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RESUMO

Burkholderia cenocepacia é uma bactéria aerdbica Gram-negativa,
com importancia médica em infeccbes de pacientes com resposta imune
comprometida, como doenga granulomatosa cronica e fibrose cistica,
apresentando multiresisténcia a antibioticoterapia. Infecgdo por esse
microrganismo freqientemente leva a sindrome cepacia, quadro clinico
caracterizado por bacteremia e septicemia, podendo levar ao &bito.
Muitos mecanismos de viruléncia estdo presentes em B. cenocepacia,
sendo o sistema secretor do tipo III (SSTT) e o Lipopolissacarideo (LPS)
fatores chave na interagdo com células do hospedeiro. Com o objetivo de
avaliar o papel destas estruturas no processo de infeccao, estudamos a
resposta funcional e a expressdo de moléculas de ativagdo, em
macrofagos infectados pela cepa J2315 de B. cenocepacia selvagem ou
mutante para o SSTT. Nossos resultados mostram que a bactéria é capaz
de regular a producdao de NO em culturas infectadas, independente da
presenca de um SSTT funcional. Demonstramos ainda que nem o sistema
secretor mutagenizado ou qualquer proteina entregue exclusivamente
através dessa estrutura possuem papel central na inducdo da resposta
funcional de macréfagos. Contudo, nossos resultados de avaliacdo da
expressdo de moléculas coestimulatérias sugerem que o SSTT pode estar
relacionado a ativacao destas células. A cepa J2315 de B. cenocepacia
apresenta LPS sem antigeno O e nossos resultados de caracterizacado
quimica dessa estrutura apresentam ramnose, glucose, heptose e KDO,
além de 4acidos miristico, 3-hidroximiristico e 3-hidroxipalmitico,
caracteristicos do género Burkholderia. Este LPS leva a uma resposta
funcional dependente de dose por macréfagos, caracterizada pela
liberacdo de NO, TNF-a e IL-10, além da expressdo de moléculas de
ativacdo na superficie dessas células em menores proporcdes se
comparado ao LPS de Escherichia coli. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que os mecanismos de viruléncia estudados ndo apresentam
papel central na inflamagdo causada pela infecgao por B. cenocepacia em
células normais. Entretanto, esta bactéria mostra-se adaptada a infeccdo
de pacientes com fibrose cistica, sugerindo entdo a importédncia da baixa

atividade inflamatdria na infecgdo destes individuos.



ABSTRACT

Burkholderia cenocepacia is a Gram-negative aerobic bacterium,
with medical importance on chronic granulomatous disease and cystic
fibrosis, showing multidrug resistance to antibiotic therapy. Infection by
this microorganism often leads to cepacia syndrome, clinical
presentation characterized by bacteremia and septicemia, which can
conduct to death. Many virulence mechanisms are present in B.
cenocepacia, type III secretory system (TTSS) and Lipopolysaccharide
(LPS) are key factors in the interaction with host cells. In order to
evaluate the role of these structures in the infection process, we studied
the functional response and the expression of activation molecules on
macrophages infected with strain J2315 of B. cenocepacia wild type or
SSTT mutant. Our results show that the bacteria are able to regulate NO
production in infected cultures, despite the presence of a functional
SSTT. Moreover, we demonstrate that neither the mutagenized-secretory
system nor any protein delivered exclusively through this structure have
a central role in the induction of the functional response for
macrophages. However, our results of evaluating the expression of
costimulatory molecules suggest that SSTT may be related to activation
of these cells. B. cenocepacia 12315 express a LPS without O antigen
and characterization of this structure revealed presence of rhamnose,
glucose, heptose and KDO as glycosidic components, myristic acid, 3-
hidroxy-myristic acid and 3-hidroxy-palmitic acid, which are
characteristic of the genus Burkholderia. LPS induces a functional dose-
dependent response by macrophages, characterized by the release of
NO, TNF-a, IL-10 and expression of activation molecules on the surface
of these cells in small rates than the ones produced by Escherichia coli
LPS. Taken together, our results demonstrate that the mechanisms of
virulence studied here do not present central role in the inflammation
caused by infection with B. cenocepacia in normal cells. However, this
bacterium was shown to be adapted to infection of patients with cystic
fibrosis, suggesting the importance of low inflammatory activity in the
infection of these individuals.
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1. INTRODUCAO

Burkholderia cepacia é uma bactéria aerdbica Gram-negativa, com
morfologia de bastdao, descrita por Walter Burkholder (1950). Esse
microrganismo foi isolado de cebola em estado de putrefagao e
inicialmente foi classificado como uma espécie de Pseudomonas, P.
cepacia (Burkholder, 1950). Por muito tempo, diversos trabalhos foram
realizados propondo novas espécies relacionadas a P. cepacia, como P.
kingii e P. multivorans (Morris & Roberts, 1959; Stanier e col. 1966;
Jonsson, 1970), mas estudos posteriores mostraram claramente que
todas se tratavam de P. cepacia (Snell e col. 1972; Sinsabaugh &
Howard, 1975). Embora a nomenclatura “Pseudomonas cepacia” nao
tenha sido incluida na “Lista de Nomes de Bactérias” publicada em 1980
(Skerman e col. 1980), essa denominagao continuou a ser utilizada na
literatura (Palleroni & Holmes, 1981). Posteriormente, o género
Burkholderia foi proposto para acomodar o grupo relacionado de
espécies de Pseudomonas do tipo II (Yabuuchi e «col. 1992),
compreendendo 30 espécies identificadas até 2003 (revisto em Coenye &
Vandamme, 2003). Atualmente mais de 50 espécies sdo descritas.
Muitos trabalhos foram publicados antes do reconhecimento das
complicadas relagbes taxonO6micas entre os diferentes membros do
género e, por muitas vezes, cepas classificadas como B. cepacia
pertenciam na verdade a outras espécies do género Burkholderia, ou
ainda a outros géneros que possuem similaridades fenotipicas ou
genotipicas, como Ralstonia sp. (revisto em Coenye e col. 2001).

Atualmente, bactérias identificadas como B. cepacia pertencem a

um grupo de espécies relacionadas, chamado Complexo Burkholderia



cepacia (CBC), composto por diferentes linhagens separadas em

genomovares (revisto em Coenye e Vandamme, 2003).

1.1. Complexo Burkholderia Cepacia

O complexo B. cepacia (tabela 1) é constituido por bactérias
fenotipicamente similares, mas geneticamente distintas, tendo sido
inicialmente divididas em nove espécies gendmicas ou genomovares
(Lipuma e col. 1999; revisto em Coenye e col. 2001; Chiarini e col.
2006): (i) B. cepacia, genomovar 1 (Vandamme e col. 1997), (ii) B.
multivorans, genomovar 2 (Vandamme e col. 1997), (iii) B. cenocepacia,
genomovar 3 (Vandamme e col. 1997, 2003), (iv) B. stabilis, genomovar
4 (Vandamme e col. 1997, 2000), (v) B. vietnamiensis, genomovar 5
(Gillis e col. 1995), (vi) B. dolosa, genomovar 6 (Vermis e col. 2004),
(vii) B. ambifaria, genomovar 7 (Coenye e col. 2001), (viii) B. anthina,
genomovar 8 (Vandamme e col. 2002) e (ix) B. pyrrocinia, genomovar 9
(Vandamme e <col. 2002). Recentemente, com a utilizagcao de
metodologias modernas houve a adicdo de cinco novas espécies: B.
latens, B. diffusa, B. arboris, B. seminalis e B. metalica (Vanlaere e col.
2008).

Microrganismos pertencentes ao CBC vém sendo isolados dos mais
variados habitats, como solo, rizosfera e ambientes aquaticos (Fiore e
col. 2001; Miller e col. 2002; Vermis e col. 2003) e sdo considerados,
em sua maioria, bactérias de solo ou patdégenos de plantas. O maior
conhecimento da diversidade desse género possibilita observar que os
nichos ocupados pelas diferentes espécies e cepas apresentam

interagdes complexas entre esses microrganismos e seus hospedeiros.



Muitas espécies parecem ser restritas a um ou poucos hospedeiros
enquanto outras apresentam interacdes que variam do parasitismo a
simbiose, ou ambos (revisto em Coenye & Vandamme, 2003). De fato,
muitas espécies pertencentes ao CBC apresentam caracteristicas
benéficas, como o biocontrole de culturas vegetais, protegendo-as
contra fitopatégenos e promovendo seu desenvolvimento (Bevivino e col.
2005; Poonguzhali e col. 2007). Além disso, esses microrganismos
podem ainda promover biorremediacdo, devido a capacidade de utilizar
como nutrientes uma variedade de compostos organicos, degradando
contaminantes ambientais, como algas toéxicas (Lemes e col. 2007),
agentes quimicos aromaticos (Shields & Reagin, 1992), 6leo e derivados
de petréoleo (Okoh e col. 2001; Chaillan e col. 2004; Castorena e col.
2006) e organoclorados (Zhang e col. 2000).

Por outro lado, estudos sobre a infeccdo oportunista de espécies
de Burkholderia em pacientes humanos vém sendo realizados desde a
década de 1970. Foi observado que determinadas espécies de
Burkholderia eram capazes de infectar pacientes, principalmente
portadores de fibrose cistica (Gilardi, 1971; Isles e col. 1984; Gilligan e
col. 1985), ou ocasionalmente pacientes com algum tipo de
imunossupressao (Bottone e col. 1975). De fato, embora muitos autores
venham demonstrando a infeccdo de pacientes portadores das mais
variadas imunodeficiéncias, como doencas granulomatosas crénicas
(Renella e col. 2006; Hisano e col. 2007) e portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Chierakul e col. 2005; Pumpradit e col.
2006), o maior envolvimento das bactérias do CBC nas infecgbes
humanas encontra-se nas colonizacGes das vias aéreas de portadores de

fibrose cistica (revisto em Coenye e Vandamme, 2003).



Tabela 1: Complexo Burkholderia Cepacia

ESPECIE DESCRICAO GENOMOVAR INSERCAO CBC REFERENCIA
B. cepacia 1992 I 1997 Vandamme e col. 1997
B. multivorans 1997 IT 1997 Vandamme e col. 1997
B. cenocepacia 1997 ITI 1997 Vandamme e col. 1997
B. stabilis 2000 Vv 2000 Vandamme e col. 1997, 2000
B. vietnamensis 1995 \Y, 1995 Gillis e col. 1995
B. dolosa 2001 VI 2004 Vermis e col. 2004
B. ambifaria 2001 VII 2001 Coenye e col. 2001
B. anthina 2002 VIII 2002 Vandamme e col. 2002
B. pyrrocinia 1997 IX 2002 Vandamme e col. 1997
B. latens 2008 2008 Vanlaere e col. 2008
B. difusa 2008 2008 Vanlaere e col. 2008
B. arboris 2008 2008 Vanlaere e col. 2008
B. seminalis 2008 2008 Vanlaere e col. 2008
B. metalica 2008 2008 Vanlaere e col. 2008

1.2. Fibrose cistica

A fibrose cistica é uma doenca hereditaria autossGmica recessiva,
comum em populacdes caucasianas, sendo potencialmente letal e
apresentando incidéncia de 1/3300 nascimentos na Europa (Welsh e col.
2001). A doenga apresenta um padrdao de heranca mendeliana simples,
onde pais portadores de alteracdoes em uma cdpia do gene possuem 25%
de probabilidade de descendéncia sintomatica. No Brasil, a incidéncia na
regido sul ocorre como nas populacdes caucasianas européias, enquanto

em outras regidoes diminui para 1/10000 nascimentos (Raskin e col.



1993). No Rio de Janeiro, a incidéncia estimada foi de 1/6902 em 1999
(Cabello e col. 1999). Ha aproximadamente uma década, estimava-se
gque apenas 10% do total de casos eram diagnosticados no pais (Raskin e
col. 1997). O perfil do diagnéstico da fibrose cistica vem mudando ao
longo do tempo, sendo a doencga diagnosticada atualmente na infancia.
Em 1990, 90% dos casos da doencga foram diagnosticados até 12 anos de
idade. Dessa maneira, a proporcao de adultos aumentou de cerca de 8%
em 1969 para 33% em 1990, assim como a média de sobrevida que
subiu de 14 para 28 anos. Curiosamente, a média de sobrevida em
pacientes do sexo feminino (25 anos) apresentava-se menor que em
individuos do sexo masculino (30 anos) (Fitz Simmons, 1993). A doencga
é causada por um defeito no gene regulador da condutancia
transmembranar da fibrose cistica (CFTR - cystic fibrosis transmembrane
regulator), localizado na porcdao longa do cromossomo 7, o qual origina
um mMRNA que transcreve a proteina CFTR, de aproximadamente 1480
aminoacidos (Rommens e col. 1989). A proteina determina a formacado
de canais de cloreto em células epiteliais de glandulas exdcrinas, sendo
essencial para o transporte i6nico através da membrana celular
(Boucher, 1998; Vankeerberghen e col. 2002). Como as secregoes
isotdnicas viajam das glandulas sudoriparas em direcdo a pele, as
células epiteliais dos dutos reabsorvem NaCl, resultando em liberacdo de
suor hipoténico. Como os dutos sudoriparos de pacientes com a doenca
apresentam-se impermedveis aos cloretos, o NaCl permanece nas
secregdes, originando suor altamente salgado. Essa mutagdo causa o
fen6meno responsavel pela principal caracteristica relacionada a doencga:
baixa produgdo de suor, apresentando altos niveis de eletrdlitos (revisto

em Akabas, 2000).



Embora existam muitos sintomas relacionados a doenca, a
principal causa de morbidade e mortalidade de pacientes com fibrose
cistica estd relacionada a doenca pulmonar cronica (Courtney e col.
2004). Mutacdes no gene CFTR desregulam a sinalizacao intracelular
pela via do NF-kB, levando ao aumento excessivo de citocinas pro-
inflamatdrias como fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-
1, IL-6 e IL-8; por outro lado, ha reducdo na producdo de 6xido nitrico
(NO) e na sensibilidade ao interferon (IFN)-y e fator transformante de
crescimento beta (TGF)-B (Kent e col. 1997; revisto em Machen, 2008 e
em Doring & Gulbins, 2009), resultando em um processo de inflamacao
crénica. Além disso, com a alteracdo da fisiologia das células epiteliais
pulmonares, as secregdes produzidas tornam-se extremamente viscosas,
dificultando o transporte muco-ciliar das vias aéreas e possibilitando a
infeccdo, principalmente por espécies como Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e espécies
pertencentes ao complexo Burkholderia cepacia (revisto em Millar e col.
2009). Muitas dessas bactérias sdo capazes de formar biofilmes com
acentuado desenvolvimento, tanto horizontal como vertical (Landry e
col. 2006), possibilitando o escape do sistema imune e apresentando
maior resisténcia a antibidticos (Schierholtz e col. 1999; Xu e col.
2000).

Muitos fatores de viruléncia podem ser encontrados em bactérias
pertencentes ao CBC, como pili (Sajjan e col. 1995), flagelo (Tomich e
col. 2002), exopolisacarideo (Chung e col. 2003), producao de melanina
(Zughaier e col. 1999), catalase (Lefebre & valvano, 2001), proteases e
outras enzimas (Hutchinson e col. 1998; Corbett e col. 2003), formacao

de biofilme (Huber e col. 2002), sistemas de “quorum sensing” (Lewenza



e col. 1999; Huber e col. 2001) e sistema de secrecdo do tipo III (SSTT)
(Tomich e col. 2003), sendo este uUltimo considerado o principal deles.
As infeccdes causadas por microrganismos do CBC sdo caracterizadas por
febre, perda de peso, tosse, mudancgas no volume, cor e aparéncia das
secregdes, queda na taxa respiratdria, dispnéia e ocorréncia de
infiltrados pulmonares (revisto em McClean & Callaghan, 2009) e podem
ser transmitidas entre pacientes através de contato intra ou extra-
hospitalares (LiPuma e col. 1990; Govan e col. 1993; Pegues e col.
1994). Das diferentes linhagens que compdem o CBC, B. cenocepacia
(genomovar III) e B. mutivorans (genomovar II) apresentam maior
relevancia na infeccdo de pacientes com fibrose cistica (McClean &

Callaghan, 2009).

1.3. Burkholderia cenocepacia

Infeccdo das vias aéreas por B. cenocepacia pode causar “sindrome
cepacia”, quadro caracterizado por um rapido declinio da funcéo
pulmonar e as vezes bacteremia e septicemia, resultando em oébito
fulminante na maioria dos casos (Isles e col. 1984; Govan e col. 1996;
Blackburn e col. 2004). Essa bactéria pode formar biofilme em conjunto
com outras espécies. Contudo, a colonizacdo de B. cenocepacia parece
ser facilitada pela primo-infeccdo com P. aeruginosa (Saiman e col.
1990).

De uma maneira geral, em bactérias do CBC, os fatores de
viruléncia considerados, até o momento, mais importantes, localizam-se
na superficie, ou sdo liberados (“shedding” ou excretados) (Chiarini e

col. 2004; Urban e col. 2004). Em B. cepacia a expressao de varios



fatores de viruléncia é regulada por mecanismos de “quorum-sensing”,
dado observado utilizando-se inibidores desse sistema, que é usado pelo
microrganismo como forma de monitoramento de sua densidade
populacional (Brackman e col. 2009).

Muitas bactérias patogénicas Gram-negativas apresentam sistemas
de secrecdo de proteinas como principal mecanismo de viruléncia. Esse
sistema mostra-se estruturalmente conservado entre as mais diversas
espécies bacterianas, mas é capaz de secretar proteinas efetoras
altamente varidveis em estrutura e fungdo, causando na célula
hospedeira um nuUmero diversificado de efeitos (Cornelis & Van
Gijsegem, 2000). Existem em B. cenocepacia, além de um sistema do
tipo III, outros sistemas secretores envolvidos nas mais diversas
interagdes, como dois sistemas tipo IV, associados ao fitoparasitismo
(Engledow e col. 2004), quatro sistemas tipo V e um sistema do tipo VI
(Holden, e col. 2009), este Uultimo sabidamente importante para o
parasitismo em P. aeruginosa (Potvin e col. 2003). O genoma da cepa
J2315 de B. cenocepacia possui 8.06-Mb, compreendendo trés
cromossomos circulares e um plasmideo, que codificam grande variedade
de sistemas tipicos de funcdo metabdlica, bem como de viruléncia e
resisténcia a drogas (Holden e col.., 2009). Diferente de outras espécies
patogénicas pertencentes ao género Burkholderia, B. cenocepacia nao
apresenta grande numero de repeticGes em tipo de sistemas secretores
(Holden e col.., 2004; Lim e col.., 2009; Nierman e col.., 2004; Schell e
col.., 2007). A analise comparativa do genoma da cepa J2315 de B.
cenocepacia (cepa obtida de caso humano de infeccao pulmonar) com a
de outras cepas dessa espécie, evidencia a ocorréncia de pseudogenes

em diferentes determinantes de viruléncia, sugerindo que esta cepa



possa ter sofrido pressdao seletiva, resultando na melhor adaptacgdao e
persisténcia em hospedeiros portadores de fibrose cistica (Holden e col.

2009).

1.4. Sistemas de secrecao tipo III

A interagdo de bactérias patogénicas com células hospedeiras é
dependente de componentes bacterianos presentes na superficie, ou
secretados pelo microrganismo. Sistemas de secrecdo de bactérias sédo
mecanismos capazes de exportar produtos bacterianos e em bactérias
Gram-negativas, quatro mecanismos de secrecdo protéica (Fath & Kolter,
1993; Salmond & Reeves, 1993; Van Gijsegen e col. 1993; Finlay &
Falkow, 1997) e um de acidos nucléicos ou proteinas (Winans e col.
1996) ja foram descritos (revisto em Hueck, 1998; Thanassi & Hultgren,
2000). Os SSTT sdo altamente especializados, permitindo a secrecgao e
translocacdo de proteinas efetoras através de membranas, diretamente
para o citoplasma da célula hospedeira (Revisto em Hueck, 1998) sendo,
por isto, denominados sistemas secretores contato dependentes
(Cornelis & Van Gijsegen, 2000). As proteinas subvertem as funcdes
celulares do hospedeiro podendo determinar diversas relacdes
ecoldégicas, como patogénese, para beneficio préprio, ou de simbiose
(Mota e col. 2005).

Os SSTT sdo ativados em resposta a sinais moleculares emitidos
pelo hospedeiro e apresentam-se extremamente conservados, tendo sido
demonstrado que um SSTT oriundo de uma determinada espécie pode

exportar proteinas secretadas por outro SSTT (Rosqvist e col. 1995).



A importancia de SSTT na infeccao de hospedeiros mamiferos foi
demonstrada quando bactérias deficientes do gene bscN (Proteina N de
secregdo), que codifica a proteina geradora de energia, essencial para o
funcionamento do SSTT, foram inoculadas em modelo murino, resultando
na atenuacdo da viruléncia (Tomich e col. 2003). Além disso, esse
sistema de secrecdao mostrou-se igualmente importante em modelo de
infeccdao de Caenorhabditis elegans (Markey e col. 2006), onde a
auséncia desse sistema também reduziu a infecgcdo no hospedeiro.

Em B. cenocepacia cepa J2315 ocorre a presenca de outros
sistemas de secrecao, como sistemas tipo IV (Holden e col. 2009), ja
descrito como importante para o fitoparasitismo (Engledow e col. 2004)
e sistema tipo VI (Holden e col. 2009), essencial para a infecgao
pulmonar cronica por P. aeruginosa em ratos (Potvin e col. 2003).
Ambos também podem estar envolvidos na infecgcdo em fibrose cistica.

De maneira objetiva, o funcionamento dos sistemas de secrecdo do
tipo III se da quando a bactéria, em reconhecimento a sinais do
hospedeiro, por exemplo, a temperatura do mesmo, inicia a producao de
estruturas do complexo injetor e de proteinas efetoras em seu
citoplasma. O microrganismo une-se a receptores existentes na
membrana da célula alvo (integrinas, por exemplo), secreta proteinas
porinas (formadoras de poros) que, ao se ligarem a célula hospedeira,
possibilitardo a conexdao do poro com o complexo injetor e posterior
translocacdo da proteina efetora diretamente para o citoplasma da célula
alvo (Thanassi & Hultgren, 2000). Dada a relevancia do papel dessa
estrutura como mecanismo de viruléncia desse microrganismo, bem
como o escasso conhecimento sobre a sua acao no hospedeiro, esta foi

um dos alvos de nosso estudo.
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Figura 1: Sistema de secrecdo do tipo III - Protdtipo Yersinia sp. Adaptado de

Thanassi & Hultgren, 2000.
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Lipopolissacarideo

Lipopolissacarideo (LPS) é uma molécula anfipatica composta por
elementos lipidicos e sacaridicos covalentemente ligados, presentes na
membrana externa de bactérias Gram-negativas. A descoberta do LPS se
confunde, remotamente, com a histéria da medicina. A questao
fundamental a ser respondida pela ciéncia era “qual agente seria o
principal desencadeador de morte” e, uma vez que muitos sintomas
comuns, como febre, vOmito e diarréia eram observados em processos
de intoxicagdo, as escolas de Hipocrates (460 a 370 a.C.) e
posteriormente Galeno (129 a 199 d.C), chamavam de "“venenos” o0s
causadores desse fendmeno. O quadro “febre” era considerado como o
principal sintoma fisico de doencgas (e algumas vezes como a proépria
enfermidade). Na Grécia antiga, acreditava-se que era causada por uma
entidade fisica denominada “pirégeno” (“pyrogen”. pyros = fogo). Apods
Louis Pasteur ter comprovado que microrganismos eram responsaveis
pela putrefacdo e decomposigdo de matéria orgénica, além de serem
capazes de causar doencas infecciosas, o principio do “envenenamento”
se confirmou, através da demonstracdo de Ludwig Brieger de que esses
agentes patogénicos produziam e secretavam “venenos” chamados
toxinas (revisto em Westphal e col. 1977 e Hitchcock e col. 1986).
Richard Pfeiffer, investigando a natureza da toxina envolvida na
patogénese da célera, denominou endotoxina a substancia téxica, termo-
estavel, associada a porcdo insoluvel da parede celular de bactérias
Gram-negativas. Posteriormente, Eugenio Centamini, patologista
italiano, descobriu a relagdo entre o efeito téoxico e pirogénico da

substancia denominada “veneno” em microrganismos, concluindo serem
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guimicamente inseparaveis e chamando de pirotoxina (Centanini, 1894).
O termo LPS foi utilizado pela primeira vez, para descrever endotoxina
guando o método de extragdo fendlica foi utilizado para purificar essa
molécula biologicamente ativa de diversas cepas de bactéria Gram-
negativas (Westphal & Jann, 1965).

O LPS contém trés dominios: (i) polissacarideo O-especifico
(antigeno-O ou antigeno somatico). E uma cadeia polissacaridica
formada de unidades repetitivas, contendo monossacarideos altamente
variadveis; (ii) core oligossacaridico, composto de aproximadamente 10
mossacarideos, incluindo o acido 2-ceto-3-desoxioctulosdnico (KDO),
heptose, glucose, galactose e N-acetilglucosamina, sendo conservado
entre cepas relacionadas; e (iii) lipidio A, glicolipidio consistindo de di-
glucosamina em ligacdo B1-6, acopladas a ésteres, amidos ou acidos
graxos, sendo responsavel pela atividade endotdxica (revisto em Caroff
& Karibian, 2003). O LPS é a estrutura mais externa em bactérias Gram-
negativas e dada sua funcgdo bioldgica considera-se que a determinacdo
de sua estrutura é essencial para o entendimento das relacGes bactéria-

hospedeiro (figura 2).
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Figura 2: Esquema estrutural do LPS da cepa 0111:B4 de Escherichia
coli. Gal (galactose); GalNAc (N-actilgalactosamina) Glc (glucose); GIcN
(glucosamina); Hep (heptose); GalNAc (N-acetilgalactosamina); GIcNAc (N-
acetilglucosamina); KDO (&cido 2-ceto-3-desoxioctulosOnico); P (fosfato).

Adaptado de Ohno e Morrison (1989).
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1.6. Dominio polissacarideo O-especifico

Cadeias O-especificas estdo presentes apenas em coldnias de
fenotipo liso de bactérias Gram-negativas. A presenca ou auséncia do
antigeno-O na molécula de LPS modifica a caracteristica morfoldgica da
colénia. Coldnia tipo lisa, de bactéria que expressa LPS apresentando
antigeno O, e col6nia tipo rugosa, de bactéria ndo formadora de LPS com
antigeno O. (Schimdt e col. 1968).

Sendo o antigeno-O o dominio mais externo da bactéria Gram-
negativa, diversas atividades bioldgicas sdo atribuidas a esta porgdo do
LPS, como receptor de bacteriéfagos e barreira fisica contra agressdes a
superficie da bactéria (revisto em Peschel, 2002); contra a agdo de
antibidticos (Nikaido, 1976); e modulando a ativacdo da via alternativa
do complemento (Joiner e col. 1984). De fato, em microrganismos
patogénicos, o] antigeno-0O pode diretamente interagir com
ligantes/receptores de células do sistema imune (Villeneuve e col. 1994;
revisto em Peschel, 2002).

O LPS produzido pela cepa J2315 de B. cenocepacia apresenta
auséncia do antigeno O (Evans e col. 1999) e a analise gendmica da
bactéria mostrou que essa caracteristica se deve a insergdo de um
transposon (IS 402) no cluster de biossintese das unidades repetitivas,
uma vez que a insergdao do gene (que codifica uma glicosiltransferase),
ininterrupto, conferiu a capacidade de expressdo do fenétipo perdido, ou

seja, a producdo de antigeno-O (Ortega e col. 2005).
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1.7. Core Oligossacaridico

Como ja mencionado, o core oligossacarideo é composto de
aproximadamente 10 monossacarideos, incluindo heptose, glucose,
galactose, N-acetilglucosamina (GIcNAc) e acido 2-ceto-3-
desoxioctulosénico (KDO) (revisto em Caroff & Karibian, 2003), este
Ultimo podendo ser encontrado em todos os cores conhecidos e fazendo
a ligagdo entre o core e o lipidio A (Unger, 1983). Em B. cepacia, o
derivado D-glicero-D-talo-octulosénico (DO) também pode ocorrer
(Isshiki e col. 1998). Em bactérias que apresentam fendtipo liso, esse
dominio é didaticamente subdividido em core interno, mais préximo do
lipidio A, e core externo, o qual se liga ao antigeno-O (revisto em Caroff
& Karibian, 2003). O core oligossacaridico é conservado entre espécies
do mesmo género ou familia, ainda que apresentem caracteristicas
estruturais parecidas entre bactérias relacionadas, refletindo a
importdncia desse dominio na manutencdo da integridade da membrana
externa (revisto em Peschel, 2002). Em bactéria do género Burkholderia,
o core pode apresentar o dissacarideo a-KO-(2-4)-a-KDO (Isshiki e col.
1998; Molinaro e col. 2002). Em B. cenocepacia, o core externo pode
nao apresentar componentes com carga negativa dominante (reduzindo a
atragdo de peptideos microbicidas a molécula de LPS) e apresenta &cido
uronico, em lugar dos grupos fosfatos normalmente encontrados (Silipo

e col. 2007).
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1.8. Lipidio A

O Lipidio A corresponde, no LPS, ao componente responsavel pela
atividade endotdéxica (Galanos e «col. 1985). E constituido do
dissacarideo B-D-GIcN-(1-6)-a-D-GIcN, apresentando dois grupos fosforil
nas posicbes 1 e 4 que podem ser substituidos por etanolamina, fosfo
etanolamina, difosfoetanolamina, GlcN, 4-amino-4-deoxy-L-
arabinopiranose e D-arabino-furanose (revisto em Caroff & Karibian,
2003). O principal fator relacionado a atividade endotdxica corresponde
ao numero e comprimento da(s) cadeias acilas presentes e ao estado de
fosforilagcdo da estrutura dissacaridica (Rietschel e col. 1987). Estruturas
com um numero menor de substituintes fosforilados possuem menor
atividade endotdxica. No entanto, alguns trabalhos demonstraram que a
presenca desse substituinte ndo seja o Unico responsavel pela atividade
bioldgica. A substituicao desse radical por outro com carga negativa
pode restaurar a atividade (Ulmer e col. 1992). Além disso, o
dissacarideo também se mostrou importante, visto que preparacodes
monossacaridicas, fosforiladas e aciladas em diferentes posigoes,
perderam atividade (Aschauer e col. 1990).

Em B. cenocepacia o lipidio A é caracterizado por uma seqliéncia
P>4-B-D-GIlcpN-(1>6)-a-D-GlcpN-(1>P)-Ara4N, onde um KO possuindo
um residuo Ara4N substitui uma unidade de KDO. Além disto, foi
demonstrado que em B. cepacia o KDO pode ser substituido também pelo
pentassacarideo o-Hep-(1=>7)-[ a-Rha-(12>2)]- a Hep-(1>3)-[B-Glc-
(1>4)]- a-hep-(1> em O-5 (Silipo e col. 2006). Pelo exposto neste

topico, fica evidente a importancia da caracterizagdo molecular do LPS,
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uma vez que sua estrutura quimica estd diretamente relacionada a sua

atividade bioldgica.

1.9. Resposta imune inata e mecanismos de evasao do

sistema imunolégico por bactérias do CBC

Infeccdo por bactérias Gram-negativas pode levar a sepse, resposta
sistémica, regulada principalmente pelos mecanismos de viruléncia do
patdégeno e pela resposta imune do hospedeiro (Revisto em Rudiger e
col. 2008). A sepse ocorre devido a infeccdo per se e pelo dano tecidual,
causado tanto pelo microrganismo quanto pela resposta inflamatdria. Se
ndo controlada, pode levar ao quadro clinico denominado choque
séptico, caracterizado por coagulacdo intravascular e faléncia multipla
de orgdos (Revisto em Annane e col. 2005). Como observado
anteriormente, o LPS possui papel central na infeccdo e patogenia do
gquadro clinico causada por bactérias Gram-negativas. Um indculo Unico
em alta dose de LPS por via endovenosa pode, parcialmente (ja que
nesse caso nao ocorre persisténcia da ativacdo), induzir a resposta
inflamatdria descrita no fendmeno de choque séptico (Revisto em
Glauser e col. 1991). Além disso, o LPS em baixas doses também pode
causar essa desordem sistémica, bastando que o hospedeiro tenha sido
desafiado com doses nao letais do mesmo até 24h antes (evitando o
fendmeno de tolerancia a endotoxina), caracterizando a reacdo de
Shwartzman (Revisto em Cotran & Pober, 1990). Importante que se
ressalte que a sensibilizacdo ao choque por LPS ocorre ndao somente com

a infeccdo por bactérias Gram-negativas, mas também pela sinergia com

18



infeccbes por outros microrganismos (Fejer e col. 2005; Nansen &
Thomsen, 2001; Nguyen & Biron, 1999; Smith e col. 1993) e moléculas
pré-inflamatoérias (Heremans e col. 1990), como vem sendo demonstrado
por muitos autores, incluindo o nosso trabalho em colaboragdo no
modelo de infeccdao pelo Trypanosoma cruzi (Paiva e col. 2007 - Anexo
1).

O sistema imune inato reconhece uma grande variedade de
patégenos através de componentes presentes na superficie celular
chamados receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs -
pattern recognition receptors), responsaveis pelo reconhecimento de
componentes microbianos, extremamente conservados, denominados
padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs - pathogen-
associated molecular patterns) (Revisto em Janeway & Medzhitov, 2002).
Receptores do tipo Toll (TLRs - Toll like receptors) sdao os principais
membros da familia dos PPRs, podendo ser encontrados desde plantas
até mamiferos, tendo sido inicialmente descritos em Drosophila
melanogaster (Anderson e col. 1985). O TLR 4, encontrado em
mamiferos, liga-se a diversos componentes, sendo a molécula de LPS o
ligante mais conhecido deste receptor (Poltorak e col. 1998; Hoshino e
col. 1999). Além dos PPRs, moléculas do sistema complemento, um
importante componente do sistema imune inato, podem reconhecer e
opsonizar microrganismos, possibilitando a fagocitose por fagocitos
profissionais ou induzindo a morte através de perturbacdes na
membrana do microrganismo (revisto em Walport, 2001a e 2001b).
Células do sistema imune inato, como macrdéfagos, ingerem e destroem
microrganismos invasores através da fagocitose. No modelo cldssico de

fagocitose, a membrana plasmatica engloba a particula ou
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microrganismo a ser ingerido formando a membrana fagocitica (Griffin e
col. 1975, 1976). Muitas bactérias patogénicas sdo capazes de infectar
células epiteliais, endoteliais, fibroblastos ou fagoécitos por Vvia
endocitica ou fagocitica e, caso ndo possuam capacidade especial para
escapar do fagossomo ou modificar os vaclUolos liticos, sofrem
degradacao nos compartimentos lisossomais (Sinai & Joiner, 1997).
Entretanto, alguns patégenos intracelulares podem bloquear a maturacéao
do fagossomo ou alterar sua funcdo, podendo se multiplicar na célula
infectada (revisto em Sinai & Joiner, 1997 e Dorn e col. 2002). QOutros
sdo capazes de escapar do vacuolo e replicar no citoplasma (revisto em
Gouin e col. 2005). A infeccdo, bem como a presengca de componentes
bacterianos como o LPS, é capaz de ativar mondcitos e macrofagos a
produzir quimiocinas, citocinas proinflamatérias, como TNF- a, IL-1, -6,
-8 e -12, e também induzir a produgdo de uma grande variedade de
mediadores inflamatérios, incluindo fator de ativacdo de plaquetas
(PAF), prostaglandinas, enzimas e radicais livres como o NO (revisto em
Cohen, 2002). A producao desses mediadores contribui para o controle
do patdgeno e restabelecimento da homeostase. Entretanto, caso néo
exista a producdo de mediadores antiinflamatodrios, principalmente IL-
10, a producdo excessiva ou descontrolada dessas substancias pode
levar a complicagOes sistémicas graves, como disfuncao
microcirculatoria, lesGes teciduais e choque séptico (revisto em Morrison
& Ryan, 1987; Tracey e col. 1987; revisto em Ulevitch & Tobias, 1985).
Uma vez dentro da célula apresentadora de antigenos, o microrganismo
pode sofrer degradacgcdo proteolitica e os peptideos gerados sao
apresentados: (i) por moléculas do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC - major histocompatibility complex) de classe
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I para o reconhecimento por linfécitos T CDS8, principalmente quando
sofrem processamento no citoplasma; ou (ii) por moléculas de MHC de
classe II para o reconhecimento por células T CD4, quando sédo
processados principalmente no fagolisossomo (revisto em Harding e col.
1995), aumentando a expressdo das moléculas de MHC na superficie
celular. Além disso, no transcorrer da resposta imune adaptativa ocorre
aumento da expressdao de moléculas coestimulatérias, como CD40, B7.1
(CD80) e B7.2 (CD86) na superficie celular, que auxiliam na ativacéao
celular e na instalagdo da resposta imune adaptativa (revisto em
Janeway & Medzhitov, 2002). Entretanto, como ja observado, os
microrganismos sao capazes de inibir a resposta imune, seja regulando a
apresentacdao de antigenos, através da modulacdo da expressdo de
moléculas de superficie, seja regulando a producdo de citocinas,
quimiocinas e agentes microbicidas como o NO. Nesse sentido, a fusao
entre fagossomo ou endossomos com lisossomos pode ser inibida por
Chlamydia sp., Legionella sp., Mycobacterium tuberculosis e M. leprae
(Hart e col. 1987; revisto por Britton e col. 1994; Heinzen e col. 1996),
os dois ultimos podendo prevenir também a acidificacdo dos vacuolos
(Garcia-DelPortillo & Finlay, 1995). B. cenocepacia J2315 sobrevive
dentro de macréfagos, possivelmente através de um mecanismo de
modulacdo da acidificacdo do fagossomo (Lamothe e col. 2006).
Importante que se ressalte, que bactérias do CBC resistem em
microambientes onde a resposta microbicida encontre-se comprometida
(Lefebre & Valvano, 2001; Bylund e col. 2005), como pulmdes de
portadores de doenga granulomatosa cronica e de fibrose cistica. Como
mecanismo de escape, Salmonella sp. e Yersinia sp., agem modificando a

apresentacdo de antigenos via moléculas de MHC-I através da inibicédo
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da montagem dessa estrutura em sua conformacdo funcional ou através
de sua degradacdo (Huang e col. 1997; Hughes e col. 1997; Wen e col.
1994). M. tuberculosis pode evitar também a resposta microbicida e
apresentacdao de antigenos através de MHC-II em macrdéfagos, inibindo a
sinalizacdao via IFN-y (Fortune e col. 2004; Pai e col. 2003). Antigeno V
(LcrV) de Yersinia sp. pode estimular a producdo de IL-10, inibindo a
producdo de TNF-a, IFN-y e NO (Sing e col. 2002). Produtos bacterianos
liberados pelo microrganismo, como a toxina colérica, também podem
reduzir a sintese de moléculas de MHC-II, aparentemente através do
aumento intracelular de AMP ciclico (Matousek e col. 1998).

Pelo exposto acima, fica evidente a importancia do estudo da
influéncia dos principais fatores de viruléncia em B. cenocepacia, LPS e
SSTT, sobre a fungdao de componentes da resposta imune. Nesse sentido,
no presente trabalho utilizamos a cepa ]J2315 de B. cenocepacia e a cepa
deficiente do SSTT estabelecida por Tomich e colaboradores, gentilmente
cedida pelo Dr. Christian Mohr (Departamento de Microbiologia da
Universidade de Minnesota), para desenvolver estudos in vitro focando
os efeitos especificos desse sistema na resposta funcional de
macrofagos. Além disso, estudos sobre a caracterizagdo quimica e a
atividade inflamatdéria do LPS desta bactéria foram realizados,
objetivando um melhor entendimento sobre a interagao entre B.
cenocepacia e um dos principais componentes da resposta imune, os
macrofagos, estudando a resposta funcional via producdo de citocinas e
NO, assim como a expressdo de moléculas coestimulatérias do processo

de ativacdo por estas células.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a resposta de células do sistema fagocitico a infeccdo por

B. cenocepacia.

Determinar a importancia do Sistema de Secrecdo do Tipo III na

interacdo da bactéria com a célula hospedeira.

Purificar e caracterizar o LPS de B. cenocepacia.

Estudar a resposta celular causada pelo tratamento com o LPS

purificado.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a producao de NO, TNF-a, e IL-10 nos sobrenadantes
de cultura de macréfagos peritoneais ou de linhagem RAW264.7 murinos
infectados pela cepa selvagem ou mutante (deficiente do SSTT)

(SSTTmut) de B. cenocepacia.

Avaliar a expressdao de moléculas de MHC, CD-40, CD-80 (B7.1) e
CD-86 (B7.2) por células infectadas pela linhagem selvagem ou pela

SSTTmut de B. cenocepacia.
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Extrair e caracterizar quimicamente o LPS da cepa selvagem de B.

cenocepacia.

Quantificar a produgcdao de NO, TNF-a, e IL-10 nos sobrenadantes
de cultura de linhagem RAW264.7 de macroéfagos tratados pelo LPS de B.

cenocepacia.

Avaliar e expressdo de moléculas de MHC-II, CD-40, CD-80 (B7.1)

e CD-86 (B7.2) por células tratadas com LPS de B. cenocepacia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manutencao das culturas de bactérias

A cepa selvagem (ATCC: LMG16656 [J2315]) e a SSTTmut (Tomich
e col. 2003) de B. cenocepacia foram mantidas em meio de cultura Luria
Bertani (LB), sob agitacdo em estufa a 37°C por 24h, sendo entdo
congeladas em 20% glicerol em meio LB e mantidas a -80°C. Para os
testes de infecgcao, a quantificacdao da populacao bacteriana foi realizada
através da transposicdo da densidade 6ptica (DO)gsonm das culturas em
uma curva de crescimento. Para montagem da curva, aliquotas das
culturas foram retiradas com 4h, e a cada 2h até 28h de cultivo, sendo
entdo semeadas em meio LB sélido. Concomitantemente, a DOgsonm fOi
medida. O numero de unidades formadoras de colénias (CFU) foi
ajustado utilizando-se como base a curva de crescimento. Desta
maneira, antes da realizagdao das infecgdbes as culturas foram
descongeladas e crescidas por aproximadamente 16h. A inativagcdao das

culturas foi realizada por aquecimento a 100°C por 30 min.

4.2. Extracao do LPS de B. cenocepacia

Para extracdo do LPS de B. cenocepacia foi utilizado o método de
fenol/aquoso (Westphal & Jann, 1965). As culturas foram centrifugadas,
lavadas trés vezes com PBS e o pellet ressuspenso em agua a 65°C,
sendo acrescido lentamente de igual volume de 80% fenol a mesma
temperatura. Esta suspensdao foi mantida sob constante agitagdo em
placa agitadora por 15 min, sendo posteriormente centrifugada a 3.000 x

g por 30 min. Posteriormente, a fase aquosa foi separada e a fendlica foi
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ressubmetida a extragdo, como descrito acima. As fases aquosas das
duas extracdes fendlicas foram dialisadas com agua corrente por 48h e
liofilizadas. 0] material foi entdo solubilizado em agua e
ultracentrifugado a 105.000 x g por 18h para isolamento do LPS

purificado, que foi recuperado do precipitado e liofilizado.

4.3. Gel de poliacrilamida do LPS

Para verificar a homogeneidade da preparagao, o LPS for
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) na presenga de
SDS. A corrida foi desenvolvida utilizando uma corrente inicial de 5mA
para o gel de entrada e 12mA para o gel de separacao. A visualizagado
total da molécula foi feita por coloragdo por prata (Hitchcock & Brown,
1983). Resumidamente, o gel foi fixado em uma solucdo metanol 5%
acido acético por 10 min, sob agitacdo; o fixador foi retirado e entédo
adicionado 50mL de 4g/L de nitrato de prata, ficando sob agitacao por
10 min; apds a retirada da solucdo de prata, o gel foi lavado duas vezes
com agua mili-Q e foi adicionado 50mL de uma solucdo de 1,5g de NaOH
e 150uL de formaldeido. Apdés o aparecimento das bandas, retirou-se a
solucdo reveladora e lavou-se o gel por duas vezes, antes de fixa-lo
novamente por 2 min e lava-lo para a retirada do fixador.

Para identificacdo da porcdo sacaridica, o LPS foi separado em gel
de poliacrilamida (20%), e corado através do método de Schiff (PAS)
descrito em Fairbanks e colaboradores (1971), modificado em nosso
laboratério para este trabalho, onde as incubagdes foram realizadas em
ciclos de 30 segundos de aquecimento em microondas e agitacdao por 5
min. O gel foi fixado em solugcdao 80% etanol e 20% acido acético.

Posteriormente a solugdao foi descartada, e o gel foi lavado com 30%
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etanol através do ciclo descrito. Apdés o descarte desta solucao, foi
adicionado 0,7% acido peridodico em 5% acido acético, sofrendo mais um
ciclo de aquecimento e agitagdao. O gel foi entdao lavado por mais um
ciclo com 0,2% metabissulfito de sédio em 5% acido acético e
posteriormente foi adicionado o regente de Schiff, aquecido e agitado

até atingir a coloracdo esperada.

4.4. Identificacdao dos monossacarideos e acidos graxos do
LPS de B. cenocepacia

A caracterizagcdo da composicdo monossacaridica do LPS foi
determinada apés metanélise de aproximadamente 100ug de LPS de B.
cenocepacia com 0,5mL de HCI 0,5M em metanol, por 18h a 100°C. Apods
a amostra retornar a temperatura ambiente, trés extragdes foram
realizadas com 1 volume de heptano. As fases hepténica e metandlica
foram evaporadas sob corrente de N,, sendo os metil-glicosideos
trimetilsililados com BSTFA/piridina (1:1 v/v) por 1h a temperatura
ambiente (Sweeley e col. 1963). As analises por GC-MS foram realizadas
em espectrometro de massas quadrupolo Schimadzu GC-MS-QP5050,
acoplado ao cromatédgrafo gasoso Schimadzu GC 17A, equipado com uma
coluna capilar DB-1, com energia de ionizagdao de 70eV e corrente de
ionizagdo de 0,2mA. A programacao de temperatura utilizada foi de
120°C a 240°C (2°C/min) para os metilglicosideos e de 180°C a 280°C
(3°C/min) para os ésteres metilicos dos acidos graxos. Os resultados das
analises foram comparados aos obtidos com LPS de E.coli (Sigma-EUA

055: B5).
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4.5. Separacao da porgcao sacaridica do LPS de B.
cenocepacia

O LPS purificado foi submetido a hidrélise acida através da
solubilizacdo em 1% acido acético aquoso a 100°C por 1h e 30 min. O
lipidio A foi isolado apds centrifugacdao a 3.000 x g por 30 min e o
sobrenadante contendo o material sacaridico foi fracionado por
cromatografia de filtracdo em gel utilizando coluna Bio Gel P-6 (400
mesh - extra fina) de 1 x 120 cm. As fracGes foram eluidas com &agua
destilada, sendo monitoradas para carboidrato através pelo método
fenol-acido sulfurico. As fracGes positivas foram coletadas (2,0

mL/tubo), liofilizadas e analisadas por CGL e CGL-EM.

4.6. Manutencdao e infeccao das culturas de células de
mamiferos

As culturas foram mantidas em meio de cultura DMEM, 10% de SFB
a 37°C e 5% de CO,. Macréfagos peritoneais obtidos por lavagem de
camundongos BALB/c ou células Raw 264.7 (ATCC: TIB-71) foram
semeados em placas de 24 pogcos em concentragdes que variavam, de
acordo com o experimento a ser realizado, entre 1x10° e 5x10° células
por poco, cultivados em auséncia ou presenga de bactérias na proporgao
célula:bactéria de 1:1, 10:1 e 1:10. Alguns pogos foram estimulados
com IFN-y duas horas antes das infecgcdes. Como controles foram
utilizados meio de cultura, IFN-y (40UI) e/ou LPS (10ng) por pogo de
1,0mL. Apds o periodo de incubacdo os sobrenadantes foram retirados

para quantificacdo de NO e citocinas. Em ensaios para avaliacdo da
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modulacdo da produgcdao de NO, as culturas foram estimuladas com
LPS/IFN-y por 18h, os pogos foram lavados com meio de cultura e
posteriormente infectados como descrito. Nos experimentos de
tratamento com LPS derivado de B. cenocepacia, as concentragdes

utilizadas variaram de 1ng/mL até 100ug/mL.

4.7. Dosagem de citocinas

As dosagens de TNF-a e IL-10 foram realizadas utilizando kit
comercial (R&D, Minneapolis, MN) através do método de Elisa. Os pogos
foram cobertos com 100uL de anticorpo primario e mantidos a
temperatura ambiente. Apdés 16h de incubacgdo, os pogos foram lavados 3
vezes com tampdo de lavagem TBS (PBS contendo 0,05% Tween) e
blogueados com tampao de bloqueio (PBS contendo 1% de BSA) por 1h.
Os pogcos foram novamente lavados, as amostras e a curva-padrao
adicionadas em um volume de 100puL e incubadas por 2h a temperatura
ambiente. Nova lavagem foi realizada e 100uL do anticorpo de deteccgao
conjugado a enzima peroxidase foram adicionados. Apds 2h de incubacao
a temperatura ambiente, foi adicionado o substrato (perdxido de
hidrogénio) na presenca do cromdgeno (tetrametilbenzidina), seguindo-
se incubacadao por 20 min. A coloracao foi medida em leitor de microplaca

utilizando filtro de 540nm.

4.8. Dosagem de 6xido nitrico
Os niveis de NO foram quantificados indiretamente pela dosagem
de nitrito através do método de Green (Green e col. 1982). Apds a

transferéncia de 100uL de amostra em uma placa de 96 pocos e a

29



posterior adicdao de igual volume de reagente de Griess (1%
sulfanilamida em 5% H,PO, e 0,1% oa-naftiletilenodiamina em agua), foi
realizada a leitura da densidade o6tica em um leitor de microplaca

utilizando filtro de 540nm.

4.9. Avaliacdao da expressao de moléculas de superficie em
macrofagos infectados por B. cenocepacia ou tratados com
seu LPS

Macréfagos cultivados com a cepa selvagem ou mutante para o
SSTT, vivas ou inativadas, bem como tratados com o LPS purificado da
cepa selvagem, foram fixados e incubados (como descrito pelo
fabricante) com os anticorpos especificos para MHC-II (FITC - BD
Biosciences céd. 11-5321), CD40 (PE - BD Biosciences céd. 12-0401),
B7.1 (FITC - BD Biosciences céd. 11-0801)e B7.2 (PE - BD Biosciences
céd. 12-0862), para posterior avaliagdao por citometria de fluxo. Para
controle da marcacdao inespecifica pelos anticorpos foi feita a

comparagdao com culturas controles ndo tratadas.

4.10. Analises estatisticas

Para avaliar se as diferencas entre os resultados obtidos foram
relevantes do ponto de vista estatistico, foi utilizado o método teste t de
Student. Os resultados estdo apresentados como média e desvio padréo
da média. Todas as analises foram realizadas usando o programa
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) versao 3.0 ou

superior.
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5. RESULTADOS

5.1. Curva de crescimento de B. cenocepacia

Para avaliagdo da curva de crescimento, aliquotas das culturas
foram retiradas em diferentes intervalos de tempo, seguindo-se a
avaliacdo da DO e semeadas em meio sélido. O nimero de células foi
quantificado pela CFU proveniente de cada aliquota, apdés a diluicdao
adequada. Foi calculado o coeficiente de correlagcdo de Pearson para
confirmar a relagao entre as duas curvas, cujo resultado foi r=0,9389,
indicando a similaridade entre elas. Portanto, para a realizacdao dos
experimentos de infeccdo, o numero de bactérias foi ajustado através da
associacdao entre as medidas da DO e da CFU obtidas na curva de
crescimento. Nossos resultados mostraram que o melhor tempo de
crescimento foi entre 15 e 18h de incubacgao (figura 3), quando as

culturas encontravam-se no fim de sua fase exponencial de crescimento.
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Figura 3: Curva de crescimento de B. cenocepacia medida através de
contagem de CFU e DO. Resultado representativo de trés experimentos

independentes. Coeficiente de correlagdo de Persons: r=0,9389.

5.2. Comparacao entre a producao de NO por culturas de
macrofagos murinos ex vivo ou de linhagem.

Com o intuito de avaliar a possibilidade de utilizagdo de células de
linhagem em lugar de células de lavado peritoneal, comparamos a
capacidade de producdao de NO por macrofagos peritoneais ex vivo
obtidos de camundongos BALB/c ou células da linhagem Raw 264.7
(também oriundas de camundongos BALB/c), apdés tratamentos com os
controles a serem utilizados nos experimentos de infecgdo. Foram
utilizados pogos ndo tratados, tratados com 40UI de IFN-y, 10ng de LPS

comercial de E. coli ou uma associagao destes. Observamos que, quando
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tratados com LPS/IFN-y, macrofagos peritoneais apresentaram maior
produgdo de NO se comparados as células de linhagem, média de 73,5uM
de NaNO, e de 66,5 uM, respectivamente (figura 4). Entretanto, como
nao houve distingao significativa no perfil de liberagcdo de NO entre as
células estudadas, que justificasse a utilizacdo de animais a cada
experimento in vitro, embora houvesse pequena diferenca na real
quantidade de NO encontrada nas culturas, a partir daquele momento
utilizamos apenas as células de linhagem para a realizacdo dos

experimentos de interacgao.
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Figura 4: Comparagcao entre a produgdao de NO por culturas de
macréfagos ex-vivo ou de linhagem, tratados com 40UI de IFN-y e/ou 10ng de
LPS de E. coli (EC). Resultado representativo de dois diferentes experimentos.

* indica P<0,001 em comparacgao ao controle ndo tratado.
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5.3. Avaliacadao da producao de NO por culturas de macroéfagos
infectados pela cepa selvagem ou mutante de B. cenocepacia.

Para avaliar a possivel diferenga entre as cepas selvagem e
mutante da bactéria no tocante a indugcdao de resposta microbicida,
quantificamos a liberagdao de NO nos sobrenadantes das culturas da
linhagem de macrofagos, apods interacdo com o microrganismo. As
células foram infectadas nas proporcdes célula:bactéria de 1:1, 10:1 e
1:10, sendo entdo realizada a avaliacdo indireta de NO através da
dosagem de NaNO; no sobrenadante das culturas apdés 24h de incubacao.
A infecgdo pelas cepas selvagem ou mutante ndo induziu a liberagao de
NaNO,, independente das proporgdes utilizadas. A infeccdo também
inibiu a produgdo basal deste metabdlito apdés o tratamento com IFN-y.
(figura 5 - relagdo célula:bactéria de 1:1 como representativa dos
experimentos). Além disto, em culturas previamente ativadas com
LPS/IFN-y por 18h a 37°C, a infecgdo na relagdo de 1:1 ainda foi capaz

de reduzir a liberagdo de NO apds 24h de incubagdo (figura 6).
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Figura 5: Producdo de NO por culturas de macroé6fagos infectados pela
cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante na proporgdo célula:bactéria de 1:1.
Controles nao tratados ou tratados com 40UI de IFN-y e/ou 10ng de LPS de E.
coli (EC). BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. Resultado representativo
de cinco diferentes experimentos.
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Figura 6: Producdo de NO por culturas de macréfagos previamente
ativados com 40UI de IFN-y e 10ng de LPS de E. coli e infectados pela cepa
selvagem na proporgcao de 1:1. Controles ndo tratados, tratados com 40UI de
IFN-y e 10ng de LPS de E. coli e infectados pela bactéria. BC: B. cenocepacia.

Resultado representativo de trés diferentes experimentos. * indica P<0,001.

5.4. Avaliagcao da producao de TNF-a por culturas de
macrofagos infectados pela cepa selvagem ou mutante de B.
cenocepacia.

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos da linhagem RAW
264.7 infectados com a cepa selvagem ou com a cepa mutante foram
quantificados quanto a presenga de TNF-a apo6s 24h de incubacdo, tendo
como controles meio de cultura, 40UI de IFN-y, 10ng de LPS e IFN-

y/LPS. As diferentes cepas de B. cenocepacia induziram a producgdo e
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liberagdo de grandes quantidades de TNF-a, semelhantes as induzidas
pelos controles positivos IFN-y/LPS (aproximadamente 4.000pg/mL). A
presenca do IFN-y ndao potencializou o efeito da infeccdo por nenhuma

das duas cepas no que se refere a producdo de TNF-a, ja que nao houve

diferencas significativas entre a producgdo induzida por elas (figura 7).
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Figura 7: Producdo de TNF-a por culturas de macroéfagos infectados pela
cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante. Resultado representativo de trés

diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica

P<0,001 em comparagdao ao controle ndo tratado.
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5.5. Avaliacao da producao de IL-10 por culturas de
macrofagos infectados pela cepa selvagem ou mutante de B.
cenocepacia.

Para avaliar a ocorréncia de perfil antiinflamatdério de resposta,
quantificamos também a presenca de IL-10, apo6s 24h de infeccgdo.
Encontramos grandes quantidades desta citocina nos sobrenadantes
recolhidos das culturas infectadas pela cepa selvagem e pela mutante de
B. cenocepacia, em todas as relacOes de infeccdo. Importante ressaltar
que esta indugdo de atividade através da produgdo de IL-10 também
ocorreu independente da presenca do SSTT funcional, quando a
interagdo com o microrganismo apresentou valores que se encontravam

proximos de 6.000 pg/mL desta citocina (figura 8).
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Figura 8: Producdo de IL-10 por culturas de macréfagos infectados pela
cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante. Resultado representativo de trés
diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica

P<0,001 em comparacgao ao controle nao tratado.

5.6. Avaliacao da producao de NO por culturas de macrofagos
cultivados com a cepa selvagem ou mutante de B.
cenocepacia inativadas pelo calor.

Para avaliar se a presenca de bactérias metabolicamente ativas era
essencial a inibicdo da producao de NO, quantificamos a presenca de
NaNO, apds o tratamento com as diferentes cepas de microrganismos
inativadas pelo calor, na proporcdo de 1:1. Desta vez, macrofagos
cultivados com a cepa selvagem e com a cepa mutante inativadas

produziram altas quantidades de NO (aproximadamente 100 e 90uM,

39



respectivamente), em torno de duas vezes maiores que as obtidas nas

culturas tratadas com o controle LPS (figura 9).
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Figura 9: Produgdao de NO por culturas de macréfagos tratados com
bactérias inativadas pelo calor. Resultado representativo de trés diferentes

experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica P<0,001 em

comparagao ao controle ndo tratado.
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5.7. Avaliagao da produgcao de TNF-a por culturas de
macrofagos cultivados com a cepa selvagem ou mutante de

B. cenocepacia inativadas pelo calor

Avaliamos também a capacidade do microrganismo inativado em
induzir processo inflamatério através da indugdo da liberagdo de TNF-a.
Macréfagos cultivados com as cepas de bactérias inativadas pelo calor
na proporcdao de 1:1 foram capazes de liberar niveis semelhantes ao

obtido pelas culturas tratadas com IFN-y/LPS, valores aproximados entre

3.000 e 3.500pg/mL (figura 10).
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Figura 10: Producdao de TNF-a por culturas de macréfagos cultivados com
bactérias inativadas por calor. Resultado representativo de trés diferentes

experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica P<0,001 em

comparagao ao controle ndo tratado.
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5.8. Avaliacao da producao de IL-10 por culturas de
macrofagos cultivados com a cepa selvagem ou mutante de
B. cenocepacia inativadas pelo calor

Avaliando a liberacdo de citocina de perfil antiinflamatoério,
demonstramos que macréfagos cultivados na proporcao de 1:1, com as
diferentes cepas de bactérias inativadas pelo calor, sdo capazes de
induzir a produgcdao de altas quantidades de IL-10, que dependendo da
ocorréncia ou ndo do prévio tratamento com IFN-y, variaram entre 4.000

e 4.500pg/mL (figura 11).
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Figura 11: Producdo de IL-10 por culturas de macroéfagos cultivados com
bactérias inativadas por calor. Resultado representativo de trés diferentes

experimentos. * indica P<0,001 em comparagao ao controle.
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5.9. Avaliacao da expressao de moléculas de ativacao celular
em macrofagos infectados pela cepa selvagem ou pela
mutante de B. cenocepacia

Para verificar o efeito na expressdo das moléculas de ativacdo os
macrofagos infectados pela cepa selvagem de B. cenocepacia. E avaliar a
possivel modulacdao do efeito inflamatdério pela infeccdo com a cepa
mutante, apdés a interagdo com o microrganismo as células foram
incubadas com anticorpos especificos anti MHC-II, CD40, CD80 e CD86
conjugados a fluorocromos, tendo sua intensidade de fluorescéncia
determinada através de citometria de fluxo. Como esperado, a infeccdo
pelas diferentes cepas leva a um expressivo aumento da expressao de
MHC-II (figura 12 - a), CD40 (figura 12 - b), CD80 (figura 13 - a) e
CD86 (figura 13 - b) se comparados ao controle ndao tratado. Quando
comparamos o efeito entre as infecgdes pelo microrganismo selvagem e
pelo mutante, observamos que a cepa deficiente em SSTT é leva a

relevante diminuicdo na expressdo de todas as moléculas estudadas.
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5.10. Gel de poliacrilamida do LPS

O LPS foi identificado através de coloracdo pelo método de Schiff
(PAS), modificado para este trabalho, apds corrida em 20% gel de
poliacrilamida. O LPS da cepa selvagem de B. cenocepacia apresentou-se

purificado, apresentando banda Unica e massa molecular aparente baixa

(figura 14).
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Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida do LPS de B.
cenocepacia. Revelacdo para carboidrato através da coloracdao de Schiff (PAS)
identificando o perfil de migragao do LPS de BC e do LPS de E. coli em 20% gel

de poliacrilamida. PM: peso molecular.
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5.11. Identificacdao dos acidos graxos do LPS de B.

cenocepacia.

Os acidos graxos, obtidos como ésteres metilicos diretamente do
LPS por metandlise apds extracdo com heptano, foram determinados
qualitativamente por CGL, através da analise comparativa dos tempos de
retencdo com acidos graxos de referéncia e confirmados por CGL-EM.

Os 4&cidos graxos encontrados no LPS da cepa J2315 de B.
cenocepacia sao: acido miristico (figuras 15 e 16), acido 3-hidroxi-

miristico (figuras 15 e 16) e acido 3-hidroxi-palmitico (figuras 15 e 17).
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Figura 15: Perfil cromatografico dos ésteres metilicos obtidos apdés metandlise

do LPS de B.

cenocepacia.

Os picos assinalados correspondem:

(1) éster

metilico do acido miristico, (2) éster metilico do acido 3-hidroxi-miristico e (3)

éster metilico do acido 3-hidroxi-palmitico.
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Figura 16: Espectros de massas referentes aos picos 1 e 2 do cromatograma de
acidos graxos do LPS de B. cenocepacia. As fragmentacdes utilizadas para a

identificacdo dos acidos graxos estdo representadas nos espectros.
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5.12. Identificacdao dos compostos monossacaridicos do LPS

de B. cenocepacia

A fracdo monossacaridica foi obtida apds metandlise do LPS
purificado. A fase metandlica foi evaporada sob corrente de N,, sendo os
metil-glicosideos trimetilsililados com BSTFA/piridina e analisados por
CGL e CGL-EM. De acordo com os resultados, a fragao glicidica do LPS de
B. cenocepacia é composta predominantemente de unidades de ramnose
(1), galactose (2), glucose (3) e heptose (4). Os sinais caracteristicos

dos carboidratos identificados estao apresentados nas figuras 18 a 24.
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do LPS de B. cenocepacia.
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5.13. Avaliacdao da atividade citotoxica através da clivagem
de MTT por culturas de macréfagos cultivados com LPS
derivado da cepa selvagem de B. cenocepacia

Para avaliar a acdo toxica do LPS ao metabolismo celular,
realizamos experimentos de avaliagdo de clivagem do MTT (Mosmann,
1983). As culturas foram incubadas com diferentes concentragdes de LPS
e posteriormente foi adicionada a solugao de MTT para avaliagao
espectrofotométrica da citotoxicidade. Como resultado de trés diferentes
experimentos, apenas a concentracdao de 100ug de LPS de B.
cenocepacia mostrou-se toxica, com taxas de 20% de toxidez, ou seja,
causando uma queda de aproximadamente 20% na clivagem do sal de

MTT (figura 25).
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Figura 25: Diminuicdao da clivagem do sal de MTT por culturas de
macrofagos cultivados com LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia
apdés 24h incubacdo. Resultado representativo de trés diferentes experimentos.

BC: B. cenocepacia; EC: E. coli.
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5.14. Avaliacao da producao de NO por culturas de
macrofagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem
de B. cenocepacia.

Realizamos experimentos comparativos e de associagao entre o
tratamento das células com LPS de E. coli e LPS de B. cenocepacia.
Macréfagos cultivados com 10ng de LPS derivado da cepa selvagem,
produzem quantidades de NO aproximadamente 7,6 vezes menor (5uM)
se comparados aos tratados com mesma concentracdo de LPS de E. coli
(38 uM). Nas culturas pré-tratadas com IFN-y e cultivadas com o LPS de
B. cenocepacia, os valores encontrados ndo sao significativamente
diferentes dos obtidos no controle de IFN-y. Além disto, a produgdo de
NO induzida pela associacdao entre os dois LPS nao se mostrou diferente
daquela onde houve apenas o tratamento com o LPS controle (figura
26).

Posteriormente, realizamos experimentos de tratamento com diferentes
doses do LPS de B. cenocepacia, em variacdo logaritmica, ou seja,
variando de 100ug a 1ng. Os resultados apresentaram-se em perfil
dependente de dose. As células tratadas com 10 pug induziram maior
liberacdo de NO com média de 120mM (aproximadamente 1,6 vezes
maior que o controle LPS de E. coli). Mesmo o tratamento com 100pg,
onde existe acdo citotéxica do LPS, este induziu um relevante aumento
na producdao em comparacdao ao controle com 10ng de LPS de E. coli
(aproximadamente 1,3 vezes maior). O tratamento com 1 ug apresentou
concentracdes de NO equivalentes ao tratamento com 100 vezes menos
LPS controle. As concentracdes de 100ng e 10ng induziram liberacdo de

NO em quantidades significativamente menores se comparado ao LPS
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controle, sendo 1ng incapaz de induzir liberagcdo em quantidades

mensuraveis (figura 27)
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Figura 26: Produgdo de NO por culturas de macré6fagos cultivados com
10ng/mL de LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia. Controles nao
tratados ou tratados com 40UI IFN-y e 10ng LPS E. coli por mL. Resultado
representativo de trés diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E.
coli. * indica P<0,001.
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Figura 27: Producdo de NO por culturas de macrdéfagos cultivados com
diferentes doses de LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia. Controles
ndo tratados, 40UI IFN-y e 10ng LPS E. coli. Resultado representativo de trés

diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. coli. * indica P<0,001.
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5.15. Avaliacao da producao de TNF-a por culturas de
macrofagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem

de B. cenocepacia

Quando avaliamos a |liberagcdo de TNF-a nas culturas de
macrofagos, cultivadas com diferentes concentragdes de LPS de B.
cenocepacia, encontramos resultados com perfil dependente de dose,
similares aos obtidos nos experimentos de liberagdo de NO. Células
tratadas com 10pg apresentaram maior liberagcdao desta citocina, um
aumento significativo se comparado ao controle LPS de E. coli (1,3 vezes
maior). Concentragdes equivalentes, 10ng, do LPS dos dois
microrganismos, E. coli e B. cenocepacia, apresentaram diferentes perfis
de liberagdo, onde o tratamento com o LPS do grupo experimental
produziu niveis significativamente menores de TNF-a (préximo a metade
- em torno de 1.500pg/mL). Mais uma vez, os resultados obtidos com a
concentracdo de 100ug de LPS de B. cenocepacia refletiram sua
citotoxicidade a esta linhagem celular, apresentando-se menor do que o0s

encontrados com 10ug (figura 28).
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Figura 28: Producdao de TNF-a por culturas de macréfagos cultivados com
LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia. Resultado representativo de

trés diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. coli. * indica

P<0,001.
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5.16. Avaliacao da producao de IL-10 por culturas de
macrofagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem
de B. cenocepacia

As culturas de macrdéfagos cultivados com LPS de B. cenocepacia
foram também quantificadas quanto a liberagdo de IL-10. Apds 24h de
incubacdo, o tratamento com LPS do grupo experimental apresentou
perfil de producdo de maneira dependente de dose. Grupos tratados com
10ug apresentaram maior liberagcdo desta citocina (aproximadamente
1.800pg), uma quantidade 2,25 vezes maior que o controle com 10ng
(1000 vezes menos) de LPS de E. coli. O tratamento com 1pug mostrou-se
aproximadamente 1,6 vezes maior que o controle LPS, enquanto o
tratamento com 10ng induziu liberagcdo em proporcao 2,4 vezes menor
se comparado ao tratamento com mesma quantidade do LPS controle. A
acdo citotdéxica do tratamento com 100pg do LPS de B. cenocepacia ficou
evidente também nesta avaliacdo, apresentando quantidades menores ou

iguais que o tratamento com 10ug (figura 29).
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Figura 29: Produgdo de IL-10 por culturas de macréfagos cultivados com
LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia. Resultado representativo de
trés diferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. coli. * indica

P<0,001.
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5.17. Avaliacao da expressao de moléculas de ativacao
celular superficie em macrofagos tratados com LPS de B.
cenocepacia.

Para analisar o efeito do LPS da bactéria sobre a expressdao de
moléculas de ativacdo na superficie das células, apds a interagdo estas
foram incubadas com anticorpos especificos anti MHC-II, CD40, CD80 e
CD86 marcados com fluorocromo, tendo sua intensidade de fluorescéncia
determinada através de citometria de fluxo. O tratamento com LPS
oriundo de B. cenocepacia leva ao aumento da expressao de MHC-II
(figura 30 - a), CD40 (figura 30 - b), CD80 (figura 31 - a) e CD86
(figura 31 - b), se comparado com células ndo tratadas. Entretanto,
para todas as moléculas estudadas, este efeito mostrou-se
significativamente menor quando comparado ao observado no tratamento

com as mesmas concentracdes do LPS de E. coli.
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6. DISCUSSAO

Bactérias pertencentes ao CBC, descritas em sua esséncia como
fitopatégenos (Burkholder, 1950), demonstraram-se adaptadas ao
hospedeiro humano em trabalhos que datam dos anos 70 e 80 do século
passado (Gilardi, 1971; Isles e col. 1984). Pouco tempo depois,
consideradas como alguns dos principais microrganismos causadores de
infeccdo em fibrose cistica (Cunha e col. 2007; Kidd e col. 2003; Reik e
col. 2005; Speert e col. 2002), ainda pouco se sabe sobre seus
mecanismos de interagcdo com o sistema imune do hospedeiro. A
diferenca entre os prognosticos dos portadores de fibrose cistica,
infectados por <cepas pertencentes ao CBC, permanece pouco
compreendida e pode refletir, em partes, as caracteristicas dos isolados
de bactéria e da interacdao entre o microrganismo e o hospedeiro. Muitos
autores, incluindo trabalhos de colaboragdao de nosso grupo (Paiva e col.
2009 - Anexo 2), vém estudando o papel de macréfagos no processo
inflamatdério. A importancia de fagdcitos profissionais na interacdo do
sistema imune com bactérias Gram-negativas encontra-se ja bem
estabelecido, tendo papel central na progressao dos processos de
infeccdao e de resposta imune (revisto em Janeway & Medzhitov, 2002 e
em Benoit e col. 2008). Por outro lado, 0s microrganismos possuem
diversas estratégias de regulacdo da resposta. De fato, a presséo
seletiva do hospedeiro possibilitou que o SSTT de bactérias tenha se
adaptado, ao longo do tempo, a interagcdo com o sistema imune do
hospedeiro, podendo levar nesta situacdo, a indugdo da resposta pro-

inflamatdria, ou a evasdao da mesma (ou ambas as alternativas) (Revisto
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em Coburn e col. 2007). Em Burkholderia sp. diversos fatores de
viruléncia ja foram descritos, sendo o SSTT e o LPS considerados como
essenciais para sua interagdao com o hospedeiro. Por este motivo, neste
trabalho avaliamos o papel destes dois fatores de viruléncia encontrados
em B. cenocepacia, sobre o0s principais mecanismos de resposta
funcional de macréfagos, bem como sobre a expressdao de moléculas
coestimulatérias do processo de ativacdao celular na superficie destas
células.

Na padronizacao de nosso modelo de estudo, comparamos a
resposta microbicida, através da liberacdo de NO, de macréfagos obtidos
por lavagem peritoneal de camundongos BALB/c, com a resposta
encontrada em culturas de macréfagos da linhagem Raw 264.7, derivada
da mesma cepa de camundongos. Nossos resultados demonstraram que a
linhagem celular foi capaz de produzir grandes quantidades de NO apés
o desafio com LPS, embora em menor quantidade se comparado as
células ex vivo. Muitos autores vém utilizando esta linhagem para o
estudo da interagdo de células do sistema imune inato com diferentes
microrganismos, avaliando a liberacdo de citocinas e espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, bem como outros mediadores de inflamacgao,
além da expressao de moléculas de superficie celular (Shi e col. 2009;
Wu e col. 2009). De fato, Berghaus e colaboradores (2009)
demonstraram que esta linhagem celular é uma ferramenta robusta para
avaliacdo de resposta imune inata, apés compara-la com outros tipos
celulares, derivados de mondcitos, comumente usados.

A resposta imune habitualmente encontrada apds infeccao por
bactérias Gram-negativas caracteriza-se, principalmente, pela liberacdo

de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12, de
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quimiocinas como CCL2, CCL5, CXCL8 e expressao aumentada de
receptores de quimiocinas, como CCR7 (revisto em Cohen, 2002 e em
Benoit e col. 2008). Sobretudo, sua maior resposta microbicida consiste
na liberacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (revisto em
Cohen, 2002). Em vias normais, a atividade inflamatdéria é modulada
pela liberagcdo de mediadores como IL-10, evitando complicagdes
sistémicas graves.

Considerando 0 carater microbicida, microrganismos que
sobrevivem a resposta de fagdcitos necessitam de mecanismos que
percebam e inativem o NO (Revisto em Fang, 2004). De fato, muitos
microrganismos podem subverter ou resistir a producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio através de mecanismos de evasao,
supressdo, inativacdo enzimatica ou mecanismos de reparo celular. Os
microrganismos sdo capazes de modular a resposta de macréfagos, seja
reprimindo o processamento e a apresentacdo de antigenos (Revisto em
Maksymowych & Kane, 2000), seja inibindo a secrecdao de substancias
pré-inflamatérias (Revisto em Rahman & McFadden, 2006) ou ainda
dirigindo a apoptose de macréfagos ou neutréfilos (Zychlinsky e col.
1992; Revisto por De Leo, 2004), estratégias que podem resultar em
menor producdo/liberacdao de NO. Como exemplo, Yersinia sp. estimula a
producdo de 1IL-10, podendo inibir a producdo desta substancia
microbicida (Sing e col. 2002). Além disto, muitas bactérias possuem
mecanismos de detoxificacdo destas substancias como catalases,
superoxido dismutases, peroxidases, NO redutases, S-nitrosoglutationa
redutases e peroxinitrito redutases (revisto em Fang, 2004).

Nossos resultados de infeccdo de macréfagos por B. cenocepacia

corroboram o exposto pela literatura quanto a producdo aumentada de
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TNF-a e IL-10 apods infeccdo por bactérias Gram-negativas. O trabalho
de De Soyza e colaboradores (2004) demonstra que, embora nao exista
uma correlacdo estabelecida entre a origem da cepa de Burkholderia
(humana, animal, solo, &agua, planta) e sua potencial indugcdao de
resposta inflamatdria, apenas microrganismos oriundos de casos clinicos
de infeccdo em fibrose cistica foram capazes de levar a um significativo
aumento na producdo de citocinas proé-inflamatdrias, refletindo a presséao
seletiva sofrida pelo microrganismo no processo de infeccao do
hospedeiro. Entretanto, nossos achados mostram que nas culturas
infectadas a bactéria é capaz de regular ativamente a producdao de NO,
uma vez que o cultivo de macréofagos com bactérias inativadas pelo calor
induziu a producdo de altos niveis desta substancia. Saini e
colaboradores (1999) também encontraram maior producdo de TNF-a e
redugdo na liberagcdo de NO em cultura de macrofagos infectados por B.
cepacia genomovar VI (B. dolosa) e genomovar V (B. vietnamiensis).
Contudo, nossos resultados utilizando bactérias inativadas pelo calor
contrastam com os dados de Saini e colaboradores (1999). Nesse
trabalho, o tratamento com bactérias inativadas faz com que a liberagdo
de TNF-a e NO retorne aos niveis basais, sugerindo a necessidade de
bactérias viaveis ndo s60 para que ocorra a modulagdo, mas para que
também ocorra a ativacdo da liberacdo de substancias pré-inflamatérias.
No entanto, o potencial inflamatério de suspensdes de bactérias Gram-
negativas (Tansini & Medeiros, 2008; Wang e col. 2008; revisto em
Pliddemann e col. 2006), inclusive espécies do CBC (West e col. 2008;
revisto em De Soyza e col. 2008) inativadas por calor encontra-se bem
estabelecido, principalmente na inducao de TNF-a e NO fundamentando

nossos resultados. Posteriormente, MacDonald & Speert (2008)
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utilizando a cepa C6433 de B. cenocepacia obtiveram resultados
semelhantes aos nossos, com significativa producdao de TNF-a e IL-10
por fagodcitos infectados pela bactéria. Entretanto, assim como no
trabalho de Saini e colaboradores (1999), quando os autores trataram as
células com bactérias inativadas pelo calor nao houve producgao
aumentada destas citocinas. Isto talvez se deva pelo fato de que os
autores utilizaram microorganismos inativados por 10min a 56°C,
enquanto nés usamos em nossos experimentos bactérias inativadas a
100°C por 30min (onde garante-se a inativagdo da célula mas pode
existir maior liberagcdo de componentes do microorganismo). No tocante
a modulacao da producdo de NO, sabe-se que Salmonella enterica utiliza
a flavohemoglobina HmpA para detoxificagdo desta substancia
microbicida (Stevanin e col. 2002) e B. cenocepacia 12315 possui em seu
genoma uma regido homdloga hmpA (Holden e col. 2008). Contudo,
estudos que foquem em quais momentos da sinalizacao/produgcao de NO
0 microrganismo possui papel modulador ainda se fazem necessarios.

Nossos resultados de avaliacdo da expressdo de moléculas
coestimulatorias da ativacgdo celular apds a infeccdo por B. cenocepacia
sdao corroborados pelo trabalho de MacDonald e Speert (2008), onde os
autores também demonstram que a bactéria é capaz de induzir a super-
expressdo destas moléculas, como CD80 e CD86.

Considerando o potencial papel regulador do SSTT, nossos
resultados demonstram que nem este sistema de secrecao encontrado
em B. cenocepacia e, conseqlUentemente, nenhuma das proteinas
efetoras entregues exclusivamente através deste mecanismo, parecem
possuir papel central na modulagcdao da resposta microbicida induzida

pela infeccdo, uma vez que a cepa SSTT mutante induziu resposta
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funcional semelhante a encontrada pela infeccdo pela cepa selvagem.
Entretanto, moléculas de superficie como MHC-II, CD40, CD80 e CD86
encontraram-se significativamente diminuidas nas células infectadas
pela cepa SSTT mutante, indicando uma possivel acdo deste sistema
sobre a ativacdo/super-expressdo destas moléculas. Uma possibilidade é
que o SSTT de B. cenocepacia entregue também proteinas com carater
inflamatdério, wuma vez que, como em outras infecgdes por
microrganismos patogénicos capazes de manipular vias de sinalizacdo do
hospedeiro, a bactéria poderia utilizar-se da disseminacdo da inflamacéao
para colonizar diferentes tecidos do hospedeiro. Esta teoria pode
explicar a maior eficiéncia no “clearance” da cepa mutante, descrito por
Tomich e colaboradores (2003) utilizando modelo murino de infecgao,
uma vez que esta proteina secretada auxiliaria também a atividade
inflamatdéria e, conseqlientemente, a manutencdo da infeccdo pelo
microrganismo. Importante que se ressalte que fatores dependentes do
hospedeiro também influenciam a instalacdo da infeccdao por B.
cenocepacia, uma vez que em macrofagos infectados, deficientes de
CFTR, a acidificacdo do vaculolo e a formacgdo do fagolisossomo ocorrem
em menor magnitude se comparados aos macrofagos controles (Lamothe
& Valvano 2008). Nesse sentido, como o modelo empregado por Tomich
e colaboradores (2003) nao reproduzia as alteracdes imunoldgicas
encontradas em portadores de mutagdao no CFTR (revisto em Machen,
2006 e em Nichols e col. 2008), a resposta ao microrganismo foi mais
acentuada do que a naturalmente apresentada em casos de fibrose
cistica.

Contudo, como ja& comentado, outros sistemas secretores ou

estruturas bacterianas podem estar envolvidos na infeccdo por este
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microrganismo. De fato, a cepa J]2315 de B. cenocepacia induz a
producdo de CXCL8/IL-8 por culturas de células epiteliais pulmonares e
monocitos através da liberagdo de exoprodutos (Palfreyman e col. 1997),
e induz apoptose de fagdcitos pela producdo de toxina hemolitica
(Hutchinson e col. 1998). Além disto, Y. enterocolitica, bactéria com
mecanismos reguladores parecidos aos encontrados em Burkholderia sp.,
é capaz de regular a expressdo de moléculas coestimulatérias de
ativacdo celular, como MHC-II, CD45, CD80 e CD86, além de reduzir a
produgdo de CXCLI/KC, TNF-a, IL-10 e IL-12, através de uma proteina
efetora translocada por um SSTT, a YopP (Erfurth e col. 2004). Em
Yersinia sp., as proteinas Yop (Yersinia outer proteins) translocadas pelo
SSTT sdo capazes de modular a resposta do hospedeiro, por mecanismos
que inibem a fagocitose (Aepfelbacher e col. 1999), ou o burst
respiratorio em fagocitos profissionais (Andersson e col. 1996). P.
aeruginosa, bactéria oportunista com alta relevancia médica pela
infeccdo em hospedeiros imunocomprometidos, incluindo portadores de
fibrose cistica, utiliza proteinas efetoras injetadas por SSTT, de forma
bastante parecida aquela encontrada em Yersinia sp. (Frank, 1997 e
Frithz-Lindsten e col. 1997) Nessas Dbactérias relacionadas a
Burkholderia sp., como P. aeruginosa e Y. entorocolitica, existe
homologia entre as proteinas envolvidas no processo de translocacdo,
como as “outer proteins” B, D e N (Yahr e col. 1997), além do fato de
gque proteina exportada ExoS de P. aeruginosa, associada ao dano
epitelial e disseminacdo da infeccdo (Kang e col. 1997), possui também
similaridades estruturais e funcionais com a YopE de Yersinia sp. (Kullich

e col. 1994).
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Neste trabalho, demonstramos que bactérias vivas, bem como
inativadas a 100°C, foram melhores estimuladores de producgao de
citocinas do que o LPS. Esses resultados embora sejam corroborados
pelo posterior trabalho de MacDonald & Speert (2008), contrastam com
0os obtidos por Zughaier e colaboradores em 1999, utilizando ensaios
com macréfagos estimulados por LPS de B. cenocepacia. Uma
possibilidade é a de a molécula utilizada pelo autor em 1999 ter
sinalizado por outras vias além de CD14/TLR4, uma vez que a mesma
nao se encontrava em sua forma purificada, diferentemente da utilizada
em nosso trabalho.

Em B. cepacia a molécula de LPS pode apresentar duas
glicosaminas bifosforiladas, ligadas a acidos 3-hidroxi-hexadecandicos e
com a seqUéncia 4-amino-4-deoxiarabinose (Ara4N) em ambos os
fosfatos, além de um core oligossacaridico Ara4N, acido d-glicero-d-talo-
oct-2-ulosénico (Ko) e acido 3-deoxi-d-mano-oct-2-ulos6nico (Kdo)
(Gronow e col. 2003). De fato, a seqiéncia trissacaridica Ara4dN-KO-KDO
tem sido demonstrada em moléculas de LPS de diferentes espécies de
Burkholderia e parece ser um fator exclusivo deste género (Isshiki e col.
1998, Gronow e col. 2003; Silipo e col. 2006; revisto em De Soyza e col.
2008).

Nossas analises foram realizadas através da determinacdo dos
acidos graxos do lipidio A e dos aclcares presentes na molécula de LPS
da cepa J2315 de B. cenocepacia. Tendo em vista o resultado sobre o
perfil de migragcdo das moléculas do LPS em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS, podemos afirmar que neste isolado da cepa ]2315 de
B. cenocepacia as cadeias polissacaridicas do LPS sdo pouco extensas.

Nossos resultados do perfil de acidos graxos do LPS de B. cenocepacia
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indicam a presenca de acido miristico, 3-hidroxi-miristico e 3-hidroxi-
palmitico, caracteristicos do perfil de acidos graxos para o género
Burkholderia (Galbraith e col. 1999), corroborando os resultados de De
Soyza e colaboradores (2004) e de Silipo e colaboradores (2007)
utilizando também a cepa J2315. Como comentado em topico apropriado,
o lipidio A é o principal componente do LPS com atividade
imunoestimulatdria. Porém, diferengas em sua composicdo podem refletir
sua atividade bioldgica. De fato, o lipidio A da cepa 12315 possui grande
heterogeneidade na composicdo de acidos graxos, em geral tetra-
acilados, apresentando normalmente apenas um residuo Ara4N (Silipo e
col. 2007). Por outro lado, cepa LMG12614 de B. cenocepacia possui
estrutura do lipidio A mais homogénea, com espécies penta-aciladas e
podendo apresentar um ou dois residuos Ara4N (revisto em De Soyza,
2008). Contudo, outras porgdes da molécula parecem ser importantes na
interagcdo com o hespedeiro. Loutet e colaboradores (2006) demonstrou
que, em B. cenocepacia, a resisténcia a peptideos microbicidas e a
sobrevivéncia no hospedeiro estavam associados a producdo de um LPS
apresentando lipidio A e core oligossacaridico (independente da presenca
do antigeno 0O).

A caracterizagao glicidica do LPS da cepa ]2315 apresentada neste
trabalho apresenta unidades de ramnose, galactose, glucose e heptose,
corroborando os achados de Isshiki e colaboradores (2003), com LPS
obtido de B. cepacia cepa GIFU 645" e de Ortega e colaboradores
(2005), Silipo e colaboradores (2007) e Masoud e colaboradores (2009),
utilizando a mesma cepa de B. cenocepacia foco de nossos estudos.
Nossos resultados demonstram que o LPS caracterizado neste trabalho

induz pouca atividade inflamatdria em comparacdo ao LPS de E. coli, em
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uma razao aproximada de 1:100 em massa, ou seja, para obtencao de
um efeito semelhante ao LPS controle, foi necessario a utilizacdo de LPS
de B. cenocepacia 100 vezes mais concentrado. De fato, embora os
diferentes trabalhos que corroboram nossos resultados de atividade
inflamatdria (De Soyza e col. 2004; Silipo e col. 2007) ndo tenham
avaliado o efeito dose-resposta, como fizemos, a atividade
proinflamatéria do LPS parece ocorrer da mesma maneira.

Os diferentes resultados encontrados na literatura, tanto de
caracterizacdo quimica do LPS e sua atividade biolégica, quanto de
inducdo de resposta pela infeccdao por diferentes cepas oriundas do clone
ET-12 de B. cenocepacia, refletem a variabilidade deste microrganismo
ao microambiente, tanto no hospedeiro com fibrose cistica como em
cultura nos repositéorios de referéncia. De fato, Smith e colaboradores
(2006) demonstraram que P. aeruginosa adaptou-se a interagdao com o
hospedeiro fibrose-cistico e o genoma da cepa J2315 (oriunda de caso
clinico de fibrose cistica) de B. cenocepacia apresenta pseudogenes em
determinantes de viruléncia, evidenciando sua adaptacdo a estes
hospedeiros humanos (Holden e col. 2009).

Os diversos mecanismos de interagdao presentes em B. cenocepacia
fazem com que, embora a persisténcia de infecgdes por bactérias do
genomovar III seja menor se comparada a infecgcdes por outras cepas do
CBC, (Chu e «col. 2002), B. cenocepacia seja um dos principais
causadores de morbi-mortalidade associados a fibrose cistica. Nesse
sentido propomos, de maneira resumida, que o modelo de infecgao por
B. cenocepacia em pacientes que sofrem de fibrose cistica ocorra da
seguinte forma: Transmissdo da bactéria através de contatos intra ou

extra-hospitalares (sociais) que, facilitada pela deficiéncia fisioldgica do
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paciente, ird colonizar suas vias aéreas. Como o muco espesso dificulta
ndo sO6 a antibidtico-terapia, bem <como a resposta imune, ja
comprometida neste tipo de paciente, o microrganismo, auxiliado em
algumas cepas pela baixa atividade inflamatéria de suas estruturas e
pela caracteristica de crescimento vertical de seu biofilme, sofre pouca
pressao seletiva do meio. Provavelmente, o sistema de quorum sensing
servira para indicar o momento onde a fase exponencial de replicacdo do
microrganismo terd chegado ao seu pico e desencadeard um processo de
infeccdao celular exacerbado, onde o0s sistemas secretores liberardo
diferentes proteinas efetoras, causando os mais diversos efeitos, como
inflamatérios (para recrutamento de células onde a bactéria ira replicar-
se) e antiinflamatdrios, evitando assim a montagem da resposta imune
adequada. Além disto, o microrganismo pode causar o relaxamento das
“tight junctions” das células epiteliais pulmonares e atravessa-las,
ganhando a corrente sangliinea, podendo assim colonizar outros 6rgaos,
difundindo a contaminacdo, causar bacteremia e levando ao quadro

patoldgico descrito para esta infecgdo.
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7. CONCLUSAO

Infeccdo por B. cenocepacia, assim como o cultivo com bactérias inativadas por

calor, induz a liberacao de TNF-a e IL-10.

B. cenocepacia € capaz de modular ativamente a liberacdo de NO de

macrofagos.

A cepa de B. cenocepacia mutante para o SSTT também é capaz de modular
esta resposta microbicida, demonstrando que o SSTT encontrado nesta bactéria nao

possui papel central nesta modulagdo.

A cepa de B. cenocepacia selvagem induz maior expressdo de moléculas
coestimulatdrias se comparada a cepa mutante para SSTT, sugerindo que proteinas

secretadas por esta estrutura levem a sinalizacdo em macréfagos.

LPS produzido pela cepa 12315 de B. cenocepacia apresenta ramnose, glucose,
heptose, KDO e os seguintes acidos graxos: acido miristico, 3-hidroximiristico e 3-

hidroxipalmitico.

LPS oriundo de B. cenocepacia leva a uma resposta funcional dependente de
dose por macréfagos, caracterizada pela liberacdo de NO, TNF-a e IL-10, em menores

quantidades se comparado ao LPS de E. coli.

LPS de B. cenocepacia induz menor expressdo de moléculas de ativacdo em

comparacao ao LPS de E. coli.
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8. PERSPECTIVAS

Desenvolver estudos que objetivem avaliar qual via de sinalizacgao
da producdao de NO estd sendo modulada pelo microrganismo. Além
disto, encontramo-nos aguardando a avaliacdo do “Comité de Etica no
Uso de Animais” (CEUA) da FIOCRUZ para realizacao de experimentos em
animais modelo de fibrose cistica e seus controles, visando avaliar a
infeccdo pelas cepas de bactérias utilizadas neste estudo e o tratamento
com o] LPS, visando um melhor entendimento da relagao

microrganismo/fibrose cistica.
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Sepfic shock iz & highly lethal ocome=squence of wide.
spread infection, and timue duorage cmused by bath the
Carmaan o s Chindiz W Taivs, Fhil, Deparmamerdn o microbe imel amd the hos inflamramny esponss
Imunedogia, Inscinng de Micebiologia fed fedode s, O momtributes to it Gnal owomme [17. LPS, a omstituent

flh“""]- m'z"ﬁ" SR Eﬂm:i?hk af gram-negative bacterial o=l walls, is =2 inflamms.
Bivy p-pqripr] daoreeame, - > x : d

Faw 5504 TECEHA tory t-u]]-:m_ﬂq:m ]:;gaird.. -u-f.]r:un: :rnpu'.dm'l.-ae :m. ﬂpl:l:
Tl o AT £ £ ?]'n-r_'lr_ A single LFS injection can ]:-:rll:n:]]'_l:' e the
A e AAS: areTpisateyte wid - Apk Aoy poar- inflammesory rsponse in septic shodk, rigg=ring the
{nfertan - MIF: macrophars e gasan inlibitory ke va releme of high amonms of prosinfl ammestony oytakines
& S WILESVOH Vg Gt & Co GG, W ham -‘-:&, ntarScance e s v
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such & THF and macmophspe migreton ichibitory
factor (M) smed oniming multiple organ Giture and
even death [T, Bockape of nflormstory cytokines
either attenumies or prevens Jethabity induced by LS,
and matmopheages are thought to be an mmportant soume
of thess medisinrs.

The cotrse of s=p=is can be hghly vanshle ammng
individualk, amd the bass fbr such discrepancy i
currently unimown, A candidate facor o explain this
varnhility o prior omiact of susoptible petieds with
pathogens, resibing in hyperactivation of an nflam-
manTy rsponts and lethal septic shock In support of
this themry, & mimber of erpedmental infectons,
induding hmphootic chonomeningitis virus (LEWW)
[3, 4], vesicular somatitis vines (VSY) [5], sdenovims
[&] =nd Propiondhodsm ame [ 8], are koown to
senmitize mice. o low doses of [PS. In most of these
mlels, proming by [Ty is ot Jeast pertially responsihle
tor masmophage hypemctivation. Dhring & nammow toms
windanw, primed macrophsges rel=ase high smomis of
inflammmainrny medistors In responss o furder IPS
stimulstion, lesding. to septic shodi. Sensiteation of
mic: to lethal shock ain also be achieved by a low-dose
s o footped LIPS imjection 18-24h pror to iw
chall=ng= with LIPS, s phemmenon known as the
Shwertrmen resction [9]. At the priming d=gs of the
Shwertrmen reaction, 1FPSatimulsted macmphs ges
secrete L-12 and 015, which in tum tmgger MK ol
and WE T oells to secnete IF-y [ 10]. This cyinldne then
adivates marmphage sto relemshigh mmouns of THF in
respaonse o challengs with LPS [18, 111, and any
inbalmesd pmodudion of ant-nflammatony fectors,
sudh & D=1, can moresse mortzhty [12. Thus,
senstizaton to lethal LPSmduced shock can rearh
fom prioe recogniton of micmbe moleodes or infec-
timmeinduced melesse of mflammetory mediaoom, a
phenmpe=non that in ge=neral requires [Fiey sooeton
ol mamophape sdivetion during o fmoed  time
inderval.

Thene is evidence that Trypmosoma crus infection
leads to asts of moreased sisceptibility o s=pticshock
In fact, T. crusidnieced mic are susceptble o lethal
shock upon inoalstion of low THF amoents [13], e
they als hyp=rproduce THF and die of septic shock
umnder various aromnstanes=, such 25 in the afsenoe of
-1 production [14] or under polywckms]l T o=
odivation [15, 160 T owmidnfectsd mics ame known
to he ghhy amceptihle o LPSinduosd shock [17) and
i relemse high amoumnts of THF in response o LFS
administaton [ 18], a phenomenon ahginally thought
1o resudt Fron mascople e stimulation [19]. An olndous
nasymprton to expinin thess bvtter ndings would be thet
T oumd, by pomoting the relesse of TRN-y ot an e=ardy
stage  [20] or priming a Shwarrmemdike resction
through influomanny T, oum glyvoalipds [21 ], act vebes

& 0 WILEY W Veela g Cmibd] & Do 1004, Wk Beilsn

i ). Brenasel, TR 58 1ES-1964

maonrhages o releases high smowunts of THNF upon LFS
stimulstion, much like other semibations o endoe
tomemia. However, the case for macrophages in T ousd
imbection & wvery different fom other [PS-aenstiving
infections. High mumbers of apopotic cells are genep
ated in acwe T o infection [22], and sngagement of
these osllh with the vitonecin meceptor trigger
ma ol g bo releass TE-f amd PEE:, which reduce
the IPSstimulsmed WO podotion aml trypenoddal
activity of the macrophages [23]. Consistendly, inhits
tinn of prestegdandin amthets @i & shie to e
the tnypanaddal capedty of macmphages, whil= tr=si
ment withsuch PGE; synthesis inhibinm invivo reduces
pamsitena of inkcted mice. Thus, diffensnt fran other
LPFS-wensifizing infections, there is stong =vidence
hypemctivity diwring aart= T oumi infsction [24]. |n
this paper, we invesigated the mechanisms iy which
T crusl mfection senstizes mice & endomemis inonder
to sluwcidete whether & Bllows the geneml rule br
semsitining inbactions, ther =t challenging the pamadizm
of macmphags deadivation durmg T o e dtion, or
can he someshow reoomnciled with this notion.

Results

Infecton by T crusl I8 eguire! (o sensitizs mice
e LPE

Infected (10F ¥ strin blood trypomesipows) aduk
BALR/c mic= {58 wis) disd of amit= mfectinn betwesn
-0 days post-infection (dpi) (montalify: 7 dp, 61
@ o 1/10; 15 dpd: 47105 30 dpi: 100 10). Therefnine, we
chose (-6 dpi to smdy the suscepibi ity of infeded mvics
oy LPS-induced shack, 2 time fFame thet totalhy 2 veided
marnaliy awociated with T cmusd infedtion iself

All BAI B mice infaded with sither 1Y or 108 Y
soran hiood inpomestigoles were senstad to lethal
shock: with 1pg 1IPS =imimisered § dem after
irdfection (Fg. 1a&), whie all nonnfeced @nimls
imeckd with vehicle (FES) at vanous intenals (0, 1,
2,3, 4, 5, 60 de=]) helre imecion of LPS sorvived
chall enge. Iniected mice died with clinical igns of = piic
shock [shivering, mugh hair, prosmation, vasadilstion)
within 4-12 h after 1P5 imjection {(Fig. LA, insert). As
dilued Blood wes used 25 2 source of rypomss tigntes to
irdect mice and oomld poesily inoesss  mortaline
seqmis [25], blood from non-infected mice {200 gl ) w
imed a5 & sensiestion omimal of vaoous imervals (0, 1,
2, 5 days) beinme 1PS injection [ 100 ggi and did not
sermitioe mdoe toshock [n=3-5 mioe per group ). Tn mice
irfectad with & kw numberof ¥ strain mpomastigntss
[10% to allow the esshlishment of chromc phase
(G days afer infecton), we abo observed lethal

e jjonthalau
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sl sm winh LPS [Fig. 1A}, indicasing that seTemiz-
oo peTsins up no ghe donnle stage of nferdon.
During acme infemion (16° Y sran hlosd mmppo-
masE e, 5 dpd), mice were sengidred 1o kow doses of
1P st mfereed mmiee (6065} died afier dhallenge with
25 py LPE, while nome of the pons infeated conmrads (TP
0} were dead sfer 48 b (pall 050 Alss; & 100-5ld
greate moculnm of ¥ smam rypomastigoes (107 was
mhile mo serecmime 570k of moce oo Jethal shode when
el concomitaTely (horh i, et differene sides) with
Wi pg 105 {Tahle T), indicaring thar mprdan of bgh
mEnbersaf TRpomsd fores @n af leaw parriadly bypaas
the need for an fmerval o sensitradion. Thos, all vhree:
mariahles — mwerval baween nfeoion and challenge
doge of LS and momhm of oypomastigodes - were
wlevant io deermine the moral g nee of infered mce

upen 1PS dhallenge. Therefore, in mos spermeens we
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cheose 3 challenge of wi 100 g LPS ar 5-6 dm m order
o arbieve 2 100F monsl ity rate of mice infred with
10° bleod sypomastignes of Sie ¥ amam Lp. wrss 0%
morral iy of nonsctallenged infeced or LPS challen gpd
non-infeced mice.

As the =pors of oressed LIPS reacrminy [17] and
decreased macmphage reactviry (23] domng T ol
infergon wene haned om fmdngs wih diifferems T ous
s s, ¥ st n il oo Eypoom astpores and T2 8 dome
axveny aubume metacypelics, repedvely we md
whether mferdors @wed by die moo Sodes lead &=
diffarens croomes upon LPSdndnced shock. infemion
wih 107 84.28c domie sensivmed
BALR ¢ mice m lerhal LPS mdooed shode when enher
blond Trypom ar awrrd ¢ oukmre memeypebies {22
poformed by Fremededima o ol [23)) wee med,
Tequiring @ knger merval berween infodon and 1P
admimismarion than Y sram hlood orypomemigones
(Fig 18 Mie mieoed wih DM-285: clore and
challenged with LPS alo pressned climes] signals af
aome senc shock, end most non-dhallmged infeoad
mice surdised unmll 3 dpl (dam mor showm). the
enhanced suscepribiliny © endomwermiy s=ems o be a
penemal Eamre of T o indeation, = we aso obeerred
sengifiragon o 1P in mice chronically o omely
infeced with the Calombdare or O sz (dam moe
shoremil

s - osTealan
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Tios et i o e s e meed i i s ST T T
LB, we mjeered mice with ¥ srom purifed blaod
oypomastgotes enher alive ar klled wigh alochal ar
formaldefpde. Mice idemed with 107 dead Y smain
oypomastpotes survived LS miecdon, W oonmas oo
rﬂttm_h:tdﬂﬂht?iﬂﬂ&dﬂm!ﬂﬂﬂci
(Table 1) Even when 107 alecholidl led trypom astgones
were jeaed 1 day prior to 1PS imeodon, all mice
survived aho o, whils 5 0% died when Hve pars mes were
e e

In order vo forder test f mcogniton of T o
flamomaary malertles i mwlwed n smsm@moon o
135, we misced mice defident m owe heest maleonles
puaively imroked S miggering of 1= mfisnmatory
acavry, TLRE [21)] and €01 [26). ¥ soain-nfeoed
TIHZ mnd ED1™ mice were as sosceprible 23 thedr
mfered wild-ppe [(WIH coamerpars © LPS-induced
shork ax 5dpi, while sl non inferwed LS dhall e gead
oomrrols Temadned atwe (Fig. 2L

Together, thess dea indicat S T. oeem indemion
mduces a longleming mwe of senommton 1o =ndo-
mxemis fat does not depend om ghe sradn or T o

wioe: b oned and point o ghe newd for mifer idom Do sewidee
mibce o LIS ind e shock:

Hyperpmodudion of inflammatory cytoldnes
mntributes 1o lethal shack of infected oo

We Sim srarched for a medhan iem 1o explam the l=dhal
mnergism bemeesn T o imfemion and LIPS -nd uced
shock A nomber of smibr soergios hae been
desorihed i rhee neramnre, b ghbghring the nole of 14y
prodoced duning @ sensirtaren sage [commed by
mfergon or inflEnmatory molembsy @ primmg

macrophages to Telease high smowma of THE opon
19 pdmirisranon [9]. An moeme in pleene levels of
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e Y ek o EgmcSal wcth walbice (FED) m o coolrol asd
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mccmdad o S B wnd was Reond o be sl among e
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THE andfor & decrmse i 0- 1 lae afer 1LPS shodk hes
akea brenmuapemed tobe mwn hed W fhesfecer mgeaf
shok [27]. We rins sodied the release of ThFandii-10
in T oum.lehally censhired moice npon LIPS 1njeorion.
Higher amouna of THF ware foamd @ the sema of
imerad o tham, i noms infered commeTpaTTs S0 min
afer sdminisragon of LPS [Fiz. 3A) and Temamed

elevard £ h (Fig. 38 afer LPS msmion comparsd @
non-infered commals. Serom (L0 was aless signifi
camly meresed abowe nons infered ek m Dm28c
indeced mice & h afer dullenge (Fig. 3C)L Thee remis
are onn siven pwith priming by T, our feo on leadmg
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ey vl (41T o o T el el 1 LIPS T g oo i
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o ovapreducdon of THE upan 1S injection and male
o a deftarin 11210 secreidon o o camse for lethal shock
Tin imvesogate £i= role of mnd idere THF induces and
dowrsiream NP amedised ewerms in sensizadon o
shock, we temed whether PN, MIF- o TNF-RI-
ol mies oo e s orieed 0o LIPS shock by prior
T, el decdon . These mmice are Imown 5o be ot e
parally resi s © imfecdo nenhanred sescepdh flityra
shock [4, 5. 8] or endotoeemia el 128, 29] doe mo
deoremed THF ardoms. bfeoed MIF-, [FMae and
‘THF-H1 Joniodeoutmice {5 dpiy did mor differ from dhedr
Wi miecrd conmoli 'm sescepobilry o LS Jmd ueed
shoek (Fig. 40 Meo<challenged imdeced WTand Inock
oan mice remained alve onedl & lees 7 dpl {m=2-L)h
Howewer, when mieaed THERT mie (5 g}
were meawd wih annMEF 1 h prior ® LPS injesnion,
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= Mertaiy detmnzrad 44k alfis Gulange = sbown e
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cosmiated B W oo e S Sall wtth asts W

ther survival was moeased compared o THERIT
mice impeced with borype matched lp, while infeosd
WT mie $id nor bansfie from Teamnent with anml-MIF
[ Tahle 2. Infeored THF-A1™" mice meswd with ane MIF
and not sabmimesd o dhallenge with LPS sarvihvad
indecmon wdl ar a9 dpd (m=3). Seniler remls wene
obamed wih pobpdona somlMIF andbodies {dem nog
showm). ‘We alio meaned infeoed BN ™ mice and WT
corerals (6 dpd ¥ wad edrher sd-MIF ar conmal ig1 b
PoT d:.lIL:lth 1P5. Aawi-MIF fadled © proteo
imdeced 1PNy moce of W oontmls from leghal shock
[momtaliy £8 b sfver challenge winh 100 pg LPS:WT +
isomrpe comrol i, 100%m=5; P + sogpe conmal
15, 1008 m=d; WT + and-MIF, 1008 n=5] BNy +
and-MIF, 100% m=f). Infered FNy" mie meard
with anri-MF and nor sobgered ro challange wish PS5
sarsved mfeation md 12 dp (p=3k All nome infened
WT mie murvived shodk {n= 3

O resgales d emonstrar the o kemenrof THE and
MIF prodomion i lethaligy and show char MIF
prodocton or  THEHT-medisted senes are sufficiens
rocanss death of indaresd moce opo nLPSmdooedshode.

Mocroph ages from T ouzi-infeced mice
hyperproduce THF and hawe increased TLHA
= NpTE 0N

Wacrop hages are the mam soomce of THF pandocgan m
LrSmduced shode, b these colls are thoughr o be
dmcmvard domng T2 ot mfearion. To ger msightinm
the acovadon saas of micophages @& véo durng
T e infecdo n and thetr paradve role in theinoreased
supceptibilry © =mdoroemis displayed by infeoed
miee, we fIrst asseesed the LS somnlated prod oobon
of TN Fand 30 by mamophages o vive. Freshly obmmed
perimneal oo phage fom mice aanedy infeoed with
efther m28: (4 dp)orY mran (7 dpi) owerprod noed
THF and produced oormal o dighrly elvasrd amouns
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of W npan L% sl anon compased mooedls fam nomn.
inferwed ommols (Fig. SAL

We also smdied TLHS expremion on  perinnea
mamophages fom ndewed mice & o8 cendidare
aplmmion for ther enhanoed reaaiviy © LPS. RS
80% permnneal adhersy cells fom ¥ sradninfected
mrice displayed increased TLHS surfce Jovel s ooomjpared
o nondinkced conmols (Fig. S Forder smdies s
mewded ro deramine whaher e meeased expression
of TLR4 among mamophages from infered mice 15
esporsible fr ther ingesssd reaowmy D LS
smm ulamion.

AAS pnhonoes marmphage reacthvity o LPS bt
not sesoe pH bty to shock

Werreared ¥ srran fnfer e mice wirh & e prostagian 3
mnfes inhihivor seengdeabeylic acd (AAS or aspirm])

A

THF {pwmb

LY ol )

R BT =]

Figrose 8 () Frcadost bom o THT and Mo by ssscgaduigen e
T i i mnive & Dot wrth L4 Feerioawst
et o s wems & ol ] Brors ed -1 st msmdl
T B oo m o pcm il e o Wi T Yo Bmin i} Eg:"l:u'!l.'."
D e ol 19 armiaiates (4 dal Cels wees wsrralafd
sith Y idng) o S mon-eSardesd BE br 2 h =
deplerate wely Cuilios el weis masryed for THT
Ererdesct fan ke FLECH el T BN B Crences. D00 e 57! B
ey o welos foond kx Uwes bndesersleed ool poeds. Thess
Sl wre Spuwenbibs ol Soes il axpedomnis (5
gy asoco of TLIA o M0 e ge ol sl T ooty el el !
or Y emmmenkiciad BALNe mics §I:I-rb:m-:th}p:_.'ll.:-‘hl
Peipd Dhata i e s i e o Llow e nalepm el pescln o
ity fecdrmeead of ol e 34 Sadbibdul enival
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ro dewrmine f sodh mmeamend i aleo able o deorease
pEasTemin in s miemion mode] ANS meared mice
had decresssd paosiemds and sorvhed longer than
PRSeared oommols [Fig. AL Im wigre, A4S did nor ol
blond trypomastigotes when employed ar concenma.
tions thar mhibir PGEx spndiesia by maonophages
(Fig. GA, imsert). Thess dstn ere conmisters with o
hom mediared rarher than a dires 845 miookbiodal
vy 1 a canse for dhe observed decexe i
paasiieria. Tremmenr with AAS wa eficienr
inmeasmy LPSaimulaed THF and 80 produobon by
maophages from non-nfaced mice o presmed o
somewhar jower =ficency when applied o mfeered
miee (Fig. 68

Then we emhaed whesher the enhancemem of
maooph age Tedahrry 1o LPS arused by oeasnent with
ANE e could cwoee o forgheT moease I Foscept
i iy of infeaed mice: © LPS: imdused shock We chose 2
short tnreval berwpen miseion and 1PS mgeoion
(2 dags) and used a low 1P dose {50 gl i onder o
achieve low senainzadon raes o endotoxemis. Thear
menm with AAS & vive did not sgnificantdy alosr the
survrea of misorad miee oo LS ndueced shocdk (Table 3
Thes= renls e consistenr with the notion of mimor
e hancemant of maoop hage TNF podocoon achiewed
by i o AAS Teamenr of Y srain-mdemed mice

Discussion

Infersondmiggersd  smammton o edotoeemis has
been emensively smdied and is imown oo depend am
1#¥.y produoion in responses 1o LMW [L] vesinlar
somanites vine VSV (5] md P ames [4]. Recenely,
M-y weas foum d an e di sl for THF prodo odon o
2 o rs-semumimimed mice: [GLL thongh the mle of THE
in fosmods] sl needs to be dermined, & doea e
morral iy of indfered 1F8:v™ mioe gpon 1P challenge
Hersn, we hawe shown thar maoaphages from infeoad
mie & hypereasiee o simulation with LS, and ghe
THFTHF-RT parineay =1 meohed m momabiny of T ou e
imeced mice opon LPE challmgs, pe 1PNy ws
dispensatle for soch sensirizarion . A poasible b ppogess
to aplan this des is thar reaognimon of T ol
molembr pagerrs leads ro hyperaarraion of maome
phage resporees to LPS s mulsdon | thoagh i does nor
imwodee TLAZ, C01 or PNy seoedon Alemadeely,

1 ous misoion conld drealy sormmre maoophags,
resulong i smskmdon o 1P smmulsdon. Sall, THE
and MIF pradu arion mmeahved tn-sho di conild come from a

macrophage: mdepend sy soarce aofveed by T ousl
imdecmon . Thess hypothess sill need mobe pesred inoar

made] Also, wrerams o bedmermimesd wheter shene

inam mmerpley berween T anph oopes and maono phages
imwahved m | ethal shoclk of T ol mfered mice_gs they
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e mown | e seremied o low doses of annl 03
([15] and o own unpuoblished Tesubs) or sapiyls
ooeea] endenodeam BO(SERE [16] .

Hyperproducion of THF ssems 1o be o oommon
fanme m mbomon-mediored sensrmaiion o =ndo-
mxemia [, 8] end Sheamreamanreaaion [9] . Though we
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Ep coixcnr ot O el o8 days L D med O el
e e wash 207 Y oy e g ol
H!Eﬂ:mhﬁ}ﬂhiﬁ:dﬁ*aﬂn‘u‘.hhﬁ
st dol et doller en ooy, ocgs (- DS conprad &
e e emmccnaleied cord so0)
‘!ml-==-'nq-.hnd'q,-

demorstrared tha @ et THETHER] pasheay lmds
o death of mieoed mice upon LPS callenge, ladk of
THFEH] expresgon per &= wa DT enmgh 1o pEvent
death The need for strminoecus MiIF nenratisasion
and THF-H1 disropbon poms @ see mdepend ent and
highly kdfhal effecior pachways i dhis modd. In die
cenal ligariom and ponorre [C1P) mods of s, o
whidh the ladr of THF ssms to impair hoe neanral
deferses, oo MIF mesament prevens the kerhal shock
of highly smeeprible TMES mice [30). Theae daza
suppam S nooon that akbhoogh MIF ard TMF can be
imeerceprin g mflammasry pasnways, they on fimoion
independendy [31] To dawe, chers me oo mepors of
fubminany shock mchronic Chagavic paiems mmde
going sepeh, & ponhilmy predicnshle by owr daza
showing at smhanced suscepribilivy 10 = dogememiy
exrends up o the dhronis srage of e on

T oug glheolpids are wedl mown for dhar
inflaromaory  properries, mdodng 012 and THE
thmough TLRZ hgation [21) Morsoier, during & cerain
imerval, wdminrarion of ghyeo lipids indoce ml=ance
to st on with: LPS in maoophages [32], posmg
then as Easihle primers of 8 Sevarmman reacton [191
T o ghyoobpids are alen pressned by C01 ro NE

T eells {26], m cell populsrion prev oosly demon seeeed
fo he mwvolved I the Shwarremmn mesmem (100

Therelone, an easy exp lenadon of vl
bethar T oueid gheoolipids arher dinecdy acdvae NE
T eddls m pomdoee [FN-y throngh O] pressnmtion or
ez .12 prodocion Simoogh TLR2 . engagemens an
magophages, therdy aoivaring MK cells vo produce
IFM-v. For feance, moice oeard wit dlled b some)
develop an enbanced smeepdhiloy o LS, ssicdy
dependess am 1¥4-y podocdon [8] and expression of
TIRY [33) Neswnhdes, we hne found thar ghe
sensitragon comed by T ol mieaion @mmor be
mimidked by foed paveches, and nether #8-v mor
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mokcules mown 1o be wolied I recognidon of
inflammmaory ghrood fpids [such ax TLAZ and COI) ane
nereesary for smsizadon. Thee das argoe agams a
presihle Tole for T ows ghyonlipids in sensmmaton oo
L1 |z posmible thar T o mndoced sereitradon sall
imvohes meoognidon of smple  pashogens msodted
mcdesn lar pamerns, acmvas ng etther she MydSl.denen.
deme [34 for TLREpaineay {3 5], In this mse, smisidzing
1. ool maolecoles would ether be mmreserved ar
mmavailable ro tvar e fnler recepe s when fieed pars-
stes iremsad . of Ine ones are nzed.

‘W mimmul mred marophages with LS and obesrved
imeneased TNF prod ueriom by maonoph ages from T ows-
mifered mice as well 35 meTeased TLRL evpression on
gy macophages ikhers have fbond even more
pronounced spoomanecas [36] or L% samalsred [37])

THF and W0 produedan by meorophages during amme
T ol infediion. (On the orher hand, Preire: de-Lima o

ol smdied stmmlaed with LPS+1FM-y
md comduded thar dhey are somewhar deamivared by
ooace with apoprodc cells doring mfergon [ 231 The
possibihin thar &he differem condusons foond in thess
epora aune from the efenm of PN m the lmer
mrmot be diregarded . Borpes o & [38] smodied che
=i of Feating mamophages from T ol infemed
mice with cyckarygensse inhibinors opon LPS smuls.
don i were. They oond ther cpclonpgenass inhihmors
grasrly enhane ed LPS s laeed prodocaon of THF by
el from noncmfeerd mie b oonly modemly
moneased prodocdon by macrophages fom indaed
mice Moreowe., when nomesmulsed maenophages
were reated with opdorpgensse mbibiors i witra,
moneassd THF prodocgon by edls from normal but not
from infeced mice was demowd (3] fhess fesibs
pamlld owr oleervadons of mamophages from mice
meawed dnvivowash the s loarpgenase 1 nhibid oo AAS | and
o e they paird m a4 ragher modest affea of PG Ex on
S axivaton s of maoophages from nisored mice

Hersn, we owemtiped the aowvadon soom of
maophages duning T sus inferdon wsmyg an o s
ppoad o conmas, Fremesde-lima ot ol [Z3)
malyzed rhe fmmion of maoophags from misarad
mmce pre-non bated for nov) with apoponic codls; ghedr
ernln show tha macrophages fom indeced mice can
be deamtrased by priar conmer i i with apopiote
cedls, & previomsly demom smared inmormal mice (390
#Aa the effems of commerwith apopaoric cells im wwe @a
e abmerved o vewe for st lesg 36 h {40}, mimieldng the
mrrac benvem maoophages and spoprotc o=l @
wire should be dispenzable. Though we omnor ds
zgard the posshility thar maoophages dange ser
acavadon stams rapidly when cobymed, the imoessed
aciviry iof freashl y obrs ned maoronh ages from miiseed
mice o 1PS smulation paraliels ther moeased
mmceqiniliny o endogoxemia Moneover, Freirs da-lima

OO WDV Vel g Gl b Co EGA A et

Tux | lessarel 30 371 1510

ot ol (23} asumed gut macTophaze dmogvaton J o
onnr @ vho, SICe Teammenw wWith cpdorypensse
inbohimrs 15 atle o redoee parasiemis, but we show
here thar this meagmens prodoces. mod st maano phage
reantivadon in mismed mice and does mor aber the
omrome of subleghal 1LPS shock However, oor resols
ar= mot necessanily oomermdienry. Whether this rather
modes snhmemen of macrophag= fimoien @n
acconme for e decremse In pamasiemis mdooed by
AMS mill mewds m be deermined. A reroncilng
hyposhesis would be thar marnophages are redaively
dmemvard duringindecnon henoe chedr fimiomion amn be
enhanced by mearnenr wih gedorypenses inddboors,
burthey sl display LPS reacrniany abowe thar of nermal
mice, which ia responsible for fhe incresed soscenr:
ihilry 1o endowyemis smong infermed mie. Alwrns.
mvely, cpdorypemnase inhdbiors could am shroagh
s divioma] mechanems © help redoee peraste Joad
Hased on shese obosrvators, we mle oor a dires
mypanocdal achiny of opdorygenase imhibinors

Materials and methods
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CCL2/MCP-1 controls parasite burden, cell
infiltration, and mononuclear activation
during acute Trypanosoma cruzi infection
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ABSTHACT

CCL2MACEP-1 hae amarged recently oz a ortiosl facbor
n infectious and sutcdmmuns mMyoocanditia. in et this
chamoiing o produdced in greal amoamio in hoartg
from Trypanoeoma crud-nfected mice and la known
o snhance parasie uptaks and dostruction by mao-
rophages. Harein, wa studied tha mvolsemant of
CCL2 i Heaue mtommabon and resiaiancs to 7.
orurl Infectsd COLE " mics developed highar pRra-
mitemias aned died earlier than WT mice. Closs to thair
daath, T. oruzi-infected CCLZ * graatar
armounis of TMF, 1FN-y, and IL-10 in ploorms thian W
and clinical @igns of systemio INlaremetory responea.
meRin wers mone frequoant in heortn and
Ivers from nfsotod CCLE 7 tHoouss fhon n WTa, ond
reduced numbsra of kukocytos nfraied thair Ha-
aues. Leukooytes formed dffuse but not focal infill-
retea in haarts from fected CCLZ © mico, and
parivasouinr oufte coukd gifll be found in thedr lIvara.
Infected CCLE © mice had smaller parcentages of
aotvated Cioib (Mac-1) " CO107h (Mac-3)° macro-
phagas and G088 CO60™ colls @mong heart and her
Irfitrates than WTs (low oytomatry), ndicaling et
CCL2 confrole suboal migration'ociivaton. COLS coou-
mulated among fooal heart nfftrates, sugoeoting that
thin ohgrmokdng o rmaobad in retorion of momorLcieor

Ey. Owr reaults domonsitrote et CCL2 conirnibatos to
reduce paraaite growth and indicats that i does a0
by oconiroding the diatribution, oellulor composition,
and atate of actvaion of Nlammatony infiltretoo i
aoute T. o infeotion. J Leukoo. Bl 880
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CCLEAMCPEL AR v a chemokine secrewsd by a vafegy of
cells 1m response o inlammanion and rejresems a ool
facrne o thie recruliment of moneoaes o dssues [1-30 The
capady 1o conmol lefeaion @n be hampered Inoche abe
senoe of CCLEOCCRT-medined monoopee recrniimen, gen-
erarng ey i pabogens such as Tonydasms prmdil
|4, =} =nd stymbacimiun et | 4], Lke mannoves, T
tpmpbocyes are alen @egen o CCL2 [0 Bedde belnga T
cell chempanmcang, CCL2CORT inerratdon cin resoue
208 hmphocyues from andgen/growch Goor depivadon-
apopings [7], exahling them 1o migraie i slces where anel-
geo i avafiable Morsover, the genermson af effector and
cemiral memory CHAT T cells Is deficent In the dhsonce of
GCLE, as well as the migradon of cenired memory C08 1
cells 1o inflammarmry sies [B]

(302 emerged recenaly an an essendal Aoor o the devel
comend of amodmmunes amd lefecdoas myscardids. Full de-
velopment of sursimmine nrypciils cosed by immento-
dlon with myvosin depenids on the O 2AOCRT Inerrzoion
{9, 1], as well az the myncanlium mororuclear infilimees
produced by infecon with Coxsckle B virs [1], and
entonosd hean mopresion of (012 accebemies the Inflams.
maion camsed by cnomegalovines | 121 above all, enhanced
expresgirn of OrA2 mrgered o ihe hean can per s=, gro-
duce leukocyue Inflimfon and progrems o dilared omvocrd-
apachy | 18], refnFoecing fos plvol role in myocrdics.

Tryfemmnma cred armee Infeodon 18 accompanied by a s
vere dmue nfammadon. Fighly parasitred organs such as
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infilirmes scanered throughng the onEn. Durdng amee
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hbon botween bewrd dypfencizon snd (U1LT wwrem coswon-
traizcam tn Chngaan aisends [ 2% B1], imiluzing that (2012
mmpini b A cominbuics o secrusimeni and reenisen of e
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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