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AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE Burkholderia cenocepacia E MACROFAGOS
ALVEOLARES IN VITRO E DA INFECCAO DE MODELOS MURINOS

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Rhaissa Calixto Vieira

Burkholderia cenocepacia é uma bactéria gram-negativa associada a infec¢des pulmonares
oportunistas acometendo portadores de fibrose cistica, doenca granulomatosa crénica ou que
apresentem algum tipo de imunodeficiéncia, podendo resultar em declinio da funcéo
pulmonar e no quadro séptico conhecido como sindrome cepacia. Por mecanismos de escape
B. cenocepacia promove atraso na maturacdo do fagolisossomo, enquanto fatores envolvidos
na resisténcia a ROS desempenham papel na sobrevivéncia intracelular. Dados de nosso
laboratério mostram que cultivos in vitro de macrofagos peritoneais de camundongos e da
linhagem RAW 264.7 estimulados com IFNy e LPS, quando desafiados com B. cenocepacia,
apresentam reduzidos niveis de NOx nos sobrenadantes. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a resposta efetora de macréfagos alveolares de camundongo da linhagem
AMJ2-C11 na infeccdo por B. cenocepacia. Além disso, avaliamos a infeccdo de
camundongos imunocompetentes C57BL/6 ou geneticamente deficientes para a enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS/NOS2). Nossos resultados indicam que B. cenocepacia é
capaz de desativar mecanismos efetores da resposta classica de macréfagos, redirecionando
para o perfil alternativo de ativacdo. Observamos em cultivos de macréfagos AMJ2-C11
expostos a B. cenocepacia (i) concentracdes reduzidas de NOx e concentra¢fes aumentadas de
ureia em sobrenadantes, (ii) aumento da expressao da enzima arginase e baixa expressao de
INOS/NOS2 nestas células, (iii) menor frequéncia de células expressando MHC-I e moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86 e CD40), e por fim (iv) baixas concentracdes de TNF nos
sobrenadantes. Semelhante ao encontrado nos sobrenadantes dos cultivos na presenca de B.
cenocepacia, os lavados pleurais de animais infectados pela bactéria apresentam aumento na
producéo de ureia em detrimento da producdo de NOx. Em 72 horas de infec¢do, contagem de
CFU encontra-se aumentada nos animais deficientes em iNOS/NOS2, enquanto é controlada
em animais C57BL/6 imunocompetentes. Todos os camundongos infectados apresentaram
perda de peso nas primeiras 72 horas de infec¢do. Animais C57BL/6 recuperaram peso
corporal, apresentando ao término da analise ganho ponderal semelhante aos ndo infectados.
Por outro lado, animais inos™ infectados acumularam perda ponderal no decorrer do tempo
analisado, apresentando em torno de 40% de perda de massa corporea e apresentaram 100%
de mortalidade em 13 dias p0os-infeccdo, ao passo que ndo houveram mortalidade em animais
controles (NI). Os pulm@es dos animais inos”" infectados apresentam alteragdes histoldgicas
agudas, comparados tanto aos controles ndo infectados, e mais intensas que 0s animais
C57BL/6 infectados. Em conjunto nossos dados sugerem que a infec¢do por B. cenocepacia
interfere no balango das vias Oxido nitrico sintase induzivel e arginase, favorecendo esta
ultima, o que poderia promover a atenuacdo da resposta inflamatdria e a persisténcia da
infeccdo.
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MACROPHAGES IN VITRO AND OF INFECTION OF MOUSE MODELS

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Rhaissa Calixto Vieira

Burkholderia cenocepacia is a gram-negative bacteria associated with opportunistic lung
infections affecting patients with cystic fibrosis, chronic granulomatous disease or
immunodeficiencies, which can result in decreased pulmonary function and sepsis known as
cepacia syndrome. By escape mechanisms B. cenocepacia promotes delay in maturation of
phagolysosome, since cell factors involved in ROS resistance play a role in intracellular
survival. Data from our laboratory show that cultures in vitro of mouse peritoneal
macrophages and RAW 264.7 cell line stimulated with LPS and IFNy, when challenged with
B. cenocepacia present reduced NOx levels in the supernatants. The aim of the present work
was to evaluate the effector response of mouse alveolar macrophages of the cell lineage
AMJ2-C11 challenged by infection with B. cenocepacia. In addition, we evaluated the
infection of mice immunocompetent (C57BL/6) or genetically deficient for the enzyme
inducible nitric oxide synthase (iNOS/NOS2). Our results indicate that B. cenocepacia can
disable effector mechanisms of classical response of macrophages, redirecting to the
alternative profile of activation. We observed in AMJ2-C11 macrophage exposed to
B.cenocepacia (i) reduced concentrations of NOyx and increased concentrations of urea in
supernatants, (ii) increased expression of arginase and low expression of INOS/NOS2 in these
cells, (iit) lower frequency of cells expressing MHC-I and costimulatory molecules (CD8O0,
CD86, CD40), and finally (iv) lower TNF concentrations in the supernatants. Akin the
findings in supernatants of AMJ2-C11 macrophage exposed to B. cenocepacia, pleural
washes recovered from infected mice show increased production of urea, while NOy was
barely detected. At 72 hours of infection, CFU counts were increased in pleural washes of
INOS/NOS2-deficient mice, while bacteria growth was controlled in immunocompetent mice.
All infected mice showed initial weight loss. After 72 hours of infection, C57BL/6 mice
recovered body weight, showing similar weight gain to uninfected mice. On the other hand, B.
cenocepacia-infected inos”- mice accumulated body weight loss (~ 40%) during the course of
infection, showing 100% of mortality at 13 days post-infection, whereas none of the control
mice showed mortality. The lungs of B. cenocepacia-infected inos”~ mice showed acute
histological alterations in comparison with uninfected controls, and more intense
abnormalities when compared to infected C57BL/6 mice. Taken together our data suggest that
the infection by B. cenocepacia interferes with the balance of the inducible nitric oxide
synthase and arginase, favoring the latter, which could promote the attenuation of the
inflammatory response and the persistence of infection.
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1. INTRODUCAO

Burkholderia cenocepacia € uma, de pelo menos 17 espécies classificadas dentro do
Complexo Burkholderia cepacia (CBC), (MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN;
DOWSON, 2008; VANLAERE et al., 2008, 2009) que compreende bactérias fenotipicamente
distintas, porém genotipicamente semelhantes. Sdo bactérias gram-negativas, comumente
encontradas em diversos nichos ecoldgicos, e que estabelecem relagdes ecoldgicas
harmonicas e por vezes patogénicas (MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG,
2005). Estas bactérias sdo descritas como estando associadas a infeccdes oportunistas em
individuos imunocomprometidos, como pacientes com fibrose cistica (FC) ou doenca
granulomatosa cronica (DGC) (LOUTET; VALVANO, 2010). Na FC, o
imunocomprometimento é decorrente do dano fisiolégico permanente devido a mutacdo no
gene que codifica a proteina cftr (regulador de conduténcia transmembranar de fibrose
cistica), enquanto que na DGC as células fagociticas sdo incapazes de promover resposta
oxidativa eficaz contra patégenos (DAVIS, 2006; JOHNSTON, 2001).

Diversos estudos apontam que B. cenocepacia, € capaz de evadir-se da resposta imune
inata. MACDONALD e SPEERT (2008), estudando a resposta de células dendriticas frente a
infeccdo por B. cenocepacia, observaram que h& reducdo da expressdo de moléculas
coestimuladoras (CD80 e CD86), interferindo na maturacdo normal desse tipo celular. Em
neutrofilos, foi demonstrado que a infeccdo por B. cenocepacia inibe a quimiotaxia e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ambos componentes essenciais de resposta
imune inata mediada por essas células (BYLUND et al., 2006). Em portadores de FC, por
exemplo, ao colonizar o trato respiratorio, bactérias do complexo CBC podem invadir o
epitélio e sobreviver dentro de células epiteliais e de macréfagos (AL-KHODOR et al., 2014),
apresentando alto potencial para causar quadros clinicos graves, como a sindrome cepacia,
caracterizada por alta bacteremia e septicemia, podendo levar ao ébito (BLACKBURN et al.,
2004). De fato, em estudo utilizando macréfagos oriundos de portadores de FC, foi observado
aumento de morte celular e sobrevivéncia de bactérias em comparacdo a macrofagos cftr
competentes, sendo B. cenocepacia encontrada livre no citosol uma hora apds a infeccdo,
indicando o escape da via autofagica (ABDULRAHMAN et al., 2011; AL-KHODOR et al.,
2014). LAMOTHE et al (2007) utilizando um modelo de infecg¢do in vitro investigaram a
sobrevivéncia de B. cenocepacia em macrofagos murinos de linhagem (RAW 264.7),
descrevendo um atraso na formagdo do fagossomo apos a infeccdo, o que poderia contribuir

para o escape dos mecanismos microbicidas da célula hospedeira.



A proposito dos diversos fatores de viruléncia ja estudados e bem caracterizados em B.
cenocepacia, ainda permanece obscura a patogénese das alteracGes resultantes da infeccéo.
Sendo os macrofagos uma das primeiras linhas de interagdo com microrganismos, como a B.
cenocepacia, estes desempenham importante papel no desencadear de resposta
inflamatdria/microbicida. Contudo, macrofagos também desempenham importante papel
regulador e no reestabelecimento da homeostase. Esse aspecto duplo da biologia de
macrofagos deve-se ao balango entre as vias 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS/NOS2) e
arginase que competem pelo mesmo substrato, 0 aminoacido arginina. Os estimulos que
levam o macrofago a metabolizar a arginina via INOS, formando oOxido nitrico (NO) e
citrulina, ou via arginase, gerando ornitina e ureia, definem o macr6fago como M1 (iNOS*)
ou M2 (arginase™) (RATH et al., 2014). Nesta perspectiva, dados de nosso laboratério
utilizando cultivos de macrofagos peritoneais de camundongos estimulados in vitro com IFN-
v e lipopolissacarideo (LPS) e desafiados com B. cenocepacia mostram a capacidade destas
bactérias em modular os niveis de NO nestas células. Em conjunto, estes dados nos levaram a
propor a hipdtese de que a infeccdo por B. cenocepacia modula a atividade
efetora/microbicida de macréfagos, promovendo atenuacdo da resposta inflamatoria e
contribuindo para a persisténcia da infec¢do. Considerando que B. cenocepacia esta associada
a infecgbes pulmonares, investigamos neste trabalho de dissertacdo a interacdo entre esta
bactéria e macréfagos alveolares de linhagem murina. Para isto, utilizamos abordagens in
vitro, avaliando a producéo de citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio, além de
caracterizar a expressdo de moléculas coestimuladoras ap6s a interacdo entre a célula
hospedeira e a bactéria. Alem disto, abordagens in vivo também foram foco deste estudo,
visando avaliar os danos tissulares, tendo como alvo de estudo o pulmao, apds colonizagédo
bacteriana em camundongos competentes e geneticamente deficientes para a enzima
INOS/NOS2. Assim, esperamos contribuir para a compreensdo de outros fatores para além
dos ja descritos, que permitem o escape de B. cenocepacia de mecanismos inatos efetores,

com a geracao de conhecimento para a area em estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Burkholderia cenocepacia

O género Burkholderia compreende atualmente mais de 60 espécies descritas
(SUAREZ-MORENO et al., 2012). S&o gram-negativas, comumente encontradas em diversos
nichos ecolodgicos, e que estabelecem relacGes ecoldgicas harménicas e por vezes patogénicas
(MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005). Originalmente, as primeiras
espécies de Burkholderia foram classificadas no género Pseudomonas por Walter Burkholder,
que em 1950 descreveu a espécie Pseudomonas cepacia como fitopatégeno causador de
danos a cultivos de cebola (BURKHOLDER, 1950). Posteriormente, em 1992, foi proposto e
criado o género Burkholderia a fim de acomodar as espécies que compunham o até entdo
grupo |1 de bactérias pseudomonadas (YABUUCHI et al., 1992)

Dois grupos principais podem ser distinguiveis dentro do género Burkholderia. No
primeiro sdo agrupadas espécies patogénicas que compreendem o Complexo Burkholderia
cepacia (CBC), o grupo “pseudomallei”, patdogenos de plantas bem como espécies
endossimbidticas de fungos fitopatogénicos, enquanto o segundo grupo € composto por
espécies ndo patogénicas (SUAREZ-MORENO et al., 2012). Bactérias desse género tém sido
isoladas a partir de nichos ecoldgicos extremamente diversificados, como em solos, rizosfera,
agua, plantas, fungos, ambientes hospitalares e seres humanos infectados (COENYE;
VANDAMME, 2003).

B. cenocepacia é uma, de pelo menos 17 espécies classificadas dentro do CBC,
(MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON, 2008; VANLAERE et al., 2008, 2009)
gue compreende bactérias fenotipicamente distintas, porém genotipicamente semelhantes. As
espécies que compde o CBC sdo, de modo geral, comuns no ambiente, ocupando diversos
nichos, tendo algumas espécies descritas em interacGes benéficas com plantas hospedeiras,
sendo comercialmente utilizadas como biopesticida no combate de doencas fungicas em
plantacdes, agente promotor do crescimento de plantas ou, até mesmo, como agente
biorremediador de poluentes (COENYE; VANDAMME, 2003; MAHENTHIRALINGAM;
URBAN; GOLDBERG, 2005; PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001). Essas aplicacdes
biotecnoldgicas interessantes vdo de encontro as graves e, por vezes, fatais infeccdes que
bactérias do CBC podem causar. Nos ultimos 40 anos, algumas espécies dentro do CBC tém
emergido como problema de saude publica, associado a infec¢es oportunistas em individuos
portadores de fibrose cistica (FC), doenca granulomatosa cronica (DGC) ou com algum tipo

de imunodeficiéncia (Tabela 1). Nao ha nenhuma distin¢do clara entre os isolados de origem



ambiental ou clinicos, sendo amplamente aceito, portanto, que o ambiente natural é a fonte de
CBC em doengas infecciosas (MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON, 2008).
Sabe-se, porém, que podem ocorrer infec¢des cruzadas entre portadores de FC
(MAHENTHIRALINGAN; BALDWIN; VANDAMME, 2002), e que ha mudanca no perfil
de expressdo génica do isolado oriundo de infeccdo pulmonar em relacdo aquele obtido a
partir do solo, por exemplo (DREVINEK et al., 2008). S&o observados também em bactérias
do CBC mecanismos como quorum sensing, formacéo de biofilme e producéo de siderdéforos
(ligantes especificos de Fe** que atuam como quelantes), que contribuem para a viruléncia
tanto em modelo de infeccdo em murinos, como em modelos utilizando plantas leguminosas
(VIAL et al., 2011).

Tabela 1. Bactérias do complexo Burkholderia cepacia na Fibrose Cistica. Adaptado de:
MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005; MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON,
2008 e SPEERT, 2002.

Espécie CBC Caracteristicas e prevaléncia na Fibrose Cistica
B. cepacia Baixa prevaléncia em infec¢des na FC
B. multivorans Segunda espécie mais comum em infec¢des por CBC na FC;

relacionada a transmissdes entre pacientes FC; varias cepas
descritas oriundas de surtos epidémicos. Presente em
infecgcdes na DGC
B. cenocepacia Primeira espécie mais comum em infec¢des por CBC na FC
(70% dos casos de infeccdo); linhagens altamente
transmissiveis associadas a um mau prognostico. Presente em
infec¢bes na DGC

B. stabilis Baixa prevaléncia em infecgdes na FC
B. vietnamiensis Prevaléncia limitada como patdgeno em FC. Presente em
infecgcdes na DGC
B. dolosa Transmissdo entre pacientes FC descrita em surto
epidémico nos Estados Unidos
B. ambifaria Raramente encontrada como patégeno em FC
B. anthina Baixa prevaléncia em infecgdes na FC
B. pyrrocinia Baixa prevaléncia em infecgdes na FC
B. ubonensis Isolado a partir de infeccéo clinica ndo associada a FC
B. latens Baixa prevaléncia em infec¢des na FC
B. diffusa Baixa prevaléncia em infec¢des na FC
B. arboris Baixa prevaléncia em infecgdes na FC
B. seminalis Baixa prevaléncia em infec¢des na FC
B. metallica Baixa prevaléncia em infecgdes na FC
B. contaminans Raramente encontrada como patogeno em FC
B. lata Raramente encontrada como patogeno em FC



2.1.1. Impacto na saide humana

Como patdgenos oportunistas, cepas do CBC normalmente ndo infectam individuos
sadios, apenas aqueles imunocomprometidos. Sendo essas infecgdes de origem pulmonar, tém
como caracteristicas o desenvolvimento de pneumonia aguda, acompanhada de declinio da
funcdo respiratdria, e o quadro de septicemia descrito como sindrome cepacia (ISLES, 1984),
status clinico que raramente ocorre durante infecgdes por outros tipos de patdgenos (SPEERT
et al., 1999). De modo geral, os individuos afetados sdo primordialmente portadores FC que
possuem a fisiologia das vias aéreas alterada devido a mutacdo na proteina cftr, que sob
condi¢des normais funciona como um canal responsavel pelo transporte do ion cloreto. Esta
disfuncéo resulta em maior fluxo de sodio para o interior das células, o que preservaria 0
equilibrio eletroquimico, que nas vias aéreas culmina com espessamento da mucoviscosidade,
alteracdo esta que propicia a colonizacdo do trato respiratério por bactérias oportunistas
(DAVIS, 2006). Em menor grau, a infeccdo oportunista por B. cenocepacia afeta também
portadores da DGC, uma imunodeficiéncia rara que resulta em comprometimento do
complexo enzimatico nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-oxidase de
fagocitos tornando-os incapazes de promover uma resposta oxidativa eficaz contra patégenos
(JOHNSTON, 2001).

A capacidade de bactérias do CBC em infectar individuos com FC ndo é espécie-
dependente, visto que, com a excecdo da espécie Burkholderia ubonensis, todas espécies
dentro do complexo ja& foram isolados de pacientes FC (MAHENTHIRALINGAM,;
BALDWIN; DOWSON, 2008; MAHENTHIRALINGAN; BALDWIN; VANDAMME,
2002). Porém, a maior parte das infeccBes ocorre por B. cenocepacia e B. multivorans
(MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON, 2008). De maneira similar, na DGC, o
principal grupo de bactérias que geram um quadro clinico fatal s&o membros do complexo
CBC, sendo particularmente problematicas as infeccdes por B.cenocepacia (SPEERT, 2002),
visto que portadores de DGC sdo suscetiveis a infeccBes por B. cenocepacia, mas nao por
Pseudomonas aeruginosa (outro patdgeno oportunista gram-negativo), por exemplo. De fato,
B. cenocepacia pode resistir a atividade bactericida ndo oxidativa de neutréfilos (SPEERT et
al., 1994).

Isolados de B. cenocepacia podem ser subdivididos em quatro linhagens distintas:
A, B, HIC e IIID (VANDAMME et al., 2003). Sendo que o subgrupo IIIA acomoda
clones da cepa epidémica ET12 (eletrophoretic type 12), que diferentemente dos outros
subgrupos, esta associado a quadros de sindrome cepacia e pior prognéstico. Estudos do

genoma da cepa B. cenocepacia J2315, oriunda da linhagem ET12, demonstrou uma recente



adaptacdo a infeccbes humanas (HOLDEN et al.,, 2009), possuindo, por exemplo,
caracteristicas Unicas associadas a viruléncia, como a ocorréncia de adesina de 22 kDa
(SAJJAN & FORSTNER, 1993), gene cblA, que codifica uma subunidade do “cable pili”,
estrutura chave que € responsavel pela aderéncia da bactéria na célula epitelial
(MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005; SAJJAN et al., 1995) e também
possui 0 BCESM (marcador de cepa epidémica de Burkholderia cenocepacia), regulador
transcripcional encontrado apenas em cepas epidémicas (MAHENTHIRALINGAM;
SIMPSON; SPEERT, 1997).

2.1.2. Patogénese da infec¢édo

Na FC, situacdo em que infeccBes por B. cenocepacia € mais bem descrita na
literatura, ocorre imunocomprometimento em decorréncia das alteragdes fisioldgicas das vias
aéreas (COHEN; PRINCE, 2012). Nesta situacdo sdo observados, por exemplo, ativacdo
constitutiva do fator nuclear kappa (NF-x)-B em células epiteliais, resultando na producéo de
citocinas pré-inflamatérias e recrutamento de células polimorfonucleares (PMNS)
independente da interacdo de receptores do tipo Toll (TLRs) com a proteina gene de resposta
priméaria a diferenciacdo mieldide (MyD)-88 (VIJ; MAZUR; ZEITLIN, 2009). O
recrutamento de PMNs aumenta a producdo de ROS, que por sua vez ativa a via de
sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), amplificando a producdo de
citocinas, contribuindo para o recrutamento de mais PMNs (BHATTACHARYYA et al.,
2011). Contudo, apesar do estado pré-inflamatdrio e recrutamento de PMNSs, este cenario néo
estd correlacionado com a erradicacdo ou eliminacdo de bactérias inaladas (COHEN;
PRINCE, 2012). Assim, é possivel pensar que os quadros de infeccdes crdnicas ocorrem nédo
apenas por mecanismos intrinsecos do hospedeiro, mas também por capacidades inerentes aos
patdégenos oportunistas em se adaptar e persistir nos pulmdes. De modo que estes patdgenos
compartilham uma flexibilidade genética e capacidade de se adaptar as pressdes impostas pela
imunidade da mucosa (BRAGONZI et al., 2009; O’GRADY, 2011).

Um estudo do transcriptoma de B. cenocepacia, oriunda da interagdo com o muco do
hospedeiro, demonstrou que genes especificos sdo ativados ou suprimidos neste ambiente.
Fatores de viruléncia que foram alterados neste modelo de crescimento durante a infeccéo
respiratdria incluem: i) ativacdo de mecanismos de protecdo contra antibiéticos e ROS, ii)
resposta a alteragdes na concentragdo interna de ferro, iii) aumento da expressao de genes que
codificam para a producdo de metaloproteinases, e genes associados a formacéao de flagelos

(estrutura associada a mobilidade e adesdo bacteriana) (DREVINEK et al., 2008).
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Figura 2.1: Principais caracteristicas de viruléncia e estrutura gendbmica de B. cenocepacia
cepa J2315. As caracteristicas do genoma incluem: 3 replicGes cromossdmicos (Chr. 1, Chr.2 e
Chr.3) e o plasmideo; presenca de ilhas genémicas (IG) em cada um dos replicons; e sequéncias
de inserccdo (IS) que contribuem potencialmente para a plasticidade genomica. Fatores de
viruléncia e seus papéis na interacdo com células hospedeiras: 0 “cable pili” e adesina de 22 kDa
(circulos azuis) que se ligam a filamentos intermediarios de citoqueratina 13 (CQ13); os sistemas
de “quorum sensing” cepIR e cCilR, sendo que ambos secretam e reconhecem N-acil-homoserina
lactonas (AHLSs); o sistema de secrecdo de tipo Il (T3SS) e o seu possivel papel na invasdo e
sobrevivéncia in vivo; flagelos que se ligam a TLR5 mediando a resposta inflamatéria; maltiplos
fatores extracelulares, incluindo LPS, exotoxinas, lipases e proteases, sider6foros; resisténcia
intrinseca a antibidticos e os sistemas Vir- T4SS e PTW- T4SS, com funcdo efetora
aparentemente envolvida na mobilizagdo do plasmideo. Adaptado de MAHENTHIRALINGAM,;
URBAN; GOLDBERG, 2005.

Sendo a produgdo de ROS por fagdcitos um componente importante no combate de

microrganismos fagocitados, é interessante notar como varios estudos utilizando diferentes

abordagens e modelos apontam a capacidade de B. cenocepacia em regular esta fungéo
microbicida (BYLUND et al., 2005, 2006; KEITH et al., 2007; LEFEBRE M; VALVANO

M., 2001). Foi observado, por exemplo, que B. cenocepacia fagocitada por neutréfilos é capaz
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de escapar da geracdo de ROS no interior do fagossomo, bem como induzir apoptose celular
de modo independente da producdo deste mediador (BYLUND et al., 2005). Ainda,
BYLUND e colaboradores. (2006) mostraram que muitos isolados de bactérias do CBC
produzem grandes quantidades de exopolissacarideo, que interfere na funcdo de neutrofilos
ROS, que sdo componentes essenciais no controle de patdégenos mediado por neutréfilos.
Estes autores também forneceram evidéncias diretas de que o exopolissacarideo inibe a
geracdo de ROS (BYLUND et al., 2006).

Outros fatores sdo demonstrados contribuir para a persisténcia de B. cenocepacia,
dentre os quais destacamos: i) efluxo de antibiéticos; ii) absorcdo de Ferro, em condi¢Ges em
que o suprimento deste na forma livre esta indisponivel, devido a capacidade de produzir
sideroforos; iii) motilidade e aderéncia; sendo demonstrado que B. cenocepacia aumenta a
expressao de genes envolvidos com a funcgéo flagelar, sugerindo que essa motilidade permita
um fendtipo mais invasivo, resultando em septicemia, o que ndo é observado em
Pseudomonas aeruginosa; iv) sistemas de secrecdo (Figura 2.1) (DREVINEK et al., 2008;
MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005; VANDAMME et al., 2003). A
utilizacdo de modelos de estudo com bactérias, células ou camundongos geneticamente
deficientes para genes especificos, tém contribuido para o entendimento de fatores tanto do
patégeno como do hospedeiro que sdo determinantes para a patogénese da infeccao.

2.1.3. Modelos de estudo da interacdo Burkholderia cenocepacia com o hospedeiro

Modelos de estudo visando esclarecer os mecanismos de interacdo de B. cenocepacia
com o hospedeiro sdo em geral in vitro, baseados em células deficientes para o gene cftr
(ABDULRAHMAN et al., 2011; ASSANI et al., 2014; KOPP et al., 2012; LAMOTHE;
VALVANO, 2008), ou na enzima NADPH-oxidase (AL-KHODOR et al., 2014; BYLUND et
al., 2005; ZELAZNY et al., 2009), mimetizando as deficiéncias encontradas em FC e DGC,
respectivamente. Ainda dentro da abordagem in vitro, sdo também utilizados fagocitos,
humanos ou murinos, competentes em sua resposta oxidativa e efetora, visando entender os
mecanismos de viruléncia intrinsecos a B. cenocepacia a despeito de quaisquer
comprometimentos oriundos das células (LAMOTHE et al., 2007; MACDONALD; SPEERT,
2008).

A fim de avaliar a fisiopatologia e estudar os mecanismos moleculares envolvidos na
viruléncia do patégeno, bem como fatores imunoldgicos do hospedeiro na infecg¢do, séo
utilizados modelos in vivo com camundongos geneticamente deficientes para o gene cftr
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(CHATTORAJ et al., 2010), ou ainda geneticamente deficientes em genes que codificam
componentes da enzima NADPH-oxidase (gp91P"*’-, p47P""- nor exemplo) (SEGAL et al.,
2000). Também sao utilizadas linhagens de camundongos distintas, sem necessariamente ser
geneticamente deficientes, combinados com diferentes cargas de infeccdo bacteriana. Estes
parametros distintos resultam em modelos de pneumonias agudas e infec¢des pulmonares
cronicas (BRAGONZI, 2010).

Outra abordagem para estudos da interagdo entre B. cenocepacia com o hospedeiro
sdo as que utilizam bactérias geneticamente deficientes, que visam entender fatores e
estruturas da bactéria que sdo determinantes para a infeccdo e persisténcia (ROSALES-
REYES et al., 2012; TOMICH; MOHR, 2004; URBAN et al., 2005). Sendo identificado, por
exemplo, a importéncia do sistema de secrecdo tipo 3 (T3SS) na patogénese da infecgdo, em
gue camundongos C57BL/6 imunocompetentes infectados por cepas de B. cepacia deficientes
em T3SS apresentaram inflamacdo nos pulmdes atenuada em relacdo aqueles infectados com
cepas selvagens (TOMICH et al., 2003) .

Estudos em modelos animais ndo vertebrados, tais como Caenorhabditis elegans, tém
sido desenvolvidos para estudar mecanismos de viruléncia de bactérias do CBC (CARDONA
et al., 2005; KOTHE et al., 2003), bem como em larvas de Galleria mellonella (traca da cera),
ja utilizada em modelos de infec¢des por outros patégenos, também foram utilizadas para
estudos de viruléncia (SEED; DENNIS, 2008). Além disso, recentemente um estudo em
modelo vertebrado ndo mamifero, realizado em embrido de Danio rerio (peixe-zebra),
permitiu avaliar a replicacdo de diferentes cepas de B. cenocepacia dentro de macréfagos, e
em seguida, sua disseminacdo envolvendo liberacdo ndo- litica das bactérias, resultando em
infeccdo sistémica e morte dos embrides (VERGUNST et al., 2010).

Estes varios modelos tém contribuido para o entendimento de fatores associados a
viruléncia de B. cenocepacia, incluindo hemolisinas, proteases, sideréforos, LPS, flagelos,
pilis, sistemas de secrecdo, catalases, superoxido dismutase e quorun sensing. Porém,
importantes questdes ainda pairam sobre como a bactéria é capaz de evadir da resposta imune

do hospedeiro, como persiste e como € capaz de levar a um quadro fatal de septicemia.

2.2. Macrofagos e homeostase tecidual

Décadas de pesquisa nos trouxeram ao atual e crescente entendimento sobre as
funcBes que macrofagos desempenham. Mais do que compor uma das primeiras barreiras do
sistema imune contra infec¢Bes, atuando como fagocito profissional, em que desempenha
papel chave durante a inflamacdo e na presenca de patdgenos, macréfagos tém fungdes
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importantes no desenvolvimento tecidual bem como sua homeostase e na resolucdo da
inflamacdo, mesmo na auséncia de patdégenos (GINHOUX; JUNG, 2014). Curiosamente, llya
Metchinikoff, o pai da imunologia celular, propds em 1891 que macr6fagos ao longo do
processo evolutivo adaptaram-se inicialmente em regular o desenvolvimento (fagocitando
células indesejadas do proprio organismo) e que isso preparou 0 cendrio para sua fungéo
como efetores da imunidade inata (STEFATER et al., 2011).

Diferente do que se acreditava como um dos dogmas da imunologia postulado em
1968, em gque monacitos seriam constantemente recrutados da circulagdo para os tecidos, com
0 advento da andlise celular por citometria de fluxo, entre outros métodos mais finos de
andlise, as células que compdem o sistema fagocitico mononuclear sdo descritas com mais
critério. Evidentemente, mondcitos podem, e de fato o fazem, dar origem a macr6fagos em
certos cenarios e durante inflamagdes (GINHOUX; JUNG, 2014). Porém, 0s conceitos que se
tém atualmente sdo de que (i) mondcitos ndo contribuem de modo substancial para a
populacdo de macrofagos encontradas nos tecidos/érgaos sob situagfes normais ou em certos
tipos de inflamag8o, (ii) os macrofagos localizados em tecidos de individuos adultos s&o
derivados de precursores embrionarios que se estabeleceram nos tecidos antes do nascimento
e (iii) macréfagos residentes podem manter-se nos tecidos por auto-renovacdo (GINHOUX;
JUNG, 2014; HASHIMOTO et al., 2013).

A funcdo dos macrofagos estd adaptada ao microambiente tecidual em que estdo
inseridos, e pela propria fisiologia do tecido. Células de Kupffer no figado, osteoclastos nos
0ss0s, microglias no sistema nervoso central e macréfagos alveolares possuem funcdes
distintas e podem ser fenotipicamente distintos uns dos outros (HUSSELL; BELL, 2014). A
superficie das vias aéreas € uma grande interface com o ambiente externo, sendo exposta
continuamente a uma vasta gama de antigenos durante a respiracao. Esses antigenos sdo em
sua maioria proteinas de origem animal e vegetal altamente imunogénicas, porém inofensivas,
de modo que a homeostase imunoldgica neste tecido envolve a capacidade em discriminar
esses antigenos indcuos daqueles associados a agentes patogénicos (HOLT et al., 2008). Em
estado homeostatico, a principal funcdo dos macrdfagos alveolares é fagocitar e sequestrar
antigenos protegendo o microambiente do desenvolvimento de resposta imune especifica
(MACLEAN et al., 1996). Outro fator que permite macrdfagos alveolares distinguir situacoes
que exigem uma resposta tolerogénica daquelas que requerem uma resposta inflamatoria, é a
necessidade de sinalizagdo através de varios receptores, capazes de suplantar os mecanismos
inibitdrios que regulam essas células (HUSSELL; BELL, 2014). Por exemplo, o estimulo de
macrofagos alveolares através de receptores do tipo Toll (TLR)-2, TLR4 ou TLR9 inibe a

sinalizacdo através do receptor de interleucina 10 (IL-10R), permitindo que a célula saia de
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seu estado de supressdo, que é normalmente mediada pela producdo de IL-10 por células
epiteliais (FERNANDEZ et al., 2004).

Mesmo macréfagos residentes atuam de modo versétil, (i) agindo como efetor
apresentando atividades microbicidas, mas por outro lado (ii) atuam na homeostase tecidual,

induzindo, suprimindo ou modulando a resposta imune adaptativa.

2.2.1. Polarizacao de Macrdfagos

Tendo o macrofago sido ativado, e neste caso entende-se por “ativagdo” quaisquer
perturbacgdes induzidas por padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) ou padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs), que sdo reconhecidas por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRS), havera ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular
(MURRAY et al., 2014). De maneira generalista e reducionista, macr6fagos podem ser
categorizados de acordo com seus principais fenotipos oriundos da sinalizagdo intracelular:
M1 para o fenotipo “killing/fighting” (lutador) e M2 para “healing/fixing” (reparador) (RATH
et al.,, 2014). A classificacdo M1/M2 de macrdfagos pode ser condensada em duas vias
opostas para o metabolismo do aminoéacido argininal: a capacidade de macrofagos em
metabolizar arginina via iINOS/NOS2 podem os definir como M1 (iNOS/NOS2%), ou via
enzima arginase, os definindo como M2 (arginase*) (MILLS, 2012) (Figura 2.2). Essa
dicotomia no metabolismo da arginina em macréfagos possui véarias implicacbes na sua
funcdo, bem como no resultado da resposta imune em que essas células estardo envolvidas
(RATH et al., 2014).

L Esclarecemos que tratamos este topico de forma condensada e reducionista, visto que entendemos que existe
um espectro de perfis de macrofagos, e ndo uma mera dualidade. Em MURRAY et al., 2014, foram propostos
orientacfes para nomenclaturas ao se tratar de ativacdo e polarizacdo de macrdéfagos. Adotamos a descricdo em
M1 e M2, pois ela é util em descrever a funcdo dos macrofagos em influenciar a resposta inflamatéria de
maneiras opostas (MILLS, 2012).
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Figura 2.2: Metabolismo da arginina, catalisada por arginase e oxido nitrico sintase (iNOS).
NOHA N-hidroxi-L-arginina, intermediario da sintese de NO, inibe a atividade de arginase. OAT
ornitina aminotransferase. ODC ornitina decarboxilase. Adaptado de MAARSINGH; PERA; MEURS,
2008.

NO é uma molécula efetora que possui uma variedade de fungdes pleiotropicas
conhecidas, sendo produzido por trés isoformas de NO sintase descritras até 0 momento: NOS
neuronal (NNOS/NOSL1), NOS induzivel (iINOS/NOS2), e NOS endotelial (eNOS/NOS3). As
trés isoenzimas diferem em estrutura, distribuicdo e regulacdo, porém catalisam a mesma
reacdo. NNOS e eNOS sdo expressas constitutivamente e sdo calcio- dependentes. Por outro
lado, INOS/NOS2 é controlada via transcricdo induzida, com a sintese de NO ocorrendo
mesmo em baixos niveis intracelulares de célcio (RATH et al., 2014). NO, produzido via
INOS/NOS2, pode mediar sinalizacéo intracelular, ao agir sobre a adenilato ciclase sollvel,
gerando monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), e este em contrapartida ativa proteina
quinase G (PKG) e proteina quinase A (PKA) (RATH et al., 2014). Em estudo com
plasmécitos, foi demonstrado, por exemplo, que a enzima iINOS/NOS2 enddgena promove a
sobrevivéncia destas células através do eixo iINOS-NO-guanilato ciclase solivel-GMPc-PKG,
levando a modulacdo de moléculas componentes da resposta ao estresse do reticulo
endoplasmatico, bem como a inibicdo da ativacdo de caspases (SAINI et al., 2014). Em seu
papel microbicida, NO varia em sua importancia para conferir resisténcia a patdgenos, pois
pode tanto restringir o crescimento de patdgenos, como levar a exacerbagédo do dano tecidual
(BREITBACH; WONGPROMPITAK; STEINMETZ, 2011). Dentro do fendtipo de ativacéo

M1, além da metabolizacdo da arginina via INOS/NOS2 gerando NO, séo observadas outras
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caracteristicas como resultado da ativacdo das vias de sinalizacdo NF-kB ¢ MAPK. Neste
contexto, macréfagos produzem uma vasta gama de citocinas pro-inflamatorias, incluindo
fator de necrose tumoral (TNF), IL-1p8, IL-12, IL-18, IL-23, IL-6, e quimiocinas pro-
inflamatdrias, que incluem proteina inflamatoéria de macrofago (MIP)-2, proteina quimiotatica
de mondcitos (MCP) e CXCL1 (proteina do tipo reguladora do crescimento celular)
(STEFATER et al.,, 2011). Como parte importante da reposta a ativacdo classica de
macrofagos (M1), além da producéo de mediadores solUveis, ocorre também apresentagdo de
antigenos a células T, via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

dos tipos I e 1l (Figura 2.3).

Aumento da morte
de bactérias
fagocitadas

Moléculas coestimuladoras

Aumento da expressio
de moléculas de MHC &
coestimuladoras

Secregdo de
citocinas
inflamatdrias

CélulaT

Figura 2.3: Ativacdo e resposta de macréfagos M1. Ao internalizar bactérias, por
exemplo, ocorre producdo de ROS e NO, estimulo da resposta inflamatéria e aumento da
capacidade de apresentacdo de antigenos a células T. Adaptado de ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011.

Além do reconhecimento de antigenos, outros estimulos ativadores sdo necessarios
para induzir ativacdo e resposta em células T, pois na auséncia de coestimulos, as células
entram em anergia ou morrem por apoptose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). As
moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) sdo as coestimuladoras mais conhecidas, de modo
geral estdo ausentes ou expressas em baixos niveis e sdo induzidas por produtos microbianos
que se acoplam a TLRs ou por citocinas como IFN-y (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). Células T, uma vez ativadas, expressam em sua superficie CD40-ligante (CD40L), que
interage com a molécula CD40 expressa por macréfagos, enviando sinais que aumentam a
expressao de moléculas coestimuladoras (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Arginase é a enzima conversora de arginina em ornitina e ureia, além de ser expressa
no figado, onde ocorre o ciclo completo da ureia, é também expressa em células e tecidos nos

quais este ciclo ndo ocorre. Possui duas isoformas conhecidas: arginase |, localizada no
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citosol, isoforma predominante no figado; arginase Il, enzima mitocondrial majoritariamente
encontrada em tecidos extra-hepaticos (MAARSINGH; PERA; MEURS, 2008). A atividade
de arginase pode restringir a producdo de NO, uma vez que compete com NOS pelo mesmo
substrato, arginina. Além disso, a atividade extra-hepética de arginase pode estar relacionada
ao processo de reparo tecidual, uma vez que ornitina é precursora de poliaminas, envolvidas
na proliferacdo celular, e prolina, associada a sintese de coldgeno (WU; MORRIS, 1998). De
modo que, muito mais do que restringir a atividade de INOS/NOS2 redirecionando o
metabolismo da arginina, a expressdo de arginase em macrdfagos tem marcantes efeitos
funcionais na biologia desta célula. De fato, arginase induz um estado anti-inflamatéorio em
macrofagos. Neste cenério, este perfil de ativacdo alternativa de macréfagos (M2) possui
como caracteristicas a producédo de fator transformador de crescimento (TGF)-B, IL-13, IL-10
e quimiocinas, incluindo CCL17/TARC (ligante 17 de CC quimiocina /quimiocina do timo
regulada por ativacdo) e CCL22 (ligante 22 de CC quimiocina) (STEFATER et al., 2011).
Assim como ocorre para a atividade de iINOS/NOS2 na producdo de NO, a atividade de
arginase pode também possuir papéis antagbnicos, podendo favorecer o hospedeiro
prevenindo dano tecidual exacerbado, como pode favorecer o patdgeno. Para este caso, foi
descrito que a evasao da resposta imune em modelo de infeccdo cronica por Helicobacter
pylori é mediada pela indugdo de arginase Il em macrofagos encontrados no estdbmago,
ocorrendo ainda inibicdo de NO e supressdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias
(LEWIS et al., 2011). Ainda, em modelo murino de infeccdo onde foi observada presenca de
macrofagos M2, ocorreu supressao da ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células Th2
(PESCE et al., 2009). Sdo descritos para ambas as vias uma regulacdo cruzada, na qual
intermediérios ou mesmo o produto final de uma via inibe o andamento da via oposta, e vice-
versa (RATH et al., 2014). De modo que esta atuacdo oposta estd em consonancia com o
conceito de polarizacdo de macrofagos, que sdo definidos ndo apenas pelo destino da arginina

intracelular, mas também pelos aspectos funcionais que esses macrdfagos assumem.

2.3. Interacdo de macrofagos com Burkholderia cenocepacia

Sendo um patogeno oportunista, B. cenocepacia encontra nas células do hospedeiro
imunocomprometido uma pré-disposicéo a sua sobrevivéncia. Essa questdo tem sido abordada
por grupos que ao utilizarem macréfagos provenientes de portadores de FC demonstraram que
ocorre aumento da morte celular e sobrevivéncia das bactérias em comparacéo a macrofagos
competentes (KOPP et al., 2012). B. cenocepacia pode ser encontrada livre no citosol 1 hora
apos a infeccdo, indicando o escape da via autofagica, visto que a auséncia de cftr na
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membrana do fagolisossomo impede a acidificacdo correta da organela que levara a auséncia
ou baixa ativacdo das enzimas responsaveis pela degradacdo de bactérias, o que por sua vez
resulta na manutencdo e permanéncia da infeccdo (ABDULRAHMAN et al., 2011; AL-
KHODOR et al., 2014).

Porém, é notavel que B. cenocepacia mesmo em macrofagos competentes consegue
evadir-se e sobreviver nestas células. Dentre os mecanismos de escape, sdo descritos que
B. cenocepacia promove atraso na maturacdo do fagolisossomo em macréfagos murinos,
ocorrendo fusdo com o lisossomo apenas 6 horas apés a internalizacdo. Foi demonstrado que
em vacuolos contendo B. cenocepacia fagocitadas o pH no espaco luminal é mantido em 6,4
10,12. Em contraste, vacuolos contendo B. cenocepacia inativada pelo calor o pH apresentado
é de 4,8 £0,03, ocorrendo rapida fusdo com o lisossomo (LAMOTHE et al., 2007). Fatores
envolvidos na resisténcia ao dano oxidativo desempenham um papel na sobrevivéncia
intracelular de B. cenocepacia. De fato, B. cenocepacia mutante, incapaz de produzir um
pigmento semelhante & melanina (melanin-like), apresenta aumento de suscetibilidade ao
estresse oxidativo, sendo essas bactérias rapidamente direcionadas para o trafego lisossomal,
mas este processo pode ser interrompido na presenca de inibidores de NADPH oxidase e de
NO (KEITH et al., 2007). Essa producdo de pigmentos semelhantes a melanina confere
protecdo contra o dano oxidativo por atuarem como scavengers de ROS, de modo que B.
cenocepacia pode ser capaz de superar 0s mecanismos microbicidas de defesa da célula
hospedeira. Outro mecanismo de escape descrito na interacdo de B. cenocepacia com
macrofagos esta relacionado aos sistemas de secre¢do, pois a sua sobrevivéncia intracelular
requer, na maioria dos casos, um ou mais sistemas de secrecdo responsaveis por injetar
moléculas bacterianas no citoplasma, que terdo por alvo vias de sinalizacdo da célula
hospedeira, permitindo que a bactéria se estabeleca em um nicho intracelular (VALVANO,
2015). O sistema de secrecdo tipo 6 (T6SS) promove desestruturacdo da membrana do
fagolisossomo, permitindo o escape para o citoplasma do macr6fago das proteases ZmpA e
ZmpB secretadas por T2SS, capazes de clivar e inativar peptideos antimicrobianos envolvidos
na imunidade inata (ROSALES-REYES et al., 2012). T6SS também foi demonstrado estar
envolvido na ativagdo de inflamassomo resultando no estimulo e secrecdo de IL-1pB via
caspase-1, sendo esta via envolvida na morte celular conhecida por piroptose (ROSALES-
REYES et al., 2012).

Os dados acima citados sugerem que B. cenocepacia tenha em macréfagos um reflgio
dos mecanismos de controle da infeccdo. Nesta perspectiva, dados de nosso laboratério
utilizando cultivos in vitro de macrdfagos peritoneais de camundongos e da linhagem RAW

264.7 estimulados com IFNy e LPS e desafiados com B. cenocepacia mostram a capacidade
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destas bactérias em nédo induzir ou modular negativamente os niveis de NO nestas células
(GIBALDI, 2009). Em conjunto, estes dados nos levaram a propor a hipétese de que a
infeccdo por B. cenocepacia modula a atividade efetora/microbicida de macrofagos,
promovendo atenuacdo da resposta inflamatoria e resultando na persisténcia da infeccao.
Considerando que B. cenocepacia esté associada a infec¢des pulmonares oportunistas (ISLES,
1984), investigamos neste trabalho de dissertacdo a interacdo entre a bactéria e macréfagos
alveolares de linhagem murina (AMJ-C11). Para isto, utilizamos abordagens in vitro,
avaliando a producdo de citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, alem de
caracterizar a expressdo de moléculas coestimuladoras apds a interacdo entre a célula
hospedeira e a bactéria. Abordagens in vivo também foram foco deste estudo, visando avaliar
os danos tissulares, tendo como alvo de estudo o pulmédo, apo6s colonizagdo bacteriana em
camundongos competentes e geneticamente deficientes para a enzima iINOS/NOS2. Assim,
esperamos contribuir para a compreensdo de outros fatores para além dos ja descritos, que
permitem o escape de B. cenocepacia de mecanismos inatos efetores, com a geracdo de

conhecimento para a area em estudo.
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar a resposta imunoldgica na infeccdo de vias aéreas por meio da interacdo de

B. cenocepacia e macrdfagos alveolares utilizando modelos in vitro e in vivo.

3.1. Objetivos especificos

1-

Avaliar o perfil de atividade efetora microbicida e inflamatéria de macrofagos
alveolares murinos a infeccdo por Burkholderia cenocepacia, usando modelos in vitro,
com dosagem de NO e ureia e estudo da expressdo de enzimas (INOS/NOS2,
arginases);

Avaliar a atividade efetora inflamatéria de macréfagos alveolares murinos a infeccao
por Burkholderia cenocepacia, usando modelos in vitro, com estudo do estado de
ativacdo dos macrofagos (MHC I, MHC 1I, CD80, CD86, CD40) e producdo de
citocinas (TNF e IL-10);

Avaliar a infeccdo de B. cenocepacia em camundongos imunocompetentes e
deficientes em iINOS/NOS2, através de observacdes clinicas, dosagem de NO e ureia,

bem como quantificagdo da carga bacteriana, no sitio de infec¢éo;

Estudar as alteracdes histopatoldgicas das vias aéreas de camundongos infectados por

B. cenocepacia, quanto a estrutura tecidual e ocorréncia de infiltrado inflamatério.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Ensaios in vitro

4.1.1. Linhagens de macrofagos murinos

Foram utilizadas a linhagem de macrofago alveolar AMJ2-C11 (ATCC® CRL-
2456™)  oriunda de camundongos C57BL/6, e a de macréfago peritoneal RAW264.7
(ATCC® TIB71™), oriunda de camundongos BALB/c. Estas foram mantidas em garrafa de
cultivo de 75 cm?, a 37 °C, 5% CO2 e 60~80% de umidade, em meio DMEM High Glicose
(LGC Biotecnologia, cat. BR 30003-05) com soro bovino fetal (SBF) (Gibco®) a 5% e 10%
em AMJ2-C11 e RAW264.7, respectivamente.

4.1.2. Cepa bacteriana de Burkholderia cenocepacia

A cepa clinica (ATCC: LMG16656 [J2315] — isolado de paciente FC) de B.
cenocepacia foi cedida pelo Dr Christian D Mohr (Universidade do Texas) a Dr® Lucia M
Previato (IBCCF/ Universidade Federal do Rio de Janeiro), que gentilmente nos doou para
este trabalho. E armazenada congelada em 20% glicerol em meio de cultura LB Broth (Caldo
Luria Bertani — LGC Biotecnologia, cat. BR 12106-06) e mantida sob refrigeracéo a -80 °C.
Para os testes de infeccdo, aliquotas foram ressuspensas em meio LB Broth (Caldo Luria
Bertani — LGC Biotecnologia, cat. BR 12106-06), sob agitacdo em estufa a 37 °C por 24 h,
sendo a quantificacdo da populacdo bacteriana realizada através da transposicao da densidade
Optica (DO)ssonm das culturas em uma curva de crescimento ja existente. Para ensaios
especificos, B. cenocepacia foi inativada em solucdo de paraformaldeido 3,65%, por 24 h a 37
°C em placa agitadora, onde ap0s esse periodo o material foi centrifugado a 5.600 xg por 10
min, o sobrenadante foi descartado e o centrifugado foi ressuspenso em meio HBSS (Hank'’s
Balanced Solution Salts — LGC Biotecnologia, cat. BR 30015-05).

4.1.3. Obtencdo das linhagens de macrofagos, infecgdo dos cultivos por Burkholderia
cenocepacia e desenho experimental

A retirada dos cultivos das linhagens foi realizada com auxilio de cell scraper, e apds
centrifugagdo & 2.100 xg 4 °C em tubos de 50 mL estéreis, o centrifugado foi ressuspenso em
1 mL de meio de cultivo e 0 nimero de células foi contado por exclusdo em azul de Trypan,

utilizando camara de Neubauer. As linhagens de macrofagos foram entdo plaqueadas em
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concentragdes que variaram de 5x10° a 3x10° células por poco, em placas de 24 ou 6 pogos,
respectivamente, a depender do ensaio. Apos 4 h, as células receberam tratamento ou ndo com
LPS (10 ng/mL — Sigma Aldrich, cat. L2880) e IFNy (10 ng/mL — eBioscience, cat. 34-8311-
82), e foram infectadas ou ndo com B.cenocepacia (MOI [multiplicity of infection] 1:1) 24 h
ou 48 h (a depender do ensaio). Posteriormente, os sobrenadantes foram recolhidos e
separados, parte para dosagem de NO (método de Griess) e ureia (método
enzimatico/colorimétrico), e outra parte para dosagem de TNF e IL-10 por ELISA). Quando
ndo utilizados imediatamente apos o recolhimento da cultura celular, os sobrenadantes foram
estocados a -80 °C. As células obtidas nos ensaios foram recolhidas para (i) marcagdo de
moléculas de superficie, para anélise atraves de citometria de fluxo; ou (ii) para obtencéo de
proteinas para anélise por Western blotting (iNOS/NOS2 e arginase I1).

4.1.4. Dosagem de Oxido nitrico

Os niveis de NO foram estimados indiretamente pela dosagem de nitrito através do
método de Green (Green et al., 1982). Apds a transferéncia de 50 puL de amostra e das
diluicdes da curva padrdo (200 uM a 3,125 uM) em uma placa de 96 pocos e a posterior
adicdo de igual volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida em 5% H;POs4 e 0,1% a-
naftiletilenodiamina em &gua MiliQ). A leitura da densidade Otica (DO) foi realizada em leitor
de placa de 96 pocgos utilizando filtro de 540 nm. A DO especifica foi calculada segundo a

férmula abaixo:

DO especifica = DO da amostra — DO reagente de trabalho (branco)

4.1.5. Dosagem de ureia

Utilizamos o kit comercial ureia CE (Catalogo 27/ Labtest Diagnostica). O principio
do ensaio é enzimatico/colorimétrico, onde a ureia € hidrolisada pela urease a ions amonia e
CO.. Os ions amodnia reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a acéo
catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar azul de indofenol. A formag&o de cor é
proporcional a quantidade de ureia na amostra. Padronizamos a dosagem para sobrenadantes
em placas de 96 pocgos, utilizando 10 pL da amostra, 100 pL da urease tamponada (reagente
do kit), levamos por 5 min a 37 °C protegido de luz, e em seguida adicionamos 100 pL do
tampdo (reagente do kit), com mais 5 min a 37 °C protegido de luz. A curva padrdo (70
mg/dL a 1,093 mg/dL) foi preparada em paralelo. A reagdo colorimétrica obtida pela
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revelacdo da reacédo foi avaliada em 600 nm em leitor de placa de 96 pogos. A densidade ética

(DO) especifica foi calculada segundo a férmula abaixo:

DO especifica = DO da amostra — DO reagente de trabalho (branco)

4.1.6. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As concentracdes de TNF e IL-10 nos sobrenadantes de cultivos celulares, no soro e
no exsudato obtido dos animais foram avaliadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para a
deteccdo TNF utilizamos o kit Mouse TNF (Cat. 430905 ELISA MAX™ Deluxe), e para IL-
10 foi usado o kit Mouse IL-10 (Cat. 431415 ELISA MAX™ Deluxe) e foram usados de
acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, os pocos foram cobertos com 100 pL
de anticorpo primario e mantidos a 4 °C por 16 h. Apds, os pocos foram lavados 3 vezes com
tampédo de lavagem TBS (PBS contendo 0,05% Tween) e blogueados com tampdo de
bloqueio (reagente do kit) por 1 h. Os pogos foram novamente lavados, as amostras e a curva-
padrdo adicionadas em um volume de 100 pL e incubadas por 2 h a 4 °C. Nova lavagem foi
realizada e 100 pL do anticorpo de deteccdo conjugado a enzima peroxidase foram
adicionados. Ap6s 2 h de incubacdo a 4 °C, foi adicionado o substrato (peroxido de
hidrogénio) na presenca do cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB), seguindo-se incubacdo
por 20 min. A reacdo colorimétrica obtida pela revelacdo da reacdo foi avaliada em leitor de
placa de 96 pocos, utilizando os filtros 570 nm e 450 nm, sendo o valor obtido em 570 nm
subtraido do valor em 450 nm. Curva padrdo para TNF (500 pg/mL a 31,3 pg/mL) e para IL-
10 (2000 pg/mL a 31.3 pg/mL), foram feitas em paralelo. A DO especifica foi calculada

segundo a formula abaixo:

DO especifica = DO da amostra — DO reagente de trabalho (branco)

4.1.7. Western blotting

Obtencéo do extrato proteico: Cultivos de macrdfagos foram plaqueados em placas de
6 pocos de modo a obter 6x10° células por grupo experimental, 0s ensaios ocorreram em
tempo de 24 h de acordo com os padrfes de estimulos e infeccdes estabelecidos. Ao término
do ensaio os sobrenadantes foram recolhidos, processados e estocados e as células foram
lavadas gentilmente por 2 vezes com 1 mL meio HBSS (Hank’s Balanced Solution Salts —
LGC Biotecnologia, cat. BR 30015-05) a 37 °C. Imediatamente apds as lavagens a placa foi

colocada em banho de gelo molhado (sendo que a partir deste momento toda amostra foi
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manipulada a baixas temperaturas). Com auxilio de cell scraper (raspador de células), as
células foram removidas dos pocos e transferidas para tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL,
centrifugadas a 7.000 xg 10 min, 4 °C, sobrenadantes foram aspirados e o centrifugado celular
ressuspenso em 150 uL de tampéao RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Triton
x-100; 0,1% SDS; 1% desoxicolato de sodio) 10% inibidores de proteases (Roche cat.
13136600) e incubados por 30 min & 4 °C (do inicio da encubagdo ao término, as amostras
passaram pelo vortex ao menos 3 vezes, de modo a garantir a devida homogeneizacdo do
tampédo de lise). Terminada a incubacdo, a centrifugacdo foi realizada, 14.000 xg, 20 min,
4°C, o sobrenadante foi aspirado e estocado em 2 aliquotas, uma de 40 puL, para a
quantificacdo de proteinas totais, e outra de 80 L, para diluicdo em solucdo de aplicagdo em
gel de poliacrilamida.

Quantificacdo de proteinas totais: As concentracdes de proteinas totais presente nas
amostras foram determinadas pelo método de Bradford (1976), as amostras foram diluidas em
agua MiliQ (1:4), e para deteccdo utilizamos Reagente de Bradford (LGC Biotecnologia — cat.
13-1309-05). A reacdo colorimétrica obtida pela revelacdo da reacdo foi avaliada em leitor de
microplaca, utilizando os filtros 595 nm. Curva padrdo com concentracGes proteicas
conhecidas de albumina de soro bovino (BSA 20 pug/mL a 2000 pg/mL) foi preparada em

paralelo. A DO especifica foi calculada segundo a férmula abaixo:

DO especifica = DO da amostra — DO reagente de trabalho (branco)

Corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida: Apds quantificacdo, as amostras
foram diluidas em tampdo de amostra (Laemmli, Sigma cat. S-3401), e desnaturadas a 100 °C
por 5 min. A concentracdo proteica utilizada em cada amostra foi de 30 pg. As amostras
foram aplicadas em géis de 12% de SDS-poliacrilamida, e submetidos a uma corrente de 100
V (PowerPac HC — Bio-Rad) no sistema Mini Trans-Blot® (Bio-Rad). Utilizamos peso
molecular pré-corado (MW 26,6 — 180kDa - Sigma Aldrich, cat. SDS7B2).

Transferéncia de proteinas e revelacdo: As proteinas encontradas nos géis foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema semi-seco submetidos a 15
V por 20 min. A visualizagdo das proteinas transferidas foi feita por coloracdo reversivel
utilizando o kit especifico (Memcode reversible protein stain kit — for nitrocellulose
membrane — cat. 24580, Pierce™). O bloqueio foi realizado durante 1 h em solugéo TBS (20
mM Tris, 500 mM NaCl) com 0.1% Tween 20 (solugdo TBST) a 3% de BSA. Os anticorpos
primarios (Tabela 4.1) diluidos em solucéo de bloqueio foram incubados overnight a 4 °C. Os
anticorpos secundarios, diluidos em solucéo de blogueio (Tabela 4.1) foram incubados por 1 h
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em temperatura ambiente e também diluidos em solucdo de bloqueio. O anticorpo I1gG de
camundongo anti-GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como controle
de carregamento das amostras. A revelacdo da peroxidase foi realizada por
quimioluminescéncia, com o kit ImmunoCruz™ Western Blotting Luminol Reagente (Santa
Cruz Biotechnology, cat. Sc2048) e filmes de Raios-X. A densitometria foi analisada no
software Image Studio™ versdo 4.0 (LI-COR biosciences), sendo utilizados os valores de
sinal obtidos em RGB (Red, Blue, Green), de modo que para cada anélise obtivemos 3 valores

quais utilizamos em nossas quantificacoes.

Tabela 4.1: Lista de anticorpos utilizados para western blot

Anticorpos Descricéo Diluicao
Anticorpo primario anti- Cayman Chemical / cat 160862 1/500
INOS/NOS?2 de coelho
Anticorpo primario anti- Santa Cruz Biotechnology / cat sc-20151 1/500

Arg Il (H-64) de coelho
Anticopo priméario 1gG

anti-GAPDH de Fitzgerald / cat 10R-G109A 1/60000
camundongo
Anticorpo secundario
policlonal anti- Thermo Scientific/ cat 31460 1/30000

imunoglobulina de
coelho conjugado a HPR
Anticorpo secundario
policlonal anti- S
camundongo conjugado a
HPR

4.1.8. Citometria de Fluxo

As células foram obtidas a partir da placa de 24 pogos, que ap0s ter os sobrenadantes
recolhidos, foi entdo manipulada em banho de gelo. Apds as células de cada grupo
experimental terem sido removidas dos pocos, foram centrifugadas a 2.800 xg, 10 min, 4 °C, e
o centrifugado de células foi ressuspenso em 100 pL de solucéo de bloqueio, soro normal de
camundongo a 2% em solucéo de PBS-SBF 2% e NaN3 0,1%, 2% Fc block (BD Pharmigen,
purified rat anti-mouse CD16/CD32) durante 30 min a 4 °C. A seguir, as amostras celulares
foram distribuidas em placas de poliestireno de 96 pogos (Falcon 3911, EUA). Para a
marcacdo de superficie, os anticorpos (Tabela 4.2) foram diluidos em 20 pL de solucéo de
PBS-SFB 2% e NaN3 0,1% e incubados durante 40 min a 4 °C. Seguindo a incubag&o, foram
realizadas lavagens com 150 puL de PBS-SBF 2% e NaN3 0,1% /pogo centrifugando durante 5
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min a 600 g em 10 °C e posterior fixacdo em solucdo de PBS-formaldeido a 1%. A aquisicéo
das amostras foi realizada em citometro de fluxo (CyAN™ DakoCytomation), sendo salvos
10000 eventos por amostra, e anélise processada no software Summit 4.3.

Tabela 4.2: Lista de anticorpos utilizados para citometria de fluxo

Anticorpos Descricéo Diluicao
anti-CD80 (B7-1) de Clone: 16-10A1/ eBioscience 1/80
camundongo conjugado a PE cat 12-0801-82

anti-CD86 de camundongo

) . Clone: GL1/ BD Pharmigen cat 553691 1/20
conjugado a FITC
anti-MHC 11 (I-A/I-E) de Clone: M5/114.15.2/ eBiosciences 1/8
camundongo conjugado a FITC cat 11-5321-85

antl-CD4_O de camundongo Clone: 1C10/ eBioscience cat 12-0401-82 1/20
conjugado a PE

anti-MHC | (H-2K%H-2D% de | Clone: 34-1-2S/ eBioscience/ cat 11-5998-
camundongo conjugado a FITC 81

1/100

4.2. Ensaios in vivo

4.2.1. Animais

Para os ensaios foram utilizados camundongos machos ou fémeas, de 4-8 semanas de
idade, das linhagens C57BL/6 e B6.129P2-Nos2. Cerca de 15 camundongos de cada linhagem
foram utilizados em cada ponto experimental. Os camundongos foram obtidos junto ao
Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fiocruz (CECAL/Fiocruz) atraves da licenca
CEUA LW-77/12. Os animais chegaram ao Biotério de Experimentacdo do Pavilhdo Cardoso
Fontes/IOC e foram mantidos em adaptacdo por 10-14 dias sob condic6es livres de patdgenos
especificos (SPF). Os animais permaneceram acondicionados em gaiolas de polipropileno em

microisoladores e receberam racdo e agua ad libitum durante todo curso do ensaio.

4.2.2. Infeccdo experimental pela cepa J2315 de Burkholderia cenocepacia

Os camundongos foram infectados pela via intrapleural com um inéculo de 108
bactérias da cepa J2315 de B. cenocepacia em 100 pL de veiculo (PBS estéril) no interior de
cabine de seguranga biologica. A suspensdo bacteriana foi obtida apds crescimento em meio
LB Broth (Caldo Luria Bertani — LGC Biotecnologia, cat. BR 12106-06) por 24 h, e apds a
quantificacdo, todo material foi centrifugado a 4.754 xg, por 20 min a 4 °C, o sobrenadante foi

aspirado com pipeta soroldgica e o pellet ressuspenso em PBS estéril (LGC biotecnologia -
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Tampdo PHOSPHATE-BUFFERED SALINE 1X Cat.13-30259-05), em volume apropriado
de modo a obter o in6culo de 108/ 100 pL. Animais controles, ndo infectados de mesma idade
e sexo, foram injetados com o veiculo e mantidos sob as mesmas condi¢Ges no biotério de
experimentacdo. Todo material e suspencdo bacteriana foram mantidos estéreis, sendo

manipulados apenas no interior de cabine de seguranca bioldgica.

4.2.3. Curva de sobrevivéncia e registro de peso corporal

Camundongos das linhagens C57BL/6 e B6.129P2-Nos2, foram inoculados como
descrito no item 4.2.2. Foram realizadas visitas diarias ao Biotério de Experimentacdo Animal
do Pavilhdo Cardoso Fontes/ I0OC, durante 15 dias, para o registro de peso corporal e
mortalidade, limpeza das gaiolas e troca das ragdes e agua.

4.2.4. Obtencao e processamento de exsudatos e tecidos

Os animais foram analisados nos pontos de 8, 24, 48 e 72 h ap0s infeccdo (hpi). Eles
foram eutanasiados em camara de CO», o sangue obtido por puncéo cardiaca e realizado o
lavado pleural com 1 mL de meio HBSS (Hank’s Balanced Solution Salts — LGC
Biotecnologia, cat. BR 30015-05) estéril gelado. Os pulmd@es foram obtidos, sendo lavados e
perfundidos inicialmente com PBS e em seguida preservados em solucdo formaldeido 10%
tamponado (para analises histoldgicas). Todo material foi coletado em cabine de seguranca
biol6gica e armazenados em tubos de 1,5 mL estéreis, e em seguida estocados a 0 °C para em
seguida as amostras serem processadas. Com 0 sangue obtivemos o soro que foi estocados em
freezer -80 °C até o momento de andlise. A partir do lavado pleural, obtivemos uma aliquota
de 20 pL para quantificagdo de CFU. O material foi centrifugado, o sobrenadante foi aspirado
e estocado em freezer -80 °C até o momento de analise (quantificacdo de citocinas, NO e

ureia).

4.2.5. Quantificacdo de unidades formadoras de colénias (CFU)

Para quantificacdo de colbnias, B. cenocepacia foi semeada em meio agar
Pseudomonas cepacia (Pseudomonas cepacia agar cat.7458/ Acumedia), meio utilizado para
o0 isolamento seletivo e deteccdo de Pseudomonas cepacia (Burkholderia cepacia) a partir de
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espéecimes clinicos e ndo clinicos. Apds semeadas, as placas foram incubadas a 37 °C 40 h

para a posterior quantificacdo de CFU.

4.2.6. Histologia

Os procedimentos de processamento, corte e coloracdo do material foram realizados
no Departamento de Anatomia Patoldgica do Instituto Fernandes Figueira/FIOCRUZ, como
protocolo indicado por nosso colaborador neste trabalho, o tecnologista Marcelo Meuser
Batista. Resumidamente, para infiltracdo em parafina, o 6rgao foi desidratado em bateria de
etanol com concentracdes crescentes deste reagente. Em seguida para a completa remocao do
alcool dos tecidos foi realizada a etapa de clarificacdo, feita em banhos de xilol.
Posteriormente o 6rgao foi infiltrado e incluido em parafina, sendo a inclusdo feita com o
pulmdo inteiro na posicdo para o corte em plano coronal. Foi realizada coloragdo por

hematoxilina-eosina para observacéo de infiltrado inflamatdrio.

4.2.7. Andlise estatistica

O teste t-Student foi usado para estabelecimento das diferencas estatisticamente

significativas, com p < 0,05 (*, ¥), p < 0,01 (**, ¥, &&) ou p < 0,001 (***, ### &&& www

000 - : e
), € para o teste estatistico dos ensaios de sobrevivéncia foi aplicado a Curva de Kaplan-

Meier, calculados pelo programa estatistico Graphpad Prism versdo 3.0. Média aritmética e

desvio padrao foram utilizados para apresentar os resultados.
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5. RESULTADOS

5.1. Estabelecimento de modelo de infec¢cdo por Burkholderia cenocepacia em linhagem de

macrofago alveolar de camundongos

Dados de nosso grupo utilizando cultivos in vitro de linhagem celular de macréfagos
peritoneais (RAW264.7, ATCC® TIB71™) desafiados com B. cenocepacia ja mostravam n&o
haver niveis detectaveis de NO, mesmo em cultivos estimulados com LPS/IFNy, potentes
indutores de NO. Visto o patdgeno em estudo estar associado a infec¢Ges pulmonares,
utilizamos para o modelo analisado, linhagem de macrdéfago alveolar de camundongo
C57BL/6 (AMJ2-C11, ATCC® CRL-2456™). Sendo NO um importante mediador da
atividade efetora de macrofagos, participando no controle de infecgdes (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011), utilizamos sua concentragdo em sobrenadantes de nossos
cultivos como parametro inicial para estabelecimento de nosso modelo de estudo. Para isso
cultivos de macrofagos alveolares foram estimulados ou ndo com LPS/IFNy, e infectados ou
ndo por B. cenocepacia, multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1 por 24 h (Figura 5.1A).
Inicialmente realizamos um ensaio comparativo entre as linhagens de macrofagos peritoneais
e alveolares, a fim de verificar se B. cenocepacia produz efeitos similares ou ndo entre os
cultivos. Observamos que a linhagem de macréfago alveolar apresenta niveis basais de NO
quando na auséncia de estimulos (NT), ao passo que em cultivos estimulados com LPS/IFNy
ocorre aumento significativo nas concentragdes de nitrito. Na presenca de B. cenocepacia as
concentracdes de nitrito encontradas sdo proximos, ou menores ao controle ndo tratado (NT),
mesmo em condi¢Ges em que houve estimulos com LPS/IFNy no momento da interacdo com
B. cenocepacia. Assim, notamos que o padrdo de resposta da linhagem de macréfagos
alveolares AMJ2-C11 aos diversos estimulos foi semelhante ao observado na linhagem de
macrofagos peritoneais RAW264.7 (Figura 5.1B,C).
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5.1. Deteccdo de NO em sobrenadantes de macrofagos das linhagens RAW
246.7 e AMJ2-C11 infectados com B. cenocepacia. (A) Desenho experimental
do modelo em estudo. (B) Linhagem RAW264.7: controle ndo tratado (NT),
estimulados (LPS/IFNy) e/ou infectados com B. cenocepacia. (C) Linhagem
AMJ2-C11 controle néo tratado (NT), estimulados (LPS/IFNy) e/ou infectados
com B. cenocepacia. *P < 0,05; **P < 0,01 grupos experimentais comparados
com controle NT. P < 0,05 “P < 0,01 LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy.
Gréficos representativos de 5 experimentos independentes.
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5.2. Efeitos sobre a linhagem de macrofagos alveolares AMJ2-C11 dependem da

viabilidade/atividade de Burkholderia cenocepacia

Considerando que tanto B. cenocepacia ativa, como inativa, podem ser fagocitadas por
macrofagos (LAMOTHE et al., 2007), procuramos entender se o efeito de ndo deteccdo de
nitrito apos interacdo de macrdfagos alveolares com B. cenocepacia, depende do patdgeno
estar metabolicamente ativo ou ndo. Para isso, realizamos a inativagdo de B. cenocepacia em
paraformaldeido (PFA) em diferentes concentracdes (3,65%, 5% e 10%). Observamos que
B. cenocepacia inativada, independentemente das concentracdes de PFA (BcPFA-K[3,65],
BcPFA-K[5] e BcPFA-K[10]), ao interagir com os cultivos de macrdfagos alveolares, nao foi
capaz de alterar os niveis basais de NOx em relacdo ao controle NT. Quando as células AMJ2-
C11 expostas a bactérias inativadas foram estimuladas com LPS/IFNy, foram detectados
concentracdes de nitrito entre 40 UM e 50 uM, semelhantes ao controle estimulado apenas
com LPS/IFNy (Figura 5.2). Nos ensaios seguintes, optamos por utilizar BcPFA-K[3,65]
visto ndo termos encontrado diferencgas entre esta e as outras concentragdes de inativagdo em
PFA. Altas concentracOes de nitrito sdo encontradas em cultivos estimulados com LPS/IFNy
na presenca de BCcPFA-K[3,65], ao passo que a adicdo de B. cenocepacia viva/ativa neste

cultivo resulta em ndo detecc¢do de nitrito (Figura 5.3).
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5.2. Deteccdo de NO em sobrenadantes de macréfagos da linhagem AMJ2-
C11 na presenca de Burkholderia cenocepacia inativada em diferentes
concentracBes de paraformaldeido. controles ndo tratados (-), estimulados
com LPS (+/-) ou IFNy (-/+) ou ambos (LPS/IFNy), sendo ou ndo infectados
com B. cenocepacia. Bactérias foram inativadas 24h antes com
paraformaldeido (BcPFA-k: Bc paraformaldehyde-killed) em diferentes
concentragdes. *P < 0,05; **P < 0,01;***P < 0,001. Gréficos representativos
de 3 experimentos independentes.
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5.3. Deteccdo de NO em sobrenadantes de macrdfagos da linhagem AMJ2-C11
na presenca de  Burkholderia cenocepacia ativa e inativa. controles nédo
tratados (-), estimulados com LPS/IFNy, sendo ou ndo infectados com B.
cenocepacia. Bactérias foram inativadas 24h antes com paraformaldeido
(BcPFA-k: Bc paraformaldehyde-killed) a 3,65%. **P < 0,01; ***P < 0,001
grupos experimentais comparados com controles ndo tratados e ndo infectados.

*P < 0,01 LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy. **P < 0,001 BcPFA-k
LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy. Gréficos representativos de 3
experimentos independentes.
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5.3. Viabilidade das células da linhagem AMJ2-C11 de macrofagos alveolares de
camundongo apos 24 horas de ensaio

Considerando que os efeitos de ndo deteccdo de nitrito observados na presencga de
B. cenocepacia, poderiam ser resultado de morte das células e, por conseguinte, interrupgdo
da producdo de NO, identificamos de maneira indireta a viabilidade dos cultivos. Por
citometria de fluxo, avaliamos o padrdo de tamanho e granularidade (FSC x SSC), em cada
grupo de nosso modelo experimental. Através de gates realizados no universo de células
viaveis, apds exclusdo de agregados celulares (doublets), estimamos indiretamente o
percentual de células vivas. Como mostrado no experimento representativo (Figura 5.4A),
foram encontrados nos grupos NT percentual de 80,1%, em LPS/IFNy 54,1%, em Bc 59,6% e
em Bc LPS/IFNy 56,5%. Notamos nos cultivos que interagiram com B. cenocepacia,
diferengas no padrdo FSC e SSC, indicativos que as células apresentaram maior tamanho e
granularidade em relacdo aos grupos com células ndo infectadas. Este padrdo de viabilidade

celular foi encontrado em experimentos independentes (Figura 5.4B).
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5.4. Viabilidade das celulas da linhagem AMJ2-C11 de macrofagos alveolares de
camundongos apo6s 24h de ensaio. (A) Dot plots representativos Forward Scatter
(tamanho celular) e Side Scatter (granulosidade interna das células) demonstrando
universo de células viaveis para cada condicdo experimental. (B) Frequéncia de
viabilidade celular com a sintese de 3 experimentos independentes. **P < 0,01; ***P <
0,001 grupos experimentais comparados com controle NT.
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5.4. Cinética de deteccdo de NOx e ureia em cultivos de macréfagos da linhagem AMJ2-

C11 infectados por Burkholderia cenocepacia

Visando avaliar se a producdo de NO em cultivos na presenca de B. cenocepacia
ocorria de modo precoce ou tardio, influenciado pela presenca da bactéria, realizamos ensaio
de cinética, analisando os pontos de 8, 24, 48 e 72 hpi. Verificamos que a ndo deteccdo de
NOx na presenca de B. cenocepacia ocorre independente do tempo de analise. Confirmamos
também, que o tempo ideal para analise é o ponto de 24 h, pois neste é possivel obter valores
das concentracdes de nitrito nos sobrenadantes com a menor variacdo dentro dos grupos
experimentais, garantindo um intervalo de confianca plausivel nas andlises, pois sdo
observados em momentos mais tardios aumento das concentragdes de nitrito nos controles NT
(Figura 5.5A). Considerando que o amino&cido arginina pode ser metabolizado por vias
opostas, pelas enzimas iINOS/NOS2 (gerando como produto final NO + citrulina) ou arginase
(gerando como produto final ornitina + ureia), a ndo deteccdo de NOx poderia ser resultado de
atividade aumentada da enzima arginase. A fim de verificar indiretamente a possivel atividade
da enzima arginase, dosamos ureia. Observamos que na auséncia ou presenc¢a de LPS/IFNy a
concentracdo de ureia nos sobrenadantes se mantém basal (~10 mg/dL). Por outro lado, em
cultivos na presenca de B. cenocepacia, ocorre aumento da concentracdo de ureia (~14
mg/dL) (Figura 5.5B).
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5.5. Cinética de producdo de NO e ureia por células da linhagem AMJ2-C11 de
macrofagos alveolares de camundongos infectados por B. cenocepacia. (A) Detecgédo de
NO e (B) deteccdo de ureia: controle ndo tratado e ndo infectado e estimulados com
LPS/IFNy e/ou infectados com B. cenocepacia, sendo a andlise realizada em 8h, 24h, 48h
e 72h. *P < 0,05; **P < 0,01 grupos experimentais comparados com controle ndo tratado e

nao infectado . P < 0,05; "p < 0,01 LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy. Gréficos

representativos de 3 experimentos independentes.
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5.5. Expressdo de proteinas iINOS/NOS2 e argll mediante infeccdo de células AMJ2-C11
por Burkholderia cenocepacia

Devido a ndo deteccdo de NOy, e aumento da concentracdo de ureia em cultivos de
macrofagos alveolares de camundongo da linhagem AMJ2-C11 infectados por
B. cenocepacia, pensamos que (i) a presenca da bactéria estaria induzindo aumento da
expressao de arginase deslocando a metabolizacdo de arginina para esta via, mesmo havendo
expressao de INOS/NOS2, ou (ii) a presenca de B. cenocepacia ndo induziria a expresséo de
INOS/NOS2 e aumentaria a expressdo de arginase. Para avaliar qual cenério estaria ocorrendo
em nosso modelo, analisamos a expressdo das proteinas de interesse. Inicialmente, realizamos
a padronizacdo das condicbes de ensaio para deteccdo da expressdo de iINOS/NOS2 na
linhagem RAW 264.7 de macrofagos peritoneais estimulados com LPS/IFNy, ja que dados
prévios de nosso grupo indicam que este tipo celular apresenta alta expresséo desta molécula
apos o referido estimulo (GIBALDI, 2009). Apos avaliarmos a qualidade da transferéncia das
proteinas totais para a membrana de nitrocelulose, utilizando coloracdo reversivel, as
membranas foram incubadas com anticorpos anti-INOS/NOS2, e posteriormente com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase. Utilizamos deteccdo colorimétrica (Figura
5.6A) e deteccdo por quimioluminescéncia (Figura 5.6B). Como o esperado, detectamos
INOS/NOS2 no extrato proteico de RAW 264.7 que foi estimulado com LPS/IFNy nos dois
sistemas avaliados, sendo que a revelagdo por quimioluminescéncia apresentou maior
sensibilidade na analise por densitometria. Seguindo nosso modelo de infeccdo in vitro de 24
h, o extrato proteico de macrofagos da linhagem AMJ2-C11 foi obtido para andlise da
expressao das proteinas INOS/NOS2 e argll apds a infeccdo de B. cenocepacia. Avaliamos a
qualidade da transferéncia das proteinas totais (Figura 5.7A), e apds a incubacdo com
anticorpos primarios anti-iNOS/NOS2 e anti-argll, e secundarios conjugados a peroxidase,
realizamos a deteccao por quimioluminescéncia (Figura 5.7B). Na analise semi-quantitativa
por densitometria (Figura 5.7C) observamos que, de acordo com o esperado, ocorre aumento
da expressdo de iINOS/NOS2 nos cultivos estimulados com LPS/IFNy, em relagdo ao controle
ndo estimulado e ndo infectado. Em cultivos que foram infectados por B. cenocepacia
encontramos baixa expressao de iINOS/NOS2, mesmo quando estimulados com LPS/IFNy.
Por outro lado, ao avaliarmos a expressao de argll, observamos um discreto aumento da
expressdo quando os cultivos sdo estimulados com LPS/IFNy, e ainda maior expressdo da
proteina quando os cultivos haviam sido infectados por B. cenocepacia. Em todas as
membranas foi utilizado como controle house keeping o GAPDH, revelado por anticorpo

especifico.

34



180 kDa 180 kDa

116 kDa 116 kDa

- 90kDa 90 kDa

58 kDa
48,5 kDa

58 kDa
48,5 kDa

36,5 kDa
26,6 kDa

36,5 kDa
26,6 kDa

NT LPS/
IFNy

NT LPS/ NT LPS/
IFNy IFNy
1.0
0.8- 1.0 -
0_6— 08 — —
I .8
5 0.4 T
QL 02- &)
g L @ 0.6-
% 0.10 e 5
0.08+ T %) i
Z 0.06- 9 04
0.04- = oo
0.02- = :
0.00
NT  LPS/FNy 0.0 e

5.6. Padronizacao de deteccdo de expressdo de proteina iNOS/NOS2 em macréfagos da
linhagem RAW 264.7 estimulados com LPS/IFNy. Expressdo de iNOS/NOS2 em
linhagem RAW 264.7 determinada por revelacdo (A) colorimétrica usando anticorpo
secundario conjugado a biotina e revelado por estreptoavidina-peroxidase na presenca de
per6xido de hidrogénio e DAB (3,3-diaminobenzina), formando cromoégeno e (B)
guimioluminescente usando o anticorpo secundario conjugado a biotina e revelado por
estreptoavidina-peroxidase na presenca de peréxido de hidrogénio e de luminol. A figura
mostra controle de carregamento (corado por Memcode reversible protein stain), a
imagem da revelacdo da presenca de iINOS/NOS2 e a analise semi-quantitativa da
expressdo de INOS/NOS2 em relagdo a expressdo do house keeping GAPDH. Controles
ndo tratados (NT) ou estimulados com LPS/IFNy. **P < 0,01; ***P < 0,001. Dados
representativos de um experimento.
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5.7. Expressao de proteinas INOS/NOS2 e ARGII em macréfagos da linhagem AMJ2-
C11 mediante infecgdo por Burkholderia cenocepacia. (A) SDS-PAGE 12% mostrando
controle de carregamento de proteinas corado por Memcode reversible protein stain. Sdo
indicados os padrfes de massa molecular. (B) Imagem da revelacdo por luminol da
expressdo de iINOS/NOS2 e Arg Il. (C) Anélise semi-quantitativa da expressdo de
INOS/NOS2 e Arg Il em relacdo a expressdo do house keeping GAPDH. Os grupos em
estudo foram: ndo tratado e ndo infectado (NT), estimulado com LPS/IFNy na presenca ou
ndo de B. cenocepacia. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 grupos experimentais

comparados com controle NT. "p < 0,01; b < 0,001 LPS/IFNy comparado com Bc
LPS/IFNy. Dados representativos de um experimento.
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5.6. Detecgdo de NOx e ureia em sobrenadantes da linhagem AMJ2-C11 de macrdfagos

alveolares de camundongos em diferentes condi¢des experimentais

Tendo por base nossos resultados de detecgdo de NOx e ureia em modelo in vitro de
interacdo de 24 h, procuramos avaliar se apds o estimulo de cultivos da linhagem AMJ2-C11
de macrofagos alveolares de camundongos com LPS/IFNy, e na permanéncia desse estimulo,
a presenca da bactéria seria capaz de produzir os efeitos que resultam em ndo deteccdo de
NOyx e concomitante aumento da concentragdo de ureia. Para isso, realizamos um ensaio de 48
h onde cultivos de macrofagos alveolares foram submetidos a trés condicdes experimentais
distintas, em que avaliamos o potencial reposicionamento das vias iINOS/NOS2 e arginase
(condicdo experimental B) além da possivel ocorréncia de consumo de NO/nitrito por
B. cenocepacia (condicdo experimental C):

(i) condicdo experimental A: macréfagos alveolares plaqueados e mantidos sem
estimulos por 24 h foram lavados e receberam meio de cultivo fresco, com adigédo
ou ndo de estimulos com LPS/IFNy e/ou B. cenocepacia (MOI 1:1) por 24 h;

(i)  condicdo experimental B: macrofagos alveolares plaqueados e estimulados com
LPS/IFNy por 24 h foram lavados e receberam meio de cultivo fresco, com nova
adicdo ou nédo de estimulos com LPS/IFNy e/ou B. cenocepacia (MOI 1:1) por 24
h;

(iif)  condicdo experimental C: macrdfagos alveolares plaqueados e estimulados com
LPS/IFNy por 24 h, ap0s esse periodo, sem reposi¢cdo de meio de cultivo fresco,
com nova adi¢do ou ndo de estimulos com LPS/IFNy e/ou B. cenocepacia (MOI
1:1) por 24 h.

Na condicdo experimental A, macrofagos ndo estimulados por 24 h, ao receberem
estimulos com LPS/IFNy produzem NOy, de modo que séo detectadas concentracBes maiores
que 60 UM, enquanto nas condicdes NT e com LPS/IFNy as concentraces de ureia foram
basais (~10 mg/dL). Na presenca de B. cenocepacia as concentragcbes de nitrito nos
sobrenadantes estdo reduzidas e proximas aos valores do controle NT, e as concentracfes de
ureia estdo aumentadas (~18 mg/dL) (Figura 5.8A e B).

Na condicdo experimental B, macrofagos estimulados com LPS/IFNy (por 24 h), apos
receberem meio de cultivo fresco (sem adicdo de estimulos), apresentaram em seus
sobrenadantes concentragbes de nitrito semelhantes as concentragfes encontradas nas
primeiras 24 h (~ 60 uM), enquanto os niveis de ureia permaneceram basais (~ 10 mg/dL).
Em macrofagos que receberam meio de cultivo fresco e reposicdo de LPS/IFNy, foram

detectadas concentracbes mais elevadas (P < 0,001) de nitrito nos sobrenadantes (Figura
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5.9A), sendo os niveis de ureia também basais (~ 10 mg/dL; Figura 5.9B). Por outro lado,
macrofagos expostos a LPS/IFNy por 24 h, quando meio de cultivo fresco e B. cenocepacia
foram adicionados, encontramos baixas concentragdes de nitrito (~ 20 uM; Figura 5.9A) e
aumento nas concentracGes de ureia nos sobrenadantes (15 mg/dL; Figura 5.9B). Dados
similares foram observados nos cultivos em que houve reposicdo de LPS/IFNy e as células
foram expostas a infeccdo pela bactéria.

Na condicdo experimental C, os cultivos de macréfagos foram estimulados com
LPS/IFNy por 24 h, ndo houve reposicdo de meio, mas adicionamos novamente, ou n&o,
LPS/IFNy e infectamos com B. cenocepacia. Nesta condicdo, ao final de 48 h, macrofagos
que receberam LPS/IFNy apenas uma vez, bem como aqueles que receberam duas vezes, as
concentragOes de nitrito nos sobrenadantes foram elevadas (~80 uM; Figura 5.9C), enquanto
as concentracOes de ureia foram proximas as basais (~ 10 mg/dL; Figura 5.9D). Contudo, na
presenca de B. cenocepacia, a concentracdo de nitrito é reduzida (~ 50 uM, Figura 5.9C),

enquanto observamos aumento nos niveis de ureia (~15 mg/ dL; Figura 5.9D).
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5.8 Deteccdo de NO e ureia em sobrenadantes de macrofagos da linhagem AMJ2-C11.
Teste de redirecionamento de resposta, segundo a condi¢ao experimental A. Deteccao de
NO (A) e ureia (B) em sobrenadantes de cultivos submetidos a condicéo experimental A:
cultivos ndo-estimulados cultivados por 24 h (T1), lavados e submetidos aos diferentes
tratamentos por 24 h (T2): controle ndo tratado (NT), estimulados (LPS/IFNy) e/ou

infectados com Burkholderia cenocepacia. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001 NT/T1
comparado com grupos em T2, &&P <0,01; &&&P < 0,001 NT/T2 comparado com outros

grupos experimentais. P < 005 P < 001 LPS/IFNy/T2 comparado com
BcLPS/IFNy/T2. Gréficos representativos de 3 experimentos independentes.

38



Condicao experimental B

A B
1001 20+
3&&  WWy
HHy  HER
=
3
S #
E o
LPS/ NT LPS/ Bc Bc LPS/ NT LPS/ Bc Bc
IFNy IFNy LPS/IFNy IFNy IFNy LPS/IFNy
T1 T2 T1 T2
Condicao experimental C
C D
1001
# &  wyy
-
80
2 04T
S
2 40_
20
0
LPS/ NT LPS/ Bc Bc LPS/ NT LPS/ Be Bc
IFNy IFNy LPS/IFNy IF Ny IFNy LPS/IFNy
T1 T2 T1 T2

5.9. Detec¢do de NO e ureia em sobrenadantes de macréfagos da linhagem AMJ2-C11.
Teste de redirecionamento de resposta, segundo as condi¢des experimentais B e C.
Detecgdo de NO (A e C) e ureia (B e D) em sobrenadantes de cultivos submetidos as
condigcdes experimentais. Na condicdo experimental B: cultivos estimulados com
LPS/IFNy por 24 h (T1), lavados e submetidos aos diferentes tratamentos por 24 h (T2).
Na condicdo experimental C: cultivos estimulados com LPS/IFNy por 24 h (T1), o
estimulo foi reposto e os cultivos submetidos aos diferentes tratamentos por 24 h (T2).
Grupos experimentais foram: controle ndo tratado (NT), estimulados (LPS/IFNy) e/ou

infectados com Burkholderia cenocepacia. P < 0,05; b < 0,01, b <0,001
LPS/IFNy/T1 comparado com grupos em T2. “p <0,01; “8&p <0,001 NT/T2 comparado

com outros grupos experimentais. ' P <0,001 LPS/IFNy/T2 comparado com
BcLPS/IFNy/T2. Gréficos representativos de 3 experimentos independentes.
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5.7. Expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos (MHC | e MHC I1) em

macrofagos da linhagem AMJ2-C11 apo6s interacdo com Burkholderia cenocepacia

Como importante mecanismo na geracao da resposta adaptativa, macréfagos, além de
suas funcdes fagociticas e de producdo de ROS e citocinas, atuam na apresentacdo de
antigenos a células T e o fazem via MHC de classe | e 1l (ABBAS; LICHTMAN; PILLAL,
2011). Procuramos entdo avaliar a capacidade dos macrofagos alveolares em expressar
fendtipo associado a apresentacdo de antigenos a células T apo6s interagdo com
B. cenocepacia. Para isso, seguindo nosso modelo de infeccéo in vitro de 24 h, os macréfagos
foram obtidos e incubados com anticorpos anti-MHC-1 e anti-MHC-Il conjugados a
fluorocromos (ou isotipo controle), sendo a frequéncia de células expressando estas moléculas
determinada através de citometria de fluxo. Como esperado, ao serem estimulados com
LPS/IFNy houve aumento da frequéncia de macrdfagos da linhagem AMJ2-C11 expressando
MHC-I e MHC-II em relacdo aos controles NT (Figura 5.10A e B). Cultivos celulares que
interagiram com B. cenocepacia apresentam frequéncia de células expressando de MHC-I
semelhantes ao controle NT (Figura 5.10A). Na presenca de infec¢do por B. cenocepacia e
estimulo com LPS/IFNy ndo houve alteracdo significante na frequéncia de células
expressando de MHC-I em relacdo ao controle NT, mas reducdo da proporcdo de células
MHC-I" em relacdo ao controle LPS/IFNy (Figura 5.10A). Cultivos que interagiram com
B. cenocepacia, ao serem analisados para MHC-II, apresentaram aumento significativo da
frequéncia de células expressando esta molécula em relagdo ao controle NT, que foram
semelhantes a frequéncia de células MHC-II+ detectadas nos cultivos estimulados com
LPS/IFNy (Figura 5.10B). A infeccdo pela bactéria na presenca de estimulos LPS/IFNy
resultou em aumento da frequéncia de células MHC-II* em relagdo aos cultivos somente
estimulados com LPS/IFNy (Figura 5.10B).
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5.10. Expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos (MHC-1 e MHC-II) em
macrofagos alveolares da linhagem AMJ2-C11 poés-interacdo com Burkholderia
cenocepacia. Graficos de frequéncia e histogramas representativos da expressao de MHC-
I (A) e MHC-II (B). Grupos experimentais foram: controle n&o tratado (NT), estimulados

(LPS/IFNy) elou

infectados com Burkholderia cenocepacia.
experimentais comparados com controle NT. P 0,05;

fizzz3

*P < 0,05 grupos

P < 0,001 LPS/IFNy comparado

com Bc LPS/IFNy. Graficos representativos de 3 experimentos independentes.
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5.8. Expressdo de moléculas coestimuladoras (CD80, CD86) e CD40 em macrofagos da

linhagem AMJ2-C11 ap6s interacdo com Burkholderia cenocepacia

Procuramos avaliar também, a capacidade dos macrdfagos alveolares em expressar
fenotipo associado a ativacdo de linfocitos T apos a infeccdo por B. cenocepacia. Para isso,
seguindo nosso modelo de infeccdo in vitro de 24 h, os macrofagos foram obtidos e incubados
com anticorpos anti-CD80, anti-CD86 e anti-CD40, conjugados a fluorocromos (ou isotipos
controles), a frequéncia de células expressando estas moléculas foi determinada atraves de
citometria de fluxo. Nossos dados mostraram que os estimulos com LPS/IFNy induzem
aumento significativo na frequéncia de células expressando as moléculas CD80, CD86 e
CD40 nos macrofagos da linhagem AMJ2-C11, comparados aos macrofagos controles NT
(Figura 5.11A e B; Figura5.12). Apos interagdo com B. cenocepacia observamos redugdo da
proporcdo de células CD80* e CD86" em relagdo aos controles NT (Figura 5.11A e B),
enquanto a frequéncia de células expressando CD40" foi semelhante ao controle NT (Figura
5.12). A infecgdo na presenga de estimulos LPS/IFNy resultou em reducdo da frequéncia de
células CD80", CD86" e CD40*, em relagdo ao controle LPS/IFNy (Figura 5.11A e B;
Figura 5.12).
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5.11. Expressdo de moléculas coestimuladoras (CD80 e CD86) em macrofagos
alveolares da linhagem AMJ2-C11 pos-interagdo com Burkholderia cenocepacia.
Gréficos de frequéncia e histogramas representativos da expressdo de CD80 (A) e CD86
(B). Grupos experimentais foram: controle néo tratado (NT), estimulados (LPS/IFNy) e/ou
infectados com Burkholderia cenocepacia. *P < 0,05; **P < 0,01 grupos experimentais

comparados com controle NT. P < 0,05 LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy.
Gréficos representativos de 3 experimentos independentes.
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5.12. Expressdo da molécula coestimuladora CD40 em macrofagos alveolares da
linhagem AMJ2-C11 pos-interagdo com Burkholderia cenocepacia. Gréficos de
frequéncia e histogramas representativos da expressdo de CD40. Grupos experimentais
foram: controle ndo tratado (NT), estimulados (LPS/IFNy) e/ou infectados com
Burkholderia cenocepacia. ***P < 0,001 grupos experimentais comparados com controle

NT. P < 0,05 LPS/IFNy comparado com Bc LPS/IFNy. Graficos representativos de 3
experimentos independentes.
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5.9. Deteccdo de citocinas em sobrenadantes de macrofagos da linhagem AMJ2-C11 na

presenca da infeccdo por Burkholderia cenocepacia

Visando avaliar se em cultivos de macrofagos alveolares da linhagem AMJ2-C11 o
perfil de producéo de citocinas, TNF, uma das principais citocinas inflamatdrias, e 1L-10, que
atua na regulacdo da resposta inflamatoria, seria influenciado pela presenca de
B. cenocepacia, dosamos estas citocinas nos sobrenadantes obtidos ap6s 24 h de cultivo. De
maneira esperada, quando os cultivos foram estimulados com LPS/IFNy observamos um
aumento na concentracdo de TNF em comparacdo aos niveis basais dos cultivos NT (Figura
5.13). Por outro lado, quando na presenca de B. cenocepacia as concentracbes de TNF nos
sobrenadantes se mantém semelhantes as encontradas nos cultivos NT. A presenca de
B. cenocepacia em cultivos estimulados com LPS/IFNy resultou em niveis de TNF reduzidos
em relacdo aos cultivos estimulados com LPS/IFNy e similares as concentracGes desta
citocina nos cultivos NT (Figura 5.13). Em todas as condi¢fes estudadas ndo detectamos a
presenca de IL-10 nos sobrenadantes, ainda que a curva fosse valida e 1L-10 fosse detectada
em sobrenadantes de macréfagos da linhagem RAW264.7 tratados com LPS/IFNy, como
controle positivo (dado ndo mostrado).
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5.13. Deteccdo de TNF em sobrenadantes de macrofagos da linhagem AMJ2-C11 na
presenca da infec¢do por Burkholderia cenocepacia. Deteccdo de TNF em sobrenadantes
de cultivos ndo tratados (NT) ou estimulados com LPS/IFNy e/ou infectados com
Burkholderia cenocepacia. **P < 0,01 grupos experimentais comparados com controle

NT. “p <0,001 LPS/IFNy comparado com outros grupos experimentais. Graficos
representativos de 4 experimentos independentes.
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5.10. Infeccdo experimental por Burkholderia cenocepacia em camundongos
imunocompetentes e deficientes em iINOS/NOS2

Avaliamos a influéncia de iNOS/NOS2 na colonizagdo e persisténcia da bactéria, e nas
alteragOes estruturais nas vias aéreas. Para tal, utilizamos camundongos geneticamente
deficientes para a enzima iINOS/NOS2, B6.129.P2-NOS2 (inos”), e seu respectivo
background genético B6.129 (C57BL/6). Esses camundongos foram infectados com
B. cenocepacia cepa J2315, pela via intra-pleural, com uma carga bacteriana de 108 células
(DOsoonm = 0.189), suspensas em 100 pL de solucdo salina estéril e foram avaliados em
diferentes momentos pos-infeccdo (Figura 5.14A).

Como um dos parametros para avaliar controle ou persisténcia de B. cenocepacia, 0
namero de CFU oriundos do lavado pleural dos animais obtidos em 8, 24, 48 e 72 hpi foi
quantificado. Tanto camundongos competentes como deficientes em iINOS/NOS2, apresentam
valores de CFU proximos quando analisados em 8 hpi (~10% CFU/ mL). Em 24 hpi
quantificamos um aumento da carga bacteriana (~10® CFU/ mL em camundongos
competentes e ~10° CFU/ mL em camundongos deficientes). Em 48 hpi observamos valores
proximos de CFU (~10° CFU/ mL) em camundongos competentes e deficientes em
INOS/NOS2, ao passo que em 72 hpi os camundongos competentes C57BL/6 apresentam
diminuicdo da carga bacteriana encontrada no lavado pleural (10° CFU/mL), enquanto
camundongos inos”- mantém carga bacteriana significativamente mais alta (~ 10® CFU/mL)
(Figura 5.14B).
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5.14. Infeccdo experimental por Burkholderia cenocepacia em camundongos
imunocompetentes e deficientes em iINOS/NOS2. (A) Desenho experimental do modelo
em estudo. (B) Quantificacdo da carga bacteriana em lavado pleural de camundongos
C57BL/6 e inos-/- infectados por Burkholderia cenocepacia. Contagem de unidades
formadoras de col6nia (CFU) em lavado pleural em 8, 24, 48 e 72 horas pés-infeccéo.
Numero de animais por ponto experimental: 8 hpi C57BL/6 n:4 / inos-/- n: 4; 24 hpi
C57BL/6 n:3 / inos-/- n: 4; 48 hpi C57BL/6 n:5 / inos-/- n: 5; 72 hpi C57BL/6 n:3 / inos-/-
n: 3. ***P < 0,001. Dados representativos de um experimento.
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5.11. Deteccdo de NOx e ureia em lavado pleural de camundongos competentes e
deficientes em iINOS/NOS?2 infectados por Burkholderia cenocepacia

A fim de verificar o efeito da colonizagéo bacteriana nas concentracdes de NOx e ureia
no sitio de infecgdo, quantificamos as concentracdes destes produtos no lavado pleural obtido
de camundongos C57BL/6 e inos™ infectados por B. cenocepacia ou injetados com salina. O
ponto de 48 hpi foi escolhido para quantificacdo, pois neste momento a carga bacteriana em
ambas as linhagens se encontra pareada, permitindo uma andlise proporcional. N&o foram
detectados niveis de NOx no lavado pleural dos camundongos C57BL/6 e inos™, estando estes
infectados ou ndo (Figura 5.15A). Ao quantificarmos as concentracfes de ureia, observamos
que em camundongos C57BL/6 nao infectados sdo detectados 2 mg/ dL, ocorrendo aumento
significativo (P < 0,01) nos niveis detectados quando os animais estdo infectados por B.
cenocepacia (~5 mg/ mL), este aumento é de cerca de 3,3 vezes em relagdo ao NI. Em
camundongos inos” ndo infectados observamos baixos niveis de ureia (~0,5 mg/ dL),
ocorrendo também aumento significativo (P < 0,001) nos niveis detectados quando os animais
inos”" foram infectados por B. cenocepacia (~ 3 mg/ dL), sendo este aumento cerca de 5,2
vezes em relagédo ao NI (Figura 5.15B).
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5.15. Deteccdo de NO e ureia em lavado pleural de camundongos C57BL/6 e inos”
infectados por Burkholderia cenocepacia. Deteccdo de NO, (A) e ureia (B) em 48 hpi.

**pP < 0,01 animais C57BL/6 NI comparados com infectados com Bc; ###P < 0,001
animais inos” NI comparados com infectados com Bc; $$ P < 0,01 animais C57BL/6

infectados comparados com animais inos infectados com Bc. Dados representativos de
um experimento preliminar.
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5.12. Achados histologicos em pulméo de camundongos imunocompetentes e deficientes em
INOS/NOS2

Avaliamos em diferentes momentos (24, 48 e 72 hpi) os efeitos da infecgédo por
B. cenocepacia nos pulmdes de camundongos C57BL/6 e inos™. Para isso, seccdes do 6rgdo
fixado e emblocado em parafina foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas de
modo qualitativo para os seguintes parametros: (i) infiltrado peribronquiolar; (ii) infiltrado
perivascular; (iii) adesdo de leucdcitos ao endotélio de vasos sanguineos; (iv) edema
perivascular; e (v) espessamento alveolar (Tabela 5.12.1).

Inicialmente, caracterizamos as diferencas ja existentes entre o C57BL/6 e inos” -
injetados com salina (Figura 5.16) sendo observadas alteragdes anteriores a infeccdo por
B. cenocepacia nos animais deficientes em iNOS/NOS2 como: espessamento do intersticio
alveolar, extravasamento de hemacias para o espaco alveolar, leve infiltrado peribronquiolar e
perivascular e presenca de hemacias no lumen de vasos (Figura 5.16B, D e F), essas
alteracdes ndo estdo presentes nos camundongos imunocompetentes da linhagem C57BL/6
(Figura 5.16A, C e E).

Na analise das alteragdes que ocorreram apos a infeccdo por B. cenocepacia (Figura
5.17) observamos em 24 hpi auséncia de infiltrado inflamatorio peribronquiolar e
perivascular, e presenca desigual de hemacias no ldmen dos vasos sanguineos de
camundongos C57BL/6 (Figura 5.17A). Nos camundongos inos” observamos moderado
infiltrado inflamatdrio peribronquiolar e perivascular, desorganizacdo de bronquiolos e
reducdo da area dos alvéolos (Figura 5.17B). Em 48 hpi, encontramos nos camundongos
C57BL/6 moderado infiltrado inflamatorio peribronquiolar, edema no espaco perivascular,
adesdo de leucdécitos ao endotélio de vasos sanguineos e leve desorganizacao de bronquiolos
(Figura 5.17C). Em camundongos inos” ocorre presenca de edema no espago perivascular e
peribronquiolar, adesdo de leucdcitos ao endotélio de vasos sanguineos, extravasamento de
hemaécias e persistente reducdo da area dos alvéolos, além de moderado infiltrado inflamatério
peribronquiolar e perivascular (Figura 5.17D). Por fim, em 72 hpi ocorre nos pulmdes de
camundongos C57BL/6 de leve e desigual a ausente infiltrado inflamatorio peribronquiloar e
perivascular (Figura 5.17E), enquanto em camundongos inos”™ observa-se infiltrado
inflamatdrio peribronquiloar e perivascular agudo e por todo o tecido, espessamento dos
intersticios alveolares, presenca de edema por todo tecido, e acentuada adesdo de leucocitos
ao endoteélio vasos sanguineos (Figura 5.17F).
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Tabela 5.12.1: Sintese das alteracGes histoldgicas encontradas em
histologias de pulméao dos camundongos C57BL/6 e inos” infectados por

B. cenocepacia.

C57BL/6 inos™
Alteracdes histologicas " -
NI Be NI Be
24 hpi
Infiltrado peribronquiolar # _ +/- +
Infiltrado perivascular - - +/- +
Aderéncia ao endotélio +/- + - -
Edema perivascular ) ) ) _
Espessamento alveolar ) ) + ++
48 hpi
Infiltrado peribronquiolar _ + +/- +
Infiltrado perivascular _ + +/- +
Aderéncia ao endotélio _ + + +
Edema perivascular _ + +/- +/-
Espessamento alveolar _ _ + +
72 hpi
Infiltrado peribronquiolar _ _ +/- +
Infiltrado perivascular _ _ +/- ++
Aderéncia ao endotélio _ _ +/- +
Edema perivascular +/- +/- + +
Espessamento alveolar _ _ +/ +

*Bc: Burkholderia cenocepacia

*Graduacio de alteracdes (score): (-) ausentes; (+/-) leve; (+) moderado; (++) agudo

50




C57BL/6 inos”

B
C D

5.16. Histologias de pulm&o de camundongos C57BL/6 e inos” " injetados com salina.
SeccOes de parafina, coloracdo hematoxilina e eosina (HE), de pulmdo de camundongos

C57BL/6 (A, CeE)e inos” (B, D e F) injetados via IT com salina, em 24, 48 e 72 hpi. As
imagens representam o resultado de 3 animais individuais em cada ponto. Tamanho da

escala: 100 um. Seta completa: infiltrado inflamatério peribronquiloar; Cabeca de seta:
infiltrado inflamatorio  perivascular; asterisco: edema perivascular; cerquilha:
espessamento alveoar.
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5.17. Histologias de pulm&o de camundongos C57BL/6 e inos”” infectados com
Burkholderia cenocepacia. Secc¢des de parafina, coloracdo hematoxilina e eosina (HE), de

pulméo de camundongos C57BL/6 (A, CeE) e inos'/' (B, D e F) infectados via IT com B.
cenocepacia, em 24, 48 e 72 hpi. As imagens representam o resultado de 4 animais
individuais em cada ponto. Tamanho da escala: 100 pum. Seta completa: infiltrado
inflamatorio peribronquiloar; Cabeca de seta: infiltrado inflamatorio perivascular;
asterisco: edema perivascular; cerquilha: espessamento alveoar.
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5.13. Avaliacdo clinica e curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 e inos” apés a
infeccéo experimental por Burkholderia cenocepacia

Ao exame clinico, a partir de 3 dpi, os camundongos deficientes em INOS/NOS2
infectados com B. cenocepacia encontravam-se sugestivos de hiporexia e diminuigdo da
ingestdo de &gua, ao se observar o volume da racédo e de agua consumida quando comparados
aos camundongos C57BL/6 infectados com B. cenocepacia (normorexia e normodipsia).
Alteragbes comportamentais como as descritas acima ndo foram observadas em camundongos
C57BL/6 infectados com B. cenocepacia (Figura 5.18A). O acompanhamento do peso dos
animais imunocompetentes no decorrer de 15 dias mostrou que aqueles injetados com salina
apresentaram ganho ponderal ao final da analise, e aqueles inoculados com B. cenocepacia
exibiram perda em torno de 20% de peso corporal em 3 dpi, recuperando 0 peso ao término
do ensaio apresentando ganho final semelhante aos animais nédo infectados (Figura 5.18B).
Por outro lado, observamos em camundongos deficientes em iINOS/NOS2 infectados com
B. cenocepacia respiracdo rapida e curta, sugestiva de taquipneia e alteracdes
comportamentais tais como: tensdo muscular, encurvatura tordcica (Figura 5.18C) e
alteracdes na movimentacdo dos animais, apresentando letargia. A variacdo de peso corporal
dos animais deficientes em INOS/NOS2 mostrou que aqueles injetados com salina
apresentam ganho de peso, ao passo que os inoculados com B. cenocepacia exibiram perda
ponderal de aproximadamente 20% em 3 dpi, com perda de peso progressiva em torno de
40% ao término da andlise, cujo desfecho foi a morte de todos os animais do grupo (Figura
5.18D).

Procuramos, avaliar in vivo se a auséncia de enzima iNOS/NOS2 é um fator
importante a sobrevivéncia dos animais na presenca da B. cenocepacia. Para analisamos a
sobrevivéncia dos animais a infeccdo, fizemos acompanhamento didrio de mortalidade
durante 15 dias. Em trés experimentos independentes, ao término do acompanhamento,
animais C57BL/6 apresentaram 100% de sobrevivéncia a infec¢do. Por outro lado, todos os
animais inos”" sucumbiram & infeccdo por B. cenocepacia. As primeiras mortes foram
registradas entre 6 e 7 dpi, com 100% sucumbindo entre 11 e 13 dpi. Os respectivos controles
inoculados com salina estéril e mantidos no mesmo ambiente de experimentacdo
apresentaram sobrevivéncia de 100% (Figura 5.19). A tabela 5.13.1 demonstra a sintese dos

dados de 3 experimentos independentes.
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5.18. Camundongos C57BL/6 e inos” infectados com Burkholderia cenocepacia,
alteracdes fisicas e curva de peso corporal. Camundongos C57BL/6: (A) animal
representativo do grupo mostrando auséncia de sinais visiveis de alteragdes fisicas em 6
dpi. (B) Curva de variacdo de peso corporal em camundongos inoculados com B.
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azul). ** P<0,01; ***P < 0,001. Dados representativos de um experimento.
T, indica morte de todos os animais do grupo.

Tabela 5.13.1: Numero de animais utilizados nos ensaios de acompanhamento

de mortalidade apds infecgé@o por B. cenocepacia.

Experimentos

Animais

C57BL/6

Salina

B. cenocepacia

inos”

Salina

B. cenocepacia

#1 #2  H3
4 1 6
6 11 9
4 3 6
6 9 10

Total

11

26

13

28

Sobrevivénciaem
14 dpi

100 %

100 %

100 %

0%
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5.19. Curvas de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 e inos” apods infecgdo
experimental por Burkholderia cenocepacia. Camundongos da linhagem B6.129

(C57BL/6) B6.129-P2-n0s2 (inos'/') inoculados com B. cenocepacia ou controles injetados
com salina. Dados de 3 experimentos independentes.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos da infeccdo de B. cenocepacia sobre a resposta
efetora de macrofagos alveolares de linhagem oriunda de camundongos C57BL/6. N0ssos
principais achados in vitro indicam que B. cenocepacia € capaz de desativar mecanismos
efetores da resposta classica de macrofagos, aparentemente redirecionando para o perfil
alternativo de ativacdo. Nossos dados in vivo, ainda que preliminares, indicam que a
deficiéncia em iINOS/NOS2 contribui para a persisténcia de B. cenocepacia e inducdo de
alteracdes histoldgicas no pulméo.

De maneira geral, na ativacdo classica, iniciada por componentes bacterianos como
LPS e por IFNy secretado por células T e celulas natural killer (NK), macréfagos respondem
com produgdo de ROS, NOx, citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, de forma associada ao
aumento de expressdo de moléculas coestimuladoras e de MHC (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011). Varios estudos indicam a capacidade de B. cenocepacia em resistir ao
estresse oxidativo, visto sobreviverem dentro de fagocitos (BYLUND et al., 2006; EL-
HALFAWY; VALVANO, 2014; KEITH et al., 2007; LEFEBRE M; VALVANO M., 2001,
POOCK et al., 2002). Superoxido (03) e peroxido de hidrogénio (H202), sdo moléculas que
compdem o ROS gerado por neutrdfilos e macréfagos. Neste sentido, foi encontrado em
varias espécies do CBC, incluindo as diferentes cepas de B. cenocepacia, positividade para as
enzimas superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo de 0; em O e H20>, e para
a enzima catalase, que decompde o H20 gerando H2O e O, (LEFEBRE M; VALVANO M.,
2001). NO, por sua vez é uma molécula que compde as espécies reativas de nitrogénio (RNS),
atuando junto com ROS na resposta oxidativa a patdgenos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). Uma vez gerado pela atividade da enzima iNOS/NOS2, a partir de NO sdo formadas
outras moléculas de RNS, tais como didxido de nitrogénio (NO3) e peroxinitrito (ONOQO")
(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).

Em nossas observacdes no modelo in vitro em cultivos oriundos da linhagem RAW
264.7, macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, bem como da linhagem AMJ2-C11
de macrofagos alveolares de camundongos C57BL/6, verificamos a capacidade de B.
cenocepacia cepa J2315 em promover a ndo deteccdo de NOx em sobrenadantes destes
cultivos, mesmo quando estimulados com LPS/IFNy. Considerando que ao colonizar o trato
respiratorio B. cenocepacia invade e sobrevive dentro de células epiteliais e macrofagos (AL-
KHODOR et al., 2014), neste momento de nosso trabalho focamos os estudos na resultante da
interacdo de B. cenocepacia com a linhagem AMJ2-C11 de macrofagos alveolares de

camundongos.
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Em nosso modelo de interacdo por 24 h de B. cenocepacia com a linhagem AMJ2-C11
de macrdfagos alveolares de camundongos C57BL/6, entendemos que os efeitos da presenca
da bactéria sobre a ndo detecgdo de NOx ndo é resultado de morte celular, pois verificamos
que estas células apresentam perfil de viabilidade, em frequéncia similar as que foram
expostas apenas ao estimulo com LPS/IFNy. Evidentemente, ensaios mais precisos para aferir
a viabilidade nos diferentes grupos experimentais sdo necessarios para confirmar esta quest&o.
Além disso, constatamos que a bactéria estar metabolicamente ativa é fundamental para que
ndo ocorra deteccdo de NOx nos sobrenadantes, visto que sdo encontradas elevadas
concentracdes de nitrito em cultivos da linhagem AMJ2-C11 estimulados e na presenca de
bactérias fixadas BcPFA-k. Por outro lado, a adicdo de B. cenocepacia metabolicamente
viavel leva a ndo deteccdo de NOx. Confirmamos também, por meio de ensaio de cinética, que
ndo ocorre deteccdo de NOx quando os macrdfagos alveolares sdo cultivados na presenca da
bactéria, nem em periodo anterior a 24 h, nem em momentos posteriores. De fato, nossos
dados indicam que a ndo deteccdo de NOx em sobrenadantes de cultivos de macréfagos,
mesmo naqueles estimulados por LPS/IFNYy, possa ser resultado de (i) consumo pela propria
bactéria do NOx gerado pelos macrofagos, ja que em nosso modelo de interacdo por 48 h na
condicdo experimental C, em que ndo houve lavagem dos cultivos (apenas estimulos com
LPS/IFNy), observamos menor concentracdo de nitrito quando avaliamos as concentragoes
desta molécula apds B. cenocepacia ser adicionada ao sistema, em comparagao aos controles
NT e LPS/IFNy. De fato, em modelo de crescimento em muco, B. cenocepacia cepa J2315
possui aumentada expressdo génica de BCAM1676, gene que codifica para enzima
nitrito/sulfato redutase (DREVINEK et al., 2008). Além disto, 0 genoma da B. cenocepacia
apresenta outros genes possivelmente associados a detoxificacdo do NO (HOLDEN et al.,
2009). Apesar dos mecanismos da detoxificacdo enzimatica de RNS ndo estarem tdo bem
caracterizados quanto a resposta a ROS, existem evidéncias que a enzima nitrito redutase
possa ter um importante papel na protecao aos efeitos letais de NO (POOCK et al., 2002). Por
exemplo, genes codificando oxido nitrico redutase (NOR) podem ser identificados em
sequéncias de genoma de bactérias patogénicas ndo-denitrificantes, incluindo espécies como
Mycobacterium avium e Neisseria meningitidis (RICHARDSON, 2000). Ou ainda, a néo
deteccdo de NOx pode ser resultado de (ii) transcricdo ou traducdo comprometida da enzima
INOS/NOS2, pois além da ndo deteccéo de nitrito, a analise da expressdo proteica demonstrou
que na presenca de B. cenocepacia ocorre baixa expressao de INOS/NOS2, mesmo quando 0s
macrofagos foram estimulados com LPS/IFNy, como sera discutido adiante.

A enzima arginase compete com a via da enzima iINOS/NOS2, pois estas utilizam o

mesmo substrato, a arginina, cuja metabolizacdo por arginase leva a ureia e ornitina. Esta
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ultima é utilizada pelas enzimas ornitina descarboxilase (ODC) e ornitina transcarbamilase
(OTC), formando poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) e prolina,
respectivamente (RATH et al., 2014). Estudos sobre o papel de poliaminas na resposta imune
demonstraram envolvimento na inibicdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias. Em
modelo de inducdo de sepse letal em camundongos, foi descrito que a administracdo
intraperitoneal de espermina conferiu protecdo aos animais, sendo esta associada a reducdo
local (peritoneal) e sistémica (soro), de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoria tais como IL-
6, MCP-1, MIP-2 e TNF (ZHU et al., 2009). Duas isoformas de arginase sdo descritas em
mamiferos: arginase (arg)-I, de localizacdo citosolica, altamente expressa no figado como
componente do ciclo da ureia, com sua expressdo limitada a alguns outros tecidos; arginase
(arg)- 11, enzima mitocondrial, que é expressa nos rins, cérebro, intestino, glandulas mamarias
e macrofagos, mas com pequena ou nenhuma expressao no figado (WU; MORRIS, 1998). Em
nossos resultados verificamos indiretamente a atividade da enzima arginase ao dosarmos as
concentragcbes de ureia em sobrenadantes de macrofagos da linhagem AMJ2-C11.
Constatamos que a presenca de B. cenocepacia nos cultivos leva a maiores concentracdes de
ureia, em relacdo a concentracdes basais encontradas em cultivos na auséncia da bactéria,
perfil que ocorre ja nas primeiras horas apds a infeccdo (como demonstrado no ensaio de
cinética) e se mantém por até 72 h, ponto final do ensaio. A analise da expressdo de arg-II,
isoforma inicialmente escolhida por ser expressa em macrofagos (MAARSINGH; PERA;
MEURS, 2008), revelou aumento de sua expressdo quando os cultivos foram submetidos a
infeccdo por B. cenocepacia, na presenga ou auséncia de estimulos inflamatorios (LPS/IFNYy).
A inducdo da atividade de arginase por patdgenos tém sido relatada por modular a producéo
de NO por macr6fagos, no caso de ambas, arg-l e arg-1l, que podem restringir a resposta
imune efetora (DULEU et al., 2004; HERBERT et al., 2010; INIESTA et al., 2005; KASMI
et al., 2008; LEWIS et al., 2010). Por exemplo, foi demonstrado que a inducdo de arg-11 em
macrofagos infectados por H. pylori inibe a traducdo de iNOS/NOS2, a producdo de NO e a
morte da bactéria in vitro. Também, em camundongos infectados por H. pylori por 48 h, o
tratamento com um inibidor de arginase resultou em aumento dos niveis proteicos de
INOS/NOS2 e levou a produgdo de NO em macrofagos géstricos (LEWIS et al., 2010). A
presenca de ureia nos sobrenadantes pode indicar indiretamente a presenca de ornitina, que
serve de substrato para a formacdo de poliaminas, entre essas a espermina, que tem sido
demonstrado ter atuagdo mais potente que espermidina e putrescina, na inibi¢cdo da produgéo
de NO e citocinas e quimiocinas pré-inflamatoérias (PAUL; KANG, 2013; RATH et al., 2014;
SZABO et al., 1994; ZHANG et al., 1997). Em macrofagos da linhagem J774.2 de
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camundongos BALB/c estimulados com LPS, foi demonstrado que espermina inibe a
inducdo, mas nio a atividade de iNOS/NOS2 (SZABO et al., 1994).

Macrdfagos sdo capazes de responder de maneiras diferentes a estimulos diversos
encontrados no microambiente em que estdo inseridos, essa resposta diferencial confere a
essas células funcdes heterogéneas (MILLS, 2012). Além de responderem de maneira
diferencial, a resposta também pode ser revertida. Por exemplo, macréfagos estimulados com
citocinas como IFNy ou IL-4, podem ter seu padrdo de resposta funcional ao LPS alterado, se
0 estimulo € retirado 24 — 48 horas antes do desafio com LPS; o padrdo de resposta é
essencialmente idéntico ao de macrofagos que ndo haviam sido estimulados com citocinas
(STOUT; SUTTLES, 2004). Em nosso modelo de 48 h de ensaio, verificamos a ocorréncia de
redirecionamento do metabolismo da arginina, pois na condi¢do experimental B, em que 0s
cultivos foram estimulados pelas 24 h iniciais com LPS/IFNy (T1), lavados e submetidos aos
diferentes tratamentos por 24 h (T2), ocorre aumento das concentracGes de ureia quando
B. cenocepacia esta presente. Nas primeiras 24 h, podemos supor que arginina estava sendo
metabolizada por iNOS/NOS2, levando a producdo de NOy, e que nas 24 h finais do ensaio,
onde ha presenca de B. cenocepacia o metabolismo é redirecionado para arginase, com
producao de ureia, sendo este perfil encontrado mesmo na presenga constante de LPS/IFNy,
como demonstrado na condicdo experimental C. Esses dados sugerem haver supressdo da
resposta candnica de macréfagos ativados por LPS e IFNy, supressdo esta possivelmente
mediada por aumento da atividade de arginase, como anteriormente mostrado em PAUL &
KANG (2013) e SZABO e colaboradores (1994)

Visto que a via da arginase estd associada a um perfil regulador em macr6fagos
(MUNDER, 2009; RATH et al., 2014; WU; MORRIS, 1998), esta pode ser favoravel a
sobrevivéncia de B. cenocepacia. Em modelo de estresse oxidativo induzido por antibi6ticos
em B. cenocepacia, foi observado producdo de putrescina pela bactéria, tendo esta um efeito
protetor contra o estresse oxidativo. De modo interessante, neste cenario ocorre aumento de
expressao do gene bacteriano BCAL2641, que codifica uma isoforma da enzima ODC (que
converte ornitina em putrescina, espermina e espermidina em mamiferos) (EL-HALFAWY;
VALVANO, 2014). Foi também reportado em modelo de infeccdo de macrdéfagos por
H. pylori, que espermina inibe a traducdo do mRNA de iNOS/NOS2, e inibe a producéo de
NO. Em condicdo de silenciamento génico da enzima ODC, a sintese de espermina é
interrompida e observa-se aumento da producdo de NO (BUSSIERE et al., 2005). Contudo,
em modelo de infec¢do por B. cenocepacia esse aspecto ainda nao foi avaliado, havendo,
portanto necessidade de entender o papel da enzima ODC presente na bactéria, se esta

contribui para os efeitos globais observados nos macr6fagos. NARITA e colaboradores
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(2013), demonstraram que IL-6 esta relacionada com aumento da expressdo de arg-l em
células dendriticas, e KASMI e colaboradores (2008) demonstraram inducdo da expressao de
arg-1 mediada por ativagdo intracelular de TLR. Assim, é interessante avaliar se mecanismos
semelhantes, gerados em resposta a presenca de B. cenocepacia, podem estar aumentando a
expressao da enzima arginase.

Como parte importante da reposta a ativagdo classica de macréfagos (M1), ocorre
também apresentacdo de antigenos a células T, via moléculas de MHC. De forma candnica, as
moléculas de classe | do MHC apresentam antigenos citosolicos, que sdo reconhecidas por T
CD8*, enquanto antigenos internalizados em vesiculas a partir do meio extracelular sdo
apresentados por MHC-II e reconhecidos por T CD4* (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). Avaliamos a capacidade dos macrofagos da linhagem AMJ2-C11l em expressar
fenotipo associado a apresentacdo de antigenos a células T apo6s interacdo com
B. cenocepacia. Esta bactéria além de ser encontrada em vesiculas endociticas sdo
encontradas também livres no citosol de macrofagos (ABDULRAHMAN et al., 2011; AL-
KHODOR et al., 2014; LAMOTHE et al., 2007), havendo possibilidade de apresentacédo de
antigenos da bactéria por MHC-I e Il. Enquanto observamos que ha aumento da frequéncia de
células expressando moléculas de MHC-II ap6s interacdo com B. cenocepacia, notamos o
comprometimento da expressdo de MHC-1, visto que a frequéncia de células expressando esta
molécula ndo é induzida, mesmo em situacbes em que além da bactéria induzimos estimulos
por LPS/IFNy. Supomos, portanto, que ocorra falha na apresentacdo de antigenos as células T
CD8*. Assim, sugerimos que estas células, parcialmente comprometidas nas suas
propriedades de reconhecimento, ndo irdo exercer efeitos citotdéxicos sobre os macréfagos
infectados, possibilitando que estes funcionem como refligios para B. cenocepacia.

Nossos resultados também mostram que a presenca de B. cenocepacia em cultivos dos
macrofagos alveolares da linhagem AMJ2-C11 resultou em reducdo da frequéncia de células
CD80", CD86" e CD40". De modo que, em teoria a resposta adaptativa a infeccdo por
B. cenocepacia possa estar prejudicada, visto que para geracao efetiva da resposta adaptativa
por células T, além de apresentar antigenos, macréfagos fornecem sinais coestimuladores, por
meio de CD80 e CD86, que levem a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). Ainda, CD40, ao interagir com CD40L presente em células T,
geram sinais que aumentam a expressao de moléculas coestimuladoras (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2011). A falha em gerar coestimulo efetivo pode ter profundos efeitos
na habilidade de macréfagos dirigir a resposta imune a patégenos (MACDONALD; SPEERT,
2008). Nossos dados corroboram os dados de MACDONALD & SPEERT (2008), que em

modelo de infeccdo de células dendriticas primarias derivadas de mondcitos por
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B. cenocepacia observaram falha na expressdo de CD80 e CD86. Além disso, a reducdo da
frequéncia de células CD40" em nosso modelo indica que a presenca de B.cenocepacia
promove falha na geracdo de sinais coestimuladores. A alta frequéncia de células CD80" e
CD86" na auséncia de estimulos, encontradas em trés experimentos independentes realizados
com a linhagem AMJ2-C11 de macrofagos alveolares de camundongos nos levou a pensar
que possivelmente esse fendtipo seja caracteristico da linhagem celular. Em geral, a expressao
destas moléculas coestimuladoras é ausente ou baixa em APCs que se encontram em repouso,
ocorrendo aumento da expressdo quando ativadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).
Em nossas analises mostramos a frequéncia de células que expressam as moléculas, e ndo a
densidade de moléculas presentes em cada célula (ou seja, ndo utilizamos a média de
intensidade de fluorescéncia). Isto porque, ao serem infectados por B. cenocepacia, 0 padrao
de tamanho e granularidade dos macro6fagos em andlise se altera em relagdo aos macrofagos
ndo infectados, ocorrendo aumento da autofluorescéncia celular. Este aumento de
fluorescéncia ndo corresponde necessariamente & intensidade de fluorescéncia relacionada as
moléculas analisadas, sendo um fator limitante a interpretacdo do resultado. Optamos,
portanto, por analisar a frequéncia de células que expressavam as moléculas alvo do estudo,
de modo a reduzir as limitacdes da analise.

Nosso modelo in vitro também evidenciou alteracdo na producdo de TNF apos a
interagdo do macrofago da linhagem AMJ2-C11 com B. cenocepacia. Concentragdes
significantes de TNF sdo encontradas nos sobrenadantes de macréfagos alveolares expostos a
LPS/IFNy. Contudo, essas concentracdes sdo baixas na presenca da bactéria. Em modelo de
estudo utilizando a cepa J2315, a mesma utilizada em nosso trabalho, para avaliar o padréo da
resposta inflamatéria em macréfagos derivados de mondcitos humanos isolados de sangue
periférico (MDMs), foi observado ndo haver aumento da producdo de TNF em resposta a
infeccdo por B. cenocepacia (KOPP et al., 2012). A ndo alteracdo na producdo de TNF pode
indicar que a infeccdo por B. cenocepacia ocorre sem que haja ativacdo de sensores
transmembranares e citoplasmaticos (TLR e receptores do tipo NOD, respectivamente), visto
que a producdo desta citocina por macrofagos é estimulada por PAMPs e DAMPs (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). Porém, é necessario um completo estudo para identificagdo do
perfil de outras citocinas (como IL-1p e IL-6) na resposta inflamatoria de macrofagos, visto
que a depender do fagocito em estudo a resposta mediada por citocinas ap6s a infec¢do por
B. cenocepacia podera ser diferente (MACDONALD; SPEERT, 2008). Além disso, como a
presenca de ureia nos sobrenadantes de cultivos de macrofagos alveolares de camundongos
infectados por B. cenocepacia, pode indicar a presenca de ornitina, que como ja comentado €

precursora de poliaminas, € possivel que putrecina, espermina e espermidina estejam
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relacionadas a inibicao da producdo de TNF. De fato, em estudo sobre os efeitos da adi¢éo de
putrescina, espermina e espermidina exogenos em cultivos de macrofagos peritoneais da
linhagem RAW 264.7, foi demonstrado que o pré-tratamento com uma dessas poliaminas,
sequidos de estimulo por LPS, reduz a producéo de citocinas pré-inflamatorias, IL-13 ¢ TNF
(PAUL; KANG, 2013). Em cultivos de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)
de humanos estimulados com LPS e IFNy, também foram observados inibi¢do da sintese de
TNF quando espermina foi adicionada aos cultivos, sendo que esse mecanismo de supressao
mediado por espermina foi demonstrado ser pds-transcricional, uma vez que sdo observados
continuo aumento da producéo de mMRNA de TNF (ZHANG et al., 1997). Em nossos ensaios,
procuramos tambem identificar a citocina IL-10, tendo em vista que nossos dados anteriores
mostraram uma aparente reversao do perfil de ativagdo classica de macrdfagos para um perfil
alternativo de ativacdo. No tempo analisado de 24 h, ndo foi possivel identificar IL-10 nos
sobrenadantes. Esta pode estar sendo produzida anterior ao tempo de analise e sendo
consumida pelo proprio sistema, regulando sua ativacdo na presenca da bactéria, efeito este
que explicaria também a inibicdo da expressdo de moléculas coestimuladoras (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). Ou entdo, IL-10 pode estar sendo produzida em momentos
tardios, ou ainda ser dependente da carga da infeccdo, visto que KOPP e colaboradores (2012)
ao utilizarem MDMs e infeccdo em MOI 10:1 detectaram altas concentracdes de IL-10, apos
24 h. Estas possibilidades precisam ser melhor exploradas.

Nossos conjuntos de dados sugerem que a infec¢do por B. cenocepacia favorece a
ocorréncia de um perfil regulador, contribuindo para a persisténcia da bactéria em
macrofagos. Contudo, ainda permanece a necessidade de, em estudo futuro, nos debrugarmos
sobre a avaliagdo do crescimento bacteriano em nosso modelo in vitro.

Visto que nossa hipotese inicial era a de que B. cenocepacia seria capaz de controlar o
NOyx produzido, prosperando no sitio de infeccdo, procuramos entender esta questdo em
modelo in vivo. Cabe ressaltar que este estudo in vivo é inicial e seus resultados sdo
preliminares, necessitando de ensaios e parametros adicionais a fim de esclarecermos 0s
resultados obtidos.

Adotamos um modelo de pleurisia induzido por injecdo intra-toracica (MENEZES-
DE-LIMA-JUNIOR et al., 1997) de B. cenocepacia (pareado com salina nos grupos
controles). Inicialmente, realizamos a quantificacdo de CFU, a partir do lavado pleural,
mostrando que em camundongos imunocompetentes ha controle da infecgdo em 72 hpi,
enquanto em camundongos inos’ observa-se persisténcia bacteriana, indicando que a
presenca de INOS/NOS2 é essencial para o controle da infeccdo no modelo avaliado.

Estudamos também, as concentragdes de nitrito e ureia do lavado pleural de 48 hpi.
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Observamos ndo haver niveis de NO detectaveis no lavado pleural, mesmo em
camundongos C57BL/6. Além disto, encontramos aumento nos niveis de ureia em ambas as
linhagens de camundongos, indicando indiretamente a atividade aumentada de arginase e
legitimando nossos achados em modelo in vitro. O papel da enzima arginase tem sido descrito
em doencas pulmonares (MAARSINGH; PERA; MEURS, 2008), sendo discutido que sua
expressdo em células epiteliais bronquiolares, células endoteliais, miofibroblastos e
macrofagos alveolares esteja associada ao reparo tecidual (SATRIANO, 2004; WU,
MORRIS, 1998). A ornitina, gerada a partir da atividade de arginase, ao ser metabolizada via
enzima OAT, gera prolina. Esta é essencial para a sintese de colageno, podendo ser
importante para o processo de remodelamento tecidual. Essa hipotese é sustentada por estudos
que mostraram aumento de expressdao e de atividade da enzima arginase em doengas
pulmonares fibroticas e asma alérgica (KITOWSKA et al., 2008; MAARSINGH et al., 2011;
ZIMMERMANN et al., 2003). Assim, temos como perspectivas o estudo da expressdo de
coldgeno no cenério da infeccdo por B. cenocepacia em camundongos C57BL/6 e
inumodeficientes em iINOS/NOS2.

A analise histoldgica revelou-se correspondente a carga bacteriana presente no sitio de
infeccdo. Como esperado, camundongos C57BL/6 injetados com salina ndo apresentam sinais
de inflamacéo (infiltrado peribronquiloar e perivascular, edema perivascular) nos diferentes
pontos analisados. Camundongos C57BL/6 infectados por B. cenocepacia, aparentam
recuperacdo do processo inflamatorio, pois em 72 hpi sdo observados leve e desigual
infiltrado inflamatdrio, revelando preservacdo da maior parte do tecido. Quanto aos
camundongos inos™, a despeito das alteracbes ja presentes observadas naqueles injetados
apenas com salina (estando essas talvez associadas a deficiéncia em iINOS/NOS2), em
animais infectados pela bactéria, sdo observadas alteracdes agudas em 72 hpi, com intenso
infiltrado inflamatorio, presenca de edema perivascular, desorganizacdo do epitélio
bronquiolar e espessamento do espaco alveolar. Em modelo de infec¢do in vivo por B.
cenocepacia, por exemplo, GOLDBERG e colaboradores (2011), utilizando camundongos
C57BL/6 observaram infiltrados de neutréfilos nos espacos peribronquiloar e perivascular a
partir de 24 hpi, sendo que em 72 hpi descreveram inflamacdo leve ou ausente. Quando
realizaram a infec¢do de B. cenocepacia associada ao exopolissacarideo alginato (produzido
por P. aeruginosa), observaram infiltrado inflamatorio ja nas primeiras 6 hpi, com inflamacéo
aguda e por todo o tecido em 72 hpi. Pardmetros semelhantes sdo observados em outros
modelos que caracterizam a persisténcia de B. cenocepacia em pulmdes de camundongos
(ABDULRAHMAN et al., 2011). A semelhanca com outros modelos de infeccdo pela

B. cenocepacia, nosso modelo de pleurisia pode ser util para avaliarmos alteracdes presentes
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na infeccdo aguda pela bactéria. Sdo necessarias, porém, outras analises como por exemplo a
caracterizagdo dos leucdcitos presentes na cavidade pleural em diferentes tempos de infecgéo,
além da avaliacdo histologica e de carga bacteriana em pontos mais tardios apds a infeccéo.

Ao avaliarmos ainda a mortalidade de camundongos imunocompetentes e deficientes
para a enzima iINOS/NOS2 a infec¢do por B. cenocepacia, constatamos que camundongos
inos” sucumbem & infeccdo aguda por esta bactéria, indicando que a presenca da enzima
INOS/NOS2 tem papel crucial na sobrevivéncia a infeccdo. Apesar da deficiéncia em gerar
RNS, a enzima NADPH oxidase esta presente nesta linhagem de camundongos (B6.129P2-
Nos2) e, portanto, a geracdo de ROS ndo se encontra comprometida (BREITBACH et al.,
2006), o que precisa ser explorado. Nossos achados diferem do observado em modelo de
infeccdo sistémica por Burkholderia pseudomallei, no qual a presenca de iINOS/NOS2 em
camundongos da linhagem C57BL/6 os torna mais susceptiveis a infeccdo, tendo NO papel
deletério na resisténcia inata, com aumento da mortalidade em animais competentes para a
enzima em relagdo aos deficientes (inos™) (BREITBACH; WONGPROMPITAK;
STEINMETZ, 2011). Estas diferencas podem ser oriundas do modelo de infec¢do adotados
em cada caso, nimero de bactérias inoculadas, ou ainda devido as espécies de Burkholderia
utilizadas nos estudos.

Correlacionando nossos achados in vivo com a FC, encontramos na literatura alguns
dados que indicam a possibilidade de que um dos mecanismos que leve a persisténcia de
B. cenocepacia resida no dualismo entre as enzimas iINOS/NOS2 e arginase. Apesar da
natureza inflamatdria da FC, sdo descritos diminui¢do dos niveis de NO nas vias aéreas de
portadores (ELPHICK et al., 2001; GRASEMANN et al., 1997), situacdo esta que pode levar
a infeccdo e colonizacdo por bactérias, bem como a alteragdes funcionais. VVarios mecanismos
podem contribuir para os baixos niveis de NO em portadores de FC, como reducdo da
expressao de iINOS/NOS2 (DOWNEY; ELBORN, 2000), retencdo de NOx nas secrecdes
pulmonares (GRASEMANN et al., 1998) e aumento da atividade da enzima arginase nas vias
aéreas (GRASEMANN et al., 2005, 2006). Esse cenério, aliado a todas as alteracGes
associadas a presenca de B. cenocepacia descritas em nosso modelo in vitro, bem como em
tantos outros discutidos acima, podem atuar como facilitadores da infecgdo e persisténcia da
bactéria nas infecgdes pulmonares.

Mostramos neste trabalho, pela primeira vez, que B. cenocepacia leva ao aumento da
expressdo da enzima arginase, evidéncia sugestiva da geracdo de ornitina (precursora de
poliaminas), devido a presenca de ureia. E vastamente demonstrado na literatura que
poliaminas estdo associadas a supressdo da atividade pro-inflamatdria de macrofagos. De fato,

em nosso modelo demonstramos que a presenca de B. cenocepacia esta diretamente associada
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ao aumento da expressdo proteica de arg-1l e das concentracfes de ureia em sobrenadantes,
sendo concomitantemente observada reducgéo da expressdo de iINOS/NOS2 e de NO, redugéo
da frequéncia de células expressando MHC-1 e moléculas coestimuladoras, além de reducgéo
da producdo de TNF. Os achados desta pesquisa contribuem para o entendimento de mais um
mecanismo de evasdo da resposta imune efetora de macrofagos associados a infeccdo por B.
cenocepacia, e apresenta dados in vivo que podem servir de base para um modelo de estudo

dos mecanismos imunopatogénicos da infecgéo.
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7. CONCLUSAO

Como resultado deste estudo propomos que a presenca de B. cenocepacia modula a atividade

efetora/microbicida de macréfagos alveolares promovendo atenuagdo da resposta

inflamatdria, o que permitiria a sobrevivéncia das bactérias.

A presenca de B. cenocepacia em cultivos de macrofagos alveolares de camundongos da
linhagem AMJ2-C11 resulta em:

(i)
(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

ndo deteccdo de NO e aumento das concentracGes de ureia nos sobrenadantes;
redirecionamento da via iINOS/NOS2 em macrdfagos alveolares previamente
estimulados com LPS/IFNy, favorecendo a via arginase;

inibicdo da expressdo proteica de INOS/NOS2, mesmo em cultivos estimulados
com LPs/IFNy, e aumento da expressao de arginase I,

inibicdo da frequéncia de células expressando MHC-I, mesmo em cultivos
estimulados com LPS/IFNy;

reducdo da frequéncia de células expressando moléculas coestimuladoras (CD80 e
CD86) e CD40, mesmo em cultivos estimulados com LPS/IFNy;

baixa produgdo de TNF, mesmo em cultivos estimulados com LPS/IFNy.

A infeccdo de B. cenocepacia em camundongos imunocompetentes e deficientes em

INOS/NOS2, utilizando modelo de pleurisia induzida, resulta em:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

persisténcia de B. cenocepacia em camundongos inos”, indicando que a presenca
da enzima iINOS/NOS2 é importante para o controle da infeccdo neste modelo;

ndo deteccdo de NO, mesmo em camundongos imunocompetentes para a enzima
INOS/NOS2, e aumento das concentracBes de ureia no sitio de infeccdo, tanto em
camundongos imunocompetentes como naqueles deficientes para INOS/NOS2,
reproduzindo nossos dados em modelo in vitro;

alteragbes histologicas agudas em camundongos inos”, associadas com a
persisténcia bacteriana nestes animais;

morte dos camundongos deficiente em inos-/-, indicando que a presenga da enzima

INOS/NOS?2 é importante para a sobrevivéncia neste modelo.
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8. PERSPECTIVAS

Modelo in vitro:

Quantificar a carga bacteriana nos cultivos, visando entender se a supressdo da atividade
efetora/microbicida de macrofagos alveolares observados na presenca de B. cenocepacia,

contribui para a manutencao/crescimento das bactérias.

Avaliar a expressao da proteina arginase |, para verificar se esta juntamente com arginase-II,

contribui para os efeitos de aumento de ureia observados na presenca de B. cenocepacia.

Avaliar a transcricdo de mRNA de iNOS/NOS2 e arginases | e I, buscando entender o nivel

de regulacdo de ambas as vias.

Quantificar a producdo de ornitina e poliaminas (putrescina, espermina e espermidina),
avaliando se estas ultimas atuam sobre a enzima iINOS/NOS2 e qual a contribuicdo individual

de cada uma.

Tentar elucidar o mecanismo pelo qual B. cenocepacia induz aumento de expresséo de arg-Il,

se por ativagdo de STAT6, ou mecanismo independente.

Modelo in vivo:
Caracterizacdo do infiltrado inflamatério no sitio de infec¢do, bem como no tecido pulmonar.

Analisar a ocorréncia de deposicdo de colageno em secBes de pulmdes de camundongos
imunocompetentes e deficientes em INOS/NOS2 infectados por B. cenocepacia.

Identificar a expresséo de arginases no tecido pulmonar dos camundongos infectados.

Padronizar modelo de infeccdo por B. cenocepacia em doenca pulmonar fibrética, com

indutor de muco e/ou fibrose.
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