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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Rafael Marques Cardoso

Corpusculos lipidicos sao organelas citoplasmaticas que aumentam em tamanho
e nimero em leucécitos envolvidos em grande variedade de processos inflamatorios,
infecciosos e neoplasicos in vivo e in vitro, incluindo infecgbes micobacterianas. Sua
morfologia, constituiciAo proteica e lipidica e capacidade de interagir com outras
organelas pode variar de acordo com o tipo de célula e com as vias especificas de
biogénese estimuladas. Estas estruturas contém uma série de proteinas, incluindo
pequenas GTPases, proteinas da familia Rab e quinases indicando possivel
participacdo destas organelas na sinalizag&o intracelular, na comunicacao intercelular e
no metabolismo lipidico. Os corpusculos lipidicos também compartimentalizam enzimas
e moléculas envolvidas na producdo de eicosandides, além de funcionarem como
regibes de armazenamento de citocinas em leucdcitos inflamatorios, sugerindo sua
participacdo como plataformas intracelulares induziveis e altamente reguladas para a
producdo e/ou secrecdo de mediadores lipidicos e citocinas em resposta a condi¢des
inflamatorias, incluindo infecgbes por patdgenos intracelulares. Dados recentes do
nosso grupo indicam a participagdo importante destas organelas na sintese de
prostaglandina E, (PGE,), um conhecido desativador de resposta citotoxica contra
patdégenos intracelulares, viabilizando a sobrevivéncia micobacteriana pela modulacao
negativa da atividade de macrofagos. A infec¢cdo por micobactérias patogénicas induz a
formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos de forma dependente de dose e
tempo, além de induzirem processo de apoptose em neutrofilos no sitio da infeccao.
Células apoptoticas, por sua vez, tém mostrado papel na modulacdo da resposta imune
contra patdgenos intracelulares. Neste estudo, investigamos a participagéo e funcéo de
corpusculos lipidicos de macréfagos em modelo murino de tuberculose e sua relacao
com a sobrevivéncia e/ou multiplicagdo micobacterianas.

Para esse propédsito, macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram
infectados in vitro com Mycobacterium bovis BCG na presenca ou auséncia de
neutrofilos apoptoticos e tratados com acido acetilsalicilico (AAS, 5 uM), NS-398 (1 uM)
(inibidores de ciclooxigenases) ou C75 (5 yg/mL) (inibidor de acido graxo sintase). O
numero de corpusculos lipidicos e a producdo de PGE, foram analisados 24 h apos a
infeccdo, assim como o perfil de producdo de citocinas e a sobrevivéncia e/ou
multiplicagdo micobacterianas.

Foi observado que a infeccdo por BCG e neutréfilos apoptéticos induziram
aumento significativo no namero de corpusculos lipidicos e sintese de PGE, por
macroéfagos. De forma interessante, ASA, NS-398 e C75 modularam negativamente a
formacéo de corpusculos lipidicos e a formacédo PGE; induzida pelo BCG. Além disso,
estes tratamentos aumentaram os niveis de TNF-a e reduziram a producédo de IL-10,
mostrando ainda redugdo na sobrevivéncia e/ou multiplicagdo micobacterianas
avaliadas pela contagem de unidades formadoras de colonias.
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Como concluséo, corpusculos lipidicos induzidos por BCG em macrofagos
funcionam como plataformas de sinalizac¢des intracelulares de producdo de mediadores
inflamatorios. Eles estdo envolvidos na capacidade de leucdcitos ativados em gerar um
aumento dos niveis de PGE, durante a infeccdo experimental por BCG, estando
implicada na replicacdo e sobrevivéncia micobacteriana. Estes resultados incluem os
corpusculos lipidicos como alvos para futuras intervengdes terapéuticas no sentido de
influenciar o balango das interagdes entre patdgeno e hospedeiro.

ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO
Rafael Marques Cardoso

Lipid bodies are cytoplasmic organelles that increase in size and number in
leukocytes involved in inflammatory, infectious and neoplasic processes in vivo e in vitro,
including mycobacterial infections. Their morphology, protein and lipid constituents and
ability to interact with other organelles may vary according with cell type and specific
biogenesis pathways stimulated. They show diverse protein and lipid constitution,
including small GTPases, Rab proteins and protein kinases, indicating participation of
these organelles in intracellular signaling, cell to cell communication and lipid
metabolism. They also compartmentalize enzymes and molecules related to eicosanoid
production and act as sites for cytokine storage in inflammatory leukocytes, suggesting
that lipid bodies function as inducible organized intracellular platforms for lipid mediators
and cytokine production and/or secretion in response to inflammatory conditions,
including infection by intracellular pathogens. Recent data from our group indicate
important participation of this organelle in the synthesis of prostaglandin E,, a well-known
deactivator of cytotoxic response against intracellular pathogens, allowing mycobacterial
survival and down-regulation of macrophage function. Infection by pathogenic
mycobacteria induces lipid body formation in a dose and time dependent manner and
mycobacterial infection also induces neutrophil apoptosis at site of infection. These
apoptotic cells have shown a role in immune response modulation to intracellular
pathogens. In this study, we investigated the involvement and function of lipid-laden
macrophages in a murine model of tuberculosis and its relationship with pathogen
survival and/or multiplication.

For this purpose, peritoneal macrophages from C57BL/6 mice were infected in
vitro with M. bovis BCG in presence or absence of neutrophil apoptotic cells and treated
with acetylsalicylic acid (ASA, 5 uM), NS-398 (1 pM) (COX inhibitors) or C75 (5 pg/mL)
(fatty acid synthase inhibitor). Lipid body numbers and PGE; production were analyzed
24 h after infection, as well as cytokine production profile and mycobacterial survival
and/or multiplication.

We observed that BCG infection and apoptotic neutrophils induced significant
increase in lipid body number and PGE, synthesis by macrophages. Interestingly, ASA,
NS-398 (COX inhibitors) and C75 (fatty acid synthase inhibitor) down-regulated lipid
body formation and PGE; synthesis induced by BCG. These treatments were also able to
enhance TNF-a and inhibit the IL-10 production and are related to down-modulation of
mycobacterial survival and growth assessed by colony-forming units count.

As conclusion, BCG-induced lipid bodies function as intracellular signaling
platforms in inflammatory mediator production. They are involved in the capacity of
activated leukocytes to generate increased amounts of PGE, during experimental
infection by BCG, being implicated in mycobacterial survival and replication. These
results include lipid bodies as future targets for therapeutic interventions in order to
influence pathogen-host interactions.
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1) Introducao

1.1) Tuberculose

1.1.1) Aspectos Historicos

A tuberculose acompanha a espécie humana desde tempos remotos. A
primeira deteccdo inequivoca da presenca do principal agente etiologico da
tuberculose, o Mycobacterium tuberculosis, ocorreu nos restos mortais de um bisao
de aproximadamente 17.000 anos (Rothschild e cols., 2001). Exames em esqueletos
pré-histdricos constatam a ocorréncia de tuberculose em humanos 4.000 anos antes
de Cristo e sinais em mumias no periodo de 2.400 a 3.000 anos antes de Cristo
(Zink e cols., 2003). Hipdcrates, por volta do ano de 460 antes de Cristo, descreveu
a ocorréncia de uma doenca de grande transmissibilidade, com sinais e sintomas
caracteristicos de febre, tosse com proje¢cdes sanguineas e elevados indices de
letalidade, a tuberculose, descrita na época como fitiase. Konomi e cols. (2002)
descreveram a presenca de DNA micobacteriano em mamias andinas, sugerindo a
presencga de tuberculose na América do Sul por volta de 2.000 anos atras, sendo a
primeira evidéncia significativa no periodo de 160 antes de Cristo (Allison & Pezia,
1973), seguida de outros achados por demais pesquisadores (Salo e cols., 1994;

Arriaza e cols., 1995).

1.1.2) Caracterizacao Epidemioldgica

A tuberculose € um agravo da saude de distribuicdo cosmopolita, contando
com aproximadamente dois bilhdes de individuos infectados no mundo atualmente,
segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (Who, Global Tuberculosis
Control Report, 2008). A mesma publicacdo remete aos 9,2 milhdes de novos casos
no ano de 2006, sendo 709 mil casos em pacientes portadores do virus HIV, sendo
a tuberculose a maior causa de morte nestes pacientes. Cabe ainda observar que
esta doenca causou 1,7 milhdes de 6bitos no ano de 2006, nimero tdo alarmante
guanto 4.500 mortes diarias decorrentes desta patologia, representando 7% dos
Obitos e 26% das mortes evitdveis em adultos nos paises em desenvolvimento
(Murray & Salomon, 1998). Apesar de ter sido observada redugdo na incidéncia

desta doenga, quarenta porcento dos casos ainda ndo s&o corretamente



diagnosticados e tratados. Além disso, o surgimento de cepas resistentes a multiplas
drogas e 0 aumento significativo da co-infec¢ao tuberculose-HIV tém possibilitado o
recrudescimento desta doenca. O Brasil ocupa a 152 colocacgéo na classificacéo dos
22 paises com maiores indices de incidéncia de tuberculose no mundo, com 50
casos por 100.000 habitantes (WHO, 2008). Cabe ainda ressaltar que a tuberculose
€ uma doenca que além de remeter a graves indicadores de morbi-mortalidade, &
um agravo econémico-social, ja que a faixa etaria mais afetada esta entre 20 e 59
anos, que representa maior parte da populagdo economicamente ativa (SINAN / MS
- sistema nacional de agravos de notificagdo do ministério da saude do Brasil). A
figura 01 mostra um diagrama da distribuicdo mundial de tuberculose, sendo o

sudeste africano e norte asiatico as areas com maior incidéncia desta doenca.

Numero estimado de novos
casos / 100.000 habitantes

0 [ NaoEstimado

o o9 [ =

00 o "] 2549
[ 950-99
I 100299
- 300 ou mais

Fig. 01 Painel de distribuicdo de novos casos de tu  berculose no mundo no ano de 2006
(Figura adaptada de “WHO Global tuberculosis control: surveillance, planning, financing: WHO report
2008". World Health Organization WHO/HTM/TB/2008.393)

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa cujo principal agente
etiologico em humanos € o Mycobacterium tuberculosis, um bacilo aerobio estrito de
crescimento lento, intracelular facultativo e imével. O género Mycobacterium
compreende em sua maioria microorganismo sapréfitas que habitam o solo, tendo
somente alguns deles desenvolvido habilidade de estabelecer interacdes
patogénicas. Embora somente alguns membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis sejam capazes de ocasionar doenca em adultos, outras micobactérias

sdo capazes de fazé-lo, sobretudo em individuos imunocomprometidos.
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A Unica vacina disponivel para a tuberculose é o BCG (Bacille-Calmette-
Guérin) obtido a partir de cepa virulenta do M. bovis apds repicagens sucessivas.
Esta vacina apresenta grande eficacia na prevencdo das formas mais graves da
doenca na infancia, a miliar e meningo-encefélica, apesar de sua baixa e variavel
protecdo em adultos (Fine, 1995), além de apresentar problemas para administracao
a individuos imunocomprometidos por se tratar de uma vacina viva. A auséncia de
vacina eficaz para adultos e o abandono de tratamento, com consequente aumento
nos indices de resisténcia a multiplas drogas, associados a epidemia da AIDS,
proporcionou um ambiente favordvel ao aumento do numero de casos e mortes

provocados por esta doenca nas ultimas décadas do século XX.

1.1.3) Fisiopatologia da Infec¢do e Resposta Imune na Tub  erculose

A instalacdo do processo infeccioso na tuberculose tem inicio na inalagéo de
perdigotos e aerossobis contendo bacilos viaveis, que sdo carreados até os alvéolos
pulmonares, onde as micobactérias sdo reconhecidas por receptores na superficie
celular e endocitados por macréfagos alveolares residentes, células dendriticas e
por monaocitos recrutados ao local primario de infeccao.

A infeccao priméria pelo M. tuberculosis apresenta trés possibilidades clinicas
distintas. Em alguns individuos, a resposta imune é capaz de debelar os agentes
infecciosos adquiridos pela via respiratoria, embora a causa e freqiéncia desta cura
espontanea ainda ndo sejam elucidadas. Na grande maioria dos casos, uma
combinagdo da resposta inata e adaptativa, com participagcdo de citocinas Thil,
confere imunidade protetora, estabelecendo um equilibrio dindmico entre a resposta
imune e a sobrevivéncia e multiplicacdo micobacterianas. Este estado de infec¢ao
latente pode ser reativado mediante decréscimos transitorios no status imunolégico
dos individuos ou ainda por patologias que comprometam as respostas do sistema
imune, incluindo AIDS, alguns tipos de cancer e doengas auto-imunes. Em uma
parcela reduzida dos individuos primariamente infectados ha desenvolvimento de
tuberculose primaria e estabelecimento do quadro clinico da doenca (Bhatt &
Salgame, 2007; Kaufmann, 2004). A rota de infeccdo do M. tuberculosis esta
ilustrada na figura 02, com as respectivas possibilidades clinicas e principais células

envolvidas na resposta imune para este patégeno.
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Fig. 02 Possibilidades clinicas na infeccao tubercu losa. Um pequeno numero de
individuos apresenta cura espontanea apds contato inicial com o agente etiol6gico da tuberculose
humana (motivo desta cura ainda ndo estéd esclarecido). Em individuos imunocomprometidos, pode
ser observado desenvolvimento da doenga imediatamente apds a infeccao aguda. Na grande maioria
dos casos (>90%), ha contencéo da infecgdo inicial e a doenca se manifesta apds periodo de tempo
variavel resultante de reativacdo. No sitio de infecgdo, a formacdo do granuloma é uma observacéo
da patobiologia da tuberculose, onde ha participagdo principalmente de macréfagos, células
dendriticas e linfécitos T. A producdo de IFN-y e TNF-a participa de forma decisiva na ativagdo dos
macroéfagos, maturacao fagossomal e produgédo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio. (Figura
adaptada de Kaufmann e cols., 2001).

Macréfagos representam uma das primeiras linhas de defesa contra
patdgenos invasores, cuja funcdo envolve internalizacdo destes agentes e
confinamento no ambiente fagossomal com consequente acidificagéo e atividade
hidrolitica, culminando na eliminacdo do patdgeno. Apesar da descricdo simplista,
macrofagos possuem uma série de moléculas envolvidas no reconhecimento,
endocitose e eventos subseqiientes que determinam o desfecho da interacéo
patégeno-hospedeiro (Bhatt & Salgame, 2007).

O processo de fagocitose do M. tuberculosis por macréfagos alveolares é
mediado por diversos receptores de superficie, incluindo o receptor de complemento
3 (CR3), considerado o principal receptor que medeia internalizacdo desta bactéria
(Schelesinger e cols, 1990), bem como CR1, CR4, receptores de manose, CD14 e
receptores “scavenger” (Ernst, 1998). Além destes elementos inerentes ao sistema

imune, outros componentes, como a proteina surfactante pulmonar e a distribuicao
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diferenciada de colesterol nas regides de entrada do M. tuberculosis potencializam o
processo fagocitico (Beharka e cols., 2002; Gaynor e cols., 1995; Gatfield e cols.,
2000).

Além das moléculas descritas acima, os receptores semelhantes a Toll (do
inglés Toll-like Receptors - TLR) estéao relacionados ao reconhecimento de padrdes
moleculares existentes em patégenos e participam de processos de fagocitose e
ativacao celular (Medzhitov & Janeway, 2000; Takeda, Kaisho & Akira, 2003). Estes
receptores exercem importante ligacdo entre a resposta inata e subsequente
ativacdo do sistema imune adaptativo frente aos processos infecciosos. Foram
descritos 13 receptores TLR em mamiferos, recebendo designagdo de TLR1 até
TLR13. Estes receptores apresentam dominio extracelular com fragmentos ricos em
leucina, uma regido transmembranar e um dominio citoplasmético Toll/IL-1 (TIR).
Este dltimo é capaz de realizar interacbes com proteinas adaptadoras, dando inicio
a cascatas de sinalizagbes intracelulares que ativam vias, como a do NF-kB e
producéo de citocinas e quimiocinas (Aderem & Ulevitch, 2000), participando de
forma decisiva no estabelecimento do elo entre a resposta imune inata e adaptativa.

Os receptores Toll-like participam dos eventos primarios de interacdo entre o
M. tuberculosis e a célula hospedeira. Nas infecgcbes micobacterianas, o TLR2
exerce papel de destaque, uma vez que varios componentes deste patdgeno séo
capazes de atividade agonista sobre este receptor. Dentre eles, estéo a lipoproteina
de 19 KDa, cuja secrecao pela micobactéria induz producédo de TNF-a e 6xido nitrico
por macrofagos murinos e humanos, e de IL-12 por mondcitos (Brightbill e cols.,
1999) e outras lipoproteinas, como LprA e LprG (Pecora e cols., 2006; Gehring e
cols., 2004). Além destes, lipomananos e fosfatidilinositol manosideo (PIM) séo
capazes de promover ativacao celular mediante reconhecimento por este mesmo
receptor (Quesnioux e cols., 2004; Gilleron e cols., 1997, 2006; Jones e cols., 2001).
PIM ainda é capaz de interacdo com receptores TLR4, com translocacdo de NF-kB
(Abel e cols., 2002), mostrando a capacidade degenerada de reconhecimento de
uma mesma molécula por diferentes receptores desta familia.

Os TLR participam ainda dos processos de maturagdo fagossomal. Animais
geneticamente deficientes de receptores TLR, especialmente TLR2, ou de moléculas
adaptadoras destes receptores, apresentam atraso na maturacdo fagossomal
(Blander e cols., 2004, 2006). De forma aditiva, camundongos geneticamente
deficientes do fator de diferenciacdo mieléide 88 (MyD88), uma molécula adaptadora

de TLR, sdo extremamente susceptiveis as infec¢des por M. tuberculosis (Scanga e
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cols., 2004; Fremond e cols., 2004). Nestes animais foi observada producéo
reduzida de IFN-y, TNF-a e IL-12, menor expressao de Oxido nitrico sintase induzivel
e aumento na carga bacteriana (Scanga e cols., 2004; Fremond e cols., 2004), O
indice de mortalidade de camundongos geneticamente deficientes de MyD88, IFN-y
ou TNF-a é comparavel, mostrando a participagdo conjunta destes componentes da
resposta imune na infeccdo por M. tuberculosis (Scanga e cols., 2004; Cooper e
cols., 1993; Flynn e cols., 1993).

De forma controversa, foi descrito que, na auséncia de sinalizacéo via TLR2,
a producédo de IL-10 por macréfagos e células dendriticas em resposta a infeccéo
pelo M. tuberculosis é completamente suprimida (Jang e cols., 2004). Cabe ainda
salientar que camundongos geneticamente deficientes de TLR2 s&o acometidos de
maior grau de imunopatologia (Reiling e cols., 2002; Sugawara e cols., 2003) e
apresentam maiores indices de letalidade decorrentes de resposta inflamatoria
exagerada (Drennan e cols., 2004). A sinalizacao via TLR2 pela lipoproteina de 19
KDa é capaz ainda de promover reducdo da capacidade de apresentacdo antigénica
por macréfagos via MHC de classe Il (Noss e cols., 2001) e responsividade destas
células ao IFN-y (Fortune e cols., 2004). Estas observagfes experimentais sugerem
gue esta resposta antagonica aos efeitos pro-inflamatoérios relacionados a infeccao
por M. tuberculosis poderia representar um mecanismo de controle de possiveis
lesbes teciduais promovidas por resposta imunes exacerbadas ou ainda de
mecanismos de manipulacdo da resposta imune do hospedeiro pela micobactéria.

No sitio das infec¢des tuberculosas ocorre a formacdo de um importante
marcador imunopatoldgico na resposta imune do hospedeiro, o granuloma. Estudo
de modelos experimentais mostrou que esta estrutura é formada por macréfagos,
células dendriticas, linfocitos T e B e fibroblastos (Co e cols., 2004). Esta estrutura,
uma vez formada, limita a dispersdo do patdgeno, cria um ambiente de restricao
aerobia e reduz a area inflamatéria, restringindo as possiveis lesfes teciduais,
especialmente pulmonares. As células que compdem o granuloma estabelecem
interacbes através de receptores de superficie e secrecdo de citocinas e
guimiocinas, com decorrentes processos de ativagcdo celular e desencadeamento
dos mecanismos microbicidas necessarios a contencdo da infeccdo pelo agente
etiolégico da tuberculose. Neste ambiente, os macréfagos, ativados por fatores de
crescimento, moléculas estimulatérias dos TLR, assim como TNF-a e IFN-y (Shi e
cols., 1996; Chitu e cols., 2006; Twigg e cols., 2004) elevam a expressdo de

moléculas de MHC de classe Il na superficie e a capacidade de apresentacao
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antigénica. Além disso, ocorre aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (MacMicking e cols., 1997; Nathan e cols., 2002) e componentes
do complexo oxidativo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
(Forman & Torres, 2002), que participam do processo de geracdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio envolvidos na erradicacdo de patdgenos no
compartimento fagossomal. A ativacdo das células presentes no sitio inflamatorio
promove a producdo de citocinas e quimiocinas que regulam a formagédo do
processo granulomatoso, sendo integrantes fundamentais na condugdo do
estabelecimento da resposta imune adaptativa ao M. tuberculosis.

A aquisicdo de imunidade protetora na tuberculose requer a participacao de
células linféides, estando os linfocitos T CD4" diretamente implicados nos
mecanismos de protecdo em camundongos (Orme & Roberts, 1998). O processo de
ativacdo de linfocitos T por antigenos micobacterianos ocorre nos linfonodos
proximais drenantes e esta relacionada a atividade de células dendriticas. Estas
células capturam antigenos e os levam aos linfonodos onde irdo expressar uma
série de moléculas relacionadas ao processo de apresentacdo antigénica, como
MHC de classe | e I, além de moléculas co-estimulatorias, como CD80 e CD86
(Mellman & Steinman, 2001), e ainda citocinas, como IL-12, IL18 e IL-23. Os
complexos formados por peptideos e MHC da superficie de células dendriticas sdo
reconhecidos por células T nao-primadas com TCR especifico, resultando na
formacdo de uma sinapse imunolégica que, com auxilio das moléculas co-
estimulatorias citadas acima, resulta na ativacao e proliferacdo clonal destas células
T responsivas aos antigenos apresentados. Foi demonstrado que o M. tuberculosis
ganha acesso as células dendriticas apos ligagdo especifica ao receptor DC-SIGN
(do inglés — dendritic cell specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-
integrin), sendo a lipoarabinomanano o principal ligante deste receptor, ao passo
que CR3 e o receptor de manose, que Sao 0S principais receptores para M.
tuberculosis em macréfagos, aparentemente exercem papel secundéario ou nulo na
interacdo entre micobactérias e células dendriticas (Tailleux e cols., 2003).

Guiadas por gradientes de agentes quimioatrativos, as células T migram ao
local da infeccdo, reconhecem peptideos na superficie de macréfagos infectados e
promovem ativagdo destes, aumentando a capacidade dos macrofagos em exercer
suas atividades microbicidas. Os linfocitos T CD4" especificos para determinantes
antigénicos de M. tuberculosis produzem primariamente citocinas Thl, incluindo IFN-

Y, IL-2 e TNF-a, que séo criticas no processo de eliminagdo do patdgeno (Zhang e
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cols., 1994; Giacomini e cols., 2001; Hickman e cols., 2002; Verreck e cols., 2004).
Os linfécitos T CD8" sdo também aptos a secrecdo destas citocinas, mas sua
principal agdo no controle da tuberculose esté relacionada a sua funcao citototoxica,
promovendo a morte celular dos macrofagos infectados por micobactérias pela acao
de perforina e granzimas, que geram zonas de continuidade através da membrana
citoplasmatica, e granulosina, que entra nos macrofagos e induz efeitos toxicos
sobre as micobactérias endocitadas (Kaufmann e cols., 1995; Munk & Emoto, 1995;
Rivas-Santiago e cols., 2005).

A participacdo de citocinas na resposta imune € decisiva na construcédo de
imunidade protetora na tuberculose. Em modelos murinos desta doenca, foi
demonstrada a participacao de IL-12 na conduc¢ao de respostas Thl e o IFN-y, como
citocina efetora dos mecanismos microbicidas. Camundongos deficientes do
componente p40 de IL-12 ou de IFN-y apresentam maior suceptibilidade ao
adoecimento. De forma aditiva, a suplementacao de IL-12 em camundongos Balb/c,
relativamente susceptiveis a esta patologia, promoveu reducdo na carga bacteriana
e diminuicdo da progresséo da doenca pulmonar (Flynn e cols., 1995), embora o
mesmo efeito ndo tenha sido observado em camundongos geneticamente
deficientes de IFN-y (Castro e cols., 1995).

Outro componente-chave na resposta as infec¢gdes micobacterianas € o TNF-
a, produzido por células dendriticas, linfocitos T CD4" e macréfagos. Em
macroéfagos, junto com IFN-y, induz producdo de intermediarios reativos de
nitrogénio e morte micobacteriana (Flynn & Chan, 2001; Chan e cols., 1992). Esta
citocina esta relacionada com a inducdo de apoptose em macréfagos alveolares
infectados por M. tuberculosis, sendo importante para eliminagdo do microambiente
de sobrevivéncia micobacteriana, além da possivel relagdo desta funcdo com a
apresentacdo cruzada de antigenos micobacterianos a linfocitos T CD8" (Keane e
cols., 1997; Winau e cols., 2006). Balcewicz-Sablinska e cols. (1998) demonstraram
a capacidade da forma virulenta de M. tuberculosis (H37Rv) de liberar TNFR2
soluvel e assim reduzir a atividade pré-inflamatéria desempenhada por TNF-aq,
evento ndo observado para a forma avirulenta H37Ra. Esta citocina participa ainda
da construgdo arquitetada dos granulomas observados nos sitios inflamatdrios
tuberculosos, uma vez que em camundongos infectados por BCG ou M.
tuberculosis, a neutralizacdo por anticorpos anti-TNF-a gerou aumento de
suceptibilidade e formagdo de granulomas desordenados (Kindler e cols., 1989),

efeito observado também em animais geneticamente deficientes do receptor de
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TNF-a (Flynn e cols., 1995). Nestes ultimos, foi constatada menor expresdo de
quimiocinas nos granulomas pulmonares e menor recrutamento de células T para o
sitio de infeccao, resultando em falha na indugéo de protecéo (Roach e cols., 2002;
Algood e cols., 2003, 2005). Esta capacidade de regulacdo de producdo de
guimiocinas pelo TNF-a foi observada para CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 e
CXCL13 em macréfagos (Algood e cols., 2003; Peters & Ernst, 2003; Tessier e cols.,
1997). Estas participam ativamente de processos de recrutamento, maturagao
celular, producao de citocinas, organizacdo da arquitetura do granuloma tuberculoso
(Peters e cols., 2001, Seiler e cols., 2003). Além de sua participagdo nas fases
iniciais da infecgcao por M. tuberculosis, a utilizacao de anticorpos neutralizantes anti-
TNF-a promoveu aumento na carga bacteriana pulmonar e na expresséao de IL-10 e
reducdo na expressdo da enzima Oxido nitrico sintase nas fases latente e crbnica
(Tufariello e cols., 2003; Mohan e cols., 2001). Estes dados corroboram a
constatacdo de que o tratamento de individuos com artrite reumatdide com
anticorpos anti-TNF-a teve como resultado reativacdo de tuberculose latente nos
pacientes infectados (Gardam e cols., 2003; Peters & Ernst, 2003), reforcando o
papel desta citocina no controle da tuberculose.

Outra citocina que participa ativamente do controle da multiplicacao
micobacteriana em macréfagos € o IFN-y. Esta citocina, juntamente com TNF-q,
induz aumento da expressdo de oOxido nitrico sintase e producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio que resultam na morte micobacteriana (Flynn &
Chan, 2003). Em pacientes com muta¢des no receptor de IFN-y, foi observada maior
susceptibilidade a esta infeccdo (Rosenzweig &Holland, 2005). O IFN-y teria ainda
outro papel importante sobre a capacidade de apresentacdo antigénica. O processo
de acidificagdo fagossomal representa um componente essencial na eliminacao de
patdgenos fagocitados e na apresentacdo antigénica. Todavia, 0 processo
proteolitico extremo poderia ser prejudicial a geracéo de epitopos para apresentacao
via MHC de classe Il (Delamarre e cols., 2005, 2006). A ativacdo de macréfagos por
IFN-y seria importante na apresentacao antigénica por regular positivamente a
expressdo de moléculas de MHC de classe I, além de exercer papel de ajuste fino
no processo de protedlise e geragdo de epitopos.

Nas infec¢bes por M. tuberculosis € necessario um ajuste fino na resposta
imune na infeccdo que evite tanto a multiplicacdo e a disseminagédo bacterianas,
como uma resposta exacerbada que possa ocasionar destruicdo tecidual e

comprometimento de fung¢é@o organica. Em resposta a esta infec¢cdo, macréfagos e
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células dendriticas produzem IL-10 e IL-12 (Hickman e cols., 2002; Jang e cols.,
2004). Esta producédo de citocinas com acfes antagbnicas € também observada no
sitio da infeccdo por M. tuberculosis, onde sdo encontrados linfocitos T expressando
IFN-y e IL-10 (Gerosa e cols.,, 1999). A IL-10 estd relacionada a efeitos
imunossupressores da resposta imune na tuberculose e sua producado por células T
reguladoras esta relacionada ao aumento de susceptibilidade a esta infeccdo
(Sullivan e cols., 2005). Esta citocina modula negativamente a producao de IL-12 por
mondcitos infectados in vitro (Fulton e cols., 1998), reduz a expressao de moléculas
coestimulatérias em macrofagos e minimiza a capacidade de resposta de células T
CD4" e CD8" (De La Barrera e cols., 2004), além de reduzir a proliferacdo de células
T produtoras de IFN-y, funcdo compartilhada com o TGF-f (Rojas e cols., 1999). Em
animais transgénicos que superexpressam IL-10, foi observada reativagcdo da
doenca cronica, com reducdo na capacidade micobactericida em macrofagos
(Turner e cols., 2002; Feng e cols., 2002).

As descri¢cdes da producédo de citocinas que possuem acdes antagonicas na
resposta imune frente as infecgcbes micobacterianas no mesmo microambiente
inflamatoério sugere que o balanco entre citocinas pro- e antiinflamatorias determina
o equilibrio cujos extremos sdo a proliferacdo micobacteriana descontrolada e
instalagcdo da doenca ou resposta imune exacerbada com danos teciduais

importantes.

1.1.4) Mecanismos de Evaséo da Resposta Imune e Sobrevivé  ncia

A resposta imune inata representa um mecanismo inicial de reconhecimento
de patdgenos e envolve participacdo de varios subtipos celulares, exercendo papel
importante no acesso para a resposta imune adaptativa frente a condi¢Oes
potencialmente deletérias. Apesar de todos o0s elegantes mecanismos desenvolvidos
pelo sistema imune para bloguear invasdo por patégenos, estes também lograram
éxito em projetar diferentes vias de escape ao maquinario letal do sistema imune e
assim, sobreviver e proliferar no hospedeiro.

Patdgenos intracelulares desenvolveram mecanismos de adaptacdo biolégica
no sentido de manipular eventos celulares regidos pelo sistema imune e assim
viabilizar sua sobrevivéncia e proliferagdo no ambiente celular. Entre os mecanismos
gerais descritos, estdo o escape do fagossomo para 0 ambiente citoplasmatico

(Finlay & Falkow, 1997), o bloqueio da maturacdo do fagossomo (Joiner e cols.,
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1990; Hackstadt e cols., 1995), a capacidade de resistir em compartimentos
moderadamente acidificados (Barnewall e cols., 1997) ou no fagolisossomo (Baca e
cols., 1994; Mosser & Rosental, 1993).

O M. tuberculosis, além do M. bovis e M. avium, sdo patdgenos intracelulares
facultativos, aerdbios estritos cujo ambiente de sobrevivéncia e multiplicacdo é o
interior de fagdcitos mononuclares, particularmente macréfagos do hospedeiro. Uma
das caracteristicas principais da infeccdo micobacteriana que € essencial para o
desfecho da interacdo patdgeno-hospedeiro é sua habilidade de sobreviver e
multiplicar no interior destas células, dada em parte pela habilidade de micobactérias
patogénicas em burlar o mecanismo de maturagao fagossomal. Os mecanismos que
viabilizam esta sobrevivéncia sdo extremamente complexos e diversos grupos de
pesquisa concentram seus esforcos em determinar quais fatores e moléculas estédo
envolvidos na sobrevivéncia no ambiente intracelular por estes patégenos (Russell,
2001; Russell e cols., 1996; Colston, 1996).

O fagossomo micobacteriano tem sua maturacdo bloqueada, apresentando
caracteristicas de fagossomos recém formados poés-internalizacao (Deretic e cols.,
2006; Vergne e cols., 2004; Russell e cols., 2003). E caracterizado pelo pH
sustentadamente elevado, em torno de 6,4 pela exclusdo de ATPases vacuolares
(Pethe e cols., 2004; Sturgill-Koszychi e cols., 1994), manutencdo de moléculas
caracteristicas do estagio inicial de maturagdo, como Rab5, transferrina e receptor
de transferrina e auséncia de marcadores de endossomos tardios e lisossomos,
como Rab7 e LAMPL1 (Sturgill-Koszycki e cols., 1994; Chua e cols., 2004, Via e cols.,
1997; Clemens e cols., 2000).

Apesar dos mecanismos de progressdo e maturacdo serem inibidos, 0s
fagossomos micobacterianos sdo dinamicamente ativos, sendo acessiveis aos
endossomos da via endocitica (Russell e cols., 1996) e ao trafego de receptores de
transferrina. Este dltimo representa um evento favoravel a micobactéria, uma vez
gue o ferro, apesar de sua limitada disponibilidade intracelular, € um componente
essencial para o crescimento deste patdgeno, sendo obtido a partir do ferro ligado a
transferrina (Clemens & Horwitz, 1996; Sturgill-Koszycki e cols., 1996; Schaible &
Kaufmann, 2004; Wagner e cols., 2005).

Diversos componentes micobacterianos foram descritos como responsaveis
pelo processo de bloqueio da maturacdo fagossomal, dentre eles o
lipoarabinomanano (Fratti e cols., 2003; Hmama e cols., 2004; Vergne e cols., 2003),

o dimicolato de trealose (Indrigo e cols., 2003), sulfolipideos (Goren e cols., 1976), a
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fosfatase acida secretada M (Vergne e cols., 2005) e uma serino-treonina quinase,
PknG (Cowley e cols., 2004).

A participacao de lipideos no processo de bloqueio de maturagédo fagossomal
torna-se clara pela observacdo que micobactérias delipidadas perdem essa
capacidade, sustentando o envolvimento destas moléculas no processo (Indrigo e
cols., 2003), possivelmente pela similaridade fisico-quimica destas moléculas com o
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) e por competir com lipideos da membrana
fagossomal pela ligacdo do antigeno de endossomo precoce-1 (EEA1) (Fratti e cols.,
2003; Vergne e cols., 2003, 2004).

O lipoglicano (lipoarabinomanano) manosilado (ManLAM) da parede celular
M. tuberculosis € um importante componente de viruléncia deste patdgeno,
destacando-se como molécula mediadora da capacidade de inibicdo da formacao de
fagossomos maduros. O ManLAM est4 relacionado, em macréfagos murinos e
células de linhagem monocitica humana (Chua e cols., 2004; Hmama e cols., 2004),
ao bloqueio do aumento de Ca?' intracelular, impedindo as interaces entre
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), hVPS34 (fosfatidilinositol 3-quinase da classe 1),
e calmodulina. Esta etapa € necessaria na sintese de PI3P que esta envolvido no
recrutamento e manutencdo de EEA-1 para o fagossomo. Este ultimo é necessario
para o envio de componente lisossomais da rede trans-Golgi para o fagossomo,
além de participar do processo de fusao vesicular (Fratti e cols., 2003). Desta forma,
um mecanismo que impede o recrutamento e manutencédo de PI3P na membrana do
fagossomo pode ser decisivo no processo de maturacdo (Vergne e cols., 2005;
Kelley & Schorey, 2004; Purdy e cols., 2005). Foi demonstrado ainda que a
interacdo de glicolipideos manosilados da superficie micobacteriana, como LAM e
PIM, com receptores de manose direciona o patégeno para endossomos primarios
gue sao ineficazes em avancar no processo de maturacéo (Kang e cols., 2005).

O dimicolato de trealose, componente de viruléncia micobacteriana, apresenta
capacidade de modular eventos de fusdo de vesiculas, uma vez que fagossomos
que contém particulas de latex revestidas com esta molécula ndo executaram 0s
procesos de fusdo e acidificagcdo (Axelrod e cols., 2008; Indrigo e cols., 2003),
efeitos que podem ser revertidos pela ativacdo de macréfagos por IFN-y ou LPS,
envolvendo a enzima 6xido nitrico sintase e intermediarios reativos de nitrogénio
(Axelrod e cols., 2008).

Além destas moléculas, outros mecanismos, como o tamponamento do pH

fagossomal por amoénia derivada da micobactéria (Gordon e cols., 1980) e a
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clivagem de PI3P da membrana fagossomal pela acdo de fosfatase lipidica
micobacteriana SapM (Vergne e cols., 2005) tomam parte da inibicdo da converséo
do vacuolo parasitéforo em um ambiente acido e hidrolitico. Outro mecanismo
envolve a capacidade da micobactéria de inibir a atividade da esfingosina-quinase e
subseqiientemente da sinalizacdo mediada por Ca®*, bloqueando a via da
calmodulina, hVPS34 e EEA-1, todos relacionados ao processo de maturagéo
fagossomal (Kusner e cols., 2005; Thompson e cols., 2005; Malik e cols., 2003). A
figura 03 aborda ilustrativamente o decréscimo inconsistente do pH do vacuolo
parasitdforo contento M. tuberculosis e alguns mecanismos propostos de
manipulacdo da resposta imune por este agente.

i LAM inibe di d
O bloqueio da maturagio do fagossoma [ 2B b el )
contendo micobactéria bloqueia o recrutamento
1A —= deEEA1
70 J X EEA1
Py Mycobacterium A LAM ATP
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Endossomo de Luamem  Citoplasma
s$ Esfera de latex E"?:iiis;m" @ @ iclagem \ /
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Fig. 03 Vias diferenciais intracelulares apés a fag  ocitose . Na internalizacao de esferas de
latex revestidas com IgG, os fagossomos que as contém experimentam rapida acidificacao (1A) e as
particulas sdo direcionadas aos lisossomos (1B). Por outro lado, fagossomos que contém M.
tuberculosis apresentam decréscimo discreto no pH (1A) e nao sofrem fusdo com os lisossomos (1B).
(Figura adaptada de Russell, 2007).

Os fagossomos micobacterianos mantém caracteristicas de endossomos primarios e mantém
acesso as vias de reciclagem da via endocitica, maneira pela qual as micobactérias conseguem
adquirir ferro intracelular, apesar de sua restrita disponibilidade. O esquema mostra o fagossomo
micobacteriano com seu pH mantido em 6,4, acesso as vias de reciclagem endociticas, manutencao
da GTPase Rab5 e fosfatidilinositol 3-quinase — Vps34 (adquisicao reduzida de moléculas de PIP3 e,
assim, inabilidade de acumular EEA1 (2A). O quadro lateral ilustra alguns dados relacionados a
capacidade de modulagédo do fagossomo pela micobactéria (2B-2E). LAM micobacteriana bloqueia o
recrutamento de EEA1 pela inibicdo da formacdo de PIP3 pela Vps34 (2B). Em (2C), a fosfatase
micobacteriana SapM desfosforila PIP3, novamente bloqueando o recrutamento de EEAL. O bloqueio
da maturacdo do fagossomo tem participacdo da serina-treonina quinase, PknG, através de
mecanismo ainda nao elucidado (2D). Em (2E), dados indicam necessidade de contato intimo entre a
parede celular micobacteriana e a membrana do fagossomo para a manutencdo do fagossomo
estacionario na rota de maturacao (Figura adaptada de Rohde e cols., 2007).
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Apesar das estratégias de subjugar os mecanismos exercidos por macrofagos
para eliminagdo de patdgenos, foi descrito que a ativacdo prévia destas células por
IFN-y capacita-as a contornar os mecanismos de escape micobacterianos e conduzir
0s patdégenos a compartimentos de ambiente acido e hidrolitico (Schaible e cols.,
1998; Via e cols.,, 1998). Mecanismos de erradicagdo micobacterianos
documentados (St John e cols., 2001; Darwin e cols., 2003) remetem ao
envolvimento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que inferem alteracoes a
componentes micobacterianos, reduzindo sua capacidade de infectividade e
proliferacdo. Outros processos descritos mais recentemente envolvem mecanismos
de autofagia de macréfagos infectados (Gutierrez e cols., 2004) e ainda acdo de
peptideos derivados de ubiquitina (Alonso e cols., 2007; Kieffer e cols., 2003).

A complexidade de interagBes estabelecidas entre micobactérias e o0s
macréfagos que as contém descritas acima tornam evidente a necessidade de
expansdo das abordagens de estudo desta interagcdo no sentido de ampliar a

compreensao do processo.

1.2) Apoptose Neutrofilica

1.2.1) Processo Apoptoético: Inicio e “Fim” da Participaca o de Neutrdéfilos na
Resposta Aguda nas Infec¢cdes Micobacterianas

Nas fases iniciais da infecgcdo pulmonar tuberculosa, os neutréfilos migram
pela acdo de fatores quimiotaticos através dos capilares para o intersticio e
finalmente para os espacos alveolares. Apesar da predominante migracao de células
mononucleares para o sitio de infecgéo, a resposta precoce da tuberculose envolve
influxo de neutréfilos, que detém papel significativo na fase aguda desta doenca
(Appelberg, 1992; Condos er al., 1998).

Nas infecgbes por M. tuberculosis, os neutrofilos liberam citocinas e
guimiocinas que participam do processo de recrutamento de outros subtipos
celulares para o sitio de infeccdo (Cassatela, 1995; Riedel & Kaufmann, 1997,
Kasahara e cols., 1998; Scapini e cols., 2000). Eles exercem atividade regulatéria no
granuloma via quimiocinas (Seiler e cols., 2003), e participam de forma importante
no controle da infeccdo por micobactérias de crescimento lento, como o M.

tuberculosis (Seiler e cols., 2000).

14



O papel protetor dos neutréfilos nas infecgdes micobacterianas torna-se claro
mediante observacdes clinicas nas quais pacientes neutropénicos sdo mais sujeitos
ao crescimento de M. avium e que a deplecdo destas células pelo uso de anticorpos
promove aumento da carga bacteriana pulmonar nas infec¢des por M. tuberculosis
(Appelberg e cols, 1995; Pedrosa e cols., 2000).

Foi demonstrado que estas células exercem fungdes bactericidas, incluindo
fagocitose, geracdo de espécies reativas de oxigénio, exocitose de granulos
especificos, gerando morte micobacteriana (Jones e cols., 1990; May & Spagnuolo,
1987; Brown e cols., 1987). Estes mesmos mediadores séo capazes de induzir leséo
tecidual (Babior, 1978; Cox e cols., 1995), motivo pelo qual a cinética da resposta
inflamatoria deve incluir em seu plano a remocao tempo-espacial destas células do
sitio inflamatério, evitando assim processos crénicos de agressao tecidual. Este
processo é feito por apoptose destes neutréfilos, sendo removidos por células do
sistema fagocitico, particularmente macrofagos.

Ao longo do estabelecimento dos quadros inflamatorios e infecciosos,
neutrofilos entram em apoptose, expdem fosfatidilserina em sua superficie e regulam
negativamente a expresséao de CD16 (receptor de IgG de baixa afinidade) (Homburg
e cols., 1995), com a constatacdo de sinais caracteristicos de necrose secundaria
em tempos mais prolongados. Alguns mediadores inflamatérios sdo capazes de
modular negativamente a cinética do evento apoptotico in vitro, incluindo LPS, IL-1,
IFN-y, GM-CSF e IL-8, a0 passo que outros, como TNF-a e espécies reativas de
oxigénio aceleram o processo (Takeda e cols., 1993; Watson e cols., 1996).

Foi observado aumento da apoptose espontanea in vitro em neutréfilos
provenientes de pacientes portadores de tuberculose, um processo relacionado ao
estado de ativacdo destas células. A infec¢do por M. tuberculosis € capaz ainda de
acelerar o processo ndo somente em neutrofilos provenientes de pacientes, mas
também de individuos saudaveis (Aleman e cols., 2001, 2002). Foi demonstrado que
neutrofilos isolados de pacientes portadores de tuberculose pulmonar apresentam
maior expressao de Fas e menor percentual de células Bcl-2 (fenétipos congruentes
a entrada na via apoptética), quando comparados a neutréfilos de individuos
saudaveis (Aleman e cols., 2002).

Na infec¢do in vitro por M. tuberculosis, 0 processo de apoptose de neutrofilos
€ dependente da geracao intracelular de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de
caspase-3 (Perskvist e cols., 2002). Caspases sdao uma familia de aspartases

cisteinadas que medeiam a execucao da via apoptotica, sendo as caspases 3 e 8 as
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principais relacionadas ao processo em neutrofilos (Fadeel e cols., 1998; Nicholson,
1999; Yamashita e cols., 1999; Suziki e cols., 2001). Neutréfilos apresentam ainda
uma série de proteinas da familia Bcl-2, que participam do controle do processo
apoptotico pelo balanco de seus componentes pro e anti-apoptéticos tendo acdo
sobre a atividade das caspases (Akgul e cols., 2001; Kroemer, 1997). Neste subtipo
celular, foi demonstrado que o balanco entre a expressdao dos membros desta
familia determina a deflagracéo ou supressédo do processo apoptético (Weinmann e
cols., 1999; Dibbert e cols., 1999; Moulding e cols., 1998). A infeccao por M.
tuberculosis é capaz de promover aumento na relacdo entre a expressao da proteina
Bax e Bcl-x,. (Perskvist e cols., 2002), proteinas com atividade pré-apoptética e anti-
apoptética, respectivamente (Kroemer, 1997; Weinmmann e cols., 1999; Dibbert,
1999), indicando ser este um possivel mecanismo envolvido na apoptose de
neutrofilos induzida por M. tuberculosis.

O M. tuberculosis é capaz ainda de ativar elementos da familia das MAP
quinases, entre eles p38 em neutrofilos provenientes de pacientes com tuberculose
e individuos saudaveis. Neutréfilos circulantes de pacientes com tuberculose
exibiram maior expressdo de p38 fosforilada do que individuos saudaveis (Nick e
cols., 2000; Perskvist e cols., 2000, 2002; Aleméan e cols., 2004).

A andlise da participacdo de receptores de superficie na apoptose revelou a
participagdo do receptor TLR2, uma vez que seu bloqueio por anticorpos
neutralizantes promoveu decréscimo nos niveis de apoptose (Aleman e cols., 2004).

O grande numero de componentes envolvidos no processo de apotose
neutrofilica demonstra a complexa rede de interacdes celulares envolvidas no

desencadeamento deste evento.

1.2.2) Influéncia Dicotdmica da Apoptose na Resposta Infl ~ amatoria

Um grande numero de patdégenos, incluindo as micobactérias, vem sendo
descrito como indutores de processo apoptético em células do hospedeiro,
representando um possivel mecanismo de eliminacdo de células do sistema imune
no sentido de lograr éxito na evasao aos mecanismos de defesa do hospedeiro
(Fratazzi e cols., 1999; Gao & Kwaik, 2000; Weinrauch & Zychlinsky, 1999). Todavia,
outra corrente inclui este processo como uma estratégia desenvolvida pelo
hospedeiro como forma de evitar a instalacdo do processo infeccioso pela

eliminacdo do microambiente de sobrevivéncia do patdgeno (Gao & Kwaik, 2000;
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Weinrauch & Zychlinsky, 1999; Keane e cols., 2000). O evento apoptotico induzido
pelas infecgcbes micobacterianas € permissivo as duas correntes descritas acima.
Enquanto grupos de pesquisadores endossam a participagdo benéfica da apoptose
de neutrofilos no sentido da eliminagdo da carga bacteriana presente nos tecidos,
outros suportam a idéia que este processo resultaria da manipulacéo exercida pelo
patdgeno no sentido de promover desativacdo do sistema imune, propiciando a
proliferacao do agente agressor.

Uma das linhas que reforca o papel de apoptose de neutréfilos como
mecanismo fortalecedor da resposta imune remete ao fornecimento de componentes
de neutrofilos como municdo aos macrofagos que os fagocitam. O processo de
remocdo de neutrofilos apoptoticos em sitios inflamatoérios pela fagocitose mediada
por macréfagos, além de exercer papel chave na limitacdo do processo inflamatério
(Newman e cols., 1982; Voll e cols., 1997), pode estar relacionado a aquisicdo de
componentes antimicrobianos estocados em granulos de neutrofilos, aumentando a
capacidade microbicida dos macrofagos (Heifets e cols., 1980; Silva e cols., 1989).

Nas infecgbes por micobactérias, os patdogenos tém como ambiente de
sobrevivéncia o interior de macrofagos. Apesar da agdo de granulosina proveniente
de granulos citotoxicos de células T CD8" e a inducédo de catelicidina mediada por
TLR2 em via dependente de vitamina D nos macrofagos (Stenger e cols., 1998;
Ochoa e cols., 2001; Liu e cols., 2006), os macrofagos ndo possuem quantidades
significativas de mediadores antimicrobianos em granulos pré-formados.

Os neutrdfilos apresentam granulos que contém moléculas com atividade
microbicida em concentragdes tao elevadas quanto mg/mL (Ganz, 2003). Dos quatro
subtipos de gréanulos neutrofilicos, dois abrigam substancias com atividades anti-
microbianas. Granulos primérios azurofilicos detém a-defensinas, mieloperoxidase e
serprocidinas, enquanto os secundarios contém lactoferrina, catelicidina e lipocalina
associada a gelatinase, além da presenca de lisozima nos granulos terciarios.

Durante a fase final do tempo de vida celular, os neutrofilos tém o nimero de
moléculas de adesdo reduzido e se tornam menos responsivos aos estimulos
degranulatérios (Whyte e cols., 1993; Kobayashi e cols., 2003; Clemens & Horwitz,
1995), sendo observado que estas células mantém seus granulos integros apos
processo apoptético. Nas infeccbes por micobactérias, estes granulos foram
identificados nos endossomos primarios de macréfagos que fagocitaram neutrofilos
apoptéticos, inclusive nos fagossomos contendo micobactérias (Tan e cols., 2006).

Dados experimentais relatam que a adi¢cdo de neutréfilos apoptoticos em culturas de
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macrofagos alveolares infectados por M. tuberculosis reduz a viabilidade das
micobactérias intracelulares de forma dependente da dose, efeito ndo observado
para o controle experimental feito com células B apoptéticas que nado detém
granulos com componentes antimicrobianos (Tan e cols., 2006), fortalecendo a
teoria do aumento da capacidade microbicida do macréfago pela aquisicdo de
componentes citotéxicos dos granulos de neutréfilos através da fagocitose dos
restos apoptoticos destas células.

E interessante observar que a capacidade de induzir apoptose em
macrofagos alveolares humanos € inversamente proporcional a viruléncia das
diferentes cepas de M. tuberculosis (Keane e cols., 2000), concordando com a
demonstracdo que a apoptose de macréfagos limita o crescimento intracelular de
micobactérias (Fratazzi e cols., 1999).

O processo de fagocitose de neutréfilos apoptoticos por macréfagos pode
promover sinalizagdes estimulatorias distintas que variam de acordo com o estimulo
apoptotico. Quando este processo € induzido pela infeccdo por M. tuberculosis, ha
aumento na producdo de TNF-a por macrofagos, efeito oposto ao observado para
fagocitose de neutrdfilos cuja apoptose foi induzida por radiacdo UV, onde além da
reducdo da producdo de TNF-a, hd aumento da producédo de TGF-B1 (Perskvist e
cols., 2002).

A influéncia da via de sinalizacdo ativada pela fagocitose de neutroéfilos
apoptoticos sobre o balango entre a resposta imune e o crescimento micobacteriano
€ endossado pela observacdo que o processo de fagocitose de neutrofilos
apoptoticos por macréfagos induz a producdo de TGF-B e PGE; (Fadok e cols.,
1998), estando estes mediadores envolvidos na desativacdo de macrofagos
propiciando, pois, a replicacdo de patdgenos intracelulares (Freire-de-Lima e cols.,
2000; Ribeiro-Gomes e cols., 2005).

1.3) Corpusculos Lipidicos

1.3.1) Aspectos Iniciais

Durante muito tempo, o0s acidos graxos tiveram seus papéis bastante
limitados as condigfes especificas de fornecimento energético e como constituintes
de membranas celulares. Todavia, estudos mais recentes descreveram a

importancia da compartimentalizacdo de constituintes lipidicos em sitios especificos
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e determinados no citoplasma de células envolvidas em processos inflamatorios,
infecciosos e neoplasicos. Acidos graxos exercem fungdes como moléculas
sinalizadoras, como precursores da sintese de eicosandides, agem como ligantes
para receptores nucleares que regulam respostas imunolégicas, além de
influenciarem a estabilidade de microdominios de membrana envolvidos em
mecanismos de sinalizacgéo intracelular (Yaqoob & Calder, 2007).

Em leucécitos e outras células envolvidas na resposta inflamatoria, esses
componentes lipidicos estdo organizados de forma discreta em pequenas inclusdes
citoplasmaticas denominadas corpusculos lipidicos. Apesar de terem sido por muito
tempo resignados a condicdo de organelas de armazenamento e transporte lipidico,
de pouca importancia do ponto de vista imunoldgico, os corpusculos lipidicos séo
estruturas extremamente dinamicas e funcionalmente ativas que contribuem de
forma decisiva ao estabelecimento de quadros inflamatorios (Bozza e cols., 2007). A
figura a seguir mostra as técnicas comumente empregadas para evidenciacdo dos

corpusculos lipidicos, bem como ilustra a impossibilidade do emprego de métodos

gue empregam solventes lipidicos para observacao destas estruturas.

Fig. 04 Visualizagdo de Corpusculos Lipidicos sob M icroscopia Otica (A-C) e
Fluorescéncia (D-G). Em (A), coloracao por May-Grunwald-Giemsa, Oil Red O (B) e Tetroxido de
Osmio (C). As marcagbes fluorescentes que evidenciam os corplsculos lipidicos s&o
BODIPY™493/503 (D), Nile Red (E), P96 (F). Em (G) imagem sobreposta de imunolocalizac&o de
ADRP (proteina amplamente distribuida nos corplsculos lipidicos) e P96. As coloragdes que
empregam solventes a base de alcool promovem dissolucdo dos corpusculos lipidicos, deixando
espacos citoplasmaticos (A). Macrofagos ativados in vivo pela infeccao intrapleural por M. bovis BCG
(5 x 10%cavidade - 24h) (A) (Bozza e cols., 2007). Macréfagos ativados in vivo apds injecdo
intrapleural de LPS (500ng/cavidade - 6h) (B-G) (D Avila e cols., 2008).
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Avancos considerdveis mostram que corpusculos lipidicos de leucocitos sdo
dominios intracelulares induziveis e especializados e tomam parte em processos de
regulacao e trdfego do metabolismo lipidico, na sintese de mediadores inflamatorios,
na resposta frente a infeccdes patogénicas e na inflamagédo de natureza alérgica,
conforme revisto recentemente (Bozza e cols., 2007).

Durante processos de estimulacdo de natureza inflamatoria, estes
corpusculos lipidicos aumentam em numero e tamanho e se tornam sitios de
importancia significativa na condugéo do processo inflamatorio em diversos subtipos
celulares ja estudados, incluindo macréfagos, mastécitos, eosinéfilos e neutrofilos
(Dvorak e cols., 1983; Weller e cols., 1994, 1999; Bozza e cols., 2005).

1.3.2) Composigao e Formagao

Corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas ricas em contetdo
lipidico, sendo encontradas em diferentes organismos, incluindo bactérias, fungos,
plantas e células animais (Murphy e cols., 2001; Waltermann e cols., 2005). A
composicao destas estruturas engloba um cerne rico em di e triacilgliceréis, ésteres
de retinol, além de colesterol livre e esterificado (Zweytick e cols., 2000; Murphy e
cols., 2001), envolvidos por uma monocamada de fosfolipideos de constituicdo
particular de acidos graxos (Tauchi-Sato e cols., 2002). O envoltério dos corpusculos
lipidicos é particularmente abundante em fosfatidilcolina com duas cadeias acil
mono-insaturadas e presenca de acidos graxos ndo-saturados na liso-fosfatidilcolina
(Tauchi-Sato e cols., 2002), diferindo dos padrdes fosfolipidicos observados para as
membranas do reticulo endoplasmatico rugoso e microdominios ricos em colesterol
e esfingolipideos.

E interessante observar que diferentes subtipos celulares apresentam
composicdes lipidicas distintas. Enquanto macréfagos e neutrofilos envolvidos em
reacdes inflamatérias mostram constituicdo rica em triglicerideos (Triggiani e cols.,
1995; Johnson e cols.,, 1999), eosindfilos contém maiores proporcdes de
fosfolipideos (Weller e cols., 1991). A comparacgdo entre estas células mostra ainda
gue o acido araquidbnico, molécula importante na sintese de diversos mediadores
inflamatoérios, também apresenta distribuicdo diferenciada, sendo encontrado
incorporado predominantemente da fragcéo fosfolipidica nos eosindfilos e em lipideos
neutros em mondcitos e macréfagos (Weller e cols., 1991; Triggiani e cols., 1995; Yu
e cols., 1998).
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A compartimentalizacdo de lipideos nestas estruturas parece ser essencial
para o direcionamento destas moléculas para regides especificas no interior da
célula onde sejam necessarias em rotas de metabolizacdo ou em vias de
sinalizac&o. A coordenacao da biogénese e metabolizacdo dos corpusculos lipidicos
€ controlada, em parte, por uma familia de proteinas que responde pela composicao
majoritaria do conteudo proteico dos corpusculos lipidicos. Esta familia, denominada
PAT, engloba a perilipina, a adipofilina (descrita também como proteina relacionada
a diferenciacdo de adipécitos - do inglés adipocyte differentiation-related protein -
ADRP) e a proteina de interacdo de porcao terminal de 47 kilodaltons - do inglés tail
interacting protein of 47 kilodaltons — TIP47). S&o caracterizadas por compartilharem
sequéncias similares e participam ndao s6 como componentes estruturais do
envoltério dos corpusculos lipidicos, mas estdo relacionadas aos processos de
biogénese e organizacdo estrutural dos corpusculos lipidicos (Londos e cols., 2005;
Heid e cols., 1998; Brasaemle e cols., 1997, 2007).

O conteudo protéico desta organela, ndo se restringe aos componentes da
familia PAT, tendo sido observadas uma série de enzimas envolvidas em processos
de metabolismo lipidico (Yu e cols., 1998; Fujimoto e cols., 2004; Brasaemle e cols.,
2004), enzimas relacionadas com a formacao de eicosandides (Dvorak e cols., 1993;
Bozza e cols., 1997; Pacheco e cols., 2002), além de proteinas envolvidas em
cascatas de sinalizacao, trdfego de vesiculas, comunicacédo célula-célula, incluindo
caveolina e estomatina, proteinas da familia Rab, PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase),
MAP quinases e PKC (proteina quinase C) (Yu e cols., 1998, 2000; Liu e cols., 2004;
Wan e cols., 2007; Martin e cols., 2005; Ozeki e cols., 2005; Fujimoto e cols., 2001,
Pol e cols., 2001, 2004; Chen e cols., 2002; Umlauf e cols., 2004; Ostermeyer e
cols., 2001). Enzimas como esqualeno epoxidase, hidroxi-esterdide desidrogenase e
lanosterol sintase, envolvidas no metabolismo de colesterol, e acetil coenzima A
carboxilase, NADH bs citocromo redutase, envolvidas na sintese de acidos graxos, ja
foram descritas em corpusculos lipidicos em diferentes subtipos celulares
(Brasaemle e cols., 2004; Fujimoto e cols., 2001; Wan e cols., 2007; Liu e cols.,
2004.

As alteragcbes morfolégicas observadas por microscopia eletrbnica entre
corpusculos lipidicos gerados por diferentes estimulos e em varios subtipos
celulares sdo decorrentes das alteracdes na composicdo e mobilizacdo lipidica ou
ainda da razao diferenciada entre lipideos neutros e fosfolipideos (Weller e cols.,
1989; Guo e cols., 2008).
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Os corpusculos lipidicos estabelecem interagBes com outras organelas, sendo
melhor caracterizadas aquelas com as cisternas do reticulo endoplasmatico liso
(Dvorak e cols., 1991; Bozza e cols., 1997; Ozeki e cols., 2005), mas também com
ribossomos em mastdcitos, neutréfilos e eosindfilos (Dvorak e cols., 2003; Wan e
cols., 2007), fagossomos em macréfagos e neutréfilos (van Manen e cols., 2005;
D Avila e cols., 2006; Melo e cols., 2003), mitocéndrias em mastécitos e células
U937 (Dvorak e cols., 1991; Wan e cols., 2007) e peroxissomos em células COS-7
(Schrader e cols., 2001). A interacdo destas organelas com os filamentos do
citoesqueleto apresenta importantes implicacdes, com énfase na motilidade de
corpusculos lipidicos dependente de microtubulos (Pol e cols., 2004), permitindo
rapida realocacdo frente aos processos de ativacdo celular. Estes eventos foram
observados na polarizacdo induzida por eotaxina em eosinéfilos (Bandeira-Melo e
cols., 2001) e pelo evento fagocitico em macréfagos e neutréfilos (Dvorak e cols.,
1983; van Manen e cols., 2005). Moléculas que estabilizam a rede de microtubulos,
como taxol e colchicina, inibem a formacao de corpusculos lipidicos e producéo de
LTB,4 induzidos in vitro por LPS, mostrando que a associacdo de microtubulos e
corpusculos lipidicos pode ndo estar relacionada somente com a movimentacao
intracelular desta organela, mas também aos processos de compartimentalizacdo de
moléculas essenciais ao desempenho de suas fungbes no contexto inflamatorio
(Pacheco e cols., 2004).

Andlises de protedmica mostraram presenca de pequenas GTPases da
familia Rab nos corpusculos lipidicos (Brasaemle e cols., 2004; Liu e cols., 2004;
Umlauf e cols., 2004; Ozeki e cols., 2005). Este dado reforca a ocorréncia de
interacdes entre corpusculos lipidicos e demais organelas, uma vez que as Rab sdo
reguladoras criticas do transporte vesicular e interacao entre organelas.

Especificamente no contexto de processos infecciosos e de especial interesse
para este estudo, a localizacdo dos corpusculos lipidicos junto aos fagossomos
contendo micobactérias (D Avila e cols., 2006) levanta a suposi¢do de que o trafego
de moléculas entre estas duas organelas pode influenciar o processo de maturacao
do fagossomo.

A interacdo com reticulo endoplasmatico fortalece o modelo atual da
formacdo de corpusculos lipidicos a partir desta organela. Esta origem seria
compativel com a organizagdo dos corpusculos lipidicos, com cerne rico em lipideos
neutros envoltos por monocamada de fosfolipideos (Brown e cols., 2001; Murphy e

cols., 2001 Tauchi-Sato e cols., 2002). O acumulo de lipideos neutros (provenientes
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de acidos graxos e colesterol), resultantes da atividade enzimatica do reticulo
endoplasmatico, ocorre entre as duas folhas da membrana do reticulo até alcancgar
determinado volume e concentracdo sendo, a seguir, lancados no citoplasma
carregando uma hemi-membrana proveniente da face citosdlica da membrana do
reticulo endoplasmatico. Estudos que corroboram esta hipétese mostram a presenca
de proteinas do reticulo nos corpusculos lipidicos (Yu e cols., 2000; Brasaemle e
cols., 2004; Liu e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004), assim como a dispersdo de
caveolina marcada nos corpusculos lipidicos citoplasmaticos apos estimulagdo das
células com &acido oleico, ao contrario de sua localizacdo confinada ao reticulo
endoplasmatico em células mantidas sem soro e sem corpusculos lipidicos
detectaveis (Pol e cols.,, 2004). Coletivamente estes dados conduzem ao
entendimento que os corpusculos lipidicos sdo gerados no reticulo endoplasmatico e
envolvidos pela maquinaria do citoesqueleto celular, possibilitando a movimentacao
destas estruturas e interagdo com outras organelas de forma dinadmica e regulada.

Especificamente nos leucécitos, os corpusculos lipidicos estdo presentes em
situacdes normais, embora em pequeno numero e tamanho. Estas estruturas sofrem
modificagbes morfoldgicas e funcionais notorias quando estes leucdcitos séo
submetidos a diferentes processos que induzem ativacdo celular. Estudos
demonstraram aumento no ndmero e tamanho dos corpusculos lipidicos de
leucdcitos obtidos de pacientes com distarbios inflamatérios, como sindrome
hipereosinofilica (Bozza e cols., 1998), sindrome da angustia respiratoria aguda
(Triggiani e cols., 1995), doencga de Chron (Beil e cols., 1995) e nos aspirados de
juncdes sinoviais de pacientes com artrite (Weinstein e cols., 1980), além dos
estudos conduzidos em camundongos in vivo e in vitro com estimulos variados,
como acidos graxos, LPS e PAF (Weller e cols., 1991; Pacheco e cols., 2002; Bozza
e cols., 1996) e nas infec¢Bes por varios agentes patogénicos, entre eles T. cruzi, M.
bovis BCG e T. gondii (D Avila e cols., 2006; Melo e cols., 2003; Charron e cols.,
2002)

Apesar das alteracdes morfologicas nitidamente observadas nos processos
inflamatérios, somente nas Ultimas décadas os corpusculos lipidicos passaram a
ocupar papel de destague no estudo de processos fisiopatoldgicos. A biogénese
destas estruturas, embora ainda ndo completamente elucidada, envolve eventos
especificos e complexos decorrentes de diversos agentes estimulatorios, sendo alvo
de descricdo pormenorizada a seguir.
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1.3.3) Mecanismos de Biogénese de Corpusculos Lipidicos

A formacdo de corpusculos lipidicos foi atribuida durante muito tempo ao
simples processo de aquisicdo de acido graxos exdgenos. Quando acidos graxos
insaturados na posi¢éo cis sdo adicionados as culturas de células, eles podem ser
incorporados aos esqueletos de glicerol e contribuirem para a formacdo de novos
corpusculos lipidicos ou para aumento dos ja existentes. Apesar disso, a presenca
de fontes lipidica ndo € uma requisicdo essencial para estes processos. O evento
celular de formacé&o destas organelas envolve mecanismos complexos de regulagéo
de metabolismo celular, reconhecimentos envolvendo receptores especificos e
processos de ativacao celular, alguns dos quais serdo descritos a seguir.

A oferta de moléculas de acidos graxos que diferem entre si pelo grau de
insaturagbes ou posicionamento das insaturacbes mostra que a inducdo €
estritamente regulada, uma vez que alguns sao capazes de induzir a formagcao de
novo de corpusculos lipidicos ao passo que outros ndo (Bozza e cols., 2001; Weller
e cols., 1991). O uso de um analogo de araquidonato ndo passivel de esterificacdo
(araquidonil trifluorometilcetona) é capaz de induzir a formacdo de corpusculos
lipidicos (Bozza & Weller, 2001). No mesmo contexto, a oferta de &cidos graxos
saturados néo € capaz de induzir a formagéo destas organelas (Weller e cols., 1991,
Bozza e cols., 1991), ao passo que estimulos de natureza protéica, como citocinas e
guimiocinas, sao capazes de induzir sua formacéo (Bozza e cols., 1998; Bartemes e
cols., 1999; Bandeira-Melo e cols., 2001, 2002; Maya-Monteiro e cols., 2008;
Pacheco e cols., 2007). Incluem-se entre os estimulos capazes de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos, acido graxos insaturados, fator de ativacdo de
plaquetas (do inglés - plattelet activating factor - PAF), lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias gram negativas e ativadores de proteinas quinase C (PKC) (Bozza e cols.,
1996; Pacheco e cols., 2002; Weller e cols., 1991). Publicagdo recente mostrou o
papel coordenado de véarios genes envolvidos em vias metabdlicas e imunoldgicas
distintas na biogénese dos corpusculos lipidicos (Guo e cols., 2008).

Um notorio estimulo para formacdo de corpusculos lipidicos é a lipoproteina
de baixa densidade (LDL - do inglés low density lipoprotein). Apesar da forma nativa
desta molécula n&o induzir a formagéo de corpusculos lipidicos, sua forma oxidada &
um forte indutor de tal evento. A LDL oxidada contém uma série de componentes
inflamatorios, entre eles fragmentos fosfolipidicos oxidados capazes de ativar o

receptor de PAF. Estes constituintes sdo capazes de induzir migracdo e acumulo de
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neutréfilos, mondcitos e eosindfilos e formacdo de corpusculos lipidicos nestas
células quando injetados na cavidade pleural (Silva e cols., 2002). A utilizacdo de
antagonistas de PAF inibe a formacdo destas organelas induzida por LPS e LDL
oxidada mostrando a presumivel participacdo de PAF e lipideos relacionados no
processo (Pacheco e cols., 2002; Silva e cols., 2002). Corroborando com estes
dados, o tratamento de células estimuladas com LPS ou LDL oxidada com PAF-
acetilhidrolase inibe a formacgéo de corpusculos lipidicos (Silva e cols., 2002).

O fator ativador de plaquetas (PAF) é capaz de induzir a formacdo de
corpusculos lipidicos (Bozza e cols., 1996; de Assis e cols., 2003) ao passo que o
Liso-PAF, seu precursor e metabdlito, ndo é capaz de fazé-lo. Cabe observar que o
Liso-PAF, apesar da similaridade estrutural, ndo apresenta atividade agonista (pela
destituicdo de um radical acetato na posi¢céo sn2) sobre o receptor de PAF (Prescott
e cols., 2000). A estimulagdo na formacdo de corpusculos lipidicos pelo PAF é
inibida por antagonistas do receptor de PAF, bem como pela toxina pertussis
(inibidor da funcdo de receptores acoplado a proteina G). De forma interessante,
outras moléculas que exercem sua agdo pela ligacdo a receptores acoplados a
proteina G, como IL-8, C5a e LTB,; sdo indbeis em induzir a formacdo de
corpusculos lipidicos (Bozza e cols., 1996). Bozza e cols. demonstraram ainda que a
formacéo de corpusculos lipidicos induzida por PAF é dependente da ativacdo de 5-
lipoxigenase (5-LO) e seu metabdlito 5-HETE (do inglés- (5-(S)-
hydroxieicosatetraenoic acid - acido 5-(S)-hidroxieicosatetraendico), uma vez que a
inibicdo de 5-LO por diferentes mecanismos inibiu a formagdo de corpusculos
lipidicos induzidos por PAF, mesmo sendo observado apds estimulagdo de
neutréfilos e macréfagos de animais geneticamente deficientes de 5-LO. A formagéo
de corpusculos lipidicos por este estimulo esta relacionada ainda a ativacdo de
fosfolipase C e proteina quinase C (Bozza e cols., 1996).

E interessante ressaltar que a necessidade de utilizagdo da maquinaria de
sintese protéica para a geragdo de corpusculos lipidicos varia de acordo com o
estimulo. Em leucdcitos, o pré-tratamento com inibidores da sintese proteica (por
actinomicina D ou cicloheximida) promoveu reducdo significativa na formacgéao de
corpusculos lipidicos in vitro induzidos por PAF e &cidos graxos, apesar do mesmo
efeito ndo ter sido constatado para as quimiocinas RANTES e eotaxina, mostrando
que a formacgéo dos corpusculos lipidicos € um evento altamente regulado, que pode
ocorrer de forma dependente ou ndo da sintese proteica de novo (Bozza e cols.,
1996; Bandeira-Melo e cols., 2001).
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Membros da familia de receptores nucleares, especialmente 0s receptores
ativados de proliferacdo de peroxissomos (PPAR — do inglés peroxisome proliferator-
activated receptor), participam dos processos de biogénese de corpusculos lipidicos,
atuando em processos transcricionais, na diferenciagdo de macrofagos e acumulo
lipidico intracelular (Nagy e cols., 1998; Tontonoz e cols., 1998). Foi demonstrado
gue agonistas especificos de PPARy, apesar de ndo induzirem por si s6 a formacao
de corpusculos lipidicos, potencializam sua formagdo induzida por LDL oxidada,
agonistas semelhantes ao PAF e G-CSF, demonstrando a participacdo destes
receptores na formacao de corpusculos lipidicos em leucécitos (de Assis e cols.,
2003; Inazawa e cols., 2003; Almeida e cols., em preparacéo).

O envolvimento dos receptores TLR foi investigado em varias vias de
formacéo de corpusculos lipidicos. A inducéo destas estruturas por LPS de bactérias
Gram negativas mostrou ser dependente da sinalizacdo mediada pelo TLR-4
(Pacheco e cols., 2002), conjugados ou ndo a outras moléculas acessoérias de
grande importancia para o processo de ativagao e resposta celular, destacando-se
entre elas 0 CD14, CD11b/CD18 e MD-2.

As infecc¢des por T. cruzi, Chlamydia pneumoniae, assim como por M. bovis
BCG, ativam vias de sinalizacdo que envolvem a participagdo de varios receptores
da familia Toll-like, tendo sido demonstrada participacdo do TLR-2 na formacao de
corpusculos lipidicos por estes agentes infecciosos (D Avila e cols., 2006; Takeuchi
e cols., 2002; Sugawara e cols., 2003; Wieland e cols., 2004; Joyee & Yang, 2008;
Cao e cols., 2007). Na infeccdo micobacteriana, foi demonstrada a participacéo
decisiva deste receptor no reconhecimento e inducdo de corpusculos lipidicos,
embora para animais geneticamente deficientes de TLR-4 néo tivesse sido
contatada diferenca na formacdo de corpusculos lipidicos induzidos por M. bovis
BCG quando comparados a animais controle. Apesar da dependéncia de
reconhecimento por TLR2, outros eventos estdo relacionados a formacgéo regulada
de corpusculos lipidicos, uma vez que a estimulacdo in vitro com um potente
ativador de TLR2, zimosan, ndo € capaz de induzir a formagdo de corpusculos
lipidicos (D" Avila e cols., 2006).

Nos modelos de pleurisia, foi demonstrado que o mecanismo de migragéao,
ativacdo e formacdo de corpusculos lipidicos em eosindfilos envolve geracdo de
eotaxina e agao via receptor CCR3, evento dependente de reconhecimento via TLR-
2, mas ndo TLR-4 (D Avila e cols., 2007). A sinalizacdo via TLR-2 ainda é capaz de

alterar a producéo de IL-5, uma citocina envolvida no influxo de eosindfilos induzido
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pela infeccdo por M. bovis BCG em animais geneticamente deficientes de IFN-y e
animais selvagens (D Avila e cols., 2007; Menezes-de-Lima-Junior e cols., 1997).
Apesar de componentes de superficie de patbgenos, como LPS de bactérias
Gram negativas (Pacheco e cols., 2002) e lipoarabinomanano de M. bovis (D Avila e
cols., 2006) serem capazes de induzir a formacgéo de corpusculos lipidicos de forma
dependente de dose e tempo através de moléculas de reconhecimento de superficie
diferentes, o processo ndo apresenta dependéncia do evento fagocitico, uma vez
gue o percentual de células infectadas é bem menor que aquelas que tiveram
inducdo da formacgéo destas organelas e a fagocitose de particulas inertes de latex
ou mesmo de micobactérias ndo-patogénicas foram incapazes de tal inducdo
(D Avila e cols., 2006). Da mesma forma, a formacdo de corpusculos lipidicos
independe de eventos de migracdo celular, uma vez que a estimulacdo com LPS é
capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos pleurais no
tempo de 6 horas, quando o nimero de macréfagos ndo sofreu qualguer aumento
significativo, mostrando inducdo nos macréfagos residentes (Pacheco e cols., 2002).
De forma aditiva, a comparacédo entre pacientes com sepse (Pacheco e cols., 2002)
ou doenga de Chagas (Melo e cols., 2003) com individuos saudaveis, mostra que ha
aumento importante no niumero de corpusculos lipidicos nos leucécitos circulantes e,
mais recentemente, foi observado que a infeccdo por Mycobacterium smegmatis,
apesar de induzir intenso influxo leucocitico, ndo é capaz de estimular a formacao de
corplsculos lipidicos (DAvila e cols., 2006). Apesar da formagdo de corpusculos
lipidicos ndo depender de eventos de migracao celular, a PGD,, um potente agente
quimiotético para leucocitos em sitios inflamatorios, € capaz de induzir a formacéo

destas organelas em eosindfilos (Mesquita-Santos e cols., 2006).

1.3.4) Envolvimento dos Corpusculos Lipidicos na Sintese de Mediadores

Inflamatérios

Prostaglandinas e leucotrienos sdo mediadores lipidicos que desempenham
fungBes autdcrinas e paracrinas, estando envolvidos em um amplo espectro de
atividades biologicas na fisiologia bem como em processos patolégicos (Funk e
cols., 2001; Henderson e cols., 1994).

A biossintese desses mediadores tem inicio na disponibilizacdo de acido
araquidénico de membranas bioldgicas, sendo encontrados freqientemente na

forma esterificada em fosfolipideos, e metabolizacdo por duas enzimas-chave que
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iniciam as vias de formacao de leucotrienos e prostaglandinas, a 5-lipoxigenase (5-
LO) e as ciclooxigenases (COX), respectivamente. As COX tém sua distribuicao
classicamente associadas as membranas biolégicas do reticulo endoplasmatico e
envoltério nuclear, ao passo que a 5-LO teve localizagdo descrita no citoplasma,
membrana perinuclear e eucromatina (Morita e cols., 1995; Otto e cols., 1994; Brock
e cols., 1994; Woods e cols., 1993, 1995; Rouzer e cols., 1988), sendo esta
distribuicdo influenciada pelo grau de ativacao da célula.

Os corpusculos lipidicos de eosindfilos, neutréfilos e macrofagos séo regides
intracelulares de acumulo de lipideos neutros, como colesterol e triacilgliceréis,
grande variedade de fosfolipideos, além de &cido araquiddnico (Johnson e cols.,
1999; Weller e cols., 1991; Yu e cols., 1998). Além destes componentes lipidicos, foi
demonstrada a presenca de enzimas relacionadas ao metabolismo do &cido
araquidoénico, entre elas a fosfolipase (PL) A, e quinases envolvidas na rota da
mobiliza¢do do acido araquidbnico, entre elas ERK1/2, p85 e p38 (Yu e cols., 1998)
em fracBes purificadas de corpusculos lipidicos isentas de citoplasma e demais
organelas. A presenca de todos esses componentes capacita 0s corpusculos
lipidicos a funcionarem como sitios intracelulares capazes de rapida disponibilizacao
de &cido araquiddnico para producado de prostaglandinas e leucotrienos. Para tanto,
haveria necessidade da presenca das principais enzimas metabolizadoras de acido
araquiddnico, a 5-lipoxigenase e as ciclooxigenases, além das enzimas que atuem
em etapas subsequentes desta via metabolica. Estas enzimas ja foram descritas e
identificadas em corpusculos lipidicos de diferentes subtipos celulares submetidos a
diversos estimulos inflamatérios (Dvorak e cols., 1992, 1993; Bozza e cols., 1997,
1998). A importancia dos corpusculos lipidicos na sintese de mediadores
inflamatorios ja foi demonstrada em diversos processos inflamatérios, infecciosos e
neoplasicos de ocorréncia natural ou experimentalmente induzidos (Bozza e cols.,
1998; Triggiani e cols., 1995; Beil e cols., 1995; Weinstein e cols., 1980).

A compartimentalizacdo de substratos e enzimas necessarias a formacao de
prostaglandinas e leucotrienos no mesmo espacgo subcelular representado pelos
corpusculos lipidicos, confere uma vantagem clara nos parametros de velocidade e
eficiéncia na formacdo de diversos mediadores inflamatorios, apoiando a idéia da
participacdo destas organelas na formacdo de eicosanoides e participagdo em
processos inflamatorios de diferentes naturezas. Diversos estudos mostram que 0s
mesmos estimulos, tais como ativadores de PKC, &acido araquidbénico e PAF, que

promovem a geracao de eicosanoides em leucécitos ativados sdo também aqueles
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capazes de induzir a formacdo corpusculos lipidicos, demonstrando a correlacao
entre a formacdo destas estruturas e a geracdo de eicosandides in vitro (Bozza e
cols., 1996, 1997; Batmenes e cols., 1999) e in vivo (Pacheco e cols., 2002; Silva e
cols., 2002; Melo e cols., 2003).

Mais recentemente, foi descrita a participacdo dos corpusculos lipidicos na
producdo de eicosandides por neutréfilos e macréfagos em resposta as infeccdes
bacterianas. Experimentos em modelos de inflamacéo induzida por LDL oxidada (de
Assis e cols., 2003) ou LPS ou em amostras clinicas obtidas de pacientes com
sepse (Pacheco e cols.,, 2002) mostraram presenca de 5-LO e COX-2 em
corpusculos lipidicos de leucécitos envolvidos na resposta inflamatéria. Bozza e
cols, trabalhando com citoplasmas de eosindfilos anucleados mostraram que a
geracdo de LTC, e PGE; ocorre em paralelo com a formagdo de corpusculos
lipidicos induzidos por PAF (Bozza e cols., 1997), indicando a participacdo
importante dessas estruturas na formacdo de eicosandides de forma independente
da maquinaria metabdlica nuclear. De fato, o LTC,4 é o principal produto da via da
lipoxigenase em eosindfilos ativados (Bandeira-Melo e cols., 2002).

Ainda no contexto inflamatério, corpusculos lipidicos de leucécitos ativados
por diferentes vias em diferentes subtipos celulares compartimentalizam
guimiocinas, citocinas, e fatores de crescimento. Foi demonstrada presenca de TNF-
a nos corpusculos lipidicos de fibroblastos, eosindéfilos, macréfagos, mastocitos e em
neutréfilos e células epiteliais de biopsias do célon de pacientes com doenca de
Chron (Beil e cols., 1995). A mesma citocina esta presente em corpusculos lipidicos
de leucdcitos estimulados por LPS in vivo e em neutréfilos e mondcitos sanguineos
de pacientes com sepse (Pacheco e cols., 2002). Dvorak e cols. mostraram a
presenca de fator de crescimento de fibroblastos (FGF — do inglés fibroblast growth
factor) em corpusculos lipidicos, bem como nos granulos de mastdcitos humanos
(Dvorak e cols., 2002). De forma interessante, substancias envolvidas em processos
de ativacdo e degranulacdo de leucdcitos, como RANTES e IL-16, estdo presentes
nos corpusculos lipidicos de eosindfilos (Lim e cols., 1996).

Através de estratégia de imobilizacdo dos mediadores lipidicos formados em
seu local de sintese, foi demonstrado que os corpusculos lipidicos sédo as principais
regides de producdo de LTB4, LTC4 e PGE; em leucdcitos estimulados (Vieira-de-
Abreu e cols., 2005; D"Avila e cols., 2006). Os mediadores produzidos apresentam
caracteristicas funcionais que dependem das condicbes de estimulacdo e tipo

celular onde foram sintetizados.

29



A figura 05 exibe imagens de colocalizacdo das enzimas COX e LO nos
corpusculos lipidicos, bem como alguns de seus produtos metabdlicos, como PGE,,
LTB, e LTCs em diferentes subtipos celulares e em condi¢cdes estimulatérias
distintas.

Fig. 05 Demonstracdo da presenca de enzimas da casc ata do &cido araquiddnico nos
corpusculos lipidicos e producéo de mediadores infl amatdrios nestas organelas.

Colocalizagédo entre corpusculos lipidicos e COX-2. Corpusculos lipidicos séo evidenciados
pela marcagdo com BODIPY™ (1A) e COX-2 por imunomarcagdo com anticorpo anti COX-2 murina
(1B) (D Avila e cols., 2006).

Colocalizagédo entre corpusculos lipidicos e PGE,. Corpusculos lipidicos sdo evidenciados
pela imunomarcacdo por ADRP (2A) e PGE, por imunomarcagdo com anticorpo anti-PGE, murina
produzido em carneiro (2B). Em (2C), sobreposi¢do das imagens em (2A) e (2B) (D Avila e cols.,
2006).

Colocalizagéo entre corpusculos lipidicos e 5-LO. Corpusculos lipidicos séo evidenciados pela
marcagdo com BODIPY™ (3A) e 5-LO por imunomarcag¢do com anticorpo anti 5-LO murina (3B)
(Pacheco e cols., 2002).

Colocalizagéo entre corpusculos lipidicos e LTB,4. Corpusculos lipidicos séo evidenciados pela
imunomarcacéo por ADRP (4B) e LTB, por imunomarcag¢do com anticorpo anti-LTB, murino (4A). Em
(4C), sobreposicdo das imagens em (4A) e (4B) (Pacheco e cols., 2007).

Colocalizagéo entre corpusculos lipidicos e LTB,4. Corpusculos lipidicos séo evidenciados pela
marcagdo com Oil Red (5A), marcacao por BODIPY™ (5B) e LTB, por imunomarcagdo com anticorpo
anti-LTB4 murino (5C) (Pacheco e cols., 2007).

Colocalizagdo entre corpusculos lipidicos e LTC,4. CorpuUsculos lipidicos sdo evidenciados
pela imunomarcagdo por ADRP (6B) e LTC, por imunomarcagdo com anticorpo anti-LTC, murino
(6A). Em (6C), sobreposicao das imagens em (6A) e (6B) (Mesquita-Santos e cols., 2006).

Em (1 e 2), macréfagos ativados in vivo pela infeccao intrapleural por M. bovis BCG (5 x 10%
cavidade-24h). Em (3 e 4), leucécitos ativados in vivo apds injecdo intrapleural de LPS
(500ng/cavidade—6h). Em (5), macrofagos peritoneais murinos estimulados in vitro com MCP-1
recombinante (100nM). Em (6), eosindfilos da cavidade pleural de camundongos sensibilizados por
injecdo subcutanea de OVA (50ug) e Al(OH); (5mg) em salina nos dias 1 e 7 seguido de desafio por
injecao intrapleural de PGD, (35pmol/cavidade).
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A soma destes dados indica que os corpusculos lipidicos sdo regides
citoplasmaticas que participam ativamente de processos inflamatorios, funcionando
como plataformas que proporcionam vinculo espaco-temporal otimizado para a
geracao de eicosandides, além da presenca de citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e moléculas capazes de regular diversas vias metabodlicas e de
transducéo de sinais e processos de ativacéo de leucocitos submetidos a diferentes

condicdes inflamatdrias in vivo e in vitro.

1.3.5) Envolvimento dos Corpusculos Lipidicos na Modulaca o0 da Resposta

Imune Inata

O sistema imune inato desempenha papel fundamental na resposta do
hospedeiro contra agentes potencialmente deletérios ao exercicio das funcgdes
fisiologicas. Em varios processos infecciosos, a ativacdo precoce da resposta inata
exerce papel importante no deslocamento do equilibrio estabelecido entre a
capacidade de infectividade do patdgeno e o sistema de defesa do organismo,
determinando o epilogo desta interacao.

O estudo da participagédo de corpusculos lipidicos nos eventos inflamatérios e
infecciosos tomou grande impulso com a observacao de que leucdcitos obtidos de
pacientes nas mais variadas condi¢cdes clinicas ou ativados experimentalmente
apresentam numero e tamanho de corpusculos lipidicos aumentados. No caso de
processos infecciosos, evidéncias sugerem que os corpusculos lipidicos poderiam
estar relacionados aos mecanismos de patogénese, sobrevivéncia e multiplicagéo
do agente invasor. Os motivos pelos quais estes patégenos induzem a formacéo de
corpusculos lipidicos, apesar de extensamente estudados em uma série de agentes
etiolégicos, ndo estdo completamente elucidados (Bozza e cols., 2007, D Avila e
cols., 2006; Rangel-Moreno e cols., 2002; Freire-de-Lima e cols., 2000.

De especial interesse esta a participagdo de corpusculos lipidicos na sintese
de derivados da via de metabolizacdo do acido araquidénico. Os derivados da
cascata enzimética deste substrato sdo capazes de exercer fun¢des importantes na
modulacdo da resposta de leucocitos frente a processos inflamatorios e infecciosos.

O acido araquidbnico e seus metabdlitos participam ativamente da resposta
imune do hospedeiro frente as infeccbes micobacterianas. Acido araquidénico livre é
capaz de estimular processos de reorganizacdo de actina, além da maturacdo de

fagossomos e apoptose de macréfagos infectados por micobatérias em células
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infectadas, mecanismos envolvidos na resposta protetora nas infecgOes
micobacterianas (Anes e cols., 2003; Duan e cols., 2001). A infeccdo micobacteriana
€ capaz de induzir ativacado de fosfolipase A, citosdlica, que aumenta os niveis de
acido araquidénico livre, potencializando a atividade micobactericida e apoptose.
Estes eventos podem ser reproduzidos experimentalmente pela oferta de &cido
araquidonico exdgeno a culturas de macrofagos. Cabe ressaltar que a liberagédo de
acido araquidénico de membranas bioldgicas, funcdo exercida principalmente pela
fosfolipase A,, pode desencadear uma resposta dicotdmica. Como mencionado, o
acido araquiddnico livre exerce efeitos micobactericidas. Todavia, os produtos
metabdlicos da cascata do acido araquidénico, como prostaglandinas e lipoxinas,
exercem efeitos de reducdo da capacidade de resposta de macrofagos para
patdgenos intracelulares, viabilizando o crescimento e multiplicacdo de patdgenos,
permitindo o estabelecimento da infeccdo (Moreno e cols., 2002; Bafica e cols.,
2005; Freire-de-Lima e cols., 2000). Esta dicotomizacdo de efeitos a partir de uma
mesma molécula enfatiza a necessidade de compreensao profunda dos eventos que
conduzem o0s processos de metabolismo lipidico em células envolvidas em
processos inflamatérios.

Macrofagos de animais infectados apresentam aumento significativo no
namero e tamanho de corpusculos lipidicos citoplasméaticos. A diferenciacdo de
macréfagos em células espumosas é observada em condi¢cdes clinicas e
experimentais nos sitios periféricos a formacdo de granulomas tuberculéides,
refletindo acumulo e mobilizacdo de lipideos intracelulares (Ridley e cols., 1987,
Cardona e cols., 2000; Hernandez-Pando e cols., 1997). Infec¢cbes in vivo de
camundongos com M. bovis BCG induzem a formacgéo de corpusculos lipidicos de
forma dependente de dose e tempo. As cinéticas experimentais mostram que a
formacéo destas estruturas ocorre precocemente, sendo observados uma hora apos
a infeccdo e mantidos até tempos relativamente prolongados, como quinze dias
apos a infecgdo e pico no tempo de vinte e quatro horas (D Avila e cols., 2006).

Outra particularidade na infeccdo de macrofagos por M. bovis BCG é a
constatacdo de que micobactérias vivas sdo capazes de manter niveis mais
elevados de corpusculos lipidicos 24 horas apos a infec¢cdo do que as que foram
mortas por aguecimento (D Avila e cols., 2006), sugerindo pois que as micobactérias
vivas e metabolicamente ativas s&o eficientes na inducdo e manutencdo da
formacao de corpusculos lipidicos. De forma interessante, foi descrito que a infecgéo

in vitro de macréfagos murinos por M. smegmatis, micobactéria ndo-patogénica, é
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incapaz de induzir a formacéo de corpusculos lipidicos nas mesmas condi¢gfes de
dose de infecgéo e tempo experimental em que M. bovis BCG, que apresenta maior
grau de patogenicidade, é capaz de fazé-lo. O mesmo perfil de falha na inducéo de
corpusculos lipidicos foi observado para a infeccdo in vivo de M. smegmatis
intrapleural para todos os tempos avaliados (D Avila e cols., 2006).

Na infecgéo intrapleural com M. bovis BCG, foi observada marcacdo para
COX-2 e 5-LO colocalizada nos corpusculos lipidicos gerados 24 horas apés a
infecgdo. No mesmo tempo, houve aumento significativo de sintese de PGE,, como
resultado da acdo da enzima COX-2 sobre o acido araquidénico nos corpusculos
lipidicos, sendo estes os principais sitios no macréfago de producéo deste mediador
lipidico (D Avila e cols., 2006). Este mediador lipidico modula negativamente a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, reduz a capacidade de apresentacado
antigénica e diminui a capacidade de producao de radicais oxidativos de nitrogénio e
oxigénio. A prostaglandina E; pode ser capaz de promover reducdo de citocinas proé-
inflamatoérias (TNF) e aumento de citocinas antiinflamatorias (IL-10) no contexto da
infeccdo experimental pelo BCG, efeito que é parcialmente revertido pelo uso de
farmacos antiinflamatorios ndo-esteroidais (Rangel-Moreno e cols., 2002; D Avila e
cols., 2006). Coletivamente estes dados sugerem que o0s corpusculos lipidicos,
agindo como sitios intracelulares de sintese de PGE, podem desempenhar
importante funcdo na modulacdo da resposta imune de leucdcitos, particularmente
macroéfagos, frente a infeccdo micobacteriana.

Experimentos conduzidos em camundongos submetidos a infeccdo
micobacteriana ou choque por endotoxina mostraram a compartimentalizacdo de
COX-2 e 5-LO nos corpusculos lipidicos e que a producdo de PGE; e LTB, est4
correlacionada a geracdo de corpusculos lipidicos em varios modelos experimentais
de infeccdo in vivo (Pacheco e cols., 2002, 2007; D Avila e cols., 2006; Leite e cols.,
2005), ratificando o papel destas organelas no contexto da resposta inflamatoria.

A importante demonstragdo de que os corpusculos lipidicos sdo os principais
sitios produtores de PGE; suscita a hipétese de que patdgenos intracelulares podem
ter desenvolvido métodos de induzir a sintese deste mediador lipidico como um
mecanismo elegante de modulacdo da resposta imune do hospedeiro no contexto de
favorecer a sobrevivéncia e multiplicacao patogénica.

Além das infec¢Bes bacterianas, parasitos, incluindo Trypanossoma cruzi,
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum e Plasmodium berguei (Melo e cols.,

2003; Charron e cols., 2002; Jackson e cols., 2004) s&o capazes de induzir a
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formacdo de corpusculos lipidicos. A infeccdo pelo T. cruzi € capaz de promover a
producéo de eicosanoides (Celentano e cols., 1995; Borges e cols., 1998; Talvani e
cols., 2002; Melo e cols., 2003), incluindo PGE,, de forma similar aos dados
anteriormente citados para outros eventos estimulatorios. Experimentos in vitro
mostraram que este mediador lipidico produzido por macrdfagos envolvidos na
fagocitose de células apoptéticas poderia criar um microambiente favoravel ao
desenvolvimento da infeccéo por T. cruzi (Freire de Lima e cols., 2000). O uso de
acido acetilsalicilico, um farmaco antiinflamatério, apresenta atividade dicotémica,
podendo reduzir ou aumentar a mortalidade de camundongos induzida pela infec¢éo
por T. cruzi dependendo da dose do farmaco e da cepa do parasito utilizada
(Celentano e cols., 1995; Freire de Lima e cols., 2000). A participacdo de
macréfagos na resposta imune na infeccéo pelo T. cruzi € determinante no controle
do parasitismo, uma vez que ratos depletados destas células apresentam maior
carga parasitaria no miocardio (Melo & Machado, 2001), sendo esta carga reduzida
nos animais tratados com IFN-y recombinante (Revelli e cols., 1998). Por outro lado,
dados sugerem que a formagdo de corpusculos lipidicos e sintese de
prostaglandinas poderiam ser decorrentes de um potente evento de ativagdo dos
macréfagos com sintese de eicosandides ndo diretamente relacionada a replicacao
parasitaria (Melo e cols., 1999; Melo e Machado, 2001), mostrando ser um erro a
analise linear simplista das observacfes experimentais e que uma rede complexa de
eventos relacionados ao desenvolvimento do processo patolégico que modulam a
capacidade de sobrevivéncia e replicacdo parasitaria.

Nas infec¢bes por T cruzi e M. bovis BCG foi observado intimo contato entre
os corpusculos lipidicos gerados e os fagossomos (D Avila e cols., 2006; Melo e
cols., 2003), inclusive com constatacdo da presenca de corpusculos lipidicos no
interior de fagossomos para a infec¢cao por T. cruzi (Melo e cols., 2003). De forma
aditiva, a observacdo da associagdo entre corpusculos lipidicos ricos em
araquidonato e fagossomos contendo particulas de latex em neutréfilos revela dado
importante, uma vez que o acido araquidénico esta envolvido na ativagdo de NADPH
oxidase e maturacdo de fagossomos em macréfagos e neutréfilos (van Manen e
cols., 2005). Estes dados reforcam a hipotese da ocorréncia de interacbes que
poderiam ser determinantes do balango estabelecido entre patégeno e hospedeiro
no ambito da resposta imune, apesar do significado biol6gico desta proximidade
entre corpusculos lipidicos e fagossomas ainda néo ter sido elucidado.
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Além da capacidade de modulacdo da resposta imune através de alteracfes
no perfil de producdo de mediadores inflamatorios via corpusculos lipidicos, foi
descrito que alguns patdégenos sdo capazes de mobilizacdo de componentes dos
corpusculos lipidicos que seriam usados como fonte nutricional, como parte do
mecanismo de patogenia. Esta constatacdo foi observada para a mobilizacdo de
acido araquidénico de corpusculos lipidicos em células epiteliais respiratorias por
Pseudomonas aeruginosa (Plotkwoski e cols., 2008) e pelo acumulo de lipideos
provenientes de corpusculos lipidicos por micobactérias e capacidade destas em
sobreviver em adipocitos (Neyrolles e cols., 2006). Nas infecgbes micobacterianas,
foi observado intimo contato entre fagossomos contendo micobactérias e os
corpusculos lipidicos (Luo e cols., 2005; D Avila e cols., 2006). De forma aditiva, foi
descrito que a persisténcia micobacteriana requer utilizagédo de fontes de colesterol
do hospedeiro (Pandey & Sassetti, 2008), de forma que os corpusculos lipidicos
poderiam participar como fonte de tal molécula.

Em conjunto, estas constatacdes reforcam o papel dos corpusculos lipidicos
como possiveis moduladores da resposta imune em leucdcitos tendo assim
presumivel funcdo no balanco estabelecido entre patégeno-hospedeiro.

No contexto de processos infecciosos, a modulacdo da formacdo de
corpusculos lipidicos em macréfagos representaria uma estratégia terapéutica
interessante, dada a participagdo destas organelas na producdo de mediadores
lipidicos e influéncia na sintese de citocinas inflamatorias, de forma a reverter o
possivel mecanismo de modulacdo da resposta imune desempenhado por bactérias
patogénicas sobre a maquinaria dos corpusculos lipidicos.

Neste sentido, a ampliagdo da compreensao dos processos de formagao e
funcionalidade dos corpusculos lipidicos frente as infec¢cdes por patdgenos se faz
imperativa, representando o principal objetivo deste estudo que teve como foco a
infeccao in vitro por M. bovis BCG.
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2) Objetivo Geral

Avaliar a formacdo e a funcdo dos corpusculos lipidicos induzidos nas
infeccdes por patdgenos intracelulares e a influéncia deste evento na sobrevivéncia
e/ou multiplicacdo destes patdégenos, usando como modelo a infec¢do in vitro de
macrofagos peritoneais pelo M. bovis BCG.

2.1) Objetivos Especificos

1) Verificar a capacidade da infeccdo in vitro de macréfagos por M. bovis BCG em

induzir a formacao de corpusculos lipidicos nestas células.

2) Analisar a influéncia do uso de antiinflamatérios ndo-esteroidais (AAS e NS-398) e
do inibidor de &cido graxo sintase (C75) sobre a formacéo de corpusculos lipidicos.

3) Verificar a relacdo entre a formagdo de corpusculos lipidicos e a producdo de
PGE, em macréfagos infectado in vitro por BCG e apés os tratamentos com AAS,
NS-398 e C75.

4) Avaliar a capacidade da formacédo de corpusculos lipidicos, assim como o efeito
da inibicdo da formacao destas organelas sobre o perfil de citocinas produzidas na
infeccao por M. bovis BCG.

5) Analisar a capacidade de neutrofilos apoptéticos de induzir a formacdo de
corpusculos lipidicos e a produgcdo de PGE, em culturas de macrofagos in vitro
infectados ou n&o por M. bovis BCG.

6) Avaliar o impacto da formacdo de corpusculos lipidicos na sobrevivéncia e/ou

multiplicagdo micobacteriana.
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3) Material e Metodologias

3.1) Animais

Foram utilizados neste estudo animais suceptiveis a infecgcdo por M. bovis
BCG da linhagem C57BL/6 com massa corporal variando de 16 a 22 gramas de
ambos 0s sexos obtidos do biotério central da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais
foram mantidos em condi¢cfes de acesso livre a comida e agua, temperatura média
de 22T (20-24<C) e ciclos diarios alternados de lu z e escuro de 12 horas cada no
biotério de experimentacdo do Pavilhdo Osoério de Almeida do Instituto Oswaldo
Cruz. Todos os experimentos realizados e protocolos de testes foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundac&o Oswaldo
Cruz sob os protocolos 0117-02 e L-0002/08.

3.2) BCG

Para infeccdo dos macréfagos peritoneais murinos e macréfagos
diferenciados de precursores de medula 0ssea, foi utilizado Mycobacterium bovis
BCG cepa vacinal (Fundagédo Ataulpho de Paiva). As ampolas na apresentacéo de
40mg (200 x 10° bactérias) foram abertas em fluxo laminar vertical e ressuspendidas
em 4,0 mL de PBS estéril. A seguir, a suspensao bacteriana foi submetida a
passagens sucessivas (vinte vezes) em seringa de 5,0 mL com agulha 13 x 0,45 mm
26 Gy, para desfazer grumos celulares. Aliquotas da suspenséo bacteriana foram
observadas ao microscopio para constatacdo da desagregacdo dos grumos. A
suspensdo foi diluida em meio de cultivo celular RPMI 1640 1% pencilina +

estreptomicina (100 Ul/mL final) até obtencao das concentragdes finais de uso.
3.3) Cultura e Infeccao de Macréfagos Peritoneais

Macrofagos peritoneais de camundongos isogénicos C57BL/6 foram obtidos
através de coleta de lavado peritoneal com 3,0 mL PBS estéril e recolhidos em tubos
de centrifuga de 15 mL estéreis mantidos sob refrigeracdo em banho de gelo. As
células foram centrifugadas a 1200 rpm a 4 por 10 minutos. Os sobrenadantes
obtidos foram descartados e as células ressuspensas e lavadas com PBS estéril,

procedimento este repetido duas vezes. ApOs a Ultima centrifugacdo, as células
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foram ressuspensas em meio RPMI 1640 (Hyclone) 2% Soro Fetal Bovino (SFB) e
1% penicilina + estreptomicina (100 Ul/mL final). Parte do volume desta suspensao
celular (10 pL) foi diluida em 390 pL de liquido de Turk (3% acido acético) e
submetidos a contagem em camara de Neubauer, permitindo o ajuste de
concentracdo da suspensao celular para 1,0 x 10° células / mL.

Placas de cultura de 24 pocos estéreis tiveram seus pog¢os cobertos por
laminulas de vidro estéreis para o cultivo de células. Em cada um dos pog¢os das
placas foi adicionado 1,0 mL da suspenséo celular ajustada para 1,0 x 10° células /
mL e submetidas a incubacgéo a 5% CO; e 37T por duas horas para permitir adesao
das células as laminulas. A seguir as células foram cuidadosamente lavadas com
PBS estéril para remogdo das células ndo-aderentes e entdo infectadas com
Mycobacterium bovis BCG (cepa vacinal FAP-Fundacdo Ataulpho de Paiva) em
diferentes multiplicidades de infec¢do (MOI) (5:1 e 1:1 bactéria:célula) e novamente
incubadas por uma hora em estufa nas mesmas condi¢Ges anteriormente citadas.
Apés este tempo, foram efetuadas duas lavagens com PBS estéril para remocao das
bactérias ndo-interiorizadas e adicionado meio RPMI 1640 2% SFB 1% penicilina +
estreptomicina e gentamicina (NovaFarma) na concentracdo de 50 pL/mL para
eliminacdo das bactérias nao-interiorizadas. Apoés incubacdo de duas horas, as
células foram novamente lavadas cuidadosamente com PBS estéril e entdo
cultivadas em meio RPMI 1640 2% SFB 1% penicilina + estreptomicina por 24 horas
em estufa a 5% CO, e 37<C.

Os sobrenadantes de cultura foram coletados e armazenados a -20C para

posterior quantificacéo de citocinas e mediadores lipidicos.
3.4) Tratamentos por Inibidores da Formacao de Corpuscu  los Lipidicos

Os tratamentos empregados para inibir a formagédo de corpusculos lipidicos
foram adicionados separadamente as culturas logo apds a ultima lavagem para
remocao da gentamicina, conforme descrito acima.

Antiinflamatérios néo-esteroidais foram descritos na bibliografia como
farmacos capazes de modular negativamente a formagdo de corpusculos lipidicos
em diversos modelos experimentais, por mecanismos independentes de seus efeitos
sobre as ciclooxigenases (Bozza e cols., 1996, 2002; D Avila e cols., 2006). Neste
estudo foram empregados os antiinflamatérios &cido acetilsalicilico (AAS) e NS-398

nas concentracdes finais de 5 UM e 1 uM nas culturas de macréfagos. O AAS
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(Sigma-Aldrich) em pé foi preparado no momento da utilizacdo através de pesagem
de 18,0 mg em balanca de precisdao seguido de ressuspensdo em 1,0 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) e diluido no meio de cultura RPMI até a concentracao final
de 5 uM, sendo utilizado apés processo de filtracdo em seringa com filtro de 0,22
pm. O NS-398 (Cayman Chemical) em solucdo estoque de DMSO na concentracao
de 20 mM foi diluido no meio de cultura RPMI até a concentracao final de 1 uM que
foi utilizado apds processo de filtracdo em seringa com filtro de 0,22 pum.

Para utilizacdo de outra estratégia para inibir a formacdo de corpusculos
lipidicos por molécula que n&o envolva inibicdo de COX, foi utilizado o C75, um
inibidor do dominio tioesterase do complexo enzimatico acido graxo sintase, tendo
sido descrita sua capacidade em inibir a formacéo destas organelas (Accioly e cols.,
2008; Cheng e cols., 2008).

O C75 (Sigma-Aldrich) foi obtido na forma liofilizada em frasco de 5 mg, e
dissolvido em DMSO até a concentracdo estoque de 10 mg/mL, que foi diluido no
meio de cultura RPMI até a concentragdo final de 5 pg/mL, sendo utilizado apos
processo de filtragdo em seringa com filtro de 0,22 um.

Para os tratamentos cujo veiculo foi o DMSO, foram feitos ensaios de
viabilidade (> 90%) e veiculo (DMSO 0,01% em RPMI) foi usado como controle.

3.5) Obtencéo de Neutroéfilos Apoptéticos

Camundongos C57BL/6 foram submetidos a eutanasia em atmosfera
controlada de CO». Seus fémures foram removidos e lavados com 3,0 mL de HBSS
livre de calcio e magnésio. As células obtidas foram centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos a 4T, lavadas e ressuspensas em 5,0 mL de meio de cultura HBSS livre de
Ca’* e Mg®". Esta suspensdo celular foi cuidadosamente colocada no topo de
gradiente de Percoll descontinuo, com densidades de 40 e 72%. O sistema foi
submetido a centrifugacdo a 3500 rpm durante 60 minutos e entdo os neutrofilos
foram recuperados da interface formada (pureza superior a 95%). Os neutréfilos
foram lavados duas vezes com HBSS livre de Ca®** e Mg** e centrifugados a 2000
rpm por 10 minutos, sendo ao final ressuspensos em RPMI 1640. Estas células
foram submetidas a irradiacdo U.V. a 254 nm por 10 minutos, sendo a seguir,
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino em
estufa a 37C, 5% CO , por 4 horas. A avaliacdo de percentual de células apoptoticas

foi feita pelo uso de kit TACS Anexin-V FITC da R&D Systems, conforme instru¢oes
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do fabricante. As células foram consideradas apoptéticas quando constatada
marcacao positiva para anexina-V e negativa para iodeto de propidio no microscépio
de fluorescéncia. O percentual de apoptose avaliado por marcagdo com Anexina V
mostrou percentuais de apoptose superiores a 90%.

Células necrdticas foram obtidas sob o mesmo protocolo, substituindo o
protocolo de exposicdo a irradiagdo U.V. por congelamento trés vezes sem
guaisquer cuidados preconizados em protocolos de congelamento que visem
manutenc¢ao de viabilidade celular, como uso de meio de DMSO e soro fetal bovino.
As células foram lavadas trés vezes para remocdo de enzimas citoplasmaticas
provenientes de lise celular antes do uso.

Nos experimentos para avaliagdo da formacdo de corpusculos lipidicos e
producdo de PGE,, os neutréfilos vivos, necréticos, ou apoptoticos foram
adicionados as culturas de macréfagos infectados por M. bovis BCG (cepa vacinal
FAP-Fundacdo Ataulpho de Paiva) na proporcdo de 5 bactérias por macrofago. As
culturas de macrofagos foram lavadas com PBS estéril 2 horas apos a infecgdo. Os
neutréfilos nas condi¢cdes acima descritas foram adicionados na propor¢cdo de 3
células por macréfago. Nestes experimentos nao foi empregado o antibiético
gentamicina pos-infeccdo pelo BCG, sendo as demais etapas idénticas aquelas
descritas no item 3.2.

Os protocolos especificados acima foram adaptados dos protocolos descritos
nas seguintes publica¢cbes: Fadok e cols., 1998; Griffith e cols., 1996.

3.6) Coloracao de Corpusculos Lipidicos

As células aderidas as laminulas de vidro foram submetidas a coloracdo para
visualizacdo e contagem dos corpusculos através de impregnacao por tetroxido de
6smio conforme protocolo experimental padrdo ja estabelecido no laboratério e
descrito em Bozza e cols., 1996.

Brevemente, as células aderidas as laminulas de vidro foram fixadas em
formaldeido 3,7% por 30 minutos e lavadas por duas vezes com agua MiliQ. A
seguir cada um dos pocos recebeu 4 gotas de tamp&o cacodilato e 1 gota de
solucdo de tetroxido de ésmio 1,5% (Sigma-Aldrich) e a placa foi incubada por 30
minutos ao abrigo da luz. A seguir, pocos foram lavados com 4gua MiliQ duas vezes
e foram adicionados aos poc¢os 3 gotas de tiocarbohidrazida (Sigma-Aldrich), sendo

incubada por 5 minutos ao abrigo da luz. Os pocgos foram novamente lavados com
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agua MiliQ por trés vezes e entdo foi repetida a etapa de adicdo de tampao
cacodilato e tetroxido de ésmio nas mesmas quantidades empregadas anteriormente
e feito novo tempo de incubacédo de 3 minutos ao abrigo da luz. Os pogos foram
entdo lavados duas vezes com agua MiliQ e apés secagem das laminulas na capela
de exaustdo, estas foram montadas sobre Iaminas de vidro para visualizagéo e
contagem dos corpusculos lipidicos.

O numero de corpusculos lipidicos foi avaliado por contagem em microscopio
de campo claro sob magnificacdo de 1000 vezes (objetiva 100x em imerséo). Foi
contado o numero de corpusculos lipidicos em 50 células consecutivas de cada poco
testado e os valores representativos de média, desvio e erro padrdo foram

calculados a partir destas contagens.

3.7) Avaliagdo de Crescimento Micobacteriano

Para realizacdo de contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC),
macroéfagos foram submetidas aos mesmos processos de cultivo descritos acima em
placas de 24 pocos sem laminulas de vidro estéreis utilizadas para os ensaios de
contagem de corpusculos. Apds o ultimo periodo de incubacdo de 24 horas, 0s
sobrenadantes foram descartados e foram adicionados a cada poco 500 pL de
saponina 1% estéril, sendo a placa incubada em estufa a 5% CO, e 37 por 20
minutos. Apds esse tempo, o conteludo dos pocos foi levemente homogeneizado e
50 pL de cada poco foram dispersos com auxilio de algcas bacteriologicas estéreis
em placas de petri contendo 20 mL meio de crescimento 7H10 (Difco Middlebrook)
suplementado com 10% de OADC (BBL Middlebrook) adicionado previamente e
devidamente j& solidificado. As placas foram entédo incubadas em estufa a 5% CO; e
37<C por periodo de 21 a 30 dias e submetidas a con tagem de UFC.

3.8) Quantificacdo de Mediadores Lipidicos e Citocinas

3.8.1) Dosagem de PGE »

A quantificacdo de prostaglandina E, (PGE,) foi realizada através de ensaio
imunoenzimatico de competicdo, seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante do
kit (Cayman Chemical). As placas pré-recobertas com IgG anti-camundongo

produzida em carneiro receberam quantidades definidas de anticorpo monoclonal
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anti-PGE;, da amostra experimental dosada (com diferentes concentracdes de
PGE;) e de uma forma de PGE, conjugada a acetilcolinesterase. Esta PGE;
conjugada compete pelos sitios de ligagdo de PGE, nos anticorpos monoclonais
com a PGE; da amostra experimental de forma a estabelecer um equilibrio de
ligacdes quimicas tais que a ligacdo de PGE; conjugada a acetilcolinesterase sera
menor quanto maior for a concentracdo de PGE, da amostra experimental. A seguir
foi dado ao sistema um reagente que contém substrato para a enzima
acetilcolinesterase (acetiltiocolina) que ao sofrer o processo enzimatico pela
acetilcolinesterase gera tiocolina que por sua vez se conjuga ao acido 2-
nitrobenzoico produzindo o &cido 5-tio-2-nitrobenzodico que tem absorbancia 6tima a
412 nm.

Assim, a andlise dos resultados foi feita de forma inversa a intensidade do
sinal de absorbancia, j& que quanto maior a concentragcdo de PGE; na amostra,
menor serd a ligacdo de PGE; conjugada a acetilcolinesterase e, portanto, menor a
intensidade de absorbancia. Os resultados de absorbéancia foram convertidos em
concentracbes de PGE; pela comparacdo dos dados com os gerados pela curva
padrdo construida com concentracdes conhecidas de PGE..

3.8.2) Dosagem de TNF- a e IL-10 por ELISA

Os protocolos experimentais de quantificagcdo destas duas citocinas
apresentam grande similaridade, sendo descritas a seguir em conjunto. A
quantificacdo de TNF-a e IL-10 foi feita pela técnica de ELISA (enzime linked
immunosorbent assay) de acordo com as instru¢gdes do kit fornecidas pelo fabricante
(R&D Systems). As placas de 96 pocos foram submetidas ao processo de “coating”
com 100 pL de anticorpo de captura (anti-TNF-a murino produzido em cabra - 0,8
pg/mL ou anti IL-10 murina produzido em rato - 2 pg/ mL) pelo periodo de 18 horas
a temperatura ambiente. A seguir, os pocos foram lavados com tampédo de lavagem
(PBS pH 7,2-7,4 contendo 0,05% de Tween 20) por trés vezes sendo posteriormente
empregados 300 pL de tampédo de bloqueio (PBS 1% albumina bovina) por 1 hora a
temperatura ambiente, quando foram lavadas novamente com tampao de lavagem
conforme descrito acima.

As amostras foram adicionadas no volume de 100 pL por poco, salvo nos

pocos reservados para a curva padrdo e incubadas por 2 horas a temperatura

ambiente. Os pocos foram entéo lavados com tampéao descrito anteriormente, sendo
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a seguir adicionados 100 pL por pogo de anticorpos de deteccdo (anti-TNF-a murino
produzido em cabra biotinilado - 300 ng / mL ou anti-IL-10 murina produzido em
cabra biotinilado - 400 ng / mL) e novamente submetido a incubac¢éo por 2 horas a
temperatura ambiente. Uma nova etapa de lavagem foi efetuada e foram
adicionados 100 pL por poco de estreptavidina conjugada a peroxidase de raiz forte
(HRP). Apés 20 minutos ao abrigo da luz, os pocos foram novamente lavados com
tampdo e foram adicionados 100 pL por poco de solucdo substrato (peroxido de
hidrogénio 1:1 tetrametilbenzidina). A reagdo ocorreu a temperatura ambiente ao
abrigo da luz sendo, a seguir, adicionados 50 pL de solugéo de parada (H.SO,4 2N) a
cada um dos pocos e as placas foram submetidas a leitura de densidade 6tica a 450
nm e as respectivas densidades oticas foram transformadas em concentracdes de
TNF-a ou IL-10 pela comparacdo com os dados obtidos da curva padréo feita com
concentragbes conhecidas destas citocinas. A curva foi construida a partir de
diluiches seriadas 1:2 em PBS contendo 1% de albumina bovina e 0,05% de Tween,

iniciando em 2000 pg/mL para ambas citocinas.

3.8.3) Dosagem de TNF e IL-10 por Luminex

Kits para a detecgédo simultanea de citocinas murinas (TNF-a e IL-10) foram
obtidos e os ensaios de quantificacdo foram realizados conforme recomendacdes do
fabricante (Uspstate, Lake placid, NY). Resumidamente, as amostras (50 ul) foram
diluidas em tampé&o de diluicdo, adicionadas aos pocos de uma placa de 96 pocos
com filtro Multiscreen-BV (Milipore Corporation, Bredford, MA). As amostras foram
incubadas com 50 ul da mistura de microesferas acopladas aos anticorpos
especificos (2000 microesferas / po¢o) a temperatura ambiente por 90 minutos sob
agitacdo ao abrigo da luz. Os pocos foram lavados trés vezes com 100 ul de tampéo
de lavagem e, a seguir, foi adicionado o anticorpo de deteccdo biotinilado (25
ul/pocgo) e incubado por 90 minutos a temperatura ambiente no escuro. Findo este
tempo, foi adicionada estreptavidina acoplada ao fluoréfuro (25 ul/pocgo) e incubada
10 minutos a temperatura ambiente. Os marcadores ndo ligados foram lavados
utilizando-se um sistema de filtragem a vacuo. Apés a ultima lavagem, 125 ul do
tampéo de ensaio foram adicionados a cada um dos pogos. As amostras foram
analisadas no sistema Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA) conforme as instru¢des do
fabricante, sendo as andlises dos dados efetuadas através do Bio-Plex Manager

software.
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3.9) Andlises Estatisticas
Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como médias + erro

padrdo e a analise estatistica foi avaliada através dos testes paramétricos ANOVA e
Student’s t-test. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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4) Resultados

4.1) Avaliagdo da Formacéo de Corpusculos Lipidicos

A biogénese de corpusculos lipidicos pode ser desencadeada por uma série
de substancias envolvidas em processos inflamatorios, como PAF, LPS, ativadores
de PKC, quimiocinas (eotaxina e RANTES), interleucinas (IL-5, IL-16), além de
varios agentes infecciosos, tendo como exemplo as micobactérias patogénicas e
Trypanossoma cruzi (Bozza e cols., 2007; D Avila e cols., 2006, 2008; Melo e cols.,
2003).

Nossos resultados mostraram que a infeccdo in vitro de macréfagos
peritoneais murinos por M. bovis BCG por 24 horas induz nestas células a formacgéo
de corpusculos lipidicos de forma dependente da dose, sendo esta inducéo
estatisticamente significativa (Fig. 06).
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Fig. 06 Biogénese de Corpusculos Lipidicos em Macréfagos Infectados por M. bovis BCG.

Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 1:1 e 5:1 (bactéria:zmacréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas. Para
contagem de corpusculos lipidicos, as células foram submetidas a coloragdo por tetroxido de 6smio. Cada barra
representa média + erro padrdo de contagem do nimero de corpusculos lipidicos em 50 macréfagos consecutivos de 3
grupos independentes de 3 animais cada (n=3). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
(*) indica diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de corpusculos lipidicos em macréfagos néo-infectados
e macroéfagos infectados por BCG na proporcdo de 1:1 (bactéria : célula). (+) indica diferenca estatisticamente
significativa ente o nimero de corpusculos lipidicos em macroéfagos infectados por BCG na proporcao de 5:1 (bactéria :
célula) e macrofagos infectados por BCG na propor¢cdo de 1:1 (bactéria : célula). B) Micrografia de macréfagos
peritoneais murinos ndo-infectados (A) e infectados in vitro por M. bovis BCG (MOI 1:1) pelo periodo de 24 horas (B),
sendo evidenciados os corpUsculos lipidicos visualizados sob coloragao por tetroxido de 6smio.
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A adicdo de moléculas inibidoras que apresentam efeitos inibitorios sobre as
ciclooxigenases (COX), a saber o AAS (inibidor n&o-seletivo de COX) e NS-398
(inibidor seletivo de COX-2) foram capazes de inibir a biogénese dos corpusculos

lipidicos de forma estatisticamente significativa (Fig. 07).
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Fig. 07 Modulacao da formacao de corpusculos lipidicos por inibidores de ciclooxigenase.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
de cultura mais veiculo ou tratados com AAS (5 uM) ou NS-398 (1 uM). As células foram a seguir submetidas a
coloragdo por tetroxido de 6smio. Cada barra representa média * erro padrdo de contagem do nimero de corplsculos
lipidicos em 50 macréfagos consecutivos de 6 grupos de 5 animais cada em 2 experimentos independentes, sendo
representativos de 7 experimentos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica
diferenga estatisticamente significativa entre o nimero de corpUsculos lipidicos em macréfagos ndo-infectados e
infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo. (+) indica diferenga estatisticamente significativa ente o
namero de corplsculos lipidicos em macroéfagos infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo e
tratados com AAS ou NS-398.

A seguir, o processo de modulacdo da formag&o de corpusculos lipidicos foi
avaliado por uma nova abordagem. O anabolismo lipidico é efetuado em
basicamente duas etapas repetitivas. A primeira € efetuada pela geracdo de
moléculas de malonil CoA a partir de acetil CoA pela agdo de duas enzimas
sucessivas (biotina carboxilase e transcarboxilase), que catalisam a adicdo de uma
carboxila a extremidade do acetil CoA. A seguir, as moléculas de malonil CoA
entram em um processo repetitivo de adi¢cdo de residuos de &cido carboxilico de 2
carbonos pela acdo do complexo multienzimatico denominado acido graxo sintase.
Este complexo catalisa reacdes sequenciais de condensagéo, reducao, desidratacao
e uma nova reducdo. Este processo ciclico adiciona em cada rodada unidades de 2

carbonos a cadeia de hidrocarbonetos nascente.
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A utilizacdo de C75, um inibidor da enzima &acido graxo sintase, promoveu
reducdo estatisticamente significativa na formacdo de corpusculos lipidicos em
macréfagos induzidos pela infeccdo por BCG (Fig. 08), assim como para 0sS

tratamentos com inibidores de COX descritos acima.
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Fig. 08 Modulacao da formacao de corpusculos lipidicos pelo inibidor de &cido graxo sintase C75.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
mais veiculo ou tratados com C75 (5 ug/mL). Para contagem de corpusculos lipidicos, as células foram submetidas a
coloragdo por tetroxido de 6smio. Cada barra representa média * erro padrdo de contagem do nimero de corplsculos
lipidicos em 50 macréfagos consecutivos de 6 grupos de 5 animais cada em 2 experimentos independentes, sendo
representativos de 7 experimentos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica
diferenca estatisticamente significativa ente macréfagos nao-infectados e infectados por BCG cultivados em meio de
cultura mais veiculo. (+) indica diferenca estatisticamente significativa ente macréfagos infectados por BCG cultivados
em meio de cultura mais veiculo e tratados com C75.

4.2) Andlise da Producdo de PGE , em Culturas de Macrofagos Infectados por
M. bovis BCG

A producdo de PGE; foi avaliada nos sobrenadantes de cultura de
macroéfagos infectados por M. bovis BCG apés 24 horas de infecgédo pelo uso de kit
imunoenzimatico de competicdo. Foi observado que a infeccdo pelo BCG é capaz de
induzir potente aumento na producdo deste mediador lipidico. Os tratamentos com
inibidores de COX conduziram a uma diminui¢do na producéo de PGE; pelas células
submetidas aos tratamentos em relacdo aos macrofagos infectados e mantidos
somente em meio de cultivo mais veiculo (Fig. 09), em paralelo com a inibicdo

observada na formagé&o de corpusculos lipidicos por estas substancias.
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Fig. 09 Efeito dos inibidores de ciclooxigenase na producéo de PGE..

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
mais veiculo ou tratados com AAS (5 uM) ou NS-398 (1 uM). Os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de
microcentrifuga, mantidos sob refrigeragdo a -20C até serem utilizados para quantificagdo de PGE, por método
imunoenzimatico. Cada barra representa média + erro padrdo dos resultados de quantificagdo de PGE; nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos de pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada,
representativo de 2 experimentos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica
diferenca estatisticamente significativa na produgdo de PGE, por macréfagos ndo-infectados e infectados por BCG
cultivados em meio de cultura mais veiculo. (+) indica diferenga estatisticamente significativa na producéo de PGE; por
macrofagos infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo e tratados com AAS ou NS-398.

O tratamento das culturas de macréfagos infectadas por BCG com C75
promoveu diminuicdo estatisticamente significativa da formacédo de PGE; (Fig. 10)
de forma similar a observada para a inibicdo da formag&o de corpusculos lipidicos

por esta substancia.
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Fig. 10 Efeito do inibidor de &cido graxo sintase na producédo de PGE,.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG em multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macrofago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio mais veiculo ou
tratados com C75 (5 pg/mL). Os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de microcentrifuga, mantidos sob
refrigeracdo a -20C até serem utilizados para quantificacdo de PGE; por método imunoenzimatico. Cada barra
representa média * erro padrdo dos resultados de quantificagdo de PGE, nos sobrenadantes das culturas de
macrofagos de pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada, representativo de 2 experimentos. Valores
de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa na
producdo de PGE; por macréfagos ndo-infectados e infectados por BCG cultivados em meio mais veiculo. (+) indica
diferenca estatisticamente significativa na produgdo de PGE; por macréfagos infectados por BCG cultivados em meio
de cultura mais veiculo e tratados com C75.
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De acordo com dados da literatura, nossos resultados mostram que a inibigao
da geracao de corpusculos lipidicos, quer por inibidores de COX ou por inibidor da
enzima 4cido graxo sintase, conduz também a minimizacdo da produgéo de PGE,,
sugerindo o envolvimento dos corpusculos lipidicos na produgdo deste mediador
lipidico. Observacfes experimentais anteriores descrevem serem estas organelas 0s

principais sitios intracelulares de produgédo de PGE; (D Avila e cols., 2006)

4.3) Quantificacdo de Citocinas nos Sobrenadantes de Cu ltura de Macréfagos
Infectados com M. bovis BCG

A producdo de citocinas foi avaliada através da dosagem de TNF-a, uma
citocina envolvida na potencializacdo da atividade microbicida em macrofagos e que
participa ativamente na formacgao do granuloma tuberculoso, e IL-10, que demonstra
capacidade de inibir a ativacdo de macrofagos e a producgéo de citocinas por este.

A infeccdo em macréfagos murinos pelo BCG foi capaz de induzir aumento
nos niveis de TNF-a e IL-10 (Fig. 11 e 12, respectivamente), uma producao
paradoxal de citocinas, ja que estdo envolvidas em processos antagdnicos nas
infecgBes micobacterianas, tornando clara a complexidade de variaveis associadas a
patobiologia da infec¢édo pelas micobactérias.
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Fig. 11 Modulagéo da producédo de TNF-a por inibidores de ciclooxigenases.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
de cultura mais veiculo ou tratados com AAS (5 uM) ou NS-398 (1 uM). Os sobrenadantes de cultura foram coletados
em tubos de microcentrifuga, mantidos sob refrigeragdo a -20°C até serem utilizados para quantificacdo de TNF-a por
Luminex. Cada barra representa média * erro padrao dos resultados de quantificagdo de TNF-a nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos de pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa na produ¢do de TNF-a
por macréfagos nao-infectados e infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo.
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Os tratamentos por inibidores seletivo (NS-398) e ndo-seletivo (AAS) de COX
mostraram tendéncia de aumento nos niveis de producdo de TNF-a (Fig. 11). E
interessante observar que 0S mesmos tratamentos promoveram tendéncia de
decréscimo nos niveis de producao de IL-10, conforme mostrado na figura 12.
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Fig.12 Modulagéo da producao de IL-10 por inibidores de ciclooxigenases.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
de cultura mais veiculo ou tratados com AAS (5 M) ou NS-398 (1 uM) Os sobrenadantes de cultura foram coletados
em tubos de microcentrifuga, mantidos sob refrigeracdo a -20°C até serem utilizados para quantificacdo de IL-10 por
Luminex. Cada barra representa média + erro padrédo dos resultados de quantificagdo de IL-10 nos sobrenadantes das

culturas de macréfagos de pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada.

O efeito do inibidor da enzima &acido graxo sintase sobre o perfil de produgéo
de citocinas nos sobrenadantes de culturas de macréfagos infectados por M. bovis
BCG foi também avaliado. O tratamento com C75 promoveu aumento na produgao
de TNF-a, além de reduzir a producdo de IL-10, sendo este de forma

estatisticamente significativa (Figs. 13 e 14, respectivamente).
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Fig.13 Modulacéo da producgdo de TNF-a pelo inibidor de &cido graxo sintase.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
de cultura mais veiculo ou tratados com C75 (5 pg/mL). Os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de
microcentrifuga, mantidos sob refrigeracdo a -20C até serem utilizados para quantificagdo de TNF-a por Luminex.
Cada barra representa média + erro padrao dos resultados de quantificacdo de TNF-a nos sobrenadantes das culturas
de macréfagos de pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa na produgdo de TNF-a por macréfagos
ndo-infectados e infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo. (+) indica diferenca estatisticamente
significativa entre a producao de TNF-a por macréfagos infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo
e tratados com C75.
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Fig.14 Modulagéo da producao de IL-10 pelo inibidor de acido graxo sintase

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago) e mantidos em cultura por periodo de 24 horas em meio
de cultura mais veiculo ou tratados com C75 (5 pg/mL). Os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de
microcentrifuga, mantidos sob refrigeracdo a -20C até serem utilizados para quantificacdo de IL-10 por método
imunoenzimatico. Cada barra representa média + erro padrdo dos resultados de quantificacdo de IL-10 nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos pelo menos 3 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa ente a
producgdo de IL-10 por macréfagos ndo-infectados e infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo. (+)
indica diferenca estatisticamente significativa entre a produgdo de IL-10 por macréfagos infectados por BCG cultivados
em meio de cultura mais veiculo e tratados com C75.
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Desta forma, nossos resultados sugerem que o aumento do numero de
corpusculos lipidicos mostra ndo estar relacionado somente a producdo de
mediadores de origem lipidica, mas também demonstra capacidade de modular a

producdo de citocinas em macréfagos infectados por M. bovis BCG.

4.4) Efeito de Neutréfilos Apoptéticos sobre a Biogénes e de Corpusculos

Lipidicos e Sintese de PGE

Com o objetivo de verificar a capacidade de neutréfilos em diferentes
condicdes celulares de modular a formagéo de corpusculos lipidicos e producéo de
PGE_,, neutréfilos vivos, necréticos ou apoptéticos foram adicionados as culturas de
macrofagos infectadas ou ndo por M. bovis BCG.

Experimentos de cultivo in vitro de macrofagos infectados ou ndo por BCG na
presenca de neutroéfilos vivos, apoptoticos ou necréticos conduziram a constatacao
de que somente neutrofilos apoptéticos, mas nao vivos ou necroéticos, sdo capazes
de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos de forma estatisticamente

significativa, efeito potencializado pela infec¢céo por M. bovis BCG (Fig. 15).
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Fig.15 Formacg&o de Corpusculos Lipidicos Induzida por Neutréfilos em Diferentes Condicdes de

Viabilidade em Macro6fagos Infectados ou ndo por BCG.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias ndo-interioriadas, neutréfilos vivos (Vivo), necréticos (Nec) ou apoptéticos (Apo) na proporgao de 3 células por
macrofago. As culturas foram mantidas por 24 horas e submetidos a coloragdo por tetroxido de 6ésmio. Cada barra
representa média + erro padrao de contagem do nimero de corpusculos lipidicos em 50 macréfagos consecutivos pelo
menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. (*) indica diferenga estatisticamente significativa ente o nimero de corpusculos lipidicos entre macréfagos
ndo-infectados e macroéfagos cultivados com neutréfilos apoptéticos, infectados por BCG ou ainda infectadas por BCG
na presenca de neutréfilos vivos ou na presenca de neutréfilos necréticos. (+) indica diferenga estatisticamente
significativa ente o numero de corpUsculos lipidicos entre macréfagos cultivados com neutréfilos apoptéticos e
macrofagos infectados por BCG na presencga de neutréfilos apoptéticos.
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A quantificacdo de PGE; nos sobrenadantes de cultura de macréfagos na
presenca de neutrofilos apoptoticos mostrou elevagéo estatisticamente significativa
nos niveis deste mediador lipidico. Este aumento foi potencializado pela infecgéo por
M. bovis BCG, efeito similar ao observado para a biogénese de corpusculos lipidicos
(Fig. 16).
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Fig.16 Niveis de Producao de PGE, em Culturas de Macréfagos infectadas por BCG e cultivadas com
Neutrdéfilos em Diferentes Condicdes de Viabilidade.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias ndo-interioriadas, neutréfilos vivos (Vivo), necréticos (Nec) ou apoptéticos (Apo) na proporgao de 3 células por
macrofago. As culturas foram mantidas por 24 horas. Os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de
microcentrifuga, mantidos sob refrigeragdo a -20C até serem utilizados para quantificagdo de PGE, por método
imunoenzimatico. Cada barra representa média + erro padrdo dos resultados de quantificagdo de PGE; nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos pelo menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa ente os
niveis de PGE; nos sobrenadantes de macréfagos ndo-infectados e macréfagos cultivados na presencga de neutréfilos
apoptoticos ou infectados por BCG. (+) indica diferenca estatisticamente significativa ente os niveis de PGE, nos
sobrenadantes de macréfagos cultivados com neutréfilos apoptoticos e macréfagos infectados por BCG na presenca de
neutréfilos apoptéticos.

53



De forma interessante, os tratamentos das culturas de macréfagos com
inibidores de COX (AAS ou NS-398) foram capazes de reduzir a formagao de
corpusculos lipidicos, tanto para aqueles induzidos somente pela incubagdo dos
macréfagos com neutroéfilos apoptoticos quanto na infeccdo de macréfagos por M.
bovis BCG na presenca de neutroéfilos apoptoticos (Fig. 17).
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Fig.17 Modulagdo da Formacéao de Corpusculos Lipidicos por Inibidores de COX em macréfagos

infectados por BCG, na presenca ou auséncia de neutrofilos apoptéticos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias nao-interioriadas, neutréfilos apoptéticos (Apo) na proporcao de 3 células por macréfago e tratados com AAS
(5 uUM) ou NS-398 (1 uM). As culturas foram mantidas por 24 horas, sendo a seguir submetidas a coloragédo por
tetréxido de 6smio. Cada barra representa média * erro padrao de contagem do nimero de corpuisculos lipidicos em 50
macroéfagos consecutivos pelo menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa ente o numero de
corpusculos lipidicos em macréfagos nao-infectados e infectados por BCG, na presenca ou auséncia de neutrofilos
apoptoéticos ou ainda macréfagos ndo infectados na presenca de neutréfilos apoptéticos. (+) indica diferengca
estatisticamente significativa ente o nimero de corpusculos lipidicos entre macréfagos cultivados com neutréfilos
apoptoéticos em meio mais veiculo e tratados com AAS ou NS-398. (#) indica diferenca estatisticamente significativa
ente o nimero de corplsculos lipidicos entre macréfagos infectados por M. bovis BCG na presenca de neutrdfilos
apoptoéticos em meio mais veiculo e tratados com AAS ou NS-398.
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O uso de inibidores de COX foi eficaz ainda em reduzir os niveis de PGE; nos
sobrenadantes de cultura de macrofagos infectados por M. bovis BCG na presenca
ou auséncia de neutrdfilos apoptéticos, bem como nas culturas de macroéfagos nao-

infectados na presenca de neutrofilos apoptoticos (Fig. 18).
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Fig.18 Efeito de Inibidores de COX sobre a Produgédo PGE; em por macréfagos infectados por BCG,
na presenca ou auséncia de neutrdéfilos apoptéticos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias nado-interioriadas, neutréfilos apoptéticos (Apo) na proporcao de 3 células por macréfago e tratados com AAS
(5 UM) ou NS-398 (1 pM) . As culturas foram mantidas por 24 horas, quando os sobrenadantes de cultura foram
coletados em tubos de microcentrifuga, mantidos sob refrigeragédo a -20°C até serem utilizados para qua ntificagdo de
PGE; por método imunoenzimatico. Cada barra representa média + erro padrdo dos resultados de quantificagdo de
PGE; nos sobrenadantes das culturas de macréfagos pelo menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa
entre os niveis de PGE; produzidos por macréfagos ndo-infectados e infectados por BCG, na presenga ou auséncia de
neutréfilos apoptéticos ou ainda macréfagos nao-infectados na presenga de neutréfilos apoptéticos cultivados em meio
de cultura mais veiculo. (+) indica diferenga estatisticamente significativa ente os niveis de PGE, produzidos por
macrofagos cultivados com neutréfilos apoptéticos em meio mais veiculo e tratados com AAS ou NS-398. (#) indica
diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de PGE; produzidos por macréfagos infectados por M. bovis
BCG na presenca de neutréfilos apoptéticos em meio mais veiculo e tratados com AAS ou NS-398.
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O emprego de C75 promoveu reducdo no numero de corpusculos lipidicos
induzido pela infeccdo in vitro por M. bovis BCG, pela adicdo de neutrofilos
apoptéticos as culturas de macrofagos ou ainda pelos dois estimulos em conjunto
(Fig. 19).
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Fig.19 Modulagdo da Formacéo de Corpusculos Lipidicos pelo inibidor de &cido graxo sintase (C75)

em culturas de macrdéfagos infectados por BCG, na presenc¢a ou auséncia de neutréfilos apoptoticos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias ndo-interioriadas, neutréfilos apoptéticos (Apo) na proporgdo de 3 células por macréfago e tratadas com C75
(5 pg/mL). As culturas foram mantidas por periodo de 24 horas, sendo a seguir submetidas a coloragdo por tetroxido de
6smio para visualizagdo dos corpusculos lipidicos. Cada barra representa média + erro padrdo de contagem do nimero
de corpusculos lipidicos em 50 macréfagos consecutivos pelo menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa
ente o numero de corpUsculos lipidicos em macréfagos nao-infectados e infectados por BCG, na presenga ou auséncia
de neutréfilos apoptéticos ou ainda macréfagos nao infectados na presenca de neutrofilos apoptéticos. (+) indica
diferenga estatisticamente significativa ente o ndmero de corpUsculos lipidicos entre macréfagos cultivados com
neutréfilos apoptéticos em meio mais veiculo e tratados com C75. (#) indica diferenga estatisticamente significativa ente
0 numero de corpUsculos lipidicos entre macréfagos infectados por M. bovis BCG na presengca de neutrofilos
apoptoéticos em meio mais veiculo e tratados com C75.
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A estratégia de inibir a formac¢do dos corpusculos lipidicos pelo emprego do
inibidor da enzima acido graxo sintase, o C75, mostrou capacidade também de
reduzir os niveis de PGE; produzidos por macrofagos infectados por BCG na
presenca ou auséncia de neutrofilos apoptéticos e ainda nos sobrenadantes de
macroéfagos ndo-infectados na presenca de neutrofilos apoptoticos (Fig. 20).
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Fig. 20 Efeito do inibidor de &cido graxo sintase (C75) sobre os Niveis de Produgcédo PGE, em

macroéfagos infectados por BCG, na presenga ou auséncia de neutrdéfilos apoptéticos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 2 horas em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1 (bactéria:macréfago), sendo adicionados, apés as lavagens para remogao de
bactérias ndo-interioriadas, neutréfilos apoptéticos (Apo) na proporgdo de 3 células por macréfago e tratados com C75
(5 ng/mL) . As culturas foram mantidas por 24 horas, quando os sobrenadantes de cultura foram coletados em tubos de
microcentrifuga, mantidos sob refrigeragdo a -20C até serem utilizados para quantificagdo de PGE, por método
imunoenzimatico. Cada barra representa média + erro padrdo dos resultados de quantificagdo de PGE; nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos pelo menos 6 grupos independentes de 3 a 5 animais cada. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre os
niveis de PGE; produzidos por macréfagos nado-infectados e infectados por BCG, na presenca ou auséncia de
neutréfilos apoptéticos ou ainda macréfagos nao-infectados na presenga de neutréfilos apoptéticos cultivados em meio
de cultura mais veiculo. (+) indica diferenga estatisticamente significativa ente os niveis de PGE, produzidos por
macrofagos cultivados com neutréfilos apoptéticos em meio mais veiculo e tratados com C75. (#) indica diferenca
estatisticamente significativa entre os niveis de PGE; produzidos por macréfagos infectados por M. bovis BCG na
presenca de neutréfilos apoptéticos em meio mais veiculo e tratados com C75.
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45) Avaliacdo do Impacto da Formacdo de Corpusculos Li pidicos na

Sobrevivéncia e Multiplicagdo Micobacterianas

Por fim, o efeito da geracdo de corpusculos lipidicos sobre a sobrevivéncia e
multiplicacdo micobacterianas foi analisado através da contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC) provenientes da permeabilizacdo de macrofagos
infectados por M. bovis BCG e tratados com as substancias utilizadas neste estudo
(AAS, NS-398 e C75).

Os resultados demonstram que a inibicdo da formacdo de corpusculos
lipidicos pelos inibidores de COX esta relacionada a menor capacidade de
sobrevivéncia e/ou proliferagdo do M. bovis BCG no microambiente intracelular
macrofagico, uma vez que apresentaram menor nimero de unidades formadoras de

colonias (Fig. 21).
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Fig. 21 Efeito da inibicdo da biogénese de corpusculos lipidicos por inibidores de COX na

sobrevivéncia e multiplicagcdo micobacterianas em macrofagos murinos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago), mantidos em cultura por periodo de 24 horas e tratados
com AAS (5 uM) ou NS-398 (1 uM). Os sobrenadantes dos pocos foram descartados e foram adicionado 500 pL de
saponina 1% estéril a capa um dos pogos para permeabilizar os macréfagos. Apos incubagado de 20 minutos em estufa,
50 pL de cada um dos pocos foram dispersos em placas de petri contendo meio 7H10 + OADC. Cada barra representa
média * erro padrdo de contagem do nimero de unidades formadoras de col6nias de 6 grupos independentes de 3 a5
animais cada, sendo representativo de 4 experimentos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. (+) indica diferenca estatisticamente significativa ente o crescimento em placas de petri de micobactérias
provenientes de macrofagos infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo e tratados com AAS ou
NS-398.
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O tratamento das cuturas de macrofagos infectados por BCG com C75
(inibidor de acido graxo sintase) foi efetivo em reduzir de forma estatisticamente
significativa o numero de UFC (Fig 22), revelando uma menor capacidade de
sobrevivéncia e/ou multiplicacdo micobacterianas quando da inibicdo da formacao
de corpusculos lipidicos.
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Fig. 22 Efeito da inibicdo da biogénese de corpusculos lipidicos pelo inibidor da acido graxo sintase
na sobrevivéncia e multiplicagdo micobacterianas em macréfagos murinos.

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro por M. bovis BCG por 1 hora em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1 (bactéria:macréfago), mantidos em cultura por periodo de 24 horas e tratados
com C75 (5 pg/mL). Os sobrenadantes dos pogos foram descartados e foram adicionado 500 pL de saponina 1% estéril
a capa um dos pogos para permeabilizar os macréfagos. Apds incubagdo de 20 minutos em estufa, 50 L de cada um
dos pogos foram dispersos em placas de petri contendo meio 7H10 + OADC. Cada barra representa média + erro
padrdo de contagem do numero de unidades formadoras de coldnias de 9 grupos independentes de 3 a 5 animais
cada, sendo representativo de 5 experimentos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
(+) indica diferenca estatisticamente significativa ente o crescimento em placas de petri de micobactérias provenientes
de macroéfagos infectados por BCG cultivados em meio de cultura mais veiculo e tratados com C75.
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5) Discusséo:

Este estudo teve por principal objetivo avaliar a influéncia dos corpusculos
lipidicos induzidos pela infeccdo por M. bovis BCG sobre a modulacdo da
capacidade de resposta de macréfagos e seus mecanismos micobactericidas. Tal
influéncia poderia representar um mecanismo importante no equilibrio dindmico
estabelecido entre a resposta imune e eventos de sobrevivéncia e multiplicagéo
bacterianas, conferindo vantagem biolégica ao patdgeno.

E amplo o nimero de citagdes bibliograficas que relacionam corpusculos
lipidicos com parametros relacionados aos mais diferentes processos inflamatoérios e
infecciosos, como revisto recentemente (Bozza e cols., 2007; D Avila e cols., 2008).
Durante processos de estimulacdo de natureza inflamatoria, estes corpusculos
lipidicos aumentam em numero e tamanho em diversos subtipos celulares, incluindo
macroéfagos, mastocitos, eosindfilos e neutréfilos e se tornam sitios de importancia
significativa na conducéo do processo inflamatério (Dvorak e cols., 1983; Weller e
cols., 1994, 1999; Bozza e cols., 2005).

As infeccbes micobacterianas estdo envolvidas com diversos tipos de
ativacao celular assim como na geracdo de mediadores inflamatérios que participam
da construgcdo da resposta imune inata e adaptativa para esta infecgcdo. Entre os
eventos decorrentes das infecgdes micobacterianas, assim como para diferentes
infeccdes por agentes patogénicos, estad a formagédo de corpusculos lipidicos, como
revisto recentemente (Bozza e cols., 2007; D Avila e cols., 2008). Dados pregressos
mostram que a infeccdo de macrofagos peritoneais por micobactérias néo
patogénicas ndo é capaz de induzir a formacédo de corpusculos lipidicos de forma
estatisticamente significativa, efeito também observado para outros agentes in4cuos,
como o Bacillus subtilis e para fagocitose de particulas de latex (D Avila e cols.,
2006). Estes dados mostram que o processo de formacdo de corpusculos induzido
por agentes infecciosos é um evento altamente regulado e independente do
processo de fagocitose.

Nossos resultados experimentais mostram que a infeccdo de macréfagos
peritoneais in vitro por M. bovis BCG €& capaz de promover a formagdo de
corpusculos lipidicos de forma dependente da dose (Fig. 06), concordando com
dados anteriores que demonstram que esta inducéo in vivo é dependente de tempo
e dose (D" Avila e cols., 2006).
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Apesar da crescente compreensdo do envolvimento dos corpusculos lipidicos
em diferentes processos regulatorios de respostas inflamatorias e infecciosas, ainda
nao foi descrito um inibidor seletivo de sua biogénese. Algumas alternativas para
modulacdo da formacdo dos corpusculos lipidicos envolvem o wuso de
antiinflamatérios nao-esteroidais que, agindo por mecanismos independentes de
COX, inibem a formacédo destas estruturas (Bozza e cols., 1996, 2002). Alguns
farmacos reduzem a formacao de corpusculos lipidicos e a sintese eicosandides,
como demonstrado na reducdo do namero de corpusculos lipidicos e da producdo
de LTC,4 em eosindfilos no processo inflamatério alérgico pelo HQL-79, um inibidor
de PGD,; sintase (Mesquita-Santos e cols., 2006). Extratos de espécies vegetais
foram descritos como inibidores da formacgé&o de corpusculos lipidicos em leucécitos.
Dentre eles, as preparacdes obtidas a partir de N. procerum e C. sympodialis
inibiram a formagéo destas estruturas e o extrato desta Ultima foi ainda capaz de
minimizar a formacdo de corpusculos lipidicos em eosinéfilos obtidos do BAL
durante processo alérgico (Vieira-de-Abreu e cols., 2005; Amendoeira e cols., 2005;
Bezerra-Santos e cols., 2006). Mais recentemente foram descritas outras moléculas
com capacidade de inibicdo da formacdo de corpusculos lipidicos, entre elas o
triacsin, um inibidor de acil-CoA sintetase (lorio e cols., 2003; Matsuda e cols., 2008;
Fujimoto e cols., 2006) e C75, inibidor do dominio tioesterase do complexo
enzimatico acido graxo sintase (Accioly e cols., 2008; Cheng e cols., 2008).

Neste estudo, o emprego de antiinflamatérios nao-esteroidais seletivo (NS-
398) ou néo seletivo para COX-2 (AAS) promoveu redugdo estatisticamente
significativa na formacdo de corpusculos lipidicos (Fig. 07) em macréfagos
infectados in vitro por M. bovis BCG. De forma similar, o tratamento das culturas
infectadas com o inibidor de &cido graxo sintase, C75, promoveu reducdo
estatisticamente significativa no niumero de corpusculos lipidicos por macrofago (Fig.
08).

Estes achados corroboram com os dados outrora mencionados de inibicdo da
formacdo de corpusculos lipidicos por estes tratamentos em diferentes modelos
experimentais e distintas circunstancias de natureza inflamatéria (Bozza e cols.,
1996, 2002; Vieira-de-Abreu e cols., 2005) e mesmo para as infecgdes in vivo por M.
bovis BCG (D Avila e cols., 2006), legitimando a utilizagdo destes inibidores no
modelo de infecgéo in vitro por BCG empregado neste estudo.
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A producdo de PGE, é descrita nas infec¢des por patdégenos intracelulares,
entre eles o T. cruzi (Melo e cols., 2003; Freire-de-Lima e cols., 2000; D Avila e cols.,
em preparacédo) e M. bovis BCG (D Avila e cols., 2006; Rangel-Moreno e cols., 2002;
Shibata e cols., 2005), tendo implicacbes importantes nos mecanismos de
patogénese destes agentes agressores. Nas infec¢cbes por T. cruzi, o aumento da
formacdo de eicosandides parece estar envolvido nos mecanismos de
patogenicidade da doenca de chagas (Celentano e cols., 1995; Borges e cols., 1998;
Freire-de-Lima e cols., 2000; Talvani e cols., 2002), além de sua descrita funcéo na
inibicdo da producéo de citocinas relacionadas a resposta Thl, como IL-2, IL-12 e
IFN-y (Betz e cols., 1991), inibindo assim a resposta imune que controla uma série
de infec¢des por patdégenos intracelulares, incluindo as infecgbes por micobactérias
(Rangel-Moreno e cols., 2002; Raja, 2004).

A avaliacdo da producdo de PGE; demonstrou que a infeccéo in vitro por M.
bovis BCG induz uma producao importante deste mediador lipidico por macréfagos
peritoneais murinos (Fig. 09 e 10). De forma interessante, os tratamentos
empregados anteriormente na inibicdo de formacdo de corpusculos lipidicos
promoveram reducdo nas quantidades de PGE, detectadas nos sobrenadantes
destas culturas de macrofagos novamente de forma estatisticamente significativa
(Fig. 09 e 10). A correlacdo entre a formacdo de corpusculos lipidicos e 0 aumento
da capacidade de geracao de eicosandides foi descrita anteriormente em infec¢des
ou produtos de origem bacteriana in vivo (Pacheco e cols., 2002, 2007; Leite e cols.,
2005; D Avila e cols., 2006), sendo confirmado para a infec¢do in vitro por M. bovis
BCG em macrofagos peritonais. Na infecgcdo intrapleural por M. bovis BCG, foi
observada colocalizacdo das enzimas COX e 5-LO nos corpusculos lipidicos
induzidos por esta infec¢do (D Avila e cols., 2006). Neste mesmo estudo, através de
técnica capaz de imobilizar mediadores lipidicos em seu sitio de formacao
(Bandeira-Melo e cols., 2001), foi demonstrado que os corpusculos lipidicos sdo os
principais sitios intracelulares de formacdo de PGE, (D Avila e cols., 2006),
reforcando o papel dos corpusculos lipidicos como regides de sintese de
mediadores lipidicos capazes de modular negativamente respostas imunes contra
patégenos intracelulares.

A idéia inicial e linear de que o uso de antiinflamatdrios n&o-esteroidais
geraria reducdo da producéo de eicosanodides derivados do &cido araquidbnico, uma
vez que seus efeitos s&do classicamente descritos como inibidores de

ciclooxigenases (enzimas-chave na rota biossintética de producdo de
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prostaglandinas), apesar de nédo estar errada, pode ser demasiadamente simplista.
Agentes antiinflamatorios sdo amplamente utilizados no tratamento de doencgas
inflamatorias, incluindo artrite (Vane e cols., 1994) pela sua acgéo inibitdria sobre as
enzimas ciclooxigenases, bloqueando assim a formacéo de prostaglandinas (Vane,
1971). Todavia, h4 uma incompatibilidade na logica da acdo somente sobre as
ciclooxigenases e o potencial antiinflamatorio, dado que doses muito maiores sao
necessarias para exercer efeito antiinflamatério, como exemplificado para o efeito
anti-reumatico in vivo (Vane e cols., 1994; Weissmann, 1991) do que aquelas
observadas para inibicdo das ciclooxigenases tanto in vivo quanto in vitro (Vane e
cols., 1994; Patrono & Patrignani, 1982). De forma aditiva, o salicilato sédico, que
demonstra efeito minimo sobre COX, apresenta eficacia similar ao acido
acetilsalicilico no controle de processos inflamatérios, conforme observado nos
pacientes com artrite ou em modelos experimentais de tal patologia (Weissmann,
1991).

Dados da literatura sdo convergentes e sugerem que o0s efeitos
antiinflamatérios desses farmacos ndo se devem somente aos efeitos sobre as
ciclooxigenases. Antiinflamatorios ndo-esteroidais sdo capazes de inibir a ativacao
de células polimorfonucleares por mecanismos que modulam a sintese de
leucotrienos e formacdo de eicosandides da via das lipoxigenases ou ainda por
efeitos em proteinas ligantes de GTP em membranas de neutréfilos, interferindo com
mobilizacéo de calcio e com niveis de AMPc intracelular (Abramson e cols., 1985,
1991; Villanueva e cols., 1993). Bozza e cols (1996) mostraram que &cido
acetilsalicicilico e antiinflamatérios ndo-esteroidais, como indometacina e piroxicam,
gue ndo compartilham similaridades estruturais com o AAS, foram capazes de inibir
a formacdo de corpusculos lipidicos induzidos em células polimorfonucleares
humanas por acido araquidénico e &cido oleico. O mesmo efeito fora observado para
o salicilato de sdodio, que nao exerce efeito sobre COX.

Corroborando com estes dados, 0 uso de substancias que inibem a formagao
de corpusculos lipidicos limita a capacidade destas células em gerar eicosandides.
Antiinflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) como acido acetilsalicilico e indometacina
inibem a formag&o de corpusculos lipidicos induzida por &cidos graxos insaturados.
Estudos com AINEs e salicilato sédico, um farmaco que néo apresenta acdo sobre
ciclooxigenases, e usando animais deficientes geneticamente de COX-1 ou COX-2
mostraram que estes farmacos sdo capazes de inibir a formacdo de eicosandides

por mecanismos independentes de suas acgbOes sobre COX, mas diretamente
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correlacionada com suas capacidades de inibir a formagéo de corpusculos lipidicos
(Bozza e cols., 1996, 2002).

Apesar de todas as evidéncias de que os efeitos de inibicdo da producgao de
PGE; por antiinflamatdrio ndo-esteroidais parecem estar relacionados, sobretudo, a
inibicdo da formacéo de corpusculos lipidicos, 0 mecanismo farmacoldgico classico
destas moléculas, descritas como inibidores de COX, ndo permite precisar de forma
definitiva ser este 0 mecanismo de agao sobre a reducdo na producdo de PGE;
promovida por estes farmacos.

No sentido de ratificar a estreita relacdo entre a formacdo de corpusculos
lipidicos e a producdo de PGE;, os mesmos experimentos executados com o0s
antiinflamatérios néo-esteroidais foram realizados com o emprego de um inibidor da
enzima acido graxo sintase, o C75, cuja capacidade em inibir a formacdo de
corpusculos lipidicos fora descrita anteriormente (Accioly e cols., 2008; Cheng e
cols., 2008). O tratamento das culturas de macréfagos infectadas por M. bovis BCG
com C75 reduziu o nimero de corpusculos lipidicos induzidos por esta infeccdo. De
forma interessante, foi constatada, em paralelo @ modulacdo negativa da formacao
de corpusculos lipidicos, a diminuicdo nos niveis de PGE; detectados nos
sobrenadantes de culturas de macréfagos que foram submetidos a este tratamento.
Assim, 0 uso de uma molécula que age na inibicdo da formacdo de corpusculos
lipidicos e promove reducdo da producdo de PGE; sem, no entanto, ter efeitos
descritos sobre COX, ampara e reforca a funcdo dos corpusculos lipidicos como
sitios principais na sintese deste mediador lipidico (D Avila e cols., 2006).

O papel da PGE; € alvo de estudo nas infec¢des por patégenos intracelulares,
em modelos experimentais de infeccdo pulmonar tuberculosa (Rangel-Moreno e
cols., 2002) e por T. cruzi (Freire-de-Lima e cols., 2000). Nestes estudos, foi
demonstrado que este mediador lipidico favorece o crescimento intracelular do
patégenos, um efeito que pode ser parcialmente revertido pelo uso de
antiinflamatérios néo-esteroidais. Estes dados fortalecem a hipotese da utilizacédo
moléculas que inibem a producdo deste mediador no sentido de desfavorecer
sobrevivéncia de patégenos.

A demonstracdo da relacdo entre a formacdo de corpusculos lipidicos e o
aumento da capacidade de produzir PGE; e que este mediador esta envolvido na
sobrevivéncia de patdégenos intracelulares torna os corpusculos lipidicos alvos de

interesse primario no contexto de processos infecciosos.
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Macroéfagos respondem as infeccbes micobacterianas com produgdo de uma
série de citocinas, dentre elas, TNF-a, TGF-B, IL-12 e IL-10 (Nicod, 2007; Bhatt &
Salgame, 2007; D Avila e cols.,2006; Kaufmann, 2002; Flesch & Kaufmann, 1993).
Alguns trabalhos descrevem a estreita relagdo entre a geracdo de PGE; e a
modulacdo da producdo de citocinas pré e antiinflamatorias (Betz e cols., 1991;
Renz e cols., 1988).

A avaliagao do perfil de citocinas na infeccéo por M. bovis BCG mostrou que
as infecgbes micobacterianas sao efetivas em induzir a producdo e secrecao de
TNF-a (Fig. 11 e 13) e IL-10 (Fig. 12 e 14). De fato, o uso de substancias capazes
de minimizar a formacdo de corpusculos lipidicos e PGE, mostraram também
tendéncia ao aumento na producao de TNF-a (Fig. 11 e 13), citocina envolvida na
ativacdo de macrofagos para producdo de espécies intermediarias de oxigénio e
nitrogénio reativas, e de reducéo nos niveis de IL-10 nos sobrenadantes das culturas
tratadas com AAS, NS-398 ou C75 (Fig. 12 e 14). A alteracao no perfil de produgéo
de citocinas devido a inibicdo da biogénese de corpusculos lipidicos e PGE;
relaciona estas duas variaveis aos eventos modulatérios sobre a resposta imune
inata nas infecgdes micobacterianas.

Apesar da resposta imune na tuberculose ser caracterizada
predominantemente pela migracdo de mondcitos / macrofagos para o sitio de
infeccdo, a resposta precoce as infec¢cbes micobacterianas envolve influxo
significativo de neutrofilos (Appelberg, 1992) que desempenham papel importante na
fase aguda da doenca (Condos e cols., 1998). Andlises de microscopia eletrénica de
leucdcitos obtidos de cavidades pleurais de animais previamente infectados com M.
bovis BCG confirmam a presenca de bactérias fagocitadas por neutrdfilos recrutados
para a cavidade ja na primeira hora de infeccdo mostrando ainda aumento
significativo no niumero de corpusculos lipidicos, indicando ativacdo celular (Bozza e
cols., 1997, 1998). A importancia da participacdo destas células € evidenciada por
dados experimentais nos quais a deplec¢édo de neutrofilos promove aumento da carga
bacteriana nos pulmdes de camundongos (Appelberg e cols., 1995; Fulton e cols.,
2002). Todavia, a atividade microbicida destas células envolve participacdo de
enzimas e intermediarios reativos de oxigénio de nitrogénio, que sdo capazes de
promover injarias endoteliais e no parénquima pulmonar (Cox e cols., 1995). Um
mecanismo elegante para conter os possiveis processos deletérios decorrentes da
func@o exercida por neutrofilos € o evento de apoptose celular. Experimentos de

infeccdo murina com M. bovis BCG mostraram presenca de padrbes claros de
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processo apoptético em neutroéfilos 24 horas apoés a infeccao, incluindo condensacéao
citoplasmatica e nuclear, dano mitocondrial e vacuolizacdo (D Avila e cols.,
submetido). Neste mesmo tempo de avaliacdo foi demonstrada presenca de
macrofagos ativados no sitio inflamatorio que fagocitaram neutréfilos apoptéticos.

Dados experimentais descrevem a inducdo de processo apoptético como
mecanismo desenvolvido por determinados patdgenos para subjugar 0s
mecanismos de resposta imune (Gao & Kwaik, 2000; Weinrauch & Zychlinsky,
1999). Entre elas, de especial interesse nesse estudo estdo as infecches
micobacterianas (Fratazzi e cols., 1999).

O processo de apoptose em neutrdfilos apresenta papel dicotdbmico nos
processos de ativacdo celular de células dendriticas e apresentacdo antigénica por
estas células. A presenca de neutrofilos que sofreram processo de apoptose
espontanea inibe os fendbmenos de ativacdo de células dendriticas induzidos por M.
tuberculosis, como a elevacdo da expressdo de moléculas de MHC de classe I, a
secrecdo de IL-12 e IFN-y por estas células. Por outro lado, quando a apoptose €
induzida por M. tuberculosis, a fagocitose destes neutréfilos apoptéticos por células
dendriticas permite que estas Ultimas fagam apresentacdo cruzada de antigenos
micobacterianos (Aleman e cols., 2007).

Por outro lado, ndo pode ser desconsiderada a linha de raciocinio que
considera a fagocitose de neutréfilos apoptéticos por macr6fagos um mecanismo
voltado & manutengdo homeostética, limitando processos inflamatorios exacerbados,
evitando assim possiveis injurias teciduais pela liberacdo de espécies reativas e
enzimas hidroliticas pelos neutrofilos. A apoptose induzida por M. tuberculosis via
TLR2 e p38 MAP quinase (Aleman e cols., 2004) preveniria a liberacdo de
componentes deletérios provenientes de neutréfilos. Este dado é fortalecido pela
evidéncia de que neutréfilos reduzem a expressdo de moléculas de superficie, se
tornam menos responsivos aos eventos degranulatorios e mantém a integridade de
seus granulos mesmo apds o processo apototico, evitando a liberacdo do contetudo
destes (Whyte e cols., 1993; Kobayashi e cols., 2003).

Outros autores descreveram que a fagocitose de neutrofilos apoptéticos
representa um mecanismo benéfico a resposta imune nas infeccdes
micobacterianas. Dados da literatura mostram que macréfagos adquirem
componentes dos granulos de neutréfilo ao fagocita-los. Neste estudo foi descrito
ainda que moléculas destes granulos foram identificados nos endossomos que

7

continham micobactérias. O processo também € observado no fornecimento as
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culturas de granulos neutrofilicos purificados. Em ambos os casos, houve
decréscimo no crescimento intracelular micobacteriano (Tan e cols., 2006)(Silva e
cols., 1989). Estes dados sugerem a existéncia de uma cooperacdo intercelular
elegante entre macréfagos e neutréfilos no sentido de debelar a infeccdo por
micobactérias.

Apesar da descrigdo da aceleracao do processo apoptotico em neutrofilos nas
infeccdes micobacterianas (Aleman e cols., 2002) e que estas células apoptoticas
sdo fagocitadas por macréfagos no sitio de infeccdo, os efeitos deste processo
fagocitico nos mecanismos bioquimico-metabdlicos e mesmo na resposta imune de
macroéfagos frente as infec¢cdes micobacterianas ainda ndo estdo completamente
elucidados.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que somente a fagocitose de
neutréfilos apoptéticos € capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em
macroéfagos peritoneais murinos infectados ou ndo por M. bovis BCG in vitro (Fig.
15). De forma interessante e em acordo com a estreita relagdo entre a formagao de
corpusculos lipidicos e a producdo de PGE,, sobrenadantes de cultura de
macroéfagos infectados ou ndo por M. bovis BCG na presenca de neutrofilos
apoptoticos tiveram seus niveis de producdo de PGE, aumentados de forma
estatisticamente significativa em relagcdo aos sobrenadantes de macréfagos néo-
infectados ou na auséncia de neutrofilos apoptéticos (Fig. 16). Cabe ressaltar que o
emprego de inibidores de COX (AAS e NS-398) promoveu reducao tanto no nimero
de corpusculos lipidicos observados nos macréfagos (Fig. 17), bem como na
producdo de PGE; por estas células (Fig. 18). Esta inibicdo da sintese e liberacao de
PGE; ndo se deve a um simples evento inibitério das enzimas-chave envolvidas na
producdo de eicosanddes, as ciclooxigenases, uma vez que a substituicdo
experimental destes farmacos por C75, molécula inibidora do acido graxo sintase,
promoveu de forma similar reducdo nos dois parametros avaliados, a saber, o
namero de corpusculos lipidicos (Fig. 19) e producdo de PGE; (Fig. 20), reforcando
o papel desta organela na sintese deste mediador lipidico.

Foi descrito anteriormente que a fagocitose de neutréfilos apoptoticos por
macroéfagos induz a producédo de TGF-B e PGE, (Fadok e cols., 1998), estando
estes mediadores envolvidos na desativacdo de macréfagos propiciando, pois, a
replicacdo de patdgenos intracelulares (Freire-de-Lima e cols., 2000; Ribeiro-Gomes
e cols., 2002).
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Em acordo com esses dados esta a observacdo de que niveis elevados de
PGE; estdo relacionados a uma potente inibicdo da sintese de TNF-a e citocinas
Thl, além de reduzir a expressao da enzima Oxido nitrico sintase induzivel, com
consequente descréscimo da producdo de 6xido nitrico (Betz & Fox, 1991; Kuroda e
cols., 2000; Milano e cols., 1995). Estes eventos limitam a capacidade dos
macréfagos em inibir a multiplicagdo micobacteriana e controlar esta infeccao
(Bonecini-Almeida e cols., 2004; Rangel-Moreno e cols., 2002).

Decorre deste resultado a importante constatacdo de que estes mecanismos
de formacédo de corpusculos lipidicos e PGE; a partir da fagocitose de neutrofilos
apoptoticos poderiam representar um mecanismo de modulacdo do sistema imune
na infeccdo in vivo por micobactérias, promovendo decréscimo na capacidade
responsiva dos macrofagos e viabilizando a sobrevivéncia e proliferacdo do
patdégeno. Esta hipétese é apoiada pelos efeitos observados em linfocitos
apoptoticos no modelo de infec¢do por T. cruzi, em que foi constatado aumento nos
niveis de PGE, concomitante com a elevacdo da capacidade replicativa do parasito.
Esta andlise pode ser extendida a uma série de infeccdes por patdégenos
intracelulares, sobretudo nas infec¢cbes bacterianas, nas quais € observado também
intenso influxo neutrofilico inicial, necessitando de estudos pormenorizados dos
mecanismos particulares que atuam no estagio inicial do processo inflamatorio e sua
relacdo com o destino final da interagdo patdégeno-hospedeiro.

Diversas estratégias de modulacdo da resposta imune sdo exercidas por
patdgenos intracelulares no sentido de viabilizar sua sobrevivéncia no
microambiente intracelular, relativamente inacessivel aos mecanismos efetores das
respostas imune inata e adaptativa. De forma geral estes mecanismos envolvem
inibicdo de maturacéo e acidificacdo fagossomal, inativagdo enzimatica, uso de vias
gue ndo conduzem aos processos de fusdo e resisténcia ao contetudo lisossomal
(Vergne e cols., 2004). Embora muitos destes mecanismos apresentem modelos
elegantes de funcionamento baseados em dados experimentais, 0s eventos que 0S
regulam ainda ndo estdo completamente esclarecidos. O papel de componentes
lipidicos bacterianos e do hospedeiro vem obtendo destaque na modulacdo de
infecgbes bacterianas (Russell e cols., 2003; Vergne e cols., 2004; Anes e cols.,
2003). Mais particularmente no caso de infec¢cbes por micobactérias, autores
demonstram a importancia destas interacdes. Anes e cols. (2003) descreveram que
em culturas de macrofagos infectados por micobactérias, a oferta de determinados

lipideos exdégenos é capaz de modular na maturacdo do fagossomo, com
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consequente reducdo da sobrevivéncia micobacteriana, ao passo que outros
lipideos promoveram aumento no crescimento micobacteriano (Anes e cols., 2003).
Estas observagBes denotam o importante papel de lipideos nos mecanismos de
modulacédo do sistema imune nas infec¢cdes micobacterianas.

A observacgéo experimental que a micobactéria ndo-patogénica M. smegmatis
ndo é capaz de induzir a formagdo de corpusculos lipidicos ao passo que
micobactérias patogénicas logram éxito neste parametro (D Avila e cols., 2006)
suscita a hipétese da participacdo de corpusculos lipidicos nos mecanismos de
escape do sistema imune, amparando o0 sucesso do processo infeccioso.

A avaliagdo da capacidade de sobrevivéncia e/ou multiplicagéo
micobacterianas frente aos tratamentos que inibem a formacdo de corpusculos
lipidicos mostrou que os inibidores de COX promoveram decréscimo no namero de
unidades formadoras de colonias (UFC) de forma estatisticamente significativa (Fig.
21). Efeito similar foi observado para o tratamento com C75, inibidor da enzima
acido graxo sintase (Fig. 22). Estes resultados sugerem intima relacdo entre a
biogénese de corpusculos lipidicos e a permissividade da sobrevivéncia e
multiplicacdo de micobacteriana no interior de macrofagos. Estes mecanismos
podem estar relacionados com o aumento nos niveis de PGE;, que ocorre em
paralelo com a formacg&o de corpusculos lipidicos, ou na alteracdo do balanco entre
a producdo de citocinas pré e antiinflamatorias no contexto do foco inflamatorio
micobacteriano.

Torna-se claro que o balanco estabelecido entre a instalacdo de resposta
imune exacerbada com permissividade as lesdes teciduais que podem inferir
comprometimento funcional orgéanico e a restricdo de mecanismos efetores de
combate as infec¢cdes patogénicas que limitam a colonizacdo e mecanismos de
agressao exercido pelos agentes infecciosos necessita de fino ajuste do qual a
biogénese de corpusculos lipidicos e os efeitos decorrentes de suas funcfes podem
participar de forma decisiva, necessitando, pois, de esforgos investigativos no
sentido de ampliar a compreenséo dos mecanismos envolvidos no processo.

Além da observacdo de que os corpusculo lipidicos poderiam funcionar como
organelas que exercem efeitos significativos na modulagao da resposta imune, estas
estruturas poderiam ainda funcionar como fonte nutricional aos patdgenos invasores.
Dados recentes mostram a capacidade de mobilizacdo de acido araquiddnico de
corpusculos lipidicos de células epiteliais respiratorias por uma fosfolipase de

Pseudomonas aeruginosa como parte de seu programacdo de patogenicidade
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(Plotkwoski e cols., 2008). Faga-se constar nesta descri¢cdo a importante observacéo
da intima associacdo entre corpusculos lipidicos e fagossomos contendo patdogenos
(Melo e cols., 2003; D Avila e cols., 2006, 2008), o que corrobora com a hip6tese de
trafego de moléculas entre os corpusculos lipidicos e fagossomos micobacterinos.
Ainda neste contexto, evidéncias experimentais indicam a possibilidade de
corpusculos lipidicos funcionarem como fonte nutricional para diferentes agentes
infecciosos, como T. gondii, P. falciparum, Chlamydia trachomatis e M. tuberculosis
(Charron e cols., 2002; Nishikawa e cols., 2005; Jackson e cols., 2004; Luo e cols.,
2005). De forma interessante, foi descrito que o M. tuberculosis apresenta
capacidade peculiar de sobreviver em uma fase latente de infeccdo nos adipdcitos
onde acumula inclusdes lipidicas citoplasmaticas, sendo postulado que as
micobactérias, através de suas lipases, degradam triglicerideos do hospedeiro e
importam acidos graxos ao seu citoplasma (Neyrolles e cols., 2006).

De interesse especial nas infecgcbes micobacterianas estdo algumas
moléculas envolvidas no processo de maturacdo fagossomal, como Rab5, Rab7 e
PI3K (Via e cols., 1997; Fratti e cols., 2001), cuja presenca fora descrita nos
corpusculos lipidicos. A localizacdo dos corpusculos lipidicos junto aos fagossomos
contendo micobactérias levanta a suposicdo de que o trafego de moléculas entre
estas duas organelas poderia influenciar o processo de maturacdo do fagossomo.

As observagbes experimentais acima descritas permitem, como conclusao
dos resultados de modulacdo enzimatica da formacdo de corpusculos lipidicos,
inferir que estas estruturas funcionam como plataformas de sinalizacao intracelular,
com mecanismos de biogénese altamente regulados e sendo dinamicamente ativos
e capazes de produzir uma série de mediadores lipidicos, influenciando a
capacidade de ativacdo de macrofagos para suas atividades microbicidas,
propiciando pois, a sobrevivéncia e multiplicagdo micobacterianas no microambiente

intracelular.
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6) Concluséao

A andlise conjunta dos resultados obtidos neste estudo permite inferir uma
série de observacdes pertinentes aos objetivos pré-estabelecidos.

Foi demonstrado que a infeccéo in vitro de macréfagos peritoneais por M.
bovis BCG € capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos de forma
dependente da dose de infeccdo. Este fendmeno de formacdo de organelas
intracelulares envolvidas em processos de ativacdo celular representa um processo
importante no contexto de inducdo de mecanismos especificamente relacionados ao
desenvolvimento da resposta imune e mecanismo que conduzam a eliminacdo da
infeccao micobacteriana.

O emprego de farmacos antiinflamatorios ndo-esteroidais (AAS e NS-398) foi
efetivo em modular negativamente a formagdo de tais organelas, efeito
compartilhado e extendido para o uso de C75, substancia que, agindo pela inibicdo
da enzima &cido graxo sintase, € também capaz de inibir a formag&o de corplsculos
lipidicos.

De forma interessante, 0s mesmos tratamentos descritos acima, foram
capazes de reduzir a producdo de PGE, por macréfagos peritoneais infectados in
vitro por M. bovis BCG, em paralelo a suas capacidades descritas de inibicdo da
formacdo de corpusculos lipidicos, fortalecendo dados experimentais prévios de
NOSSO grupo quanto a estreita relagdo entre a formagéo de corpusculos lipidicos e o
aumento da capacidade das células em gerar eicosandides.

Os tratamentos com AAS, NS-398 ou C75 promoveram tendéncia ao aumento
na producdo de TNF-a e reducdo nos niveis de IL-10 nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos infectadas por M. bovis BCG. Estes dados sucitam a
hipétese de que a geracado de corpusculos lipidicos pode estar relacionada a efeitos
modulatoérios no balanco da producédo de citocinas pré e antiinflamatorias, alterando
a capacidade de macréfagos em responder as infec¢gdes micobacterianas.

A participacdo de neutrofilos apoptéticos na infeccdo por micobactérias
revelou que estas células sdo capazes de induzir a formagdo de corpusculos
lipidicos e a producdo de PGE; in vitro. Desta forma, a apoptose de neutrofilos,
evento observado no sitio inflamatério nas infecgbes in vivo por micobactérias e
também outros agentes patogénicos, pode estar relacionada também com
mecanismos de modulagédo negativa da capacidade de macréfagos em responder de

forma eficaz as infec¢des por patdgenos intracelulares.
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Por fim, através da analise da capacidade de sobrevivéncia e/ou multiplicacdo
micobacterianas e sua relacdo com a formacdo de corpusculos lipidicos, o0s
resultados obtidos neste estudo mostram que nas culturas de macréfagos em que a
formacdo de corpusculos lipidicos foi inibida pelo uso de AAS, NS-398 ou C75,
houve menor capacidade de sobrevivéncia e/ou multiplicagcdo micobacterianas,
sugerindo que os corpusculos lipidicos e os eventos decorrentes de sua geracéo
podem estar intimamente relacionados com a capacidade de patdégenos
intracelulares em subverter os mecanismos de resposta imune inata, viabilizando

sua sobrevivéncia e multiplicagdo no microambiente intracelular.
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