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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Estudo da participação do receptor PPAR na resposta do hospedeiro frente à 
infecção por Mycobacterium bovis, BCG. 

 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

Patrícia Elaine de Almeida 

Os macrófagos são os principais agentes de defesa contra patógenos intracelulares e 
têm importante papel no metabolismo de lipídios e processos inflamatórios. Vários 
estudos demonstraram a participação de macrófagos “espumosos” durante a infecção 
intracelular por micobactérias, mas seu significado funcional é pouco entendido. Nosso 
laboratório tem mostrado que os corpúsculos lipídicos são organelas dinâmicas e 
funcionalmente ativas, que funcionam como sítios de sinalização em leucócitos para 
regulação do metabolismo lipídico e síntese de mediadores inflamatórios. Os 
mecanismos que regulam o acúmulo intracelular de lipídios, bem como a ativação de 
fatores transcricionais envolvidos no metabolismo lipídico de macrófagos, durante 
processos infecciosos, o seu significado na patofisiologia e no curso de doenças 
desencadeadas por patógenos intracelulares não são completamente entendidos. Os 
Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos (PPARs) atuam em vários 
processos inflamatórios e imunoregulatórios devido à propriedade de regular a 
expressão de vários genes, estando desta maneira implicados na patofisiologia da 

aterosclerose, inflamação, diabetes e resposta imune. O papel do PPAR na resposta 
do hospedeiro frente à patógenos ainda não se encontra esclarecido. Assim nosso 

objetivo foi caracterizar o envolvimento do receptor nuclear PPAR na resposta do 
hospedeiro frente a infecções pelo patógeno 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 inflamatória durante a infecção por BCG. Nossos resultados demonstram que 
a infecção de macrófagos peritoneais de camundongos por M. bovis, BCG in vitro 

induziu aumento da expressão de PPAR, o qual foi acompanhado pela indução da 
formação de corpúsculos lipídicos, bem como aumento da produção de mediadores 

inflamatórios como PGE2 e citocinas. A expressão de PPAR e a produção de 
corpúsculos lipídicos e mediadores inflamatórios foram drasticamente inibidas em 
camundongos deficientes para o receptor TLR2, sugerindo um papel importante do 
TLR2 neste fenômeno. Demonstramos também que ativação de macrófagos in vitro por 
agonistas de TLR2 (M.smegmatis, Pam3cys e zimosan) não foi capaz de induzir 
formação de corpúsculos lipídicos, sugerindo que ativação de TLR2, embora essencial 

para induzir expressão de PPAR ou formação de corpúsculos lipídicos na infecção, 
não é suficiente para desencadear vias de formação de corpúsculos lipídicos, indicando 
que outros co-fatores podem estar envolvidos. Nós verificamos de maneira significativa 
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o envolvimento de CD14, CD11b/CD18, CD36,  lipid rafts e dectina-1, na formação de 
corpúsculos lipídicos e produção de mediadores inflamatórios. Além disso, a 

neutralização do CD36 levou à inibição da expressão de PPAR induzida por BCG. 
Desta maneira sugerimos que a infecção por BCG altera significativamente os níveis de 

expressão de PPAR de maneira dependente de TLR2 e CD36 e que receptores 
nucleares ativados por lipídios podem modular a formação de corpúsculos lipídicos, 
síntese de PGE2, e a função de macrófagos durante infecções micobacterianas. O 

estudo da regulação e ativação de PPAR durante infecções por patógenos 
intracelulares poderá trazer contribuições sobre os mecanismos básicos de interação e 
escape na resposta patógeno-hospedeiro e poderá contribuir para a identificação de 
novos alvos terapêuticos para a tuberculose. 

 

Abstract 

TESE DE DOUTORADO 

Patrícia 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 

PPAR in the response of the host to the pathogen is not yet completely understood. 

Thus, our aim was to characterize the involvement of PPAR 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 PPAR expression, wich 
was followed by the induction of the lipid body formation, as well as the increase of 
inflammatory mediators, as PGE2 and cytokine production. Lipid body formation and 

PPAR 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, Pam3cys 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 PPAR expression during BCG infection. 

We suggest that the infection by BCG significantly alters the levels of PPAR expression 
in TLR2 and CD36 dependent pathway and that nuclear receptors activated by lipids 
can modulate the lipid body formation, PGE2 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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1.1) Tuberculose 

 

1.1.1) Características e Considerações gerais 

 

Dados da Organização Mundial de Saúde estimam que o Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis), o agente etiológico da tuberculose (TB), infecta 

aproximadamente dois bilhões de pessoas em todo o mundo, levando à morte 

aproximadamente dois milhões de pessoas por ano (Frieden e cols., 2003; OMS, 

2008). Nos últimos anos, a tuberculose se tornou um dos mais graves problemas de 

saúde pública no mundo (Figura 1.1), sendo considerada a segunda causa de morte 

por doença infecciosa, depois da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS).

 Esta nova reincidência da tuberculose vem sendo atribuída, principalmente, 

ao impacto da epidemia da AIDS, onde estudos recentes estimam que até o final de 

2007 em torno de 11 milhões de pessoas foram co-infectadas com o M. tuberculosis  

e com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) (UNAIDS, 2007). Além do impacto 

da AIDS, outros fatores contribuem por aumentar ainda mais os números de 

pessoas infectados com a TB. Estes fatores estão relacionados ao surgimento de 

cepas resistentes, à quimioterapia inadequada, e à combinação de fatores 

demográficos e sócio-econômicos. Estudos recentes constataram cerca de 9 

milhões de novos casos em 2006 (em torno de 8% foram positivos para HIV) e cerca 

de 4 milhões dos casos foram positivos para o teste do escarro, que representa a 

forma mais infecciosa da doença (OMS, 2008). O Brasil ocupa a 18ª colocação na 

classificação dos 22 países com maiores índices de incidência 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 doença de patogenia complexa, cujo aspectos de interações celulares 

e moleculares entre micobactérias e células hospedeiras não se encontram 

esclarecidos.           

 As micobactérias são pequenos bacilos, aeróbios obrigatórios, sem 

mobilidade, não formadores de esporos, que se multiplicam lentamente. Podem ser 

facilmente identificadas através da coloração pelo método de Ziehl-Nielsen ou pela 

auramina (Carter e cols., 1991). No gênero Mycobacterium incluem-se espécies 

patogênicas como M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, não 

patogênicas e saprófitas como M. smegmatis, M. microti. Os patogênicos são 
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relacionados como causadores da tuberculose tanto humana quanto animal (Griffin e 

cols., 1995; Hines e cols., 1995). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 - Painel de distribuição de novos casos de tuberculose no mundo no 

ano de 2006. Figura adaptada da Organização Mundial de Saúde: Controle global 

da tuberculose, vigilância, planejamento e financiamento 2008 (World Health 

Organization WHO/HTM/TB/2008.393) 
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1.1.2) Mecanismos fisiopatológicos da infecção  

 

A transmissão da doença se dá primariamente pela rota respiratória através da 

inalação de partículas suspensas no ar contendo o M. tuberculosis, que podem 

permanecer no ambiente por minutos ou horas após expectoração de pessoas com 

tuberculose pulmonar ou laringeal durante tosse, espirro, fala, etc. (Riley e cols., 

1995). Apesar da doença acometer outros órgãos, a tuberculose pulmonar é a mais 

comum. O foco primário no pulmão localiza-se mais freqüentemente, em regiões 

periféricas às zonas médias e inferiores do pulmão, para onde a maioria do ar 

inalado a cada inspiração é direcionado e o foco secundário ocorre nos ápices 

(Moreno e cols., 1989). Em muitos casos a infecção é assintomática, e a latência 

clínica pode se estender por toda vida do indivíduo.      

 No pulmão, o microrganismo pode levar a quatro possíveis 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 fagócitos, não havendo o desenvolvimento 

da doença; 3 – a micobactéria pode iniciar a multiplicação imediatamente após a 

infecção ocasionando a tuberculose primária; ou 4 – ocorre reativação da infecção 

latente, (Flynn and Chan, 2001).        

 O curso da doença causada por M. tuberculosis, M. bovis e M. africanum em 

humanos é similar (Cosma e cols., 2003). As micobactérias patogênicas persistem 

em macrófagos dentro de granulomas nos órgãos do hospedeiro infectado, 

principalmente no pulmão. O granuloma consiste de macrófagos, células gigantes, 

células T, células B e fibroblastos (lesão primária).      

 A formação de granuloma é uma característica da maioria das infecções 

micobacterianas (Esquema 1.1). O granuloma formado na tuberculose é uma 

estrutura altamente organizada e representa o balanço entre hospedeiro e patógeno 

(Russell e cols., 2002). Para o hospedeiro o granuloma fornece um ponto focal para 

a resposta imune, limitando a disseminação da bactéria. Para o patógeno, o 

ambiente pró-inflamatório do granuloma recruta células hospedeiras em potencial 

para sobrevivência e persistência do bacilo.      

 A distribuição limitada de linfócitos está relacionada às citocinas do 

microambiente do granuloma. Os lipídios bacterianos liberados pelo bacilo induzem 

liberação de citocinas, como interleucina-6 (IL-6) (VanHeyningen e cols., 1997), que 
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podem suprimir a proliferação de células T, e a exocitose destes lipídios a partir das 

células infectadas, pode estender a esfera de influência além da célula hospedeira 

confinada (Russell e cols., 2002). Tal estratégia pode favorecer a permanência 

bacteriana. Embora a estrutura e a composição celular dos granulomas serem bem 

conhecidas, o papel dos tipos celulares específicos dos granulomas permanece 

desconhecido.          

 Dentro dos granulomas, os macrófagos podem se diferenciar em células 

epitelióides e/ou se fundirem formando células multinucleadas, chamadas células 

gigantes. Os macrófagos que apresentam grandes quantidades de corpos de lipídios 

ou corpúsculos lipídicos são chamados de macrófagos espumosos. Vários trabalhos 

têm caracterizado a presença dos macrófagos espumosos durante infecções 

micobacterianas, aspecto este observado principalmente em granulomas formados 

durante a tuberculose tanto em condições clínicas 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 é 

desconhecido.          

 Na infecção latente, o estado da micobactéria dentro do granuloma ou 

tubérculo, não é completamente conhecido. O microorganismo pode estar em um 

estado dormente não 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). 
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Esquema 1.1 - Infecção e formação do granuloma durante a infecção por M. 
tuberculosis. No sítio de infecção, há participação principalmente de macrófagos, 
células dendríticas e linfócitos T. A ativação das células presentes no sítio 
inflamatório promove a produção de citocinas e quimiocinas que regulam a formação 

do processo granulomatoso. O IFN-  e TNF-  participam de forma decisiva na 
ativação dos macrófagos, maturação fagossomal e produção de espécies reativas 
de nitrogênio e oxigênio, enquanto que as quimiocinas, são integrantes 
fundamentais na condução do estabelecimento da resposta imune adaptativa ao M. 
tuberculosis. Esquema adaptado a partir de Kaufmann, 2001. 
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1.2) Receptores envolvidos no reconhecimento de micobactérias e 

componentes da parede celular micobacteriana. 

 

O reconhecimento do patógeno tem um papel crítico na imunidade inata, por 

facilitar a remoção e a consequente morte do microorganismo. Este mecanismo leva 

à ativação das células hospedeiras com a produção de citocinas inflamatórias e 

quimiocinas, iniciando assim o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. 

Os macrófagos representam uma das primeiras linhas de defesa contra 

patógenos invasores, cuja função envolve internalização destes microorganismos, 

levando à ativação da via endocítica com consequente acidificação e atividade 

hidrolítica do fagossomo, culminando na eliminação do patógeno. No entanto, o 

início deste fenômeno só é possível devido à presença de uma série de moléculas 

que estão envolvidas no reconhecimento, fagocitose e ativação intracelular 

direcionado pelo patógeno. 

O processo de reconhecimento de micobactérias compreende várias etapas: 

a primeira é a adesão do bacilo à célula hospedeira. Para isto diversos receptores 

da superfície celular participam desta interação, destacando-se: o receptor de 

complemento 3 (CR3), considerado o principal receptor que medeia internalização 

de micobactérias; CR1; CR4; receptores de manose de macrófagos (MMRc), que 

participam da fagocitose não mediada por opsonina, reconhecendo resíduos de 

manose nas partículas alvo (Fenton and Vermeulen, 1996); o grupamento de 

diferenciação-14 (CD14) e receptores scavenger como o CD36. Outra via de 

internalização é a da proteína 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, vários estudos têm indicado a 

participação de receptores do tipo “Toll Like” ou semelhantes a “Toll” (TLR) no 

processo de ativação de macrófagos por antígenos 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 associações 

heterotípicas 
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A resposta imune em vertebrados é caracterizada pela imunidade inata e 

adquirida. A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra 

patógenos invasores. Um dos principais papéis da resposta imune inata é a 

fagocitose desencadeada por neutrófilos, macrófagos e células dendríticas.  

 Dentre os receptores para o reconhecimento de componentes 

micobacterianos pelo sistema imune os mais bem descritos são os TLRs (Esquema 

1.2) (Medzhitov and Janeway, 2000; Akira, 2003). A sinalização através dos TLRs é 

uma das principais armas da resposta imune inata durante infecções 

micobacterianas.          

 O primeiro receptor da família “Toll” foi identificado em Drosophila 

melanogaster como um componente da via de sinalização controlando polaridade 

dorso-ventral de embriões (Hashimoto e cols., 1988). Lemaitre e colaboradores, 

(1996 e 1997) demonstraram que os TLRs também conferiam imunidade às moscas 

contra infecções fúngicas. Os TLRs de mamíferos têm sido identificados como 

homólogos aos “Toll” de Drosophilas e referidos como "Toll Like Receptors (Rock e 

cols., 1998). Os TLRs são receptores transmembranares que possuem um domínio 

extracelular de repetições ricas em leucina e um domínio citoplasmático homólogo 

ao receptor de IL-1R (Gay and Keith, 1991). O primeiro receptor “Toll” humano 

descrito foi o TLR4 relacionado com vias de sinalização induzindo ativação do fator 

nuclear- B (NF- B) (Medzhitov and Janeway, 2000). Através desta via, a ativação 

de TLR4 leva à indução da expressão de uma variedade de citocinas e moléculas 

co-estimulatórias que são cruciais para a resposta adaptativa (Medzhitov and 

Janeway, 1997).          

 Estão descritos na literatura a presença de 13 membros da família TLR em 

mamíferos. Vários agonistas para estes receptores têm sido identificados, incluindo 

lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas, glicolipídios, lipoarabinomanana (LAM) e 

ácido lipoteicóico (LTA). Dentre os TLRs os mais bem descritos estão os TLR4, 

TLR1/2 e TLR2/6 que são encontrados na superfície celular, são capazes de 

reconhecer lipídios na membrana microbiana, e os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 que 

reconhecem ácidos nucléicos e são encontrados no ambiente intracelular (Akira e 

cols., 2006).            

 O reconhecimento micobacteriano, a sinalização celular e a modulação da 

resposta inflamatória desencadeada por TLR requer a presença de moléculas 

acessórias e/ou co-receptores. Akashi e colaboradores (2008) designaram 3 grupos 

classificatórios destas moléculas, seriam eles: 1) moléculas acessórias que são 
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necessárias e funcionam como moléculas regulatórias e estão presentes na 

superfície celular como o receptor de diferenciação mielóide 2 (MD2); 2) moléculas 

que residem no retículo endoplasmático (Unc93B, PRAT4A e gp96); e 3) moléculas 

que interagem diretamente com os ligantes de TLR e regulam sua resposta, como 

CD14, CD36 que interagem com TLR2 e TLR4.    

 Estudos de Means e colaboradores (2001) demonstraram que ambos TLR2 e 

TLR4 desencadeiam vias de sinalização intracelular induzidas pelo M. tuberculosis 

in vitro, e que M. tuberculosis viável contém distintos ligantes que ativam células via 

TLR2 e TLR4. O TLR2 exerce papel de destaque, uma vez que vários componentes 

deste patógeno apresentam atividade agonista sobre este receptor. Vários trabalhos 

têm descrito a ativação 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 

participação 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 produção de citocinas 

pró-inflamatórias em macrófagos deficientes de TLR4, mas não de TLR2. Diferente 

do observado para macrófagos deficientes de TLR4, macrófagos deficientes em 

TLR2 não expressam o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe 

II quando infectados por M. tuberculosis (Reiling e cols., 2002).    

 Nosso grupo tem mostrado a participação de TLR2 e TLR4 na migração 

celular durante a infecção por BCG, onde a migração de macrófagos e eosinófilos 

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 “promíscuo” de todos os receptores TLR 

descritos. Esta característica se deve à sua capacidade de reconhecimento de 

diversos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), incluindo 

componentes de bactérias Gram-positivas como as pepitideoglicanas, LTA (Nilsen e 

cols., 2008), LAM (Means e cols., 1999a; Gilleron e cols., 2003), lipoproteínas 

(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 característica se deve a uma habilidade única do receptor se 

heterodimerizar com TLR1 e TLR6 (Ozinsky e cols., 2000a). Estudos recentes têm 

demonstrado a associação de TLR2 com CD36 em resposta a lipoproteínas 
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diaciladas (Triantafilou e cols., 2006). Os estudos usando lipoproteínas diaciladas e 

triaciladas têm sugerido que lipoproteínas diaciladas requerem TLR2/6 para 

ativação, já as lipoproteínas triaciladas requerem TLR2/1 e não TLR6 (Alexopoulou e 

cols., 2002; Morr e cols., 2002; Takeuchi e cols., 2002). Corroborando estes 

achados, dois estudos, demonstraram que os heterodímeros formados entre 

TLR2/TLR1, ou TLR2/TLR6 pré-existem na célula e não são induzidos por ligantes 

(Ozinsky e cols., 2000a; Triantafilou e cols., 2006). Além disso, durante a 

estimulação por ligantes específicos, estes heterodímeros são recrutados para 

regiões específicas da membrana plasmática, chamadas lipid rafts.   

 As lipid rafts são microdomínios da membrana celular, ricos em colesterol e 

esfingolipídios, envolvidos em vários mecanismos de sinalização, no tráfego de 

membranas, mecanismos de adesão celular, na resposta imunológica e em doenças 

inflamatórias (Brown e London, 1998; Simons e Toomre, 2000). Sabe-se que estas 

estruturas são altamente dinâmicas, mas suas funções em cada um destes 

contextos ainda não estão completamente caracterizadas.     

 Ao contrário do observado nas associações de TLR2/6, associações entre 

TLR2 e CD36 não são pré-formadas, mas sim induzidas pelo ligante (Triantafilou e 

cols., 2007). Corroborando estes dados, estudos demonstraram que lipoproteínas 

diaciladas sinalizam através do heterodímero TLR2/6 e também requerem CD36, e 

não o heterodímero TLR2/1 (Hoebe e cols., 2005).     

 No entanto, algumas questões na sinalização desencadeada por TLR2 ainda 

permanecem para ser elucidadas, por exemplo, se diferentes ligantes de TLR2 

podem desencadear uma sinalização de modo similar a partir da superfície celular 

ou intracelularmente? 
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Esquema 1.2 – Vias de sinalização celular mediadas por TLRs. A ativação dos 
diferentes TLRs por seus ligantes específicos desencadeia a ativação e fosforilação 
de uma série de proteínas e enzimas no ambiente intracelular, culminando com a 
ativação de fatores transcricionais envolvidos na expressão de genes relacionados à 
resposta inflamatória, regulação da resposta imune, podendo levar a sobrevivência e 
proliferação ou a morte do microrganismo. Esquema adaptado, www.cellsignal.com. 
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1.2.2) Papel do CD14 no reconhecimento micobacteriano 

 

Trabalhos têm indicado um importante papel para co-receptores de TLR que 

participam da adesão de micobactérias às células hospedeiras, dentre eles podemos 

destacar o CD14, uma proteína ancorada a um glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

expresso na superfície celular de monócitos e macrófagos (Hoheisel e cols., 1995; 

Schluger and Rom, 1998; Compton e cols., 2003; Pauligk e cols., 2004).  

 O início do processo de fagocitose se dá pela ligação dos receptores ao LAM, 

um dos principais moduladores da função de macrófagos e células dendríticas. O 

reconhecimento do LAM via CD14 é semelhante ao lipopolissacarídeos (LPS) de 

bactérias Gram-negativas, com pontos comuns nas vias de sinalização 

desencadeadas por estes microorganismos (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and 

Rom, 1998). Além disso, o CD14 pode interagir com vários TLRs induzindo a 

produção de citocinas após infecções bacterianas e virais (Compton e cols., 2003; 

Pauligk e cols., 2004).          

 Estudos têm documentado a presença do CD14 em lipid rafts de monócitos 

(Pfeiffer e cols., 2001; Triantafilou e cols., 2006). Na linha destes achados foi que 

CD14 interage diretamente com TLR2 e TLR4 e que esta interação é 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 superfície celular 

como intracelularmente e funciona como um sinal amplificador para movimentação 

de TLRs para os microdomínios lipid rafts (Schmitz and Orso, 2002).  

 O CD14 funciona como um receptor para ligação de lipopeptídeos 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 são 

necessários para a ligação e internalização de LTA, bem como para induzir a 

produção do fator de necrose tumoral-alfa (TNF- ) em monócitos. Estes fenômenos 

ocorrem preferencialmente na membrana plasmática e independe da internalização 

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

 

O CD36 tem sido implicado em várias funções biológicas, tanto normais quanto 

patológicas, incluindo angiogênese, aterosclerose, fagocitose, inflamação, 

metabolismo lipídico e remoção de células apoptóticas (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 glicoproteína transmembranar e 

membro da família dos receptores scavenger classe B, encontrado no endotélio 

microvascular, adipócitos, células musculares lisas e esqueléticas, células 

dendríticas e células hematopoiéticas, incluindo precursores eritróides, plaquetas, 

monócitos/macrófagos e megacariócitos (Febbraio e cols., 2001).   

 Alguns trabalhos têm relacionado a localização de CD36 em lipid rafts  (Zeng 

e cols., 2003; Pohl e cols., 2005). Outros estudos tem relacionado a associação do 

CD36 com cavéolas e com a própria proteína caveolina-1. No entanto, os estudos se 

mostram contraditórios no que diz respeito à associação de CD36 com caveolina-1. 

Alguns autores têm documentado que CD36 co-localiza com caveolina-1 e cavéolas 

em regiões de lipid rafts (Covey e cols., 2007) ao contrário do observado por (Zeng e 

cols., 2003) que demonstraram uma co-localização de CD36 em lipid rafts 

independente de caveolina-1 e cavéolas. As cavéolas são regiões ricas em 

esfingolipídios e colesterol e podem servir para concentrar moléculas de sinalização 

e facilitar a integração da cascata de sinalização intracelular. Além disso, muitas 

evidências indicam que as cavéolas têm um papel importante no tráfego 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 apoptóticas por fagócitos mononucleares. 

Outros autores demonstraram a função primária dos receptores scavenger na 

remoção de células apoptóticas durante desenvolvimento, homeostasia e processos 

infecciosos (Bird e cols., 1999; Chang e cols., 1999). Além disso, o CD36 pode ainda 

apresentar importante papel na sinalização celular, regulando a resposta apoptótica 

e inflamatória em células endoteliais e macrófagos (Moore e cols., 2002; Medeiros e 

cols., 2004; Hoebe e cols., 2005; Stuart e cols., 2005).   

 Achados recentes mostram que há evidências do papel de CD36 na resposta 
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imune inata contra patógenos como bactérias e seus componentes inflamatórios. 

Hoebe e colaboradores, (2005) documentaram que CD36 de macrófagos é 

importante para o reconhecimento de lipopeptídeo-2 de Mycoplasma pneumoniae 

(S-MALP-2), PAM2CSK4 e zimosan, mostrando que alguns, mas não todos, os 

ligantes de TLR2 são dependentes da sinalização de CD36.    

 O CD36 funciona como um receptor fagocítico para uma variedade de tipos 

bacterianos, incluíndo M. tuberculosis em adipócitos (Neyrolles e cols., 2006). O 

envolvimento do CD36 na fagocitose e produção de citocinas em resposta ao 

Staphylococcus aureus e por componentes da parede celular - o LTA, e em menor 

extensão 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 sinalização intracelular independente de TLR, ativando vias de 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e JNK em macrófagos (Rahaman e 

cols., 2006; Baranova e cols., 2008). 

 Uma importante função patológica dos receptores scavenger está relacionada 

com a formação de macrófagos espumosos e com a aterosclerose. Isto se deve 

principalmente à capacidade do CD36 de monócitos e macrófagos se ligar e 

endocitar a LDL oxidada (oxLDL), mecanismos que têm um papel crítico para a 

formação de macrófagos espumosos, desencadeando o desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica. 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 mudanças no 

complexo transcricional em macrófagos, incluíndo um aumento da regulação da 

expressão de CD36 (Shiffman e cols., 2000), à ativação do receptor ativado por 

proliferadores de peroxissomos-gama (PPAR ) por vias dependentes de proteína 38 

(p38), MAPK, proteína quinase C (PKC) (Feng e cols., 2000) e PKB  (Munteanu e 

cols., 2006). O PPAR  por sua vez heterodimeriza com o receptor X retinóico (RXR) 

e o heterodímero PPAR :RXR se liga diretamente à região do elemento de resposta 

ao PPAR (PPER), na região promotora do gene que codifica o CD36 (Tontonoz, 

1998). Além disso, oxLDL pode também induzir ativação de NF- B em macrófagos 

(Lipsky e cols., 1997) através de um mecanismo dependente de CD36 e PKC (Han e 

cols., 2000). 

Pelo menos dois estudos utilizando macrófagos deficientes para o receptor 

CD36 mostraram que estas células são incapazes de internalizar oxLDL e formar 
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macrófagos espumosos (Silverstein and Febbraio, 2000; Febbraio e cols., 2001). De 

acordo com estes achados foi demonstrado que oxLDL era incapaz de ativar 

macrófagos de animais deficientes para CD36 e, em contrapartida, nos animais 

selvagens ocorria a ativação de MAPK, JNK-1 e 2 (Rahaman e cols., 2006). Além 

disso, o bloqueio farmacológico de JNK ou de quinases da família Src inibe a 

formação de macrófagos espumosos in vitro e in vivo de maneira dependente de 

CD36 (Esquema 1.3). 

 

 

 

 

 

Esquema 1.3 - Representação esquemática das vias de ativação 
desencadeadas por CD36 durante a internalização de  oxLDL em macrófagos. 

A oxLDL se liga ao CD36 e desencadeia a ativação do fator transcricional PPAR . 
Este mecanismo de ativação leva a um aumento da expressão do CD36 na 

superfície dos macrófagos. A via de NF- B também é alvo da ativação provocada 
por oxLDL e leva a indução da síntese de várias citocinas. A ativação de macrófagos 
por oxLDL desencadeia a fosforilação de quinases relacionadas à via de ativação 
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 patógenos é iniciado pela ligação de partículas alvo microbianas aos 

receptores de superfície celular, alguns deles capazes de reconhecer o alvo 

diretamente, sendo chamados neste caso de receptores de reconhecimento de 

padrão (PRRs) que se ligam a estruturas microbianas conservadas, os PAMPs. 

Dentre eles, destacam-se os já citados receptores de manose (MR), receptores 

scavenger e os TLRs. 

 Os receptores de MR e CR3 têm sido historicamente considerados os 

maiores receptores de lectinas de macrófagos e estão envolvidos principalmente no 

reconhecimento de partículas derivadas de leveduras não opsonizadas. De acordo 

com estes estudos, Brown e colaboradores, (2002) usando inibidores de 

carboidratos específicos, demonstraram que o receptor de -glicano dectina-1, mas 

não o MR, é o receptor predominante neste processo.  

 A dectina-1 é um receptor de lectina tipo C, o maior PRR de macrófagos para 

-glicanos. Além dos macrófagos é também expressa em outras células do sistema 

imune como nos monócitos, neutrófilos e células dendríticas. Este receptor é 

caracterizado como um receptor fagocítico para partículas contendo -glicanos, 

incluindo zimosan e Candida albicans (Brown and Gordon, 2001; Brown e cols., 

2002).            

 A dectina-1 é um receptor transmembranar contendo um motivo ativador nos 

imunorreceptores de tirosina (ITAM) na sua cauda citoplasmática. O ITAM é uma 

estrutura encontrada em uma variedade de receptores capazes de desencadear 

uma sinalização pró-inflamatória, 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 inflamatória de partículas contendo -glicano. De fato 

estudos têm documentado que ITAM é necessário para indução da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, em colaboração com TLR. Estes estudos demonstraram 

que a dectina-1 facilita a produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos 

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 produção de TNF-  em 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humanos e em macrófagos. A 

dectina-1 é capaz de desencadear a produção de citocinas, por interagir com TLR2 

ou ainda pela ativação direta de tirosina quinase do baço (Syk) (Rothfuchs e cols., 

2007) (Esquema 1.4).  

Dois trabalhos relacionaram a participação da dectina-1 em infecções 

micobacterianas, uma vez que a parede micobacteriana é composta por complexos 

lipídicos, açúcares e carboidratos. Rothfuchs e colaboradores, (2007), 

demonstraram o papel da dectina-1 em promover a indução de IL12-(p40) em 

células dendríticas infectadas por M. tuberculosis, onde o receptor foi capaz de 

aumentar a interação da célula hospedeira com a bactéria levando a um 

subsequente aumento da produção de citocinas, através da ativação de Syk.  Shin e 

colaboradores, (2008) demonstraram uma interação física e funcional da dectina-1 e 

TLR2 após a infecção por Mycobacterium abscessus. Além disso, a cooperação da 

dectina-1 com TLR2 foi necessária para uma fagocitose eficiente do M. abscessus, 

induzindo a ativação de quinase regulada extracelularmente 1 e 2 (ERK1/2) e a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias através da ativação de Syk. No entanto, até 

o momento, pouco se sabe sobre como as vias de sinalização intracelular 

dependentes de dectina-1 são reguladas durante infecções micobacterianas. 
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Esquema 1.4 – Representação esquemática das principais vias de sinalização 
intracelular desencadeada por ligantes PRRs. As vias que são ativadas por 

diferentes receptores são múltiplas, neste esquema estão demonstradas as 
principais vias que diferenciam as diferentes classes dos receptores de 
reconhecimento padrão. Em destaque a dectina-1, o receptor da família das lectinas 

que reconhecem -glicanos, a ativação destes receptores podem afetar as vias de 
sinalização de TLRs, como também de proteínas associadas à apoptose, como a 
caspase-1. Esquema adaptado de Trinchieri e Sher, 2007. 
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1.3) Mecanismos de sobrevivência de micobactérias em fagócitos 

mononucleares. 

 

Na resposta à infecção micobacteriana, os macrófagos são uns dos principais 

agentes de defesa do hospedeiro, capazes de produzir espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio favorecendo a morte do bacilo, embora as espécies reativas de 

nitrogênio, aparentemente sejam mais eficazes nesta função (Fenton and 

Vermeulen, 1996; Schluger and Rom, 1998; Bonecini-Almeida e cols., 2004). O 

estudo de MacMicking e colaboradores, (1997) observaram que a ativação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) é essencial para conter a replicação do M. 

tuberculosis no interior do macrófago hospedeiro. A sobrevivência de micobactérias 

patogênicas como M. tuberculosis no interior dos macrófagos está ligada às 

propriedades físico-químicas da superfície micobacteriana e à formação de 

fagossomos. Sabe-se que componentes da parede celular podem induzir alterações 

na sinalização intracelular do hospedeiro.       

 Análises ultra-estruturais de macrófagos infectados têm mostrado a dinâmica 

da fusão do fagolisossomo e seu efeito na replicação bacteriana (Armstrong and 

Hart, 1975; McDonough e cols., 1993). A adesão e a internalização das bactérias em 

fagossomos está relacionada com a sua capacidade de sobrevivência, dificultando 

sua eliminação por enzimas lisossomais, espécies reativas de oxigênio e espécies 

reativas de nitrogênio (Hart and Young, 1991).      

 As micobactérias exercem influência sobre as células hospedeiras, limitando 

a apresentação de antígenos (Gercken e cols., 1994; Ullrich e cols., 2000), induzindo 

supressão da resposta de linfócitos (Prasad e cols., 1987) e induzindo mediadores 

pró-inflamatórios e imunossupressivos (Wallis and Ellner, 1994; Rhoades e cols., 

1995). Russel, (2001), demonstraram que a progressão de vacúolos contendo 

micobactérias é limitada pela capacidade de acidificação do compartimento, 

facilitando o acesso a nutrientes internalizados pela célula hospedeira e restringindo 

a interface entre o patógeno e a maquinaria de processamento e apresentação de 

antígenos por macrófagos.         

 A resposta protetora do organismo contra micobactérias patogênicas está 

diretamente relacionada com eventos iniciais da interação patógeno-hospedeiro. 

Uma vez fagocitado, o patógeno pode desencadear eventos intracelulares que 

proporcionam maturação e acidificação fagossomal, devido à fusão com lisossomos, 
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organelas que apresentam uma carga de enzimas capazes de eliminar o 

microorganismo (Russell, 2003). Estes processos muitas vezes são regulados pelo 

patógeno que tem a capacidade de desencadear vários mecanismos de ação, 

conseguindo subverter as vias de ativação intracelular que promovem a acidificação 

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 superfície micobacteriana (Beatty e cols., 2000; 

Fischer e cols., 2001; Pieters, 2001). A liberação de componentes da parede 

micobacteriana e seu tráfego a partir do fagossomo representam um possível 

mecanismo pelo qual micobactérias influenciam o ambiente dentro do foco de 

infecção.           

 Uma das principais características das diferentes espécies de micobactérias é 

a presença de um complexo lipídico diverso, que constitui 60% da parede celular 

(Kolattukudy e cols., 1997), sendo caracterizada pela baixa permeabilidade da matriz 

contribuindo para a sobrevivência e replicação do microorganismo. Lipídios 

provenientes de frações da parede micobacteriana têm sido caracterizados por 

possuírem atividade biológica, levando a uma supressão da proliferação de células 

mononucleares do sangue periférico (Barrow e cols., 1993), indução de citocinas 

(Moreno e cols., 1989; Barnes e cols., 1992) e exacerbação da resposta 

granulomatosa (Reggiardo and Shamsuddin, 1976). Lipídios da superfície 

micobacteriana são os primeiros componentes a interagir com a célula hospedeira, 

afetando a ativação de macrófagos e possivelmente direcionando eventos iniciais na 

modulação da maturação fagossomal (Goren e cols., 1976).    

 O principal componente da parede celular micobacteriana denominado 

lipoarabinomanana (LAM) pode apresentar, tanto uma atividade imunomodulatória 

quanto antiinflamatória, que pode inibir a produção de IFN-  por macrófagos ativados 

(Sibley e cols., 1988), suprimir a ativação de linfócitos T (Ellner and Daniel, 1979), 

bem como inibir vias que levam à apresentação de antígenos (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 fusão com lisossomos, mostrando que o LAM pode modular fagossomos 

bacterianos.           

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

superfície celular de M. leprae e M. bovis, BCG induzem diferentes respostas 
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celulares. O M. leprae inibe macrófagos tanto in vivo quanto in vitro e, por outro lado, 

o BCG induz inflamação e proporciona uma ativação e diferenciação de macrófagos 

em células epitelióides.         

 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 vacúolos contendo 

micobactérias apresentam um alto conteúdo de colesterol e que a depleção de 

colesterol em macrófagos antes da incubação com bactérias torna as células 

refratárias à infecção. Desta maneira, alguns autores sugerem que a restrição de 

nutrientes pode ser um mecanismo de defesa e é mediado por IFN- , indicando que 

a utilização do colesterol como fonte de carbono é uma das estratégias de escape 

usadas por M. tuberculosis (MacMicking e cols., 2003; Pandey and Sassetti, 2008). 

 Lipídios como ácido araquidônico e ceramidas internalizados pelo hospedeiro 

têm sido relacionados com a sinalização intracelular em macrófagos infectados, por 

modular a resposta imune do hospedeiro, através da indução da produção de 

citocinas (Akaki e cols., 2000; Flynn and Chan, 2001), ou interferindo com os níveis 

de ATP intracelular, desencadeando a associação de actina e culminando com a 

maturação fagossomal e conseqüente morte do patógeno (Anes e cols., 2003). 

Baseados nestes dados os autores comentam que o curso da infecção pode ser 

influenciado pela inclusão de determinados ácidos graxos na dieta. É importante 

ressaltar que durante um processo infeccioso, o que é alimento para o hospedeiro 

pode representar também uma fonte acessível de nutrientes para o patógeno 

(Russell, 2003).           

 O sucesso da sobrevivência de espécies micobacterianas em seus 

macrófagos hospedeiros se dá também devido à capacidade destes organismos 

induzir a produção de mediadores inflamatórios que apresentam a capacidade de 

desativar macrófagos, inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias. Um 

importante mediador desta resposta é a prostaglandina (PG) E2. Dados da literatura 

mostram que o aumento da síntese de PGE2 relaciona-se com a diminuição na 

produção de radicais reativos de nitrogênio por macrófagos, diminuindo assim sua 

atividade citotóxica contra micobactérias (Betz and Fox, 1991).    
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1.4) Corpúsculos Lipídicos 

 

1.4.1) Características gerais 

 

Os corpúsculos lipídicos também chamados de gotas lipídicas, ou 

adipossomos, são inclusões citoplasmáticas, esféricas, não delimitadas por 

membrana, associadas a elementos do citoesqueleto que em estudos ultra-

estruturais apresentam elétron-densidade variável (Franke e cols., 1987; Dvorak and 

Monahan-Early, 1992; Dvorak e cols., 1992).       

 Em pequeno número (1 a 5), os corpúsculos lipídicos são constituintes 

citoplasmáticos normais de leucócitos não ativados para revisão ver (Bozza e 

Bandeira-Melo, 2005; Walther and Farese, 2008). Além de células de mamíferos, 

estudos relatam a ocorrência de corpúsculos lipídicos em plantas e microorganismos 

(Galli e cols., 1985; Murphy, 2001; Bozza and Bandeira-Melo, 2005; Walther and 

Farese, 2008). Avanços recentes mostram que corpúsculos lipídicos de leucócitos 

são domínios intracelulares induzíveis e especializados que participam em 

processos de regulação e tráfego do metabolismo lipídico, na síntese de mediadores 

inflamatórios, na resposta frente à infecções patogênicas e na inflamação alérgica 

(Bozza e cols., 2007). Os corpúsculos lipídicos aumentam em número e tamanho 

participando como sítios na condução de processos inflamatórios em diversos tipos 

celulares, incluindo macrófagos, mastócitos, eosinófilos e neutrófilos (Dvorak e cols., 

1983; Weller e cols., 1994, 1999; Bozza e cols., 2005).    

 Em análise ultra-estrutural, corpúsculos lipídicos freqüentemente apresentam 

uma camada periférica, elétron-densa e osmiofílica, composta por uma 

monocamada de fosfolipídios anfipáticos, alguns apresentam uma área elétron-

lúcida ao centro, outros, no entanto, são 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 diferença de osmiofilia dos corpúsculos lipídicos 

está associado com o tipo celular, estímulo e o tempo de estudo. Estas mudanças 

morfológicas geralmente refletem diferenças na composição lipídica e indicam que 

estas estruturas são organelas dinâmicas capazes de mudar sua estrutura de 

acordo com a atividade celular (Bozza e cols., 2007). Com coloração e fixação 

apropriadas os corpúsculos lipídicos podem ser visualizados, pois colorações 



23 
 

rotineiras constituídas por alcoóis, como May-Grunwald-Gimesa provocam a 

dissolução destas estruturas.       

 Embora há poucos anos alguns autores acreditassem que os corpúsculos 

lipídicos representassem apenas sítios de estoque e transporte de lipídios, hoje 

sabe-se que estas organelas são estruturas altamente dinâmicas e funcionalmente 

ativas. Avanços mais recentes têm atribuído aos corpúsculos lipídicos de leucócitos 

funções de organelas especializadas, com importante papel na regulação do 

metabolismo e tráfego lipídico, no controle da síntese e secreção de mediadores 

inflamatórios envolvidos na resposta a infecções bem como em processos alérgicos, 

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

       

 

 

Figura 1.2 – Ultra-estrutura de corpúsculos lipídicos de leucócitos. O detalhe 

mostra as diferenças de elétron-densidade dos corpúsculos lipídicos, onde eles se 
apresentam totalmente elétron-densos ou elétron-lúcidos, característica derivada do 
conteúdo lipídico da organela. Esta característica dependente de estímulo, dose, 
tempo e tipo celular analisado. Figura adaptada de D’Avila e cols., 2006. 
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1.4.2) Composição e funções dos corpúsculos lipídicos 

 

 Os corpúsculos lipídicos são constituídos basicamente por lipídios neutros, 

como triacilglicerol, colesterol-éster, associados a uma variada composição 

lipoprotéica, envolvidos por uma monocamada de fosfolipídios (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 lipídica que 

envolve os corpúsculos lipídicos apresenta uma constituição abundante em 

fosfatidilcolina e ácidos graxos insaturados (Tauchi-Sato e cols., 2002), o que difere 

dos fosfolipídicos encontrados nas membranas do retículo endoplasmático e de 

microdomínios ricos em colesterol e esfingolipídios.     

 Os corpúsculos lipídicos apresentam um importante conteúdo protéico 

caracterizado principalmente por proteínas da família PAT. As principais proteínas 

PAT descritas relacionadas aos corpúsculos lipídicos compreendem as perilipinas, 

as adipofilinas ou proteínas relacionadas com a diferenciação de adipócitos (ADRP 

ou ADFP), a proteína de interação de porção terminal de 47 kilodaltons (TIP47) e 

S3-12, consideradas essenciais para o estoque e metabolismo de lipídios (Londos e 

cols., 2005). Além do envolvimento na biogênese dos corpúsculos lipídicos, estas 

proteínas parecem estar diretamente envolvidas na organização estrutural destas 

organelas. Vários estudos de microscopia de imunofluorescência (Londos e cols., 

1999; Fukumoto and Fujimoto, 2002; Miura e cols., 2002; Wolins e cols., 2006a), 

microscopia eletrônica de crio-fratura em combinação com marcações com ouro 

(Robenek e cols., 2003; Robenek e cols., 2004; Robenek e cols., 2008) têm 

demonstrado a localização de membros das proteínas PAT associadas a 

corpúsculos lipídicos.          

 Em particular, a ADRP tem sido associada a corpúsculos lipídicos de 

diferentes tipos celulares, incluindo os leucócitos; apesar de não ter função 

completamente entendida, parece atuar como proteína 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 está associada 

com lipídios neutros em todos os tipos celulares e de fato tem sido descrita como 

uma proteína específica e considerada um importante marcador para os corpúsculos 

lipídicos (Brasaemle e cols., 1997a; Heid e cols., 1998).    

 A regulação da expressão de ADRP e perilipina e a compartimentalização nos 
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corpúsculos lipídicos tem sido descrita em macrófagos com implicações importantes 

para formação de macrófagos espumosos em lesões de aterosclerose (Larigauderie 

e cols., 2004; Zhao e cols., 2005; Larigauderie e cols., 2006).  

Estudos de proteômica identificaram pequenas GTPases, além de dezoito 

tipos de proteínas de família das Rab, em corpúsculos lipídicos (Brasaemle e cols., 

2004; Liu e cols., 2004; Ozeki e cols., 2005). As proteínas Rab são reguladoras do 

tráfego vesicular e interação 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, está 

envolvida na interação dos corpúsculos lipídicos com o retículo endoplasmático (RE) 

(Ozeki e cols., 2005). Estes autores demonstraram que a Rab18 localiza-se em sub-

populações distintas de corpúsculos lipídicos e não co-localizam com as proteínas 

PAT. Isto sugere que os corpúsculos lipídicos apresentam componentes protéicos 

diferentes. Esta característica deve refletir o estado funcional de ativação diferente 

para cada corpúsculo lipídico.   

As enzimas também conhecidas por regular sinais extracelulares como MAPK, 

ERK, p38, bem como PKC e fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que estão implicadas 

na sinalização intracelular, também foram encontradas em corpúsculos lipídicos de 

leucócitos (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). Além destas enzimas, citocinas como o TNF-α (Beil e 

cols., 1995; Pacheco e cols., 2002), quimiocinas como as reguladas sob ativação, 

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 corpúsculos lipídicos de leucócitos ativados. De modo geral, podemos sugerir 

que de acordo com o estímulo e o tipo celular os corpúsculos lipídicos podem 

compartimentalizar citocinas, bem como outros mediadores inflamatórios, levando a 

uma amplificação da resposta pró-inflamatória e a uma desativação de leucócitos. 

Entretanto ainda não é sabido como estas citocinas são liberadas dos corpúsculos 

lipídicos e/ou se elas possuem capacidade de sinalização nestas estruturas. 

 Muitos estudos têm indicado que o aumento do número de corpúsculos 

lipídicos em leucócitos pode resultar num aumento da produção de eicosanóides por 

estas células (Bozza and Bandeira-Melo, 2005). Através de estudos ultra-estruturais 

e de cromatografia de camada fina, alguns trabalhos mostraram a localização de 

ácido araquidônico em corpúsculos lipídicos, sugerindo que estas estruturas são 
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sítios intracelulares ricos em substrato para síntese de eicosanóides (Weller and 

Dvorak, 1985; Yu e cols., 1998). Além de serem sítios de localização de ácido 

araquidônico esterificado, as principais enzimas envolvidas na síntese de 

eicosanóides, como fosfolipases A2, 5-lipoxigenase (5-LO), leucotrieno sintase 

(LTC4) e ciclooxigenase (COX) estão co-localizadas em corpúsculos lipídicos (Bozza 

e cols., 1997 a, Bozza e cols.,1998; Yu e cols., 1998, Pacheco e cols., 2002). 

 

1.4.3) Biogênese do corpúsculos lipídicos 

 

1.4.3.1) Biogênese organelar dos corpúsculos lipídicos  

 

Várias hipóteses têm sido sugeridas para explicar o processo de formação de 

corpúsculos lipídicos. A mais aceita é que os corpúsculos lipídicos se originam a 

partir da deposição de ésteres-lipídicos entre a bicamada lipídica da membrana do 

RE, devido ao acúmulo gradual e globular dos lipídios (Murphy e Vance, 1999). O 

acúmulo de lipídeos neutros, resultantes da atividade enzimática do retículo 

endoplasmático, ocorre entre as duas folhas da membrana do RE até alcançar 

determinado volume sendo, a seguir, liberados no citoplasma carregando uma hemi-

membrana proveniente da face citosólica da membrana do RE. Está observação é 

compatível com a organização dos corpúsculos lipídicos (Brown, 2001; Murphy, 

2001; Tauchi-Sato e cols., 2002;). Vários estudos têm contribuido para esta hipótese 

mostrando a presença de proteínas específicas do RE nos corpúsculos lipídicos (Yu 

e cols., 2000; Brasaemle e cols., 2004; Liu e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004). Por 

exemplo, já foi demonstrada a presença das enzimas como a acil-CoA:colesterol 

aciltransferase (ACAT) e a acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase (DGAT2) tanto no 

RE quanto nos corpúsculos lipídicos (Smith e cols., 2000; Chang e cols., 2001; 

Kuerschner e cols., 2008). Esta enzima está localiza em áreas do RE que promovem 

a formação dos corpúsculos lipídicos (Kuerschner e cols., 2008) (Esquema 1.5).

 Estes dados levam ao entendimento que os corpúsculos lipídicos são 

originados no RE e direcionados através do citoesqueleto celular, possibilitando a 

movimentação destas estruturas e interação com outras organelas de forma 

dinâmica e regulada. Entretanto alguns autores não excluem a possibilidade de que 

outras regiões e organelas celulares contribuam para o processo de formação de 

corpúsculos lipídicos. Estas teorias ainda não podem ser comprovadas devido ao 
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limite de resolução das técnicas utilizadas, onde só é possível individualizar os 

corpúsculos lipídicos no citoplasma (Ohsaki e cols., 2008).  

 

 

 

Esquema 1.5 – Modelo hipotético da biogênese de corpúsculos lipídicos a 
partir do RE. A biogênese dos corpúsculos lipídicos envolve mecanismos 

dependentes da transferência de lipídios e proteínas do RE para os corpúsculos 
lipídicos nascentes. (A) As enzimas responsáveis pela síntese de ésteres lipídicos 
como (DGAT e ACAT) distribuídas na membrana do RE, e os ésteres lipídicos 
produzidos se depositam entre a bicamada lipídica da membrana do RE. A 
monocamada voltada para o citoplasma pode envolver os ésteres lipídicos 
globulares, de onde, posteriormente, ocorre o brotamento nesta região. Assim esta 
monocamada de membrana se tornaria a camada de fosfolipídios dos corpúsculos 
lipídicos. Outra alternativa, é que os ésteres lipídicos globulares formados no RE se 
desprendem junto a regiões específicas da membrana do RE, carregando tanto as 
monocamadas lipídicas voltada para o retículo quanto as voltadas para o citoplasma. 
(B) Formação dos corpúsculos lipídicos ricos em ADRP a partir da monocamada 
lipídica da membrana do RE voltada para o citoplasma com transferência de lipídios 
a partir do RE, para os corpúsculos lipídicos nascentes. (C) Formação dos 
corpúsculos lipídicos envolvendo a incorporação de domínios membranosos do RE e 
lipídios neutros entre estes domínios. Esquema adaptado de Bozza e cols., 2009. 
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1.4.3.1) Biogênese de corpúsculos lipídicos por agonistas lipídicos  

 

A formação de corpúsculos lipídicos pode ser rapidamente evidenciada (15 – 

60 minutos) em leucócitos após a estimulação pelo fator de ativação plaquetária 

(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 laboratório tem documentado a formação de corpúsculos lipídicos 

induzida por lipoproteína de baixa densidade (LDL) oxidada. A LDL oxidada (oxLDL) 

contém uma série de componentes inflamatórios, entre eles fragmentos 

fosfolipídicos oxidados capazes de ativar o receptor de PAF. Estes constituintes são 

capazes de induzir a migração e acúmulo de neutrófilos, monócitos e eosinófilos, 

bem como a formação de corpúsculos lipídicos (Silva e cols., 2002). Além disso, 

antagonistas de PAF foram capazes de inibir a formação destas organelas induzida 

por LPS e oxLDL, mostrando a participação de PAF e lipídios relacionados ao PAF 

nos processo de biogênese de corpúsculos lipídicos (Pacheco e cols., 2002; Silva e 

cols., 2002).  Os autores mostraram também que a indução da formação de 

corpúsculos lipídicos via PAF é mediada por receptores, uma vez que o liso-PAF, um 

análogo que não se liga ao receptor de PAF não induz formação de corpúsculos 

lipídicos (Bozza e cols., 1996 a; Bozza e cols., 1997; de Assis e cols., 2003).  

As vias de sinalização desencadeadas por PAF ativam uma proteína G 

acoplada ao receptor, que ativam vias de sinalização induzindo a formação de 

corpúsculos lipídicos. Esta interação (PAF-receptor) leva à ativação da enzima 5-LO, 

que por sua vez gera o ácido 5-(S)-hidroxi-eicosatetraenóico (5-HETE) (Bozza e 

cols., 1996a). Tanto a 5-LO como o seu sub-produto o 5-HETE são indispensáveis 

na formação de corpúsculos lipídicos induzidos por PAF, como demonstrado por 

Bozza e colaboradores, (1996a) onde a toxina pertussis foi capaz de inibir a 

formação de corpúsculos induzida tanto por PAF, quanto por 5-HETE. Os autores 

também demonstraram que PAF e 5-HETE exigem nova síntese protéica, uma vez 

que a formação de corpúsculos lipídicos foi inibida por inibidores de síntese de RNA. 

Entretanto, os fatores transcricionais envolvidos neste fenômeno ainda não são 

conhecidos. 

Trabalhos de Bozza e cols (1996b e 2002) mostraram a participação do ácido 

araquidônico (AA) e ácido oléico (AO) na biogênese dos corpúsculos lipídicos. Onde 

a aspirina e outros antiinflamatórios não esteroidais foram capazes de inibir a 

formação de corpúsculos lipídicos induzida por AA e AO. Contudo o salicilato de 
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sódio, que não inibe a enzima COX, apresentou a mesma propriedade de inibição 

que a aspirina na formação dos corpúsculos lipídicos, sugerindo que este fenômeno 

é um evento independente da ativação de COX. Nas análises das isoformas de COX 

durante a formação dos corpúsculos lipídicos, foram utilizados camundongos 

deficientes de COX-1 e COX-2 e os resultados obtidos mostraram que a indução de 

corpúsculos lipídicos por AA ou AO não foi diferente daquela observada em animais 

selvagens, demonstrando que a formação destas estruturas é independente da 

ativação tanto de COX-1 quanto de COX-2 (Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 

2002).           

 Estudos recentes têm investigado o papel da ativação de receptores 

nucleares ativados por lipídios, como os PPARs, durante o fenômeno de formação 

de corpúsculos lipídicos. Os PPARs são membros da família de receptores 

nucleares com importante função na transcrição de genes, após a ativação por 

ligantes. Eles estão envolvidos na diferenciação de macrófagos e acúmulo de 

lipídios intracelulares (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998). Dados de nosso 

laboratório mostraram que de fato, ligantes específicos de PPAR , o BRL 49653 ou 

rosiglitazona, são capazes de potencializar a formação de corpúsculos lipídicos 

induzidos por oxLDL, agonistas de PAF e pelo fator de crescimento de colônias para 

granulócitos (G-CSF) (de Assis e cols., 2003; Inazawa e cols., 2003), sugerindo o 

envolvimento de genes alvo de PPAR  no fenômeno de biogênese de corpúsculos 

lipídicos.            

 As vias de sinalização intracelular que induzem a biogênese dos corpúsculos 

lipídicos em macrófagos revelam que distintas vias podem desencadear sua 

formação de maneira dependente de estímulo-dose e tempo. No entanto, os 

mecanismos envolvidos na ativação e sinalização intracelular, os quais culminam 

com a formação dos corpúsculos lipídicos em leucócitos, ainda não estão 

completamente entendidos. 

 

1.4.3.2) Biogênese de corpúsculos lipídicos por agonistas proteícos  

  

 Vários estudos demonstraram que citocinas e quimiocinas ativam vias de 

sinalização intracelular levando à formação de corpúsculos lipídicos.   

 Trabalhos documentaram a participação de quimiocinas como agonistas da 

formação de corpúsculos lipídicos, entre elas a proteína quimioatraente de 
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macrófagos 1 (MCP-1), através do receptor de quimiocina (CCR2), e a eotaxina via o 

receptor CCR3 (Silva e cols., 2002; Vieira-de-Abreu e cols., 2005; D'Avila e cols., 

2007). O MCP-1 está envolvido como mediador endógeno na patogênese de 

processos inflamatórios de caráter macrofágico, incluindo aterosclerose e sepse, 

bem como, na regulação da biogênese de corpúsculos lipídicos em resposta à 

oxLDL e ao LPS (Pacheco e cols., 2002; Silva e cols., submetido).  Além disso, os 

autores também demonstraram que MCP-1 foi capaz de induzir o acúmulo de 

corpúsculos lipídicos e a compartimentalização da ADRP por um fenômeno 

dependente do receptor CCR2, desencadeado pela ativação de MAPK e PI3K 

quinases. Já a eotaxina induz a formação de corpúsculos lipídicos mediada pelo 

receptor CCR3 e dependente da ativação 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 é conhecida como hormônio/citocina derivada de adipócitos, e 

relacionada com o estado nutricional e com funções neuroendócrinas e 

imunológicas. Este hormônio/citocina foi recentemente descrito com importane papel 

na ativação de macrófagos e na biogênese de corpúsculos lipídicos de macrófagos 

(Maya-Monteiro e cols., 2008). Os autores mostraram que a sinalização 

desencadeada pela leptina, através da ativação da proteína quinase alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTOR), foi capaz de induzir a biogênese de corpúsculos 

lipídicos e a expressão da proteína ADRP, bem como a produção de LTB4 em 

macrófagos, efeitos dependentes da via de ativação de PI3K/mTOR. Mais ainda, 

dois estudos documentaram a deficiência da leptina associada com uma deficiência 

da imunidade mediada por células e o aumento da susceptibilidade a infecções 

(Busso e cols., 2002; Matarese e cols., 2002). 

 A gênese e a função dos corpúsculos lipídicos ainda não são completamente 

entendidas. Sabe-se que a formação destas estruturas é um fenômeno específico e 

bem regulado, que depende da ativação 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 biogênese de 

corpúsculos lipídicos por estímulos infecciosos. 
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A participação dos receptores de membranas celulares envolvidos no 

reconhecimento de patógenos que desencadeiam a biogênese de corpúsculos 

lipídicos tem sido documentada. O receptor mais amplamente estudado neste 

fenômeno são 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 preparação).  

O envolvimento de TLR4 na biogênese dos corpúsculos lipídicos foi 

demonstrado em macrófagos estimulados por LPS de bactérias Gram-negativas 

(Pacheco e cols., 2002). O TLR4 atua como uma molécula de reconhecimento 

primário para LPS de bactérias Gram-negativas. Para induzir uma eficiente ativação, 

o LPS necessita que o receptor TLR4 se heterodimerize com o receptor (MD2), 

formando um complexo de sinalização. Estudos têm demonstrado que o complexo 

formado TLR4/MD2 pode interagir ainda com outras proteínas, como o CD14 e 

dímero CD11b/CD18 (Strapagiel e cols., 2008).     

 Nosso laboratório tem documentado que patógenos intracelulares como T. 

cruzi são capazes de induzir formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos por 

uma via dependente de TLR2. Foi postulado que corpúsculos lipídicos recém-

formados são sítios intracelulares para a síntese de PGE2 com funções parácrinas 

e/ou intrácrinas durante a infecção por T. cruzi (Melo e col., 2003). Outros estudos 

têm documentado o envolvimento de TLR2 na modulação da formação de 

corpúsculos lipídicos e produção de PGE2 e PGD2 induzidos por lipídios de 

Schistosoma mansoni (Magalhães e cols., em preparação).    

 TLR2, TLR4, TLR6 e TLR1 que dimerizam com TLR2 têm sido caracterizado 

no reconhecimento de antígenos micobacterianos (Takeuchi e cols., 2002; 

Sugawara e cols., 2003; Wieland e cols., 2004). Os lipídios de M. bovis, BCG, 

induzem formação de corpúsculos lipídicos in vivo e in vitro, mas esta capacidade foi 

drasticamente inibida nos macrófagos de camundongos deficientes para o receptor 

TLR2, sugerindo um papel essencial para o receptor neste fenômeno (D’Avila e 

cols., 2006; Almeida e cols., submetido). Além disso, antígenos 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 formação de corpúsculos lipídicos pode também ser 

desencadeada por ligantes de TLR2 como, por exemplo o LAM, embora em menor 

extensão que o observado após infecção com BCG vivo (D’Avila e cols., 2006). De 

modo similar, Chlamydia pneumonia tem sido implicada na formação de células 
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espumosas em humanos e camundongos. Este patógeno foi capaz de induzir a 

formação de corpúsculos lipídicos em camundongos deficientes para o receptor 

TLR4, mas não em camundongos deficientes para o receptor TLR2 na presença de 

LDL (Cao e cols., 2007).        

 Trabalhos recentes têm demonstrado que a infecção por M. leprae ou M. 

bovis, BCG, não só correlaciona com a formação de corpúsculos lipídicos, mas 

também com o aumento de expressão da ADRP por vias de sinalização 

independentes e dependentes de TLR2 (Tanigawa e cols., 2008; Almeida e cols em 

preparação; Matos e cols., em preparação). Além de TLR2, outros receptores 

como CCR3 de eosinófilos, têm sido envolvido na formação de corpúsculos lipídicos 

durante a infecção por BCG (D'Avila e cols., 2007).  

Apesar de TLR2 ter um papel fundamental na formação dos corpúsculos 

lipídicos de leucócitos, 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 sinalização intracelular por estarem diretamente 

relacionados à biogênese dos corpúsculos lipídicos, durante infecções 

desencadeadas por patógenos intracelulares.       

 A relação entre formação de corpúsculos lipídicos e infecções por parasitas 

intracelulares tanto em modelos de infecções clínicas quanto experimentais tem sido 

documentada. Os corpúsculos lipídicos parecem estar co-relacionados aos 

mecanismos de patogênese, sobrevivência e multiplicação do microorganismo 

invasor. Mas os mecanismos que desencadeiam o fenômeno de formação de 

corpúsculos lipídicos induzidos por patógenos intracelulares não são completamente 

entendidos (Bozza e cols., 2007; D'Avila e cols., 2008b).    

 Dentre os estudos que investigam esta questão, destacam-se modelos 

relacionados à infecção por bactérias, protozoários e vírus. Em infecções 

bacterianas podemos citar a formação de corpúsculos lipídicos em leucócitos no 

modelo de sepse experimental (Pacheco e cols., 2002; Gomes e cols., 2006b), na 

infecção 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 preparação) 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 são 

capazes de induzir a formação de corpúsculos lipídicos 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).     

 Já foi demonstrado à presença de corpúsculos lipídicos em células infectadas 

por protozoários 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 corpúsculos podem estar envolvidos no ciclo 

de vida de vírus, como o da hepatite C (HCV) (Miyanari e cols., 2007). Estudos de 

Boulant e cols., (2008) demonstraram que a proteína do cerne viral causa uma 

redistribuição dos corpúsculos lipídicos para uma região perinuclear em células 

infectadas, sugerindo o envolvimento dos corpúsculos lipídicos com o sistema de 

transporte celular, importante no ciclo de vida de vírus.   

 Independente do agente infeccioso, muitas evidências indicam que a 

formação de corpúsculos lipídicos durante processos infecciosos é um fenômeno 

bem regulado que pode ter implicação na patogênese microbiana. A infecção 

desencadeia a biogênese dos corpúsculos lipídicos de leucócitos de forma rápida 

após a estimulação, e este evento pode depender da interação direta entre o 

patógeno e a célula hospedeira. A fagocitose de partículas de látex, partículas de 

zimosan e bactérias não patogênicas como Mycobacterium smegmatis ou Bacillus 

subtilis não foram capazes de desencadear a formação de corpúsculos lipídicos in 

vivo e in vitro, bem como a produção de mediadores inflamatórios em macrófagos 

(D’Avila e cols., 2006; Almeida e cols., submetido). Estes resultados indicam que a 

fagocitose não é essencial nem suficiente para induzir a formação de corpúsculos 

lipídicos e podem sugerir que a sinalização desencadeada através de componentes 

microbianos, citocinas e outros mediadores inflamatórios gerados no foco da 

infecção possam contribuir para a formação de corpúsculos lipídicos em 

macrófagos.           

 Além disso, alguns trabalhos têm evidenciado uma íntima relação de 

fagossomas contendo micobactérias e corpúsculos lipídicos (D’Avila e cols., 2006; 

Peyron e cols., 2008; Tanigawa e cols., 2008). Nestes estudos, os autores co-

localizaram fagossomos micobacterianos dentro dos corpúsculos lipídicos. Os 

corpúsculos lipídicos parecem envolver e internalizar o fagossoma micobacteriano, 

favorecendo desta maneira o acesso aos nutrientes pelo patógeno. Estudos de 

Tanigawa e cols., (2008) mostraram que além da localização da ADRP e perilipina 

nos corpúsculos lipídicos, estas proteínas estavam presentes também na membrana 
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de fagossomos de histiócitos contendo numerosos bacilos vivos.  De forma similar a 

estes estudos, Plotkowski e cols., (2008) observou a mobilização de ácido 

araquidônico dos corpúsculos lipídicos em células epiteliais respiratórias durante a 

infecção por Pseudomonas aeruginosa. De acordo com estes relatos, foi descrito 

que a persistência micobacteriana requer utilização de fontes de ácidos graxos e 

colesterol do hospedeiro (Russell, 2003; Pandey and Sassetti, 2008), sugerindo que 

os corpúsculos lipídicos poderiam participar como fonte de nutrientes para estes 

patógenos. Deste modo, pode-se inferir o papel dos corpúsculos lipídicos como 

possíveis moduladores da resposta imune em leucócitos representando um balanço 

entre a relação patógeno-hospedeiro.        

 

1.5) Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) 
 

1.5.1) PPARs características gerais e sinalização intracelular  

 

Os PPARs foram inicialmente descritos em 1990, com papel chave na resposta 

de proliferação de peroxissomos (Issemann and Green, 1990). Trabalhos recentes 

têm identificado os PPARs como reguladores do metabolismo de lipídios e 

lipoproteínas, homeostasia da glicose, diferenciação celular e hematopoiese 

(Chinetti e cols., 2000; Welch e cols., 2003; Prost e cols., 2008).  Além disso, os 

PPARs atuam em processos inflamatórios e imunoregulatórios devido à propriedade 

de regular a expressão de vários genes implicados na patofisiologia da 

aterosclerose, inflamação, 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 à superfamília de fatores transcricionais que, após 

ativação pelos seus ligantes, regulam diversos aspectos da reprodução, 

desenvolvimento, homeostasia e funções imunes (Francis e cols., 2003). A 

superfamília de receptores nucleares inclui três classes: a primeira classe de 

receptores para hormônios esteroidais, tal como estrogênio e glicocorticóides. A 

segunda classe, receptores para ligantes não esteroidais, como hormônios da 

tireóide e ácido retinóico, e receptores que se ligam a diversos produtos do 

metabolismo lipídico, como os PPARs que obrigatoriamente se heterodimerizam 
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com o RXR (Valledor and Ricote, 2004). A terceira classe da superfamília dos 

receptores nucleares inclui um grande número de receptores os quais ainda não têm 

ligantes endógenos identificados (Chawla e cols., 2001a; Francis e cols., 2003). 

Vários membros da superfamília dos receptores nucleares têm mostrado um 

importante papel fisiológico em macrófagos (Chinetti e cols., 2000; Chawla e cols., 

2001b; Ricote and Glass, 2001).        

 Os receptores para hormônios da tireóide, retinóico, vitamina D, PPAR, 

receptor X do fígado (LXR), são exemplos de receptores nucleares, que se ligam a 

uma região específica do DNA após se heterodimerizar com RXR. Os PPARs, após 

se heterodimerizarem com RXR, reconhecem e ligam a regiões específicas no DNA 

denominada, elemento de resposta aos proliferadores de peroxissomos (PPRE) 

(Schoonjans e cols., 1997). A estrutura tridimensional do heterodímero formado 

produz diferentes afinidades de ligação ao DNA. Isto explica as mudanças 

conformacionais que ocorrem após a ativação desta classe de receptores, sugerindo 

que as alterações na forma do receptor após a interação com ligante são o passo 

chave na via de ativação transcricional (Khan and Vanden Heuvel, 2003). Estas 

mudanças estruturais que ocorrem durante a interação com o ligante são diferentes 

para ação de agonistas, agonistas parciais (trans-ativação) e antagonistas (trans-

repressão). A maioria dos ligantes para os PPARs são lipofílicos e podem facilmente 

atravessar tanto a membrana plasmática quanto nuclear (Khan and Vanden Heuvel, 

2003).            

 Em 1992 o grupo de Wahli e colaboradores, decreveu os três subtipos 

distintos de PPARs, denominados; PPAR , PPAR  (também chamado  ou NUC-1) 

e PPAR . Cada um destes receptores é codificado por um gene diferente (Wahli e 

cols., 1995; Auboeuf e cols., 1997). Embora todos os três PPARs sejam expressos 

amplamente, seus níveis relativos diferem amplamente entre os tecidos, 

apresentando distintos padrões de expressão e funções biológicas (Desvergne and 

Wahli, 1999).           

 Os PPARs são ativados por ligantes, e após se heterodimerizarem com 

(RXR), recrutam complexos de proteínas que constituem de co-ativadores ou co-

repressores para ativação ou repressão transcricional, respectivamente. Uma vez 

formado, o heterodímero reconhece a região do elemento de resposta PPRE, 

localizado no promotor do gene alvo (Schoonjans e cols., 1996). Além disso, os 

PPARs podem inibir a ativação de certos genes da resposta inflamatória, agindo 

como trans-repressores (Chinetti e cols., 2000). Estas observações sugerem o papel 
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potencial dos PPARs não somente no metabolismo de lipídios como também no 

controle da inflamação. Apesar dos PPARs não terem um alvo principal (uma 

enzima ou uma via distinta) eles parecem atuar por atividades coordenadas em 

diferentes vias.          

 O PPAR , o primeiro a ser descrito, é altamente expresso no fígado, coração, 

músculos e rim, onde regula o catabolismo de ácidos graxos. O PPAR  é expresso 

em vários tecidos envolvido em síndromes metabólicas e na fisiopatologia da pele. O 

PPAR  apresenta uma complexidade a mais de transcritos em relação ao  e  e 

pode-se diferenciar em 1 e 2 com expressão e diferenciação específica nos 

tecidos. O PPAR 2 é encontrado quase exclusivamente em adipócitos, enquanto 

que o PPAR 1 é encontrado em vários tecidos (Ricote e cols., 1999) (Esquema 1.7). 

 O PPAR  é predominantemente expresso em monócitos ativados e 

macrófagos de tecidos in vivo, incluindo células espumosas de lesões 

ateroscleróticas (Ricote e cols., 1998; Tontonoz, 1998), mas também é encontrado 

em outras células do sistema imune como células dendríticas (Szatmari e cols., 

2007), células musculares do epitélio gastrointestinal, osteoblastos e osteoclastos 

(Heikkinen e cols., 2007). Múltiplas funções têm sido propostas para o PPAR  em 

macrófagos, mas o verdadeiro papel deste fator de transcrição na fisiologia dos 

macrófagos permanece desconhecido (Chawla e cols., 2001c).   

 Estudos recentes têm documentado que o PPAR  e seus ligantes apresentam 

um importante efeito imunomodulatório em linfócitos B e T, bem como em células 

dendríticas. O estudo de Szatmari e cols., (2007) documentaram que ligantes de 

PPAR  regulam a expressão de proteínas CD1 envolvidas na apresentação de 

antígenos lipídicos para linfócitos. Outros trabalhos mostram que ligantes de TLR 

podem mediar diferentes vias de sinalização ativando células dendríticas humanas. 

Na linha destes achados, Appel e col., (2005) demonstraram que a inibição das vias 

de ativação de MAPK e NF- B estão envolvidas na regulação das vias de 

sinalização mediadas por TLR e PPAR , sugerindo um comprometimento da 

imunogenicidade de células dendríticas.      

 Alguns estudos têm mostrado que ácidos graxos poliinsaturados podem ativar 

PPAR  bem como outros PPARs (Keller e cols., 1993; Forman e cols., 1997). O 

PPAR  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 à 
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insulina em pacientes diabéticos e são ligantes de alta afinidade para PPAR  

(Forman e cols., 1995; Kliewer, 1995; Lehmann e cols., 1995).  

 Certos prostanóides, incluindo a PGD2 e seu metabólito a 15d-PGJ2, bem 

como outras prostaglandinas, e o ácido 15-(S)-hidroxi-eicosatetraenóico (15-HETE) 

têm sido descritas como ativadores de PPAR  (Forman e cols., 1995; Huang e cols., 

1999). Estes prostanóides são produzidos durante a fase tardia da inflamação 

devido à regulação de COX-2, uma enzima chave para síntese de prostaglandinas. 

Além destes prostanóides, ácidos graxos insaturados, como o ácido hidroxi-

octadecadeinóico (HODE), 9-HODE e 13-HODE encontrados na oxLDL, também 

podem ativar PPAR  (Nagy e cols., 1998).      

 A ativação de PPAR  em células THP-1 por 15d-PGJ2 ou TZDs promove 

mudanças na expressão de marcadores de superfície característicos da 

diferenciação de monócitos, incluindo a indução de receptores scavenger de classe 

B o CD36 (Tontonoz, 1998). O primeiro alvo em macrófagos a ser identificado foi o 

CD36, que serve tanto para o transporte de ácidos graxos, bem como um receptor 

para oxLDL, epitopos de lipídios oxidados em células apoptóticas e lipoproteínas 

modificadas (Tontonoz, 1998). Como conseqüência da indução de CD36 através da 

ativação de PPAR , células THP-1 apresentam um aumento na capacidade de 

internalizar oxLDL (Nagy e cols., 1998). No entanto, a ação do CD36 na 

internalização de lipídios parece ser um balanço coordenado pela indução de LXR e 

outros genes envolvidos no efluxo de lipídios das células (Chawla e cols., 2001b). 

Essas observações indicam que PPAR  pode ter um importante papel na 

diferenciação de macrófagos bem como no metabolismo lipídico em macrófagos.   
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Esquema 1.6 – Vias de sinalização intracelular ativadas por ligantes de PPARs. 

Os PPARs são receptores nucleares ativados por ligantes e compreendem três 

subtipos; o PPAR , PPAR  e PPAR .  Após formar um heterodímero com RXR os 
PPARs regulam diversos aspectos do desenvolvimento, homeostasia, metabolismo 

lipídico e funções imunes. Esquema adaptado do site www.biolegend.com. 

http://www.biolegend.com/
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1.5.2) PPAR  e metabolismo lipídico 
 
 

O papel dos PPARs na diferenciação de macrófagos e no acúmulo de lipídios 

intracelular tem sido documentado (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998). De fato, 

ligantes específicos de PPAR  potencializam significativamente a formação de 

corpúsculos lipídicos induzidos por oxLDL, agonistas de PAF e G-CSF, sugerindo 

que PPAR  tem um papel fundamental na regulação da formação de corpúsculos 

lipídicos em leucócitos (de Assis e cols., 2003; Inazawa e cols., 2003). Desvergne e 

Wahli, 1999 demonstraram que os PPARs são capazes de controlar os níveis de 

ácidos graxos celulares livres, regulando a transcrição de genes envolvidos no 

metabolismo de ácidos graxos quando os níveis destes estão aumentados. Além 

disso, o PPAR  participa da ativação transcricional de vários genes envolvidos na 

adipogênese e lipogênese, mecanismos importantes para a maturação de 

adipócitos, no acúmulo de lipídios, no transporte de glicose, para a sensibilidade à 

insulina e na expressão 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 lipídico de macrófagos tem sido 

caracterizado. de Assis e cols., (2003) observaram que um agonista de PPAR , o 

hexadecil azeloil fosfatidilcolina (azPC), presente em frações fosfolipídicas de 

oxLDL, induziu um aumento no número de corpúsculos lipídicos em macrófagos 

peritoneais. Corroborando estes dados, Nagy e cols., (1998) mostraram que oxLDL 

induz a expressão de PPAR , levando a um aumento da expressão de CD36 na 

membrana celular, sugerindo a participação de PPAR  na formação de células de 

espumosas.           

 Outros estudos têm hipotetizado que as proteínas PAT podem 

compartimentalizar ácidos graxos esterificadosnos corpúsculos lipídicos, para 

posterior liberação de ligantes para os PPARs (Wolins e cols., 2006b). De acordo 

com a hipótese de que as proteínas PAT influenciam os níveis de ácido graxos 

livres, Arimura e cols., (2004) documentaram que a ativação de PPARs aumentam a 

transcrição de todos os genes das PAT com exceção da TIP47. Os PPARs podem 

também controlar a transcrição da ADRP em camundongos e humanos (Edvardsson 

e cols., 2006; Motomura e cols., 2006). De fato, a região de elemento de resposta 

(PPRE) do PPAR  foi identificada dentro da região promotora de transcrição 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 à expressão de S3-12 (Ruan e cols., 2003) 

e perilipina (Rosenbaum and Greenberg, 1998) com a expressão e a ativação de 

PPAR  em adipócitos. Assim, a caracterização de PPRE nas regiões promotoras 

dos genes que codificam estas proteínas, sugere uma possível interação entre os 

PPARs e a organização do estoque de lipídios intracelulares.   

 Trabalhos recentes têm indicado o papel de PPAR  no desenvolvimento e 

manutenção do metabolismo lipídico no fígado através de vias que regulam a 

síntese de novo de lipídios (Inoue e cols., 2000; Inoue e cols., 2005). De acordo, 

estudos de Ohhira e cols., (2007) demonstraram que o LPS induz um acúmulo de 

lipídios e aumento da expressão da ADRP no fígado, por um mecanismo 

dependente da oxidação de ácidos graxos e da diminuição da expressão de genes 

regulados por PPAR , demonstrando que as endotoxinas são capazes de mimetizar 

uma infecção e sua administração é suficiente para induzir alterações no 

metabolismo lipídico de certos órgãos e células, sugerindo que processos 

infecciosos ou inflamatórios têm correlação direta nos mecanismos moleculares de 

regulação lipídica.  

 

1.5.3) Participação do PPAR  na resposta inflamatória e infecção 

 

O papel do PPAR  na resposta inflamatória é controverso. Vários estudos têm 

investigado o potencial efeito antiinflamatório de ligantes de PPAR  em monócitos e 

macrófagos.  De maneira geral, os ligantes de PPAR  mostram efeitos 

antiinflamatórios em várias doenças. São exemplos: aterosclerose, obesidade 

induzida pela resistência a insulina, encefalomielites alérgicas, Parkinson, Alzheimer, 

psoríase, inflamações intestinais e artrite, para revisão ver (Ricote and Glass, 2007).

 O tratamento de macrófagos com altas concentrações de agonistas de PPAR  

reduzem a secreção de citocinas inflamatórias e inibem a ativação de macrófagos 

(Spiegelman, 1998). Alguns ligantes de PPAR  têm a capacidade de inibir a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF- , IL-12, IL-1  e IL-6 (Jiang, 

1998; Reddy e cols., 2004). De modo interessante ligantes de PPAR  protegem 

órgãos 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 hemorrágico 

(Abdelrahman e cols., 2004).        

 Estudos têm documentado o papel de PPAR  na sepse, como um fenômeno 

ambíguo, com propriedades antiinflamatórias (Kaplan e cols., 2005; Joshi e cols., 

2003), que parece ser benéfica no tratamento da sepse, em contraste ao seu 

possível papel pró-apoptótico que parece ser mais deletério agravando o estado de 

saúde dos pacientes (von Knethen e cols., 2007a).     

 O papel de PPAR  em regular a produção de mediadores lipídicos têm sido 

demonstrada pela indução da expressão de COX-2 devido à ativação de PPARs 

(Inoue e cols., 2000; Meade e cols., 1999; Pang e cols., 2003). Trabalhos recentes 

têm mostrado que antiinflamatórios não esteroidais (AINES), ácidos graxos e 

prostanóides, compostos que são inibidores, substratos e produtos respectivamente 

da ativação de COX podem regular a expressão gênica via ativação de PPAR  

(Forman e cols., 1997; Kliewer e cols., 1997).      

 Estudos de Pang e cols., (2003) demonstraram que AINES podem induzir 

expressão de COX-2 em células do músculo liso do trato respiratório humano, por 

mecanismos dependentes da ativação de PPAR , e considera que este efeito se 

mostra dependente do tipo celular e AINES administrado. Por outro lado Inoue e 

cols., (2000), mostram que o estímulo por LPS induz a expressão de COX-2 e regula 

negativamente a expressão de PPAR  (Tabela 1.1).      

 O papel dos PPARs na resposta do hospedeiro frente a patógenos ainda não 

se encontra esclarecido. Estudos de Castrillo e cols., (2003) demonstraram que 

estímulos patogênicos (vírus e bactérias) podem interferir com metabolismo de 

colesterol em macrófagos através da inibição da via de sinalização de LXR. Esta 

inibição é dependente de TLR e mediada por IFR3, um fator transcricional ativado 

especificamente por TLR3 e TLR4 e independente da proteína adaptadora MyD88. A 

ativação do fator regulatório de interferons-3 (IRF3) é suficiente para bloquear a 

atividade de LXR na indução da expressão de moléculas proteícas pertencentes à 

família transportadora (ABC) do cassete de ligação e transporte de ATP 1 (ABCA1), 

inibindo assim o efluxo de colesterol por macrófagos, e desencadeando a formação 

de células espumosas. Outros trabalhos mostraram que agonistas de LXR inibem a 

resposta de macrófagos a patógenos bacterianos interferindo com produção de IL-

1 , iNOS, COX-2, MCP-1 e MCP-3  (Joseph e cols., 2003).  Além disso, a interação 

entre as vias de LXR e PPARs tem sido mostrada com um importante papel na 
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regulação do efluxo lipídico (Valledor and Ricote, 2004). Dois estudos independentes 

demonstraram que PPAR  e  regulam a expressão de ABCA1 promovendo o efluxo 

de colesterol em macrófagos humanos através de uma cascata transcricional 

mediada por LXR .          

 Nos últimos anos, várias evidências têm sugerido que processos infecciosos 

podem servir como fator de risco para aterosclerose. Trabalhos têm mostrado que 

Chlamydia pneumoniae induz a formação de macrófagos espumosos em modelos 

humanos e murinos, efeito este que é mediado pela oxLDL, sugerindo que nestes 

estudos o microorganismo tem uma implicação 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 

infecção por Chlamydia pneumoniae pode induzir a formação de macrófagos 

espumosos na presença de LDL. Estes autores demonstraram que C. pneumoniae 

regula negativamente a expressão de PPAR  e PPAR  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 PPAR  e PPAR . Em contrapartida, 

estudos deste mesmo grupo demonstraram que C. pneumoniae pode induzir 

aumento de expressão de PPAR  em células musculares lisas. Desta maneira, os 

autores sugerem que esta discrepância pode ser devido a diferentes tipos celulares, 

especificidade ou por outros fatores ainda desconhecidos.     

 A participação dos PPARs em processos infecciosos desencadeados por 

micobactérias ainda não se encontra caracterizado. Assim, este trabalho visa 

mostrar pela primeira vez a relação deste receptor com a infecção por M. bovis 

(BCG), bem como seu papel no fenômeno de formação de corpúsculos lipídicos, 

uma vez que estes mecanismos ainda não se encontram totalmente estabelecidos. 
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Tabela 1.1 – Papel do PPAR  na resposta imune de macrófagos 

 

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

 

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

do hospedeiro frente à infecção por Mycobacterium bovis, BCG.  

 

2.2) Objetivos específicos 

 

- Estudar a formação de corpúsculos lipídicos e produção de mediadores 

inflamatórios durante a infecção por Mycobacterium bovis, BCG in vitro.  

- Analisar a expressão de PPAR  durante a infecção micobacteriana.  

- Avaliar a participação de PPAR  na ativação celular após a infecção por BCG.   

- Estudar o papel do receptor TLR2 na formação de corpúsculos lipídicos, na 

produção de PGE2, citocinas e na expressão de PPAR . 

- Analisar o papel de possíveis co-fatores de TLR2, como o CD14, CD11b/CD18, e 

lipid rafts na formação de corpúsculos lipídicos e produção de mediadores 

inflamatórios durante a infecção micobacteriana. 

- Estudar a participação do receptor CD36 na ativação de macrófagos 

desencadeada por M. bovis, BCG. 

- Avaliar o papel da dectina-1, um receptor de -glicanos, na ativação de macrófagos 

durante o reconhecimento micobacteriano.  
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3) MATERIAL E MÉTODOS  
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3.1) Animais: 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6 ou C57Bl/10 fornecidos 

pelo biotério central da Fundação 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 fêmeas ou machos adultos, com peso entre 20 a 25 

g foram mantidos em gaiolas plásticas em micro-isoladores com livre acesso à água 

e ração, em uma sala com temperatura de 22 a 240C, com ciclos de 12 h luz/escuro 

no Departamento de Fisiologia e Farmacodinâmica.     

 Todos os procedimentos experimentais seguiram as recomendações da 

Comissão de Ética em Experimentação Animal da Fiocruz, protocolo L002/08. 

 

3.2) Estímulos micobacterianos: 

 

As micobactérias (Mycobacterium bovis, BCG), cepa Moreau, liofilizadas em 

ampolas de 40 mg contendo aproximadamente 2 x 108 bacilos, foram fornecidas 

pela Fundação Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro. Os bacilos liofilizados foram 

estocados a 40C. O Mycobacterium smegmatis (mc2155), foi estocado a -70 ºC. Na 

hora do uso, os bacilos foram ressuspendidos em RPMI-1640 estéril a uma 

concentração de 5 x 107 unidades formadoras de colônia (UFC)/mL, misturados 

vigorasamente, e sonicados por 5 min. Nós utilizamos a taxa de multiplicidade de 

infecção (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 Iowa, cidade de Iowa, IA, USA.  

 

3.3) Pleurisia induzida por BCG 

 

Os animais normais ou deficientes foram infectados intratoracicamente com 

BCG (5 x 106 bacilo/cavidade) em 100 L salina estéril. Os animais controles 
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receberam volume igual a 100 L de salina estéril. Após 24 horas os animais foram 

mortos em câmara de CO2 e tiveram suas cavidades lavadas com 1 mL de PBS 

heparinizado (10 UI/mL). Para avaliar o envolvimento da ativação de CCR3, os 

animais foram pré-tratados com injeções intraperitoneais de anti-eotaxina (10 

g/cavidade), ou anti-CCR3 (10 g/cavidade) (R&D Systems) 30 min antes da 

infecção por BCG.  

 

3.4) Contagem de leucócitos totais: 

 

As cavidades peritoneais dos camundongos foram lavadas com 3,0 mL RPMI-

1640 estéril contendo antibiótico (penicilina e estreptomicina) sem soro fetal bovino 

(SFB) para a obtenção dos macrófagos normais. As suspensões de leucócitos 

provenientes da cavidade, foram mantidas sob refrigeração e diluídas na proporção 

de 1:40 em solução de Turk (cristal violeta a 0,005% em solução de ácido acético a 

2% em PBS) para hemólise de hemácias e coloração dos leucócitos. A contagem foi 

realizada em câmara de Neubauer em microscópio de campo claro e expressa em 

milhões de células/mL. 

 

3.5) Análise de eosinófilos 

 

O número de células do lavado pleural foi contado em câmara de Neubauer, 

após a diluição em solução de Turk. A análise de eosinófilos foi realizada nos cito-

esfregaços (Citocentrífuga, Shandon, Pittsburg) (140 x g), corados por May-

Grünwald-Giemsa e analisados em microscopia de campo claro. 

 

3.6) Cultura de macrófagos e infecção in vitro  

 

  Após a contagem total as células do lavado peritoneal foram centrifugadas a 

1200 rpm a 4ºC por 10 min. Após este procedimento, as células foram 
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ressuspendidas em RPMI-1640 (Hyclone) completo (2% SFB, 1% de penicilina e 

estreptomicina 100 UI/mL concentração final) e incubadas a 37ºC na atmosfera de 

5% CO2, em placas de 6 ou 24 poços, estas contendo lamínulas de 13 mm no fundo 

de cada poço. Em cada um dos poços das placas de 24, foram adicionados 1,0 mL 

da suspensão celular ajustada para 1 x 106 células/mL ou 4 x 106 células/mL para as 

placas de 6 poços.           

 Após 2 h, as células não aderidas foram removidas através de duas lavagens 

com RPMI-1640. Posteriormente, os macrófagos foram estimulados com diferentes 

concentrações de BCG MOI (0,05:1) (0,1:1) ou (1:1), ou por agonistas de TLR2; M. 

smegmatis (1:1), zimosan (1:1), Pam3cys (10 µM), LAM (300 ng/mL), ou por agonista 

de TLR4, o LPS (500 ng/mL) os controles receberão o veículo. Após 1 h, os bacilos 

não internalizados e estímulos não aderidos ou internalizados, foram removidos por 

2 lavagens com RPMI-1640. Posteriormente, os macrófagos tiveram os tratamentos 

reconstituídos em meio RPMI-1640 completo onde permaneceram por distintos 

tempos de infecção (2, 6, 12, 24 ou 48 horas) a 370C em atmosfera de 5% de CO2. 

Após estes tempos, os sobrenadantes das culturas foram removidos e armazenados 

a -20°C para posterior quantificação de citocinas e mediadores lipídicos. 

 

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

neutralizantes. 

 

Os tratamentos foram realizados 30 min antes da incubação com BCG. Os 

macrófagos normais e infectados foram tratados com diferentes concentrações de 

agonista de PPAR , o BRL49653 (Cayman Chemical), na concentração final de (5 

M) ou antagonista, o GW9662 (Cayman Chemical), na concentração final de (1 

M), ambos ressuspendidos em DMSO e na hora do uso diluídos em RPMI-1640 

completo, os controles receberam apenas o veículo.      

 Os anticorpos usados para o ensaio de neutralização dos receptores foram 

diluídos diretamente em RPMI-1640 completo na concentração final de anti-CD14 e 

anti-CD11b/CD18 (BD Pharmingen) 10 M; anti-CD36 (Cayman Chemical) 

concentração final 2 g/mL, e anti-dectina-1 (Hycult biotechnology) na concentração 

final de 2 g/mL. As drogas que desestruturam lipid rafts, methyl- -ciclodextrina 
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(M CD) (Sigma Aldrich) ou filipina (Sigma Aldrich) foram ressuspendidas em água 

MilliQ estéril e na hora do uso diluídas em RPMI-1640 completo na concentração 

final de (15 µg/mL) ou (2 g/mL) respectivamente. Os tratamentos cujo veículo foi o 

DMSO, o (DMSO 0,01% em RPMI) foi usado como controle. 

 

3.8) Contagem de corpúsculos lipídicos 

 

As lamínulas contidas nas placas de 24 poços dos grupos controle ou 

infectados (2, 6, 12, 24 ou 48 h), tratados ou não, foram fixados em formaldeído 

3,7% em PBS (pH 7,4), em seguida, lavados em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,4) e  

fixados em tetróxido de ósmio a 1,5% por 30 min. Posteriormente, as lamínulas 

foram lavadas em água destilada, tratadas com tetróxido de ósmio a 1,5% reduzido 

por tiocarbohidrazida a 1% por 5 min. Em seguida, as lamínulas foram lavadas em 

água destilada e tampão cacodilato 0,1 M e contrastadas em tetróxido de ósmio a 

1,5% por 3 min, lavadas novamente com água destilada e montadas com o meio 

“Aqua Polymount” (Vector). As análises para quantificação dos corpúsculos foram 

feitas em microscópio de campo claro (objetiva de 100X). Foram contados os 

corpúsculos lipídicos obtidos de 50 células de campos consecutivos. 

 

3.9) Lise celular e dosagem de proteínas 

 

Após cada tempo de estimulação, os sobrenadantes foram recolhidos e 

estocados a -70ºC, e os macrófagos aderidos lavados 2 vezes com PBS 1X (pH 

7,4). Após esta lavagem, 50 l de tampão de lise celular/(1 X 106 células): 20 mM 

Tris/HCl, pH 7,5;  16 mM CHAPS (detergente); 0,5 mM dithiothreitol (agente redutor); 

1 mM EDTA (inibidor de metaloprotease); 1 mM benzamidina HCl (inibidor de soro 

protease); 1 µg/mL de leupeptina (inibidor de thiol protease); 10 µg/ml soybean 

(inibidor de tripsina), foi adicionado e as células lisadas mecanicamente por 

raspagem. O lisado celular foi centrifugado em microcentrífuga (eppendorf) a 800 

g/10 min e o sobrenadante armazenado a –200C.  As proteínas foram dosadas pelo 

“kit” de dosagem de proteína BCA (Pierce) de acordo com o protocolo fornecido pelo 
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fabricante. Aplicamos 20 g de proteínas totais de cada amostra ou 60 µL do lisado 

total no gel. 

 

3.10) Western blotting  

 

A suspensão celular foi submetida à eletroforese em SDS-PAGE (em gradiente 

de acrilamida 10%) e transferida para uma membrana de nitrocelulose umedecida 

em metanol e tampão de transferência (100 mL de 25 mM Tris, 192 mM glicina pH  8 

quando dissolvidos em 80 mL de H2O MiliQ e 20 mL de metanol). A transferência foi 

feita a 17 Volts por 60 min em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry). Após a 

transferência, a membrana foi incubada por 1 h ou por  16 h com solução 

bloqueadora de leite 5% em TBST (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % 

Tween 20). Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST, e incubada por 1 h 

ou por  16 h com o anticorpo primário anti-PPAR  (clone H100, ou clone E8 Santa 

Cruz Biotechnology) diluição 1:500, para CD36 usamos anticorpo policlonal anti-

CD36 (Cayman Chemical) 1:400 e, como controle positivo experimental, usamos um 

anticorpo monoclonal anti- -actina (BD Transduction Laboratories) na concentração 

de 1:5.000.  Após este tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as 

proteínas de interesse foram então identificadas pela incubação da membrana com 

anticorpos secundários anti-coelho ou anti-camundongo (Pierce), conjugado a 

peroxidase (HRP) diluídos na hora do uso na concentração de 1:10.000. Todos os 

anticorpos primários e secundários foram diluídos em TBST. A detecção foi feita com 

o sistema de análise de “Western blotting “Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) 

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

 

3.11) Dosagem de PGE2  

 

Os níveis de PGE2 nos sobrenadantes das culturas foram avaliados por ensaio 

imunoenzimático conforme as instruções do fabricante (Cayman Chemical, Inc). 

Placas de 96 poços foram cobertas com 200 l de anticorpo de cabra anti-IgG de 

camundongo diluído em tampão fosfato de potássio (0,05 M) durante o período de 
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uma noite. No dia seguinte, as ligações inespecíficas foram bloqueadas com adição 

de 200 l de tampão fosfato de potássio (0,05 M) com BSA 1% e a placa foi mantida 

sob agitação, por 4 horas. Após este tempo a placa foi lavada com Tween 20 a 

0,05% em PBS. Em seguida, foram adicionados 50 l das amostras previamente 

diluídas em EIA Buffer 1:200 ou 50 l da PGE2 na curva-padrão (1 ng/ml, 500, 250, 

125, 63, 31 e 16 pg/ml diluídos tampão fosfato de potássio 0,05 M com BSA 1%). O 

anticorpo anti-PGE2 (50 l) e a PGE2 conjugada com colinesterase foram 

adicionados e incubados durante cerca de 16 h. O branco recebeu somente o 

tampão fosfato com 1% de BSA e a PGE2 conjugada com colinesterase. Após esta 

etapa, a placa foi lavada (5x) com tampão fosfato contendo Tween 20 a 0,05%. Em 

seguida, foram adicionados 200 l do reagente de Elmans, que contém o substrato 

para a enzima colinesterase (diluído em água MilliQ, segundo instruções do 

fabricante), para revelar a reação. A placa foi mantida sob agitação 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-padrão.  

 

3.12) Dosagem de citocinas (LUMINEX) 

 

 Os níveis das citocinas (IL-1 , IL-1 , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-

12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN- , G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1 , RANTES, TNF- ) 

nos sobrenadantes das culturas de macrófagos foram dosados pelo sistema “Bio 

Plex System”, capaz de analisar múltiplas citocinas simultaneamente, conforme 

instruções do fabricante Bio-Rad. As amostras (50 μl) foram diluídas em tampão de 

diluição, adicionadas aos poços de uma placa de 96 poços com filtro Multiscreen-BV 

(Milipore Corporation, Bredford, MA).        

 O ensaio consiste de análise enzimática onde microesferas de poliestireno 

conjugadas com anticorpos monoclonais para citocinas alvo, são adicionadas nos 

poços juntamente com as amostras. As amostras foram incubadas com 50 μl da 

mistura de microesferas acopladas aos anticorpos específicos (2000 

microesferas/poço) à temperatura ambiente por 90 min sob agitação ao abrigo da 

luz. Os poços foram lavados três vezes com 100 μl de tampão de lavagem e a 

seguir, foi adicionado o anticorpo de detecção biotinilado (25 μl/poço), incubado por 
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90 min à temperatura ambiente no escuro. Posteriormente foi adicionada 

estreptavidina acoplada ao fluoróforo (25 μl/poço) e incubada por 10 min à 

temperatura ambiente. Os marcadores não ligados foram lavados utilizando-se um 

sistema de filtragem a vácuo. Após a última lavagem, 125 μl do tampão de ensaio 

foram adicionados a cada um dos poços. Posteriormente, as amostras foram 

submetidas a um citômetro constituído de 2 feixes de lasers associados, com a 

capacidade de medir reações bioquímicas que ocorrem na superfície das 

microesferas, de onde é emitido um sinal de fluorescência analisado  digitalmente. 

As intensidades de fluorescência das amostras são comparadas com a respectiva 

curva padrão e analisadas no sistema Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA) conforme as 

instruções do fabricante, sendo as análises dos dados efetuadas através do “Bio-

Plex Manager software”.  

  

3.13)  Ensaios de Imunolocalização  

 

3.13.1) Imunolocalização de PPAR , NF- B e TIRAP em macrófagos 

peritoneais 

 

 Após os tempos de estímulos (24 e 48 h) as culturas de macrófagos 

infectados ou não 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. Após a permeabilização as células foram lavadas 2X com PBS e 

incubadas com solução de bloqueio, anticorpo de burro (Jackson Laboratories) 1% 

em PBS por 20 min. Posteriormente incubamos com os anticorpos primários, 

diluídos na mesma solução de bloqueio, para PPAR  (clone H-100, Santa Cruz) na 

concentração final de 2 g/mL, ou PPAR  (clone E-8, Santa Cruz) concentração final 

2 g/mL, para o NF- B, (Santa Cruz Biotechmology) na concentração final 2 g/mL e 

para o TIRAP (eBioscience) na concentração final 2 g/mL após está incubação as 

células foram lavadas 3X com PBS e incubadas com os anticorpos secundários, 

diluídos na solução de bloqueio. Os anticorpos secundários estavam conjugados 

com os fluoróforos, (anti-coelho cy3) diluídos 1:3000, (anti-mouse cy3) diluídos 

1:3000, ALEXA546 (Molecular Probes) diluídos 1:1000. O 1-acil -2- (7-octil 
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BODIPYTM-1- pentanoil) – sn – glicerol (BODIPY 493/503), diluição de uso 1:250, 

este marcador é um ácido graxo fluorescente que penetra nas células e se incorpora 

eficientemente tanto em lipídios neutros, quanto em fosfolipídios marcando os 

corpúsculos lipídicos diretamente.       

 As especificidade das marcações foram feitas usando controles negativos 

pelo uso de isotipos controles IgG de coelho no lugar dos anticorpos primários ou 

com soro de coelho, ou soro de cabra  (Jackson Laboratories).  A contra-coloração 

do núcleo foi feita com DAPI (Sigma-Aldrich) na diluição 1:5000 em PBS, por cinco 

minutos. Posteriormente lavamos 3X com PBS por 10 min. As lamínulas foram 

montadas em meio de montagem “Aqua Polymounting” (Vector) e analisadas ao 

microscópio de fluorescência OLYMPUS equipado com câmera digital e 

processadas pelo programa “ImagePro”, ou analisadas por microscopia confocal no 

programa CLSM (LSM 510-META, Zeiss).  

 

3.13.2) Imunolocalização de PPAR  em macrófagos humanos 

 

Os macrófagos humanos derivados de monócitos (6 x 106 células/grupo), não 

infectados ou infectados com BCG-GFP, foram centrifugados e o pelete formado foi 

fixado em 4% de paraformaldeído (PFA) pH 7.3 for 24 h a 4ºC. Cada bloco celular 

obtido foi embebido em parafina. Após o emblocamento foram realizados cortes por 

microtomia e a montagem do material em lâminas de vidro. Posteriormente foi 

realizada a desparafinização, e re-hidratação, a marcação foi feita com anticorpo 

monoclonal para PPAR  (clone E8, Santa Cruz Biotechnology), na diluição de 1:75. 

O PPAR  foi detectado pela incubação das secções por 1 h a temperatura ambiente 

com o anticorpo primário, seguida pela marcação com anticorpo secundário anti-

mouse IgG-F (ab), conjugado a peroxidase (HRP).      

 A visualização foi feita com um kit de amplificação de fluorescência vermelha 

conjugado a tiramidina usando o tetrametil-rodamina (sistema TSA-TMR, Perklin 

Elmer Life Science). A contra-coloração do núcleo foi feita com DAPI (Vector). Para 

medir a especificidade da coloração, controles negativos foram realizados pelo uso 

do isotipo correspondente a IgG controle (Dako, Glostrup) no lugar do anticorpo 

primário.            

 Os controles positivos para marcação de PPAR  foram feitos com secções de 
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tecido adiposo humano que exibiam marcações (colorações) nucleares na maioria 

dos adipócitos. As imagens de fluorescência foram obtidas usando um microscópio 

Olympus BX51 equipado com câmera digital. As imagens de fluorescência foram 

capturadas por uma simples exposição onde foi possível visualizar simultaneamente 

o verde (a presença da micobactéria-GFP), o vermelho (para o PPAR ), junto com o 

azul (do núcleo, DAPI). As imagens foram processadas, pelo software “Viewfinder 

Studio Lite” versão 1.0.136 de 2001, (Pixera, UK Digital Imaging Systems). 

 

3.14) Análises de citometria de fluxo 

 

Após 24 h de infecção, os macrófagos aderentes foram removidos por 

tratamento com EDTA 6 mM (Gibco) por 20 min no gelo. Após a remoção, os 

macrófagos foram lavados com PBS gelado e centrifugados a 1500 rpm a 4ºC por 

10 min. Após este procedimento, as células foram fixados em PFA 4% por 10 min, 

centrifugadas novamente e incubadas com o BODIPY 493/503 (Molecular Probes, 

1 M) por 15 min a 37oC. A fluorescência dos corpúsculos lipídicos foi medida no 

canal de FL1 (fluorescência do BODIPY).       

 Para a análise da expressão de CD36 após a fixação com PFA, as células 

foram lavadas 2X com PBS e permeabilizadas com 0,2% Triton em PBS por 20 min. 

Após esta incubação, as células foram centrifugadas a 1500 rpm 4ºC por 10 min,  

lavadas 1X com PBS, novamente centrifugadas e posteriormente bloqueadas com 

soro normal de burro 1% em tampão de citometria (PBS1X e SFB 2%) por 20 min. 

Posteriormente, as células foram novamente centrifugadas a 1500 rpm a 4ºC por 10 

min, e incubadas com anticorpo primário anti-CD36 conjugado ao fluoróforo FITC 

(Cayman Chemicals) na diluição 1:50. A intensidade de fluorescência foi obtida no 

canal de FL1 (fluorescência do CD36-FITC).      

 As análises 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 análises dos dados quantitativos foram realizadas 

usando os softwares BD CellQuest Pro software (BD Biosciences) e o programa de 

análise WinMDI. 
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3.15) Análise estatística 

 

 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  
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4.1) Mycobacterium bovis, BCG induz a formação de corpúsculos lipídicos em 

paralelo com o aumento da síntese de PGE2 em macrófagos peritoneais de 

camundongos  

 

A formação de corpúsculos lipídicos pode ser desencadeada por vários 

estímulos inflamatórios e infecciosos. Estudo de D’Avila e cols., (2006) 

demonstraram que a infecção por BCG in vivo induz a formação de corpúsculos 

lipídicos e que estas estruturas se apresentam como sítios intracelulares das 

enzimas formadoras de eicosanóides, como 5-LO e COX-2, e da síntese de 

mediadores lipídicos.          

 Com base nestes dados, avaliou-se o efeito da infecção in vitro com doses 

significativamente inferiores às utilizadas in vivo, analisando não só a dinâmica de 

formação de corpúsculos lipídicos através da coloração por ósmio, como também os 

níveis de PGE2, quantificados no sobrenadante das culturas por ensaio 

imunoenzimático (EIA). O M. bovis, BCG, induziu um aumento do número de 

corpúsculos lipídicos nos macrófagos peritoneais de modo dependente do tempo 

estudado, mostrando-se significativo a partir das 6 horas até 24 horas de infecção 

(Fig. 1).            

 Na figura 2B, observa-se os corpúsculos lipídicos em macrófagos por 

microscopia de campo claro após 24 horas de infecção. Nos macrófagos não 

estimulados não foi possível visualizar a coloração destas organelas (Fig. 2A). Este 

fenômeno foi acompanhado pelo aumento da produção de PGE2 (Fig. 3). Os níveis 

de PGE2 avaliados nos sobrenadantes das culturas de macrófagos peritoneais 

apresentaram-se aumentadas já nas primeiras horas após a infecção (2 h), com 

aumento às 6 horas (em torno de 25%), 12 h e 24 horas (aproximadamente 50%) 

em relação às células não infectadas.  
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Figura 01 – Cinética de formação de corpúsculos lipídicos às 2, 6, 12 e 24h 
após a infecção por BCG. Os macrófagos peritoneais de camundongos foram 
infectados ou não por BCG, MOI de 1 (1 UFC:1 macrófago) e incubados a 370C na 
presença de 5% de CO2, durante os tempos indicados. Após estes tempos as células 
foram coradas com tetróxido de ósmio e a contagem dos corpúsculos lipídicos de 50 
células consecutivas foi realizada em microscópio de campo claro. Os resultados 

são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média  erro 
padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre os grupos controles e 
infectados por BCG; (p<0,05). 
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Figura 02 – Imagem de macrófagos peritoneais estimulados ou não por BCG, 
in vitro corados por ósmio: Os macrófagos peritoneais de camundongos foram 
cultivados e infectados ou não por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 370C na 
atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. A análise foi realizada em microscópio de 
campo claro. (A) Macrófago controle; (B) macrófago infectado por BCG. O asterisco 
indica um corpúsculo lipídico observado como organela citoplasmática osmiofílica.  
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Figura 03 – Cinética da produção de PGE2, às 2, 6, 12 e 24h após a infecção por 
BCG. Os macrófagos peritoneais de camundongos foram infectados ou não por 

BCG, MOI de 1, incubados a 370C na presença 5% de CO2, durante os tempos 
analisados, os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio imunoenzimático (EIA). 
Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre os grupos 
controles e infectados por BCG; (p<0,05). 
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4.2) Avaliação da expressão de PPAR  em macrófagos durante a infecção por 

BCG in vitro 

 

  Vários estudos têm relacionado a participação deste receptor em doenças 

como diabetes e aterosclerose, com importante destaque para a formação de 

células espumosas. Nos últimos anos vários trabalhos têm documentado um papel 

contraditório com relação às vias de sinalização desencadeadas por PPAR  durante 

processos inflamatórios e infecciosos.        

 Nas análises de Western blotting verificou-se a expressão de PPAR  durante 

a infecção desencadeada pelo BCG in vitro. A figura (4) mostra que a infecção por 

BCG in vitro, induz aumento da expressão de PPAR  e este aumento se mostrou 

dependente do tempo de infecção, mostrando um considerável aumento da 

expressão de PPAR  já a partir de 2 h, e principalmente entre 12 e 24 horas de 

infecção, o que não acontece nos macrófagos dos grupos controle, onde a 

expressão de PPAR  é quase indetectável. 
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Figura 04 – Análise da expressão de PPAR  por “Western blotting” em 
macrófagos infectados com BCG in vitro. As raias estão representadas pelos 
grupos não infectados (ct) ou infectados com BCG, MOI de 1 (1 UFC:1 Macrófago). 

Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressão de PPAR  (57 KDa) que 
foi dependente do tempo de infecção analisado, máximo de expressão após 24 
horas de infecção. Para a separação das proteínas, os lisados celulares foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, foram aplicados 20 g de 

proteínas totais. Para a detecção de PPAR  utilizou-se anticorpo policlonal de coelho 

anti-PPAR , diluição (1:500) ou anti- -actina (1:5.000). O gráfico representa a 

análise densitométrica das bandas de PPAR  relacionadas com as respectivas 

bandas de -actina (unidades arbitrárias, das bandas de “Western blotting”). 
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4.2.1) Imunolocalização de PPAR  em macrófagos humanos infectados 

por BCG após 24 h 

 

 Na figura 5 observa-se os macrófagos humanos diferenciados de monócitos 

purificados do sangue periférico, em microscopia de fluorescência. Neste 

experimento o BCG-GFP, induz expressão do PPAR  bem como a sua translocação 

para o núcleo celular marcado com DAPI (Fig. 5B), diferente do observado para as 

células que não foram infectadas (Fig. 5A).     

 Apesar de não termos realizado marcações específicas para os fagossomos, 

foi possível observar em contraste de fase algumas imagens com uma localização 

intracelular de PPAR  nas proximidades de estruturas sugestivas de fagossomas 

bacteriano [Fig. 6 (seta) e 7].        

 Nosso laboratório tem demonstrado que os corpúsculos lipídicos são sítios 

intracelulares de enzimas como COX-2 e representam locais para síntese de 

mediadores lipídicos, como PGE2. Assim, a hipótese inicial era a de que o receptor 

PPAR  que é ativado por lipídios pudesse estar co-localizado nos corpúsculos 

lipídicos. Entretanto, na figura (8C) verificou-se que o PPAR  não se localiza em 

corpúsculos lipídicos marcados por BODIPY. Os corpúsculos lipídicos foram 

marcados com o BODIPY (1:250) (Fig. 8A e D) e o PPAR  com anticorpo de coelho 

contra PPAR  de camundongo (Fig. 8B e E).  
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Figura 05 - Imunolocalização de PPAR  em macrófagos humanos controles ou 

infectados por BCG 24h. Imunolocalização de PPAR  no núcleo dos macrófagos 

humanos infectados por BCG-GFP. As setas cheias indicam marcação do PPAR  no 
núcleo dos macrófagos infectados pelo BCG e a seta vazia indica BCG marcado 
com GFP. A contra-coloração do núcleo foi feita por DAPI. 
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Figura 06 - Imunolocalização de PPAR  em macrófagos peritoneais de 
camundongos infectados por BCG 24h. (A) Macrófago visualizado em contraste 

de fase, (B) imunolocalização de PPAR , revelado por um anticorpo primário de 

coelho contra camundongo anti-PPAR  e o anticorpo secundário contra coelho 
fluorescente cy3. (C) Na imagem de sobreposição podemos observamos que o 

PPAR  parece tanto localizado ao redor de estruturas sugestivas de fagossoma 
bacteriano (seta) ou no núcleo (asterisco), aumento de 100X. 
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Figura 07 - Imunolocalização de PPAR  em macrófago infectado por BCG 48 h. 

(A) Macrófago visualizado em contraste de fase; (B) imunolocalização de PPAR  

revelado por um anticorpo primário de coelho contra camundongo anti-PPAR  e o 
anticorpo secundário contra coelho fluorescente Cy3. (C) Na imagem de 

sobreposição podemos observamos que o PPAR  se encontra preferencialmente 
localizado ao redor de estruturas sugestivas de fagossomo bacteriano e em suas 
proximidades (setas), aumento de 100X. 
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Figura 08 - Imunolocalização de PPAR  em macrófagos controles (PBS) e 
infectados por BCG 24 h. Imunolocalização de (A e D) corpúsculos lipídicos por 

Bodipy e (B e E) PPAR  revelado por um anticorpo primário de coelho contra 

camundongo anti-PPAR  e o anticorpo secundário contra coelho fluorescente Cy3. 

Na imagem de sobreposição (C) podemos observamos que o PPAR  não se co-
localiza com os corpúsculos lipídicos, aumento de 100X. 
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4.2.2) Análise da participação de PPAR  na ativação celular 

desencadeada pela ação de agonistas durante a infecção por BCG in vitro 

 

Os agonistas de PPAR  são capazes de induzir um acúmulo de lipídios em 

células monocíticas levando à formação de células espumosas (Tontonoz, 1998). 

Neste estudo utilizou-se o BRL49653 (5 M), um agonista seletivo de PPAR , no 

tratamento de macrófagos in vitro.        

 Avaliamos se a sinalização intracelular desencadeada por PPAR  está 

envolvida na infecção por BCG, nós observamos que a infecção com doses sub-

ótimas de BCG, MOI 0,05 (1 micobactéria:20 Macrófagos), foi capaz de induzir um 

aumento significativo no número de corpúsculos lipídicos, bem como o pré-

tratamento dos macrófagos com BRL induziu a formação destas estruturas. Além 

disso, este agonista foi capaz de induzir um efeito aditivo na formação dos 

corpúsculos lipídicos nos macrófagos infectados mesmo com doses sub-ótimas de 

BCG (Fig. 9A). Uma vez que BRL49653 (5 M) age de modo aditivo com baixas 

doses de BCG na indução da formação de corpúsculos lipídicos, foi avaliado o efeito 

deste agonista sobre a produção de PGE2, 24 horas após a infecção. A pré-

estimulação com BRL, também foi capaz de induzir a produção de PGE2 (Fig. 9B) de 

modo similar ao observado para a formação dos corpúsculos lipídicos durante a 

infecção micobacteriana (Fig. 9A). 
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Figura 09 – Efeito do BRL49653 na formação de corpúsculos lipídicos e 
produção de PGE2 após infecção por BCG. Os macrófagos peritoneais de 

camundongos foram tratados com BRL49653 (5 M) 30 min antes da infecção por 
BCG, MOI de 0,05 (1 UFC:20 macrófagos) e incubados a 37oC na atmosfera de 5% 
de CO2 por 24 h. (A) As células foram coradas com tetróxido de ósmio e a contagem 
dos corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscópio de 
campo claro, (B) os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio imunoenzimático 
(EIA). Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes e 

expressam a média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa 
entre os grupos controles e infectados por BCG ou + entre os grupos tratados e não 
tratados infectados por BCG; (p<0,05). 
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4.2.3) Inibição da formação de corpúsculos lipídicos e produção de PGE2 

por GW9662 antagonista seletivo de PPAR  em macrófagos infectados por 

BCG in vitro 

 

Para confirmação dos mecanismos de sinalização intracelular desencadeados 

por PPAR  durante a infecção por BCG, realizou-se o tratamento com antagonista 

seletivo de PPAR , o GW9662 na indução da formação de corpúsculos lipídicos, 

produção de PGE2 durante a infecção.   

Na figura 10A observa-se que o tratamento com GW9662 (1 M), inibiu 

significativamente a formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos após 24 

horas de infecção, fenômeno que pode ser observado na figura 11B.  

Confirmando os resultados obtidos com a inibição da formação de 

corpúsculos lipídicos e sabendo que estas estruturas podem ser sítios de síntese de 

PGE2, foi avaliada a produção de PGE2 após o tratamento com GW9662. Os dados 

monstraram que GW9662 também interfere com a produção de PGE2, após 24 horas 

de infecção (Fig. 10B) inibindo significativamente a produção deste mediador nas 

células que receberam o pré-tratamento.       

 Estes resultados sugerem que o PPAR  está envolvido, não só nos 

mecanismos que levam à formação de corpúsculos lipídicos, como também na 

produção de mediadores inflamatórios como PGE2, cuja formação pode se dar 

nestas estruturas. 
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Figura 10 - Efeito do GW9662 na produção de PGE2 24 horas após a infecção 
por BCG. Os macrófagos peritoneais de camundongos foram tratados com GW9662 

(1 M) 30 minutos antes da infecção por BCG, MOI de 1 (1UFC:1macrófago) e 
incubados a 37oC na atmosfera de 5% de CO2 durante 24 horas, (A) Após 24h de 
infecção as células foram coradas com tetróxido de ósmio e a contagem dos 
corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscópio de 
campo claro, (B) os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio imunoenzimático 
(EIA). Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes e 

expressam a média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa 
entre os grupos controles e infectados por BCG; + diferença significativa entre os 
grupos tratados e não tratados infectados por BCG; (p<0,05).  
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Figura 11 – Imagem da formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos 

tratados por GW9662, antagonista de PPAR , durante a infecção experimental 
por BCG após 24 h. Os macrófagos peritoneais de camundongos foram tratados 30 
min antes da infecção ou não por BCG, MOI de 1 e incubados a 37oC na atmosfera 
de 5% de CO2 por 24 horas. Após 24 h de infecção, as células foram coradas com 
tetróxido de ósmio e a contagem dos corpúsculos lipídicos foi realizada em 
microscópio de campo claro, (A) macrófagos infectados com BCG na presença do 

veículo (DMSO); (B) macrófagos tratados com GW9662 (1 M) e infectados por 
BCG 24h. 
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4.2.4) Avaliação da produção de citocinas durante a infecção pelo BCG, 

nos macrófagos tratados com GW9662 

 

Neste estudo detectamos o aumento de produção de 17 citocinas, com perfis, 

tanto pró-inflamatórias, quanto antiinflamatórias, bem como quimiocinas e citocinas 

envolvidas a fatores de crescimento. As citocinas foram detectadas nos 

sobrenadantes das culturas de macrófagos, dentre elas [IL-1 , IL-1 , IL-2, IL-3, IL-4, 

IL-5, IL-6, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN- , G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1 , 

RANTES] 24 horas após a infecção pelo BCG. Para este estudo, foi utilizado o 

sistema de detecção de citocinas LUMINEX que detecta múltiplas citocinas 

simultaneamente.          

 Em contraste com os resultados observados na inibição de corpúsculos 

lipídicos e produção de PGE2, o GW9662 não mostrou efeito inibitório para a 

produção das citocinas durante a infecção. Apenas seis destas citocinas foram 

mostradas aqui, são elas a IL-1  (Fig. 12A), IL-6 (Fig. 12B), IL-12(p70) (Fig. 12C), 

TNF-  (Fig. 12D) MCP-1 (Fig. 12E) GW-CSF (Fig. 12F) 24 h após a infecção 

micobacteriana.  
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Figura 12 - O GW9662 não foi capaz de inibir a produção de IL-1 , IL-6, IL-

12(p70), TNF- , MCP-1 e GM-CSF induzida por BCG. Os macrófagos peritoneais 

de camundongos foram tratados com GW9662 (1 M) 30 minutos antes da infecção 
por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 370C na atmosfera de 5% de CO2 durante 24 

horas. Os níveis de (A) IL-1 , (B) IL-6, (C) IL-12(p70), (D) TNF- , (E) MCP-1 e (F) 
GM-CSF, foram detectados pelo sistema LUMINEX. Os resultados são 

representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média  erro 
padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre os grupos controles e 
infectados por BCG tratados ou não com GW; (p<0,05).  
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4.3) Análise da participação do receptor TLR2 na formação de corpúsculos 

lipídicos e produção de PGE2 

Trabalhos têm demonstrado que os receptores TLR2 estão envolvidos no 

reconhecimento de antígenos micobacterianos por macrófagos. Em leucócitos a 

formação de corpúsculos é um evento altamente regulado que depende da interação 

de receptores de superfície celular com seus ligantes. Assim, analisamos o 

envolvimento do receptor TLR2 durante a infecção pelo BCG in vitro. Para analisar o 

papel deste receptor neste fenômeno, utilizamos macrófagos peritoneais de 

camundongos C57Bl/6 deficientes para o receptor TLR2 (TLR2-/-).   

 O TLR2 é fundamental na ativação de vias de sinalização de macrófagos 

levando à formação de corpúsculos lipídicos. A infecção por BCG nos macrófagos 

TLR2+/+ nos três tempos analisados (6, 24 e 48 horas) levou a um aumento no 

número de corpúsculos lipídicos. A infecção com BCG não foi capaz de induzir 

aumento no número de corpúsculos lipídicos nos macrófagos TLR2-/-, quando 

comparados às células não infectadas, e este número se expressa de maneira basal 

(média de 2 corpúsculos/macrófago) (Fig. 13).      

 Foi avaliado anteriormente que o BCG induz aumento significativo na 

produção de PGE2 (Fig. 3) a partir de 2 horas de infecção em macrófagos TLR2+/+, 

atingindo um pico 24 h após a infecção.  Na análise de produção de PGE2 nos 

sobrenadantes das culturas de macrófagos TLR2-/-, observaou-se que este mediador 

da resposta inflamatória, não apresentou níveis aumentados durante a infecção por 

BCG nos tempos analisados (6, 24, e 48 horas), quando comparados aos 

macrófagos TLR2-/- não infectados. Diferentemente da indução causada pela 

micobactéria nos macrófagos TLR2+/+, onde os níveis de produção de PGE2 

detectados são significativamente maiores em todos os tempos de infecção 

analisados. A figura 14 mostra a diferença na indução da produção de PGE2 nos 

macrófagos TLR2+/+ comparados aos TLR2-/- e seus respectivos controles. 
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Figura 13 – Análise do envolvimento do receptor TLR2 na formação de 
corpúsculos lipídicos 6, 24 e 48 horas após a infecção por BCG. Os macrófagos 
peritoneais de camundongos normais (TLR2+/+) ou deficientes (TLR2-/-) para o 
receptor TLR2, foram infectados ou não por BCG, MOI de 1 e incubados a 370C na 
atmosfera de 5% CO2. As células foram coradas com tetróxido de ósmio e a 
contagem dos corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em 
microscópio de campo claro. Os resultados são representativos de 3 experimentos 

independentes e expressam média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença 
significativa entre os grupos controles e infectados por BCG nos animais TLR2+/+, # 
diferença significativa entre os grupos TLR2+/+ e TLR2-/- infectados por BCG; 
(p<0,05). 
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Figura 14 – Análise do envolvimento do receptor TLR2 na produção de PGE2, 6, 
24 e 48 horas após a infecção por BCG. Os macrófagos peritoneais de 

camundongos TLR2+/+ ou TLR2-/- foram infectados ou não por BCG, MOI de 1 e 
incubados a 370C na atmosfera de 5% CO2. A produção de PGE2 foi detectada no 
sobrenadante das culturas de macrófagos por ensaio imunoenzimático (EIA). Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre os grupos 
controles e infectados por BCG nos animais TLR2+/+, # diferença significativa entre 
os grupos TLR2+/+ e TLR2-/- infectados por BCG; (p<0,05).  
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4.3.1) Mecanismos envolvidos na formação de corpúsculos lipídicos em 

eosinófilos de animais TLR2-/- e TLR4-/- infectados por BCG 

 

Os receptores TLR2 e TLR4, e mais recentemente TLR6 e TLR1 que 

heterodimerizam com TLR2, têm sido implicados na mediação da sinalização 

intracelular por micobactérias (Means e cols., 2001; Means e cols., 1999b; Takeuchi 

e cols., 2002). Para investigar o papel do reconhecimento de patógenos mediados 

por TLR nos mecanismos de formação de corpúsculos lipídicos em eosinófilos, nós 

utilizamos o medelo de pleurisia nos camundongos normais ou deficientes para o 

receptor TLR2 ou TLR4 (ScCr) durante a infecção por BCG. Nós observamos um 

aumento significativo na formação de corpúsculos lipídicos nos eosinófilos dos 

animais TLR2+/+, TLR4+/+ (ScSn) e TLR4-/- (ScCr), mas não nos eosinófilos dos 

animais TLR2-/-. Estes resultados demonstram um papel essencial para o receptor 

TLR2 na formação de corpúsculos lipídicos em eosinófilos. 

 

A)                                                 B) 
                         

            

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Mecanismos envolvidos na formação de corpúsculos lipídicos em 
eosinófilos induzido por BCG: Papel da sinalização de TLR2. (A e B) análise da 
formação de corpúsculos lipídicos nos animais (A) TLR2+/+ e TLR2-/-, (B) C57BL/10 
ScSn (TLR4+/+) e C57BL/10 ScCr (TLR4-/-). Cada barra representa média ± SEM de 
8 animais. * Diferença entre os grupos controle e infectados; # representa diferença 
entre os grupos de camundongos normais e deficientes; (p< 0.05). 
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4.3.2) TLR2 está envolvido na produção de IL-5 e eotaxina endógena, 

mediada por CCR3 durante a infecção por BCG in vivo 

 

Trabalhos recentes têm descrito o papel da IL-5 no acúmulo de eosinófilos 

induzidos por Mycobacterium bovis, BCG (Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997). 

Como a migração de eosinófilos induzida por BCG foi inibida nos animais TLR2-/- 

(Fig. 16 C), nós verificamos o envolvimento de TLR2 na síntese de IL-5 e eotaxina 

durante a infecção 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 é um mediador chave no tráfego de eosinófilos em mucosas 

(Rothenberg, 1999). Este mediador induz seus efeitos através do receptor CCR3. 

Estudos têm documentado que ativação de CCR3 mediada por eotaxina foi um 

potente indutor da formação de corpúsculos lipídicos (Vieira-de-Abreu e cols., 2005; 

Bandeira-Melo e cols., 1999). Deste modo, avaliamos se a infecção por BCG 

induzida o aumento de eotaxina e se este mecanismo é dependente de TLR2.   

 Observou-se o aumento de produção de eotaxina in vivo no lavado pleural 

dos animais TLR2+/+ mas não nos TLR2-/- (Figura 16B). Para investigar o papel da 

eotaxina na ativação, recrutamento e formação de corpúsculos lipídicos de 

eosinófilos durante a infecção, nós pré-tratamos os camundongos com anticorpos 

neutralizantes para eotaxina ou CCR3.       

 O influxo de eosinófilos e a formação de corpúsculos lipídicos foram 

significativamente inibidos durante a infecção (Fig. 16C e D) em camundongos 

tratados com anti-CCR3 e anti-eotaxina, indicando que a biogênese de corpúsculos 

lipídicos induzida por BCG depende da ativação de CCR3. É importante ressaltar 

que o recrutamento de neutrófilos e monócitos bem como a formação de 

corpúsculos lipídicos nestas células do infiltrado observado 24 horas após a 

infecção, (D’Avila e cols., 2006; Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997) não foram 

afetados pelo pré-tratamento com anti-CCR3 ou com anti-eotaxina, mostrando a 

especificidade do tratamento. 
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Figura 16 – TLR2 está envolvido na produção de IL-5 e eotaxina endógena, 
mediada por CCR3 durante a infecção por BCG. A produção de (A) IL-5 ou (B) 

eotaxina foram avaliadas no lavado pleural de animais TLR2+/+ e TLR2-/- estimulados 
in vivo por BCG (5 x 106 bacilo/cavidade) ou veículo por 24 h. Os níveis destas 
citocinas foram dosados por ELISA. Foi analisado o efeito da neutralização da 
eotaxina ou do CCR3 no acúmulo de eosinófilos na cavidade pleural (C) e na 
formação de corpúsculos lipídicos (D) induzidos pela infecção por BCG. Os 
anticorpos neutralizantes foram administrado intra-peritonealmente 30 minutos antes 
da infecção intratorácica por BCG (5 x 106 bacilo/cavidade), a análise dos eosinófilos 

foi realizadas após 24 h de infecção. Cada barra representa a média  SEM de 4 
animais. * Diferença entre o grupo controle e infectado; # diferença entre o grupo 
tratado e não tratado infectados por BCG ou entre o grupo dos animais TLR2+/+ e 
TLR2-/-; (p< 0.05). 
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4.3.3) Avaliação da produção de citocinas durante a infecção pelo BCG 

24 horas, em macrófagos normais e deficientes para TLR2 

 

Utilizando o sistema LUMINEX, detectou-se o aumento de produção de 17 

citocinas, tanto pró como antiinflamatórias, nos sobrenadantes das culturas de 

macrófagos TLR2+/+ e TLR2-/- dentre elas [IL-1 , IL-1 , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-17, IFN- , G-CSF, GM-CSF, KC, MIP-1 , RANTES] 24 

horas após a infecção por BCG. A figura 17 mostra seis destas citocinas IL-1  (17A), 

IL12(p70) (17B), KC (17C), IL-10 (17D), MIP-1 (17E), RANTES (Fig. 17F). Em 

contraste aos níveis detectados nos animais TLR2+/+, estas citocinas com excessão 

de MIP-1α e RANTES, não foram induzidas ou se apresentavam em níveis baixos 

nos sobrenadantes das culturas dos macrófagos TLR2-/- após a infecção. Aqui 

devemos chamar a atenção para a produção de MIP-1  e RANTES, citocinas pró-

inflamatórias, que tiveram um aumento de produção significativo, expressando níveis 

semelhantes aos detectados nas culturas de macrófagos TLR2+/+ 24 horas após a 

infecção. A figura 17E mostra os níveis de MIP-1  e a figura 17F os níveis de 

RANTES detectados na dosagem do LUMINEX. 
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Figura 17 – Estudo da participação do receptor TLR2 na produção de IL-1 , IL-

12(p70), KC, IL-10, MIP-1  e RANTES, 24 horas após a infecção por BCG. Os 
macrófagos peritoneais de camundongos normais ou deficientes para o receptor 
TLR2 foram infectados por BCG, MOI de 0,1 e incubados a 370C na atmosfera de 

5% de CO2 por 24 horas. Após os tempos de infecção os níveis de (A) IL-1 , (B) IL-

12(p70), (C) KC, (D) IL-10, (E) MIP-1  e (F) RANTES foram detectados pelo sistema 
LUMINEX. Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes e 

expressam a média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa 
entre os grupos controles e infectados por BCG nos animais, # diferença significativa 
entre os grupos TLR2+/+ e TLR2-/- infectados por BCG; (p<0,05).  
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4.3.4) Imunolocalização de NF- B em macrófagos normais ou deficientes 

para o receptor TLR2 estimulados ou não por LAM 24 h 

  

O processo de fagocitose do BCG se dá pela ligação de receptores da 

superfície celular a componentes na parede celular micobacteriana, incluindo o LAM. 

Vários agonistas para os TLRs têm sido identificados, incluindo LPS, lipoproteínas, 

glicolipídios, LAM e LTA. O reconhecimento do LAM é semelhante ao LPS de 

bactérias Gram-negativas, com pontos comuns nas vias de sinalização 

desencadeadas por estes microorganismos (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and 

Rom, 1998).           

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

e translocação de NF- B para o núcleo, das células dos animais TLR2+/+, diferente 

do observado para as células não estimuladas (Fig.18 A e B). Além disso, o LPS 

(500 ng/mL) induz um aumento da translocação nuclear de NF- B de maneira 

independente de TLR2 (Fig. 18D), mas este receptor se mostra indispensável na 

sinalização desencadeada por LAM no que diz respeito ao aumento de expressão e 

a translocação do NF- B, uma vez que, nos macrófagos dos animais TLR2-/- não 

observamos o aumento da expressão e a translocação deste receptor para o núcleo 

celular (Fig. 18F). 
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Figura 18 - Imunolocalização de NF- B em macrófagos normais ou deficientes 
para o receptor TLR2 estimulados ou não por LPS ou LAM 24 h. (A, C e E) 
Macrófago normal (B, D e F) deficiente do receptor TLR2. (C e D), macrófagos 

estimulados por LPS, imunolocalização de NF- B revelado por um anticorpo de 
coelho contra camundongo fluorescente Cy3, núcleo marcado com DAPI. (E e F) 
Macrófagos estimulados com LAM, onde observamos a indução da translocação de 

NF- B para o núcleo em (E) TLR2+/+, mas não em (F) TLR2-/-, mostrando que o LAM 

não induz aumento de expressão e a translocação do NF- B para o núcleo celular 
nos animais TLR2-/-. As imagens foram obtidas por CLSM (LSM 510-META, Zeiss), 
aumento de 100X.  
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4.3.5) Imunolocalização de TIRAP em macrófagos peritoneais infectados 

por M. bovis, BCG  

A cascata de sinalização desencadeada pela ativação dos receptores TLR2 

por antígenos micobacterianos, culmina com a ativação de várias proteínas no 

ambiente intracelular, dentre elas o TIRAP. Deste modo, esta análise fornece uma 

possibilidade a mais para o estudo das vias de ativação de TLR2 por BCG.  

 Na figura 19 observa-se os macrófagos em microscopia de fluorescência, 

onde a infecção por BCG induz aumento da expressão do TIRAP marcado com Cy3 

(Fig. 19E), diferente do observado para as células que não foram infectadas (Fig. 

19B). O núcleo está marcado por DAPI (19E e 19F) e os corpúsculos lipídicos (19A 

e 19D) foram marcados com BODIPY. Estes dados mostram que a ativação de 

TLR2 desencadeia a ativação de proteínas no ambiente intracelular, após a infecção 

por BCG in vitro. 

  Bodipy             TIRAP               DAPI 

 

 

 
Figura 19 - Imunolocalização de TIRAP e corpúsculos lipídicos em macrófagos 
controles (PBS) e infectados por BCG 24 h. Imunolocalização de corpúsculos 
lipídicos (A e D) por BODIPY, TIRAP (B e E) por Cy3 e (C e F) do núcleo por DAPI. 
Podemos observar nos macrófagos infectados por BCG, MOI 1 24h (D, E e F), uma 
intensa marcação de TIRAP (E) que foi  diferente do observado para os macrófagos 
não infectados (B), aumento de 100X. 
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4.3.6) Análise da participação do receptor TLR2 na expressão de PPAR  

durante a infecção por BCG in vitro 

 

Em paralelo à análise da participação do TLR2 na formação de corpúsculos 

lipídicos, síntese de PGE2, e produção de citocinas, nós verificamos o papel do 

TLR2 durante a infecção por BCG na expressão de PPAR . Como o observado para 

os outros parâmetros, nós verificamos que o TLR2 tem um importante papel na 

sinalização desencadeada por BCG no que diz respeito à expressão de PPAR , uma 

vez que os macrófagos dos animais TLR2-/- não mostraram o aumento de expressão 

do PPAR  (Fig. 20).  

 

 

                                

 

 

Figura 20 – Análise da expressão de PPAR  por Western blotting em 
macrófagos normais e deficientes para o receptor TLR2 infectados por BCG. 

As raias estão representadas pelos grupos não infectados (-) ou infectados com 
BCG (+) MOI de 0,1. Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressão de 

PPAR  (57 kDa) nos animais normais, mas não nos macrófagos deficientes para o 
receptor TLR2. Para a separação das proteínas, os lisados celulares foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Foram aplicadas 20 g de 

proteínas totais. Para a detecção de PPAR  utilizou-se anticorpo de coelho anti-

PPAR  na diluição de (1:500). 
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4.3.7) Envolvimento do TLR2 na ativação e translocação de PPAR  por 

componentes da parede celular micobacteriana 

 

A ativação de TLR2 por LAM induziu a ativação e a translocação de PPAR  

para o núcleo celular nos macrófagos peritoneais após 24 horas de estimulação (Fig. 

21). Na figura 21C observou-se que o LAM foi capaz de induzir aumento de 

expressão e translocação de PPAR  para o núcleo dos macrófagos dos animais 

TLR2+/+, diferente do observado para os macrófagos TLR2-/- na figura (21D), onde 

não foi possível observar este fenômeno. Não só a bactéria inteira, mas 

componentes de sua parede celular podem desencadear aumento da expressão e 

ativação de PPAR  de modo dependente de TLR2. 
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Figura 21 – Imunolocalização de PPAR  por microscopia confocal em 
macrófagos normais e deficientes para o receptor TLR2 estimulados com LAM 

por 24 h, in vitro. Nesta análise nós observamos a imunolocalização de PPAR  em 
macrófagos murinos de animais TLR2+/+ e TLR2-/- estimulados (C e D) ou não (A e B) 

com LAM (300 ng/mL).  Em (C) observamos o aumento da expressão de PPAR  nos 
animais TLR2+/+ marcado com anticorpo secundário de coelho conjugado com 
ALEXA-546, que não foram visualizados em (D) animais TLR2-/- estimulados com 
LAM por 24 horas. A marcação nuclear pode ser observada pela fluorescência 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 macrófagos in vitro 

 

Uma vez, que a expressão de PPAR  foi dependente da sinalização 

desencadeada por TLR2 durante a infecção, utilizou-se diferentes ligantes de TLR2 

como o BCG, M. smegmatis (1:1), Pam3cys (100ng/mL) e zimosan (1:1) para a 

análise da formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e citocinas. 

 A ativação de macrófagos por M. smegmatis, Pam3cys e zimosan, foram 

capazes de induzir a produção de citocinas como TNF-α (Fig. 22A) e KC (Fig. 22B), 

mas esta ativação não foi suficiente para induzir formação de corpúsculos lipídicos 

(Fig. 22C) e síntese de PGE2 (Fig. 22D). Este efeito foi diferente ao observado para 

a indução desencadeada por BCG, que foi capaz de induzir de maneira significativa 

não só a síntese de citocinas como também a formação de corpúsculos lipídicos 

paralelo com aumento da produção de PGE2. Assim, a ativação desencadeada por 

BCG induz formação de corpúsculos lipídicos e produção de PGE2 diferente da 

indução provocada por M. smegmatis, Pam3cys e zimosan. 
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Figura 22 – Estudo do envolvimento de agonistas do receptor TLR2 (M. 
smegmatis, pam3cys e zimosan) e BCG na síntese de citocinas, formação de 

corpúsculos lipídicos e síntese de PGE2 24h após a infecção. (A) TNF- , (B) KC, 
(C) corpúsculos lipídicos e (D) PGE2. Os macrófagos peritoneais de camundongos 
normais foram infectados ou não por BCG, M. smegmatis, zimosan, MOI de 1, e 

Pam3cys (10 M). As células foram incubados a 37oC na presença de 5% de CO2 

durante 24 h, os níveis de TNF-  e KC foram detectados por ELISA, o número de 
corpúsculos lipídicos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas em 
microscópio de campo claro, e os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio 
imunoenzimático (EIA). Os resultados são representativos de 3 experimentos 

independentes e expressam a média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença 
significativa entre os grupos controles e infectados por BCG, # diferença entre o 
grupo infectado por BCG e o infectado por M. smegmatis; (p<0,05). 
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 4.3.9) Avaliação da expressão de PPAR  por ligantes de TLR2 

 

Paralelo com as análises da formação de corpúsculos lipídicos e síntese de 

PGE2, neste experimento observou-se que o M. smegmatis (1:1) e zimosan (1:1) não 

foram capazes de induzir a formação de corpúsculos (Fig. 23A) como o observado 

na figura anterior, bem como a expressão de PPAR  (Fig. 23B). Uma vez que os 

agonistas de TLR2 (M. smegmatis, Pam3cys e zimosan) não foram capazes de 

induzir formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e a expressão de 

PPAR , mas induziram produção de citocinas. Assim, sugerindo que a ativação de 

TLR2, embora essencial, não seja suficiente para desencadear vias de formação de 

corpúsculos, produção de PGE2 e aumento da expressão de PPAR . 
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Figura 23 – Análise da formação de corpúsculos lipídicos e expressão de 

PPAR  por Western blotting em macrófagos infectados com BCG, M. 
smegmatis, ou zimosan 24 h in vitro. (A) o número de corpúsculos foi obtido pela 
contagem de 50 células consecutivas em microscópio de campo claro. Os resultados 

são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média  erro 
padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre o grupo controle e 
infectado por BCG; (p<0,05). (B) na análise de Western blotting as raias estão 
representadas pelos grupos controles (ctr) e infectados por BCG, M. smegmatis ou 

zimosan. Pode-se observar que o BCG induz aumento da expressão de PPAR  (57 
kDa) que não foi detectado quando os macrófagos foram estimulados por M. 
smegmatis ou zimosan. Para a separação das proteínas os lisados celulares foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10% aplicamos 30 L de 

proteínas totais. Para a detecção de PPAR  utilizou-se anticorpo de coelho anti-

PPAR  na diluição de (1:500).  
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4.4) Estudo do papel de TLR6 durante a infecção por M. bovis, BCG em 

macrófagos peritoneais in vitro 

 

Uma vez que TLR2 é importante na sinalização desencadeada por patógenos 

intracelulares como M. bovis, BCG, na indução da formação de corpúsculos 

lipídicos, produção de PGE2 e expressão de PPAR , mas que não é suficiente para 

ligantes como o M. smegmatis e zimosan induzirem os parâmetros analisados, nós 

decidimos investigar a participação de possíveis co-fatores para o TLR2 no 

fenômeno de formação de corpúsculos lipídicos. 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, nós decidimos 

analisar a participação do TLR6 nos mecanismos de formação de corpúsculos, 

produção de PGE2 e síntese de citocinas durante a infecção.   

 O TLR6 não está envolvido na formação de corpúsculos lipídicos (Fig. 24A), 

produção de PGE2 (Fig. 24B), bem como na síntese de TNF-  (Fig. 24C) durante a 

infecção por BCG in vitro. 
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Figura 24 – Estudo do envolvimento do receptor TLR6 na formação de 

corpúsculos lipídicos, síntese de PGE2 e TNF-  24 h após a infecção por BCG. 
Os macrófagos de camundongos normais (TLR6+/+) ou deficientes (TLR6-/-) para o 
receptor TLR6 foram incubados a 37oC na atmosfera de 5% de CO2, infectados ou 
não por BCG, MOI 1. Nós observamos a indução da formação de (A) corpúsculos 

lipídicos, (B) produção de PGE2 e (C) TNF-  que não é dependente de TLR6. O 
número de corpúsculos lipídicos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas 
em microscópio de campo claro, os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio 

imunoenzimático (EIA) e os níveis de TNF-  foram detectados por ELISA. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre os grupos 
controles e infectados por BCG; (p<0,05). 
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4.5) Análise da participação de CD14 e das integrinas CD11b/CD18 no 

processo de formação de corpúsculos lipídios, produção de PGE2 e TNF-  

durante a infecção 

 

Nosso laboratório documentou a participação das integrinas CD11b/CD18 na 

formação de corpúsculos lipídicos induzidos por LPS (Pacheco e cols., 2002). Nós 

então, decidimos investigar a participação de CD11b/CD18, bem como do CD14, 

que têm sido descritos no reconhecimento de antígenos bacterianos. Além disso, 

tem sido demonstrado que o CD14 pode interagir com vários TLRs induzindo a 

produção de citocinas após infecções bacterianas e virais (Compton e cols., 2003; 

Pauligk e cols., 2004).          

 Os anticorpos neutralizantes anti-CD14 (10 M) e anti-CD11b/CD18 (10 M) 

foram capazes de inibir a formação de corpúsculos lipídicos (Fig. 25A), a produção 

de PGE2 (Fig. 25B), mas este efeito não foi observado para produção de TNF-α (Fig. 

25C) durante a infecção por BCG 24 horas.  
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Figura 25 – Estudo da participação das integrinas CD11b/CD18 e CD14 na 

formação de corpúsculos lipídicos produção PGE2 e TNF-  24 h após a 
infecção. (A) Os macrófagos peritoneais dos camundongos foram incubados a 37oC 

na presença de 5% de CO2 e pré-tratados com anti-CD11b/CD18 (10 M) ou anti-

CD14 (10 M) 30 min antes da infecção por BCG, MOI 1. Nós observamos que o 
pré-tratamento inibe a (A) formação de corpúsculos lipídicos e a (B) produção de 

PGE2, e não altera a produção de (C) TNF-  após a infecção por BCG. O número de 
corpúsculos foi obtido pela contagem de 50 células consecutivas em microscópio de 
campo claro, os níveis de PGE2 foram detectados por ensaio imunoenzimático (EIA), 

e o TNF-  por ELISA. Os resultados são representativos de 3 experimentos 

independentes e expressam a média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença 
significativa entre o grupo controle e infectado por BCG; # diferença entre os grupos 
tratados e não tratados e infetados por BCG; (p<0,05). 
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4.6) Envolvimento de lipid rafts na sinalização celular durante a infecção por 

BCG 

 

 As lipid rafts são domínios lipídicos na superfície celular onde encontramos 

compartimentalizados vários receptores relacionados ao reconhecimento de 

patógenos, dentre eles TLR4, TLR2, TLR1, TLR6, bem como CD11b/CD18 e CD36. 

Nestas análises nós investigamos a participação dos lipid rafts no fenômeno de 

formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e TNF-  durante a infecção 

por BCG.           

 Paralelo com os dados descritos para a participação de CD11b/CD18 e CD14 

o tratamento dos macrófagos com drogas que desestruturam lipid rafts como M CD 

(15 g/mL), e filipina (2 g/mL) promovem a inibição da formação de corpúsculos 

lipídicos (Fig. 26A e B) e a produção de PGE2 (Fig. 26C), mas não de TNF-  (Fig. 

26D). 
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Figura 26 – Análise do envolvimento de lipid rafts na formação de corpúsculos 

lipídicos produção PGE2 e TNF- . Os macrófagos peritoneais de camundongos 
normais foram incubados a 37oC na presença de 5% de CO2 e pré-tratados com 

M CD (15 g/mL) ou Filipina (2 g/mL) 30 min antes da infecção por BCG, MOI 1. 

Nós observamos que o pré-tratamento dos macrófagos com (A) M CD ou (B) filipina 
inibe e formação de corpúsculos lipídicos, (C) produção de PGE2, e não altera a 

produção de (D) TNF- . O número de corpúsculos foi obtido pela contagem de 50 
células consecutivas em microscópio de campo claro, os níveis de PGE2 foram 

detectados por ensaio imunoenzimático (EIA), e o TNF-  por ELISA. Os resultados 

são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média  erro 
padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre o grupo controle e o 
grupo infectado por BCG; # diferença significativa entre os grupos tratados e não 
tratados e infectados por BCG; (p<0,05). 
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4.7) Estudo da participação de CD36 na infecção de macrófagos peritoneais 

durante a infecção por BCG 

 

O CD36 tem sido descrito como um receptor scavenger envolvido com a 

formação de macrófagos espumosos importante em condições patológicas como na 

aterosclerose. Aqui nós pretendemos avaliar a participação do CD36 na infecção por 

BCG.             

 Por análises de citometria de fluxo observou-se que o CD36 teve sua 

expressão aumentada nos macrófagos peritoneais após 24 horas de infecção por M. 

bovis, BCG in vitro medida pela intensidade de fluorescência do CD36 conjugado ao 

FITC (Fig. 27A e B) que foi acompanhada pelo aumento da formação de corpúsculos 

lipídicos medida pela intensidade média de fluorescência do BODIPY (Fig. 27C e D). 
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Figura 27 – Estudo da participação do receptor CD36 de macrófagos 
peritoneais durante a infecção por BCG 24h. Os valores da intensidade média de 

fluorescência (MIF) do FITC para CD36 ou do BODIPY para os corpúsculos lipídicos 
foi expressa em histograma (A e C), seguido pela representação gráfica (B e D). Em 
(A e B) marcação de CD36, onde observamos o controle do Isotipo IgG (branco), 
células controles não infectadas, (preto) e macrófagos infectados por BCG (cinza). 
Em (C e D) marcação para corpúsculos lipídicos, observamos os macrófagos não 
corados (NC) os macrófagos controles (preto) e os macrófagos infectados (cinza). 
Os histogramas mostram a intensidade média de fluorescência (FL1) (A) ou BODIPY 
(B) de 10.000 eventos; n=3 (total de 10 animais/grupo).  As análises foram feitas no 
citômetro de fluxo (FACS CALIBUR “Flow Cytometry System”). 
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4.7.1) Avaliação do papel do CD36 na ativação dos macrófagos 

peritoneais após a infecção por BCG 24 horas in vitro 

  

O anticorpo neutralizante para CD36 (anti-CD36) na concentração de 2 µg/mL 

foi capaz de inibir a formação de corpúsculos lipídicos (Fig. 28A), produção de PGE2 

(Fig. 28B), mas não afetou a produção de TNF-α (Fig. 28C) após 24 horas de 

infecção.           

 Além disso, por análise de Western blotting nós pudemos avaliar que o 

tratamento com o anticorpo neutralizante para o CD36 foi capaz de regular a própria 

expressão de CD36 nos macrófagos peritoneais infectados por BCG 24 horas, raia 

quatro (Fig. 29).           

 De modo interessante, na figura 30 que o pré-tratamento dos macrófagos com 

o anticorpo neutralizante para o receptor CD36, foi capaz de regular negativamente 

a expressão de PPAR  nos macrófagos infectados por BCG, visualizado na raia 

quatro (Fig. 30). 
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Figura 28 – Análise da participação do receptor CD36 na formação de 

corpúsculos lipídicos produção de PGE2 e TNF- , 24 h após a infecção por 
BCG. Os macrófagos peritoneais foram incubados a 37oC na atmosfera de 5% de 

CO2 e pré-tratados com o anticorpo neutralizante para o CD36 (2 g/mL) 30 min 
antes da infecção por BCG, MOI 1. Nós observamos que o pré-tratamento dos 
macrófagos inibiu a (A) formação de corpúsculos lipídicos, (B) produção de PGE2, e 

não alterou a (C) produção de TNF- . O número de corpúsculos foi obtido pela 
contagem de 50 células consecutivas em microscópio de campo claro, os níveis de 

PGE2 foram detectados por ensaio imunoenzimático (EIA), e o TNF-  por ELISA. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre o grupo 
controle e o grupo infectado por BCG; + diferença significativa entre os grupos 
tratados e não tratados infectados por BCG; (p<0,05). 
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Figura 29 – Análise da expressão de CD36 por Western blotting em macrófagos 
infectados com BCG, tratados ou não com anticorpo neutralizante para o 
receptor CD36 in vitro. Observamos que o BCG, MOI 1, induz aumento da 

expressão do CD36 (88 kDa) (raia 3), e que o tratamento com o anticorpo 

neutralizante para CD36 (2 g/mL) bloqueia a capacidade do BCG induzir a 
expressão do CD36 (raia 4).  Para a separação das proteínas os lisados celulares 
foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, aplicamos 30 µL de 
proteínas totais. Para a detecção de CD36 utilizou-se anticorpo de coelho anti-CD36 
na diluição (1:400). 
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Figura 30 – Avaliação da expressão de PPAR  por Western blotting em 
macrófagos infectados com BCG, tratados ou não com anticorpo neutralizante 

para o receptor CD36 in vitro. Nós analisamos a expressão de PPAR  (57 kDa) 

nos macrófagos submetidos ao ensaio de neutralização de CD36. Observamos que 

o pré-tratamento com anti-CD36 modula negativamente a expressão de PPAR  
durante a infecção micobacteriana (raia 4) quando comparado as células que não 
receberam o pré-tratamento (raia 3). Para a separação das proteínas os lisados 
celulares foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Foram 

aplicados 30 µL de proteínas totais. Para a detecção de PPAR  utilizou-se o 

anticorpo de coelho anti-PPAR  na diluição (1:500).    
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4.8) Envolvimento da dectina-1 no reconhecimento micobacteriano e ativação 

de macrófagos peritoneais 

 

Estudos recentes demonstraram que a dectina-1, um receptor envolvido com 

o reconhecimento de -glicanos, pode auxiliar na amplificação da resposta 

inflamatória através da indução de citocinas dependente de TLR2 em camundongos. 

Estudos recentes documentaram a participação da dectina-1 em resposta ao M. 

tuberculosis (Rothfuchs e cols., 2007).        

 A participação de possíveis co-fatores para TLR2 no reconhecimento 

micobacteriano, foi verificada com o uso de anticorpo neutralizante para dectina-1 (2 

µg/mL), documentamos que este receptor tem um papel importante no que diz 

respeito à formação de corpúsculos lipídicos e produção de mediadores 

inflamatórios. A dectina-1 foi o único receptor em adição ao TLR2 capaz de inibir os 

três parâmetros analisados neste estudo; a formação de corpúsculos lipídicos (Fig. 

31A), a produção de PGE2 (Fig. 31B), bem como a síntese de TNF-  (Fig. 31C). Isto 

sugere que a dectina-1 pode atuar em conjunto com TLR2, no que diz respeito à 

formação de corpúsculos, produção de mediadores lipídicos, bem como na secreção 

de citocinas. 
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Figura 31 – Análise da participação do receptor de -glicanos, dectina-1, na 
formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e TNF-α, 24 h após a 
infecção por BCG. Os macrófagos peritoneais foram incubados a 37oC na 

atmosfera de 5% de CO2 e pré-tratados com anti-dectina-1 (2 µg/mL) 30 min antes 
da infecção por BCG, MOI 1. Nós observamos que o pré-tratamento dos macrófagos 
inibiu (A) a formação de corpúsculos lipídicos, (B) a produção de PGE2, (C) e a 

produção de TNF- . O número de corpúsculos foi obtido pela contagem de 50 
células consecutivas em microscópio de campo claro, os níveis de PGE2 foram 

detectados por ensaio imunoenzimático (EIA), e os níveis de TNF-  por ELISA. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média  erro padrão da média (EPM); n=3; * diferença significativa entre o grupo 
controle e infectado por BCG; + diferença entre os grupos tratados e não tratados 
infectados por BCG; (p<0,05). 
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5) DISCUSSÃO  
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Os macrófagos são os principais agentes de defesa contra patógenos 

intracelulares e têm importante papel no metabolismo de lipídios e processos 

inflamatórios. Embora existam vários estudos sobre a resposta inflamatória em 

doenças como a tuberculose, pouco se sabe sobre os eventos celulares e 

moleculares envolvendo o papel de mediadores inflamatórios na resposta patógeno-

hospedeiro.            

 A diferenciação de macrófagos em células espumosas é uma observação 

patológica comum em várias doenças, incluindo granulomas formados durante a 

tuberculose, tanto em condições clínicas, quanto experimentais (Ridley and Ridley, 

1987; Hernandez-Pando e cols., 1997; Cardona e cols., 2000) e na aterosclerose, 

onde o aspecto “espumoso” dos macrófagos é refletido pelo acúmulo intracelular de 

lipídios.  

Nos últimos anos, os corpúsculos lipídicos têm sido considerados como 

organelas dinâmicas e funcionalmente ativas, atuando na sinalização em leucócitos 

para regulação do metabolismo lipídico, no tráfego de membranas, na sinalização 

intracelular e na síntese de mediadores inflamatórios.     

 Pesquisadores do nosso grupo têm demonstrado a indução de corpúsculos 

lipídicos em leucócitos durante infecções causadas por patógenos intracelulares. 

São exemplos a infecção por BCG in vivo e in vitro (D’Avila e cols., 2006; D'Avila e 

cols., 2007; Almeida e col., submetido) e a infecção de macrófagosnpor 

Trypanosoma cruzi (Melo e cols., 2003; D'Avila e cols., 2008b).   

 Dois estudos recentes de nosso grupo mostraram que o BCG induz formação 

de corpúsculos lipídicos em leucócitos (macrófagos e eosinófilos) da cavidade 

pleural in vivo (D’Avila e cols., 2006; D'Avila e cols., 2007). Os autores 

demonstraram que a formação dos corpúsculos lipídicos nos leucócitos durante 

infecções micobacterianas ocorreu independente da internalização do patógeno. 

Além disso, o estímulo fagocítico por partículas de látex também não foi suficiente 

para induzir a biogênese destas organelas, sugerindo que a biogênese de 

corpúsculos lipídicos é um fenômeno independente da fagocitose e pode estar 

envolvido com a produção de citocinas durante a infecção. Na linha destes achados 

D'Avila e cols., (2007) demonstraram que a formação de corpúsculos lipídicos foi 

independente da participação de receptores para TNF-α, IFN-  e MCP-1.  

 A formação de corpúsculos lipídicos é um fenômeno dependente de estímulo, 

e em parte da neo-síntese de proteínas, sugerindo desta maneira que a ativação de 

fatores transcricionais estão envolvidos na biogênese destas organelas.  De acordo 
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com os estudos de D’Avila e colaboradores, trabalhos têm documentado que M. 

leprae induz aumento do número de corpúsculos lipídicos, expressão de ADRP e 

perilipina associadas aos corpúsculos lipídicos em macrófagos e adipócitos 

(Tanigawa e cols., 2008; Matos e cols., em preparação). Neste estudo foi utilizado o 

modelo de infecção in vitro, para caracterizar a formação de corpúsculos lipídicos 

induzido por micobactérias. As análises demonstraram um aumento crescente no 

número de corpúsculos lipídicos a partir de 2 horas atingindo um pico entre 24 e 48 

horas após a infecção.         

 Os mecanismos que regulam o acúmulo intracelular de lipídios, bem como a 

ativação de fatores transcricionais envolvidos no metabolismo lipídico de 

macrófagos, durante processos infecciosos e o seu significado na patofisiologia e no 

curso de doenças desencadeadas por patógenos intracelulares não são 

completamente entendidos.         

 Vários trabalhos têm caracterizado a participação de receptores nucleares 

envolvidos no metabolismo lipídico, como os PPARs, durante processos 

inflamatórios (Nagy e cols., 1998; Tontonoz, 1998; Chawla e cols., 2001c), mas o 

papel deste fator transcricional na fisiologia dos macrófagos permanece 

desconhecido. Estudos têm documentado que PPARs controlam a transcrição 

gênica da ADRP em camundongos e humanos (Edvardsson e cols., 2006; Motomura 

e cols., 2006). Na linha destes achados, estes autores identificaram a região de 

elemento de resposta (PPRE) para PPAR  dentro da região promotora de 

transcrição para ADRP (Chawla e cols., 2003; Targett-Adams e cols., 2005). 

 Para a análise da relação de receptores nucleares com o fenômeno de 

formação de corpúsculos lipídicos, foi avaliada a participação do PPAR  na infecção 

por M. bovis, BCG in vitro. Trabalhos recentes demonstraram que um agonista de 

PPAR , o hexadecil azeloil fosfatidilcolina (azPC), presente em frações fosfolipídicas 

de LDL oxidada ou agonistas do receptor de PAF, induziu aumento no número de 

corpúsculos lipídicos em macrófagos peritoneais após estimulação, sugerindo o 

envolvimento de genes alvo de PPAR  neste fenômeno. Na literatura atual não 

encontramos referências sobre o envolvimento dos PPARs durante a resposta do 

hospedeiro frente a infecções micobacterianas. Assim este trabalho, pela primeira 

vez, visa mostrar a relação deste receptor com processos infecciosos 

desencadeados por micobactérias, bem como sua participação na ativação celular e 

produção de mediadores inflamatórios. De maneira interessante, os resultados 
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mostraram que a infecção de macrófagos por BCG altera significativamente os 

níveis de expressão de PPAR , sugerindo a participação deste receptor nas vias de 

sinalização intracelular de macrófagos derivados de monócitos humanos e 

macrófagos peritoneais de camundongos durante a infecção por BCG. Nos estudos 

de imunolocalização, verificou-se que o BCG induziu ativação e translocação do 

PPAR  para o núcleo celular após 24 h de infecção, tanto em macrófagos humanos 

quanto de camundongos. Um ponto curioso deste estudo foi a observação de 

imagens da localização do PPAR  ao redor de estruturas sugestivas de serem 

fagossomas bacterianos ou em suas proximidades às 48 horas após a infecção. 

Uma vez que o significado funcional do PPAR  durante as infecções 

micobacterianas não é conhecido, estes resultados revelam que este receptor pode 

ter importante papel nos mecanismos intracelulares envolvidos com o acúmulo de 

lipídios de macrófagos desencadeados por micobactérias.    

 O papel antiinflamatório de agonistas de PPAR  pela ativação farmacológica, 

como os TZDs, agonistas sintéticos de PPAR  são amplamente usados para 

tratamento de diabetes tipo II. Sua eficácia clínica no diabetes, juntamente com 

estudos iniciais de seus efeitos mediando a resposta inflamatória em linhagens 

macrofágicas, têm relacionado a participação de PPAR  como um modulador 

endógeno da inflamação (Crosby e cols., 2005).      

 Para as análises do papel de PPAR  na ativação ou desativação celular 

durante a infecção por BCG, utilizou-se um agonista da classe dos TZDs o 

(BRL49653). Os resultados mostraram que o BRL49653 foi capaz de induzir a 

formação de corpúsculos lipídicos. Além disso, este agonista foi capaz de 

potencializar a formação de corpúsculos lipídicos nos macrófagos infectados com 

doses sub-ótimas de BCG (1 UFC:20 macrófagos).  Mais ainda, foi observado que o 

antagonista seletivo de PPAR  o GW9662, inibiu significativamente a formação de 

corpúsculos lipídicos, nos macrófagos infectados por BCG 24 horas. Em conjunto os 

dados sugerem uma relevante e importante participação do PPAR  nos mecanismos 

que levam ao acúmulo intracelular de lipídios em macrófagos infectados por 

micobactérias.          

 O PPAR  pode exercer seus efeitos na formação de células espumosas por 

regular a expressão de LXR (Fitzgerald e cols., 2002).  A interação entre LXR e TLR 

representa uma ligação direta entre imunidade inata e o metabolismo de colesterol 

em macrófagos. Isto sugere que ativação de LXR pode afetar não somente vias de 



112 
 

sinalização relacionadas ao efluxo de colesterol mas também na síntese de ácidos 

graxos modulados por ligantes de TLR. Vários autores tem reportado que a 

imunidade inata via TLR pode contribuir diretamente para o desenvolvimento de 

placas ateroscleróticas (Gibson e cols., 2004; Michelsen e cols., 2004; Mullick e 

cols., 2008). Esta  resposta é mediada por TLR e LXR por vias de regulação 

bidirecional. Deste modo, a relação de LXR-TLR fornece um mecanismo para 

explicar como infecções microbianas podem interferir com o metabolismo de 

colesterol e contribuir para doenças cardiovasculares. A C. pneumoniae pode 

promover o desenvolvimento de células espumosas por desencadear uma resposta 

pró-inflamatória dependente de TLR, que pode ser inibida pela ativação de LXR 

(Chen e cols., 2008). Nos dados preliminares que necessitam de confirmação o 

agonista de LXR, o T0901317, foi capaz de induzir a formação de corpúsculos 

lipídicos (em torno de 5X) comparados às células não estimuladas. Esta formação 

foi significativamente inibida nos macrófagos infectados por BCG 24 horas 

(aproximadamente 60%), sugerindo que a infecção por micobactérias inibe vias de 

ativação de LXR.         

 Trabalhos recentes têm atribuído que o aumento do número de corpúsculos 

lipídicos em leucócitos pode resultar em um aumento paralelo da produção de 

eicosanóides por estas células para revisão ver (Bozza e Bandeira-Melo, 2005; 

D’Avila e cols., 2006). Os corpúsculos lipídicos formados em macrófagos já se 

mostraram serem sítios intracelulares de compartimentalização de enzimas 

formadoras de eicosanóides, incluíndo 5-LO e COX-2. Estes autores demonstraram 

também que o BCG foi capaz de induzir aumento na síntese de PGE2 e que este 

mediador é preferencialmente produzido nos corpúsculos lipídicos após 24 horas de 

infecção. Desta forma, os autores sugerem que os corpúsculos lipídicos funcionam 

como sítios de síntese deste mediador durante infecções micobacterianas. No 

entanto, os mecanismos moleculares envolvidos nestes processos não são bem 

conhecidos. As análises de produção de PGE2 mostraram que macrófagos 

peritoneais in vitro são capazes de responder à infecção por BCG, com aumento da 

produção deste mediador já nas primeiras horas de infecção (2 h), atingindo indução 

máxima após 24 e 48 horas. Além disso, verificou-se uma importante participação do 

PPAR  na produção de PGE2 onde o BRL49653 potencializou tanto a formação dos 

corpúsculos lipídicos quanto a produção de PGE2, e o antagonista, o GW9662, inibiu 

significativamente a formação destas organelas, bem como a produção de PGE2, 

durante a infecção por BCG. Análises da expressão de COX-2 foram realizadas e 
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constatamos que esta enzima apresenta expressão aumentada a partir de 2 horas 

após a infecção por BCG, efeito que permanece até as 24 horas e desaparece 

completamente após 48 h (dados não mostrados).      

 O trabalho de Laposata, (1988) caracterizou a indução da expressão da 

enzima COX-2 durante infecções micobacterianas, principalmente entre 2 e 48 

horas. Estes dados contribuem com os resultados apresentados e sugerem que a 

produção de PGE2 na infecção por BCG in vitro é dependente da expressão de 

COX-2. De acordo com estes dados, foi demonstrado que macrófagos espumosos 

localizados em áreas infectadas por M. tuberculosis ou em células da cavidade 

pleural de camundongos tiveram marcação fortemente positiva para COX-2 e PGE2 

(Rangel Moreno e cols., 2002; D’Avila e cols., 2006).     

 O estudo de Pontsler e cols., (2002) demonstrou que COX-2 é induzida em 

monócitos por agonistas de PPAR  sugerindo a participação deste receptor nas vias 

de sinalização intracelular que levam à produção de mediadores inflamatórios 

induzidos por COX-2. Apesar de não termos realizado experimentos relacionados à 

inibição de COX-2, sugerimos que durante a infecção micobacteriana o PPAR  

poderia estar modulando positivamente as vias de ativação de COX-2.  

 Os mecanismos envolvidos na regulação da expressão de PPAR  durante a 

infecção micobacteriana foram investigados. Os PPAR  regulam diversos genes da 

resposta inflamatória de forma complexa (Castrillo e cols., 2003). Os dados da 

literatura sobre o papel deste receptor na resposta inflamatória têm se mostrado 

controverso. Alguns estudos têm investigado o potencial efeito antiinflamatório de 

ligantes de PPAR  em monócitos e macrófagos (Chinetti e cols., 2000; Ricote e 

cols., 1998). Outros autores, no entanto, têm indicado um papel pró-inflamatório 

através da ativação de PPAR  (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 

PPAR , ativadas por LPS e tratadas com agonistas de PPAR  como 15d-PGJ2 e 

TZDs podem induzir produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-  e IL-6 

igualmente em células normais ou deficientes para o receptor PPAR , mostrando 

que ambos agonistas tem efeitos inespecíficos. Dados semelhantes foram 

observados por Crosby e cols., (2005) que constataram que a produção de iNOS em 

células deficientes ou normais para PPAR  são igualmente inibidas após o 

tratamento com concentrações acima de 10 m (consideradas altas) de agonistas 
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sintéticos deste receptor.        

 Outros estudos relatam a ativação de PPAR  por seus ligantes na indução e 

na inibição da expressão de fatores de transcrição como a proteína ativadora 1 (AP-

1), STAT e NF- B, fatores com importante papel na regulação da resposta 

inflamatória em vários tipos celulares (Glass and Ogawa, 2006). Outros estudos 

demonstraram que o eixo de sinalização IL-4 – STAT6 – PPAR  tem um papel 

crucial na diferenciação de macrófagos 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 

sinalização que envolvem a ativação de NF- B e de PPAR . Estudo de Appel e 

cols., (2005) documentou que ligantes de TLR podem mediar diferentes vias de 

sinalização em células dendríticas humanas resultando em propriedades funcionais 

distintas, sugerindo que a inibição de vias de MAPK e NF- B estão envolvidas na 

regulação da sinalização de TLR mediada por PPAR  em células dendríticas, estes 

efeitos podem estar relacionados com um mecanismo de retroalimentação negativo 

envolvido na resolução da resposta imunológica.      

 Diversos mecanismos estão sendo propostos, na regulação das vias de 

inibição de NF- B por PPAR . Um deles pode ocorrer através da interação direta do 

PPAR  com a subunidades de NF- B (p65, p50 ou ambos), e inibição da 

degradação de IkB (Daynes and Jones, 2002; Dubuquoy e cols., 2002). Além disso, 

outros estudos indicam que mecanismos de trans-repressão podem estar ocorrendo, 

onde PPAR  compete com NF- B por co-ativadores que são necessários para 

transcrição de genes alvos.         

 Em resumo, os PPAR  podem interagir por mecanismos distintos, para 

revisão ver von Knethen e cols., (2007a), (1º) pela interação direta na via do NF- B, 

associando-se com NF-AT, AP-1 ou STAT, que são importantes fatores de 

transcrição envolvidos na expressão de genes pró-inflamatórios, prevenindo a 

expressão destes genes. (2º) o PPAR  pode inibir a atividade de MAPK que é 

necessária para induzir ativação de genes pró-inflamatórios, por mecanismos ainda 

desconhecidos. (3º) o PPAR  pode bloquear a translocação de PKC , que 

normalmente induz a ativação do sistema de oxidação de NADPH responsável pela 

produção de espécies reativas de oxigênio. (4º) o PPAR  pode interferir com co-

fatores transcricionais como SRC-1 ou com a proteína de ligação de CREB 

(CBP/p300) que induzem a expressão de genes pró-inflamatórios. (5º) pode ainda 
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inibir a degradação proteassomal de um complexo de co-repressores dos receptores 

nucleares.           

 De acordo com os dados descritos acima, foi documentado o papel da 

desativação de PPAR  na síntese de citocinas. O antagonista seletivo de PPAR , o 

GW9662, ao contrário do efeito observado para a inibição de formação de 

corpúsculos lipídicos e produção de PGE2, não foi capaz de inibir a síntese de 

citocinas tanto do perfil pró-inflamatório quanto antiinflamatório, sugerindo que 

ativação de PPAR  pode modular a resposta de macrófagos por vias de sinalização 

intracelulares que levam a diferentes respostas durante a infecção micobacteriana.

 O entendimento dos mecanismos moleculares mencionados acima ainda não 

são completamente caracterizados. Por isso é difícil identificar uma única via de 

sinalização devido à ativação de PPAR . É possível que existam mecanismos de 

sinalização que vão depender: do tipo de celular, da isoforma ou do tipo de PPAR, e 

da região promotora no gene alvo (revisado por Bensinger and Tontonoz, 2008). É 

importante considerarmos também que o PPAR  pode desempenhar funções 

intrínsecas na ausência de agonistas sintéticos, onde a participação de ligantes 

endógenos pode desencadear a modulação de processos inflamatórios.  Os ligantes 

dos receptores nucleares podem ter múltiplos alvos celulares, e todos eles têm o 

potencial de alterar significativamente a expressão de genes envolvidos na formação 

de células espumosas (Joseph e cols., 2003). Alguns autores têm demonstrado que 

C. pneumoniae induz um aumento da expressão de ACAT1 por vias dependentes de 

PPAR  de modo dependente de dose em macrófagos THP-1 expostos a LDL, 

induzindo deste modo a formação 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 participação de PPAR  durante a infecção por Chlamydia pneumoniae, 

só que um autor relacionou a infecção com a indução da expressão do receptor em 

células musculares e células endoteliais, o outro mostra que o PPAR  é regulado 

negativamente durante a infecção de macrófagos 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 expressão de genes alvos regulados por 

PPAR  e PPAR , levando à formação de células espumosas, mas que estudos 

futuros necessitam ser realizados.      

 Diferentes membros da família dos “Toll-like” têm sido implicados no 

reconhecimento de antígenos micobacterianos, dentre eles: TLR2, TLR4, TLR6 e 
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TLR1 (Takeuchi e cols., 2002; Sugawara e cols., 2003; Wieland e cols., 2004). 

Vários trabalhos têm descrito a ativação 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 participação crucial na resposta 

inata contra micobactérias.         

 Os trabalhos de D’Avila e cols., (2006 e 2007), mostraram que a deficiência 

para TLR2, mas não para TLR4 impede a migração celular principalmente de 

neutrófilos, macrófagos e eosinófilos, para cavidade torácica de camundongos 

durante a infecção por M. bovis, BCG. Nosso interesse então foi investigar a 

participação dos receptores TLR2 na ativação macrofágica durante a infecção por 

BCG in vitro. Nossos resultados demonstraram que o BCG não foi capaz de induzir 

a formação de corpúsculos lipídicos, bem como a produção de PGE2 nos 

macrófagos deficientes para o receptor TLR2.      

 Foi recentemente demonstrado que macrófagos estimulados via TLR2 

desencadeiam uma resposta diferente da observada durante a ativação via TLR4. 

Estudos mostram os receptores TLR2 e TLR4 implicados no reconhecimento de 

Chlamydia pneumoniae. De modo similar, Chlamydia pneumoniae, tem sido 

caracterizada na formação de células espumosas em humanos e camundongos, 

sendo capaz de induzir a formação de corpúsculos lipídicos em camundongos 

deficientes para o receptor TLR4, mas não em camundongos deficientes para o 

receptor TLR2 na presença de LDL, embora agonistas para os dois receptores 

sejam capazes de desencadear a formação de células espumosas e acúmulo de 

colesterol na presença de LDL (Cao e cols., 2007).     

 Além de estudarmos o envolvimento de TLR2 durante a infecção por BCG em 

macrófagos, nós também investigamos a participação de TLR2 em outro tipo celular, 

os eosinófilos, durante a infecção in vivo (D’avila e cols., 2007 anexo 2). Os 

eosinófilos são encontrados em tecidos que apresentam uma interface com o 

ambiente externo e sua flora bacteriana, são exemplos, o trato gastrointestinal e o 

trato respiratório. Algumas evidências têm relacionado os eosinófilos não somente 

com doenças alérgicas ou helmínticas, mas também com várias funções 

imunomodulatórias (Rothenberg and Hogan, 2006). Infecções micobacterianas 

frequentemente induzem um recrutamento de eosinófilos tanto em humanos (Vijayan 

e cols., 1992) quanto em modelos de infecções 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 formação de corpúsculos lipídios em 

macrófagos peritoneais, foi investigado se os eosinófilos provenientes dos animais 

TLR2-/- respondiam do mesmo modo durante a infecção. Assim, documentamos que 

os eosinófilos dos animais TLR2-/- não apresentaram aumento no número de 

corpúsculos lipídicos. Este efeito foi diferente do observado para as células dos 

camundongos TLR4-/-, onde a deficiência deste receptor não interfere com a 

formação dos corpúsculos lipídicos durante a infecção por BCG.    

 De acordo com os dados apresentados acima, Fremond e cols., (2003) 

mostraram que a produção de mediadores inflamatórios, a ativação e o 

recrutamento de macrófagos em camundongos é independente de TLR4 durante a 

infecção por BCG. Em contrapartida, estudos têm demonstrado que eosinófilos não 

expressam TLR2, TLR4, ou CD14, e consequentemente não são 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 são capazes de induzir o acúmulo de eosinófilos in vivo em 

modelos experimentais através de mecanismos dependentes da produção de 

citocinas derivadas de monócitos/macrófagos e linfócitos (Penido e cols., 2003; 

Bozza e cols., 1994). Assim, os mecanismos dependentes de citocinas derivadas 

destes tipos celulares podem estar envolvidos no recrutamento de eosinófilos 

durante a infecção por BCG. Mas diferente do observado por estes autores, nossos 

dados demonstraram que os fenômenos avaliados durante a ativação dos 

eosinófilos por BCG foram independentes da participação das citocinas como MCP-

1, TNF-  e IFN- .          

 Estudos têm descrito o papel da IL-5 no acúmulo de eosinófilos induzidos por 

Mycobacterium bovis, BCG (Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997). Aqui, 

analisamos o envolvimento de TLR2 na síntese de IL-5 durante a infecção 

micobacteriana. Os animais TLR2-/- produziram quantidades reduzidas desta citocina 

na cavidade pleural, quando comparados aos níveis detectados nos animais TLR2+/+ 

após 24 horas de infecção. Em paralelo nós documentamos também a participação 

deste receptor na síntese de IL-5 durante a infecção em macrófagos peritoneais in 

vitro (dados não mostrados). Estas observações indicam que IL-5 produzida durante 

a infecção por M. bovis, BCG é principalmente dependente da ativação de TLR2.

 A eotaxina é um mediador chave no tráfego de eosinófilos dentro de tecidos 

inflamados (Rothenberg and Hogan, 2006). Bandeira-Melo e cols., (2001b) 

documentaram que a ativação da via de CCR3 mediada por eotaxina representa um 
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potente mecanismo indutor da formação de corpúsculos lipídicos nos eosinófilos. 

Nós demonstramos que o BCG induz um significante aumento da produção de 

eotaxina na cavidade pleural de camundongos TLR2+/+, mas não em animais TLR2-/-. 

Para investigar o papel da eotaxina, na formação de corpúsculos lipídicos e no 

recrutamento de eosinófilos induzidos por BCG in vivo, nós realizamos o pré-

tratamento dos camundongos com anticorpos neutralizantes para eotaxina ou para 

CCR3, 30 min antes da infecção. Os pré-tratamentos foram capazes de inibir 

significativamente o influxo de eosinófilos, bem como a formação de corpúsculos 

lipídicos, indicando que a eotaxina endógena induz ativação eosinofílica via CCR3 

capaz de induzir a biogênese de corpúsculos lipídicos nos eosinófilos durante a 

infecção micobacteriana.         

 O potencial bactericida dos eosinófilos tem sido demonstrado por sua 

habilidade fagocítica e pela mobilização de proteínas citotóxicas dos grânulos após 

infecção (DeChatelet e cols., 1977; Svensson and Wenneras, 2005), o que sugere 

um papel protetor dos eosinófilos durante as infecções bacterianas. Outros trabalhos 

têm associado o aumento do número de eosinófilos no sítio da infecção 

micobacteriana com o crescimento da micobactéria em animais suscetíveis a 

infecção (Erb e cols., 1999). Isto sugere que os eosinófilos podem exacerbar a 

doença de maneira a fornecer um ambiente intracelular no qual a micobactéria 

possa proliferar, contribuindo deste modo para a disseminação do patógeno (Kirman 

e cols., 2000). No entanto, o papel dos eosinófilos na resposta imune do hospedeiro 

durante infecções micobacterianas em modelos de tuberculose experimental e 

clínica ainda não é bem definido.        

 Corroborando com os dados observados em macrófagos (D’Avila e cols., 

2006), os achados em eosinófilos demonstraram que a infecção micobacteriana é 

capaz de induzir a ativação destas células em uma via dependente da sinalização 

desencadeada por TLR2. O recrutamento e ativação dos eosinófilos induzidos por 

BCG é dependente de TLR2 e mediada pela geração de eotaxina e da sinalização 

através de CCR3.          

 O TLR2 tem papel fundamental na síntese de citocinas por macrófagos 

durante a infecção micobacteriana. Estas citocinas podem exercer diferentes efeitos 

regulatórios na ativação de macrófagos e células do sistema imune durante 

processos infecciosos. Além disso, componentes da parede celular micobacteriana 

podem desencadear a ativação e expressão de citocinas pró-inflamatórias e 

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

 Os macrófagos são as principais células fagocíticas e respondem às 

infecções micobacterianas com produção de uma série de citocinas, que possuem 

ações antagônicas, dentre elas, TNF- , TGF- , IL-12 e IL-10 (D’Avila e cols., 2006; 

Flesch and Kaufmann, 1993; Kaufmann, 2002; Bhatt and Salgame, 2007). Isto 

sugere que o balanço entre citocinas pró- e antiinflamatórias pode contribuir para um 

equilíbrio entre a instalação da doença e uma resposta imune eficiente.  

 Alguns trabalhos descrevem a estreita relação entre a geração de PGE2 e a 

modulação da produção de citocinas pró e antiinflamatórias (Betz and Fox, 1991; 

Renz e cols., 1988). Os resultados mostraram que durante a infecção por BCG as 

citocinas produzidas podem apresentar um perfil pró-inflamatório, dentre elas IL-1 , 

IL-12(p70), quimiocinas como (KC), citocinas imunorregulatórias como a IL-10 bem 

como citocinas relacionadas com fatores de crescimento como G-CSF e GM-CSF 

(dados não mostrados). Paralelo com as observações nos eosinófilos, o TLR2 

mostrou-se fundamental para a síntese da maioria das citocinas estudadas. Mas o 

receptor não foi necessário para o BCG induzir a produção de (MIP-1  e RANTES), 

onde os níveis destas citocinas nos macrófagos TLR2-/- foram similares aos 

detectados para os macrófagos dos animais TLR2+/+. A presença de outros 

receptores envolvidos na sinalização por BCG, como os receptores de manose e 

CD14 que reconhecem o LAM (Hoheisel e cols., 1995; Schluger and Rom, 1998), 

podem em menor ativar vias intracelulares, levando à produção de MIP-1  e 

RANTES. Os resultados sugerem que componentes da parede celular de 

micobactérias podem induzir a produção de quimiocinas por mecanismos 

dependentes e independentes de TLR2.      

 As análises de imunolocalização mostraram que o LPS, o principal 

componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, foi capaz de induzir a 

translocação de NF- B de maneira independente de TLR2, mas este receptor se 

mostrou indispensável na sinalização desencadeada por LAM. Assim, os 

macrófagos dos animais TLR2-/- foram incapazes de induzir a expressão e 

consequentemente a translocação do NF- B para o núcleo dos macrófagos, 

sugerindo que o TLR2 é fundamental na ativação de vias de sinalização celular 

induzindo a ativação de NF- B por LAM, mas não por LPS.    

 Vários trabalhos têm descrito a ativação celular via TLR2 por lipídios 

micobacterianos, sugerindo que TLR2 tem participação crucial na resposta inata 
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contra micobactérias. Após a detecção e o reconhecimento microbiano por TLRs, 

uma ou mais proteínas adaptadoras dos TLRs no citoplasma celular são ativadas. 

Quatro domínios contendo estas proteínas adaptadoras estão envolvidos na 

propagação da sinalização desencadeada por TLRs. São elas, MyD88, TRAM, TRIF 

e TIRAP. A ativação dessas proteínas levam à expressão de fatores transcricionais 

como NF- B, AP-1 e fatores regulatórios de interferons (IRF), os quais induzem a 

ativação de centenas de genes envolvidos na resposta imune (Yamamoto e cols., 

2002; Yamamoto e cols., 2003a; Yamamoto e cols., 2003b). No entanto, nem todos 

os TLRs utilizam os mesmos adaptadores. Por exemplo, TIRAP e MyD88 (ativação 

induzida a partir da membrana plasmática) induzem a produção de citocinas pró-

inflamatórias, 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 ativação desencadeada por ligantes de TLR2, várias proteínas no 

ambiente intracelular, dentre elas o TIRAP, são ativadas. Nos estudos de  

imunolocalização foi possível verificar que a infecção por BCG 24 horas, induziu a 

ativação de TIRAP, diferente do observado para as células que não foram 

infectadas, mostrando que ligantes de TLR2 induzem a ativação da cascata de 

sinalização intracelular em macrófagos infectados. Assim, estes resultados 

demonstraram que TLR2 é fundamental para induzir a formação de corpúsculos 

lipídicos e mediadores inflamatórios durante, como também na indução da 

expressão de PPAR  durante a infecção micobacteriana.    

 Em resumo, demonstrou-se que o receptor TLR2 é necessário e participa das 

vias de sinalização que levam à indução da expressão de PPAR  nos macrófagos 

peritoneais in vitro durante a infecção por BCG 24 horas. Além disso, a infecção por 

BCG altera significativamente os níveis de expressão de PPAR  de maneira 

dependente de TLR2 e sugere-se que os receptores nucleares ativados por lipídios 

podem modular a formação de corpúsculos lipídicos, a síntese de PGE2 e a função 

de macrófagos durante infecções micobacterianas.      

 A habilidade de componentes da parede celular micobacteriana como LAM 

induzir a expressão de PPAR  foi investigada. O LAM foi capaz de induzir o aumento 

da expressão e a translocação de PPAR  para o núcleo dos macrófagos de modo 

dependente de TLR2. Assim, sugere-se que componentes da parede celular e 

produtos derivados de patógenos intracelulares estão envolvidos nos mecanismos 

de ativação de receptores nucleares por vias dependentes de TLR2. De fato a 
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ativação de macrófagos in vitro por agonistas de TLR2 (M. smegmatis, Pam3cys e 

zimosan) foram eficientes na ativação celular no sentido de desencadear a síntese 

de citocinas como TNF-  e KC, em quantidades significativas similares às induzidas 

por BCG. No entanto, estes ligantes não foram capazes de induzir formação de 

corpúsculos lipídicos, produção de PGE2, ou induzir expressão de PPAR , indicando 

que ligantes de TLR2 não são suficientes para induzir vias de ativação celular 

envolvidas no acúmulo intracelular de lipidios. Estes dados estão de acordo com os 

estudos de Peyron e cols., (2008) demonstraram que apenas espécies virulentas de 

micobactérias como M. tuberculosis e M. avium, são capazes de induzir a formação 

de macrófagos espumosos diferente do observado para cepas avirulentas como M. 

smegmatis que foram incapazes de desencadear a formação destas células. Assim, 

sugere-se que os corpúsculos lipídicos participem nos mecanismos de sobrevivência 

e escape de patógenos intracelulares do sistema imune por vias dependentes de 

TLR2.            

 Embora a ativação de TLR2 seja essencial para o fenômeno de formação de 

corpúsculos lipídicos e produção de mediadores inflamatórios na infecção por BCG, 

sua ativação per se não é suficiente para desencadear a ativação de vias que levem 

à formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e expressão de PPAR  em 

condições de ativação não patogênicas, sugerindo, deste modo, a participação de 

outros co-fatores na indução destes fenômenos.      

 O TLR2 é o mais promíscuo dos receptores TLRs descritos. Esta 

característica está relacionada à sua habilidade única de se heterodimerizar com 

outros TLRs, como TLR1 e TLR6 (Ozinsky e cols., 2000b) e também a outras 

moléculas sinalizadoras. Alguns trabalhos têm demonstrado a capacidade de TLR2 

de formar heterodímeros 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 não tem papel essencial na resposta 

celular durante a infecção por M. bovis, BCG. Onde a formação de corpúsculos 

lipídicos, produção de PGE2 e TNF-  não estavam alterados nos macrófagos 

peritoneais dos animais TLR6-/-, quando comparados aos macrófagos dos animais 

TLR6+/+.           

 A participação de CD14 e de integrinas como CD11b/CD18 na formação de 

corpúsculos lipídicos 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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têm demonstrado que o complexo formado entre TLR4/MD2 pode interagir com 

CD14 e CD11b/CD18. O CD14 tem um papel crítico na resposta celular por se ligar 

ao LPS de bactérias Gram-negativas bem como a lipídios de Gram-positivas como, 

as peptideoglicanas, LTA, lipoproteínas e ao LAM (Strapagiel e cols., 2008; Kim e 

cols., 2008). Além disso, vários trabalhos têm descrito a capacidade do CD14 se 

associar com TLRs por sua característica de reconhecer PAMPs da parede celular 

microbiana (Underhill e cols., 1999; Schroder e cols., 2003).   

 Os experimentos de neutralização de CD14 ou CD11b/CD18 em macrófagos 

com anticorpos anti-CD14 ou anti-CD11b/CD18, mostraram que os tratamentos 

foram capazes de inibir a formação de corpúsculos lipídicos durante a infecção por 

BCG, similar ao observado por Pacheco e cols., (2002) em células estimuladas por 

LPS. Paralelo a esta análise, os anticorpos neutralizantes anti-CD14 e anti-

CD11b/CD18 também foram capazes de inibir a produção de PGE2, mas estes 

tratamentos não alteraram a produção de citocinas (TNF- ) durante a infecção por 

BCG.           

 Estudos recentes de Triantafilou e cols., (2007) demonstraram que LPS de H. 

pylori e P. gengivalis podem induzir a formação de agrupamentos moleculares, 

compreendendo TLR2, TLR1, CD11b/CD18 e CD36. Após ativação por ligantes 

específicos estes receptores podem ser recrutados para regiões específicas 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 investigações no campo das infecções. São exemplos de 

patógenos envolvidos neste mecanismo, E. coli, Salmonela thyphymurium, 

Chlamydia spp, Mycobacterium spp entre outros, para revisado ver Lafont and van 

der Goot, (2005).Vários estudos têm descrito a participação de lipid rafts na 

sinalização celular mediada por TLRs. Nas lipid rafts podem ser encontrados 

compartimentalizados vários receptores relacionados ao reconhecimento de 

patógenos, dentre eles TLR4, TLR2, TLR1, TLR6, bem como CD11b/CD18 e CD36. 

No entanto, o papel das lipid rafts e a associação de moléculas de sinalização na 

resposta imune inata, em resposta a infecções 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 endocítica. Em contrapartida, o M. 

tuberculosis morto perde esta capacidade e são envolvidos por lisossomos entrando 

desta maneira na rota endocítica.       
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 Neste estudo foram utilizadas drogas que tem a capacidade de desestruturar 

estes domínios lipídicos, como a M CD e a Filipina. Estas drogas têm a capacidade 

de retirar o colesterol das membranas celulares, desestruturando a associação dos 

lipídios e proteínas destes domínios. Nós demonstramos em nossos resultados que 

o pré-tratamento com ambas as drogas (M CD e a Filipina) interferem de modo 

significativo na formação de corpúsculos lipídicos. Verificamos também que a M CD 

inibiu a produção de PGE2, mas não a síntese de citocinas como TNF-α. 

Corroborando estes estudos Shin e cols., (2008) demonstraram a capacidade de 

lipoproteínas de M. tuberculosis induzir a translocação de TLR2 para lipid rafts, bem 

como a produção de espécies reativas de oxigênio, direcionando para uma resposta 

pró-inflamatória. No entanto, o tratamento com as drogas que desestruturam lipid 

rafts foi capaz de reduzir a produção de espécies reativas de oxigênio e a resposta 

inflamatória.           

 Em resumo, sugere-se que os co-fatores como CD14, CD11b/CD18 e lipid 

rafts, mas não TLR6 participam em conjunto com TLR2 em plataformas de 

sinalização celular durante a infecção de macrófagos por BCG, induzindo a 

formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2, mas não estão envolvidos na 

modulação da síntese de citocinas.        

 Estudos recentes têm demonstrado a associação de TLR2 com CD36 em 

resposta a lipoproteínas diaciladas (Triantafilou e cols., 2006, 2007) e lipopeptídeos. 

Mas ao contrário dos heterodímeros formados entre TLR2/TLR1 e TLR2/TLR6 

encontrados nas lipid rafts, as associações de TLR2/CD36 não pré-existem nas lipid 

rafts, mas são induzidas pelo ligante ou estímulo. Nilsen e cols., (2008) 

demonstraram que CD14 e CD36 funcionam como co-receptores de TLR2 e são 

necessários para reconhecimento de LTA e para a produção de TNF-  em 

monócitos. Esta sinalização ocorre preferencialmente na membrana plasmática, e é 

independe da internalização do ligante.        

 Encontra-se bem estabelecido na literatura a função patológica dos 

receptores scavenger como o CD36 e sua relação com a formação de macrófagos 

espumosos e com a aterosclerose. A capacidade do CD36 de monócitos e 

macrófagos de se ligar e endocitar a oxLDL mostra um papel crítico deste receptor 

na formação de macrófagos espumosos, desencadeando o desenvolvimento da 

doença aterosclerótica (Collot-Teixeira  2007).     

 Estudo de Neyrolles e cols., (2006) documentou a participação de receptores 
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scavenger e CD36 no processo de interação e reconhecimento de M. tuberculosis 

em adipócitos humanos e murinos. Os autores relataram que após a internalização, 

a micobactéria pode persistir no interior dos adipócitos sem multiplicação aparente. 

Mas este evento não acontece em pré-adipócitos onde a micobactéria pode estar 

em estado replicativo. Isto pode sugerir a dependência de diferentes receptores 

necessários para o bacilo ser fagocitado nos dois tipos celulares. Além disso, este 

fenômeno pode também depender do estado funcional relacionado ao metabolismo 

lipídico da célula hospedeira.      

 Corroborando estes achados vários estudos têm documentado a participação 

do CD36 em processos de fagocitose, na sinalização celular, desencadeados por 

vários tipos de patógenos, como bactérias (Stuart e cols., 2005; Baranova e cols., 

2008) e protozoários (Ockenhouse e cols., 1991; D'Ombrain e cols., 2007; Portugal e 

cols., 2008).          

 Estudos têm mostrado a participação do CD36 na sinalização intracelular de 

maneira independente de TLR, e relacionado com a ativação das vias de MAPK e 

JNK em macrófagos (Rahaman e cols., 2006, Baranova e cols., 2008). Outros 

estudos mostram também que, uma vez ativado, o CD36 pode sinalizar por vias 

dependentes de PPAR  através da ativação de p38, MAPK, PKC e PKB (Feng e 

cols., 2000; Munteanu e cols., 2006) e NF- B pela via de PKC (Han e cols., 2000).

 Os resultados demonstraram que a infecção por BCG induziu um aumento da 

expressão do CD36, acompanhada por um aumento na formação de corpúsculos 

lipídicos nos macrófagos peritoneais após 24 horas de infecção. O anticorpo 

neutralizante para o receptor CD36 foi capaz de inibir a formação de corpúsculos 

lipídicos, produção de PGE2, mas este efeito não foi observado para produção de 

TNF-α após a infecção, indicando que o CD36 participa das vias que levam ao 

acúmulo de lipídios e mediadores lipídicos, mas não nas vias de sinalização que 

levam à secreção de citocinas.         

 Por análises de Western blotting verificou-se que o pré-tratamento com o 

anticorpo neutralizante foi capaz de regular a própria expressão de CD36 nos 

macrófagos peritoneais infectados pela micobactéria. De modo interessante, 

documentou-se também que a neutralização do CD36 interferiu negativamente na 

expressão de PPAR  nos macrófagos após 24 horas de infecção por M. bovis, BCG. 

Estes resultados pela primeira vez, sugerem um importante papel da participação de 

receptores scavenger como CD36 na regulação da expressão de receptores 

nucleares como o PPAR  e na ativação de macrófagos durante a sinalização 



125 
 

desencadeada por patógenos intracelulares.     

 Ainda buscando possíveis co-fatores de TLR2 nos mecanismos de formação 

de corpúsculos lipídicos, produção de mediadores inflamatórios e citocinas durante a 

infecção micobacteriana, anaisou-se o papel do receptor de -glicanos, a dectina-1, 

nestes fenômenos. O papel da dectina-1 em processos biológicos durante infecções 

micobacterianas ainda permanecem desconhecidos. Os resultados mostraram que a 

dectina-1, estava diretamente envolvida na formação de corpúsculos lipídicos, 

produção de PGE2 e da síntese de citocinas. Foram realizados ensaios de 

neutralização para este receptor e observamos depois de 24 horas, uma inibição 

parcial e significativa da formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2, bem 

como de TNF- , diferente do observado para os outros co-fatores analisados (CD14, 

CD11b/CD18, CD36) e lipid rafts, que não mostraram efeito para a síntese de 

citocinas. Desta maneira, documentou-se pela primeira vez, que a dectina-1 foi 

fundamental para desencadear vias de ativação celular que levam tanto à formação 

de corpúsculos lipídicos e produção de mediadores inflamatórios, quanto à síntese 

de citocinas durante a infecção por M. bovis, BCG in vitro.     

 Outros estudos têm demonstrado que durante a infecção de macrófagos por 

cepas micobacterianas avirulentas, a produção de TNF-  foi dependente de dectina-

1, mas em macrófagos infectados por cepas virulentas como M. avium e M. 

tuberculosis esta indução foi independente de dectina-1 (Yadav and Schorey, 2006). 

No entanto, outros estudos mostram que a sinalização dependente de dectina-1 é 

importante para M. tuberculosis induzir a produção de IL-12(p40) e IL-12(p70) 

(Rothfuchs e cols., 2007). Estes autores ainda discutem que a dectina-1 funciona 

independentemente da sinalização desencadeada por TLR2, uma vez que o 

bloqueio de dectina-1 por ligantes específicos inibe a produção de IL-12(p40) em 

células dendríticas de camundongos TLR2-/- durante a infecção por M. tuberculosis. 

Estes dados sugerem que além da sinalização desencadeada por TLR2 outras 

moléculas sinalizadoras como a dectina-1, podem induzir uma resposta celular de 

modo independente de TLR2 durante infecções micobacterianas.   

 Análises de microscopia eletrônica têm demonstrado uma íntima associação 

de corpúsculos lipídicos com fagossomas contendo micobactérias ou associados à 

infecção por Tripanosoma cruzi (Melo e cols., 2003; D’Avila e cols., 2006). 

Corroborando com estes dados, Peyron e cols., (2008) demonstraram que 

macrófagos espumosos podem servir como um reservatório para persistência do M. 

tuberculosis. Os autores demonstraram que nestas células o bacilo perde a 
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capacidade replicativa, mas permanece vivos. Além disso, os autores mostraram 

imagens sugestivas do englobamento ou internalização das bactérias por grandes 

corpúsculos lipídicos. Assim, os autores confirmaram dados de Hunter e cols., 

(2007), que demonstraram como resultado da fusão, bactérias livres dentro dos 

corpúsculos lipídicos, sugerindo deste modo o favorecimento do acesso da bactéria 

aos nutrientes do hospedeiro.         

 A diferenciação de macrófagos em células espumosas indica a perda da 

capacidade de fagocitar novos bacilos, assim como a redução da atividade 

microbicida. Deste modo, os autores sugerem que os macrófagos espumosos 

formados nos granulomas durante a tuberculose podem funcionar como 

reservatórios seguros para a persistência do bacilo em estado dormente não-

replicativo. Uma característica de alguns bacilos transferidos para o interior dos 

corpúsculos lipídicos é que eles apresentam suas próprias inclusões lipídicas 

intracitoplasmáticas, constituído basicamente de triacilglicerol (Daniel e cols., 2004; 

Deb e cols., 2006). Isto pode ser considerado como uma característica do estado 

dormente, não replicativo do bacilo (Neyrolles e cols., 2006; Peyron e cols., 2008).

 Outros estudos têm demonstrado a participação de corpúsculos lipídicos em 

infecções por Chlamydia trachomatis. Os corpúsculos lipídicos formados durante a 

infecção por este patógeno podem ser translocados para dentro do lúmen de 

vacúolos parasitóforos contendo corpos reticulares, (forma replicativa da Chlamydia 

trachomatis) (Cocchiaro e cols., 2008).      

 Existem evidências onde proteínas provenientes do parasito podem estar 

envolvidas na captura e re-utilização dos corpúsculos lipídicos citoplasmáticos por 

remover um modulador chave do estoque de lipídios, a ADRP (Cocchiaro e cols., 

2008). Além disso, o transporte dos corpúsculos lipídicos para o lúmen do vacúolo 

parasitóforo, pode representar um mecanismo de sequestro e subversão 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 expressão de ADRP e perilipinas que estavam localizadas 

na membrana de fagossomas contendo o bacilo, sugerindo que o acúmulo dos 

corpúsculos lipídicos pode evitar como fonte de nutrientes para sobrevivência 

intracelular deste patógeno (Tanigawa e cols., 2008).    

 Diversas estratégias de modulação da resposta imune são exercidas por 

patógenos intracelulares no sentido de viabilizar sua sobrevivência no 
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microambiente intracelular. De forma geral, estes mecanismos estão envolvidos na 

inibição da associação com organelas da via endocítica que envolvem a maturação 

e acidificação fagossomal, inativação enzimática, e a fusão lisossomal (Vergne e 

cols., 2004). No entanto, os eventos que regulam estes mecanismos não estão 

completamente entendidos. Trabalhos de Anes e cols., (2003) documentaram que 

em culturas de macrófagos infectados por micobactérias, o estímulo com 

determinados lipídios exógenos foi capaz de modular a maturação fagossomal, com 

consequente redução da sobrevivência micobacteriana, ao passo que a 

incorporação de outros tipos de lipídios promove o aumento no crescimento 

micobacteriano. Estes resultados sugerem um importante papel de lipídios nos 

mecanismos de modulação do sistema imune nas infecções micobacterianas.

 Baseado nos resultados discutidos aqui, nossas perspectivas visam estudar o 

envolvimento da ativação de PPAR  na infecção micobacteriana em camundongos, 

como também a participação do PPAR  no desenvolvimento da infecção 

micobacteriana in vivo.         

 Em resumo, os resultados indicam que a infecção de macrófagos por BCG 

altera significativamente os níveis de expressão do PPAR , de maneira dependente 

de TLR2 e CD36. A ativação de PPAR  pode modular a ativação celular, induzindo a 

formação de corpúsculos lipídicos, síntese de PGE2, e a função de macrófagos 

durante infecções micobacterianas. O estudo da regulação e ativação de receptores 

nucleares como o PPAR  durante infecções por patógenos intracelulares traz 

contribuições sobre os mecanismos básicos de interação e escape, na resposta 

patógeno-hospedeiro e poderá contribuir para a identificação de novos alvos 

terapêuticos para a tuberculose. 
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6) CONCLUSÕES  
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 Neste estudo foi caracterizado a participação de TLR2 e seus co-fatores e do 

receptor nuclear PPAR , durante a infecção por M. bovis, BCG in vitro. 

 O Mycobacterium bovis, BCG induz uma resposta inflamatória, caracterizada por 

aumento no número de corpúsculos lipídicos, produção de várias citocinas e 

mediadores inflamatórios como PGE2, e expressão do receptor nuclear PPAR , 

efeitos estes dependentes da ativação de TLR2.  

 Os resultados demonstraram que a ativação de PPAR  é fundamental para 

biogênese de corpúsculos lipídicos e produção de mediadores inflamatórios. 

 Além disso, um importante papel da dectina-1, nos fenômenos de formação de 

corpúsculos lipídicos, produção de PGE2, síntese de TNF-  após a infecção por 

BCG foi demonstrada. 

 Este trabalho demonstrou pela primeira vez o envolvimento de receptores 

scavenger de macrófagos, como o CD36, nas vias que levam a expressão de 

PPAR  durante infecções micobacterianas. 

 Verificou-se também o papel de co-fatores para TLR2, como CD14, integrinas, e 

CD36 na ativação celular desencadeada pela infecção micobacteriana.  

 Os resultados sugerem que a interação entre TLR2 e seus co-receptores em 

domínios lipídicos da membrana celular como em lipid rafts, podem regular vias 

de sinalização intracelular envolvidos na formação de corpúsculos lipídicos, 

produção de mediadores inflamatórios como PGE2 e expressão de PPAR . 
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Esquema 6.1) Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ativação do 

receptor nuclear PPAR , na formação de corpúsculos lipídicos e produção de 

mediadores inflamatórios em macrófagos, durante a infecção experimental por 

Mycobacterium bovis, BCG. 
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