos

4.7.1. Analise do papel do TLR2 na ativacdao de PI3K induzida pela M. bovis
BCG

Recentemente foi demonstrado que Staphylococcus aureus ativa PI3K
através da interagdo com o receptor TLR2. Para verificar o envolvimento de TLR2 na
ativacado de PI3K induzida pelas micobactérias, foi estudada a interacao fisica da
subunidade p85 de PI3K com TLR2 nos macréfagos infectados com M. bovis BCG.

A presenca de PI3K e TLR2 no complexo protéico imunoprecipitado por
ambos os anticorpos anti-PI3K e anti-TLR2 demonstrou a interagao fisica entre estas
proteinas, sugerindo que a ativacéo da via PI3K nos macrofagos infectados com M.

bovis BCG ocorre através da ligagdo com TLR2 (Figura 40).

4.7.2. Infecgao de macrofagos derivados de camundongos knockout para TLR2

Para melhor caracterizar a importancia do receptor TLR2 na infeccao
micobacteriana, foram utilizados macrofagos derivados da medula 6ssea de
camundongos knockout para este receptor. Estes macréfagos foram infectados com
as micobactérias M. avium cepas 27 opaca e translucida e 104 opaca e translucida e
M. tuberculosis cepas H37Ra e H37Ruv.

A falta do receptor TLR2 nos macrofagos infectados com as cepas de M.
avium levou a resisténcia total a morte induzida pelas micobactérias, com exceg¢ao
da cepa 27 opaca, que apresentou perda de viabilidade a partir do 7° dia de infeccao
(Figura 41).

No caso da infecgdo dos macréfagos TLR2 " com M. tuberculosis, a protegéo
celular ocorreu nas células infectadas com a cepa virulenta H37Rv. Os macréfagos
TLR2 - infectados com a cepa avirulenta H37Ra apresentaram acentuada perda de

viabilidade ja no 4° dia de infecgao (Figura 42).
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Figura 40 — Imunoprecipitagao de TLR-2 e PI3-K.

As células Raw 264.7 foram lisadas 10 e 30min apos a infecgdo com M. bovis BCG na
razdo MOI=5:1 bactéria/macréfago. Os extratos protéicos, 600ug, foram imunoprecipitados
com anticorpos anti-TLR2 ou anti-PI-3K (p85). Os imunoprecipitados resultantes foram

analisados por Western blotting usando os mesmos anticorpos.
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Figura 41 — Analise da viabilidade dos macroéfagos infectados com M. avium

As células isoladas de fémur de camundongos C57BL selvagens (a) e C57BL knockout para
TLR-2 (b) foram diferenciadas em macréfagos M1 com a suplementagédo do meio de cultura
(DMEM F-12 + 10% de soro fetal) com 20% de sobrenadante de cultura de células L929
previamente coletado, centrifugado e congelado. Apds a diferenciagdo, os macréfagos
foram infectados com M. avium e a cinética de viabilidade foi realizada através da contagem
das células vivas e mortas, usando o corante vital Azul de Trypan na proporgéo 1:1 volume/

volume, com microscépio invertido.
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Figura 42 — Analise da viabilidade dos macroéfagos infectados com M. tuberculosis

As células isoladas de fémur de camundongos C57BL selvagens (a) e C57BL knockout para
TLR-2 (b) foram diferenciadas em macréfagos M1 com a suplementagéo do meio de cultura
(DMEM F-12 + 10% de soro fetal) com 20% de sobrenadante de cultura de células L929
previamente coletado, centrifugado e congelado. Apds a diferenciagdo, os macréfagos
foram infectados com M. tuberculosis e a cinética de viabilidade foi realizada através da

contagem das células vivas e mortas, usando o corante vital Azul de Trypan na proporgao

1:1 volume/volume, com microscoépio invertido.




4.8. Avaliacdao da ativagao funcional dos macréfagos apds a

infecgao destes com micobactérias

Micobactérias sao potentes ativadores de macrofagos, e induzem a produgéao
de mediadores pré-inflamatorios, indispensaveis para a imunidade inata e a inducao
da imunidade adquirida contra as micobactérias. Além de induzir a transcricdo de
genes pro-inflamatérios, a infecgdo micobacteriana também induz rapidamente
mudancgas morfolégicas nos macréfagos, como o espalhamento celular, processo
fundamental para a migracéo e a diferenciagéo celular.

Para avaliar se existia alguma diferenca nas mudangas morfologicas
induzidas pelas micobactérias atenuadas M. bovis BCG e virulentas M. tuberculosis
cepa H37Rv, os macréfagos forma infectados e observados. Foi verificado que nao
ha grande diferenga no padréo de ativagdo dos macréfagos pelas micobactérias. Em
ambos os casos, os macréfagos foram ativados, mostrando polarizagdo, embora as
micobactérias M. bovis BCG tenham induzido um maior espalhamento em
comparagao aquele induzido por M. tuberculosis (Figura 43).

O citoesqueleto de actina é o determinante principal da forma e motilidade
celular. Sua reorganizagao € uma resposta celular inicial a uma variedade de sinais
extracelulares. Avaliamos, entdo, as mudancas morfolégicas dos macrofagos
quando infectados com micobactérias e correlacionamos as modificagbes no
citoesqueleto de actina.

Pode-se observar que a maioria das células controle possui uma morfologia
arredondada, com um visivel anel de F-actina (Figura 44a,e). 30 minutos de infec¢ao
com M. bovis BCG estimulou a producdo de numerosas e finas protrusdes da
membrana, filopddios ricos em actina, o que levou a um aumento na area celular do
macrofago, resultando no espalhamento celular (Figura 44b.,f). Apés 3 horas de
infeccdo, a area celular dos macréfagos aumentou consideravelmente (Figura 44
c,g) comparada as células controle (Figura 44a,e). A formacédo de filopddios,
lamelipodios e o espalhamento celular foram mediados pela forte polimerizagao da
actina na periferia celular como revelado nas células marcadas com TRITC-faloidina
(Figura 44f,g). Nas 21 horas seguintes, a forma dos macréfagos mudou
significativamente. A reorganizacado do citoesqueleto de actina resultou na redugao
do numero das finas protrusbes de membrana. A maior parte das células adotou
uma morfologia bipolar alongada com finas protrusdes nas extremidades formadas

por proeminentes lamelipddios (Figura 44d,h).



Essas mudangas morfolégicas demonstram que ocorre espalhamento e
polarizacdo dos macréfagos dos macrofagos em resposta a infeccdo por M. bovis
BCG.

Foi demonstrado anteriormente que as micobactérias induzem a fosforilagao,
e assim a ativacdo, de varias quinases. Para estudar a importancia das vias de
quinases distintas para os rearranjos do citoesqueleto observados nos macrofagos
infectados com as micobactérias, nés avaliamos as mudancas morfolégicas nas
células pré-tratadas com especificos inibidores de quinases.

O efeito mais pronunciado nas mudangas morfolégicas dos macrofagos foi
observado nas células pré-tratadas com inibidor de PI3K. LY294002 reduziu
dramaticamente o espalhamento celular e a formacao de filopddios induzidos por M.
bovis BCG. A analise por microscopia de varredura da morfologia celular revelou
que as células tratadas com LY294002 apresentavam-se arredondadas ou estelares,
menos alongadas, com menos filopodios e muitas protrusdes dorsais (microvilos). O
inibidor de PI3K, LY294002, parece reduzir a capacidade dos macréfagos de emitir
os filopddios, o que leva a formagéo do “ruffling” na membrana celular (Figura 45c).

A inibicdo de ERK com PD98059 reduziu um pouco o alongamento das
células, apesar da morfologia da superficie celular apresentar-se similar a das
células somente infectadas com M. bovis BCG. A ativacdo de ERK parece nao ser
essencial para a emissao dos filopodios e o espalhamento inicial, mas contribui para
a polarizagao dos macréfagos (Figura 45d).

Em contraste com ERK, a inibicdo de p38 pelo inibidor especifico SB203580
nao teve efeito na polarizacdo e nem no espalhamento dos macréfagos induzidos
por M. bovis BCG, sugerindo um papel pequeno de p38 nos rearranjos do
citoesqueleto dos macrofagos induzido pelas micobactérias (Figura 45e).

A ativacao dos macréfagos por M. bovis BCG leva a ativacdo de NF-kB e a
subsequente transcricdo de genes dependentes de NF-kB para quimiocinas e
fatores estimulantes de coldnias, que poderiam induzir a atividade migratéria do
macrofago de maneira autdcrina. Para verificar o papel de fatores dependentes de
NF-1B nas mudancas induzidas por M. bovis BCG na morfologia dos macréfagos, a
ativacao de NF-1B foi suprimida com IC. A inibicdo de NF-kB nao teve influéncia no
espalhamento inicial dos macrofagos e efeito ligeiramente inibidor na polarizagao
dos macréfagos (Figura 45f). Os macréfagos apresentaram-se um pouco maiores,
mais espalhados e menos polarizados comparados aqueles somente estimulados

com M. bovis BCG. Isso sugere que fatores dependentes de NF-kB promovem a



polarizacédo induzida por M. bovis BCG, mas ndo exercem efeito no espalhamento
inicial, o que demonstra o efeito direto das micobactérias tanto no espalhamento

como na polarizagédo subsequente.
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Figura 43 — Comparacdo das mudangas morfolégicas induzidas pelas micobactérias M.
bovis BCG e M. tuberculosis

Os macrofagos Raw 264.7 (a) foram infectados com M. bovis BCG (b) ou M. tuberculosis (c),
MOI 10:1, por 24 horas. As células foram analisadas por microscopia de campo claro (d). O

tamanho dos macréfagos infectados foi avaliado e comparado com as células controle.
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Figura 44 - Mudangas morfolégicas e reorganizagao de actina induzidas por BCG nos
macroéfagos Raw264.7

As células Raw 264.7 foram plaqueadas em laminulas e incubadas por 24 horas (a); o meio de
cultura foi trocado para meio suplementado com 0,1% de soro fetal bovino e incubadas por mais
18 horas (b). As ceélulas foram entdo nao-estimuladas (C) ou infectadas com micobactérias BCG
viaveis na propor¢gdo MOI 10:1 nos periodos de tempo indicados. Apés este periodo, foram
marcadas com faloidina-TRITC para revelar F-actina. As imagens foram obtidas usando
microscopia optica de contraste interferencial diferencial (a-d) ou microscopia de fluorescéncia (e-
h). As cabecas de setas indicam numerosos filopodios ricos em actina nas células espalhadas
observados 0,5-3 horas apos o tratamento (b,c,f,g) e F-actina-positive leading edge das células
polarizadas 24 horas apds o tratamento (d,h). As setas indicam uropddios das células sem F-

actina polarizadas. Barra de escala = 10um.
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Figura 45 - Efeitos de inibidores de kinases especificos nas mudangas morfolégicas
dos macrofagos Raw264.7 estimulados com BCG

As células foram pré-tratadas com os inibidores especificos para as vias das quinases por 1
hora e entdo estimuladas com M. bovis BCG por 24 horas. As culturas foram fixadas e
processadas para microscopia eletrdnica de varredura. Barras de escala = 20 ym.
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5. DISCUSSAO

A tuberculose permanece uma causa importante de morbidade e mortalidade
por todo o mundo. Fatores do hospedeiro exercem um papel fundamental na
protecdo contra as micobactérias, entretanto, as micobactérias patogénicas
desenvolveram mecanismos para escapar do controle do sistema imune. Um melhor
conhecimento da resposta do hospedeiro para as micobactérias patogénicas e
avirulentas pode contribuir para melhorias no tratamento e na prevencado da
tuberculose.

Nesse trabalho, estudamos os mecanismos de modulacdo da morte celular
programada e da atuacgao funcional dos macréfagos por micobactérias virulentas e
avirulentas. Para isso, utilizamos como modelo macréfagos murinos da linhagem
Raw 264.7 e macréfagos derivados de células de medula 6ssea de camundongos
C57BL/c selvagens e C57BL knockout para TLR-2, infectados com as micobactérias
Mycobacterium bovis BCG, cepas 27 opaca e translucida e 104 opaca e translucida
de M. avium, e cepas H37Ra e H37Rv de M. tuberculosis. Foram usadas 7 cepas
diferentes de micobactérias para avaliar se diferentes graus de viruléncia
influenciariam o tipo de resposta dos macréfagos. Os Bacillus Calmette-Guérin sao
M. bovis atenuadas por mutagdo espontadnea do lécus RD-1 (Pyn et al., 2002). A
deficiéncia na secrecdao dos antigenos e fatores de viruléncia CFP-10 (Culture
Fitrate Protein-10) e ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target-6), principalmente,
significativamente diminuiu a viruléncia destas bactérias, o que possibilitou que
fossem utilizadas como vacina (Lewis et al., 2003; Guinn et al., 2004; Hsu et al.,
2003). Foi demonstrado haver um grau de viruléncia entre as 4 cepas de M. avium
utilizadas, sendo a cepa 104 mais virulenta que a 27 e as bactérias que formam
colénias lisas (S) mais virulentas que as que formam colénias opacas (R). Sendo
assim, seria esperado que houvesse um grau decrescente nas cepas: 104
translucida (104Tl) — 104 opaca (1040p) - 27 translucida (27TIl) — 27 opaca (270p).
Com relacao as cepas de M. tuberculosis, foram utilizadas duas cepas de referéncia
sendo a cepa H37Ra um mutante avirulento da cepa H37Rv.

A apoptose das células hospedeiras tem sido associada com a infecgao
intracelular de muitos patdgenos, e é considerada como um mecanismo estratégico
do organismo para livrar-se de invasores.

Macréfagos alveolares murinos infectados com cepas avirulentas ou

atenuadas de M. tuberculosis sofrem apoptose de maneira TNF-a-dependente,



diferente da infeccdo com cepas virulentas, que induzem pouca ou nenhuma
apoptose (Balcewicz-Sablinska et al., 1998; Keane et al., 1997; Keane et al., 2000).
Foi postulado que a resposta apoptotica representaria um mecanismo de defesa
inato contra infec¢des intracelulares.

Na infeccdo micobacteriana, foi demonstrado que a apoptose promove a
morte de micobactérias intracelulares (Fratazzi et al., 1997; Molloy et al., 1994),
diferentemente da necrose, que favorece a liberacdo e disseminagdao das
micobactérias apos sua replicagdo (Chen et al., 2006; Park et al., 2006). O efeito das
micobactérias na viabilidade celular &€ complexo. Foi demonstrado que as
micobactérias virulentas e avirulentas induzem (Placido et al., 1997; Keane et al.,
1997; Rojas et al., 1998; Manfredi et al., 1998; Rojas et al., 1999; Santucci et al.,
2000) ou inibem (Kremer L et al., 1997) a apoptose dos macréfagos hospedeiros.
Foi demonstrado também que as mesmas bactérias podem induzir necrose das
células infectadas (Chen et al., 2006; Park et al., 2006). Uma analise da literatura
sugere que ha discordancia nos dados obtidos por diferentes autores e é resultado
de diferentes condi¢gbes experimentais como variagdo da dose de infecgao, periodo
de tempo de avaliacdo da morte celular apdés a infecgdo, viruléncia das
micobactérias e metodologia da avaliagdo da morte celular. Em nossos
experimentos, verificamos a importancia de todos estes fatores na indugao da morte
celular pelas micobactérias.

Os dados por nds obtidos demonstraram que as micobactérias atenuadas M.
bovis BCG induzem apoptose nos macréfagos infectados a partir do 4° dia de
maneira dose-dependente, mediada pela producao de TNF-a. O aumento da dose
de infecgdo de 1:1 para 10:1 levou a um aumento da secrecdo de TNF-a assim
como na quantidade de células que desenvolveram apoptose. Ja a infecgdo com
MOI 50:1 promoveu apoptose com aumento consideravel das células necroéticas na
populagdo de células mortas, demonstrando que o aumento na quantidade das
bactérias intracelulares favorece o desenvolvimento da morte necrética primaria ou
secundaria, apesar de o tipo de morte celular preferencial induzido pela BCG ser a
apoptose. O papel do TNF-a produzido pelos macrofagos na inducéo de apoptose
de maneira autocrina foi mostrado (Xaus et al.,, 2000), e nossos experimentos de
neutralizagdo do TNF-a por anticorpos, que reduzem significativamente a
quantidade de células apoptdéticas nas culturas infectadas, estd em concordancia
com estas observagdes. Entretanto, € importante ressaltar que a apoptose dos

macrofagos infectados por BCG pode ser observada nas culturas somente apos 3-4



dias de infecgdo, apesar dos altos niveis de produgdao de TNF-q, ja a partir de 3
horas apos a infecgéo. Estes dados permitem sugerir que os macréfagos encontram-
se protegidos para o desenvolvimento da apoptose na etapa inicial da infec¢do. Para
verificar esta hipotese, estudamos a suscetibilidade destas células a indugcédo de
apoptose por indutores padrao (ATP, cisplatina). Os dados obtidos demonstram uma
maior resisténcia das células a inducédo da apoptose por cisplatina e ATP no periodo
de pelo menos 48 horas ap6s a infecgéao por BCG.

Para verificar se existe diferenca na modulacdo da viabilidade dos
macréfagos pelas micobactérias virulentas e avirulentas, nés monitoramos a perda
de viabilidade e o tipo de morte celular nas culturas Raw264.7 infectadas por M.
tuberculosis H37Rv e H37Ra, e pelas cepas de M. avium com graus de viruléncia
diferentes.

No caso dos macréfagos infectados com M. avium, foi demonstrado que
houve perda acentuada de viabilidade ja nos primeiros dias de infec¢ao. Diferente do
esperado, nao houve variagao na resposta dos macréfagos infectados pelas 4 cepas
de M. avium. Todas as cepas causaram perda de viabilidade de maneira similar, e,
portanto ndo conseguimos correlacionar os diferentes graus de viruléncia das cepas
27 e 104 translucidas e opacas com a viabilidade celular dos macréfagos da
linhagem Raw 264.7, o que nos levou a nao prosseguir com este modelo de
infeccao.

A infeccdo dos macréfagos com as cepas de M. tuberculosis virulenta H37Rv
e avirulenta H37Ra induziu perda acentuada na viabilidade celular, a partir do 3° dia
de infeccdo, mostrando tendéncia dose-dependente, sendo que a cepa virulenta
H37Rv provocou significativamente mais morte nas culturas dos macrofagos que a
cepa avirulenta H37Ra.

Importante ressaltar que a cepa avirulenta em menor dose de infecgao (MOI
10:1) induziu predominantemente apoptose nos macroéfagos, enquanto que o
aumento da dose (MOI 50:1) levou os macrofagos a necrose. O tipo de morte
predominante induzido pelas micobactérias patogénicas foi a necrose em ambas as
doses de infeccdo. Dados recentes confirmam nossas observacdes de que M.
tuberculosis virulentas, H37Rv (Chen et al., 2006) ou isolados clinicos (Park et al.,
2006), diferentemente das micobactérias avirulentas, induzem nos macrofagos
humanos e murinos a necrose, que é mais acentuada nas doses de infec¢ao

maiores do que MOI 25:1. O TNF-a produzido pelos macréfagos na resposta para as



micobactérias pode induzir apoptose (Lastek et al., 1998; nossos dados) nas células,
incluindo os proprios macrofagos, ou em alguns casos necrose.

Para verificar se a produgdo do TNF-a pode contribuir para a necrose dos
macréfagos, nés quantificamos o TNF-a secretado pelos macrofagos infectados por
M. tuberculosis H37Ra e H37Rv. A M. tuberculosis induziu TNF-a de maneira dose-
dependente, mas o nivel de produgéao induzido pela cepa H37Ra foi 6 vezes menor
e pela cepa H37Rv 15 vezes menor em comparagao com o que foi induzido por
BCG, o que dificilmente pode explicar a necrose observada. Chen e colaboradores
demonstraram que a morte provocada pela cepa H37Rv esta associada com uma
significante ruptura das membranas mitocondriais interna e externa, o que leva a
necrose do macréfago (Chen et al., 2006). Varios autores sugerem que as proteinas
ESAT-6 e CFP-10 secretadas pelas M. bovis e M. tuberculosis, mas nao pela BCG
que sofreu a delegdo dos genes que codificam o sistema secretor para estas
proteinas, podem acumular-se nos macréfagos infectados provocando alteragdes
mitocondriais direta ou indiretamente. Outro fator de viruléncia de M. tuberculosis
que foi sugerido contribuir para a indugdo de necrose por alguns isolados clinicos é
o PGL (phenolic glycolipid) (Riley, 2006). Este glicolipidio &€ expresso nas cepas da
familia Beijing, mas nao foi demonstrado na cepa H37Rv, e ndo pode explicar a
morte celular no nosso modelo. Os fatores que levam os macrofagos infectados
pelas micobactérias patogénicas a necrose devem ainda ser determinados. Estes
fatores, sem duvida, contribuem fortemente para a viruléncia da bactéria e o
desenvolvimento da doenga, pois favorecem a liberagao do patégeno do seu nicho
de reproducao, o que leva a disseminacgao da infecgao.

A inibicdo da apoptose na etapa inicial apos a infecgdo dos macrofagos por
BCG observada no nosso estudo foi detectada na infeccdo pela M. tuberculosis
patogénica também (Chen et al., 2006). Os autores observaram que apdés 6 horas de
infecgdo, uma pequena parte das células entra em apoptose e/ou necrose, o que
corresponde com as mudangcas na permeabilidade da membrana mitocondrial
(externa e interna), mas este processo € inibido e nas 24-48 horas seguintes e a
quantidade de células apoptdticas e necroticas nao € maior do que nas culturas nao
infectadas. O efeito de protecédo € transitério, e depende da viruléncia da bactéria
(provavelmente devido a velocidade de proliferacao intracelular), da MOI de infecgéo
e do tipo dos macréfagos. Nos macréfagos humanos, a indugdo da necrose por
H37Rv foi observada 48-72 horas apds a infeccédo e no nosso modelo de infecgao

com macrofagos murinos Raw264.7, apos 72 horas de infecgdo. A inibicado da morte



celular (apoptose ou necrose) dos macrofagos hospedeiros na etapa inicial apos a
infeccdo € um importante fator que permite a reprodugdo das micobactérias,
patdgenos intracelulares facultativos.

Para entender quais mecanismos podem contribuir para a prevencao da
morte do macrofago infectado, estudamos as vias de sinalizagdo acionadas nestas
células pelas micobactérias. A via principal que leva os macréfagos a ativagao pelas
micobactérias é mediada pelos receptores Toll-like, principalmente TLR2 e TLR4:
TLR2/MyD88/ fatores adaptadores/ quinases, ativagcado do fator nuclear kb, genes
dependentes, citocinas inflamatérias e genes anti-apoptéticos. Verificamos a
ativacdo do NF-kB pelas micobactérias BCG e M. tuberculosis. Nossos
experimentos preliminares demonstram que as bactérias vivas e lisadas (WCL)
apresentam capacidades de ligacdo com o TLR2 semelhantes e ativagdo das vias
dependentes deste receptor. Por motivos de bioseguranga, a maioria dos
experimentos de sinalizacao foi realizada com as micobactérias lisadas.

Ambas as cepas de micobactérias, BCG e M. tuberculosis, induziram a
ativacdo do NF-kB ja ap6s 1 hora de tratamento, que foi mantida nas 48 horas
seguintes. A inibicdo da ativagcdo do NF-kB por inibidores especificos, PDTC e
peptidio SC-50, reduziu completamente o efeito protetor anti-apoptotico contra ATP,
observado no inicio da infecgdo com BCG, demonstrando a importancia da ativagao
deste fator e da transativagdo de genes dependentes para protegao celular contra a
apoptose. Entre os genes dependentes de NF-kB que podem regular a apoptose
negativamente estdo os genes Bcl-XI e Bcl-2 da familia Bcl-2. A indugéo da
expressdo destes genes nos macrofagos infectados pela M. tuberculosis foi
demonstrado recentemente (Sly et al., 2003). Além da via do NF-kB, a estimulagao
de TLR2 e MyD88 leva a ativagdo de outros fatores de transcricdo como AP-1,
CREB, ERK de maneira dependente da ativagdo das MAP quinases.

Entre os genes regulados por estes fatores de transcricdo encontram-se os
genes das citocinas proé-inflamatérias (incluindo TNF-a) e varios genes envolvidos na
regulacdo da sobrevivéncia celular (proteinas que controlam o ciclo celular,
utilizacéo de glicose, etc). Foi demonstrado em diferentes modelos celulares que as
vias das MAP quinases estdo envolvidas na regulagdo da apoptose: negativa,
através da ativacdo de ERK e p38 (Milella et al., 2002), ou positiva, através da
ativacao de JNK e p38 (Nelson & Fry, 2001;). Outra via de sobrevivéncia importante
€ a via PI3K/Akt, que quando acionada inibe a apoptose através da fosforilagao de

Bad. Neste trabalho, nés estudamos a ativacao das MAP quinases e PI3K/Akt pelas



micobactérias BCG e M. tuberculosis e sua importancia na regulagdo da apoptose
dos macrofagos. A importancia de cada uma das quinases no efeito protetor da
infeccdo por BCG contra a apoptose induzida por ATP e cisplatina foi verificada
através da sua inibigdo por inibidores farmacoldgicos especificos. Foi demonstrado
que a supressao de PI3K (pelo LY294002) e de p38MAPK (pelo SB203580) reduziu
o efeito protetor de BCG contra a apoptose, aumentando a suscetibilidade dos
macrofagos a inducdo da apoptose por ATP e cisplatina. Os resultados obtidos
permitem concluir que a ativagdo de NF-kB e das vias PI3K/Akt e p38MAPK pelas
micobactérias € o fator que previne o desenvolvimento da apoptose e necrose nos
macrofagos infectados com altas doses de infecgdo nas primeiras 48 horas apos a
infecgao, favorecendo a replicacao intracelular das bactérias.

A producdo de TNF-a é um fator que induz apoptose nos macréfagos
infectados pelas micobactérias BCG atenuadas. As micobactérias M. tuberculosis
patogénicas induzem muito menos TNF-a em comparagdo com as avirulentas,
diminuindo a possibilidade da indugédo de apoptose. A redugao da producao de TNF-
o nestes macrofagos esta associada com a inibigdo da ativagdo das MAP quinases
(ERK e JNK) observada nas células tratadas com M. tuberculosis em comparagao
com o respectivo nivel de ativagdo induzidas por BCG. Em condi¢cbes de falta de
sinais para a indugéo da apoptose, o crescimento intracelular da M. tuberculosis e o
acumulo da fatores de viruléncia ainda pouco caracterizados leva os macrofagos a
necrose liberando as micobactérias.

A diferenca na ativacdo das principais vias de sinalizagdo celular pelas
micobactérias virulentas (M. tuberculosis cepa H37Rv) e atenuadas (BCG)
observada nos nossos experimentos levou-nos a estudar outras funcbdes dos
macrofagos que podem ser diferentemente reguladas por estas micobactérias. A
migragédo dos macréfagos em resposta as micobactérias é uma fungéo indispensavel
para a formagédo do granuloma e protegao contra a tuberculose. A migragcdo das
células exige as mudancgas morfolégicas do citoesqueleto celular (formagao de
filopddios, lamelipddios, polarizagdo) adequadas para a locomocgéao. Neste trabalho,
nos avaliamos as mudangas morfoldgicas e o rearranjo do citoesqueleto das células
Raw 264.7 tratadas com as micobactérias M. bovis BCG e M. tuberculosis cepa
H37Rv por microscopia optica e de varredura. Avaliamos também o papel das vias
MAPK, PI3K/Akt e NF-kB nestes rearranjos. O tratamento dos macréfagos pelas
micobactérias vivas ou lisadas, M. bovis BCG e M. tuberculosis cepa H37Rv, induz

um padrdo semelhante de mudangas morfologicas: protrusdo de numerosos



filopddios em 30 minutos, espalhamento celular apds 3 horas e polarizagao celular
apos 24 horas de tratamento, o que corresponde ao fenédmeno migratério dos
macrofagos. As mudancas morfolégicas foram acompanhadas pela polimerizacéo de
actina nas protrusdes formadas pelas células, observada através da marcagao por
faloidina-TRITC. Nao foi observada diferenga significativa entre o efeito da M. bovis
BCG e da M. tuberculosis cepa H37Rv nos rearranjos do citoesqueleto dos
macrofagos. A analise inibitéria do papel das quinases no rearranjo demonstrou que
a ativacdo de PI3K foi essencial para a formacio inicial dos pseudopodes e
polarizacdo celular induzidas pelas micobactérias, enquanto a inibicdo de ERK, p38
e JNK nao teve nenhum efeito.

Estes dados demonstram a importancia da ativagdo da via PI3K para a
migragdo dos macréfagos. Dados recentes permitem sugerir que a PI3K atua na
fosforilagdo de pequenas GTPases, Rac-1, que por sua vez regulam a polimerizagéo
da actina na formacao dos filopddios pelos macrofagos (Raftopoulou & Hall, 2004). A
inibicdo de PI3K pelo inibidor especifico LY294002 previne a formagéo dos
filopddios, o que leva ao arredondamento das células com a liberagdo de membrana
citoplasmatica, que forma “cristas” na superficie celular, observadas através da
microscopia de varredura.

A comparagédo da ativacao da via PI3K/Akt pelas M. bovis BCG e M.
tuberculosis cepa H37Rv nao demonstra diferenga na fosforilagdo de Akt,
dependente da ativagédo de PI3K, ou seja, a ativagao desta via ndo € alterada pelas
M. tuberculosis patogénicas. As vias MAPK e NF-kB, apesar da sua importancia
essencial para a producédo de mediadores inflamatoérios e reguladores da apoptose,
sdo dispensaveis para os rearranjos citoesqueléticos dos macréfagos, importante
para a migracao. Estes dados explicam porque alteragdes na ativagcdo das MAPK
pelas micobacterias patogénicas ndo tem efeito nas mudangas morfolégicas dos
macrofagos, que se apresentaram semelhantes quando infectados com M. bovis
BCG e M. tuberculosis cepa H37Rv. Estes dados ndo excluem que a migragéo dos
macrofagos pode ser inibida pelas M. tuberculosis através da supressao das
quimiocinas MAPK-dependentes. Esta hipotese sera verificada em experimentos
futuros.

Devido a importancia da ativacado da via PI3K/Akt pelas micobactérias para a
realizacdo das fungdes do macréfago, nés verificamos o mecanismo de ativagao da

PI3K pelas micobactérias, desconhecido ainda. Levando em consideragdo que as



principais vias de sinalizagdo para a ativagdo dos macréfagos sdo mediadas pelo
TLR2, nds verificamos o papel deste receptor na ativagao de PI3K.

Para verificar o envolvimento de TLR-2 na ativagdo de PI-3K induzida pelas
micobactérias, foi estudada a interacao fisica da subunidade p85 de PI-3K e TLR2
nos macrofagos infectados com M. bovis BCG. Nossos dados apresentam a
interacéo fisica entre PI-3K e TLR2, sugerindo que a M. bovis BCG ativa PI-3K
através da ligacdo com o receptor TLR-2. Estes dados estdo em concordancia com
as observacgdes feitas por Arbibe e colaboradores, que demonstraram o mesmo caso
na infecgdo com Staphylococcos aureus mortas por calor (Arbibe et al., 2000).
Sabendo da importancia do receptor TLR-2 durante a infecgdo dos macrofagos
pelas micobactérias, utilizamos camundongos knockout para este receptor e
observamos que o receptor TLR-2 é de fundamental importadncia na morte dos
macréfagos induzida pelas micobactérias.

Micobactérias sdo conhecidas como indutores potentes da migragao de
leucdcitos no local da infecgdo, resultando na formagao do granuloma. Para migrar,
as células tem que se tornar polarizadas morfologicamente na diregdo da migragao.
Os rearranjos morfolégicos, como as protrusdes de filopodios, espalhamento celular
e polarizagdo sdo essenciais para a motilidade dos macréfagos (Ridley et al, 2003).
Para estudar a atividade funcional dos macréfagos durante a infeccéo
micobacteriana, foram analisadas as mudangas morfolégicas ocorridas durante a
infeccdo bem como os mecanismos que levam os macréfagos infectados com
micobactérias a obter as caracteristicas para sua motilidade.

Nossos dados demonstram que as micobactérias M. bovis BCG induziram
numerosos filopddios ricos em F-actina ja apos 15 a 30 minutos de infecg¢ado, levando
ao espalhamento celular intenso e, subsequentemente, ao alongamento e
polarizacao celular. O alongamento celular foi acompanhado da redugcéo do numero
de filopddios e do conteudo de F-actina. A polimerizagdo da actina foi mantida
predominantemente na regido das extremidades dos lamelipédios nas células
bipolares. As mudangas morfolégicas observadas sado tipicas da migracdo de
macrofagos sugerindo que alguns componentes micobacterianos poderiam induzir a
motilidade dos macrofagos. Para estudar a transdugdo de sinal induzida pelas
micobactérias que estariam levando a resposta dos macrofagos, foi realizada uma
analise da inibicdo das vias de quinases possivelmente envolvidas na regulacéo dos

rearranjos do citoesqueleto usando inibidores farmacolégicos especificos.



A supressao da PI-3K por LY294002 significativamente inibiu as protrusdes
celulares induzidas por M. bovis BCG levando a redugao do numero de filopodios e
lamelipodios, 0 que causou uma diminuigdo no espalhamento e polarizacdo dos
macrofagos. Muito provavelmente, o efeito foi mediado pela inibicdo da
polimerizagdo da actina, ja que o conteudo de F-actina foi significativamente
reduzido nas células pré-tratadas com este inibidor. Outro fator que poderia limitar a
extensdo de pseudopodes e o espalhamento celular é a disponibilidade de
membrana plasmatica (Cox et al., 1999). A analise por microscopia de varredura da
superficie celular confirmou que a inibicao de PI-3K leva a supressao das protrusdes
dos macrofagos, ao arredondamento celular e ao intenso “ruffling” da membrana
plasmatica dorsal. As mudancgas morfolégicas observadas sugerem nao apenas que
a extensao de novos filopédios foi anulada. A reducdo da aderéncia celular na
presenca de LY294002 levou a contracdo dos filopédios existentes, a
disponibilizagdo de membrana celular e a formagédo de numerosos microvilos dorsais
na superficie celular. Entéo, a limitagdo da extensdo de pseudopodes na presenca
do inibidor de PI-3K ocorreu apesar da alta disponibilidade de membrana plasmatica
destas células.

Outros inibidores de quinases utilizados neste estudo nao tiveram efeito
pronunciado, quando apresentaram, nos rearranjos do citoesqueleto dos
macréfagos. A supresséo de MEK1/ERK com PD98059 levou a moderada redugéo
da polarizagdo induzida por M. bovis BCG. Este efeito pode ser explicado pela
conhecida importancia da ativagdo de ERK na geragcdo de pseudopodes via
regulacdo e fosforilacdo da quinase da cadeia leve da miosina, o que leva a
combinagdo actina-miosina durante a migragao celular (Cheresh et al., 1999). No
entanto, os inibidores de ERK e p38MAPK nao tiveram efeito significativo no
espalhamento inicial dos macréfagos infectados com micobactérias.

A inibicdo de NF-kB por IC nao teve efeito no espalhamento radial embora
tenha reduzido o alongamento das células. Os macréfagos apresentaram-se mais
espalhados e menos polarizados em comparacdo aqueles somente infectados.
Esses dados demonstram que a ativacdo de NF-kB pelas micobactérias nao é
importante para os rearranjos do citoesqueleto dos macréfagos, apesar de contribuir
para a polarizagéo celular essencial para a migragdo, mais provavelmente através

da producgéo de quimiocinas estimuladoras de macréfagos.



Nossos dados sugerem fortemente que as micobactérias ativam a via PI-3K
através da ligagdo com os receptores TLR-2 e que esta via € essencial para o
rearranjo da actina essencial para a migragcao dos macrofagos.

Os dados deste trabalho contribuem para o conhecimento de como as
micobactérias, geralmente potentes ativadoras dos macréfagos e por isso utilizadas
como bons adjuvantes para a resposta imunologica, desenvolveram os mecanismos
da supressdao das atividades dos macréfagos, no caso das micobactérias
patogénicas. A redugédo na ativagado das MAPK, que leva a inibigdo da produgao de
TNF-a, e a inducdo da ativacdo das vias de sobrevivéncia, que inibem a morte dos
macrofagos na etapa inicial da infecgdo permitindo a proliferagdo intracelular das
micobactérias, contribuem para a inibicdo da apoptose e favorecem o acumulo de
fatores de viruléncia toxicos, que provocam a necrose das células hospedeiras.

Quem se beneficiaria da morte dos macréfagos: as micobactérias ou o
hospedeiro? No caso da apoptose, o sequestro das micobactérias em corpos
apoptoticos favorece a internalizagéo destes pelos macréfagos frescos, ativados por
IFN-y, e pelas células dendriticas, que apresentam os antigenos micobacterianos
para os linfocitos. Entretanto, no caso de imunodeficiéncia e redugao no organismo
da producdo de IFN-y, IL-12 e outras citocinas importantes, a apoptose dos
macrofagos favorece a disseminagao micobacteriana. Ja a necrose dos macrofagos
claramente é favoravel as micobactérias, pois propiciam seu espalhamento rapido
no hospedeiro. A apoptose tem sido sugerida como um pré-requisito para o priming
de macréfagos e células dendriticas (Schaible et al.,, 2003), mas Park e
colaboradores argumentam que a morte celular por necrose poderia ser eficiente da
mesma maneira para esse proposito (Park et al., 2006). Além disso, a necrose das
células por micobactérias virulentas de M. tuberculosis € um fator fundamental para

a patogénese do processo da doenga.
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6. CONCLUSOES

1. O tipo de morte dos macréfagos (MF) induzida por micobactérias depende da
dose de infeccdo: baixa dose (MOI=1:1 a 10:1) de infec¢ao induz apoptose, uma

dose maior (MOI> 50:1) induz necrose dos macroéfagos.

2. As micobactérias patogénicas (M. tuberculosis H37Rv) induzem a necrose dos
MF em menor dose de infeccdo em comparagao com micobactérias avirulentas
(M tuberculosis H37Ra e M. bovis BCG).

3. Nao foi demonstrada diferengca na indu¢do da morte dos MF pelas diferentes

cepas de M. avium.

4. A producao do TNF-a pelos MF infectados contribui na indugdo da morte dos

MF de maneira autocrina.

5. As micobactérias virulentas induzem a morte necroética dos MF.

6. A morte necrética correlaciona-se com uma maior velocidade de proliferacédo
(crescimento) intracelular das micobactérias virulentas em comparagdo com as

avirulentas.

7. Na etapa inicial da infeccédo (até 24h), os MF sao resistentes a indugcéo da
apoptose (por micobactéria e indutores padrao da apoptose), devido a ativagéo
das vias de sobrevivéncia celular (via NF-kB, e PI3K/Akt quinases).
Posteriormente, o efeito protetor torna-se reduzido e a susceptibilidade a indugao

da morte aumenta.

8. Observou-se que uma menor producdo de TNF-a pelas micobactérias
virulentas esta relacionada com a inibicao da ativagao das vias PI3K quinases,
sem alteracdo da ativacdo e translocacdo do NF-kB ao nucleo nos MF

infectados.



9. A ativacao de PI3K nos MF pelas micobactérias € mediada pelos receptores
TLR2.

10. A ativacado da via TLR2/PI3K é importante para a ativagao funcional dos MF
pelas micobactérias (produgdo do TNF-a e rearranjos citoesqueléticos pro-
migratérios). A supressao da PI3K pelo inibidor farmacologico inibe estas fungdes
nos MF.

11. Distintas vias de sinalizagdo regulam a produgédo de TNF-a (via TLR2/ PI3K,
MAPK/ NF-kB) e rearranjos citoesqueléticos pré-migratérios (TLR2/ PI3K/
pequenas GTPases). As micobactérias patogénicas sdo capazes de alterar a
producao de citocinas pro-inflamatérias NF-kB-dependentes, mas nao alteram a

sinalizagao para rearranjos citoesqueléticos.
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A pedidos.... :)
Uma lembranca de quando eu tinha 4 anos...

Minha mae guardou este desenho, feito em papel de pao...
Quem sabe prevendo o futuro de sua filha....



Mycobacteria directly induce cytoskeletal rearrangements for
macrophage spreading and polarization through TLR2-

dependent PI3K signaling
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Abstract: Macrophage migration and adhesion
are imporlant for the control of myeobacterial in-
fection and are eritically dependent on the reorga-
nization of the cytoskeleton. Mycobacteria elicit
rapid morphological changes, such as cell spread-
ing. a process relevant to in vive changes of mae-
rophage shape during extravasation and migration.
In this study, we investigated the BCG myveobacte-
ria-induced signaling events leading to macrophage
cyloskeletal rearrangements employing specifie
pharmacological inhibitors to suppress distinet ki-
nase pathways known to be elicited by infection.
Viable or lysed mycobacteria, as well as purified
cell wall lipoprotein pl19, TLR2 agonist. induced
RAW261.7 cells to extend actin-rich pseudopods,
which impart radial spreading within 3 h, leading
later to persistent cell polarization. BCG induced
rapid activation of phosphatidylinozitol 3-kinase,
PI3K, activation that was recruited to the activated
TLR2 receptor. TLR2- neutralizing antibody in-
hibited macrophage spreading and PI3K activation
pl9. BCG

spreading and polarization of bone marrow-de-

induced by Additionally, induced
rived macrophages from TLR2- expressing mice in
contrast to their TLR2-knockout counterparts.
Neither MEKV/ERK, p38 MAPK, nor NF-kB acti-
valion were important for the early evioskeletal
rearrangements observed, although suppression of
these pathways is known to inhibit chemokine se-
eretion by activated macrophages. B2-integrins
blockade with a corresponding antibody inhibited
macrophage spreading and polarization but had no
effect on pseudopodia protrusions demonstrating
the downstream position of integrin-mediated ad-
hesion in PI3K- dependent signaling pathway lead-
ing to the motility phenotype. The obtained data
demonstrate that the direct effect of myeobacteria
on macrophage shape might be mediated through
TLR2-dependent PI3K activation. J. Leukoc. Biol.
S 1480=1490; 200G,

Key words: BCG - RAW264. 7 macrophages - signal transduction
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INTRODUCTION

Viable mycobacteria and mycobacterial components are potent
activators of macrophages (MF). able te provoke production of
preinflammatory mediators that are indispensable for innate
defense and induction of acquired immune response against
mycobacteria. Besides inducing proinflammatory gene tran-
seription.  myeobacteria  also  elicit rapid  morphological
changes, such as cell spreading [1]. the process relevant to in
vive morphologic changes of MF during extravasation, migra-
tion. and differentiation. Signaling events leading to proinflam-
matory gene transeription induced by mycobacteria were well
elucidated |2, 3], establishing the fundamental role of NF-kB.
MAPK, and class 1 PI3K pathways rapidly activated after
binding of myeobacterial agonists with macrophage Toll-like
receptors, mainly TLR2. Locomotor morphological changes in
response o myeobacteria have not been characterized in detail
nor have the signaling events leading 1o MF spreading and
adhesion. The actin cvtoskeleton is a primary determinant of
cell shape and motility. Reorpanization of the actin cytoskel-
eton is an early cellular response to a variety of extracellular
signals. Dissection of pathways leading to actin rearrangement
induced by a variety of extracellular factors has focused largely
on those initiated by tyrosine kinase receptors for growth
factors, integrins, and G protein-coupled receptors for chemo-
kines [4]. whereas the mle of TLRs is only beginning to be
noticed. Recently, TLR- mediated actin remodeling was dem-
onstrated to enhance antigen capture by dendritic cells [3].
Additionally, CD14- dependent TLR2 activation by mveobac-
terial lipoarabinemannan (LAM) was proven to promote phago-
cytosis of bacillus Calmette-Guerin (BCG) mycobacteria by MF
[6]. Whether TLRs are involved in myecobacteria-induced MF
spreading and motility has not been well elucidated. To study
morphological changes induced in MF with mycobacteria, we
treated RAW 264.7 MI with either viable BCG. BCG whole
cell lysate (BCG-WCL), or with purified mycobacterial cell
wall lipoprotein pl9, a known TLR2 agonist [7]. and demon-
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Activation of phosphatidylinositol 3-kinase and c-Jun-N-
terminal kinase cascades enhances NF-kB-dependent
gene transcription in BCG-stimulated macrophages
through promotion of p65/p300 binding

Zoulfia Darieva, Elena B. Lasunskaia,’ Mariana N. N. Campos, Thereza L. Kipnis,

and Wilmar D. da Silva

Laboratdrio de Biologia do Reconhecer. Universidade Estadual do Norte Fluminense,

Campos. Rio de Janeiro, Brazil

Abstract: The proinflammatory response of in-
fected maerophages is an important early host
defense mechanism against mycobacterial infec-
tion. Mycobacteria have been demonstrated to
induce proinflammatory gene transeription through
the Toll-like receptors. (TLR)2 and TLR 4., which
initiate signaling cascades leading to nuclear factor
(NF)-kB activation. The main transduction path-
way responsible for NF-kB activation has been es-
tablished and involves the MyD88, interleukin-1
receptor-associated kinase, tumor necrosis factor
receplor-associaled factor-6, NF-kB-inducing ki-
nase, and inhibitor of kKB kinase complex. The role
of other kinase caseades triggered by mycobacteria
in the NF-kB activation is less clear. We herein
examine the role of the mitogen-activated protein
kinases (MAPKs) and phosphatidylinositol 3-kinase
(PI-3K) cascades in the expression of the bacillus
Calmette-Guerin (BCG) myecobacteria-induced NF-
kB-dependent genes, macrophage-inflammatory
protein-2 (MIP-2) and inducible nitric oxide (NO)
synthase. Specific pharmacological inhibition of
the PI-3K, e-jun-N-terminal kinase (JNK), and to a
smaller extent, p38 MAPK but not extracellular-
regulated kinase (ERK), suppressed NF-kB-depen-
dent reporter gene transcription and MIP-2 and
NO seeretion in BCG-induced RAW204.7 macro-
phages. A similar effeet was obtained following mo-
lecular inhibition of JNK via JNK-interacting pro-
tein-1 overexpression. In addition, a kinase-dead
mutant of MEK kinase-1. the up-stream regulator
of JNK, also proved to be a potent inhibitor of
NF-kB-reporter activity. The effect of inhibitors
was mediated by the down-regulation of NF-xB
transeription activity and without effecting its nu-
clear translocation. These data suggest an indirect
mechanism of the NF-kB regulation by these ki-
nases. probably through p65 phosphorylation and
improved binding to the p3040 transeription coac-
tivator. The data obtained demonstrate that Pl-
3K, INK, and p38 MAPK activation by myeobac-

teria enhance NF-kB-driven gene expression con-

tributing to the proinflammatory macrophage
response. J. Leukoe. Biol. 75: 689-0697; 20041,

Key Words: RAW264.7 cells - MIP-2 - iNOS - signal transduction

INTRODUCTION

Mycobacteria cause intensive inflammation in infected organ-
isms, mediated by rapid macrophage activation. proinflamma-
tery gene transcription. and subsequent production of a variety
of eytokines. chemokines, adhesion molecules, and short-lived.
free radicals, including nitric oxide (NO), Transcription of most
of proinflammatery genes. including macrophage inflammatory
protein-2 (MIP-2)/CXC chemokine ligand (CXCL)2, and in-
ducible NO synthase (iNOS), is nuclear factor-kB (NF-kB)-
dependent. The MIP-2 promoter contains two kB sequence
motifs and one NF-interleukin (IL)-6-binding site [1]. The
iNOS murine promoter enhancer region. in addition to two
NF-kB consensus sites, contains NF-IL-6 and interferon reg-
ulator factor-1 response elements [2]. and a crucial role of the
NF-kB in MIP-2 [3] and NO [4] production by murine macro-
phages is well documented.

The main signaling pathway leading to NF-kB activation by
mycobacteria has been established. The mycobacterial lipopro-
teins. lipearabinomannan and peptidoglycan. trigger signal
transduction through mammalian Toll-like receptor (TLR)2.
cytosolic adaptor protein MyD88, kinases of the IL-1 receptor-
associated kinase (IRAK) family. tumor necrosis factor recep-
tor-associated factor-6 (TRAF6), and NF-kB-inducing kinase
(NIK). Activation of the inhibitor of kB (IkB) kinase (IKK)
complex (IKKa and IKKB) by NIK causes phosphorylation of
the [kBs, targeting them for ubiquitylation and degradation by
the proteasome that liberates NF-xB/Rel (p65/p50) dimers for

1C0n’esp0ndcncc: Laboratérie de Biclogia do Reconhecer, CBB, Univer-
sidade Estadual do Norte Fluminense, Av. Alberto Lamego, 2000, Campos/R],
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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