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INTRODUCAO

A caracteristica marcante do Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
o agente causador da tuberculose, é sua habilidade em
estabelecer uma infecgédo latente persistente. A progressao para
a doenca ativa ocorre em cerca de 10% da populacéo infectada,
através mecanismos que ainda sdo pouco compreendidos.
Cerca de 40% do peso seco da parede celular do Mth é
composto por lipidios, e estudos tém demonstrado que essas
moléculas tém um papel na indugdo da resposta imune do
hospedeiro’?. CondigGes estressantes impostas pelo ambiente
granulomatoso reprime a expressao do operon mcel?, causando
alteragdes profundas na composicgao lipidica da parede celular
do Mth. Esse operon codifica transportadores de membrana,
possivelmente envolvidos na importagdo de acidos micélicos da
parede celular do Mth. A nossa hipétese é que os receptores
nucleares ativados por lipidios (RNAL)?, nos macréfagos
infectados, detecta as alteracdes na parede celular do Mtb e
modula a expressdo de genes envolvidos na resposta imune
durante o processo infeccioso.

OBJETIVO

Avaliar as alteragdes morfolégicas e os niveis de expressao
génica dos RNAL e de citocinas inflamatdrias em
macréfagos murinos estimulados por extratos lipidicos da
cepa de Mtb selvagem e mutante no operon mcel.

MATERIAL E METODOS

Macréfagos RAW 264.7 foram estimuladas in vitro por 72h
pelos extratos de lipidios apolares das cepas de Mtb
selvagem (WT) e com interrupgéo no operon mcel (Al). As
andlises morfolégicas foram realizadas em microscopia
eletronica de transmissdo. Apés os estimulos com os
extratos lipidicos, os macréfagos foram fixados com
formaldeido 3,7% e corados com tétroxido de 6smio. A
quantificacdo de genes de RNAL (PPARy, TR4, LXRa e
RAR); de genes associados com a resposta inflamatéria
(IL-6, IL-1B8, TNF-a, IL-12) e de genes que codificam
transportadores de lipidios (CD-36 e ApoE) foi obtida por
PCR em tempo real (RT-PCR).

RESULTADOS

A andlise microscopia mostrou que o0s macréfagos
estimulados pelos extratos lipidicos da cepa WT
apresentaram aspecto de células ativadas (frangeamento
de membrana, formacdo de vesiculas e aumento do
reticulo endoplasmatico) (Fig. 1A). Essas alteracdes foram
menos evidentes nas células estimuladas pelo extrato da
cepa Al (Fig. 1B), tornando-as mais similares as células
ndo estimuladas (Fig. 1C). O extrato lipidico da cepa WT
reprimiu a expressao dos receptores nucleares ativados
por lipidios: RAR e TR4, com relagdo ao controle ndo
estimulado, enquanto que o extrato lipidico da cepa Al
restaurou a expressdo desses genes (Fig. 2A).
Adicionalmente, o extrato lipidico da cepa Al modulou a
expressdo dos genes IL-6, IL-18 e TNF-a em,
respectivamente, 19, 1,9 e 4 vezes, com relagdo aos niveis
de expressdo observados em macréfagos estimulados pelo
extrato lipidico da cepa WT (Fig. 2B). Nao observamos
alteragdes na expressdo dos transportadores ApoE e CD36
(Fig. 2C).
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Figural. Aspectos morfolégicos de macréfagos RAW 264.7, observados em microscopia eletronica de

transmisséo. Células estimuladas por extratos lipidicos da cepa de M. tuberculosis selvagem (A), mutante
no operon mcel (B) e nédo estimuladas (C).
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Figure 2.. Niveis de expressdo de RNAL (PPARy, TR4, LXRa e RAR); de genes associados com a resposta imune e ativacéo
celular (IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12) e de genes que codificam transportadores de lipidios (CD-36 e ApoE) . Os valores do CT do
das reacoes de PCR em tempo real foram normalizados pela média de dois controles internos, GAPDH e Bact. Os célculos de
expressao génica foram feitos de acordo com o método 2-AACT.

CONCLUSAO

O Mtb é capaz modular a resposta inflamatéria dos macréfagos ao alterar o
contetdo lipidico da parede celular. Os dados desse trabalho mostraram que a
interrupcdo do operon mcel, a qual ocorre no curso natural da infecgéo,
reestabelece a expressdo de RNALs, os quais sdo reconhecidos por seu papel
no controle da inflamag&o, e reprime a expressdo de genes envolvidos na
resposta pro-inflamatéria. Esse parece ser um mecanismo pelo qual o Mtb
modula da resposta imune do hospedeiro como estratégia para estabelecer
uma infec¢éo a longo prazo.
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