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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Patricia Elaine de Almeida

Os macrofagos sao os principais agentes de defesa contra patdogenos intracelulares e
tém importante papel no metabolismo de lipidios e processos inflamatérios. Varios
estudos demonstraram a participagdo de macrofagos “espumosos” durante a infecgao
intracelular por micobactérias, mas seu significado funcional é pouco entendido. Nosso
laboratério tem mostrado que os corpusculos lipidicos sdo organelas dinamicas e
funcionalmente ativas, que funcionam como sitios de sinalizacdo em leucocitos para
regulacdo do metabolismo lipidico e sintese de mediadores inflamatorios. Os
mecanismos que regulam o acumulo intracelular de lipidios, bem como a ativacéo de
fatores transcricionais envolvidos no metabolismo lipidico de macréfagos, durante
processos infecciosos, 0 seu significado na patofisiologia e no curso de doencas
desencadeadas por patdégenos intracelulares ndo sdo completamente entendidos. Os
Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos (PPARsS) atuam em varios
processos inflamatorios e imunoregulatorios devido a propriedade de regular a
expressdo de varios genes, estando desta maneira implicados na patofisiologia da
aterosclerose, inflamacao, diabetes e resposta imune. O papel do PPARy na resposta
do hospedeiro frente a patdégenos ainda ndo se encontra esclarecido. Assim nosso
objetivo foi caracterizar o envolvimento do receptor nuclear PPARy na resposta do
hospedeiro frente a infec¢cdes pelo patdgeno intracelular Mycobacterium bovis, BCG.
Em paralelo, investigamos o papel do receptor Toll-like 2 (TLR2) e outras moléculas
sinalizadoras como CD14, CD11b/CD18, CD36, dectina-1 além de lipid rafts na
resposta inflamatéria durante a infeccdo por BCG. Nossos resultados demonstram que
a infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongos por M. bovis, BCG in vitro
induziu aumento da expressdo de PPARy, o qual foi acompanhado pela inducédo da
formacdo de corpusculos lipidicos, bem como aumento da producdo de mediadores
inflamatorios como PGE; e citocinas. A expressdo de PPARy e a produgdo de
corpusculos lipidicos e mediadores inflamatorios foram drasticamente inibidas em
camundongos deficientes para o receptor TLR2, sugerindo um papel importante do
TLR2 neste fenbmeno. Demonstramos também que ativacado de macréfagos in vitro por
agonistas de TLR2 (M.smegmatis, Pamscys e zimosan) ndo foi capaz de induzir
formacéo de corpusculos lipidicos, sugerindo que ativacdo de TLR2, embora essencial
para induzir expressdo de PPARy ou formacdo de corpusculos lipidicos na infeccéo,
ndo é suficiente para desencadear vias de formacéo de corpusculos lipidicos, indicando
gue outros co-fatores podem estar envolvidos. Nés verificamos de maneira significativa
Xl



o envolvimento de CD14, CD11b/CD18, CD36, lipid rafts e dectina-1, na formagéo de
corpusculos lipidicos e producdo de mediadores inflamatorios. Além disso, a
neutralizacdo do CD36 levou a inibicdo da expressdo de PPARy induzida por BCG.
Desta maneira sugerimos que a infeccédo por BCG altera significativamente os niveis de
expressdo de PPARy de maneira dependente de TLR2 e CD36 e que receptores
nucleares ativados por lipidios podem modular a formagcdo de corpusculos lipidicos,
sintese de PGE,, e a funcdo de macréfagos durante infeccdes micobacterianas. O
estudo da regulagcdo e ativagcdo de PPARy durante infecgbes por patdgenos
intracelulares poderd trazer contribuicdes sobre os mecanismos basicos de interacao e
escape na resposta patdogeno-hospedeiro e poderd contribuir para a identificacdo de
novos alvos terapéuticos para a tuberculose.

Abstract
TESE DE DOUTORADO

Patricia Elaine de Almeida

Macrophages are the main agents of defense against intracellular pathogens and have
important role in the lipid metabolism and inflammatory process. Recent studies have
demonstrated the participation of foam macrophages during the intracellular infection by
mycobacteria, but their significance is not completely understood. Although there are
some studies concerning inflammatory response in tuberculosis, little is known about the
cellular and molecular events involved in inflammation and the role of lipid mediators in
the pathogen-host response. The mechanisms that control the intracellular lipid
accumulation, as well as the activation of transcription factors involved in lipid
metabolism of macrophages during infection process and the significance in the
pathophisiology and the course of infection by intracellular pathogen is not completely
understood. The activator receptors of the proliferated of peroxissomos (PPARS) act in
some inflammatory and immunoregulatory processes due their ability to regulate the
expression of some genes, in this manner, they are implied in the pathophisiology of
atherosclerosis, inflammation, obesity, diabetes and immune response. The role of the
PPARYy in the response of the host to the pathogen is not yet completely understood.
Thus, our aim was to characterize the involvement of PPARy in the host response to
infection by the intracellular pathogen Mycobacterium bovis, BCG. In parallel we
investigated the role of Toll-like receptor 2 (TLR2) and other co-factors as CD14,
CD11b/CD18, CD36, dectin-1, as well as lipid rafts in the inflammatory process during
the infection by BCG. Our results demonstrated that the in vitro infection of peritoneal
mouse macrophages by M. bovis, BCG induced increase of the PPARy expression, wich
was followed by the induction of the lipid body formation, as well as the increase of
inflammatory mediators, as PGE, and cytokine production. Lipid body formation and
PPARYy expression were drastically inhibited in deficient mice for TLR2 receptor,
suggesting an important role of the TLR2 in this phenomenon. We also demonstrated
that in vitro activation of macrophages by TLR2 agonists (M.smegmatis, Pamscys and
zymosan) has not been capable to induce lipid body formation, suggesting that TLR2
activation is essential to induce lipid body formation during the infection but it is not
enough to activate pathways of lipid body formation, indicating that other co-factors are
involved. We observed a significant involvement of CD14, CD11b/CD18, CD36, lipid
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rafts and dectin-1, in lipid body formation and inflammatory mediator production.
Moreover, the CD36 neutralization inhibited PPARy expression during BCG infection.
We suggest that the infection by BCG significantly alters the levels of PPARy expression
in TLR2 and CD36 dependent pathway and that nuclear receptors activated by lipids
can modulate the lipid body formation, PGE, production, and the macrophage function
during mycobacterium infection. The study of the regulation and activation during
infections by intracellular pathogens may contribute for the understanding of basic
mechanisms of interaction and escape in the response of host to pathogens and for the
identification of new therapeutical targets for the tuberculosis.
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1) INTRODUCAO



1.1) Tuberculose

1.1.1) Caracteristicas e Consideracdes gerais

Dados da Organizacdo Mundial de Saude estimam que o Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), o agente etiolégico da tuberculose (TB), infecta
aproximadamente dois bilhdes de pessoas em todo o mundo, levando a morte
aproximadamente dois milhdes de pessoas por ano (Frieden e cols., 2003; OMS,
2008). Nos ultimos anos, a tuberculose se tornou um dos mais graves problemas de
saude publica no mundo (Figura 1.1), sendo considerada a segunda causa de morte
por doenca infecciosa, depois da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

Esta nova reincidéncia da tuberculose vem sendo atribuida, principalmente,
ao impacto da epidemia da AIDS, onde estudos recentes estimam que até o final de
2007 em torno de 11 milhdes de pessoas foram co-infectadas com o M. tuberculosis
e com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (UNAIDS, 2007). Além do impacto
da AIDS, outros fatores contribuem por aumentar ainda mais 0os numeros de
pessoas infectados com a TB. Estes fatores estédo relacionados ao surgimento de
cepas resistentes, a quimioterapia inadequada, e a combinacdo de fatores
demograficos e socio-econdmicos. Estudos recentes constataram cerca de 9
milhdes de novos casos em 2006 (em torno de 8% foram positivos para HIV) e cerca
de 4 milhdes dos casos foram positivos para o teste do escarro, que representa a
forma mais infecciosa da doenca (OMS, 2008). O Brasil ocupa a 182 colocacédo na
classificacdo dos 22 paises com maiores indices de incidéncia de tuberculose no
mundo, com 50 casos por 100.000 habitantes (OMS, 2008).

A literatura sobre tuberculose, tanto humana quanto experimental, demonstra
ser esta uma doenca de patogenia complexa, cujo aspectos de interacdes celulares
e moleculares entre micobactérias e células hospedeiras ndo se encontram
esclarecidos.

As micobactérias sdo pequenos bacilos, aerdbios obrigatérios, sem
mobilidade, ndo formadores de esporos, que se multiplicam lentamente. Podem ser
facilmente identificadas através da coloracdo pelo método de Ziehl-Nielsen ou pela
auramina (Carter e cols., 1991). No género Mycobacterium incluem-se espécies
patogénicas como M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, ndo

patogénicas e sapréfitas como M. smegmatis, M. microti. Os patogénicos sao
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relacionados como causadores da tuberculose tanto humana quanto animal (Griffin e
cols., 1995; Hines e cols., 1995).
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Figura 1.1 - Painel de distribuicdo de novos casos de tuberculose no mundo no
ano de 2006. Figura adaptada da Organizacdo Mundial de Saude: Controle global
da tuberculose, vigilancia, planejamento e financiamento 2008 (World Health
Organization WHO/HTM/TB/2008.393)



1.1.2) Mecanismos fisiopatoldgicos da infec¢éo

A transmissdo da doenca se da primariamente pela rota respiratoria através da
inalacdo de particulas suspensas no ar contendo o M. tuberculosis, que podem
permanecer no ambiente por minutos ou horas apos expectoracdo de pessoas com
tuberculose pulmonar ou laringeal durante tosse, espirro, fala, etc. (Riley e cols.,
1995). Apesar da doenca acometer outros o6rgdos, a tuberculose pulmonar é a mais
comum. O foco primério no pulméo localiza-se mais freqientemente, em regifes
periféricas as zonas médias e inferiores do pulméo, para onde a maioria do ar
inalado a cada inspiracdo € direcionado e o foco secundario ocorre nos apices
(Moreno e cols., 1989). Em muitos casos a infec¢do é assintomética, e a laténcia
clinica pode se estender por toda vida do individuo.

No pulmé&o, o microrganismo pode levar a quatro possiveis respostas: 1 -
resposta inicial do hospedeiro pode ser efetiva e eliminar os bacilos, impedindo o
estabelecimento da tuberculose; 2 — as micobactérias podem ser inativadas,
permanecendo dormentes no interior dos fagdcitos, ndo havendo o desenvolvimento
da doenca; 3 — a micobactéria pode iniciar a multiplicacdo imediatamente apés a
infeccdo ocasionando a tuberculose primaria; ou 4 — ocorre reativacao da infeccao
latente, (Flynn and Chan, 2001).

O curso da doenca causada por M. tuberculosis, M. bovis e M. africanum em
humanos é similar (Cosma e cols., 2003). As micobactérias patogénicas persistem
em macréfagos dentro de granulomas nos 6rgdos do hospedeiro infectado,
principalmente no pulmédo. O granuloma consiste de macrofagos, células gigantes,
células T, células B e fibroblastos (leséo primaria).

A formacdo de granuloma é uma caracteristica da maioria das infeccdes
micobacterianas (Esquema 1.1). O granuloma formado na tuberculose é uma
estrutura altamente organizada e representa o balango entre hospedeiro e patégeno
(Russell e cols., 2002). Para o hospedeiro o granuloma fornece um ponto focal para
a resposta imune, limitando a disseminacdo da bactéria. Para o patdégeno, o
ambiente pro-inflamatério do granuloma recruta células hospedeiras em potencial
para sobrevivéncia e persisténcia do bacilo.

A distribuicdo limitada de linfocitos esta relacionada as citocinas do
microambiente do granuloma. Os lipidios bacterianos liberados pelo bacilo induzem

liberacdo de citocinas, como interleucina-6 (IL-6) (VanHeyningen e cols., 1997), que
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podem suprimir a proliferacéo de células T, e a exocitose destes lipidios a partir das
células infectadas, pode estender a esfera de influéncia além da célula hospedeira
confinada (Russell e cols., 2002). Tal estratégia pode favorecer a permanéncia
bacteriana. Embora a estrutura e a composicao celular dos granulomas serem bem
conhecidas, o papel dos tipos celulares especificos dos granulomas permanece
desconhecido.

Dentro dos granulomas, os macréfagos podem se diferenciar em células
epitelidides e/ou se fundirem formando células multinucleadas, chamadas células
gigantes. Os macrofagos que apresentam grandes quantidades de corpos de lipidios
ou corpusculos lipidicos sdo chamados de macréfagos espumosos. Varios trabalhos
tém caracterizado a presenca dos macréfagos espumosos durante infeccdes
micobacterianas, aspecto este observado principalmente em granulomas formados
durante a tuberculose tanto em condig¢des clinicas quanto experimentais (Ridley and
Ridley, 1987; Hernandez-Pando e cols., 1997; Cardona e cols., 2000). Entretanto, o
significado funcional destas células nos processos infecciosos ainda €
desconhecido.

Na infeccdo latente, o estado da micobactéria dentro do granuloma ou
tubérculo, ndo € completamente conhecido. O microorganismo pode estar em um
estado dormente nado replicante, pode estar replicando ativamente, mas sendo
eliminado pelo sistema imune, ou pode estar metabolicamente alterado com ciclos

replicativos limitados ou infrequentes (Flynn and Chan, 2001).



Doenca
pos-primdria

[
(A Persisténcia da
J \ bactéria no tecido
| ; ~
Z ) livre de lesdo
Y
Infeccdo inicial Granuloma

Receptor
4 _ quimiocinas
—
/(3 quimiocinas
Macrophages ’ Beells /| \

| -
=

'Y

——
\

o

ST e
J/

M. tuberculosis “u‘

\
Células 1)

¢
P celulas T
dendritica i

1 [ J
N \/®®
(0O,
\.

Macréfagos infectadosr\\(::\::n g

Centro estavel que impede o
crescimento micobacteriano

Esquema 1.1 - Infeccdo e formacdo do granuloma durante a infeccdo por M.
tuberculosis. No sitio de infeccdo, ha participacdo principalmente de macréfagos,
células dendriticas e linfécitos T. A ativacdo das células presentes no sitio
inflamatorio promove a producéo de citocinas e quimiocinas que regulam a formacao
do processo granulomatoso. O IFN-y e TNF-a participam de forma decisiva na
ativacdo dos macréfagos, maturacdo fagossomal e producdo de espécies reativas
de nitrogénio e oxigénio, enquanto que as quimiocinas, Ssao integrantes
fundamentais na conducéo do estabelecimento da resposta imune adaptativa ao M.
tuberculosis. Esquema adaptado a partir de Kaufmann, 2001.



1.2) Receptores envolvidos no reconhecimento de micobactérias e

componentes da parede celular micobacteriana.

O reconhecimento do patdgeno tem um papel critico na imunidade inata, por
facilitar a remogéo e a consequente morte do microorganismo. Este mecanismo leva
a ativacdo das células hospedeiras com a producdo de citocinas inflamatérias e
guimiocinas, iniciando assim o desenvolvimento da resposta imune adaptativa.

Os macrofagos representam uma das primeiras linhas de defesa contra
patdgenos invasores, cuja funcdo envolve internalizacdo destes microorganismos,
levando a ativacdo da via endocitica com consequente acidificacdo e atividade
hidrolitica do fagossomo, culminando na eliminacdo do patégeno. No entanto, o
inicio deste fendbmeno so6 € possivel devido a presenca de uma série de moléculas
gue estdo envolvidas no reconhecimento, fagocitose e ativacdo intracelular
direcionado pelo patégeno.

O processo de reconhecimento de micobactérias compreende varias etapas:
a primeira € a adesdo do bacilo a célula hospedeira. Para isto diversos receptores
da superficie celular participam desta interacdo, destacando-se: o0 receptor de
complemento 3 (CR3), considerado o principal receptor que medeia internalizacéo
de micobactérias; CR1; CR4; receptores de manose de macréfagos (MMRc), que
participam da fagocitose ndo mediada por opsonina, reconhecendo residuos de
manose nas particulas alvo (Fenton and Vermeulen, 1996); o grupamento de
diferenciacdo-14 (CD14) e receptores scavenger como o CD36. Outra via de
internalizacdo € a da proteina surfactante A, que serve como uma opsonina para
microorganismos inalados, e também pode ser uma via alternativa para a
micobactéria entrar na célula (Downing e cols., 1995; Gaynor e cols., 1995).

Além destes receptores descritos acima, varios estudos tém indicado a
participagdo de receptores do tipo “Toll Like” ou semelhantes a “Toll” (TLR) no
processo de ativacdo de macrofagos por antigenos micobacterianos (Reiling e cols.,
2002; Takeuchi e cols., 2002; Heldwein e cols., 2003; Quesniaux e cols., 2004;
D’Avila e cols., 2006).

1.2.1) Receptores “Toll like” (TLR), seus co-receptores e as associacdes

heterotipicas



A resposta imune em vertebrados é caracterizada pela imunidade inata e
adquirida. A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra
patdgenos invasores. Um dos principais papéis da resposta imune inata € a
fagocitose desencadeada por neutrofilos, macrofagos e células dendriticas.

Dentre o0s receptores para o0 reconhecimento de componentes
micobacterianos pelo sistema imune os mais bem descritos sdo os TLRs (Esquema
1.2) (Medzhitov and Janeway, 2000; Akira, 2003). A sinalizacéo através dos TLRs é
uma das principais armas da resposta imune inata durante infec¢des
micobacterianas.

O primeiro receptor da familia “Toll” foi identificado em Drosophila
melanogaster como um componente da via de sinalizacdo controlando polaridade
dorso-ventral de embrides (Hashimoto e cols., 1988). Lemaitre e colaboradores,
(1996 e 1997) demonstraram que os TLRs também conferiam imunidade as moscas
contra infec¢des fungicas. Os TLRs de mamiferos tém sido identificados como
homologos aos “Toll” de Drosophilas e referidos como "Toll Like Receptors (Rock e
cols., 1998). Os TLRs sao receptores transmembranares que possuem um dominio
extracelular de repeti¢cdes ricas em leucina e um dominio citoplasmatico homologo
ao receptor de IL-1R (Gay and Keith, 1991). O primeiro receptor “Toll” humano
descrito foi 0 TLR4 relacionado com vias de sinalizacao induzindo ativacdo do fator
nuclear-xB (NF-xB) (Medzhitov and Janeway, 2000). Através desta via, a ativacao
de TLR4 leva a inducdo da expressdo de uma variedade de citocinas e moléculas
co-estimulatorias que sao cruciais para a resposta adaptativa (Medzhitov and
Janeway, 1997).

Estdo descritos na literatura a presenca de 13 membros da familia TLR em
mamiferos. Varios agonistas para estes receptores tém sido identificados, incluindo
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, glicolipidios, lipoarabinomanana (LAM) e
acido lipoteicéico (LTA). Dentre os TLRs os mais bem descritos estdo os TLR4,
TLR1/2 e TLR2/6 que sédo encontrados na superficie celular, sdo capazes de
reconhecer lipidios ha membrana microbiana, e os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 que
reconhecem acidos nucléicos e sao encontrados no ambiente intracelular (Akira e
cols., 2006).

O reconhecimento micobacteriano, a sinalizacdo celular e a modulacdo da
resposta inflamatoria desencadeada por TLR requer a presenca de moléculas
acessorias e/ou co-receptores. Akashi e colaboradores (2008) designaram 3 grupos

classificatérios destas moléculas, seriam eles: 1) moléculas acessérias que sao
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necessarias e funcionam como moléculas regulatérias e estdo presentes na
superficie celular como o receptor de diferenciacdo mieldide 2 (MD2); 2) moléculas
qgue residem no reticulo endoplasmatico (Unc93B, PRAT4A e gp96); e 3) moléculas
gue interagem diretamente com os ligantes de TLR e regulam sua resposta, como
CD14, CD36 que interagem com TLR2 e TLRA4.

Estudos de Means e colaboradores (2001) demonstraram que ambos TLR2 e
TLR4 desencadeiam vias de sinalizagéo intracelular induzidas pelo M. tuberculosis
in vitro, e que M. tuberculosis viavel contém distintos ligantes que ativam células via
TLR2 e TLR4. O TLR2 exerce papel de destaque, uma vez que varios componentes
deste patdégeno apresentam atividade agonista sobre este receptor. Varios trabalhos
tém descrito a ativagdo celular via TLR2 por lipoglicanas da parede celular
micobacteriana, como por exemplo o LAM, ou por fosfatidil mio-inositol manosideo
(PIM) (Means e cols., 1999a; Gilleron e cols., 2003), sugerindo que TLR2 tem
participagao crucial na resposta inata contra micobactérias.

A vasta literatura tem mostrado que TLR4 e TLR2 podem regular diferentes
aspectos da resposta contra M. bovis, Bacillus Calmette e Guérin (BCG). Estudos de
Heldwein e colaboradores, (2003) mostraram que BCG induz producéo de citocinas
pré-inflamatérias em macréfagos deficientes de TLR4, mas ndo de TLR2. Diferente
do observado para macréfagos deficientes de TLR4, macrofagos deficientes em
TLR2 ndo expressam o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
Il quando infectados por M. tuberculosis (Reiling e cols., 2002).

Nosso grupo tem mostrado a participacdo de TLR2 e TLR4 na migracao
celular durante a infeccdo por BCG, onde a migracdo de macrofagos e eosinofilos
em animais deficientes para o receptor TLR2 foi drasticamente inibida quando
comparado com os animais deficientes para o receptor TLR4 (D’Avila e cols., 2006).

O TLR2 tem sido considerado o mais “promiscuo” de todos os receptores TLR
descritos. Esta caracteristica se deve a sua capacidade de reconhecimento de
diversos padroes moleculares associados a patdogenos (PAMPS), incluindo
componentes de bactérias Gram-positivas como as pepitideoglicanas, LTA (Nilsen e
cols., 2008), LAM (Means e cols., 1999a; Gilleron e cols., 2003), lipoproteinas
(Takeuchi e cols., 2002), bem como o LPS de certas bactérias Gram-negativas
(Triantafilou e cols., 2007), leveduras (Underhill e cols., 1999), e fungos (Heine e
cols., 2003). Esta caracteristica se deve a uma habilidade Unica do receptor se
heterodimerizar com TLR1 e TLR6 (Ozinsky e cols., 2000a). Estudos recentes tém

demonstrado a associacdo de TLR2 com CD36 em resposta a lipoproteinas
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diaciladas (Triantafilou e cols., 2006). Os estudos usando lipoproteinas diaciladas e
triaciladas tém sugerido que lipoproteinas diaciladas requerem TLR2/6 para
ativacao, ja as lipoproteinas triaciladas requerem TLR2/1 e ndo TLR6 (Alexopoulou e
cols., 2002; Morr e cols., 2002; Takeuchi e cols., 2002). Corroborando estes
achados, dois estudos, demonstraram que o0s heterodimeros formados entre
TLR2/TLR1, ou TLR2/TLR6 pré-existem na célula e ndo séo induzidos por ligantes
(Ozinsky e cols., 2000a; Triantafilou e cols., 2006). Além disso, durante a
estimulacdo por ligantes especificos, estes heterodimeros sdo recrutados para
regides especificas da membrana plasmatica, chamadas lipid rafts.

As lipid rafts sdo microdominios da membrana celular, ricos em colesterol e
esfingolipidios, envolvidos em varios mecanismos de sinalizagdo, no trafego de
membranas, mecanismos de adesao celular, na resposta imunoldgica e em doencas
inflamatorias (Brown e London, 1998; Simons e Toomre, 2000). Sabe-se que estas
estruturas sao altamente dinamicas, mas suas fungbes em cada um destes
contextos ainda ndo estdo completamente caracterizadas.

Ao contrario do observado nas associacdes de TLR2/6, associacdes entre
TLR2 e CD36 nao sao pré-formadas, mas sim induzidas pelo ligante (Triantafilou e
cols., 2007). Corroborando estes dados, estudos demonstraram que lipoproteinas
diaciladas sinalizam através do heterodimero TLR2/6 e também requerem CD36, e
nao o heterodimero TLR2/1 (Hoebe e cols., 2005).

No entanto, algumas questdes na sinalizacdo desencadeada por TLR2 ainda
permanecem para ser elucidadas, por exemplo, se diferentes ligantes de TLR2
podem desencadear uma sinalizacdo de modo similar a partir da superficie celular

ou intracelularmente?
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1.2.2) Papel do CD14 no reconhecimento micobacteriano

Trabalhos tém indicado um importante papel para co-receptores de TLR que
participam da adeséo de micobactérias as células hospedeiras, dentre eles podemos
destacar o CD14, uma proteina ancorada a um glicosilfosfatidilinositol (GPI)
expresso na superficie celular de monécitos e macréfagos (Hoheisel e cols., 1995;
Schluger and Rom, 1998; Compton e cols., 2003; Pauligk e cols., 2004).

O inicio do processo de fagocitose se da pela ligacao dos receptores ao LAM,
um dos principais moduladores da funcdo de macréfagos e células dendriticas. O
reconhecimento do LAM via CD14 é semelhante ao lipopolissacarideos (LPS) de
bactérias Gram-negativas, com pontos comuns nas vias de sinalizacdo
desencadeadas por estes microorganismos (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and
Rom, 1998). Além disso, o CD14 pode interagir com varios TLRs induzindo a
producéo de citocinas apos infeccbes bacterianas e virais (Compton e cols., 2003;
Pauligk e cols., 2004).

Estudos tém documentado a presenca do CD14 em lipid rafts de mondcitos
(Pfeiffer e cols., 2001; Triantafilou e cols., 2006). Na linha destes achados foi que
CD14 interage diretamente com TLR2 e TLR4 e que esta interacdo € independente
do ligante. Entretanto, somente quando o complexo CD14/TLR é ativado por um
ligante é que ele é recrutado para lipid rafts (Schmitz and Orso, 2002). Além disso, o
CD14 pode atuar como um transportador de ligantes microbianos entregando
ativamente moléculas, como LPS e poly I:.C para os TLRs tanto na superficie celular
como intracelularmente e funciona como um sinal amplificador para movimentacao
de TLRs para os microdominios lipid rafts (Schmitz and Orso, 2002).

O CD14 funciona como um receptor para ligacdo de lipopeptideos e LTA
(Schroder e cols., 2003). Na linha destes achados, estudos demonstraram que CD14
e CD36 funcionam como co-receptores de TLR2, e estes co-receptores Sao
necessarios para a ligacdo e internalizacdo de LTA, bem como para induzir a
producédo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) em mondcitos. Estes fenbmenos
ocorrem preferencialmente na membrana plasmatica e independe da internalizacéo

do ligante (Nilsen e cols., 2008).
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1.2.3) CD36: um receptor scavenger envolvido na fagocitose, inflamagéo e
metabolismo lipidico

O CD36 tem sido implicado em vérias func¢des biologicas, tanto normais quanto
patoldgicas, incluindo angiogénese, aterosclerose, fagocitose, inflamacéo,
metabolismo lipidico e remocdo de células apoptéticas (Febbraio e cols., 2001;
Hirano e cols., 2003).

O CD36 foi identificado pela primeira vez por Talle e colaboradores, (1983) e
isolado a partir de plaquetas como um receptor para trombospondina (Asch e cols.,
1987; McGregor e cols., 1989). O CD36 é uma glicoproteina transmembranar e
membro da familia dos receptores scavenger classe B, encontrado no endotélio
microvascular, adipdécitos, células musculares lisas e esqueléticas, células
dendriticas e células hematopoiéticas, incluindo precursores eritroides, plaguetas,
monadcitos/macréfagos e megacariécitos (Febbraio e cols., 2001).

Alguns trabalhos tém relacionado a localizacdo de CD36 em lipid rafts (Zeng
e cols., 2003; Pohl e cols., 2005). Outros estudos tem relacionado a associacédo do
CD36 com cavéolas e com a propria proteina caveolina-1. No entanto, os estudos se
mostram contraditorios no que diz respeito a associacdo de CD36 com caveolina-1.
Alguns autores tém documentado que CD36 co-localiza com caveolina-1 e cavéolas
em regides de lipid rafts (Covey e cols., 2007) ao contrario do observado por (Zeng e
cols., 2003) que demonstraram uma co-localizagdo de CD36 em lipid rafts
independente de caveolina-1 e cavéolas. As cavéolas sao regides ricas em
esfingolipidios e colesterol e podem servir para concentrar moléculas de sinalizacéo
e facilitar a integracdo da cascata de sinalizacdo intracelular. Além disso, muitas
evidéncias indicam que as cavéolas tém um papel importante no trafego de
colesterol nas células (Uittenbogaard e cols., 2000; Lee e cols., 2001).

Estudos de Savill e colaboradores, (1991) identificaram o CD36 como um
receptor para o reconhecimento de células apoptoticas por fagdcitos mononucleares.
Outros autores demonstraram a funcdo primaria dos receptores scavenger na
remocao de células apoptéticas durante desenvolvimento, homeostasia e processos
infecciosos (Bird e cols., 1999; Chang e cols., 1999). Além disso, o CD36 pode ainda
apresentar importante papel na sinalizacéo celular, regulando a resposta apoptética
e inflamatdria em células endoteliais e macréfagos (Moore e cols., 2002; Medeiros e
cols., 2004; Hoebe e cols., 2005; Stuart e cols., 2005).

Achados recentes mostram que ha evidéncias do papel de CD36 na resposta

13



imune inata contra patégenos como bactérias e seus componentes inflamatorios.
Hoebe e colaboradores, (2005) documentaram que CD36 de macrofagos é
importante para o reconhecimento de lipopeptideo-2 de Mycoplasma pneumoniae
(S-MALP-2), PAM,CSK4 e zimosan, mostrando que alguns, mas nado todos, os
ligantes de TLR2 sao dependentes da sinalizacado de CD36.

O CD36 funciona como um receptor fagocitico para uma variedade de tipos
bacterianos, incluindo M. tuberculosis em adipdcitos (Neyrolles e cols., 2006). O
envolvimento do CD36 na fagocitose e producdo de citocinas em resposta ao
Staphylococcus aureus e por componentes da parede celular - o LTA, e em menor
extensdo por Escherichia coli e seu componente da parede celular - o LPS tem sido
documentado (Stuart e cols., 2005). Desta forma, tem sido reportado que o CD36
pode ter um papel na sinalizacdo intracelular independente de TLR, ativando vias de
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e JNK em macréfagos (Rahaman e
cols., 2006; Baranova e cols., 2008).

Uma importante fungéo patolégica dos receptores scavenger esta relacionada
com a formacdo de macrofagos espumosos e com a aterosclerose. Isto se deve
principalmente a capacidade do CD36 de mondcitos e macrofagos se ligar e
endocitar a LDL oxidada (oxLDL), mecanismos que tém um papel critico para a
formacédo de macréfagos espumosos, desencadeando o desenvolvimento da lesédo
aterosclerotica. A endocitose de oxLDL por CD36 ocorre através de vias mediadas
por lipid rafts e parece ser independente de cavéola, caveolina-1 e mediada por
clatrina (Zeng e cols., 2003). Este mecanismo induz importantes mudancas no
complexo transcricional em macréfagos, incluindo um aumento da regulacdo da
expressdo de CD36 (Shiffman e cols., 2000), a ativacdo do receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos-gama (PPARYy) por vias dependentes de proteina 38
(p38), MAPK, proteina quinase C (PKC) (Feng e cols., 2000) e PKB (Munteanu e
cols., 2006). O PPARYy por sua vez heterodimeriza com o receptor X retindico (RXR)
e o0 heterodimero PPARyY:RXR se liga diretamente a regido do elemento de resposta
ao PPAR (PPER), na regido promotora do gene que codifica o CD36 (Tontonoz,
1998). Além disso, oxLDL pode também induzir ativacdo de NF-kB em macrofagos
(Lipsky e cols., 1997) através de um mecanismo dependente de CD36 e PKC (Han e
cols., 2000).

Pelo menos dois estudos utilizando macrofagos deficientes para o receptor
CD36 mostraram que estas células sdo incapazes de internalizar oxLDL e formar
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macroéfagos espumosos (Silverstein and Febbraio, 2000; Febbraio e cols., 2001). De
acordo com estes achados foi demonstrado que oxLDL era incapaz de ativar
macréfagos de animais deficientes para CD36 e, em contrapartida, nos animais
selvagens ocorria a ativacdo de MAPK, JNK-1 e 2 (Rahaman e cols., 2006). Além
disso, o bloqueio farmacoldogico de JNK ou de quinases da familia Src inibe a
formacdo de macrofagos espumosos in vitro e in vivo de maneira dependente de
CD36 (Esquema 1.3).
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Esquema 1.3 - Representacdo esquematica das vias de ativacao
desencadeadas por CD36 durante a internalizacdo de oxLDL em macrofagos.
A oxLDL se liga ao CD36 e desencadeia a ativacdo do fator transcricional PPARY.
Este mecanismo de ativacdo leva a um aumento da expressdo do CD36 na
superficie dos macrofagos. A via de NF-xB também é alvo da ativacdo provocada
por oXLDL e leva a inducdo da sintese de vérias citocinas. A ativacao de macréfagos
por oxLDL desencadeia a fosforilacdo de quinases relacionadas a via de ativacdo
intracelular do CD36, como MEKK2, JNK1 e JNK2. Esquema adaptado a partir de
Collot-Teixeira e cols., 2007.
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1.2.4) Dectina-1, um receptor para micobactérias

De maneira geral, o processo de fagocitose tanto para micobactérias quanto
para outros patdgenos € iniciado pela ligacdo de particulas alvo microbianas aos
receptores de superficie celular, alguns deles capazes de reconhecer o alvo
diretamente, sendo chamados neste caso de receptores de reconhecimento de
padrdao (PRRs) que se ligam a estruturas microbianas conservadas, os PAMPs.
Dentre eles, destacam-se os ja citados receptores de manose (MR), receptores
scavenger e os TLRs.

Os receptores de MR e CR3 tém sido historicamente considerados o0s
maiores receptores de lectinas de macrofagos e estéo envolvidos principalmente no
reconhecimento de particulas derivadas de leveduras ndo opsonizadas. De acordo
com estes estudos, Brown e colaboradores, (2002) usando inibidores de
carboidratos especificos, demonstraram que o receptor de B-glicano dectina-1, mas
nao o MR, € o receptor predominante neste processo.

A dectina-1 € um receptor de lectina tipo C, o maior PRR de macrofagos para
B-glicanos. Além dos macrofagos € também expressa em outras células do sistema
imune como nos monadcitos, neutrofilos e ceélulas dendriticas. Este receptor €
caracterizado como um receptor fagocitico para particulas contendo p-glicanos,
incluindo zimosan e Candida albicans (Brown and Gordon, 2001; Brown e cols.,
2002).

A dectina-1 € um receptor transmembranar contendo um motivo ativador nos
imunorreceptores de tirosina (ITAM) na sua cauda citoplasmatica. O ITAM é uma
estrutura encontrada em uma variedade de receptores capazes de desencadear
uma sinalizacdo pro-inflamatoria, como os receptores Fc e receptores de célula T
(Ravetch and Bolland, 2001), o que sugere que a dectina-1 pode ter um papel
importante na resposta inflamatoria de particulas contendo p-glicano. De fato
estudos tém documentado que ITAM é necessario para indu¢do da producédo de
citocinas pro-inflamatorias, em colaboracdo com TLR. Estes estudos demonstraram
gue a dectina-1 facilita a producédo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos
estimulados com zimosan (Taylor e cols., 2002; Brown e cols., 2003; Gantner e cols.,
2003).
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O trabalho de Ferwerda e colaboradores, (2008) reportaram que dectina-1 tem
um efeito sinérgico com as vias de TLR2 e TLR4 para producdo de TNF-o em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humanos e em macrofagos. A
dectina-1 € capaz de desencadear a producéo de citocinas, por interagir com TLR2
ou ainda pela ativagao direta de tirosina quinase do baco (Syk) (Rothfuchs e cols.,
2007) (Esquema 1.4).

Dois trabalhos relacionaram a participacdo da dectina-1 em infeccOes
micobacterianas, uma vez que a parede micobacteriana é composta por complexos
lipidicos, acucares e carboidratos. Rothfuchs e colaboradores, (2007),
demonstraram o papel da dectina-1 em promover a indugdo de IL12-(p40) em
células dendriticas infectadas por M. tuberculosis, onde o receptor foi capaz de
aumentar a interacdo da célula hospedeira com a bactéria levando a um
subsequente aumento da producédo de citocinas, através da ativacdo de Syk. Shin e
colaboradores, (2008) demonstraram uma interacgao fisica e funcional da dectina-1 e
TLR2 apos a infeccado por Mycobacterium abscessus. Além disso, a cooperagéao da
dectina-1 com TLR2 foi necessaria para uma fagocitose eficiente do M. abscessus,
induzindo a ativacdo de quinase regulada extracelularmente 1 e 2 (ERK1/2) e a
secrecédo de citocinas pro-inflamatorias através da ativacdo de Syk. No entanto, até
0 momento, pouco se sabe sobre como as vias de sinalizacdo intracelular

dependentes de dectina-1 sao reguladas durante infeccbes micobacterianas.
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Esquema 1.4 — Representacdo esquematica das principais vias de sinalizacéo
intracelular desencadeada por ligantes PRRs. As vias que sdo ativadas por
diferentes receptores sdo multiplas, neste esquema estdo demonstradas as
principais vias que diferenciam as diferentes classes dos receptores de
reconhecimento padrdo. Em destaque a dectina-1, o receptor da familia das lectinas
gue reconhecem B-glicanos, a ativacdo destes receptores podem afetar as vias de
sinalizacdo de TLRs, como também de proteinas associadas a apoptose, como a
caspase-1. Esquema adaptado de Trinchieri e Sher, 2007.
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1.3) Mecanismos de sobrevivéncia de micobactérias em fagodcitos

mononucleares.

Na resposta a infeccdo micobacteriana, os macréfagos sdo uns dos principais
agentes de defesa do hospedeiro, capazes de produzir espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio favorecendo a morte do bacilo, embora as espécies reativas de
nitrogénio, aparentemente sejam mais eficazes nesta funcdo (Fenton and
Vermeulen, 1996; Schluger and Rom, 1998; Bonecini-Almeida e cols., 2004). O
estudo de MacMicking e colaboradores, (1997) observaram que a ativacdo da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS) é essencial para conter a replicacdo do M.
tuberculosis no interior do macréfago hospedeiro. A sobrevivéncia de micobactérias
patogénicas como M. tuberculosis no interior dos macréfagos esta ligada as
propriedades fisico-quimicas da superficie micobacteriana e a formacdo de
fagossomos. Sabe-se que componentes da parede celular podem induzir alteragbes
na sinalizacao intracelular do hospedeiro.

Andlises ultra-estruturais de macrofagos infectados tém mostrado a dinamica
da fusdo do fagolisossomo e seu efeito na replicacdo bacteriana (Armstrong and
Hart, 1975; McDonough e cols., 1993). A adeséao e a internalizacdo das bactérias em
fagossomos esta relacionada com a sua capacidade de sobrevivéncia, dificultando
sua eliminacdo por enzimas lisossomais, espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio (Hart and Young, 1991).

As micobactérias exercem influéncia sobre as células hospedeiras, limitando
a apresentacédo de antigenos (Gercken e cols., 1994; Ullrich e cols., 2000), induzindo
supressdo da resposta de linfocitos (Prasad e cols., 1987) e induzindo mediadores
pré-inflamatérios e imunossupressivos (Wallis and Ellner, 1994; Rhoades e cols.,
1995). Russel, (2001), demonstraram que a progressdo de vacuolos contendo
micobactérias € limitada pela capacidade de acidificacdo do compartimento,
facilitando o acesso a nutrientes internalizados pela célula hospedeira e restringindo
a interface entre o patdgeno e a maquinaria de processamento e apresentacdo de
antigenos por macrofagos.

A resposta protetora do organismo contra micobactérias patogénicas esta
diretamente relacionada com eventos iniciais da interacdo patdégeno-hospedeiro.
Uma vez fagocitado, o patdégeno pode desencadear eventos intracelulares que

proporcionam maturacao e acidificacdo fagossomal, devido a fusdo com lisossomos,

19



organelas que apresentam uma carga de enzimas capazes de eliminar o
microorganismo (Russell, 2003). Estes processos muitas vezes séo regulados pelo
patégeno que tem a capacidade de desencadear varios mecanismos de agao,
conseguindo subverter as vias de ativacéo intracelular que promovem a acidificacéo
fagossomal e assim conseguem sobreviver e replicar dentro de suas células
hospedeiras (Armstrong and Hart, 1975; Xu e cols., 1994; Beatty e cols., 2002; Anes
e cols., 2003; Walburger e cols., 2004). Esta capacidade é um atributo que pode
estar ligado a propriedades da superficie micobacteriana (Beatty e cols., 2000;
Fischer e cols., 2001; Pieters, 2001). A liberacdo de componentes da parede
micobacteriana e seu trafego a partir do fagossomo representam um possivel
mecanismo pelo qual micobactérias influenciam o ambiente dentro do foco de
infecgéo.

Uma das principais caracteristicas das diferentes espécies de micobactérias é
a presenca de um complexo lipidico diverso, que constitui 60% da parede celular
(Kolattukudy e cols., 1997), sendo caracterizada pela baixa permeabilidade da matriz
contribuindo para a sobrevivéncia e replicacdo do microorganismo. Lipidios
provenientes de fracbes da parede micobacteriana tém sido caracterizados por
possuirem atividade biolégica, levando a uma supresséo da proliferacdo de células
mononucleares do sangue periférico (Barrow e cols., 1993), inducdo de citocinas
(Moreno e cols., 1989; Barnes e cols.,, 1992) e exacerbacdo da resposta
granulomatosa (Reggiardo and Shamsuddin, 1976). Lipidios da superficie
micobacteriana sdo 0s primeiros componentes a interagir com a célula hospedeira,
afetando a ativacdo de macréfagos e possivelmente direcionando eventos iniciais na
modulacdo da maturacao fagossomal (Goren e cols., 1976).

O principal componente da parede celular micobacteriana denominado
lipoarabinomanana (LAM) pode apresentar, tanto uma atividade imunomodulatoria
guanto antiinflamatoria, que pode inibir a produgéo de IFN-y por macrofagos ativados
(Sibley e cols., 1988), suprimir a ativacdo de linfocitos T (Ellner and Daniel, 1979),
bem como inibir vias que levam a apresentacdo de antigenos (Moreno e cols.,
1988). Trabalhos de Fratti e cols., (2000), demonstraram que microesferas cobertas
com LAM foram internalizadas em fagossomos que mostraram reduzida capacidade
de fusdo com lisossomos, mostrando que o LAM pode modular fagossomos
bacterianos.

O estudo de Moura e colaboradores, (1999) demonstraram que lipidios da

superficie celular de M. leprae e M. bovis, BCG induzem diferentes respostas
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celulares. O M. leprae inibe macréfagos tanto in vivo quanto in vitro e, por outro lado,
o BCG induz inflamacéo e proporciona uma ativacéo e diferenciacdo de macréfagos
em células epitelidides.

O colesterol das células hopedeiras pode funcionar como uma importante
fonte de carbono para as micobactérias (Hunter e cols., 2007; Pandey and Sassetti,
2008). Gatfield e Pieters, (2000), demonstraram que vacuolos contendo
micobactérias apresentam um alto contetdo de colesterol e que a deplecdo de
colesterol em macrofagos antes da incubacdo com bactérias torna as células
refratarias a infeccdo. Desta maneira, alguns autores sugerem que a restricdo de
nutrientes pode ser um mecanismo de defesa e € mediado por IFN-y, indicando que
a utilizacdo do colesterol como fonte de carbono é uma das estratégias de escape
usadas por M. tuberculosis (MacMicking e cols., 2003; Pandey and Sassetti, 2008).

Lipidios como acido araquiddnico e ceramidas internalizados pelo hospedeiro
tém sido relacionados com a sinalizagéo intracelular em macrofagos infectados, por
modular a resposta imune do hospedeiro, através da inducdo da producdo de
citocinas (Akaki e cols., 2000; Flynn and Chan, 2001), ou interferindo com os niveis
de ATP intracelular, desencadeando a associacdo de actina e culminando com a
maturacdo fagossomal e consequente morte do patégeno (Anes e cols., 2003).
Baseados nestes dados os autores comentam que o0 curso da infeccdo pode ser
influenciado pela inclusdo de determinados &cidos graxos na dieta. E importante
ressaltar que durante um processo infeccioso, o que é alimento para o hospedeiro
pode representar também uma fonte acessivel de nutrientes para o patdégeno
(Russell, 2003).

O sucesso da sobrevivéncia de espécies micobacterianas em seus
macrofagos hospedeiros se da também devido a capacidade destes organismos
induzir a producdo de mediadores inflamatérios que apresentam a capacidade de
desativar macroéfagos, inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Um
importante mediador desta resposta é a prostaglandina (PG) E,. Dados da literatura
mostram que o aumento da sintese de PGE; relaciona-se com a diminuicdo na
producédo de radicais reativos de nitrogénio por macréfagos, diminuindo assim sua

atividade citotoxica contra micobactérias (Betz and Fox, 1991).
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1.4) Corpusculos Lipidicos

1.4.1) Caracteristicas gerais

Os corpusculos lipidicos também chamados de gotas lipidicas, ou
adipossomos, sao inclusdes citoplasmaticas, esféricas, ndo delimitadas por
membrana, associadas a elementos do citoesqueleto que em estudos ultra-
estruturais apresentam elétron-densidade variavel (Franke e cols., 1987; Dvorak and
Monahan-Early, 1992; Dvorak e cols., 1992).

Em pequeno numero (1 a 5), os corpusculos lipidicos sdo constituintes
citoplasmaticos normais de leucocitos ndo ativados para revisdo ver (Bozza e
Bandeira-Melo, 2005; Walther and Farese, 2008). Além de células de mamiferos,
estudos relatam a ocorréncia de corpusculos lipidicos em plantas e microorganismos
(Galli e cols., 1985; Murphy, 2001; Bozza and Bandeira-Melo, 2005; Walther and
Farese, 2008). Avancos recentes mostram que corpusculos lipidicos de leucdcitos
sdo dominios intracelulares induziveis e especializados que participam em
processos de regulacéo e trafego do metabolismo lipidico, na sintese de mediadores
inflamatorios, na resposta frente a infeccdes patogénicas e na inflamacao alérgica
(Bozza e cols., 2007). Os corpusculos lipidicos aumentam em nimero e tamanho
participando como sitios na conducdo de processos inflamatorios em diversos tipos
celulares, incluindo macréfagos, mastocitos, eosindfilos e neutrofilos (Dvorak e cols.,
1983; Weller e cols., 1994, 1999; Bozza e cols., 2005).

Em analise ultra-estrutural, corpusculos lipidicos frequentemente apresentam
uma camada periférica, elétron-densa e osmiofilica, composta por uma
monocamada de fosfolipidios anfipaticos, alguns apresentam uma area elétron-
IGcida ao centro, outros, no entanto, sdo totalmente elétron-densos (Galli e cols.,
1985; Weller, 1991; Dvorak e Monahan-Early, 1992; Dvorak e cols., 1992; Dvorak e
cols., 1993; Melo e cols., 2003) (Figura 1.2).

Um intrigante aspecto da diferenca de osmiofilia dos corpusculos lipidicos
estd associado com o tipo celular, estimulo e o tempo de estudo. Estas mudancas
morfologicas geralmente refletem diferencas na composicao lipidica e indicam que
estas estruturas sdo organelas dinamicas capazes de mudar sua estrutura de
acordo com a atividade celular (Bozza e cols., 2007). Com coloracéo e fixagéo

apropriadas os corpusculos lipidicos podem ser visualizados, pois coloracdes
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rotineiras constituidas por alcoois, como May-Grunwald-Gimesa provocam a
dissolucéo destas estruturas.

Embora h& poucos anos alguns autores acreditassem que os corpusculos
lipidicos representassem apenas sitios de estoque e transporte de lipidios, hoje
sabe-se que estas organelas sédo estruturas altamente dinamicas e funcionalmente
ativas. Avancos mais recentes tém atribuido aos corpusculos lipidicos de leucécitos
funcdes de organelas especializadas, com importante papel na regulacdo do
metabolismo e trafego lipidico, no controle da sintese e secrecdo de mediadores
inflamatoérios envolvidos na resposta a infec¢ces bem como em processos alérgicos,

para revisao ver (Bozza e cols., 2007).

Figura 1.2 — Ultra-estrutura de corpusculos lipidicos de leucocitos. O detalhe
mostra as diferencas de elétron-densidade dos corpusculos lipidicos, onde eles se
apresentam totalmente elétron-densos ou elétron-lacidos, caracteristica derivada do
conteudo lipidico da organela. Esta caracteristica dependente de estimulo, dose,
tempo e tipo celular analisado. Figura adaptada de D’Avila e cols., 2006.
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1.4.2) Composicao e fungdes dos corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos sdo constituidos basicamente por lipidios neutros,
como triacilglicerol, colesterol-éster, associados a uma variada composicao
lipoprotéica, envolvidos por uma monocamada de fosfolipidios (Murphy, 2001; van
Meer, 2001; Tauchi-Sato e cols., 2002; Bozza and Bandeira-Melo, 2005; Ohsaki e
cols., 2006; Bozza e cols., 2007; Bozza e cols., 2009). A monocamada lipidica que
envolve o0s corpusculos lipidicos apresenta uma constituicdo abundante em
fosfatidilcolina e acidos graxos insaturados (Tauchi-Sato e cols., 2002), o que difere
dos fosfolipidicos encontrados nas membranas do reticulo endoplasmatico e de
microdominios ricos em colesterol e esfingolipidios.

Os corpusculos lipidicos apresentam um importante conteudo protéico
caracterizado principalmente por proteinas da familia PAT. As principais proteinas
PAT descritas relacionadas aos corpusculos lipidicos compreendem as perilipinas,
as adipofilinas ou proteinas relacionadas com a diferenciacdo de adipdcitos (ADRP
ou ADFP), a proteina de interacdo de porcao terminal de 47 kilodaltons (TIP47) e
S3-12, consideradas essenciais para o0 estoque e metabolismo de lipidios (Londos e
cols., 2005). Alem do envolvimento na biogénese dos corpusculos lipidicos, estas
proteinas parecem estar diretamente envolvidas na organizacdo estrutural destas
organelas. Varios estudos de microscopia de imunofluorescéncia (Londos e cols.,
1999; Fukumoto and Fujimoto, 2002; Miura e cols., 2002; Wolins e cols., 2006a),
microscopia eletrénica de crio-fratura em combinacdo com marcacfes com ouro
(Robenek e cols., 2003; Robenek e cols., 2004; Robenek e cols., 2008) tém
demonstrado a localizacdo de membros das proteinas PAT associadas a
corpusculos lipidicos.

Em particular, a ADRP tem sido associada a corpusculos lipidicos de
diferentes tipos celulares, incluindo os leucdcitos; apesar de nao ter funcéo
completamente entendida, parece atuar como proteina estrutural (Heid e cols., 1998;
Wolins e cols., 2001; Nakamura, 2003; Brasaemle e cols., 2004; Londos e cols.,
2005; Ohsaki e cols., 2006; Maya-Monteiro e cols., 2008). A ADRP esta associada
com lipidios neutros em todos os tipos celulares e de fato tem sido descrita como
uma proteina especifica e considerada um importante marcador para os corpusculos
lipidicos (Brasaemle e cols., 1997a; Heid e cols., 1998).

A regulagéo da expressdo de ADRP e perilipina e a compartimentalizagdo nos
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corpusculos lipidicos tem sido descrita em macrofagos com implicagdes importantes
para formacdo de macréfagos espumosos em lesdes de aterosclerose (Larigauderie
e cols., 2004; Zhao e cols., 2005; Larigauderie e cols., 2006).

Estudos de protedmica identificaram pequenas GTPases, além de dezoito
tipos de proteinas de familia das Rab, em corpusculos lipidicos (Brasaemle e cols.,
2004; Liu e cols., 2004; Ozeki e cols., 2005). As proteinas Rab séo reguladoras do
trafego vesicular e interacdo de organelas. Dentre elas a Rab5, a Rab7 (Yu e cols.,
2000; Brasaemle e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004; Ozeki e cols., 2005; Liu e cols.,
2007), a Rab11 (Holtta-Vuori e cols., 2002), e a Rab18, a mais bem estudada, esta
envolvida na interagcdo dos corpusculos lipidicos com o reticulo endoplasmético (RE)
(Ozeki e cols., 2005). Estes autores demonstraram que a Rab18 localiza-se em sub-
populac@es distintas de corpusculos lipidicos e ndo co-localizam com as proteinas
PAT. Isto sugere que os corpusculos lipidicos apresentam componentes protéicos
diferentes. Esta caracteristica deve refletir o estado funcional de ativacdo diferente
para cada corpusculo lipidico.

As enzimas também conhecidas por regular sinais extracelulares como MAPK,
ERK, p38, bem como PKC e fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que estao implicadas
na sinalizacao intracelular, também foram encontradas em corpusculos lipidicos de
leucocitos (Yu e cols., 1998; Yu e cols., 2000; Fujimoto e cols., 2001; Pol e cols.,
2001; Chen e cols., 2002; Liu e cols., 2004; Martin and Parton, 2005; Ozeki e cols.,
2005; Wan e cols., 2007). Aléem destas enzimas, citocinas como o TNF-a (Beil e
cols., 1995; Pacheco e cols., 2002), quimiocinas como as reguladas sob ativacao,
normalmente expressa e secretada por células T (RANTES) e IL-6 (Lim e cols.,
1996; Bandeira-Melo e cols., 2002a) e fatores de crescimento (Dvorak e cols., 2001)
em corpusculos lipidicos de leucécitos ativados. De modo geral, podemos sugerir
gue de acordo com o estimulo e o tipo celular os corpusculos lipidicos podem
compartimentalizar citocinas, bem como outros mediadores inflamatorios, levando a
uma amplificacdo da resposta pré-inflamatdria e a uma desativacdo de leucdcitos.
Entretanto ainda ndo é sabido como estas citocinas sao liberadas dos corpusculos
lipidicos e/ou se elas possuem capacidade de sinalizacao nestas estruturas.

Muitos estudos tém indicado que o aumento do numero de corpusculos
lipidicos em leucdcitos pode resultar num aumento da producéo de eicosandéides por
estas células (Bozza and Bandeira-Melo, 2005). Através de estudos ultra-estruturais
e de cromatografia de camada fina, alguns trabalhos mostraram a localizagdo de

acido araquidoénico em corpusculos lipidicos, sugerindo que estas estruturas séo
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sitios intracelulares ricos em substrato para sintese de eicosandides (Weller and
Dvorak, 1985; Yu e cols., 1998). Além de serem sitios de localizacdo de &cido
araquidonico esterificado, as principais enzimas envolvidas na sintese de
eicosanoides, como fosfolipases A,, 5-lipoxigenase (5-LO), leucotrieno sintase
(LTC,) e ciclooxigenase (COX) estao co-localizadas em corpusculos lipidicos (Bozza
e cols., 1997 a, Bozza e cols.,1998; Yu e cols., 1998, Pacheco e cols., 2002).

1.4.3) Biogénese do corpusculos lipidicos

1.4.3.1) Biogénese organelar dos corpusculos lipidicos

Varias hipoteses tém sido sugeridas para explicar o processo de formacao de
corpusculos lipidicos. A mais aceita € que os corpusculos lipidicos se originam a
partir da deposicao de ésteres-lipidicos entre a bicamada lipidica da membrana do
RE, devido ao acumulo gradual e globular dos lipidios (Murphy e Vance, 1999). O
acumulo de lipideos neutros, resultantes da atividade enzimatica do reticulo
endoplasmatico, ocorre entre as duas folhas da membrana do RE até alcancar
determinado volume sendo, a seguir, liberados no citoplasma carregando uma hemi-
membrana proveniente da face citosolica da membrana do RE. Esta observacao &
compativel com a organizagcdo dos corpusculos lipidicos (Brown, 2001; Murphy,
2001; Tauchi-Sato e cols., 2002;). Varios estudos tém contribuido para esta hipotese
mostrando a presenca de proteinas especificas do RE nos corpusculos lipidicos (Yu
e cols., 2000; Brasaemle e cols., 2004; Liu e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004). Por
exemplo, ja foi demonstrada a presenca das enzimas como a acil-CoA:colesterol
aciltransferase (ACAT) e a acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase (DGAT2) tanto no
RE quanto nos corpusculos lipidicos (Smith e cols., 2000; Chang e cols., 2001;
Kuerschner e cols., 2008). Esta enzima esta localiza em areas do RE que promovem
a formacdo dos corpusculos lipidicos (Kuerschner e cols., 2008) (Esquema 1.5).

Estes dados levam ao entendimento que os corpusculos lipidicos séo
originados no RE e direcionados através do citoesqueleto celular, possibilitando a
movimentacdo destas estruturas e interagdo com outras organelas de forma
dindmica e regulada. Entretanto alguns autores ndo excluem a possibilidade de que
outras regides e organelas celulares contribuam para o processo de formacao de

corpusculos lipidicos. Estas teorias ainda ndo podem ser comprovadas devido ao
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limite de resolugdo das técnicas utilizadas, onde s6 é possivel individualizar os
corpusculos lipidicos no citoplasma (Ohsaki e cols., 2008).

Pat proteinas  #7%  yembrana ext

) Fhossomes m Membrana interna
Corpusculos

<%

.

) lipidicos W Ptns Superficie
1 Citoplasma |j Lumem do RE
' Proteinas de Membrana

Esquema 1.5 — Modelo hipotético da biogénese de corpusculos lipidicos a
partir do RE. A biogénese dos corpusculos lipidicos envolve mecanismos
dependentes da transferéncia de lipidios e proteinas do RE para os corpusculos
lipidicos nascentes. (A) As enzimas responsaveis pela sintese de ésteres lipidicos
como (DGAT e ACAT) distribuidas na membrana do RE, e os ésteres lipidicos
produzidos se depositam entre a bicamada lipidica da membrana do RE. A
monocamada voltada para o citoplasma pode envolver os ésteres lipidicos
globulares, de onde, posteriormente, ocorre o brotamento nesta regido. Assim esta
monocamada de membrana se tornaria a camada de fosfolipidios dos corpusculos
lipidicos. Outra alternativa, € que os ésteres lipidicos globulares formados no RE se
desprendem junto a regides especificas da membrana do RE, carregando tanto as
monocamadas lipidicas voltada para o reticulo quanto as voltadas para o citoplasma.
(B) Formacédo dos corpusculos lipidicos ricos em ADRP a partir da monocamada
lipidica da membrana do RE voltada para o citoplasma com transferéncia de lipidios
a partir do RE, para os corpusculos lipidicos nascentes. (C) Formacdo dos
corpusculos lipidicos envolvendo a incorporacdo de dominios membranosos do RE e
lipidios neutros entre estes dominios. Esquema adaptado de Bozza e cols., 2009.
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1.4.3.1) Biogénese de corpusculos lipidicos por agonistas lipidicos

A formacdo de corpusculos lipidicos pode ser rapidamente evidenciada (15 —
60 minutos) em leucdcitos apds a estimulagdo pelo fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) e por agonistas de PAF (Weller e cols., 1989; Bozza e cols., 1996a; Bozza e
cols., 1996b; Pacheco e cols., 2002; Gomes e cols., 2006a).

Nosso laboratério tem documentado a formagdo de corpusculos lipidicos
induzida por lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada. A LDL oxidada (oxLDL)
contém uma série de componentes inflamatérios, entre eles fragmentos
fosfolipidicos oxidados capazes de ativar o receptor de PAF. Estes constituintes sédo
capazes de induzir a migracdo e acumulo de neutréfilos, mondcitos e eosindfilos,
bem como a formacdo de corpusculos lipidicos (Silva e cols., 2002). Além disso,
antagonistas de PAF foram capazes de inibir a formacao destas organelas induzida
por LPS e oxLDL, mostrando a participacéo de PAF e lipidios relacionados ao PAF
nos processo de biogénese de corpusculos lipidicos (Pacheco e cols., 2002; Silva e
cols., 2002). Os autores mostraram também que a inducdo da formacédo de
corpusculos lipidicos via PAF € mediada por receptores, uma vez que o liso-PAF, um
analogo que nao se liga ao receptor de PAF nédo induz formacdo de corpusculos
lipidicos (Bozza e cols., 1996 a; Bozza e cols., 1997; de Assis e cols., 2003).

As vias de sinalizacdo desencadeadas por PAF ativam uma proteina G
acoplada ao receptor, que ativam vias de sinalizacdo induzindo a formacdo de
corpusculos lipidicos. Esta interacdo (PAF-receptor) leva a ativacdo da enzima 5-LO,
gue por sua vez gera o acido 5-(S)-hidroxi-eicosatetraenoico (5-HETE) (Bozza e
cols., 1996a). Tanto a 5-LO como o seu sub-produto o 5-HETE sao indispensaveis
na formacdo de corpusculos lipidicos induzidos por PAF, como demonstrado por
Bozza e colaboradores, (1996a) onde a toxina pertussis foi capaz de inibir a
formacdo de corpusculos induzida tanto por PAF, quanto por 5-HETE. Os autores
também demonstraram que PAF e 5-HETE exigem nova sintese protéica, uma vez
gue a formacao de corpusculos lipidicos foi inibida por inibidores de sintese de RNA.
Entretanto, os fatores transcricionais envolvidos neste fenbmeno ainda ndo séo
conhecidos.

Trabalhos de Bozza e cols (1996b e 2002) mostraram a participacdo do acido
araquidénico (AA) e acido oléico (AO) na biogénese dos corpusculos lipidicos. Onde
a aspirina e outros antiinflamatérios ndo esteroidais foram capazes de inibir a

formacdo de corpusculos lipidicos induzida por AA e AO. Contudo o salicilato de
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sédio, que nao inibe a enzima COX, apresentou a mesma propriedade de inibicdo
gue a aspirina na formacgéo dos corpusculos lipidicos, sugerindo que este fenébmeno
€ um evento independente da ativacdo de COX. Nas andlises das isoformas de COX
durante a formacdo dos corpusculos lipidicos, foram utilizados camundongos
deficientes de COX-1 e COX-2 e os resultados obtidos mostraram que a indugéo de
corpusculos lipidicos por AA ou AO néo foi diferente daquela observada em animais
selvagens, demonstrando que a formacdo destas estruturas € independente da
ativacdo tanto de COX-1 quanto de COX-2 (Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols.,
2002).

Estudos recentes tém investigado o papel da ativacdo de receptores
nucleares ativados por lipidios, como os PPARs, durante o fenbmeno de formacéo
de corpusculos lipidicos. Os PPARs sdao membros da familia de receptores
nucleares com importante funcdo na transcricdo de genes, apdés a ativacado por
ligantes. Eles estdo envolvidos na diferenciacdo de macréfagos e acumulo de
lipidios intracelulares (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998). Dados de nosso
laboratério mostraram que de fato, ligantes especificos de PPARYy, o BRL 49653 ou
rosiglitazona, sdo capazes de potencializar a formacdo de corpusculos lipidicos
induzidos por oxLDL, agonistas de PAF e pelo fator de crescimento de colonias para
granulécitos (G-CSF) (de Assis e cols., 2003; Inazawa e cols., 2003), sugerindo o
envolvimento de genes alvo de PPARy no fendbmeno de biogénese de corpusculos
lipidicos.

As vias de sinalizacéo intracelular que induzem a biogénese dos corpusculos
lipidicos em macrofagos revelam que distintas vias podem desencadear sua
formacdo de maneira dependente de estimulo-dose e tempo. No entanto, os
mecanismos envolvidos na ativacdo e sinalizacdo intracelular, os quais culminam
com a formacdo dos corpusculos lipidicos em leucdcitos, ainda ndo estdo

completamente entendidos.

1.4.3.2) Biogénese de corpusculos lipidicos por agonistas proteicos

Vérios estudos demonstraram que citocinas e quimiocinas ativam vias de
sinalizacao intracelular levando a formacao de corpusculos lipidicos.
Trabalhos documentaram a participagdo de quimiocinas como agonistas da

formacdo de corpusculos lipidicos, entre elas a proteina quimioatraente de
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macroéfagos 1 (MCP-1), através do receptor de quimiocina (CCR2), e a eotaxina via 0
receptor CCR3 (Silva e cols., 2002; Vieira-de-Abreu e cols., 2005; D'Avila e cols.,
2007). O MCP-1 esta envolvido como mediador enddégeno na patogénese de
processos inflamatérios de carater macrofégico, incluindo aterosclerose e sepse,
bem como, na regulacdo da biogénese de corpusculos lipidicos em resposta a
oxLDL e ao LPS (Pacheco e cols., 2002; Silva e cols., submetido). Além disso, o0s
autores também demonstraram que MCP-1 foi capaz de induzir o acumulo de
corpusculos lipidicos e a compartimentalizagdo da ADRP por um fendmeno
dependente do receptor CCR2, desencadeado pela ativacdo de MAPK e PI3K
qguinases. J4 a eotaxina induz a formacdo de corpusculos lipidicos mediada pelo
receptor CCR3 e dependente da ativacdo de quinases como PI3K, p38 e ERK
(Bandeira-Melo e cols., 2001b; Vieira-de-Abreu e cols., 2005; D'Avila e cols., 2007).

A leptina € conhecida como hormonio/citocina derivada de adipocitos, e
relacionada com o estado nutricional e com fungdes neuroendocrinas e
imunoldgicas. Este hormdnio/citocina foi recentemente descrito com importane papel
na ativacdo de macréfagos e na biogénese de corpusculos lipidicos de macrofagos
(Maya-Monteiro e cols., 2008). Os autores mostraram que a sinalizacéo
desencadeada pela leptina, através da ativacdo da proteina quinase alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR), foi capaz de induzir a biogénese de corpusculos
lipidicos e a expressdao da proteina ADRP, bem como a producdo de LTB, em
macrofagos, efeitos dependentes da via de ativacdo de PISK/mTOR. Mais ainda,
dois estudos documentaram a deficiéncia da leptina associada com uma deficiéncia
da imunidade mediada por células e o aumento da susceptibilidade a infec¢bes
(Busso e cols., 2002; Matarese e cols., 2002).

A génese e a funcao dos corpusculos lipidicos ainda ndo sdo completamente
entendidas. Sabe-se que a formacao destas estruturas € um fendmeno especifico e
bem regulado, que depende da ativacdo de enzimas como a fosfolipase C (PLC) e
PKC (Bozza e cols., 1996a; Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 1997a; Bozza e
cols., 1998).

1.4.3.3) Receptores da imunidade inata envolvidos na biogénese de

corpusculos lipidicos por estimulos infecciosos.
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A participagdo dos receptores de membranas celulares envolvidos no
reconhecimento de patdégenos que desencadeiam a biogénese de corpusculos
lipidicos tem sido documentada. O receptor mais amplamente estudado neste
fendmeno sdo os receptores TLRs (Pacheco e cols., 2002; D’Avila e cols., 2006;
Cao e cols., 2007; Cocchiaro e cols., 2008; D'Avila e cols., 2008a; Almeida e cols.,
submetido; Mattos e cols., em preparagao).

O envolvimento de TLR4 na biogénese dos corpusculos lipidicos foi
demonstrado em macrofagos estimulados por LPS de bactérias Gram-negativas
(Pacheco e cols., 2002). O TLR4 atua como uma molécula de reconhecimento
primario para LPS de bactérias Gram-negativas. Para induzir uma eficiente ativacéo,
0 LPS necessita que o receptor TLR4 se heterodimerize com o receptor (MD2),
formando um complexo de sinalizacéo. Estudos tém demonstrado que o complexo
formado TLR4/MD2 pode interagir ainda com outras proteinas, como o CD14 e
dimero CD11b/CD18 (Strapagiel e cols., 2008).

Nosso laboratério tem documentado que patdgenos intracelulares como T.
cruzi sdo capazes de induzir formacéo de corpusculos lipidicos em macréfagos por
uma via dependente de TLR2. Foi postulado que corpusculos lipidicos recém-
formados séo sitios intracelulares para a sintese de PGE; com fun¢des paracrinas
e/ou intracrinas durante a infec¢ao por T. cruzi (Melo e col., 2003). Outros estudos
tém documentado o envolvimento de TLR2 na modulacdo da formacdo de
corpusculos lipidicos e producdo de PGE, e PGD; induzidos por lipidios de
Schistosoma mansoni (Magalhaes e cols., em preparacao).

TLR2, TLR4, TLR6 e TLR1 que dimerizam com TLR2 tém sido caracterizado
no reconhecimento de antigenos micobacterianos (Takeuchi e cols., 2002;
Sugawara e cols., 2003; Wieland e cols., 2004). Os lipidios de M. bovis, BCG,
induzem formacéo de corpusculos lipidicos in vivo e in vitro, mas esta capacidade foi
drasticamente inibida nos macrofagos de camundongos deficientes para o receptor
TLR2, sugerindo um papel essencial para o receptor neste fenbmeno (D’Avila e
cols., 2006; Almeida e cols., submetido). Além disso, antigenos purificados da
parede celular micobacteriana, incluindo LAM e PIMs, sinalizam através de vias
dependentes de TLR2 (Lien e cols., 1999; Means e cols., 1999a; Means e cols.,
1999b). De fato, a formacdo de corpusculos lipidicos pode também ser
desencadeada por ligantes de TLR2 como, por exemplo o LAM, embora em menor
extensdo que o observado apoés infec¢cdo com BCG vivo (D’Avila e cols., 2006). De

modo similar, Chlamydia pneumonia tem sido implicada na formacdo de células
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espumosas em humanos e camundongos. Este patdgeno foi capaz de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos em camundongos deficientes para o receptor
TLR4, mas ndo em camundongos deficientes para o receptor TLR2 na presenca de
LDL (Cao e cols., 2007).

Trabalhos recentes tém demonstrado que a infecgdo por M. leprae ou M.
bovis, BCG, nao so6 correlaciona com a formacdo de corpusculos lipidicos, mas
também com o0 aumento de expressdo da ADRP por vias de sinalizacdo
independentes e dependentes de TLR2 (Tanigawa e cols., 2008; Almeida e cols em
preparacdo; Matos e cols., em preparacdo). Além de TLR2, outros receptores
como CCR3 de eosindfilos, tém sido envolvido na formacgéo de corpusculos lipidicos
durante a infecgéo por BCG (D'Avila e cols., 2007).

Apesar de TLR2 ter um papel fundamental na formacdo dos corpusculos
lipidicos de leucodcitos, outros co-fatores para TLR2 como o CD36 podem atuar
como facilitadores associando e apresentando o ligante para TLR2, mostrando deste
modo um papel chave na sinalizagdo intracelular por estarem diretamente
relacionados a biogénese dos corpusculos lipidicos, durante infeccdes
desencadeadas por patdgenos intracelulares.

A relacdo entre formacédo de corpusculos lipidicos e infec¢bes por parasitas
intracelulares tanto em modelos de infecgBes clinicas quanto experimentais tem sido
documentada. Os corpusculos lipidicos parecem estar co-relacionados aos
mecanismos de patogénese, sobrevivéncia e multiplicacdo do microorganismo
invasor. Mas 0s mecanismos que desencadeiam o fendmeno de formacdo de
corpusculos lipidicos induzidos por patdégenos intracelulares ndo sdo completamente
entendidos (Bozza e cols., 2007; D'Avila e cols., 2008b).

Dentre os estudos que investigam esta questdo, destacam-se modelos
relacionados a infeccdo por bactérias, protozoarios e virus. Em infeccdes
bacterianas podemos citar a formacdo de corpusculos lipidicos em leucécitos no
modelo de sepse experimental (Pacheco e cols., 2002; Gomes e cols., 2006b), na
infeccdo por Mycobacterium bovis e M. tuberculosis, (D’Avila e cols., 2006; D'Avila e
cols., 2007; Peyron e cols., 2008; Almeida e cols., submetido), Mycobacterium leprae
(Tanigawa e cols., 2008; Matos e cols, em preparacdo) Chlamydia pneumonia (Cao
e cols., 2007) e Chlamydia Trachomatis (Cocchiaro e cols., 2008). Alguns destes
trabalhos mostraram que os componentes da parede celular destes parasitas séo
capazes de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos de modo dependente de

dose e tempo (D'Avila e cols., 2006b; Cao e cols., 2007; D'Avila e cols., 2007
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Cocchiaro e cols., 2008; Almeida e cols., submetido).

J& foi demonstrado a presenca de corpusculos lipidicos em células infectadas
por protozoarios como Trypanosoma cruzi (Melo e cols, 2003; Melo e cols., 2006;
Bozza e cols., 2007; D'Avila e cols., 2008b), Toxoplasma gondii (Charron and Sibley,
2002; Nishikawa e cols., 2005), Plasmodium falciparum (Jackson e cols., 2004) e
Plasmodium berghei (Rodriguez-Acosta e cols., 1998).

Dados recentes mostram que os corpusculos podem estar envolvidos no ciclo
de vida de virus, como o da hepatite C (HCV) (Miyanari e cols., 2007). Estudos de
Boulant e cols., (2008) demonstraram que a proteina do cerne viral causa uma
redistribuicdo dos corpusculos lipidicos para uma regido perinuclear em células
infectadas, sugerindo o envolvimento dos corpusculos lipidicos com o sistema de
transporte celular, importante no ciclo de vida de virus.

Independente do agente infeccioso, muitas evidéncias indicam que a
formacdo de corpusculos lipidicos durante processos infecciosos € um fendmeno
bem regulado que pode ter implicacdo na patogénese microbiana. A infeccéo
desencadeia a biogénese dos corpusculos lipidicos de leucocitos de forma rapida
ap0s a estimulacdo, e este evento pode depender da interacdo direta entre o
patdgeno e a célula hospedeira. A fagocitose de particulas de latex, particulas de
zimosan e bactérias ndo patogénicas como Mycobacterium smegmatis ou Bacillus
subtilis ndo foram capazes de desencadear a formacédo de corpusculos lipidicos in
Vivo e in vitro, bem como a producdo de mediadores inflamatorios em macrofagos
(D’Avila e cols., 2006; Almeida e cols., submetido). Estes resultados indicam que a
fagocitose ndo € essencial nem suficiente para induzir a formagcéo de corpusculos
lipidicos e podem sugerir que a sinalizacdo desencadeada através de componentes
microbianos, citocinas e outros mediadores inflamatérios gerados no foco da
infeccdo possam contribuir para a formacdo de corpusculos lipidicos em
macrofagos.

Além disso, alguns trabalhos tém evidenciado uma intima relacdo de
fagossomas contendo micobactérias e corpusculos lipidicos (D’Avila e cols., 2006;
Peyron e cols., 2008; Tanigawa e cols., 2008). Nestes estudos, 0s autores co-
localizaram fagossomos micobacterianos dentro dos corpusculos lipidicos. Os
corpusculos lipidicos parecem envolver e internalizar o fagossoma micobacteriano,
favorecendo desta maneira o acesso aos nutrientes pelo patdégeno. Estudos de
Tanigawa e cols., (2008) mostraram que além da localizacdo da ADRP e perilipina

nos corpusculos lipidicos, estas proteinas estavam presentes também na membrana
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de fagossomos de histiécitos contendo numerosos bacilos vivos. De forma similar a
estes estudos, Plotkowski e cols., (2008) observou a mobilizacdo de &cido
araquidonico dos corpusculos lipidicos em células epiteliais respiratérias durante a
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa. De acordo com estes relatos, foi descrito
gue a persisténcia micobacteriana requer utilizacdo de fontes de &cidos graxos e
colesterol do hospedeiro (Russell, 2003; Pandey and Sassetti, 2008), sugerindo que
0s corpusculos lipidicos poderiam participar como fonte de nutrientes para estes
patdgenos. Deste modo, pode-se inferir o papel dos corpusculos lipidicos como
possiveis moduladores da resposta imune em leucdcitos representando um balancgo

entre a relacdo patdégeno-hospedeiro.

1.5) Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARS)

1.5.1) PPARs caracteristicas gerais e sinalizacao intracelular

Os PPARs foram inicialmente descritos em 1990, com papel chave na resposta
de proliferacdo de peroxissomos (Issemann and Green, 1990). Trabalhos recentes
tém identificado os PPARs como reguladores do metabolismo de lipidios e
lipoproteinas, homeostasia da glicose, diferenciacdo celular e hematopoiese
(Chinetti e cols., 2000; Welch e cols., 2003; Prost e cols., 2008). Além disso, o0s
PPARs atuam em processos inflamatérios e imunoregulatérios devido a propriedade
de regular a expressdo de varios genes implicados na patofisiologia da
aterosclerose, inflamacdo, obesidade, diabetes e resposta imune (Nagy e cols.,
1998; Jiang, 1998; Ricote e cols., 1998; Tontonoz, 1998; von Knethen e cols.,
2007a).

Os PPARs pertencem a superfamilia de fatores transcricionais que, apo6s
ativacdo pelos seus ligantes, regulam diversos aspectos da reproducéo,
desenvolvimento, homeostasia e funcbes imunes (Francis e cols., 2003). A
superfamilia de receptores nucleares inclui trés classes: a primeira classe de
receptores para horménios esteroidais, tal como estrogénio e glicocorticoides. A
segunda classe, receptores para ligantes ndo esteroidais, como horménios da
tiredide e acido retindico, e receptores que se ligam a diversos produtos do

metabolismo lipidico, como os PPARs que obrigatoriamente se heterodimerizam
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com o RXR (Valledor and Ricote, 2004). A terceira classe da superfamilia dos
receptores nucleares inclui um grande nimero de receptores 0s quais ainda ndo tém
ligantes enddgenos identificados (Chawla e cols., 2001a; Francis e cols., 2003).
Varios membros da superfamilia dos receptores nucleares tém mostrado um
importante papel fisiolégico em macréfagos (Chinetti e cols., 2000; Chawla e cols.,
2001b; Ricote and Glass, 2001).

Os receptores para hormbnios da tiredide, retindico, vitamina D, PPAR,
receptor X do figado (LXR), sdo exemplos de receptores nucleares, que se ligam a
uma regido especifica do DNA apdés se heterodimerizar com RXR. Os PPARs, apés
se heterodimerizarem com RXR, reconhecem e ligam a regides especificas no DNA
denominada, elemento de resposta aos proliferadores de peroxissomos (PPRE)
(Schoonjans e cols., 1997). A estrutura tridimensional do heterodimero formado
produz diferentes afinidades de ligacgdo ao DNA. Isto explica as mudancas
conformacionais que ocorrem apos a ativacao desta classe de receptores, sugerindo
gue as alteracdes na forma do receptor apOs a interacdo com ligante sdo o passo
chave na via de ativacao transcricional (Khan and Vanden Heuvel, 2003). Estas
mudancas estruturais que ocorrem durante a interacdo com o ligante sdo diferentes
para acdo de agonistas, agonistas parciais (trans-ativacado) e antagonistas (trans-
repressao). A maioria dos ligantes para os PPARs sao lipofilicos e podem facilmente
atravessar tanto a membrana plasmatica quanto nuclear (Khan and Vanden Heuvel,
2003).

Em 1992 o grupo de Wahli e colaboradores, decreveu os trés subtipos
distintos de PPARs, denominados; PPARa, PPARS (também chamado 3 ou NUC-1)
e PPARy. Cada um destes receptores é codificado por um gene diferente (Wahli e
cols., 1995; Auboeuf e cols., 1997). Embora todos os trés PPARS sejam expressos
amplamente, seus niveis relativos diferem amplamente entre os tecidos,
apresentando distintos padrées de expressao e funcdes biologicas (Desvergne and
Wahli, 1999).

Os PPARs sao ativados por ligantes, e ap0s se heterodimerizarem com
(RXR), recrutam complexos de proteinas que constituem de co-ativadores ou co-
repressores para ativacdo ou repressao transcricional, respectivamente. Uma vez
formado, o heterodimero reconhece a regido do elemento de resposta PPRE,
localizado no promotor do gene alvo (Schoonjans e cols., 1996). Além disso, os
PPARs podem inibir a ativagdo de certos genes da resposta inflamatéria, agindo

como trans-repressores (Chinetti e cols., 2000). Estas observacdes sugerem o papel
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potencial dos PPARs ndo somente no metabolismo de lipidios como também no
controle da inflamac&o. Apesar dos PPARs n&o terem um alvo principal (uma
enzima ou uma via distinta) eles parecem atuar por atividades coordenadas em
diferentes vias.

O PPARq, o primeiro a ser descrito, é altamente expresso no figado, coracgéo,
musculos e rim, onde regula o catabolismo de &cidos graxos. O PPARp é expresso
em varios tecidos envolvido em sindromes metabdlicas e na fisiopatologia da pele. O
PPARy apresenta uma complexidade a mais de transcritos em relagédo ao oo e e
pode-se diferenciar em y1 e y2 com expressdo e diferenciacdo especifica nos
tecidos. O PPARy2 é encontrado quase exclusivamente em adipdcitos, enquanto
que o PPARY1 é encontrado em varios tecidos (Ricote e cols., 1999) (Esquema 1.7).

O PPARy € predominantemente expresso em mondcitos ativados e
macrofagos de tecidos in vivo, incluindo células espumosas de lesbes
ateroscleroticas (Ricote e cols., 1998; Tontonoz, 1998), mas também é encontrado
em outras células do sistema imune como células dendriticas (Szatmari e cols.,
2007), células musculares do epitélio gastrointestinal, osteoblastos e osteoclastos
(Heikkinen e cols., 2007). Mdltiplas funcdes tém sido propostas para o PPARy em
macrofagos, mas o verdadeiro papel deste fator de transcricdo na fisiologia dos
macrofagos permanece desconhecido (Chawla e cols., 2001c).

Estudos recentes tém documentado que o PPARYy e seus ligantes apresentam
um importante efeito imunomodulatério em linfécitos B e T, bem como em células
dendriticas. O estudo de Szatmari e cols., (2007) documentaram que ligantes de
PPARy regulam a expressdo de proteinas CD1 envolvidas na apresentacédo de
antigenos lipidicos para linfocitos. Outros trabalhos mostram que ligantes de TLR
podem mediar diferentes vias de sinalizacdo ativando células dendriticas humanas.
Na linha destes achados, Appel e col., (2005) demonstraram que a inibicdo das vias
de ativacdo de MAPK e NF-xkB estdo envolvidas na regulacdo das vias de
sinalizacdo mediadas por TLR e PPARy, sugerindo um comprometimento da
imunogenicidade de células dendriticas.

Alguns estudos tém mostrado que acidos graxos poliinsaturados podem ativar
PPARy bem como outros PPARs (Keller e cols., 1993; Forman e cols., 1997). O
PPARY é o alvo molecular dos tiazolidinediones (TZDs), uma classe de drogas anti-
diabéticas que inclui as rosiglitazonas, como por exemplo o BRL49653, pioglitazona,

troglitazonas e ciglitazonas que podem ser usados por proporcionar sensibilidade a
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insulina em pacientes diabéticos e sado ligantes de alta afinidade para PPARYy
(Forman e cols., 1995; Kliewer, 1995; Lehmann e cols., 1995).

Certos prostandides, incluindo a PGD, e seu metabdlito a 15d-PGJ;, bem
como outras prostaglandinas, e o acido 15-(S)-hidroxi-eicosatetraendico (15-HETE)
tém sido descritas como ativadores de PPARy (Forman e cols., 1995; Huang e cols.,
1999). Estes prostandides sdo produzidos durante a fase tardia da inflamacgéo
devido a regulacdo de COX-2, uma enzima chave para sintese de prostaglandinas.
Além destes prostandides, acidos graxos insaturados, como o &cido hidroxi-
octadecadeindico (HODE), 9-HODE e 13-HODE encontrados na oxLDL, também
podem ativar PPARy (Nagy e cols., 1998).

A ativacdo de PPARy em células THP-1 por 15d-PGJ; ou TZDs promove
mudancas na expressdo de marcadores de superficie -caracteristicos da
diferenciacdo de mondcitos, incluindo a inducédo de receptores scavenger de classe
B o CD36 (Tontonoz, 1998). O primeiro alvo em macrofagos a ser identificado foi o
CD36, que serve tanto para o transporte de acidos graxos, bem como um receptor
para oxLDL, epitopos de lipidios oxidados em células apoptéticas e lipoproteinas
modificadas (Tontonoz, 1998). Como consequéncia da inducdo de CD36 atraves da
ativacdo de PPARYy, células THP-1 apresentam um aumento na capacidade de
internalizar oxLDL (Nagy e cols., 1998). No entanto, a acdo do CD36 na
internalizacéo de lipidios parece ser um balanco coordenado pela inducdo de LXR e
outros genes envolvidos no efluxo de lipidios das células (Chawla e cols., 2001b).
Essas observacdes indicam que PPARy pode ter um importante papel na

diferenciacao de macréfagos bem como no metabolismo lipidico em macrofagos.
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Esquema 1.6 — Vias de sinalizacao intracelular ativadas por ligantes de PPARSs.
Os PPARs sado receptores nucleares ativados por ligantes e compreendem trés
subtipos; o PPARa, PPARS e PPARy. Apos formar um heterodimero com RXR os
PPARs regulam diversos aspectos do desenvolvimento, homeostasia, metabolismo
lipidico e fun¢Bes imunes. Esquema adaptado do site www.biolegend.com.
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1.5.2) PPARYy e metabolismo lipidico

O papel dos PPARs na diferenciacdo de macrofagos e no acumulo de lipidios
intracelular tem sido documentado (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998). De fato,
ligantes especificos de PPARy potencializam significativamente a formacgdo de
corpusculos lipidicos induzidos por oxLDL, agonistas de PAF e G-CSF, sugerindo
que PPARy tem um papel fundamental na regulacdo da formacdo de corpusculos
lipidicos em leucdcitos (de Assis e cols., 2003; Inazawa e cols., 2003). Desvergne e
Wabhli, 1999 demonstraram que os PPARs sdo capazes de controlar os niveis de
acidos graxos celulares livres, regulando a transcricdo de genes envolvidos no
metabolismo de acidos graxos quando os niveis destes estdo aumentados. Além
disso, o PPARY patrticipa da ativacao transcricional de varios genes envolvidos na
adipogénese e lipogénese, mecanismos importantes para a maturacdo de
adipdcitos, no acumulo de lipidios, no transporte de glicose, para a sensibilidade a
insulina e na expresséo de perilipina (Tontonoz e cols., 1994; Rosen e cols., 1999;
Wu e cols., 1999; Arimura e cols., 2004; Sugden and Holness, 2008).

O papel dos PPARs no metabolismo lipidico de macréfagos tem sido
caracterizado. de Assis e cols., (2003) observaram que um agonista de PPARy, o
hexadecil azeloil fosfatidilcolina (azPC), presente em fracfes fosfolipidicas de
oxLDL, induziu um aumento no numero de corpusculos lipidicos em macrofagos
peritoneais. Corroborando estes dados, Nagy e cols., (1998) mostraram que oxLDL
induz a expressdo de PPARy, levando a um aumento da expressdo de CD36 na
membrana celular, sugerindo a participacdo de PPARy na formacdo de células de
espumosas.

Outros estudos tém hipotetizado que as proteinas PAT podem
compartimentalizar &cidos graxos esterificadosnos corpusculos lipidicos, para
posterior liberacdo de ligantes para os PPARs (Wolins e cols., 2006b). De acordo
com a hipotese de que as proteinas PAT influenciam os niveis de acido graxos
livres, Arimura e cols., (2004) documentaram que a ativacdo de PPARs aumentam a
transcricdo de todos os genes das PAT com excecado da TIP47. Os PPARs podem
também controlar a transcricdo da ADRP em camundongos e humanos (Edvardsson
e cols., 2006; Motomura e cols., 2006). De fato, a regido de elemento de resposta
(PPRE) do PPARYy foi identificada dentro da regido promotora de transcricdo para

ADRP e perilipina (Chawla e cols., 2003; Arimura e cols., 2004; Targett-Adams e
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cols., 2005). Além disso, foi evidenciado a expressédo de S3-12 (Ruan e cols., 2003)
e perilipina (Rosenbaum and Greenberg, 1998) com a expresséo e a ativagao de
PPARy em adipocitos. Assim, a caracterizacdo de PPRE nas regifes promotoras
dos genes que codificam estas proteinas, sugere uma possivel interacdo entre os
PPARs e a organizacdo do estoque de lipidios intracelulares.

Trabalhos recentes tém indicado o papel de PPARy no desenvolvimento e
manutencdo do metabolismo lipidico no figado através de vias que regulam a
sintese de novo de lipidios (Inoue e cols., 2000; Inoue e cols., 2005). De acordo,
estudos de Ohhira e cols., (2007) demonstraram que o LPS induz um acumulo de
lipidios e aumento da expressdo da ADRP no figado, por um mecanismo
dependente da oxidacdo de acidos graxos e da diminuicdo da expressao de genes
regulados por PPARa, demonstrando que as endotoxinas séo capazes de mimetizar
uma infeccdo e sua administracdo é suficiente para induzir alteragcbes no
metabolismo lipidico de certos oOrgaos e células, sugerindo que processos
infecciosos ou inflamatérios tém correlacédo direta nos mecanismos moleculares de

regulacao lipidica.

1.5.3) Participacdo do PPARy na resposta inflamatdria e infeccéo

O papel do PPARYy na resposta inflamatoria & controverso. Varios estudos tém
investigado o potencial efeito antiinflamatorio de ligantes de PPARy em monadcitos e
macrofagos. De maneira geral, os ligantes de PPARy mostram efeitos
antiinflamatérios em varias doencas. Sao exemplos: aterosclerose, obesidade
induzida pela resisténcia a insulina, encefalomielites alérgicas, Parkinson, Alzheimer,
psoriase, inflamacdes intestinais e artrite, para revisao ver (Ricote and Glass, 2007).

O tratamento de macrofagos com altas concentragdes de agonistas de PPARy
reduzem a secrecdo de citocinas inflamatérias e inibem a ativacdo de macrofagos
(Spiegelman, 1998). Alguns ligantes de PPARy tém a capacidade de inibir a
producéo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-c, I1L-12, IL-1p e IL-6 (Jiang,
1998; Reddy e cols., 2004). De modo interessante ligantes de PPARy protegem
orgaos de danos associadas com endotoxemia (Collin e cols., 2004; Kaplan e cols.,
2005), componentes da parece celular de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas (Dugo L 2004), sepse polimicrobiana (Zingarelli e cols., 2003), choque
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induzido por zimosan (Cuzzocrea e cols., 2004), bem como choque hemorragico
(Abdelrahman e cols., 2004).

Estudos tém documentado o papel de PPARy na sepse, como um fendmeno
ambiguo, com propriedades antiinflamatorias (Kaplan e cols., 2005; Joshi e cols.,
2003), que parece ser benéfica no tratamento da sepse, em contraste ao seu
possivel papel pré-apoptético que parece ser mais deletério agravando o estado de
saude dos pacientes (von Knethen e cols., 2007a).

O papel de PPARy em regular a producdo de mediadores lipidicos tém sido
demonstrada pela inducdo da expressdo de COX-2 devido a ativacdo de PPARs
(Inoue e cols., 2000; Meade e cols., 1999; Pang e cols., 2003). Trabalhos recentes
tém mostrado que antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), &cidos graxos e
prostandides, compostos que sao inibidores, substratos e produtos respectivamente
da ativacdo de COX podem regular a expressao génica via ativacdo de PPARy
(Forman e cols., 1997; Kliewer e cols., 1997).

Estudos de Pang e cols., (2003) demonstraram que AINES podem induzir
expressdo de COX-2 em células do musculo liso do trato respiratério humano, por
mecanismos dependentes da ativacdo de PPARy, e considera que este efeito se
mostra dependente do tipo celular e AINES administrado. Por outro lado Inoue e
cols., (2000), mostram que o estimulo por LPS induz a expressao de COX-2 e regula
negativamente a expressao de PPARYy (Tabela 1.1).

O papel dos PPARs na resposta do hospedeiro frente a patégenos ainda nao
se encontra esclarecido. Estudos de Castrillo e cols., (2003) demonstraram que
estimulos patogénicos (virus e bactérias) podem interferir com metabolismo de
colesterol em macréfagos através da inibicdo da via de sinalizacdo de LXR. Esta
inibicdo € dependente de TLR e mediada por IFR3, um fator transcricional ativado
especificamente por TLR3 e TLR4 e independente da proteina adaptadora MyD88. A
ativacdo do fator regulatério de interferons-3 (IRF3) é suficiente para bloquear a
atividade de LXR na inducdo da expressdo de moléculas proteicas pertencentes a
familia transportadora (ABC) do cassete de ligacéo e transporte de ATP 1 (ABCA1),
inibindo assim o efluxo de colesterol por macréfagos, e desencadeando a formacgéo
de células espumosas. Outros trabalhos mostraram que agonistas de LXR inibem a
resposta de macréfagos a patdgenos bacterianos interferindo com producéo de IL-
1B, INOS, COX-2, MCP-1 e MCP-3 (Joseph e cols., 2003). Além disso, a interacédo

entre as vias de LXR e PPARs tem sido mostrada com um importante papel na
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regulacdo do efluxo lipidico (Valledor and Ricote, 2004). Dois estudos independentes
demonstraram que PPARa e y regulam a expressao de ABCA1 promovendo o efluxo
de colesterol em macréfagos humanos através de uma cascata transcricional
mediada por LXRa.

Nos ultimos anos, varias evidéncias tém sugerido que processos infecciosos
podem servir como fator de risco para aterosclerose. Trabalhos tém mostrado que
Chlamydia pneumoniae induz a formacdo de macréfagos espumosos em modelos
humanos e murinos, efeito este que é mediado pela oxLDL, sugerindo que nestes
estudos o0 microorganismo tem uma implicagdo como um agente causal na
aterosclerose (Kalayoglu and Byrne, 1998; Kalayoglu e cols., 1999).

Estudos de He e cols., (2008) e Mei e cols., (2008) documentaram que a
infeccdo por Chlamydia pneumoniae pode induzir a formagdo de macrofagos
espumosos na presenca de LDL. Estes autores demonstraram que C. pneumoniae
regula negativamente a expressao de PPARa e PPARy de modo dependente da
dose quando em co-cultura com LDL em células THP-1. Este efeito foi revertido pelo
tratamento com altas doses de agonistas de PPARa e PPARy. Em contrapartida,
estudos deste mesmo grupo demonstraram que C. pneumoniae pode induzir
aumento de expressao de PPARy em células musculares lisas. Desta maneira, 0s
autores sugerem que esta discrepancia pode ser devido a diferentes tipos celulares,
especificidade ou por outros fatores ainda desconhecidos.

A participacdo dos PPARs em processos infecciosos desencadeados por
micobactérias ainda ndo se encontra caracterizado. Assim, este trabalho visa
mostrar pela primeira vez a relacdo deste receptor com a infeccdo por M. bovis
(BCG), bem como seu papel no fenbmeno de formacdo de corpusculos lipidicos,

uma vez que estes mecanismos ainda ndo se encontram totalmente estabelecidos.
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Tabela 1.1 — Papel do PPARy na resposta imune de macréfagos

PPARy E RESPOSTA IMUNE EM MACROFAGOS

I. Expressdo de PPARY

- Células ndo ativadas (em baixos niveis).

- Macrofagos humanos e murinos ativados.
- Macrogos tratados com IL-4.

- Em células dentridicas murinas.

Il. PPAR7: Ativacdo de Macréfagos in vitro

= Efeitos Antiinflamatérios: ativacdo por ligantes de PPARY resultam em:

- Diminuicdo de citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-12, gelatinase B).
- Diminuicdo na expressao de iNOS e genes relacionados a SRA.

- Apoptose em macrofagos humanos.

= Efeitos Pré-inflamatorios: ativagdo por ligantes de PPARY resultam em:
- Regulacdo de receptores de superficie como, (CD14,CD11b/CD18, CD36, SR-B1).

Fonte: Adaptado de Clark, (2002), Journal of Leukocytes Biology.
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2) OBJETIVOS E METAS



2.1) Objetivo geral

- Estudar o envolvimento do receptor TLR2 e do receptor nuclear PPARYy na resposta

do hospedeiro frente a infeccédo por Mycobacterium bovis, BCG.

2.2) Objetivos especificos

- Estudar a formacdo de corpusculos lipidicos e producdo de mediadores
inflamatérios durante a infeccdo por Mycobacterium bovis, BCG in vitro.

- Analisar a expressao de PPARYy durante a infecgcdo micobacteriana.
- Avaliar a participacado de PPARy na ativacéo celular apés a infeccao por BCG.

- Estudar o papel do receptor TLR2 na formacdo de corpusculos lipidicos, na

producéo de PGE_, citocinas e na expressao de PPARY.

- Analisar o papel de possiveis co-fatores de TLR2, como o CD14, CD11b/CD18, e
lipid rafts na formacdo de corpusculos lipidicos e producdo de mediadores

inflamatorios durante a infeccdo micobacteriana.

- Estudar a participacdo do receptor CD36 na ativacdo de macrofagos

desencadeada por M. bovis, BCG.

- Avaliar o papel da dectina-1, um receptor de p-glicanos, na ativagdo de macrofagos

durante o reconhecimento micobacteriano.
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3) MATERIAL E METODOS



3.1) Animais:

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6 ou C57BI/10 fornecidos
pelo biotério central da Fundagdo Oswaldo Cruz. Os camundongos deficientes de
receptor do tipo TLR2 e TLR6 foram gentilmente doados por Dr. Ricardo Gazzinelli
(UFMG, MG, Brasil), e os deficientes para TLR4 (ScCr) fornecidos pela Universidade
Federal Fluminense. Os animais fémeas ou machos adultos, com peso entre 20 a 25
g foram mantidos em gaiolas plasticas em micro-isoladores com livre acesso a agua
e racdo, em uma sala com temperatura de 22 a 24°C, com ciclos de 12 h luz/escuro
no Departamento de Fisiologia e Farmacodinamica.

Todos os procedimentos experimentais seguiram as recomendacbes da

Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal da Fiocruz, protocolo L002/08.

3.2) Estimulos micobacterianos:

As micobactérias (Mycobacterium bovis, BCG), cepa Moreau, liofilizadas em
ampolas de 40 mg contendo aproximadamente 2 x 10® bacilos, foram fornecidas
pela Fundacdo Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro. Os bacilos liofilizados foram
estocados a 4°C. O Mycobacterium smegmatis (mc2155), foi estocado a -70 °C. Na
hora do uso, os bacilos foram ressuspendidos em RPMI-1640 estéril a uma
concentracdo de 5 x 10’ unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL, misturados
vigorasamente, e sonicados por 5 min. NOs utilizamos a taxa de multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 0,05:1; 0,1:1 ou 1:1 (bacilo/célula).

Mycobacterium bovis, BCG — GFP foi gentilmente fornecido por Dr. Michael A

O'Donnell, Universidade de lowa, cidade de lowa, I1A, USA.

3.3) Pleurisiainduzida por BCG

Os animais normais ou deficientes foram infectados intratoracicamente com

BCG (5 x 10° bacilo/cavidade) em 100 pL salina estéril. Os animais controles
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receberam volume igual a 100 uL de salina estéril. Apds 24 horas os animais foram
mortos em camara de CO; e tiveram suas cavidades lavadas com 1 mL de PBS
heparinizado (10 Ul/mL). Para avaliar o envolvimento da ativacdo de CCR3, o0s
animais foram pré-tratados com injecdes intraperitoneais de anti-eotaxina (10
pg/cavidade), ou anti-CCR3 (10 pg/cavidade) (R&D Systems) 30 min antes da
infeccao por BCG.

3.4) Contagem de leucoécitos totais:

As cavidades peritoneais dos camundongos foram lavadas com 3,0 mL RPMI-
1640 estéril contendo antibiotico (penicilina e estreptomicina) sem soro fetal bovino
(SFB) para a obtencdo dos macrofagos normais. As suspensdes de leucocitos
provenientes da cavidade, foram mantidas sob refrigeracdo e diluidas na proporcéo
de 1:40 em solucao de Turk (cristal violeta a 0,005% em solucédo de acido acético a
2% em PBS) para hemolise de hemacias e coloracao dos leucdcitos. A contagem foi
realizada em camara de Neubauer em microscépio de campo claro e expressa em

milhdes de células/mL.

3.5) Analise de eosinofilos

O numero de células do lavado pleural foi contado em camara de Neubauer,
apos a diluicdo em solucdo de Turk. A analise de eosindfilos foi realizada nos cito-
esfregacos (Citocentrifuga, Shandon, Pittsburg) (140 x g), corados por May-

Grinwald-Giemsa e analisados em microscopia de campo claro.

3.6) Cultura de macrofagos e infeccdo in vitro

Apés a contagem total as células do lavado peritoneal foram centrifugadas a
1200 rpm a 4°C por 10 min. ApOs este procedimento, as células foram
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ressuspendidas em RPMI-1640 (Hyclone) completo (2% SFB, 1% de penicilina e
estreptomicina 100 Ul/mL concentragao final) e incubadas a 37°C na atmosfera de
5% CO,, em placas de 6 ou 24 pocos, estas contendo laminulas de 13 mm no fundo
de cada poco. Em cada um dos pocos das placas de 24, foram adicionados 1,0 mL
da suspensé&o celular ajustada para 1 x 10° células/mL ou 4 x 10° células/mL para as
placas de 6 pocos.

ApoOs 2 h, as células ndo aderidas foram removidas através de duas lavagens
com RPMI-1640. Posteriormente, os macrofagos foram estimulados com diferentes
concentragbes de BCG MOI (0,05:1) (0,1:1) ou (1:1), ou por agonistas de TLR2; M.
smegmatis (1:1), zimosan (1:1), Pamscys (10 uM), LAM (300 ng/mL), ou por agonista
de TLR4, o LPS (500 ng/mL) os controles receberédo o veiculo. ApGs 1 h, os bacilos
ndo internalizados e estimulos ndo aderidos ou internalizados, foram removidos por
2 lavagens com RPMI-1640. Posteriormente, os macrofagos tiveram os tratamentos
reconstituidos em meio RPMI-1640 completo onde permaneceram por distintos
tempos de infeccdo (2, 6, 12, 24 ou 48 horas) a 37°C em atmosfera de 5% de COs,.
ApOs estes tempos, 0s sobrenadantes das culturas foram removidos e armazenados

a -20°C para posterior quantificacéo de citocinas e mediadores lipidicos.

3.7) Tratamentos com agonistas ou antagonistas de PPARy, e com anticorpos

neutralizantes.

Os tratamentos foram realizados 30 min antes da incubacdo com BCG. Os
macrofagos normais e infectados foram tratados com diferentes concentracdes de
agonista de PPARYy, o BRL49653 (Cayman Chemical), na concentracéo final de (5
uM) ou antagonista, o0 GW9662 (Cayman Chemical), na concentracdo final de (1
uM), ambos ressuspendidos em DMSO e na hora do uso diluidos em RPMI-1640
completo, os controles receberam apenas o veiculo.

Os anticorpos usados para o ensaio de neutralizacdo dos receptores foram
diluidos diretamente em RPMI-1640 completo na concentracao final de anti-CD14 e
anti-CD11b/CD18 (BD Pharmingen) 10 uM; anti-CD36 (Cayman Chemical)
concentragéo final 2 pg/mL, e anti-dectina-1 (Hycult biotechnology) na concentracéo

final de 2 pg/mL. As drogas que desestruturam lipid rafts, methyl-p-ciclodextrina
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(MBCD) (Sigma Aldrich) ou filipina (Sigma Aldrich) foram ressuspendidas em agua
MilliQ estéril e na hora do uso diluidas em RPMI-1640 completo na concentracdo
final de (15 pg/mL) ou (2 ng/mL) respectivamente. Os tratamentos cujo veiculo foi o
DMSO, o (DMSO 0,01% em RPMI) foi usado como controle.

3.8) Contagem de corpusculos lipidicos

As laminulas contidas nas placas de 24 pocos dos grupos controle ou
infectados (2, 6, 12, 24 ou 48 h), tratados ou ndo, foram fixados em formaldeido
3,7% em PBS (pH 7,4), em seguida, lavados em tampéao cacodilato 0,1 M (pH 7,4) e
fixados em tetroxido de 6smio a 1,5% por 30 min. Posteriormente, as laminulas
foram lavadas em agua destilada, tratadas com tetroxido de 6smio a 1,5% reduzido
por tiocarbohidrazida a 1% por 5 min. Em seguida, as laminulas foram lavadas em
agua destilada e tampéao cacodilato 0,1 M e contrastadas em tetroxido de 6smio a
1,5% por 3 min, lavadas novamente com agua destilada e montadas com o meio
“‘Aqua Polymount” (Vector). As analises para quantificagdo dos corpusculos foram
feitas em microscopio de campo claro (objetiva de 100X). Foram contados os

corpusculos lipidicos obtidos de 50 células de campos consecutivos.

3.9) Lise celular e dosagem de proteinas

Apés cada tempo de estimulacdo, os sobrenadantes foram recolhidos e
estocados a -70°C, e os macrofagos aderidos lavados 2 vezes com PBS 1X (pH
7.4). Apos esta lavagem, 50 pl de tampdo de lise celular/(1 X 10° células): 20 mM
Tris/HCI, pH 7,5; 16 mM CHAPS (detergente); 0,5 mM dithiothreitol (agente redutor);
1 mM EDTA (inibidor de metaloprotease); 1 mM benzamidina HCI (inibidor de soro
protease); 1 pg/mL de leupeptina (inibidor de thiol protease); 10 pug/ml soybean
(inibidor de tripsina), foi adicionado e as células lisadas mecanicamente por
raspagem. O lisado celular foi centrifugado em microcentrifuga (eppendorf) a 800
g/10 min e o sobrenadante armazenado a —20°C. As proteinas foram dosadas pelo

“kit” de dosagem de proteina BCA (Pierce) de acordo com o protocolo fornecido pelo
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fabricante. Aplicamos 20 pg de proteinas totais de cada amostra ou 60 pL do lisado

total no gel.

3.10) Western blotting

A suspenséo celular foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE (em gradiente
de acrilamida 10%) e transferida para uma membrana de nitrocelulose umedecida
em metanol e tampéo de transferéncia (100 mL de 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8
guando dissolvidos em 80 mL de H,O MiliQ e 20 mL de metanol). A transferéncia foi
feita a 17 Volts por 60 min em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry). Apés a
transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h ou por + 16 h com solugéo
bloqueadora de leite 5% em TBST (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.05 %
Tween 20). Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST, e incubada por 1 h
ou por = 16 h com o anticorpo primario anti-PPARy (clone H100, ou clone E8 Santa
Cruz Biotechnology) diluicdo 1:500, para CD36 usamos anticorpo policlonal anti-
CD36 (Cayman Chemical) 1:400 e, como controle positivo experimental, usamos um
anticorpo monoclonal anti-p-actina (BD Transduction Laboratories) na concentracéao
de 1:5.000. ApoOs este tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as
proteinas de interesse foram entdo identificadas pela incubacdo da membrana com
anticorpos secundarios anti-coelho ou anti-camundongo (Pierce), conjugado a
peroxidase (HRP) diluidos na hora do uso na concentracdo de 1:10.000. Todos os
anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em TBST. A deteccéo foi feita com
o sistema de anélise de “Western blotting “Supersignal Chemiluminescence” (Pierce)

e a membrana exposta a filme de autoradiografia (Kodak MR biomax).

3.11) Dosagem de PGE;

Os niveis de PGE; nos sobrenadantes das culturas foram avaliados por ensaio
imunoenzimatico conforme as instrucbes do fabricante (Cayman Chemical, Inc).
Placas de 96 pocos foram cobertas com 200 ul de anticorpo de cabra anti-IgG de

camundongo diluido em tampao fosfato de potassio (0,05 M) durante o periodo de
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uma noite. No dia seguinte, as ligacdes inespecificas foram bloqueadas com adi¢éo
de 200 ul de tampéao fosfato de potassio (0,05 M) com BSA 1% e a placa foi mantida
sob agitacdo, por 4 horas. Apos este tempo a placa foi lavada com Tween 20 a
0,05% em PBS. Em seguida, foram adicionados 50 pul das amostras previamente
diluidas em EIA Buffer 1:200 ou 50 ul da PGE; na curva-padréo (1 ng/ml, 500, 250,
125, 63, 31 e 16 pg/ml diluidos tampao fosfato de potassio 0,05 M com BSA 1%). O
anticorpo anti-PGE, (50 ul) e a PGE; conjugada com colinesterase foram
adicionados e incubados durante cerca de 16 h. O branco recebeu somente o
tampdao fosfato com 1% de BSA e a PGE; conjugada com colinesterase. Apés esta
etapa, a placa foi lavada (5x) com tampéao fosfato contendo Tween 20 a 0,05%. Em
seguida, foram adicionados 200 ul do reagente de Elmans, que contém o substrato
para a enzima colinesterase (diluido em agua MilliQ, segundo instru¢cbes do
fabricante), para revelar a reacdo. A placa foi mantida sob agitacdo durante 2 h e
lida em leitora de placa a 405 nm. Os dados foram analisados com o programa Soft
Max Pro, e a dosagem baseada na respectiva curva-padrao.

3.12) Dosagem de citocinas (LUMINEX)

Os niveis das citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN-y, G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1a, RANTES, TNF-o)
nos sobrenadantes das culturas de macrofagos foram dosados pelo sistema “Bio
Plex System”, capaz de analisar multiplas citocinas simultaneamente, conforme
instrucdes do fabricante Bio-Rad. As amostras (50 ul) foram diluidas em tampao de
diluicdo, adicionadas aos pocos de uma placa de 96 poc¢os com filtro Multiscreen-BV
(Milipore Corporation, Bredford, MA).

O ensaio consiste de analise enzimatica onde microesferas de poliestireno
conjugadas com anticorpos monoclonais para citocinas alvo, sdo adicionadas nos
pocos juntamente com as amostras. As amostras foram incubadas com 50 ul da
mistura de microesferas acopladas aos anticorpos especificos (2000
microesferas/poco) a temperatura ambiente por 90 min sob agitacdo ao abrigo da
luz. Os pocos foram lavados trés vezes com 100 pl de tampao de lavagem e a

seguir, foi adicionado o anticorpo de deteccao biotinilado (25 pl/pogo), incubado por
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90 min a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente foi adicionada
estreptavidina acoplada ao fluoréforo (25 pl/pogo) e incubada por 10 min a
temperatura ambiente. Os marcadores nao ligados foram lavados utilizando-se um
sistema de filtragem a vacuo. Apés a ultima lavagem, 125 pyl do tampéo de ensaio
foram adicionados a cada um dos pocos. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a um citbmetro constituido de 2 feixes de lasers associados, com a
capacidade de medir reacdes bioquimicas que ocorrem na superficie das
microesferas, de onde é emitido um sinal de fluorescéncia analisado digitalmente.
As intensidades de fluorescéncia das amostras sdo comparadas com a respectiva
curva padrao e analisadas no sistema Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA) conforme as
instrucées do fabricante, sendo as andlises dos dados efetuadas através do “Bio-

Plex Manager software”.

3.13) Ensaios de Imunolocalizagéo

3.13.1) Imunolocalizacdo de PPARy NF-«B e TIRAP em macrofagos

peritoneais

Apés os tempos de estimulos (24 e 48 h) as culturas de macréfagos
infectados ou ndo pelo BCG, foram fixadas em formalina 3% por 10 min,
posteriormente as células foram lavadas com PBS, permeabilizadas em Triton
0,05% por 20 min. ApoOs a permeabilizacdo as células foram lavadas 2X com PBS e
incubadas com solucdo de bloqueio, anticorpo de burro (Jackson Laboratories) 1%
em PBS por 20 min. Posteriormente incubamos com o0s anticorpos primarios,
diluidos na mesma solugéo de bloqueio, para PPARy (clone H-100, Santa Cruz) na
concentracgéo final de 2 pg/mL, ou PPARY (clone E-8, Santa Cruz) concentracéo final
2 pg/mL, para o NF-kB, (Santa Cruz Biotechmology) na concentracéo final 2 ng/mL e
para o TIRAP (eBioscience) na concentracao final 2 ng/mL apds esta incubacéo as
células foram lavadas 3X com PBS e incubadas com o0s anticorpos secundarios,
diluidos na solugdo de bloqueio. Os anticorpos secundéarios estavam conjugados
com os fluoréforos, (anti-coelho cy3) diluidos 1:3000, (anti-mouse cy3) diluidos

1:3000, ALEXA546 (Molecular Probes) diluidos 1:1000. O 1-acil -2- (7-octil
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BODIPY ™-1- pentanoil) — sn — glicerol (BODIPY 493/503), diluicdo de uso 1:250,
este marcador € um 4cido graxo fluorescente que penetra nas células e se incorpora
eficientemente tanto em lipidios neutros, quanto em fosfolipidios marcando os
corpusculos lipidicos diretamente.

As especificidade das marcacdes foram feitas usando controles negativos
pelo uso de isotipos controles IgG de coelho no lugar dos anticorpos primarios ou
com soro de coelho, ou soro de cabra (Jackson Laboratories). A contra-coloracéo
do nucleo foi feita com DAPI (Sigma-Aldrich) na diluicdo 1:5000 em PBS, por cinco
minutos. Posteriormente lavamos 3X com PBS por 10 min. As laminulas foram
montadas em meio de montagem “Aqua Polymounting” (Vector) e analisadas ao
microscépio de fluorescéncia OLYMPUS equipado com camera digital e
processadas pelo programa “ImagePro”, ou analisadas por microscopia confocal no
programa CLSM (LSM 510-META, Zeiss).

3.13.2) Imunolocalizagdo de PPARyem macrofagos humanos

Os macréfagos humanos derivados de monécitos (6 x 10° células/grupo), nédo
infectados ou infectados com BCG-GFP, foram centrifugados e o pelete formado foi
fixado em 4% de paraformaldeido (PFA) pH 7.3 for 24 h a 4°C. Cada bloco celular
obtido foi embebido em parafina. Ap6s o emblocamento foram realizados cortes por
microtomia e a montagem do material em laminas de vidro. Posteriormente foi
realizada a desparafinizacdo, e re-hidratacdo, a marcacao foi feita com anticorpo
monoclonal para PPARYy (clone E8, Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de 1:75.
O PPARY foi detectado pela incubacéo das secc¢des por 1 h a temperatura ambiente
com o anticorpo primario, seguida pela marcacdo com anticorpo secundario anti-
mouse IgG-F (ab), conjugado a peroxidase (HRP).

A visualizacéo foi feita com um kit de amplificacdo de fluorescéncia vermelha
conjugado a tiramidina usando o tetrametil-rodamina (sistema TSA-TMR, Perklin
Elmer Life Science). A contra-coloracdo do nucleo foi feita com DAPI (Vector). Para
medir a especificidade da coloracdo, controles negativos foram realizados pelo uso
do isotipo correspondente a IgG controle (Dako, Glostrup) no lugar do anticorpo
primario.

Os controles positivos para marcacao de PPARy foram feitos com secg¢des de
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tecido adiposo humano que exibiam marcacdes (colora¢des) nucleares na maioria
dos adipdcitos. As imagens de fluorescéncia foram obtidas usando um microscoépio
Olympus BX51 equipado com camera digital. As imagens de fluorescéncia foram
capturadas por uma simples exposi¢cdo onde foi possivel visualizar simultaneamente
o verde (a presenca da micobactéria-GFP), o vermelho (para o PPARY), junto com o
azul (do nucleo, DAPI). As imagens foram processadas, pelo software “Viewfinder
Studio Lite” versédo 1.0.136 de 2001, (Pixera, UK Digital Imaging Systems).

3.14) Analises de citometria de fluxo

Apés 24 h de infeccdo, os macrofagos aderentes foram removidos por
tratamento com EDTA 6 mM (Gibco) por 20 min no gelo. Apos a remocao, 0S
macrofagos foram lavados com PBS gelado e centrifugados a 1500 rpm a 4°C por
10 min. Apoés este procedimento, as células foram fixados em PFA 4% por 10 min,
centrifugadas novamente e incubadas com o BODIPY 493/503 (Molecular Probes,
1uM) por 15 min a 37°C. A fluorescéncia dos corpusculos lipidicos foi medida no
canal de FL1 (fluorescéncia do BODIPY).

Para a analise da expressao de CD36 apoés a fixagdo com PFA, as células
foram lavadas 2X com PBS e permeabilizadas com 0,2% Triton em PBS por 20 min.
Apoés esta incubacdo, as células foram centrifugadas a 1500 rpm 4°C por 10 min,
lavadas 1X com PBS, novamente centrifugadas e posteriormente bloqueadas com
soro normal de burro 1% em tampéao de citometria (PBS1X e SFB 2%) por 20 min.
Posteriormente, as células foram novamente centrifugadas a 1500 rpm a 4°C por 10
min, e incubadas com anticorpo primario anti-CD36 conjugado ao fluor6foro FITC
(Cayman Chemicals) na diluicdo 1:50. A intensidade de fluorescéncia foi obtida no
canal de FL1 (fluorescéncia do CD36-FITC).

As analises foram realizadas em citometria de fluxo no FACS Calibur Sistema
de citometria de fluxo (Becton Dickinson) a partir de 10.000 eventos (células)
adquiridos por amostra. As analises dos dados quantitativos foram realizadas
usando os softwares BD CellQuest Pro software (BD Biosciences) e o programa de
analise WinMDI.
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3.15) Anédlise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram comparados através do teste de
ANOVA e Newman-Keuls, considerando significativos os valores de p < 0,05.
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4) RESULTADOS



4.1) Mycobacterium bovis, BCG induz a formac&o de corpusculos lipidicos em
paralelo com o aumento da sintese de PGE, em macréfagos peritoneais de

camundongos

A formacdo de corpusculos lipidicos pode ser desencadeada por varios
estimulos inflamatérios e infecciosos. Estudo de D’Avila e cols., (2006)
demonstraram que a infec¢do por BCG in vivo induz a formacdo de corpusculos
lipidicos e que estas estruturas se apresentam como sitios intracelulares das
enzimas formadoras de eicosanoides, como 5-LO e COX-2, e da sintese de
mediadores lipidicos.

Com base nestes dados, avaliou-se o efeito da infeccdo in vitro com doses
significativamente inferiores as utilizadas in vivo, analisando ndo sé a dinamica de
formacé&o de corpusculos lipidicos atraves da coloragcé&o por 6smio, como também os
niveis de PGE;, quantificados no sobrenadante das culturas por ensaio
imunoenzimatico (EIA). O M. bovis, BCG, induziu um aumento do numero de
corpusculos lipidicos nos macrofagos peritoneais de modo dependente do tempo
estudado, mostrando-se significativo a partir das 6 horas até 24 horas de infeccéo
(Fig. 1).

Na figura 2B, observa-se o0s corpusculos lipidicos em macrofagos por
microscopia de campo claro apos 24 horas de infeccdo. Nos macréfagos nao
estimulados néo foi possivel visualizar a coloracdo destas organelas (Fig. 2A). Este
fendmeno foi acompanhado pelo aumento da producédo de PGE; (Fig. 3). Os niveis
de PGE; avaliados nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais
apresentaram-se aumentadas ja nas primeiras horas apos a infeccdo (2 h), com
aumento as 6 horas (em torno de 25%), 12 h e 24 horas (aproximadamente 50%)

em relacao as células ndo infectadas.
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Figura 01 — Cinética de formacdo de corpusculos lipidicos as 2, 6, 12 e 24h
apos a infeccdo por BCG. Os macrofagos peritoneais de camundongos foram
infectados ou ndo por BCG, MOI de 1 (1 UFC:1 macréfago) e incubados a 37°C na
presenca de 5% de CO,, durante os tempos indicados. ApGs estes tempos as células
foram coradas com tetroxido de 6smio e a contagem dos corpusculos lipidicos de 50
células consecutivas foi realizada em microscépio de campo claro. Os resultados
sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a meédia + erro
padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre os grupos controles e
infectados por BCG; (p<0,05).
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Controle BCG

Figura 02 — Imagem de macrofagos peritoneais estimulados ou ndo por BCG,
in vitro corados por 6smio: Os macréfagos peritoneais de camundongos foram
cultivados e infectados ou ndo por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 37°C na
atmosfera de 5% de CO; por 24 horas. A andlise foi realizada em microscopio de
campo claro. (A) Macréfago controle; (B) macrofago infectado por BCG. O asterisco
indica um corpusculo lipidico observado como organela citoplasmatica osmiofilica.
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Figura 03 — Cinética da producéo de PGE,, as 2, 6, 12 e 24h ap06s a infeccéo por
BCG. Os macrofagos peritoneais de camundongos foram infectados ou ndo por
BCG, MOI de 1, incubados a 37°C na presenca 5% de CO,, durante os tempos
analisados, os niveis de PGE; foram detectados por ensaio imunoenzimatico (EIA).
Os resultados sao representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média + erro padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre os grupos
controles e infectados por BCG; (p<0,05).
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4.2) Avaliacdo da expressdo de PPARy em macréfagos durante a infec¢cédo por
BCG in vitro

Varios estudos tém relacionado a participacdo deste receptor em doencas
como diabetes e aterosclerose, com importante destaque para a formacdo de
células espumosas. Nos ultimos anos varios trabalhos tém documentado um papel
contraditério com relacéo as vias de sinalizacdo desencadeadas por PPARy durante
processos inflamatorios e infecciosos.

Nas analises de Western blotting verificou-se a expressdo de PPARYy durante
a infeccdo desencadeada pelo BCG in vitro. A figura (4) mostra que a infecgéo por
BCG in vitro, induz aumento da expressao de PPARy e este aumento se mostrou
dependente do tempo de infeccdo, mostrando um consideravel aumento da
expressdo de PPARy ja a partir de 2 h, e principalmente entre 12 e 24 horas de
infeccdo, o0 que nao acontece nos macrofagos dos grupos controle, onde a

expressdo de PPARy é quase indetectavel.
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Figura 04 — Andlise da expressdao de PPARy por “Western blotting” em
macrofagos infectados com BCG in vitro. As raias estdo representadas pelos
grupos néo infectados (ct) ou infectados com BCG, MOI de 1 (1 UFC:1 Macroéfago).
Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressdo de PPARy (57 KDa) que
foi dependente do tempo de infeccdo analisado, maximo de expressdo apos 24
horas de infeccdo. Para a separacdo das proteinas, os lisados celulares foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, foram aplicados 20 ug de
proteinas totais. Para a detecgédo de PPARY utilizou-se anticorpo policlonal de coelho
anti-PPARy, diluicdo (1:500) ou anti-p-actina (1:5.000). O grafico representa a
analise densitométrica das bandas de PPARYy relacionadas com as respectivas
bandas de B-actina (unidades arbitrarias, das bandas de “Western blotting”).
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4.2.1) Imunolocalizacdo de PPARy em macrofagos humanos infectados
por BCG ap6s 24 h

Na figura 5 observa-se os macréfagos humanos diferenciados de mondcitos
purificados do sangue periférico, em microscopia de fluorescéncia. Neste
experimento o BCG-GFP, induz expressao do PPARy bem como a sua translocacao
para o nucleo celular marcado com DAPI (Fig. 5B), diferente do observado para as
células que ndo foram infectadas (Fig. 5A).

Apesar de ndo termos realizado marcacdes especificas para os fagossomos,
foi possivel observar em contraste de fase algumas imagens com uma localizacao
intracelular de PPARy nas proximidades de estruturas sugestivas de fagossomas
bacteriano [Fig. 6 (seta) e 7].

Nosso laboratorio tem demonstrado que os corpusculos lipidicos séo sitios
intracelulares de enzimas como COX-2 e representam locais para sintese de
mediadores lipidicos, como PGE, Assim, a hipotese inicial era a de que o receptor
PPARy que é ativado por lipidios pudesse estar co-localizado nos corpusculos
lipidicos. Entretanto, na figura (8C) verificou-se que o PPARy ndo se localiza em
corpusculos lipidicos marcados por BODIPY. Os corpusculos lipidicos foram
marcados com o BODIPY (1:250) (Fig. 8A e D) e o PPARy com anticorpo de coelho
contra PPARy de camundongo (Fig. 8B e E).
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Figura 05 - Imunolocalizacdo de PPARy em macréfagos humanos controles ou
infectados por BCG 24h. Imunolocalizagdo de PPARy no nucleo dos macréfagos
humanos infectados por BCG-GFP. As setas cheias indicam marcacado do PPARy no
nucleo dos macréfagos infectados pelo BCG e a seta vazia indica BCG marcado
com GFP. A contra-coloracao do nucleo foi feita por DAPI.
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Figura 06 - Imunolocalizacdo de PPARy em macrofagos peritoneais de
camundongos infectados por BCG 24h. (A) Macrofago visualizado em contraste
de fase, (B) imunolocalizagdo de PPARy, revelado por um anticorpo primario de
coelho contra camundongo anti-PPARy e o anticorpo secundario contra coelho
fluorescente cy3. (C) Na imagem de sobreposicdo podemos observamos que o
PPARYy parece tanto localizado ao redor de estruturas sugestivas de fagossoma
bacteriano (seta) ou no nucleo (asterisco), aumento de 100X.
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PPAR-y Sobreposicao

Figura 07 - Imunolocalizacdo de PPARy em macrofago infectado por BCG 48 h.
(A) Macrofago visualizado em contraste de fase; (B) imunolocalizacdo de PPARy
revelado por um anticorpo primario de coelho contra camundongo anti-PPARy e o
anticorpo secundario contra coelho fluorescente Cy3. (C) Na imagem de
sobreposicdo podemos observamos que o PPARy se encontra preferencialmente
localizado ao redor de estruturas sugestivas de fagossomo bacteriano e em suas
proximidades (setas), aumento de 100X.
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BODIPY PPARYy Sobreposicao
C

BCG
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Figura 08 - Imunolocalizagdo de PPARy em macrofagos controles (PBS) e
infectados por BCG 24 h. Imunolocalizacédo de (A e D) corpusculos lipidicos por
Bodipy e (B e E) PPARy revelado por um anticorpo primario de coelho contra
camundongo anti-PPARy e 0 anticorpo secundario contra coelho fluorescente Cy3.

Na imagem de sobreposi¢cdo (C) podemos observamos que o PPARy ndo se co-
localiza com os corpusculos lipidicos, aumento de 100X.
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4.2.2) Andlise da participacdo de PPARy na ativagdo celular

desencadeada pela acéo de agonistas durante a infec¢cdo por BCG in vitro

Os agonistas de PPARy sdo capazes de induzir um acumulo de lipidios em
células monociticas levando a formacgdo de células espumosas (Tontonoz, 1998).
Neste estudo utilizou-se o BRL49653 (5 uM), um agonista seletivo de PPARY, no
tratamento de macréfagos in vitro.

Avaliamos se a sinalizacdo intracelular desencadeada por PPARy esta
envolvida na infeccdo por BCG, nés observamos que a infec¢do com doses sub-
6timas de BCG, MOI 0,05 (1 micobactéria:20 Macro6fagos), foi capaz de induzir um
aumento significativo no numero de corpusculos lipidicos, bem como o pré-
tratamento dos macrofagos com BRL induziu a formacdo destas estruturas. Além
disso, este agonista foi capaz de induzir um efeito aditivo na formacdo dos
corpusculos lipidicos nos macréfagos infectados mesmo com doses sub-6timas de
BCG (Fig. 9A). Uma vez que BRL49653 (5 uM) age de modo aditivo com baixas
doses de BCG na inducao da formacgéo de corpusculos lipidicos, foi avaliado o efeito
deste agonista sobre a producdo de PGE; 24 horas ap0s a infeccdo. A pré-
estimulacdo com BRL, também foi capaz de induzir a producédo de PGE; (Fig. 9B) de
modo similar ao observado para a formagcdo dos corpusculos lipidicos durante a

infeccdo micobacteriana (Fig. 9A).
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Figura 09 — Efeito do BRL49653 na formacdo de corpusculos lipidicos e
producdo de PGE; apo6s infeccdo por BCG. Os macrofagos peritoneais de
camundongos foram tratados com BRL49653 (5 uM) 30 min antes da infecgdo por
BCG, MOI de 0,05 (1 UFC:20 macréfagos) e incubados a 37°C na atmosfera de 5%
de CO; por 24 h. (A) As células foram coradas com tetroxido de ésmio e a contagem
dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscopio de
campo claro, (B) os niveis de PGE, foram detectados por ensaio imunoenzimatico
(EIA). Os resultados sado representativos de 3 experimentos independentes e
expressam a média = erro padrdao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa
entre os grupos controles e infectados por BCG ou * entre 0s grupos tratados e n&o
tratados infectados por BCG; (p<0,05).
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4.2.3) Inibicdo da formacéo de corpusculos lipidicos e producéo de PGE;
por GW9662 antagonista seletivo de PPARy em macréfagos infectados por
BCG in vitro

Para confirmag&o dos mecanismos de sinalizag&o intracelular desencadeados
por PPARYy durante a infeccdo por BCG, realizou-se o tratamento com antagonista
seletivo de PPARy, o0 GW9662 na inducdo da formacdo de corpusculos lipidicos,

producéao de PGE; durante a infecgéo.

Na figura 10A observa-se que o tratamento com GW9662 (1 uM), inibiu
significativamente a formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos apls 24

horas de infec¢do, fenbmeno que pode ser observado na figura 11B.

Confirmando os resultados obtidos com a inibichio da formacédo de
corpusculos lipidicos e sabendo que estas estruturas podem ser sitios de sintese de
PGE,, foi avaliada a producéo de PGE; apds o tratamento com GW9662. Os dados
monstraram que GW9662 também interfere com a producdo de PGE;, ap0s 24 horas
de infeccdo (Fig. 10B) inibindo significativamente a producdo deste mediador nas
células que receberam o pré-tratamento.

Estes resultados sugerem que o PPARy estd envolvido, ndo sO nos
mecanismos que levam a formacdo de corpusculos lipidicos, como também na
producdo de mediadores inflamatorios como PGE,, cuja formacdo pode se dar

nestas estruturas.
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Figura 10 - Efeito do GW9662 na producédo de PGE; 24 horas ap0s a infeccéo
por BCG. Os macrofagos peritoneais de camundongos foram tratados com GW9662
(1uM) 30 minutos antes da infecgdo por BCG, MOI de 1 (1UFC:1lmacréfago) e
incubados a 37°C na atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas, (A) Ap6s 24h de
infeccdo as células foram coradas com tetroxido de 6smio e a contagem dos
corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscopio de
campo claro, (B) os niveis de PGE, foram detectados por ensaio imunoenzimatico
(EIA). Os resultados sado representativos de 3 experimentos independentes e
expressam a média = erro padrao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa
entre 0s grupos controles e infectados por BCG; " diferenca significativa entre os
grupos tratados e néo tratados infectados por BCG; (p<0,05).
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Figura 11 — Imagem da formacdo de corpusculos lipidicos em macréfagos
tratados por GW9662, antagonista de PPARY, durante a infec¢cdo experimental
por BCG ap6s 24 h. Os macrofagos peritoneais de camundongos foram tratados 30
min antes da infeccdo ou nédo por BCG, MOI de 1 e incubados a 37°C na atmosfera
de 5% de CO; por 24 horas. Ap6s 24 h de infeccdo, as células foram coradas com
tetroxido de 6smio e a contagem dos corpusculos lipidicos foi realizada em
microscopio de campo claro, (A) macrofagos infectados com BCG na presenca do
veiculo (DMSO); (B) macréfagos tratados com GW9662 (1 uM) e infectados por
BCG 24h.
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4.2.4) Avaliacédo da producéo de citocinas durante a infecgcdo pelo BCG,
nos macréfagos tratados com GW9662

Neste estudo detectamos o aumento de producdo de 17 citocinas, com perfis,
tanto pro-inflamatorias, quanto antiinflamatorias, bem como quimiocinas e citocinas
envolvidas a fatores de crescimento. As citocinas foram detectadas nos
sobrenadantes das culturas de macrofagos, dentre elas [IL-1a, IL-1f, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN-y, G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1a,
RANTES] 24 horas apos a infec¢do pelo BCG. Para este estudo, foi utilizado o
sistema de deteccdo de citocinas LUMINEX que detecta mdaltiplas citocinas
simultaneamente.

Em contraste com os resultados observados na inibicdo de corpusculos
lipidicos e producdo de PGE;, o GW9662 ndo mostrou efeito inibitorio para a
producédo das citocinas durante a infeccdo. Apenas seis destas citocinas foram
mostradas aqui, séo elas a IL-1p (Fig. 12A), IL-6 (Fig. 12B), IL-12(p70) (Fig. 12C),
TNF-o (Fig. 12D) MCP-1 (Fig. 12E) GW-CSF (Fig. 12F) 24 h ap6s a infecgdo

micobacteriana.
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Figura 12 - O GW9662 nédo foi capaz de inibir a producédo de IL-1B, IL-6, IL-
12(p70), TNF-a, MCP-1 e GM-CSF induzida por BCG. Os macrofagos peritoneais
de camundongos foram tratados com GW9662 (1uM) 30 minutos antes da infeccéo
por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 37°C na atmosfera de 5% de CO, durante 24
horas. Os niveis de (A) IL-1p, (B) IL-6, (C) IL-12(p70), (D) TNF-a, (E) MCP-1 e (F)
GM-CSF, foram detectados pelo sistema LUMINEX. Os resultados séo
representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média + erro
padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre os grupos controles e
infectados por BCG tratados ou ndo com GW; (p<0,05).
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4.3) Analise da participacdo do receptor TLR2 na formacdo de corpusculos
lipidicos e producéo de PGE;

Trabalhos tém demonstrado que os receptores TLR2 estdo envolvidos no
reconhecimento de antigenos micobacterianos por macréfagos. Em leucdcitos a
formacao de corpusculos € um evento altamente regulado que depende da interacao
de receptores de superficie celular com seus ligantes. Assim, analisamos o
envolvimento do receptor TLR2 durante a infec¢éo pelo BCG in vitro. Para analisar o
papel deste receptor neste fendmeno, utilizamos macrofagos peritoneais de
camundongos C57BI/6 deficientes para o receptor TLR2 (TLR2™).

O TLR2 é fundamental na ativacdo de vias de sinalizacdo de macrofagos
levando a formacdo de corpusculos lipidicos. A infec¢cdo por BCG nos macrofagos
TLR2"* nos trés tempos analisados (6, 24 e 48 horas) levou a um aumento no
numero de corpusculos lipidicos. A infeccdo com BCG nao foi capaz de induzir
aumento no ndmero de corplsculos lipidicos nos macréfagos TLR2™, quando
comparados as células néo infectadas, e este nUmero se expressa de maneira basal
(média de 2 corpusculos/macrofago) (Fig. 13).

Foi avaliado anteriormente que o BCG induz aumento significativo na
producdo de PGE; (Fig. 3) a partir de 2 horas de infeccdo em macréfagos TLR2,
atingindo um pico 24 h apos a infeccdo. Na analise de producdo de PGE; nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos TLR2”, observaou-se que este mediador
da resposta inflamatéria, ndo apresentou niveis aumentados durante a infeccao por
BCG nos tempos analisados (6, 24, e 48 horas), quando comparados aos
macréfagos TLR2" ndo infectados. Diferentemente da inducdo causada pela

++

micobactéria nos macrofagos TLR2™", onde os niveis de producdo de PGE,

detectados sdo significativamente maiores em todos os tempos de infeccéo
analisados. A figura 14 mostra a diferenca na inducédo da producdo de PGE; nos

+/+

macréfagos TLR2"* comparados aos TLR2™ e seus respectivos controles.
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Figura 13 — Analise do envolvimento do receptor TLR2 na formacdo de
corpusculos lipidicos 6, 24 e 48 horas apo6s a infeccédo por BCG. Os macréfagos
peritoneais de camundongos normais (TLR2**) ou deficientes (TLR2™) para o
receptor TLR2, foram infectados ou n&o por BCG, MOI de 1 e incubados a 37°C na
atmosfera de 5% CO,. As células foram coradas com tetroxido de Osmio e a
contagem dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em
microscopio de campo claro. Os resultados séo representativos de 3 experimentos
independentes e expressam meédia + erro padrao da média (EPM); n=3; * diferenca
significativa entre os grupos controles e infectados por BCG nos animais TLR2**, #
diferenca significativa entre os grupos TLR2"* e TLR2" infectados por BCG;
(p<0,05).
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Figura 14 — Andlise do envolvimento do receptor TLR2 na producao de PGE_, 6,
24 e 48 horas apds a infeccdo por BCG. Os macrofagos peritoneais de
camundongos TLR2*"* ou TLR2™" foram infectados ou ndo por BCG, MOl de 1 e
incubados a 37°C na atmosfera de 5% CO,. A producdo de PGE; foi detectada no
sobrenadante das culturas de macréfagos por ensaio imunoenzimatico (EIA). Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média * erro padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre os grupos
controles e infectados por BCG nos animais TLR2**, * diferenca significativa entre
os grupos TLR2*"* e TLR2" infectados por BCG; (p<0,05).
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4.3.1) Mecanismos envolvidos na formagado de corpusculos lipidicos em
eosinéfilos de animais TLR2” e TLR4™" infectados por BCG

Os receptores TLR2 e TLR4, e mais recentemente TLR6 e TLR1 que
heterodimerizam com TLR2, tém sido implicados na mediacdo da sinalizagao
intracelular por micobactérias (Means e cols., 2001; Means e cols., 1999b; Takeuchi
e cols., 2002). Para investigar o papel do reconhecimento de patdgenos mediados
por TLR nos mecanismos de formacdo de corpusculos lipidicos em eosindéfilos, nés
utilizamos o medelo de pleurisia nos camundongos normais ou deficientes para o
receptor TLR2 ou TLR4 (ScCr) durante a infeccdo por BCG. N6s observamos um
aumento significativo na formacdo de corpusculos lipidicos nos eosinéfilos dos
animais TLR2"*, TLR4™* (ScSn) e TLR4" (ScCr), mas ndo nos eosindfilos dos
animais TLR2™". Estes resultados demonstram um papel essencial para o receptor

TLR2 na formacé&o de corpusculos lipidicos em eosinofilos.
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Figura 15. Mecanismos envolvidos na formacao de corpusculos lipidicos em
eosinéfilos induzido por BCG: Papel da sinalizacdo de TLR2. (A e B) analise da
formacdo de corpusculos lipidicos nos animais (A) TLR2*/" e TLR2/, (B) C57BL/10
ScSn (TLR4™") e C57BL/10 ScCr (TLR47/). Cada barra representa média + SEM de
8 animais. * Diferenca entre os grupos controle e infectados; * representa diferenca
entre os grupos de camundongos normais e deficientes; (p< 0.05).
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4.3.2) TLR2 esta envolvido na producdo de IL-5 e eotaxina enddgena,
mediada por CCR3 durante a infec¢gdo por BCG in vivo

Trabalhos recentes tém descrito o papel da IL-5 no acumulo de eosindfilos
induzidos por Mycobacterium bovis, BCG (Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997).
Como a migracdo de eosindfilos induzida por BCG foi inibida nos animais TLR2"
(Fig. 16 C), nds verificamos o envolvimento de TLR2 na sintese de IL-5 e eotaxina
durante a infeccdo por BCG in vivo. Nossos resultados demonstraram que TLR2™
produziram quantidades reduzidas de IL-5 na pleura dos animais infectados quando
comparados aos animais TLR2"* (Fig. 16A).

A eotaxina € um mediador chave no trafego de eosindfilos em mucosas
(Rothenberg, 1999). Este mediador induz seus efeitos através do receptor CCRS3.
Estudos tém documentado que ativacdo de CCR3 mediada por eotaxina foi um
potente indutor da formacao de corpusculos lipidicos (Vieira-de-Abreu e cols., 2005;
Bandeira-Melo e cols., 1999). Deste modo, avaliamos se a infeccdo por BCG
induzida o0 aumento de eotaxina e se este mecanismo é dependente de TLR2.

Observou-se 0 aumento de producdo de eotaxina in vivo no lavado pleural
dos animais TLR2"* mas n&o nos TLR2" (Figura 16B). Para investigar o papel da
eotaxina na ativacdo, recrutamento e formacdo de corpusculos lipidicos de
eosindfilos durante a infec¢do, nds pré-tratamos os camundongos com anticorpos
neutralizantes para eotaxina ou CCR3.

O influxo de eosindfilos e a formacdo de corpusculos lipidicos foram
significativamente inibidos durante a infeccdo (Fig. 16C e D) em camundongos
tratados com anti-CCR3 e anti-eotaxina, indicando que a biogénese de corpusculos
lipidicos induzida por BCG depende da ativacdo de CCR3. E importante ressaltar
gue o recrutamento de neutrofilos e mondécitos bem como a formacdo de
corpusculos lipidicos nestas células do infiltrado observado 24 horas apos a
infeccdo, (D’Avila e cols., 2006; Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997) ndo foram
afetados pelo pré-tratamento com anti-CCR3 ou com anti-eotaxina, mostrando a

especificidade do tratamento.
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Figura 16 — TLR2 esta envolvido na producéo de IL-5 e eotaxina enddgena,
mediada por CCR3 durante a infec¢cdo por BCG. A producéo de (A) IL-5 ou (B)
eotaxina foram avaliadas no lavado pleural de animais TLR2"* e TLR2™ estimulados
in vivo por BCG (5 x 10° bacilo/cavidade) ou veiculo por 24 h. Os niveis destas
citocinas foram dosados por ELISA. Foi analisado o efeito da neutralizacdo da
eotaxina ou do CCR3 no acumulo de eosinéfilos na cavidade pleural (C) e na
formacdo de corpusculos lipidicos (D) induzidos pela infeccdo por BCG. Os
anticorpos neutralizantes foram administrado intra-peritonealmente 30 minutos antes
da infeccao intratoracica por BCG (5 x 10° bacilo/cavidade), a analise dos eosinéfilos
foi realizadas apds 24 h de infeccdo. Cada barra representa a média + SEM de 4
animais. * Diferenca entre o grupo controle e infectado; * diferenca entre o grupo
tratado e ndo tratado infectados por BCG ou entre o grupo dos animais TLR2"* e
TLR2"; (p< 0.05).
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4.3.3) Avaliacao da producéo de citocinas durante a infeccéo pelo BCG
24 horas, em macrofagos normais e deficientes para TLR2

Utilizando o sistema LUMINEX, detectou-se o aumento de producao de 17
citocinas, tanto pré6 como antiinflamatérias, nos sobrenadantes das culturas de
macroéfagos TLR2"* e TLR2" dentre elas [IL-1c, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, 1L-12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN-y, G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1a, RANTES] 24
horas apés a infec¢do por BCG. A figura 17 mostra seis destas citocinas IL-1a (17A),
IL12(p70) (17B), KC (17C), IL-10 (17D), MIP-1 (17E), RANTES (Fig. 17F). Em

+/+

contraste aos niveis detectados nos animais TLR2™", estas citocinas com excessao
de MIP-1a e RANTES, nao foram induzidas ou se apresentavam em niveis baixos
nos sobrenadantes das culturas dos macréfagos TLR2” apés a infeccdo. Aqui
devemos chamar a atencdo para a producdo de MIP-1a e RANTES, citocinas pro-
inflamatorias, que tiveram um aumento de producéo significativo, expressando niveis

+/+

semelhantes aos detectados nas culturas de macrofagos TLR2™" 24 horas apoés a
infeccdo. A figura 17E mostra os niveis de MIP-1la e a figura 17F os niveis de

RANTES detectados na dosagem do LUMINEX.
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Figura 17 — Estudo da participacédo do receptor TLR2 na producéo de IL-1a, IL-
12(p70), KC, IL-10, MIP-1a. € RANTES, 24 horas apo6s a infeccdo por BCG. Os
macrofagos peritoneais de camundongos normais ou deficientes para o receptor
TLR2 foram infectados por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 37°C na atmosfera de
5% de CO, por 24 horas. Apés os tempos de infeccéo os niveis de (A) IL-1a, (B) IL-
12(p70), (C) KC, (D) IL-10, (E) MIP-1a e (F) RANTES foram detectados pelo sistema
LUMINEX. Os resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e
expressam a média = erro padrao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa
entre os grupos controles e infectados por BCG nos animais, * diferenca significativa
entre os grupos TLR2"* e TLR2™ infectados por BCG; (p<0,05).
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4.3.4) Imunolocalizacdo de NF-xB em macro6fagos normais ou deficientes

para o receptor TLR2 estimulados ou n&o por LAM 24 h

O processo de fagocitose do BCG se da pela ligacdo de receptores da
superficie celular a componentes na parede celular micobacteriana, incluindo o LAM.
Varios agonistas para os TLRs tém sido identificados, incluindo LPS, lipoproteinas,
glicolipidios, LAM e LTA. O reconhecimento do LAM é semelhante ao LPS de
bactérias Gram-negativas, com pontos comuns nas vias de sinalizacdo
desencadeadas por estes microorganismos (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and
Rom, 1998).

O LPS (Fig. 18C) e o LAM (Fig.18E) sao capazes de induzir a ativacdo celular

+/+

e translocacdo de NF-xB para o nucleo, das células dos animais TLR2™", diferente
do observado para as células ndo estimuladas (Fig.18 A e B). Além disso, o LPS
(500 ng/mL) induz um aumento da translocacdo nuclear de NF-kB de maneira
independente de TLR2 (Fig. 18D), mas este receptor se mostra indispensavel na
sinalizacdo desencadeada por LAM no que diz respeito ao aumento de expressao e
a translocacdo do NF-kB, uma vez que, nos macréfagos dos animais TLR2” néo
observamos 0 aumento da expressao e a translocacao deste receptor para o nucleo

celular (Fig. 18F).
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Figura 18 - Imunolocalizacdo de NF-kB em macrdofagos normais ou deficientes
para o receptor TLR2 estimulados ou nédo por LPS ou LAM 24 h. (A, C e E)
Macrofago normal (B, D e F) deficiente do receptor TLR2. (C e D), macrofagos
estimulados por LPS, imunolocalizacdo de NF-kB revelado por um anticorpo de
coelho contra camundongo fluorescente Cy3, nucleo marcado com DAPI. (E e F)
Macrofagos estimulados com LAM, onde observamos a inducéo da translocacgéo de
NF-xB para o nlcleo em (E) TLR2"*, mas ndo em (F) TLR2™", mostrando que o LAM
nao induz aumento de expressédo e a translocacdo do NF-xB para o nucleo celular
nos animais TLR2". As imagens foram obtidas por CLSM (LSM 510-META, Zeiss),
aumento de 100X.
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4.3.5) Imunolocalizacdo de TIRAP em macré6fagos peritoneais infectados
por M. bovis, BCG

A cascata de sinalizacdo desencadeada pela ativacdo dos receptores TLR2
por antigenos micobacterianos, culmina com a ativagdo de varias proteinas no
ambiente intracelular, dentre elas o TIRAP. Deste modo, esta andlise fornece uma
possibilidade a mais para o estudo das vias de ativacao de TLR2 por BCG.

Na figura 19 observa-se os macréfagos em microscopia de fluorescéncia,
onde a infecgédo por BCG induz aumento da expressao do TIRAP marcado com Cy3
(Fig. 19E), diferente do observado para as células que nao foram infectadas (Fig.
19B). O nucleo esta marcado por DAPI (19E e 19F) e os corpusculos lipidicos (19A
e 19D) foram marcados com BODIPY. Estes dados mostram que a ativacao de
TLR2 desencadeia a ativacéo de proteinas no ambiente intracelular, apos a infec¢ao
por BCG in vitro.

Bodipy TIRAP DAPI

.
-

Figura 19 - Imunolocalizacdo de TIRAP e corpusculos lipidicos em macréfagos
controles (PBS) e infectados por BCG 24 h. Imunolocalizacdo de corpusculos
lipidicos (A e D) por BODIPY, TIRAP (B e E) por Cy3 e (C e F) do nucleo por DAPI.
Podemos observar nos macréfagos infectados por BCG, MOI 1 24h (D, E e F), uma

intensa marcacao de TIRAP (E) que foi diferente do observado para os macrofagos
nao infectados (B), aumento de 100X.
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4.3.6) Andlise da participacao do receptor TLR2 na expressdo de PPARy

durante a infecgdo por BCG in vitro

Em paralelo a analise da participacdo do TLR2 na formacdo de corpusculos
lipidicos, sintese de PGE,, e producdo de citocinas, nos verificamos o papel do
TLR2 durante a infeccéo por BCG na expressdo de PPARy. Como o observado para
0S outros parametros, nos verificamos que o TLR2 tem um importante papel na
sinalizacdo desencadeada por BCG no que diz respeito a expressédo de PPARYy, uma
vez que os macréfagos dos animais TLR2" ndo mostraram o aumento de expresséo
do PPARYy (Fig. 20).

TLR-2** TLR-27

PPARY

ﬂ B-actina

Figura 20 — Analise da expressdo de PPARy por Western blotting em
macrofagos normais e deficientes para o receptor TLR2 infectados por BCG.
As raias estdo representadas pelos grupos néo infectados (-) ou infectados com
BCG (+) MOI de 0,1. Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressao de
PPARYy (57 kDa) nos animais normais, mas ndo nos macréfagos deficientes para o
receptor TLR2. Para a separacdo das proteinas, os lisados celulares foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Foram aplicadas 20 pg de
proteinas totais. Para a deteccdo de PPARYy utilizou-se anticorpo de coelho anti-
PPARy na diluicao de (1:500).
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4.3.7) Envolvimento do TLR2 na ativacéo e translocacao de PPARy por

componentes da parede celular micobacteriana

A ativacédo de TLR2 por LAM induziu a ativacdo e a translocacado de PPARy
para o nucleo celular nos macrofagos peritoneais apds 24 horas de estimulacéo (Fig.
21). Na figura 21C observou-se que o LAM foi capaz de induzir aumento de
expressdo e translocacdo de PPARy para o nucleo dos macr6fagos dos animais
TLR2"™, diferente do observado para os macréfagos TLR2™" na figura (21D), onde
ndo foi possivel observar este fendmeno. N&o sé a bactéria inteira, mas
componentes de sua parede celular podem desencadear aumento da expressao e

ativacao de PPARy de modo dependente de TLR2.
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Figura 21 - Imunolocalizacdo de PPARy por microscopia confocal em
macréfagos normais e deficientes para o receptor TLR2 estimulados com LAM
por 24 h, in vitro. Nesta analise n0s observamos a imunolocalizacdo de PPARy em
macréfagos murinos de animais TLR2** e TLR2" estimulados (C e D) ou nédo (A e B)
com LAM (300 ng/mL). Em (C) observamos o aumento da expressdo de PPARY nos
animais TLR2"* marcado com anticorpo secundario de coelho conjugado com
ALEXA-546, que ndo foram visualizados em (D) animais TLR2" estimulados com
LAM por 24 horas. A marcacao nuclear pode ser observada pela fluorescéncia com
DAPI. As imagens foram obtidas por CLSM (LSM 510-META, Zeiss).
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4.3.8) Ligantes TLR2 induzem diferentes respostas de macréfagos in vitro

Uma vez, que a expressdo de PPARy foi dependente da sinalizacao
desencadeada por TLR2 durante a infecgéo, utilizou-se diferentes ligantes de TLR2
como o BCG, M. smegmatis (1:1), Pamscys (100ng/mL) e zimosan (1:1) para a
analise da formacéo de corpusculos lipidicos, producao de PGE; e citocinas.

A ativacdo de macrofagos por M. smegmatis, Pamscys e zimosan, foram
capazes de induzir a producao de citocinas como TNF-a (Fig. 22A) e KC (Fig. 22B),
mas esta ativacdo nao foi suficiente para induzir formacéo de corpusculos lipidicos
(Fig. 22C) e sintese de PGE; (Fig. 22D). Este efeito foi diferente ao observado para
a inducao desencadeada por BCG, que foi capaz de induzir de maneira significativa
nao s a sintese de citocinas como também a formacdo de corpusculos lipidicos
paralelo com aumento da producédo de PGE,. Assim, a ativacdo desencadeada por
BCG induz formacdo de corpusculos lipidicos e producdo de PGE2 diferente da

indugéo provocada por M. smegmatis, Pamscys e zimosan.
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Figura 22 — Estudo do envolvimento de agonistas do receptor TLR2 (M.
smegmatis, pamscys e zimosan) e BCG na sintese de citocinas, formacédo de
corpusculos lipidicos e sintese de PGE; 24h apds a infeccao. (A) TNF-a, (B) KC,
(C) corpusculos lipidicos e (D) PGE,. Os macréfagos peritoneais de camundongos
normais foram infectados ou ndo por BCG, M. smegmatis, zimosan, MOI de 1, e
Pamscys (10 uM). As células foram incubados a 37°C na presenca de 5% de CO,
durante 24 h, os niveis de TNF-a e KC foram detectados por ELISA, o numero de
corpusculos lipidicos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas em
microscopio de campo claro, e os niveis de PGE, foram detectados por ensaio
imunoenzimatico (EIA). Os resultados s&o representativos de 3 experimentos
independentes e expressam a média + erro padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca
significativa entre os grupos controles e infectados por BCG, * diferenca entre o
grupo infectado por BCG e o infectado por M. smegmatis; (p<0,05).
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4.3.9) Avaliacao da expresséo de PPARypor ligantes de TLR2

Paralelo com as analises da formacdo de corpusculos lipidicos e sintese de
PGE;, neste experimento observou-se que o M. smegmatis (1:1) e zimosan (1:1) ndo
foram capazes de induzir a formacéo de corpusculos (Fig. 23A) como o observado
na figura anterior, bem como a expressdao de PPARy (Fig. 23B). Uma vez que 0s
agonistas de TLR2 (M. smegmatis, Pamscys e zimosan) ndo foram capazes de
induzir formagcdo de corpusculos lipidicos, producdo de PGE, e a expressdo de
PPARy, mas induziram producéo de citocinas. Assim, sugerindo que a ativagcao de
TLR2, embora essencial, ndo seja suficiente para desencadear vias de formacéo de

corpusculos, producao de PGE; e aumento da expressédo de PPARY.
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Figura 23 — Analise da formacdo de corpusculos lipidicos e expressdo de
PPARy por Western blotting em macrofagos infectados com BCG, M.
smegmatis, ou zimosan 24 h in vitro. (A) o numero de corpusculos foi obtido pela
contagem de 50 células consecutivas em microscopio de campo claro. Os resultados
sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a meédia + erro
padrdao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre o grupo controle e
infectado por BCG; (p<0,05). (B) na andalise de Western blotting as raias estéo
representadas pelos grupos controles (ctr) e infectados por BCG, M. smegmatis ou
zimosan. Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressao de PPARy (57
kDa) que nao foi detectado quando os macrofagos foram estimulados por M.
smegmatis ou zimosan. Para a separacdo das proteinas os lisados celulares foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% aplicamos 30 uL de
proteinas totais. Para a deteccdo de PPARYy utilizou-se anticorpo de coelho anti-
PPARY na diluicdo de (1:500).
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4.4) Estudo do papel de TLR6 durante a infeccdo por M. bovis, BCG em

macrofagos peritoneais in vitro

Uma vez que TLR2 é importante na sinalizacdo desencadeada por patdgenos
intracelulares como M. bovis, BCG, na inducdo da formacdo de corpusculos
lipidicos, producao de PGE; e expressdo de PPARYy, mas que nao é suficiente para
ligantes como o M. smegmatis e zimosan induzirem os pardmetros analisados, nos
decidimos investigar a participacdo de possiveis co-fatores para o TLR2 no
fenbmeno de formacdo de corpusculos lipidicos. Uma vez que o TLR6 tem sido
descrito como um importante co-fator para TLR2 por sua capacidade de se
heterodimerizar e participar em diversos processos infecciosos, nés decidimos
analisar a participacdo do TLR6 nos mecanismos de formacdo de corpusculos,
producéo de PGE; e sintese de citocinas durante a infeccao.

O TLR6 néo esta envolvido na formacgéao de corpusculos lipidicos (Fig. 24A),
producéo de PGE; (Fig. 24B), bem como na sintese de TNF-a (Fig. 24C) durante a

infeccéo por BCG in vitro.
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Figura 24 — Estudo do envolvimento do receptor TLR6 na formacdo de
corpusculos lipidicos, sintese de PGE; e TNF-a 24 h apés a infeccao por BCG.
Os macréfagos de camundongos normais (TLR6"*) ou deficientes (TLR6™) para o
receptor TLR6 foram incubados a 37°C na atmosfera de 5% de CO,, infectados ou
nao por BCG, MOI 1. N6s observamos a inducédo da formacédo de (A) corpusculos
lipidicos, (B) producdo de PGE; e (C) TNF-a que ndo é dependente de TLR6. O
numero de corpusculos lipidicos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas
em microscépio de campo claro, os niveis de PGE, foram detectados por ensaio
imunoenzimatico (EIA) e os niveis de TNF-o foram detectados por ELISA. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média + erro padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre os grupos
controles e infectados por BCG; (p<0,05).
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4.5) Analise da participacdo de CD14 e das integrinas CD11b/CD18 no
processo de formacdo de corpusculos lipidios, producdo de PGE; e TNF-a

durante a infeccao

Nosso laboratério documentou a participacdo das integrinas CD11b/CD18 na
formacdo de corpusculos lipidicos induzidos por LPS (Pacheco e cols., 2002). N6s
entdo, decidimos investigar a participacdo de CD11b/CD18, bem como do CD14,
gue tém sido descritos no reconhecimento de antigenos bacterianos. Além disso,
tem sido demonstrado que o CD14 pode interagir com varios TLRs induzindo a
producdo de citocinas apos infeccbes bacterianas e virais (Compton e cols., 2003;
Pauligk e cols., 2004).

Os anticorpos neutralizantes anti-CD14 (10 uM) e anti-CD11b/CD18 (10 uM)
foram capazes de inibir a formacao de corpusculos lipidicos (Fig. 25A), a producao
de PGE; (Fig. 25B) mas este efeito ndo foi observado para producdo de TNF-a (Fig.
25C) durante a infeccéo por BCG 24 horas.

96



A) B)
87 0.41
o *
o]
=R
§\E 6 . _EI 0.3
S 8 =
5=, ’ = oz
_ ~ |
32 —— g ©
o ©
T T T o
o_ ‘g o] 4
z 5 2 T 0.1
0 0.0 %
BCG ; . . + + .
BCG - - - + + + @-CD11b - + - - + -
a-CD11b - + - - + - o-CD14 - - + N N +
0i-CD14 - - + - B +
0.4+
*
- 0.34
g *
> *
c
3 0.2
LL
=z
'—
0.1
0.0

BCG + + +
a-CD11b - + - - + -
a-CD14 - - + - - +

Figura 25 — Estudo da participacdo das integrinas CD11b/CD18 e CD14 na
formacdo de corpusculos lipidicos producdo PGE,; e TNF-a 24 h apos a
infeccdo. (A) Os macrofagos peritoneais dos camundongos foram incubados a 37°C
na presenca de 5% de CO; e pré-tratados com anti-CD11b/CD18 (10 uM) ou anti-
CD14 (10 uM) 30 min antes da infecgdo por BCG, MOI 1. NO0s observamos que o
pré-tratamento inibe a (A) formacdo de corpusculos lipidicos e a (B) producédo de
PGE,, e ndo altera a producédo de (C) TNF-a apos a infeccdo por BCG. O numero de
corpusculos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas em microscopio de
campo claro, os niveis de PGE, foram detectados por ensaio imunoenzimatico (EIA),
e 0 TNF-a por ELISA. Os resultados séo representativos de 3 experimentos
independentes e expressam a média + erro padrdo da média (EPM); n=3; * diferenca
significativa entre o grupo controle e infectado por BCG; * diferenca entre os grupos
tratados e nao tratados e infetados por BCG; (p<0,05).
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4.6) Envolvimento de lipid rafts na sinalizagédo celular durante a infec¢céo por
BCG

As lipid rafts sdo dominios lipidicos na superficie celular onde encontramos
compartimentalizados varios receptores relacionados ao reconhecimento de
patégenos, dentre eles TLR4, TLR2, TLR1, TLR6, bem como CD11b/CD18 e CD36.
Nestas analises nés investigamos a participacdo dos lipid rafts no fenbmeno de
formacdo de corpusculos lipidicos, producdo de PGE;, e TNF-a durante a infeccdo
por BCG.

Paralelo com os dados descritos para a participacdo de CD11b/CD18 e CD14
o tratamento dos macréfagos com drogas que desestruturam lipid rafts como MBCD
(15 pg/mL), e filipina (2 pg/mL) promovem a inibicdo da formacgdo de corpusculos
lipidicos (Fig. 26A e B) e a producao de PGE; (Fig. 26C), mas nao de TNF-a (Fig.
26D).
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Figura 26 — Anélise do envolvimento de lipid rafts na formacéao de corpusculos
lipidicos producdo PGE; e TNF-a. Os macrofagos peritoneais de camundongos
normais foram incubados a 37°C na presenca de 5% de CO; e pré-tratados com
MBCD (15 pg/mL) ou Filipina (2 ng/mL) 30 min antes da infec¢éo por BCG, MOI 1.
NOs observamos que o pré-tratamento dos macréfagos com (A) MBCD ou (B) filipina
inibe e formacao de corpusculos lipidicos, (C) producdo de PGE,, e ndo altera a
producéo de (D) TNF-a. O numero de corpusculos foi obtido pela contagem de 50
células consecutivas em microscopio de campo claro, os niveis de PGE, foram
detectados por ensaio imunoenzimatico (EIA), e o TNF-a por ELISA. Os resultados
sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média + erro
padrdao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre o grupo controle e o
grupo infectado por BCG; * diferenca significativa entre os grupos tratados e nao
tratados e infectados por BCG; (p<0,05).
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4.7) Estudo da participacdo de CD36 na infeccdo de macrofagos peritoneais
durante a infecgéo por BCG

O CD36 tem sido descrito como um receptor scavenger envolvido com a
formacdo de macréfagos espumosos importante em condi¢cdes patolégicas como na
aterosclerose. Aqui n0s pretendemos avaliar a participacdo do CD36 na infecgéo por
BCG.

Por analises de citometria de fluxo observou-se que o CD36 teve sua
expressdo aumentada nos macréfagos peritoneais apés 24 horas de infeccdo por M.
bovis, BCG in vitro medida pela intensidade de fluorescéncia do CD36 conjugado ao
FITC (Fig. 27A e B) que foi acompanhada pelo aumento da formacgé&o de corpusculos
lipidicos medida pela intensidade meédia de fluorescéncia do BODIPY (Fig. 27C e D).

100



A) B) CD36-FITC

BCG

ontrole
ipQ | |

Intensidade Média de Fluorescéncia (FI:I'C) o N

Intensidade Media de
Fluorscéncia (FITC)
w
o

C) D)
BODIPY

a1 ~
o a1
1 ]

*

Intensidade Media de
Fluorescéncia (MIF)
N
T

Intensidade Média de Fluorescéncia (FL1) 0

Figura 27 - Estudo da participacdo do receptor CD36 de macrofagos
peritoneais durante a infeccdo por BCG 24h. Os valores da intensidade média de
fluorescéncia (MIF) do FITC para CD36 ou do BODIPY para os corpusculos lipidicos
foi expressa em histograma (A e C), seguido pela representacéo grafica (B e D). Em
(A e B) marcacao de CD36, onde observamos o controle do Isotipo IgG (branco),
células controles ndo infectadas, (preto) e macréfagos infectados por BCG (cinza).
Em (C e D) marcacao para corpusculos lipidicos, observamos os macréfagos néo
corados (NC) os macrofagos controles (preto) e os macréfagos infectados (cinza).
Os histogramas mostram a intensidade média de fluorescéncia (FL1) (A) ou BODIPY
(B) de 10.000 eventos; n=3 (total de 10 animais/grupo). As analises foram feitas no
citobmetro de fluxo (FACS CALIBUR “Flow Cytometry System”).
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4.7.1) Avaliacdo do papel do CD36 na ativagcdo dos macrofagos
peritoneais apo6s a infec¢gdo por BCG 24 horas in vitro

O anticorpo neutralizante para CD36 (anti-CD36) na concentracao de 2 pg/mL
foi capaz de inibir a formacéo de corpusculos lipidicos (Fig. 28A), producédo de PGE,
(Fig. 28B), mas nao afetou a producdo de TNF-a (Fig. 28C) apdés 24 horas de
infecgéo.

Além disso, por andlise de Western blotting nés pudemos avaliar que o
tratamento com o anticorpo neutralizante para o CD36 foi capaz de regular a propria
expressdo de CD36 nos macréfagos peritoneais infectados por BCG 24 horas, raia
quatro (Fig. 29).

De modo interessante, na figura 30 que o pré-tratamento dos macréfagos com
0 anticorpo neutralizante para o receptor CD36, foi capaz de regular negativamente
a expressdo de PPARy nos macrofagos infectados por BCG, visualizado na raia
quatro (Fig. 30).
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Figura 28 — Analise da participacdo do receptor CD36 na formacado de
corpusculos lipidicos producédo de PGE; e TNF-a, 24 h apds a infeccado por
BCG. Os macrdfagos peritoneais foram incubados a 37°C na atmosfera de 5% de
CO; e pré-tratados com o anticorpo neutralizante para o CD36 (2 pg/mL) 30 min
antes da infeccdo por BCG, MOI 1. NOs observamos que o pré-tratamento dos
macrofagos inibiu a (A) formacdo de corpusculos lipidicos, (B) producédo de PGE,, e
nao alterou a (C) producdo de TNF-a. O numero de corpusculos foi obtido pela
contagem de 50 células consecutivas em microscopio de campo claro, os niveis de
PGE, foram detectados por ensaio imunoenzimatico (EIA), e o TNF-a por ELISA. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média *+ erro padrdao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo infectado por BCG; * diferenca significativa entre os grupos
tratados e nao tratados infectados por BCG; (p<0,05).
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Figura 29 — Andlise da expressédo de CD36 por Western blotting em macréfagos
infectados com BCG, tratados ou ndo com anticorpo neutralizante para o
receptor CD36 in vitro. Observamos que o BCG, MOI 1, induz aumento da
expressdo do CD36 (88 kDa) (raia 3), e que o tratamento com o anticorpo
neutralizante para CD36 (2 pg/mL) bloqueia a capacidade do BCG induzir a
expressdo do CD36 (raia 4). Para a separacdo das proteinas os lisados celulares
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, aplicamos 30 uL de
proteinas totais. Para a deteccdo de CD36 utilizou-se anticorpo de coelho anti-CD36
na diluicao (1:400).
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Figura 30 — Avaliacdo da expressdo de PPARy por Western blotting em
macrofagos infectados com BCG, tratados ou ndo com anticorpo neutralizante
para o receptor CD36 in vitro. N6s analisamos a expressdo de PPARy (57 kDa)
nos macrofagos submetidos ao ensaio de neutralizagcdo de CD36. Observamos que
0 pré-tratamento com anti-CD36 modula negativamente a expressdo de PPARYy
durante a infeccdo micobacteriana (raia 4) quando comparado as células que néo
receberam o pré-tratamento (raia 3). Para a separacdo das proteinas os lisados
celulares foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Foram
aplicados 30 pL de proteinas totais. Para a deteccdo de PPARy utilizou-se o

anticorpo de coelho anti-PPARY na diluicéo (1:500).
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4.8) Envolvimento da dectina-1 no reconhecimento micobacteriano e ativacao
de macrofagos peritoneais

Estudos recentes demonstraram que a dectina-1, um receptor envolvido com
0 reconhecimento de B-glicanos, pode auxiliar na amplificacdo da resposta
inflamatdria através da inducdo de citocinas dependente de TLR2 em camundongos.
Estudos recentes documentaram a participacdo da dectina-1 em resposta ao M.
tuberculosis (Rothfuchs e cols., 2007).

A participacdo de possiveis co-fatores para TLR2 no reconhecimento
micobacteriano, foi verificada com o uso de anticorpo neutralizante para dectina-1 (2
pHg/mL), documentamos que este receptor tem um papel importante no que diz
respeito a formacdo de corpusculos lipidicos e producdo de mediadores
inflamatorios. A dectina-1 foi o Unico receptor em adicdo ao TLR2 capaz de inibir os
trés parametros analisados neste estudo; a formagéo de corpusculos lipidicos (Fig.
31A), a producédo de PGE; (Fig. 31B), bem como a sintese de TNF-a (Fig. 31C). Isto
sugere que a dectina-1 pode atuar em conjunto com TLR2, no que diz respeito a
formacé&o de corpusculos, producdo de mediadores lipidicos, bem como na secrecéo

de citocinas.
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Figura 31 — Andlise da participacdo do receptor de B-glicanos, dectina-1, na
formacado de corpusculos lipidicos, producdo de PGE; e TNF-a, 24 h apos a
infeccdo por BCG. Os macréfagos peritoneais foram incubados a 37°C na
atmosfera de 5% de CO; e pré-tratados com anti-dectina-1 (2 pg/mL) 30 min antes
da infeccdo por BCG, MOI 1. NOs observamos que o pré-tratamento dos macréfagos
inibiu (A) a formacdo de corpusculos lipidicos, (B) a producdo de PGE,, (C) e a
producdo de TNF-a. O numero de corpusculos foi obtido pela contagem de 50
células consecutivas em microscopio de campo claro, os niveis de PGE, foram
detectados por ensaio imunoenzimatico (EIA), e os niveis de TNF-o por ELISA. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média *+ erro padrdao da média (EPM); n=3; * diferenca significativa entre o grupo
controle e infectado por BCG; * diferenca entre os grupos tratados e ndo tratados
infectados por BCG; (p<0,05).
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5) DISCUSSAO
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Os macréfagos sdo os principais agentes de defesa contra patdogenos
intracelulares e tém importante papel no metabolismo de lipidios e processos
inflamatérios. Embora existam varios estudos sobre a resposta inflamatoria em
doencas como a tuberculose, pouco se sabe sobre os eventos celulares e
moleculares envolvendo o papel de mediadores inflamatérios na resposta patégeno-
hospedeiro.

A diferenciacdo de macrofagos em células espumosas € uma observacgéo
patolégica comum em varias doencas, incluindo granulomas formados durante a
tuberculose, tanto em condi¢des clinicas, quanto experimentais (Ridley and Ridley,
1987; Hernandez-Pando e cols., 1997; Cardona e cols., 2000) e na aterosclerose,
onde o aspecto “espumoso” dos macréfagos é refletido pelo acumulo intracelular de
lipidios.

Nos ultimos anos, os corpusculos lipidicos tém sido considerados como
organelas dindmicas e funcionalmente ativas, atuando na sinalizacdo em leucocitos
para regulacdo do metabolismo lipidico, no trafego de membranas, na sinalizagéo
intracelular e na sintese de mediadores inflamatorios.

Pesquisadores do nosso grupo tém demonstrado a inducdo de corpusculos
lipidicos em leucdcitos durante infecgdes causadas por patdgenos intracelulares.
Sao exemplos a infeccdo por BCG in vivo e in vitro (D’Avila e cols., 2006; D'Avila e
cols., 2007; Almeida e col., submetido) e a infeccdo de macréfagosnpor
Trypanosoma cruzi (Melo e cols., 2003; D'Avila e cols., 2008b).

Dois estudos recentes de nosso grupo mostraram que o BCG induz formacéo
de corpusculos lipidicos em leucocitos (macrofagos e eosindfilos) da cavidade
pleural in vivo (D'Avila e cols., 2006; D'Avila e cols., 2007). Os autores
demonstraram que a formacdo dos corpusculos lipidicos nos leucdcitos durante
infeccbes micobacterianas ocorreu independente da internalizacdo do patégeno.
Além disso, o estimulo fagocitico por particulas de latex também nao foi suficiente
para induzir a biogénese destas organelas, sugerindo que a biogénese de
corpusculos lipidicos € um fendmeno independente da fagocitose e pode estar
envolvido com a producéo de citocinas durante a infec¢do. Na linha destes achados
D'Avila e cols., (2007) demonstraram que a formac&o de corpusculos lipidicos foi
independente da participacéo de receptores para TNF-a, IFN-y e MCP-1.

A formacédo de corpusculos lipidicos é um fendmeno dependente de estimulo,
e em parte da neo-sintese de proteinas, sugerindo desta maneira que a ativacéo de

fatores transcricionais estao envolvidos na biogénese destas organelas. De acordo
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com os estudos de D’Avila e colaboradores, trabalhos tém documentado que M.
leprae induz aumento do namero de corpusculos lipidicos, expressdo de ADRP e
perilipina associadas aos corpusculos lipidicos em macréfagos e adipdécitos
(Tanigawa e cols., 2008; Matos e cols., em preparacdo). Neste estudo foi utilizado o
modelo de infeccdo in vitro, para caracterizar a formacdo de corpusculos lipidicos
induzido por micobactérias. As andlises demonstraram um aumento crescente no
namero de corpusculos lipidicos a partir de 2 horas atingindo um pico entre 24 e 48
horas ap6s a infecgéo.

Os mecanismos que regulam o acumulo intracelular de lipidios, bem como a
ativacdo de fatores transcricionais envolvidos no metabolismo lipidico de
macroéfagos, durante processos infecciosos e o seu significado na patofisiologia e no
curso de doencas desencadeadas por patdgenos intracelulares ndo séao
completamente entendidos.

Varios trabalhos tém caracterizado a participacdo de receptores nucleares
envolvidos no metabolismo lipidico, como os PPARs, durante processos
inflamatorios (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998; Chawla e cols., 2001c), mas o
papel deste fator transcricional na fisiologia dos macréfagos permanece
desconhecido. Estudos tém documentado que PPARs controlam a transcricao
génica da ADRP em camundongos e humanos (Edvardsson e cols., 2006; Motomura
e cols., 2006). Na linha destes achados, estes autores identificaram a regido de
elemento de resposta (PPRE) para PPARy dentro da regido promotora de
transcricdo para ADRP (Chawla e cols., 2003; Targett-Adams e cols., 2005).

Para a andlise da relacdo de receptores nucleares com o fenémeno de
formacéo de corpusculos lipidicos, foi avaliada a participagdo do PPARY na infecgéo
por M. bovis, BCG in vitro. Trabalhos recentes demonstraram que um agonista de
PPARY, o hexadecil azeloil fosfatidilcolina (azPC), presente em frages fosfolipidicas
de LDL oxidada ou agonistas do receptor de PAF, induziu aumento no nimero de
corpusculos lipidicos em macréfagos peritoneais apés estimulacdo, sugerindo o
envolvimento de genes alvo de PPARy neste fenbmeno. Na literatura atual ndo
encontramos referéncias sobre o envolvimento dos PPARs durante a resposta do
hospedeiro frente a infeccbes micobacterianas. Assim este trabalho, pela primeira
vez, visa mostrar a relacdo deste receptor com processos infecciosos
desencadeados por micobactérias, bem como sua participagdo na ativacao celular e

producdo de mediadores inflamatorios. De maneira interessante, os resultados
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mostraram que a infeccdo de macrofagos por BCG altera significativamente os
niveis de expressédo de PPARY, sugerindo a participacdo deste receptor nas vias de
sinalizagdo intracelular de macréfagos derivados de mondcitos humanos e
macroéfagos peritoneais de camundongos durante a infeccao por BCG. Nos estudos
de imunolocalizacdo, verificou-se que o BCG induziu ativacdo e translocagdo do
PPARY para o nucleo celular apds 24 h de infec¢do, tanto em macréfagos humanos
guanto de camundongos. Um ponto curioso deste estudo foi a observacdo de
imagens da localizagdo do PPARy ao redor de estruturas sugestivas de serem
fagossomas bacterianos ou em suas proximidades as 48 horas apos a infecgéo.
Uma vez que o significado funcional do PPARy durante as infecgbes
micobacterianas ndo é conhecido, estes resultados revelam que este receptor pode
ter importante papel nos mecanismos intracelulares envolvidos com o acumulo de
lipidios de macrofagos desencadeados por micobactérias.

O papel antiinflamatorio de agonistas de PPARYy pela ativacdo farmacologica,
como os TZDs, agonistas sintéticos de PPARy sdo amplamente usados para
tratamento de diabetes tipo Il. Sua eficacia clinica no diabetes, juntamente com
estudos iniciais de seus efeitos mediando a resposta inflamatéria em linhagens
macrofagicas, tém relacionado a participacdo de PPARy como um modulador
enddgeno da inflamacédo (Crosby e cols., 2005).

Para as analises do papel de PPARy na ativacdo ou desativagdo celular
durante a infeccdo por BCG, utilizou-se um agonista da classe dos TZDs o
(BRL49653). Os resultados mostraram que o BRL49653 foi capaz de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos. Além disso, este agonista foi capaz de
potencializar a formacdo de corpusculos lipidicos nos macréfagos infectados com
doses sub-6timas de BCG (1 UFC:20 macrofagos). Mais ainda, foi observado que o
antagonista seletivo de PPARy o GW9662, inibiu significativamente a formacéo de
corpusculos lipidicos, nos macréfagos infectados por BCG 24 horas. Em conjunto os
dados sugerem uma relevante e importante participagédo do PPARy nos mecanismos
gue levam ao acumulo intracelular de lipidios em macrofagos infectados por
micobactérias.

O PPARy pode exercer seus efeitos na formacdo de células espumosas por
regular a expressao de LXR (Fitzgerald e cols., 2002). A interacdo entre LXR e TLR
representa uma ligacao direta entre imunidade inata e o metabolismo de colesterol

em macroéfagos. Isto sugere que ativacdo de LXR pode afetar ndo somente vias de
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sinalizacéo relacionadas ao efluxo de colesterol mas também na sintese de &cidos
graxos modulados por ligantes de TLR. Vérios autores tem reportado que a
imunidade inata via TLR pode contribuir diretamente para o desenvolvimento de
placas aterosclerdticas (Gibson e cols., 2004; Michelsen e cols., 2004; Mullick e
cols., 2008). Esta resposta € mediada por TLR e LXR por vias de regulacdo
bidirecional. Deste modo, a relagdo de LXR-TLR fornece um mecanismo para
explicar como infecgdes microbianas podem interferir com o metabolismo de
colesterol e contribuir para doencas cardiovasculares. A C. pneumoniae pode
promover o desenvolvimento de células espumosas por desencadear uma resposta
pré-inflamatéria dependente de TLR, que pode ser inibida pela ativacdo de LXR
(Chen e cols., 2008). Nos dados preliminares que necessitam de confirmacédo o
agonista de LXR, o T0901317, foi capaz de induzir a formacdo de corpusculos
lipidicos (em torno de 5X) comparados as células ndo estimuladas. Esta formacéo
foi significativamente inibida nos macrofagos infectados por BCG 24 horas
(aproximadamente 60%), sugerindo que a infec¢cdo por micobactérias inibe vias de
ativacao de LXR.

Trabalhos recentes tém atribuido que o aumento do numero de corpusculos
lipidicos em leucécitos pode resultar em um aumento paralelo da producdo de
eicosanodides por estas células para revisdo ver (Bozza e Bandeira-Melo, 2005;
D’Avila e cols., 2006). Os corpusculos lipidicos formados em macréfagos ja se
mostraram serem sitios intracelulares de compartimentalizacdo de enzimas
formadoras de eicosanoides, incluindo 5-LO e COX-2. Estes autores demonstraram
também que o BCG foi capaz de induzir aumento na sintese de PGE, e que este
mediador é preferencialmente produzido nos corpusculos lipidicos apds 24 horas de
infeccdo. Desta forma, os autores sugerem que os corpusculos lipidicos funcionam
como sitios de sintese deste mediador durante infeccbes micobacterianas. No
entanto, os mecanismos moleculares envolvidos nestes processos ndo sao bem
conhecidos. As analises de producdo de PGE, mostraram que macréfagos
peritoneais in vitro sdo capazes de responder a infec¢do por BCG, com aumento da
producédo deste mediador ja nas primeiras horas de infeccao (2 h), atingindo inducgéo
maxima apos 24 e 48 horas. Além disso, verificou-se uma importante participacédo do
PPARYy na producédo de PGE; onde o BRL49653 potencializou tanto a formagédo dos
corpusculos lipidicos quanto a producao de PGE,, e o antagonista, 0 GW9662, inibiu
significativamente a formacao destas organelas, bem como a producao de PGE,,

durante a infeccdo por BCG. Andlises da expressdo de COX-2 foram realizadas e
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constatamos que esta enzima apresenta expressdao aumentada a partir de 2 horas
apos a infeccdo por BCG, efeito que permanece até as 24 horas e desaparece
completamente apds 48 h (dados ndo mostrados).

O trabalho de Laposata, (1988) caracterizou a inducdo da expressao da
enzima COX-2 durante infeccbes micobacterianas, principalmente entre 2 e 48
horas. Estes dados contribuem com os resultados apresentados e sugerem que a
producdo de PGE, na infeccdo por BCG in vitro € dependente da expressao de
COX-2. De acordo com estes dados, foi demonstrado que macréfagos espumosos
localizados em é&reas infectadas por M. tuberculosis ou em células da cavidade
pleural de camundongos tiveram marcacao fortemente positiva para COX-2 e PGE,
(Rangel Moreno e cols., 2002; D’Avila e cols., 2006).

O estudo de Pontsler e cols., (2002) demonstrou que COX-2 é induzida em
monacitos por agonistas de PPARy sugerindo a participacdo deste receptor nas vias
de sinalizacdo intracelular que levam a producdo de mediadores inflamatérios
induzidos por COX-2. Apesar de ndo termos realizado experimentos relacionados a
inibicio de COX-2, sugerimos que durante a infeccdo micobacteriana o PPARYy
poderia estar modulando positivamente as vias de ativacao de COX-2.

Os mecanismos envolvidos na regulacao da expressao de PPARy durante a
infeccdo micobacteriana foram investigados. Os PPARy regulam diversos genes da
resposta inflamatéria de forma complexa (Castrillo e cols., 2003). Os dados da
literatura sobre o papel deste receptor na resposta inflamatoria tém se mostrado
controverso. Alguns estudos tém investigado o potencial efeito antiinflamatério de
ligantes de PPARy em mondcitos e macrofagos (Chinetti e cols., 2000; Ricote e
cols., 1998). Outros autores, no entanto, tém indicado um papel pro-inflamatorio
através da ativacdo de PPARy (Chawla e cols., 2001c; Inoue e cols., 2000; Meade e
cols., 1999; Pang e cols., 2003).

O Estudo de Chawla e cols., (2001c) demonstrou que células deficientes em
PPARY, ativadas por LPS e tratadas com agonistas de PPARy como 15d-PGJ; e
TZDs podem induzir producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6
igualmente em células normais ou deficientes para o receptor PPARy, mostrando
gue ambos agonistas tem efeitos inespecificos. Dados semelhantes foram
observados por Crosby e cols., (2005) que constataram que a producéo de iINOS em
células deficientes ou normais para PPARy sdo igualmente inibidas apés o

tratamento com concentracbes acima de 10 um (consideradas altas) de agonistas
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sintéticos deste receptor.

Outros estudos relatam a ativacdo de PPARy por seus ligantes na inducao e
na inibicdo da expresséo de fatores de transcricdo como a proteina ativadora 1 (AP-
1), STAT e NF-xB, fatores com importante papel na regulacdo da resposta
inflamat6ria em varios tipos celulares (Glass and Ogawa, 2006). Outros estudos
demonstraram que o eixo de sinalizagdo IL-4 — STAT6 — PPARy tem um papel
crucial na diferenciacdo de macrdéfagos e na imunidade inata contra Leishmania
major (Huang e cols., 1999; Odegaard e cols., 2007).

O envolvimento de MAPK (p38 e ERK) tem sido demonstrado nas vias de
sinalizacdo que envolvem a ativacdo de NF-«xB e de PPARy. Estudo de Appel e
cols., (2005) documentou que ligantes de TLR podem mediar diferentes vias de
sinalizacdo em células dendriticas humanas resultando em propriedades funcionais
distintas, sugerindo que a inibicdo de vias de MAPK e NF-xB estdo envolvidas na
regulacdo da sinalizacdo de TLR mediada por PPARy em células dendriticas, estes
efeitos podem estar relacionados com um mecanismo de retroalimentagcdo negativo
envolvido na resolucéo da resposta imunoldgica.

Diversos mecanismos estdo sendo propostos, na regulacdo das vias de
inibicdo de NF-kB por PPARy. Um deles pode ocorrer através da interacéo direta do
PPARy com a subunidades de NF-xB (p65, p50 ou ambos), e inibicdo da
degradacéao de kB (Daynes and Jones, 2002; Dubuquoy e cols., 2002). Além disso,
outros estudos indicam que mecanismos de trans-repressao podem estar ocorrendo,
onde PPARy compete com NF-kB por co-ativadores que sdo necessarios para
transcricdo de genes alvos.

Em resumo, os PPARy podem interagir por mecanismos distintos, para
revisao ver von Knethen e cols., (2007a), (1°) pela interacéo direta na via do NF-«xB,
associando-se com NF-AT, AP-1 ou STAT, que séo importantes fatores de
transcricdo envolvidos na expressdo de genes pro-inflamatérios, prevenindo a
expressdo destes genes. (2°) o PPARy pode inibir a atividade de MAPK que é
necessaria para induzir ativacdo de genes pro-inflamatorios, por mecanismos ainda
desconhecidos. (3°) o PPARy pode bloquear a translocacdo de PKCa, que
normalmente induz a ativacdo do sistema de oxidacdo de NADPH responséavel pela
producdo de espécies reativas de oxigénio. (4°) o PPARy pode interferir com co-
fatores transcricionais como SRC-1 ou com a proteina de ligacdo de CREB
(CBP/p300) que induzem a expressdo de genes pré-inflamatérios. (5°) pode ainda
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inibir a degradacgé&o proteassomal de um complexo de co-repressores dos receptores
nucleares.

De acordo com os dados descritos acima, foi documentado o papel da
desativacdo de PPARYy na sintese de citocinas. O antagonista seletivo de PPARYy, o
GW9662, ao contrario do efeito observado para a inibicdo de formacdo de
corpusculos lipidicos e producdo de PGE, nao foi capaz de inibir a sintese de
citocinas tanto do perfil pré-inflamatério quanto antiinflamatério, sugerindo que
ativacao de PPARy pode modular a resposta de macrofagos por vias de sinalizacdo
intracelulares que levam a diferentes respostas durante a infeccdo micobacteriana.

O entendimento dos mecanismos moleculares mencionados acima ainda nao
sdo completamente caracterizados. Por isso é dificil identificar uma Unica via de
sinalizacdo devido a ativacdo de PPARY. E possivel que existam mecanismos de
sinalizacdo que vao depender: do tipo de celular, da isoforma ou do tipo de PPAR, e
da regido promotora no gene alvo (revisado por Bensinger and Tontonoz, 2008). E
importante considerarmos também que o PPARy pode desempenhar funcbes
intrinsecas na auséncia de agonistas sintéticos, onde a participacdo de ligantes
enddgenos pode desencadear a modulagcao de processos inflamatoérios. Os ligantes
dos receptores nucleares podem ter multiplos alvos celulares, e todos eles tém o
potencial de alterar significativamente a expressao de genes envolvidos na formacéo
de células espumosas (Joseph e cols., 2003). Alguns autores tém demonstrado que
C. pneumoniae induz um aumento da expressédo de ACATL1 por vias dependentes de
PPARy de modo dependente de dose em macrofagos THP-1 expostos a LDL,
induzindo deste modo a formacao de células espumosas (He e cols., 2008). Mais
ainda, os trabalhos de Kim e cols., (2008) e Mei CL e cols., (2009 in press),
analisaram a participacdo de PPARy durante a infeccdo por Chlamydia pneumoniae,
s6 que um autor relacionou a infeccdo com a inducdo da expressao do receptor em
células musculares e células endoteliais, o outro mostra que o PPARy é regulado
negativamente durante a infeccdo de macréfagos THP-1, em co-cultura com LDL.
Este efeito foi dependente do MOI administrada. Neste segundo estudo, os autores
sugerem que a bactéria pode afetar a expressdo de genes alvos regulados por
PPARa e PPARy, levando a formacédo de células espumosas, mas que estudos
futuros necessitam ser realizados.

Diferentes membros da familia dos “Toll-like” tém sido implicados no

reconhecimento de antigenos micobacterianos, dentre eles: TLR2, TLR4, TLR6 e
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TLR1 (Takeuchi e cols., 2002; Sugawara e cols., 2003; Wieland e cols., 2004).
Varios trabalhos tém descrito a ativacao celular via TLR2 por lipoglicanas da parede
celular micobacteriana, como por exemplo, LAM e PIM (Gilleron e cols., 2003;
Means e cols., 1999a), sugerindo que TLR2 tem participacdo crucial na resposta
inata contra micobactérias.

Os trabalhos de D’Avila e cols., (2006 e 2007), mostraram que a deficiéncia
para TLR2, mas ndo para TLR4 impede a migracdo celular principalmente de
neutréfilos, macrofagos e eosindfilos, para cavidade toracica de camundongos
durante a infeccdo por M. bovis, BCG. Nosso interesse entdo foi investigar a
participacdo dos receptores TLR2 na ativacdo macrofagica durante a infeccao por
BCG in vitro. Nossos resultados demonstraram que o BCG néo foi capaz de induzir
a formacdo de corpusculos lipidicos, bem como a producdo de PGE; nos
macrofagos deficientes para o receptor TLR2.

Foi recentemente demonstrado que macrofagos estimulados via TLR2
desencadeiam uma resposta diferente da observada durante a ativagdo via TLR4.
Estudos mostram os receptores TLR2 e TLR4 implicados no reconhecimento de
Chlamydia pneumoniae. De modo similar, Chlamydia pneumoniae, tem sido
caracterizada na formacdo de células espumosas em humanos e camundongos,
sendo capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em camundongos
deficientes para o receptor TLR4, mas ndo em camundongos deficientes para o
receptor TLR2 na presenca de LDL, embora agonistas para os dois receptores
sejam capazes de desencadear a formacdo de células espumosas e acumulo de
colesterol na presenca de LDL (Cao e cols., 2007).

Além de estudarmos o envolvimento de TLR2 durante a infec¢do por BCG em
macrofagos, nés também investigamos a participacdo de TLR2 em outro tipo celular,
os eosindfilos, durante a infeccdo in vivo (D’avila e cols., 2007 anexo 2). Os
eosindfilos sdo encontrados em tecidos que apresentam uma interface com o
ambiente externo e sua flora bacteriana, sdo exemplos, o trato gastrointestinal e o
trato respiratorio. Algumas evidéncias tém relacionado os eosinéfilos ndo somente
com doencas alérgicas ou helminticas, mas também com varias funcdes
imunomodulatérias (Rothenberg and Hogan, 2006). InfeccBes micobacterianas
frequentemente induzem um recrutamento de eosinéfilos tanto em humanos (Vijayan
e cols., 1992) quanto em modelos de infeccbes em animais (Menezes-de-Lima-
Junior e cols., 1997; Castro e cols., 1991; Werneck-Barroso e cols., 2000; Penido e

cols., 2003; Lasco e cols., 2004).
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Uma vez que TLR2 tem papel chave na formacédo de corpusculos lipidios em
macrofagos peritoneais, foi investigado se os eosinofilos provenientes dos animais
TLR2™" respondiam do mesmo modo durante a infeccéo. Assim, documentamos que
os eosindfilos dos animais TLR2” ndo apresentaram aumento no ndmero de
corpusculos lipidicos. Este efeito foi diferente do observado para as células dos
camundongos TLR4™”, onde a deficiéncia deste receptor ndo interfere com a
formacao dos corpusculos lipidicos durante a infec¢éo por BCG.

De acordo com os dados apresentados acima, Fremond e cols., (2003)
mostraram que a producdo de mediadores inflamatérios, a ativacdo e o
recrutamento de macréfagos em camundongos é independente de TLR4 durante a
infecgdo por BCG. Em contrapartida, estudos tém demonstrado que eosinofilos ndo
expressam TLR2, TLR4, ou CD14, e consequentemente ndo sdo capazes de
responder diretamente a ligantes de TLR2 ou TLR4 (Sabroe e cols., 2002;
Meerschaert e cols., 2000). No entanto, outros trabalhos documentaram que ligantes
de TLR4 como o LPS sao capazes de induzir o acumulo de eosinofilos in vivo em
modelos experimentais através de mecanismos dependentes da producdo de
citocinas derivadas de mondcitos/macréfagos e linfécitos (Penido e cols., 2003;
Bozza e cols., 1994). Assim, os mecanismos dependentes de citocinas derivadas
destes tipos celulares podem estar envolvidos no recrutamento de eosindfilos
durante a infeccdo por BCG. Mas diferente do observado por estes autores, Nn0Ssos
dados demonstraram que os fendmenos avaliados durante a ativacdo dos
eosindfilos por BCG foram independentes da participacdo das citocinas como MCP-
1, TNF-oe € IFN-y.

Estudos tém descrito o papel da IL-5 no acumulo de eosindfilos induzidos por
Mycobacterium bovis, BCG (Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997). Aqui,
analisamos o envolvimento de TLR2 na sintese de IL-5 durante a infeccéo
micobacteriana. Os animais TLR2™ produziram quantidades reduzidas desta citocina
na cavidade pleural, quando comparados aos niveis detectados nos animais TLR2*"*
apos 24 horas de infeccao. Em paralelo nés documentamos também a participacéo
deste receptor na sintese de IL-5 durante a infeccdo em macréfagos peritoneais in
vitro (dados ndo mostrados). Estas observacdes indicam que IL-5 produzida durante
a infeccdo por M. bovis, BCG é principalmente dependente da ativacdo de TLR2.

A eotaxina é um mediador chave no trafego de eosinéfilos dentro de tecidos
inflamados (Rothenberg and Hogan, 2006). Bandeira-Melo e cols., (2001b)

documentaram que a ativagao da via de CCR3 mediada por eotaxina representa um
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potente mecanismo indutor da formacdo de corpusculos lipidicos nos eosindfilos.
N6s demonstramos que o BCG induz um significante aumento da producdo de

+/+

eotaxina na cavidade pleural de camundongos TLR2**, mas ndo em animais TLR2™"".
Para investigar o papel da eotaxina, na formacdo de corpusculos lipidicos e no
recrutamento de eosindfilos induzidos por BCG in vivo, nés realizamos o pré-
tratamento dos camundongos com anticorpos neutralizantes para eotaxina ou para
CCR3, 30 min antes da infec¢cdo. Os pré-tratamentos foram capazes de inibir
significativamente o influxo de eosinéfilos, bem como a formag¢do de corpusculos
lipidicos, indicando que a eotaxina enddgena induz ativagdo eosinofilica via CCR3
capaz de induzir a biogénese de corpusculos lipidicos nos eosinéfilos durante a
infeccdo micobacteriana.

O potencial bactericida dos eosindéfilos tem sido demonstrado por sua
habilidade fagocitica e pela mobilizacdo de proteinas citotdxicas dos granulos apos
infeccdo (DeChatelet e cols., 1977; Svensson and Wenneras, 2005), 0 que sugere
um papel protetor dos eosindfilos durante as infec¢des bacterianas. Outros trabalhos
tém associado o aumento do numero de eosinofilos no sitio da infeccdo
micobacteriana com o crescimento da micobactéria em animais suscetiveis a
infeccdo (Erb e cols., 1999). Isto sugere que os eosinodfilos podem exacerbar a
doenca de maneira a fornecer um ambiente intracelular no qual a micobactéria
possa proliferar, contribuindo deste modo para a disseminacao do patogeno (Kirman
e cols., 2000). No entanto, o papel dos eosinéfilos na resposta imune do hospedeiro
durante infeccbes micobacterianas em modelos de tuberculose experimental e
clinica ainda néo é bem definido.

Corroborando com os dados observados em macrofagos (D’Avila e cols.,
2006), os achados em eosindfilos demonstraram que a infeccdo micobacteriana é
capaz de induzir a ativacdo destas células em uma via dependente da sinalizacéao
desencadeada por TLR2. O recrutamento e ativacdo dos eosindfilos induzidos por
BCG é dependente de TLR2 e mediada pela geracdo de eotaxina e da sinalizacéo
através de CCR3.

O TLR2 tem papel fundamental na sintese de citocinas por macrofagos
durante a infec¢cdo micobacteriana. Estas citocinas podem exercer diferentes efeitos
regulatérios na ativacdo de macréfagos e células do sistema imune durante
processos infecciosos. Além disso, componentes da parede celular micobacteriana
podem desencadear a ativagcdo e expressdo de citocinas pro-inflamatorias e

guimiocinas, representando a primeira linha de defesa do sistema imune contra a
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infeccao (Underhill e cols., 1999).

Os macréfagos sédo as principais células fagociticas e respondem as
infeccdes micobacterianas com producdo de uma série de citocinas, que possuem
acOes antagonicas, dentre elas, TNF-a, TGF-f, IL-12 e IL-10 (D’Avila e cols., 2006;
Flesch and Kaufmann, 1993; Kaufmann, 2002; Bhatt and Salgame, 2007). Isto
sugere que o balancgo entre citocinas pré- e antiinflamatdrias pode contribuir para um
equilibrio entre a instalacdo da doenca e uma resposta imune eficiente.

Alguns trabalhos descrevem a estreita relagéo entre a geracédo de PGE; e a
modulacdo da producédo de citocinas pré e antiinflamatérias (Betz and Fox, 1991;
Renz e cols., 1988). Os resultados mostraram que durante a infeccéo por BCG as
citocinas produzidas podem apresentar um perfil pré-inflamatério, dentre elas IL-1a,
IL-12(p70), quimiocinas como (KC), citocinas imunorregulatorias como a IL-10 bem
como citocinas relacionadas com fatores de crescimento como G-CSF e GM-CSF
(dados ndo mostrados). Paralelo com as observacées nos eosinofilos, o TLR2
mostrou-se fundamental para a sintese da maioria das citocinas estudadas. Mas o
receptor ndo foi necessario para o BCG induzir a producdo de (MIP-1o. € RANTES),
onde os niveis destas citocinas nos macréfagos TLR2” foram similares aos

++

detectados para os macrofagos dos animais TLR2™". A presenca de outros
receptores envolvidos na sinalizagcdo por BCG, como 0s receptores de manose e
CD14 que reconhecem o LAM (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and Rom, 1998),
podem em menor ativar vias intracelulares, levando a producdo de MIP-1la e
RANTES. Os resultados sugerem que componentes da parede celular de
micobactérias podem induzir a producdo de quimiocinas por mecanismos
dependentes e independentes de TLR2.

As andlises de imunolocalizacdo mostraram que o LPS, o principal
componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, foi capaz de induzir a
translocacdo de NF-kB de maneira independente de TLR2, mas este receptor se
mostrou indispensavel na sinalizagdo desencadeada por LAM. Assim, 0s
macréfagos dos animais TLR2” foram incapazes de induzir a expressdo e
consequentemente a translocacdo do NF-xB para o nucleo dos macréfagos,
sugerindo que o TLR2 é fundamental na ativacdo de vias de sinalizacdo celular
induzindo a ativacdo de NF-kB por LAM, mas nao por LPS.

Varios trabalhos tém descrito a ativacdo celular via TLR2 por lipidios

micobacterianos, sugerindo que TLR2 tem participacdo crucial na resposta inata
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contra micobactérias. Apds a deteccdo e o reconhecimento microbiano por TLRs,
uma ou mais proteinas adaptadoras dos TLRs no citoplasma celular sédo ativadas.
Quatro dominios contendo estas proteinas adaptadoras estdo envolvidos na
propagacéo da sinalizacdo desencadeada por TLRs. S&o elas, MyD88, TRAM, TRIF
e TIRAP. A ativacdo dessas proteinas levam a expressao de fatores transcricionais
como NF-xB, AP-1 e fatores regulatérios de interferons (IRF), os quais induzem a
ativacdo de centenas de genes envolvidos na resposta imune (Yamamoto e cols.,
2002; Yamamoto e cols., 2003a; Yamamoto e cols., 2003b). No entanto, nem todos
0os TLRs utilizam os mesmos adaptadores. Por exemplo, TIRAP e MyD88 (ativacéao
induzida a partir da membrana plasmatica) induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatérias, diferente de TRAM e TRIF (ativados a partir de endossomos) que
induzem a resposta de interferons (Yamamoto e cols., 2003b; Horng e cols., 2002).

Durante a ativacdo desencadeada por ligantes de TLR2, varias proteinas no
ambiente intracelular, dentre elas o TIRAP, sdo ativadas. Nos estudos de
imunolocalizagdo foi possivel verificar que a infecgdo por BCG 24 horas, induziu a
ativacdo de TIRAP, diferente do observado para as células que n&o foram
infectadas, mostrando que ligantes de TLR2 induzem a ativacdo da cascata de
sinalizacdo intracelular em macrofagos infectados. Assim, estes resultados
demonstraram que TLR2 é fundamental para induzir a formacdo de corpusculos
lipidicos e mediadores inflamatorios durante, como também na inducdo da
expressao de PPARYy durante a infecgdo micobacteriana.

Em resumo, demonstrou-se que o receptor TLR2 é necessario e participa das
vias de sinalizacdo que levam a inducdo da expressdo de PPARy nos macrofagos
peritoneais in vitro durante a infeccdo por BCG 24 horas. Além disso, a infeccao por
BCG altera significativamente os niveis de expressdo de PPARy de maneira
dependente de TLR2 e sugere-se que 0s receptores nucleares ativados por lipidios
podem modular a formacdo de corpusculos lipidicos, a sintese de PGE; e a funcéo
de macroéfagos durante infec¢cdes micobacterianas.

A habilidade de componentes da parede celular micobacteriana como LAM
induzir a expressao de PPARYy foi investigada. O LAM foi capaz de induzir o aumento
da expressao e a translocacdo de PPARy para o nucleo dos macréfagos de modo
dependente de TLR2. Assim, sugere-se que componentes da parede celular e
produtos derivados de patégenos intracelulares estdo envolvidos nos mecanismos

de ativacdo de receptores nucleares por vias dependentes de TLR2. De fato a
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ativacdo de macrofagos in vitro por agonistas de TLR2 (M. smegmatis, Pamscys e
zimosan) foram eficientes na ativacao celular no sentido de desencadear a sintese
de citocinas como TNF-a e KC, em quantidades significativas similares as induzidas
por BCG. No entanto, estes ligantes ndo foram capazes de induzir formacao de
corpusculos lipidicos, producdo de PGE,, ou induzir expressao de PPARY, indicando
gue ligantes de TLR2 ndo séo suficientes para induzir vias de ativacao celular
envolvidas no acumulo intracelular de lipidios. Estes dados estdo de acordo com 0s
estudos de Peyron e cols., (2008) demonstraram que apenas espécies virulentas de
micobactérias como M. tuberculosis e M. avium, sdo capazes de induzir a formacgéo
de macréfagos espumosos diferente do observado para cepas avirulentas como M.
smegmatis que foram incapazes de desencadear a formacdo destas células. Assim,
sugere-se que o0s corpusculos lipidicos participem nos mecanismos de sobrevivéncia
e escape de patdgenos intracelulares do sistema imune por vias dependentes de
TLR2.

Embora a ativacdo de TLR2 seja essencial para o fendbmeno de formacéo de
corpusculos lipidicos e producdo de mediadores inflamatdrios na infec¢do por BCG,
sua ativacao per se nao € suficiente para desencadear a ativacéo de vias que levem
a formacao de corpusculos lipidicos, producéo de PGE; e expressdo de PPARy em
condicBes de ativacdo nao patogénicas, sugerindo, deste modo, a participacdo de
outros co-fatores na inducéo destes fenbmenos.

O TLR2 é o mais promiscuo dos receptores TLRs descritos. Esta
caracteristica esta relacionada a sua habilidade Unica de se heterodimerizar com
outros TLRs, como TLR1 e TLR6 (Ozinsky e cols., 2000b) e também a outras
moléculas sinalizadoras. Alguns trabalhos tém demonstrado a capacidade de TLR2
de formar heterodimeros com TLR1 e TLR6 por mecanismos que ocorrem
independentemente de ligantes (Triantafilou e cols., 2006; Ozinsky e cols., 2000b).

Os resultados mostraram que o TLR6 ndo tem papel essencial na resposta
celular durante a infeccdo por M. bovis, BCG. Onde a formacdo de corpusculos
lipidicos, producdo de PGE, e TNF-a ndo estavam alterados nos macrofagos
peritoneais dos animais TLR6”, quando comparados aos macréfagos dos animais
TLR6"".

A participacdo de CD14 e de integrinas como CD11b/CD18 na formacédo de
corpusculos lipidicos em células estimuladas com LPS ou histoplasma foi

documentado (Pacheco e cols., 2002; Sorgi C e cols, 2009 in press). Outros estudos
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tém demonstrado que o complexo formado entre TLR4/MD2 pode interagir com
CD14 e CD11b/CD18. O CD14 tem um papel critico na resposta celular por se ligar
ao LPS de bactérias Gram-negativas bem como a lipidios de Gram-positivas como,
as peptideoglicanas, LTA, lipoproteinas e ao LAM (Strapagiel e cols., 2008; Kim e
cols., 2008). Além disso, varios trabalhos tém descrito a capacidade do CD14 se
associar com TLRs por sua caracteristica de reconhecer PAMPs da parede celular
microbiana (Underhill e cols., 1999; Schroder e cols., 2003).

Os experimentos de neutralizacdo de CD14 ou CD11b/CD18 em macrofagos
com anticorpos anti-CD14 ou anti-CD11b/CD18, mostraram que o0s tratamentos
foram capazes de inibir a formacdo de corpusculos lipidicos durante a infeccdo por
BCG, similar ao observado por Pacheco e cols., (2002) em células estimuladas por
LPS. Paralelo a esta analise, os anticorpos neutralizantes anti-CD14 e anti-
CD11b/CD18 também foram capazes de inibir a producdo de PGE, mas estes
tratamentos ndo alteraram a producéo de citocinas (TNF-o) durante a infec¢éo por
BCG.

Estudos recentes de Triantafilou e cols., (2007) demonstraram que LPS de H.
pylori e P. gengivalis podem induzir a formacdo de agrupamentos moleculares,
compreendendo TLR2, TLR1, CD11b/CD18 e CD36. Apds ativacdo por ligantes
especificos estes receptores podem ser recrutados para regibes especificas da
membrana celular, chamadas lipid rafts. Devido ao importante papel das lipid rafts
no recrutamento de receptores usados por microorganismos, estas estruturas se
tornaram foco de investigacbes no campo das infeccbes. Sdo exemplos de
patdégenos envolvidos neste mecanismo, E. coli, Salmonela thyphymurium,
Chlamydia spp, Mycobacterium spp entre outros, para revisado ver Lafont and van
der Goot, (2005).Varios estudos tém descrito a participacdo de lipid rafts na
sinalizacdo celular mediada por TLRs. Nas lipid rafts podem ser encontrados
compartimentalizados varios receptores relacionados ao reconhecimento de
patégenos, dentre eles TLR4, TLR2, TLR1, TLR6, bem como CD11b/CD18 e CD36.
No entanto, o papel das lipid rafts e a associacdo de moléculas de sinalizacdo na
resposta imune inata, em resposta a infeccdes micobacterianas ainda permanece
desconhecido. Estudo de Gatfield e Pieters, (2003) demonstrou que M. tuberculosis
vivo usam lipid rafts para entrar nas suas células hospedeiras e persistem nos
nichos intracelulares escapando da via endocitica. Em contrapartida, o M.
tuberculosis morto perde esta capacidade e sao envolvidos por lisossomos entrando

desta maneira na rota endocitica.
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Neste estudo foram utilizadas drogas que tem a capacidade de desestruturar
estes dominios lipidicos, como a MBCD e a Filipina. Estas drogas tém a capacidade
de retirar o colesterol das membranas celulares, desestruturando a associacao dos
lipidios e proteinas destes dominios. Nés demonstramos em nossos resultados que
0 pré-tratamento com ambas as drogas (MBCD e a Filipina) interferem de modo
significativo na formacéo de corpusculos lipidicos. Verificamos também que a MBCD
inibiu a producdo de PGE,, mas ndo a sintese de citocinas como TNF-a.
Corroborando estes estudos Shin e cols., (2008) demonstraram a capacidade de
lipoproteinas de M. tuberculosis induzir a translocacdo de TLR2 para lipid rafts, bem
como a producdo de espécies reativas de oxigénio, direcionando para uma resposta
pré-inflamatéria. No entanto, o tratamento com as drogas que desestruturam lipid
rafts foi capaz de reduzir a producéo de espécies reativas de oxigénio e a resposta
inflamatoria.

Em resumo, sugere-se que os co-fatores como CD14, CD11b/CD18 e lipid
rafts, mas nao TLR6 participam em conjunto com TLR2 em plataformas de
sinalizacdo celular durante a infeccdo de macréfagos por BCG, induzindo a
formacé&o de corpusculos lipidicos, producédo de PGE,, mas néao estdo envolvidos na
modulacao da sintese de citocinas.

Estudos recentes tém demonstrado a associacdo de TLR2 com CD36 em
resposta a lipoproteinas diaciladas (Triantafilou e cols., 2006, 2007) e lipopeptideos.
Mas ao contrario dos heterodimeros formados entre TLR2/TLR1 e TLR2/TLR6
encontrados nas lipid rafts, as associacfes de TLR2/CD36 nado pré-existem nas lipid
rafts, mas s&o induzidas pelo ligante ou estimulo. Nilsen e cols., (2008)
demonstraram que CD14 e CD36 funcionam como co-receptores de TLR2 e séo
necessarios para reconhecimento de LTA e para a producdo de TNF-a em
mondacitos. Esta sinalizacdo ocorre preferencialmente na membrana plasmatica, e é
independe da internalizacdo do ligante.

Encontra-se bem estabelecido na literatura a funcdo patolégica dos
receptores scavenger como o CD36 e sua relacdo com a formagdo de macrofagos
espumosos e com a aterosclerose. A capacidade do CD36 de mondcitos e
macrofagos de se ligar e endocitar a oxLDL mostra um papel critico deste receptor
na formacdo de macrofagos espumosos, desencadeando o desenvolvimento da
doenca aterosclerdtica (Collot-Teixeira 2007).

Estudo de Neyrolles e cols., (2006) documentou a participagao de receptores
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scavenger e CD36 no processo de interacdo e reconhecimento de M. tuberculosis
em adipdcitos humanos e murinos. Os autores relataram que apos a internalizagéo,
a micobactéria pode persistir no interior dos adipécitos sem multiplicacdo aparente.
Mas este evento ndo acontece em pré-adipécitos onde a micobactéria pode estar
em estado replicativo. Isto pode sugerir a dependéncia de diferentes receptores
necessarios para o bacilo ser fagocitado nos dois tipos celulares. Além disso, este
fendmeno pode também depender do estado funcional relacionado ao metabolismo
lipidico da célula hospedeira.

Corroborando estes achados varios estudos tém documentado a participacao
do CD36 em processos de fagocitose, na sinalizagéo celular, desencadeados por
varios tipos de patégenos, como bactérias (Stuart e cols., 2005; Baranova e cols.,
2008) e protozoérios (Ockenhouse e cols., 1991; D'Ombrain e cols., 2007; Portugal e
cols., 2008).

Estudos tém mostrado a participacdo do CD36 na sinalizacéo intracelular de
maneira independente de TLR, e relacionado com a ativagdo das vias de MAPK e
JNK em macrofagos (Rahaman e cols., 2006, Baranova e cols., 2008). Outros
estudos mostram também que, uma vez ativado, o CD36 pode sinalizar por vias
dependentes de PPARYy através da ativacdo de p38, MAPK, PKC e PKB (Feng e
cols., 2000; Munteanu e cols., 2006) e NF-xB pela via de PKC (Han e cols., 2000).

Os resultados demonstraram que a infec¢cao por BCG induziu um aumento da
expressdo do CD36, acompanhada por um aumento na formacdo de corpusculos
lipidicos nos macréfagos peritoneais apdés 24 horas de infeccdo. O anticorpo
neutralizante para o receptor CD36 foi capaz de inibir a formacédo de corpusculos
lipidicos, producédo de PGE; mas este efeito ndo foi observado para producdo de
TNF-a apo6s a infeccdo, indicando que o CD36 participa das vias que levam ao
acumulo de lipidios e mediadores lipidicos, mas ndo nas vias de sinalizacdo que
levam a secrecéo de citocinas.

Por andlises de Western blotting verificou-se que o pré-tratamento com o
anticorpo neutralizante foi capaz de regular a propria expressdao de CD36 nos
macrofagos peritoneais infectados pela micobactéria. De modo interessante,
documentou-se também que a neutralizacdo do CD36 interferiu negativamente na
expressdo de PPARy nos macrofagos apos 24 horas de infec¢éo por M. bovis, BCG.
Estes resultados pela primeira vez, sugerem um importante papel da participacéo de
receptores scavenger como CD36 na regulacdo da expressdo de receptores

nucleares como o PPARy e na ativacdo de macréfagos durante a sinalizacéo
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desencadeada por patdégenos intracelulares.

Ainda buscando possiveis co-fatores de TLR2 nos mecanismos de formacéo
de corpusculos lipidicos, producdo de mediadores inflamatorios e citocinas durante a
infeccdo micobacteriana, anaisou-se o papel do receptor de B-glicanos, a dectina-1,
nestes fendmenos. O papel da dectina-1 em processos biolégicos durante infeccbes
micobacterianas ainda permanecem desconhecidos. Os resultados mostraram que a
dectina-1, estava diretamente envolvida na formacdo de corpusculos lipidicos,
producdo de PGE, e da sintese de citocinas. Foram realizados ensaios de
neutralizacdo para este receptor e observamos depois de 24 horas, uma inibicdo
parcial e significativa da formac¢éo de corpusculos lipidicos, producao de PGE,, bem
como de TNF-a, diferente do observado para os outros co-fatores analisados (CD14,
CD11b/CD18, CD36) e lipid rafts, que ndo mostraram efeito para a sintese de
citocinas. Desta maneira, documentou-se pela primeira vez, que a dectina-1 foi
fundamental para desencadear vias de ativacéo celular que levam tanto a formacéo
de corpusculos lipidicos e producédo de mediadores inflamatorios, quanto a sintese
de citocinas durante a infeccdo por M. bovis, BCG in vitro.

Outros estudos tém demonstrado que durante a infeccdo de macrofagos por
cepas micobacterianas avirulentas, a producdo de TNF-a foi dependente de dectina-
1, mas em macrofagos infectados por cepas virulentas como M. avium e M.
tuberculosis esta inducéo foi independente de dectina-1 (Yadav and Schorey, 2006).
No entanto, outros estudos mostram que a sinalizacdo dependente de dectina-1 é
importante para M. tuberculosis induzir a producdo de IL-12(p40) e IL-12(p70)
(Rothfuchs e cols., 2007). Estes autores ainda discutem que a dectina-1 funciona
independentemente da sinalizacdo desencadeada por TLR2, uma vez que o
bloqueio de dectina-1 por ligantes especificos inibe a producédo de IL-12(p40) em
células dendriticas de camundongos TLR2" durante a infecgéo por M. tuberculosis.
Estes dados sugerem que além da sinalizacdo desencadeada por TLR2 outras
moléculas sinalizadoras como a dectina-1, podem induzir uma resposta celular de
modo independente de TLR2 durante infec¢cdes micobacterianas.

Andlises de microscopia eletronica tém demonstrado uma intima associacao
de corpusculos lipidicos com fagossomas contendo micobactérias ou associados a
infeccdo por Tripanosoma cruzi (Melo e cols., 2003; D’Avila e cols., 2006).
Corroborando com estes dados, Peyron e cols., (2008) demonstraram que
macrofagos espumosos podem servir como um reservatorio para persisténcia do M.

tuberculosis. Os autores demonstraram que nestas células o bacilo perde a
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capacidade replicativa, mas permanece vivos. Além disso, 0s autores mostraram
imagens sugestivas do englobamento ou internalizacdo das bactérias por grandes
corpusculos lipidicos. Assim, os autores confirmaram dados de Hunter e cols.,
(2007), que demonstraram como resultado da fuséo, bactérias livres dentro dos
corpusculos lipidicos, sugerindo deste modo o favorecimento do acesso da bactéria
aos nutrientes do hospedeiro.

A diferenciacdo de macréfagos em células espumosas indica a perda da
capacidade de fagocitar novos bacilos, assim como a reducdo da atividade
microbicida. Deste modo, o0s autores sugerem que 0s macréfagos espumosos
formados nos granulomas durante a tuberculose podem funcionar como
reservatérios seguros para a persisténcia do bacilo em estado dormente néo-
replicativo. Uma caracteristica de alguns bacilos transferidos para o interior dos
corpusculos lipidicos € que eles apresentam suas proprias inclusdes lipidicas
intracitoplasmaticas, constituido basicamente de triacilglicerol (Daniel e cols., 2004;
Deb e cols., 2006). Isto pode ser considerado como uma caracteristica do estado
dormente, ndo replicativo do bacilo (Neyrolles e cols., 2006; Peyron e cols., 2008).

Outros estudos tém demonstrado a participacdo de corpusculos lipidicos em
infeccbes por Chlamydia trachomatis. Os corpusculos lipidicos formados durante a
infeccdo por este patdogeno podem ser translocados para dentro do lumen de
vacuolos parasitoforos contendo corpos reticulares, (forma replicativa da Chlamydia
trachomatis) (Cocchiaro e cols., 2008).

Existem evidéncias onde proteinas provenientes do parasito podem estar
envolvidas na captura e re-utilizacdo dos corpusculos lipidicos citoplasmaticos por
remover um modulador chave do estoque de lipidios, a ADRP (Cocchiaro e cols.,
2008). Além disso, o transporte dos corpusculos lipidicos para o lumen do vacuolo
parasitéforo, pode representar um mecanismo de sequestro e subversdo da
organela pela bactéria. Este mecanismo pode ser uma estratégia do microorganismo
para permanecer “escondido” da resposta imune inata enquanto obtém nutrientes
das células hospedeiras. Corroborando com estes dados, tem sido mostrado que M.
leprae induz aumento da expressdo de ADRP e perilipinas que estavam localizadas
na membrana de fagossomas contendo o bacilo, sugerindo que o acumulo dos
corpusculos lipidicos pode evitar como fonte de nutrientes para sobrevivéncia
intracelular deste patégeno (Tanigawa e cols., 2008).

Diversas estratégias de modulacdo da resposta imune sdo exercidas por

patdégenos intracelulares no sentido de viabilizar sua sobrevivéncia no
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microambiente intracelular. De forma geral, estes mecanismos estdo envolvidos na
inibicdo da associacdo com organelas da via endocitica que envolvem a maturagéo
e acidificacdo fagossomal, inativacdo enzimatica, e a fusdo lisossomal (Vergne e
cols., 2004). No entanto, os eventos que regulam estes mecanismos nado estao
completamente entendidos. Trabalhos de Anes e cols., (2003) documentaram que
em culturas de macréfagos infectados por micobactérias, o estimulo com
determinados lipidios exégenos foi capaz de modular a maturacao fagossomal, com
consequente reducdo da sobrevivéncia micobacteriana, ao passo que a
incorporacdo de outros tipos de lipidios promove o aumento no crescimento
micobacteriano. Estes resultados sugerem um importante papel de lipidios nos
mecanismos de modulagdo do sistema imune nas infecgbes micobacterianas.

Baseado nos resultados discutidos aqui, nossas perspectivas visam estudar o
envolvimento da ativacdo de PPARYy na infeccdo micobacteriana em camundongos,
como também a participacdo do PPARy no desenvolvimento da infeccéo
micobacteriana in vivo.

Em resumo, os resultados indicam que a infeccdo de macrofagos por BCG
altera significativamente os niveis de expressao do PPARY, de maneira dependente
de TLR2 e CD36. A ativacdo de PPARy pode modular a ativacao celular, induzindo a
formacdo de corpusculos lipidicos, sintese de PGE;, e a funcdo de macréfagos
durante infec¢cdes micobacterianas. O estudo da regulacéo e ativacéo de receptores
nucleares como o PPARy durante infeccdes por patdgenos intracelulares traz
contribuicbes sobre os mecanismos basicos de interacdo e escape, ha resposta
patdogeno-hospedeiro e podera contribuir para a identificacdo de novos alvos

terapéuticos para a tuberculose.
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6) CONCLUSOES

128



Neste estudo foi caracterizado a participacdo de TLR2 e seus co-fatores e do
receptor nuclear PPARYy, durante a infecgao por M. bovis, BCG in vitro.

O Mycobacterium bovis, BCG induz uma resposta inflamatdéria, caracterizada por
aumento no numero de corpusculos lipidicos, producdo de varias citocinas e
mediadores inflamatorios como PGE,, e expressao do receptor nuclear PPARY,
efeitos estes dependentes da ativacao de TLR2.

Os resultados demonstraram que a ativacdo de PPARy é fundamental para
biogénese de corpusculos lipidicos e producédo de mediadores inflamatérios.
Além disso, um importante papel da dectina-1, nos fendmenos de formacao de
corpusculos lipidicos, producédo de PGE,, sintese de TNF-a ap6s a infeccdo por
BCG foi demonstrada.

Este trabalho demonstrou pela primeira vez o envolvimento de receptores
scavenger de macréfagos, como o CD36, nas vias que levam a expressdo de
PPARYy durante infecgbes micobacterianas.

Verificou-se também o papel de co-fatores para TLR2, como CD14, integrinas, e
CD36 na ativacao celular desencadeada pela infecgcdo micobacteriana.

Os resultados sugerem que a interacdo entre TLR2 e seus co-receptores em
dominios lipidicos da membrana celular como em lipid rafts, podem regular vias
de sinalizacédo intracelular envolvidos na formacdo de corpusculos lipidicos,

producéo de mediadores inflamatérios como PGE; e expresséo de PPAR v.
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Esquema 6.1) Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ativacdo do

receptor nuclear PPARY, na formacdo de corpusculos lipidicos e producéo de
mediadores inflamatérios em macréfagos, durante a infeccao experimental por

Mycobacterium bovis, BCG.
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Abstract

Macrophages have important roles in both lipid metabolism and inflammation and are central
to immunity to intracellular pathogens. Foamy-like -lipid laden- macrophages are present
during the course of Mycobacteria infection and have recently been implied in mycobacterial
pathogenesis. Here we analyzed molecular mechanisms of formation of macrophage lipid
bodies (lipid droplets) during Mycobacterium bovis BCG infection, focusing on the role of
lipid-activated nuclear receptor PPARy. Non-pathogenic M. smegmatis failed to induce
PPARy expression or lipid body formation. We observed that BCG infection induced
increased expression of PPARy that parallel the augmented lipid body formation and PGE;
synthesis in mouse peritoneal macrophages. Function of PPARYy in modulating BCG infection
was demonstrated by the capacity of PPARy agonist BRL49653 to potentiate lipid body
formation and PGE: production; while pretreatment with the specific PPARy antagonist
GWO9662 significantly inhibited BCG induced lipid body formation and PGE: production.
BCG-induced MIP-1a, IL12p70, TNFa or IL6 production was not inhibited by GW9662
treatment. However, BCG-induced PPARy expression and lipid body formation was
drastically inhibited in TLR2 deficient mice, suggesting a key role for TLR2 in this process.
Ouwr findings show that PPARy is involved in lipid body biogenesis and unravel a cross-talk
between the innate immune receptor TLR2 with lipid-activated nuclear receptor PPARY to

coordinate lipid metabolism and inflammation in BCG-infected macrophages.

[
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Introduction

The resurgence of tuberculosis worldwide has intensified research efforts directed to
investigate the host defense and elucidate the cellular and molecular mechanisms involved in
Mycobacterium tuberculosis infection. M. muberculosis is an intracellular pathogen that
survives and replicates within cells of the host immune system, primarily macrophages.
Differentiation of macrophages into foamy macrophages is a common pathological
observation in tuberculous granulomas and pleuritis both in experimental settings as well as
in clinical conditions (1-4). As for other pathological conditions, the foam aspect of
macrophages was shown to occur as a reflexion of cytoplasmic lipid accumulation into lipid
bodies (lipid droplets)(4-6). Recent studies have demonstrated that newly formed lipid bodies
are structurally distinet cytoplasmic sites for lipid mediator synthesis with
immunomodulatory functions during BCG infection (4, 6). Moreover, mycobacterial-induced
lipid bodies often exhibited intimate contact with bacterial-containing phagosomes.
Significantly, a role for mycobacterial-induced lipid body biogenesis and targeting has been
suggested to act as escape mechanism during infection by down-modulation of macrophage
response and/or acquisition of nutrients, leading to enhanced survival and replication in host
cells (4, 6-11). However, the molecular mechanisms that regulate lipid body biogenesis
during mycobacterial infection and their contribution to pathophysiology of tuberculosis are
not completely understood.

PPARy is a member of the lipid activated nuclear receptor family and has been
demonstrated to function as a key transcriptional regulator of cell differentiation,
inflammation and lipid metabolism in cells such as macrophages and dendritic cells (DC)
(for review see [(12)]). PPARy is highly expressed in macrophage-derived foam cells within
atherosclerotic lesions where it plays an important role in lipid homeostasis and metabolism
(13-16). PPAR transcription factor directly regulates the expression of several genes
participating in fatty acid uptake, lipid storage and inflammatory response by binding to
specific DNA response elements in target genes as heterodimers with the retinoid X receptors
(RXR) (17-19). PPARs are expressed by leukocytes including macrophages, dendritic cells, T
cells and B cells, where a role for these receptors in inflammation and immunoregulation has
been proposed through their ability to regulate the expression of several genes that are
involved in inflammation (20, 21).

Of major interest regarding the roles of PPARy during pathogen infection, it has been

demonstrated that PPARy may repress target inflammatory genes, including pro-
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inflammatory cytokines and iNOS, through ligand-dependent transrepression of NF-kB target
genes (22, 23). Although the role for PPARY as a master regulator of lipid metabolism and
inflammation has been described in different conditions, the involvement and relevance of
PPARy activation in the immune response and macrophage ability to respond to intracellular
pathogen infection has not yet been elucidated.

Considering the role of PPARy in lipid metabolism, adipocyte and myeloid cell
differentiation and inflammatory control, we hypothesize that PPARY is regulated and active
in lipid body rich cells and PPARy may regulate processes associated with lipid body
formation in leukocytes during intracellular pathogen infection. Here we demonstrate that
mycobacterial infection induces PPARYy increased expression and activation. Mycobacterial-
induced PPARy expression and activation was demonstrated as centrally involved in
regulating lipid metabolism in macrophages through the modulation of lipid body biogenesis
and PGE: production during infection. Moreover, our results reveal novel cross-talk
pathways between innate immune receptors TLR2 and lipid-activated nuclear receptor

PPARY.
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Experimental Procedures

Animals

C57BL/6 mice were obtained from the Fundacfo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brazil)
breeding unit. TLR2 knockout (TLR2) and TLR6 knockout (TLR6) mice in a
homogeneous C57BL/6 background (24) were kindly donated by Dr. Shizuo Akira (Osaka
University, Japan). Animals were bred and maintained under standard conditions at the
breeding unit of the Oswaldo Cruz Foundation, Brazil. Animals were caged with free access
to food and water in a room at 22 to 24 °C and a 12 h light/dark cycle in the Department of
Physiology and Pharmacodynamic animal facility until used. Animals weighing 20 to 25 g
from both sexes were used. All protocols were approved by the Fundacgdo Oswaldo Cruz

animal welfare committee.

Bacterial strains

Mycobacterium bovis BCG (Moreau strain) vaccine was obtained by Fundacio Athaulpho de
Paiva, Rio de Janeiro, Brazil (25). The freeze-dried vaccine was stored at 4 "C and
resuspended in RPMI just before use. Mycobacterium smegmatis (mc”155) and Zymosan
were stored at -70 °C and resuspended in RPMI just before use. GFP- Mycobacterium bovis
BCG was kindly provided by Michael A O'Donnell, Department of Urology, University of
lowa, lowa City, 1A, USA.

Macrophage culture and in vitro infection

Peritoneal cells from naive C57/BL6 or TLR2™" mice were harvested by lavage with sterile
RPMI -1640 cell-culture medium. After 2h, the non-adherent cells were removed after lavage
with sterile PBS (twice). Macrophages (lxlﬂﬁc::l]s.frrﬂ_] were adhered in cover slides within
culture plates (24 wells) overnight with RPMI-1640 cell-culture medium containing 2% FCS.
Human macrophages were derived from monocytes obtained from platelet- free buffy coats
isolated from healthy donors by Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Freiburg, Germany) gradient
centrifugation and immunomagnetic cell separation using anti-CD14-conjugated microbeads
(VarioMACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) according to the
manufacturers’ protocols. Separated monocytes were resuspended (1.5 x 10%ml) and
differentiated in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 500 U/ml penicillin-streptomycin
(Gibco, Paisley, UK) and 2mM L-glitamine (Gibco). Macrophages were infected with BCG
(MOL 1:1) or M. smegmatis (MOI, 1:1), stimulate with ligands of TLR2, zymozan (1:1) or
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Pamscys (10uM) for 24h at 37°C in CO; atmosphere. In inhibitory studies, macrophages were
treated for thirty minutes before infection with BRL49653 (5 uM) or GW9662 (1 uM) at
37°C infected by BCG (MOI, 1:1) for 1h, followed by PBS wash (three times) to remove
non-internalized BCG. WVehicle (DMSO 0.01%) was used as control. The cell-free
supematants were recovered and stored at —20 °C. Viability was assessed by trypan blue

exclusion at the end of each experiment and was always greater than 90%.

Lipid body staining and enumeration

Macrophages were fixed in 3.7% formaldehyde in Ca®/Mg*"- free HBSS (pH 7.4), rinsed in
0.1M cacodylate buffer (pH 7.4), stained in 1.5% osmium tetroxide (30 min), rinsed in water,
immersed in 1.0% thiocarbohydrazide (5min), rinsed in water, rinsed in 0.1M cacodylate
buffer, re-incubated in 1.5% osmium tetroxide (3min), rinsed in distilled water, dried, and
mounted for further analysis. The morphology of fixed cells was observed, and lipid bodies
were enumerated by light microscopy with a 100x objective lens in 50 consecutive

macrophages in each slide.

Prostaglandin E; Measurement

PGE; levels were measured directly in the supernatant from culture cells obtained 2h, 6h, or
24 h after BCG injection. Cells were washed in HBSS™, PGE; was assayed in the cell-free
supematant by enzyme-linked immunoassay (EIA), according to the manufacturer’s

instructions (Cayman Chemical CO).

Cytokine analysis

Supematants from in vifro BCG-infected macrophages after 24 h of infection were collected
and stored at —20 "C until the day of analysis. Cytokines were analyzed simultaneously using
luminex technology. A mouse multiplex cytokine kit was obtained and the assay performed
according to the manufacturer’s instructions (Upstate, Waltham, MA). Fifty uL of sample was
analyzed on the Bio-Plex system (Bio-Rad, Hercules, CA) according to the manufacturer's

instructions. Data analyses of all assays were performed with the Bio-Plex Manager software.

Western-blot analysis
Cell lysates were prepared in reducing and denaturing conditions and subjected to SDS-
PAGE. Samples were submitted to electrophoresis in 10 % acrylamide gradient SDS-PAGE

gels. After transfer onto nitrocellulose membranes, non-specific binding sites were blocked
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with 5 % non-fat milk in Tris buffered saline-Tween (TBST; 50 mM Tris-HCL, pH 7.4, 150
mM NaCl, 0.05 % Tween 20). Membranes were probed with the polyclonal ab anti-PPARYy
(H100, Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA) or anti-p-actin mAb (BD Transduction
Laboratories) in TBST with 1 % non-fat dry milk. Proteins of interest were then identified by
incubating the membrane with HRP-conjugated secondary antibodies in TBST, followed by
detection of antigen-antibody complexes by Supersignal Chemiluminescence (Pierce). The
detection was done either by exposing the membrane to autoradiography film. For the
densitometry analysis, the images from developed films were analyzed in the software Image
2D (GE Healthcare). The spotting and the analysis parameters were performed by a colleague
blind to sample identity.

Immunodetection of PPARy in human and murine macrophages

Human macrophages obtained from monocytes, non-infected or infected with GFP-BCG
(6x10° cells/group), were pelleted and fixed in 4% paraformaldehyde (pH7.3) for 24 hat 4°C.
Each cell block was then embedded in paraffin followed by sectioning and mounting on the
same glass slide. After deparaffinization, rehydration and antigen unmasking, IF staining was
made using monoclonal antibody (ab) to PPARYy (clone E8, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, 1:75 dilut). Briefly, PPARy was detected by incubating sections 1 h at room
temperature with the primary antibody followed by horseradish-peroxidase (HRP) labeled
anti-mouse secondary IgG-F(ab) treatment. The visualization was made with tyramide-
conjugated red fluorescent amplification kit using tetramethyl-rhodamine (TSA-TMR system,
Perklin Elmer Life Science, Boston, MA). The nuclear counterstain was made with DAPI
(Vector Labs). To ensure the staining specificities, negative controls were also included by
using isotype-matched control IgG (Dako, Glostrup, Denmark) in place of the primary ab.
Positive controls for PPARy staining were made on nommal human adult adipose tissue
sections which exhibited nuclear staining in the majority of adipocytes. Fluorescence
photography was carried out using an Olympus BX51 microscope equipped with a
narrowband tricolor excitation filter and DP71 digital camera. Fluorescent photomicrographs
were captured with single exposure which simultaneously visualized both the green (the
presence of GFP-mycobacteria) and the red (PPARy protein) together with the blue (DAPI)
fluorescent lights. For transferring and editing images for documentation, Viewfinder and
Studio Lite software version 1.0.136 of 2001 Pixera (Pixera, UK Digital Imaging Systems,
UK) and Adobe Photoshop version 8.0 were used.
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For immunolocalization of PPARy in murine macrophages cells were stimulated with LAM
(300 ng/mL). IF staning of formalin (3.7 %) fixed cytospin smears was made using
polyclonal antibody (pab) to PPARy (clone H100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). Briefly, PPARy was detected by incubating sections 1 h at room temperature with the
primary antibody followed by anti-rabbit ALEXA 546-labeled secondary ab (Molecular
Probes). Negative controls were also included by using control non immune rabbit serum
(Jackson Laboratories, Maine, USA). Images were obtained by CLSM (LSM 510-META,

Zeiss). The nuclear counterstain was made with DAPI (Sigma-Aldrich).

Statistical analysis

The results were expressed as mean £ SEM and were analyzed statistically by means of
variance followed by Newman-Keuls-student test or Student t test with the level of

significance set at p < 0.05.
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Results

Mycobacterium bovis BCG induces PPARy expression, lipid body formation and PGI
generation in macrophages

Macrophages have important roles in both lipid metabolism and inflammation and are
central to the defense against intracellular pathogens. Lipid laden (foamy) macrophages are
present in Mycobacteria infection but their molecular mechanisms of formation are currently
unknown. Considering the role of lipid activated nuclear receptors in lipid metabolism,
macrophage differentiation and inflammation control, we investigated the role of PPARy in
lipid body formation induced by BCG. PPARy functions in macrophages are controlled by
regulated expression and ligand-dependent activation. Using an experimental model of mouse
peritoneal macrophages infected by M bovis, BCG, we investigated the ecffect of
mycobacterum infection in PPARy expression by Western blot analysis. As shown in figure
1A, BCG infection induced a time-dependent increase in the expression of PPARy in
macrophages. Increased BCG-induced PPARy was observed within 2 h and maximum within
24 h after the infection (Fig. 1A). The increased PPARy protein expression and nuclear

localization upon BCG infection was confirmed in human monocytes infected by fluorescent

labeled BCG (Fig. 1B).

Foam cells within atherosclerotic lesion contain high expression levels of PPARy
(14). Foamy-like phenotype is also observed in mycobacterium infected macrophages in vivo
(1-3). Next, we evaluated if in vifro macrophage infection by BCG directly caused lipid body
biogenesis. As seen in figure 1 C, there was markedly increased numbers of lipid bodies in
BCG stimulated macrophages when compared to control. BCG-induced lipid body biogenesis
paralleled the induction of PPARy expression (Fig. 1C). Macrophage lipid bodies have been
characterized as key compartmentalization locales of inflammatory mediator production (4,
26-28). We analyzed whether BCG-induced increase in lipid body numbers is associated with
PGE; production by macrophages in vitro. We observed that M bovis BCG induced PPARy
expression and lipid body biogenesis was accompanied by enhanced PGE: generation after

the infection (Fig. 1D).

PPARy specific ligands modulate BCG-induced lipid body biogenesis and PGE,

Zeneration.
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PPARYy is a lipid activated transcription factor that has been intimately linked to lipid
metabolism and storage in fat cells and foam cells. Since macrophage infection by BCG
induced PPARy increased expression and nuclear localization suggesting its activation, we
investigated if PPARy could be involved in lipid body biogenesis within mycobacterial
infected macrophages. To investigate the functional role of PPARY activation during M. bovis
BCG infection, we used a specific agonist (BRL 49653) or antagonist (GW9662) for the
receptor. As shown in figure 2, BRL49653 (5 uM) potentiated lipid body formation (Fig. 2A)
and PGE; production (Fig. 2B) induced by suboptimal concentrations of BCG (0.05:1
bacterum/macrophage) at 24h in vifro. Conversely, the pretreatment with the selective
PPARy antagonist GW9662 significantly inhibited lipid body biogenesis (Fig. 2 C and E) and
PGE; production (Fig. 2 D) induced by BCG (1:1 bacterium/macrophage) infection at 24h in
vitro, thus indicating a required role for PPARY signaling activation in lipid body biogenesis
and further prostanoid production during BCG infection.

Cytokine production during BCG infection is independent of PPAR y activation.

The effect of the pretreatment with PPARy antagonist GW9662 on BCG-induced MIP-1a.,
IL12p70, IL-6 and TNF-o production by macrophages was investigated during BCG
infection. As shown in figure 3, BCG infection significantly increased the synthesis of MIP-
lo, IL12p70, IL-6 and TNF-a within 24h. Pretreatment with GW9662 failed to modify BCG-
induced cytokine production by macrophages (Fig. 3).

TLR2-dependent mechanisms are involved in PPARy expression in BCG infected
macrophages

It has been demonstrated that lipid body formation in leukocytes is a highly regulated event
that depends on the interaction of cellular receptors with their ligands, are involved in
inflammatory mediator production and are markers of leukocyte activation (29). The role of
TLR-mediated pathogen recognition and activation in the mechanism of lipid body formation
has been documented (4, 5, 27, 30). Next, we investigated the role of TLR2 in regulating
PPARy expression during BCG infection in virro. As shown in figure 4A, BCG infection
failed to induce PPARy expression in macrophages from TLR2" mice while it exhibited
PPARy expression in TLR2™" mice after 24 h of in vifro infection. The role of TLR2 on the
increased PPARy protein expression and nuclear localization was confirmed in mouse

macrophages stimulated by LAM (Fig. 4B). As shown in figure 4B, LAM stimulation
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induced increased expression and nuclear localization of PPARy was drastically reduced in
TLR2™ mice, demonstrating a key role for TLR2 signaling in PPARy expression and
activation.

Confirming results obtained in vivo with BCG infection (4, 5), lipid body formation,
PGE; and TNF-a generation in TLR2™ mice macrophages was drastically inhibited when
compared to macrophages from TLR2"" mice (Fig. 4C-E). In contrast, there was no observed
differences in lipid body formation, PGE; and TNF-a generation in TLR6 mice
macrophages compared to the TLR6™". These results suggest that TLR6 is not necessary for
this phenomenon (Tabela 1).

Stimulation of macrophages in vitro with M smegmatis (1:1), zymosan (1:1) or
Pam,Cys, all potent TLR2 ligands and at doses that significantly induced TNF-a production
(Fig. 5D), were unable to induce PPARy expression, lipid body biogenesis or PGE:
production in macrophages, under conditions where BCG infection was highly effective (Fig.
5A-C), thus suggesting that although TLR2 activation is essential for mycobacterial-induced
lipid body biogenesis and PPARYy expression it is not sufficient to trigger pathways of lipid

body formation and other co-factors may be involved in this process.

11
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Discussion

Macrophages are critical to the defense against intracellular pathogens and have
important roles in both inflammation processes and lipid metabolism. Foamy-like -lipid
laden- macrophages are formed during the course of Mycobacterial infection where the foam
aspect of macrophages is a reflex of intracellular lipid accumulation into lipid bodies. Recent
studies have demonstrated that lipid bodies are involved in PGE; synthesis during BCG
infection and suggest that lipid bodies and lipid body-derived PGE: might have implications
to the pathogenesis of mycobacterial infection (4-6, 31). However, the molecular mechanism
by which mycobacterial infection is associated with lipid synthesis and lipid accumulation in
lipid bodies is unknown. Our study offers the first evidence that M. bovis BCG is able to
increase macrophage lipid accumulation and PGE; formation through the increased
expression and activity of PPARy. Moreover, we uncovered novel connections between TLR
signaling activation and PPARy expression and activation adding support to the growing
body of evidence that places PPARY signals as key components in inflammation and innate

immunity.

We demonstrated that BCG infection in macrophages induced increased expression of
PPARy in mouse macrophages in a time-dependent manner, apparent within 2h and at
maximal levels within 24h after the infection. PPARy expression induced by BCG was
confirmed also in human monocytes, where by immunofluorescent analysis of BCG-infected
cell increased nuclear PPARy immunoreactivity was observed. BCG-induced increased
macrophage PPARy expression was accompanied by enhanced lipid body biogenesis and
increased PGE; production by the infected cells, which prompted us to investigate if PPARYy
activation was involved in the mechanisms of lipid body biogenesis.

To this end, we analyzed the effect of PPARy activation during BCG infection. We
observed that the PPARy agonists BRL49653 potentiated lipid body formation and PGE»
production induced by sub-optimal dose of BCG. Accordingly, PPAR activation regulates the
accumulation of lipids and the expression of several genes involved with lipid metabolism
and accumulation in macrophages (13, 14, 16). That includes also the regulation of ADRP
expression; a protein associated with the surface of lipid bodies in numerous cells including
macrophages and believed to play a major role in the maintenance of lipid stores (32-34).

Indeed, de Assis et al., (35), have demonstrated that PPARy agonists, BRL49653 or hexadecil
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azeloyl phosphatidyl colin (azPC), potentiates lipid body biogenesis in peritoneal
macrophages after oxidized phospholipid stimulation. In order to confirm the involvement of
PPARy in BCG-induced lipid body formation we investigated the effect of a selective PPARy
antagonist GW9662. We demonstrated that pretreatment with GW9662 significantly inhibited
BCG induced lipid body formation and PGE: production, but not TNF, IL-6, IL-12 and
MIP1, demonstrating the ability of PPARy to differential modulate the response of
macrophages to infection.

The mechanisms involved in BCG induced PPARy expression were analyzed.
Engagement of Toll-like receptors (TLR) proteins activates the expression of pro-
inflammatory mediators by macrophages and has been shown to regulate host susceptibility
to pathogens. Recent studies have demonstrated that bacterial components may regulate
PPARy expression and function. For instance, LPS, a component of Gram-negative bacterial
cell wall that acts through TLR4-dependent signaling as well as experimental sepsis
downregulate PPAR-gamma expression in macrophages and hepatic cells (36, 37). In
contrast, TLR4 activation was shown to positive regulate the expression of PPARy in
epithelial cells (38). Different members of the TLR family including TLR2, TLR4, TLR9, as
well as TLR6 and TLR1 that dimerizes with TLR2, have been implicated in the host response
to mycobacterial infection to mediate intracellular signaling in mycobacterial antigen
recognition, cytokine production and lipid metabolism (39-42). In particular, TLR2 appears
to be critical for sensing mycobacteria and is classically recognized as a principal inducer of
signals in mycobacterial infection (39). Accordingly, lipid body biogenesis induced by M
bovis, BCG was shown to be highly dependent on TLR2-dependent signaling (4-6). Thus, we
asked whether TLR2 activation was involved in the regulation of PPARy expression and/or
activation during experimental infection by M. bovis, BCG. BCG-induced PPARYy expression,
lipid body formation, PGE; and TNF-o generation were drastically inhibited in TLR2
deficient mice, demonstrating a requisite role for TLR2 in BCG mediated macrophage up-
regulation of PPARy protein content. Interestingly activation of macrophages in vifro with the
non-pathogenic M. smegmatis- failed to induce PPARYy expression, lipid body formation, or
PGE: production, while inducing TLR2-dependent TNF-a production, suggesting that TLR2
activation although essential for mycobacterial-induced lipid body formation is not sufficient
to trigger pathways of lipid body formation and other co-factors may be involved.
Accordingly, TLR2-dependent signaling may be modulated by the concomitant interaction

with co-receptors and according to the co-receptor used distinct downstream signaling
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pathways may be recruited leading to differential cellular compartmentalization and
responses (43-46).

The increased PPARy expression and activation may have profound implications in
the pathogenesis of mycobacterial infection and will requires further investigations. Recent
studies have shown that PPARy activation could inhibit NF-kB and MAP kinase pathways,
two of most important signaling pathways regulating pro-inflammatory responses triggered
by TLR activation (23, 47). Of note, recent work has implicated PPARy in controlling
arginase | expression in macrophages conferring the ability to PPARy in the polarization of
monocyte differentiation toward an alternative anti-inflammatory phenotype with
implications to the ability of macrophages to kill leishmania parasites (48, 49).

In conclusion, our findings demonstrated that mycobacterial infection induces PPARy
expression in a highly regulated manner that is dependent of TLR2 signaling. Moreover,
PPARy act as key modulator of lipid metabolism and inflammation in BCG-infected
macrophages in a TLR2 dependent signaling, demonstrating an essential role for
mycobacterial-induced lipid body formation and PGE; production with potential implication

to the pathogenesis of mycobacterial infection.
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Legends

Figure 1. Kinetics of Mycobacterium bovis BCG induced PPARy expression, lipid body
formation and PGE; production. Mouse peritoneal macrophages obtained from mice
C57BL/6 (A, C, D) or monocytes obtained from human volunteers (B) were infected in vitro
by BCG (MOI 1:1). (A) total macrophage cell lysates (4x10°cells/lane) were separated by
SDS-PAGE (10%) and submitted to western blotting for anti-PPARy or f-actin. The image is
representative of at least two different blots. The graph represents the densitometric analysis
(arbitrary units (4.0)) of the Western blotting bands. (B) PPARy immuno fluorescent staining
of human macrophages non-infected (upper panel) or infected with GFP-mycobacteria. As
opposed to non-infected cells predominantly showing blue nuclear counterstain, there is an
increase in the number of PPARy-specific red nuclear fluorescence mainly assocciated with
the presence of the engulfed mycobacteria (green fluorescence). IF, original magnification:
40x. (C) lipid body enumeration in peritoneal macrophages non-infected or infected by BCG
(MOI 1:1) was performed by osmium staining. (D) PGE: production was measured in the
supernatants by an enzyme immunoassay. Each bar represents the mean £ SEM from 3
independent pools of 10 animals each in in vitro experiments. Statistically significant

(p<0.05) difference between control and infected groups are indicated by asterisks.

Figure 2. Effect of PPARy agonist BRL49653 and PPARy antagonist GW9662 on BCG-
induced induced lipid body biogenesis and PGE; production. Peritoneal macrophage were
treated with vehicle, BRL 49653 (5 puM) or GW 9662 (1uM) 30 min before infection by
BCG. A) lipid body counting in peritoneal macrophages treated with vehicle or BRL or
infected by BCG (MOI 0.05:1 bacterium/macrophage) in the presence of BRL B) parallel
enhancement of PGE; production. C) lipid body counting in peritoneal macrophage alone,
treated with GW or infected by BCG (MOI 1:1) in the presence of GW, D) parallel inhibition
of PGE: production, Each bar represents the mean £ SEM from 3 independent pools of 10
animals each in in viro experiments. Differences between control and infected with
treatments groups are indicated by asterisks (p< 0.05). + represents differences between BCG
and BCG in the presence of BRL or GW. E) Representative images of macrophages treated
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with vehicle or GW followed by infection by BCG after osmium staining observed by light
microscopy, (100X).

Figure 3. Cytokines production during BCG infection is independent on PPARy
activation. Analysis of cytokines synthesis macrophages alone, treated with GW9662 (1
uM), infected by BCG (MOI 1:1) in the presence of GW9662. Cytokines production was

analyzed using luminex technology, at 24h of infection. Each bar represents the mean = SEM
from 3 independent pools of 10 animals each in in vifro experiments. Differences between

control and infected with treatments GW9662 groups are indicated by asterisks (p< 0.05).

Figure 4. TLR2-dependent is PPARy expression, as well as, lipid body formation. PGE,
and TNF-a production in response to infection by M. bevis, BCG in peritoneal
macrophages in vitro. Analysis of PPARy expression, lipid body formation, PGE; synthesis
and TNFo production in TLR2"/" and TLR27/ mice (A) PPARy expression of macrophages
alone or infected in vitro by BCG (MOI 1:1). In B) we observed TLR2 dependent PPARy
expression and nuclear localization 24 h after LAM stimulation as accessed by confocal laser
microscopy analysis. In C) peritoneal macrophages from TLR2"/" and TLR2/" mice were in
vitro infected or not by BCG (MOI 1:1), and lipid body was analyzed, at 24h of infection D)
as well as, PGE; production and E) TNFo synthesis. Each bar represents the mean £ SEM
from n=3 pools of 10 animals in 3 independent experiments. Differences between control and
infected groups are indicated by asterisks (p< 0.05); + represents differences between wild-

type and deficient mice.

Figure 5. Inhibitory effects of TLR2 agonists to induced PPARy expression, lipid body
formation and PGE; production, but not TNF-a production.

PPARy expression by peritoneal macrophages were stimulated in virro by BCG (MOI 1:1),
M. smegmatis (1:1), Zymozan (1:1) or vehicle. B) lipid body formation performed 24h after
BCG, M. smegmatis or zymosan infection. C) parallel with PGE; production D) TNFo
production . Each bar represents the mean = SEM from at least 3 pools of 10 animals.
Differences between control and infected groups are indicated by asterisks (p< 0.05).
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Figure 4
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Table 1 - Lipid Body formation, PGE, and TNF @ synthesis is independent of
TLRG6 signalling during BCGinfection °.

'UPWBOMW/“W '1--.-14:-0.2@' ' 7.3+0.6° ' 35+06° ']943:&.0.8.‘?

‘ |

a Macrophages isolated from TLR6"" and TLR6™ mice were stimulated in vitro with BCG
or vehicle for 24 h. Results were expressed as means + SEM from 3 pools of macrophages

from five animals each.
b Value of p < 0.05 compared to BCG-infected cells isolated from TLR6"" mice.
¢ Value of p <0.05 compared to BCG-inected cells isolated from TLR6™™ mice.
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An acute and persistent eosinophil infiltration is observed during Mycebacterium bovis BCG pleural
infection in mice. Eosinophil accumulation, lipid body formation, and eotaxin production were signifi-
cantly reduced in BCG-infected Toll-like receptor-2 (TLR2)-deficient mice compared to wild-type mice.
Neutralization of eotaxin or CCR3 drastically inhibited BCG-induced eosinophil accumulation and lipid
hody formation, indicating that BCG-induced eosinophil recruitment and activation is largely dependent

of TLR2-mediated eotaxin generation.

Eosinophils are fundamentally found in tissues that have an
interface with the external environment and its bacterial flora,
such as the gastrointestinal and respiratory tracts. Accumulat-
ing evidence has established eosinophils as multifunctional leu-
kocytes with varied effector and immunomodulatory functions
not only in allergic or helminthic disease but also in the initi-
ation and amplification of numerous inflammatory and infec-
tious responses and as modulators of innate and adaptive
immunity (1, 22).

Mycobacterial infections frequently show eosinophil recruit-
ment in both naturally occurring infections in human patients
(11, 26) and in animal experimental infections (6, 14, 17, 20,
27). Enhanced eosinophil recruitment to sites of infection has
been associated with unrestricted growth of mycobacteria ob-
served in mouse susceptible strains in contrast to resistant ones
(27) and in mice deficient in gamma interferon (IFN-y ")
that are highly susceptible to infection with tuberculosis-caus-
ing organisms (13). Moreover, eosinophilia has been associ-
ated with higher rates of active tuberculosis in human im-
munodeficiency virus type 1-infected adults (9), suggesting
that eosinophils may have roles in pathogenesis and suscep-
tibility to mycobacterial infection. Although different studies
have demonstrated that eosinophils accumulate at sites of myco-
bacterial infection, including celomatic cavities, skin, lungs, and
airways, the mechanisms involved in eosinophil trafficking and
activation are not well characterized. In the present study, we
used a murine model of pleural tuberculosis to investigate the
mechanism involved in eosinophil recruitment and activation.

Pleurisy in mice was induced in susceptible C57BL/6 mice by
intrapleural injection of live or heat-killed Mycobacrerium bovis
BCG (Moreau strain, Fundagio Ataulpho de Paiva, Brazil) at

* Corresponding author. Mailing address: Laboratdrio de Imuno-
farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacodindmica, Insti-
tuto Oswaldo Cruz, Fundagio Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365, Man-
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x221. Fax: 55-21-2590-9490. E-mail: pbozzaf@ioc.fiocruz.br.

¥ Published ahead of print on 11 December 2006.
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5 3 10° bacilli/cavity as previously described (7), with protocols
approved by the Fundagdo Oswaldo Cruz animal welfare com-
mittee. The first phase of pleural leukocyte accumulation in-
duced by BCG infection was characterized by a marked in-
creased in neutrophil numbers (mean =+ the standard error of
the mean [SEM]: from undetected in control animals to 0,12 =
0.05 > 10°%cavity at 1 h and 85 = 0.67 > 10%cavity at 6 h).
After 6 h of BCG infection a significant influx of eosinophils,
macrophages, and lymphocytes was observed with a peak at
24 h (Fig. 1A to C), and the numbers of these cells remained
increased for at least 15 days of infection as previously dem-
onstrated (17, 20) (Fig. 1C). Control mice had no detectable
eosinophils in the cavity (Fig. 1A and C). Although heat-killed
BCG was capable of recruiting eosinophils to the pleural cavity
within 24 h, the intensity of this phenomenon was reduced
compared to the same dose of live BCG, suggesting that eo-
sinophil recruitment was partially dependent on the bacterial
viability (Fig. 1D).

Pattern recognition receptors involved in recognizing myco-
bacteria include the mannose receptor, complement receptor,
and Toll-like receptors (TLRs) (16). TLR2 and TLR4 and,
more recently, TLR6 and TLR1 that heterodimerize with
TLR2, have been shown to mediate signaling induced by my-
cobacteria (5, 15). To investigate the role of TLR-mediated
pathogen recognition in the mechanism of eosinophil influx
and lipid body formation, we infected TLR2 knockout (KO)
mice (in a homogeneous C57BL/6 background) and TLR4-
deficient mouse strain C57/BL10 ScCr, along with their wild-
type controls. We observed that BCG-induced eosinophil re-
cruitment in TLR2-deficient mice was drastically inhibited
compared to wild-type mice (Fig. 2A). In contrast, BOG infec-
tion in TLR4-deficient mice could induce pleural eosinophil
recruitment at levels comparable to that seen in wild-type mice
(Fig. 2B).

‘We have recently described how intracellular lipid domains,
called lipid bodies, are specific sites involved in the synthesis of
lipid mediators during BCG infection (7). In limited numbers,
lipid bodies are normal constituents of many cells; however,
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FIG. 1. M. bovis BCG-induced eosinophil accumulation in mice. (A) Total and differential recruitment of cells to pleural cavity induced by BCG
(5 » 10° bacilli/cavity) within 24 h. (B) Macrophages (arrows), neutrophils (*), and eosinophils (=) are observed in the pleural cavity from the
BCG-infected group within 24 h. {C) Kinetics of BCG-induced eosinophil influx to the pleural cavity. (D) Eosinophil influx induced by the
intrapleural injection of live or heat-killed BCG within 24 h. Cells were enumerated after May-Griinwald-Giemsa staining and observed in objective
of immersion (>100). The results are expressed as means = the SEM from at least seven animals. *, P < (.05 compared to the control group;

#, P < 0.05 compared to live BCG.

the numbers and sizes of lipid bodies increase prominently in
cells participating in inflammatory responses. It has been dem-
onstrated that the lipid body formation in leukocytes is a highly
regulated event that depends on the interaction of cellular
receptors with their ligands. Also, these organelles represent
specialized intracellular domains whose induced formation
is centrally related to activating mechanisms within the cells
and are dynamic sites involved in the compartmentalization
of proteins (including protein kinases, eicosanoid-forming
enzymes, and cytokines), and lipid bodies are markers of
leukocyte activation (4). In macrophages, it has been dem-
onstrated that lipopolysaccharide-induced lipid body forma-
tion occurs through TLR4 and CD14 recognition, whereas
BCG infection in vivo induced lipid body formation in a
TLR2-dependent process (7, 18). In vivo the ability of BCG
to induce eosinophil activation, as assessed by lipid body
formation, through a TLR2-dependent pathway was ob-
served. As shown in Fig. 2C and D, BCG significantly in-
duced lipid body formation in C57BL/6, C5TBL/10, and
C57BL/10 Sc¢Cr eosinophils but not in TLR2 ™' eosinophils.
These results demonstrate an essential role for TLR2 re-
ceptors in BCG recognition and signaling to induce eosin-
ophil recruitment and lipid body formation in eosinophils.

It has been demonstrated that eosinophils do not to express
TLR2, TLR4, or CD14, and consequently are not able to

directly respond to TLR2 or TLR4 ligands (23). Indeed, it has
been demonstrated that the TLR4 ligand lipopolysaccharide
induces eosinophil accumulation in vivo through mecha-
nisms that are largely dependent on monocyte/macrophage-
and lymphocyte-derived cytokine production (3, 19). Similar
monocyte/macrophage-derived cytokine dependent mecha-
nisms could be involved in TLR2-dependent eosinophil re-
cruitment induced by BCG. Mycobacterial infections up-
regulate genes encoding proteins involved in cell migration
and homing (21). Furthermore, it has been demonstrated
that mice deficient in IFN-y or tumor necrosis factor alpha
are extremely susceptible to infection by tuberculosis-caus-
ing organisms (reviewed in reference 12). The roles of three
cytokine/chemokines relevant to cell activation in Mycobac-
terium-induced responses were evaluated with regard to
their involvement in BCG-induced eosinophil influx. In or-
der to determine the involvement of endogenously gener-
ated proinflammatory cyvtokines in eosinophil recruitment
induced by BCG, MCP-1/CCL2-deficient mice, TNFRI
(p55)-deficient mice (Jackson Laboratories, Bar Harbor,
ME), and IFN-y-deficient mice were infected intrapleurally
by BCG.

As shown in Fig. 2E, no inhibition in eosinophil recruitment
was observed 24 h after infection when each respective wild-
type animal was compared to MCP-1/CCL2-deficient mice. In
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) mice (A and C) and in C57TBL/10 (TLR4™™") and C57BL/10

SeCr (TLR4 /") mice (B and D) 24 h after BCG infection (5 % 10° bacilli/cavity) was carried out. Eosinophil influx was analyzed in wild-type

(MCP-1**) and MCP-1 KO (MCP-1"/

) mice (E), wild-type (TNFR1™

*yand TNFR1 knockout (TNFR1™"7) mice (F). and wild-type (IFN-y™™)

and IFN-y knockout (IFN-y ") mice (G) 24 h after BCG infection (5 = 10° bacilli/cavity). Lipid body formation was enumerated after osmium
staining. Each bar represents the mean * the SEM from at least eight animals. Differences between control and infected groups are indicated by
asterisks (P <2 0.05): a “#” symbol indicates differences between BCG-infected wild-type and BCG-deficient mice.

agreement with previous findings (13), in IFN-y KO mice (Fig.
2G) and also in mmor necrosis factor receptor 1 (TNFR1)
{(Fig. 2F)-deficient animals, we observed an increased influx of
eosinophils compared to wild-type mice.

Previous findings have described the role of inteleukin-5 (IL-5)
in eosinophil accumulation induced by Mycobacierium bovis BCG
in wild-type and in IFN-y-deficient mice (13, 17). The involve-
ment of TLR2 in IL-5 synthesis after BCG infection was analyzed.
TLR2 KO mice produced reduced amounts of IL-5 in the pleural

fluid compared to wild-type mice at 24 h after infection (Fig. 3A).
Similarly, peritoneal cells from TLR-2 KO mice were unable to
produce IL-5 when infected in vitro by BCG under conditions in
which cells from wild-type mice produced significant levels of IL-5
when infected (from 7.6 = 1.35 pg/ml in BCG-infected wild-type
mice to undetectable levels in TLR2-deficient mice), indicating
that IL-5 production induced by BCG is largely dependent on
TLRZ.

Eotaxin is a key mediator in the eosinophil trafficking into
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FIG. 3. TLR2-mediated endogenous IL-5 and eotaxin production are involved in eosinophil recruitment and activation induced by BCG. IL-5

{(A) or eotaxin (B) production were evaluated in the pleural wash from TLR2** and TLR2 ™/

mice stimulated in vivo by BCG (5 = 10°

bacilli/cavity) or vehicle within 24 h by enzyme-linked immunosorbent assay (Duo set kit; R&D Systems, Minneapolis, MN). The effect of
neutralization of eotaxin or CCR3 on pleural eosinophil accumulation (C) and lipid body formation (D) induced by BCG infection was also
analyzed. Treatments (neutralizing antibodies at 10 pg/animal; R&D Systems) were administered intraperitoneally 30 min before intrapleural
injection of BCG (5 x 10° bacillifcavity), and eosinophil analysis was performed within 24 h. Each bar represents the mean = the SEM from at
least four animals. Differences between control and infected groups are indicated by asterisks (P < 0L03); an “#” symbol represents differences
between treated and untreated BCG-infected groups or between wild-type and BCG-deficient mice.

inflamed tissues (22). In addition, eotaxin-mediated CCR3 ac-
tivation is a potent inducer of lipid body formation in eosino-
phils (2, 25). As shown in Fig. 3B, BCG significantly induced
eolaxin production in vivo detected in the pleural fluid of
TLR2""" mice but not in TLR2™" mice (Fig. 3B). Accord-
ingly, eotaxin upregulation has been observed by transcriptome
gene array analysis of the macrophage cell line THP-1 infected
by M. tberculosis (21). To investigate the in vivo role of
eotaxin activation on BCG-induced lipid body formation and
eosinophil recruitment, we pretreated mice with neutralizing
antibodies to eotaxin or CCR3 (10 pg/cavity [intraperitoneal]
30 min before infection). Both BCG-induced eosinophil influx
and lipid body formation were dramatically inhibited by the
pretreatment with neutralizing antibodies (Fig. 3C and D),
indicating that endogenous eotaxin, acting via CCR3, elicited
in vivo lipid body formation within infiltrating eosinophils.
Neutrophil and monocyte recruitment, as well as lipid body
formation within these infiltrating cells, were not affected by
pretreatment with anti-CCR3 or with anti-eotaxin.

The role of eosinophils in mycobacterial pathogenesis is still

not well defined. The bactericidal potential of eosinophils has
been demonstrated by their ability to phagocytize, mount a
respiratory burst, and mobilize cytotoxic proteins from specific
granules after bacterial infection (8, 24), suggesting a pro-
tective role of eosinophils in bacterial infections. However,
increased numbers of eosinophils at sites of mycobacterial
infection has been associated with unrestricted growth of my-
cobacteria in animals susceptible to infection with tuberculosis-
causing organisms (10), suggesting that eosinophils may exag-
perate disease severity because eosinophils, which have been
shown to phagocytose mycobacteria (6), may provide an intra-
cellular environment in which mycobacteria could proliferate
in an unrestricted manner and may also contribute to myco-
bacteria dissemination (13). Therefore, the role of eosinophils
in the host immune response to mycobacterial infection in
experimental and clinical tuberculosis remains to be estab-
lished. The demonstration that eotaxin acting through CCR3 is
critically involved in eosinophil recruitment during mycobac-
terial infection suggests that antibody neutralization or genet-
ically deficient animals to eotaxin and/or CCR3 would be use-
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ful tools to address the role of eosinophils in mycobacterial
pathogenesis in future studies.

The present findings demonstrate that BCG infection in-
duces pleural eosinophil accumulation in a process requisitely
dependent on TLR2 signaling. In addition, our results indicate
that BCG-induced eosinophil recruitment and activation is
mediated through TLR2-dependent endogenous eotaxin gen-
eration and signaling through CCR3.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
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