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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Natalia Roberta Roque

A formacgéo de corpusculos lipidicos é um evento que tem sido recentemente descrito durante a
tuberculose tanto em condi¢Bes clinicas quanto experimentais. O aumento no niumero dessas organelas
€ um fenémeno bem regulado que parece ter uma importante implicagdo na patogénese microbiana.
Contudo, os mecanismos pelos quais as micobactérias desencadeiam a formag&do dos corpusculos
lipidicos bem como o seu papel na infec¢do ainda nédo estdo totalmente compreendidos. Investigamos
nesse trabalho os primeiros eventos da defesa do hospedeiro em resposta a infec¢do por BCG, bem
como a formacéo de corpusculos lipidicos, os receptores envolvidos na sua biogénese e o seu papel na
modulacdo via endocitica. Durante a infec¢do experimental por BCG ocorreu uma intensa migracdo de
neutréfilos nas 6 h iniciais. Em 24 h, um grande ndmero de neutréfilos infectados (92%) apresentavam
caracteristicas de morte celular por apoptose. Nos experimentos in vitro, tanto os neutréfilos apoptéticos
guanto a infec¢do com BCG sozinho foram capazes de induzir a formag&o de corpusculos lipidicos em
macréfagos. Contudo, a resposta foi amplificada no grupo contendo tanto os neutréfilos apoptéticos
quanto o BCG. Ainda, o pré-tratamento in vivo com um inibidor de pan-caspase, o zVAD, inibiu a
apoptose de neutrdéfilos, sem modificar o recrutamento destas células nos camundongos C57BI/6
infectados com BCG. Sob esta condicdo, a formagdo de corpUsculos lipidicos em macrofagos foi
significativamente inibida nos animais infectados, indicando o papel da célula apoptotica na formagéao dos
corpusculos lipidicos durante a infec¢éo. Além disso, foi observado o envolvimento dos receptores CD14
e CD36 na hiogénese dos corpusculos lipidicos induzidos por BCG in vitro e in vivo respectivamente. A
parede celular das micobactérias tem sido apresentada como importante componente na interacdo
patégeno-hospedeiro. Dessa forma, analisamos o papel de componentes da parede micobacteriana na
inducéo de corpusculos lipidicos. Foi observado que o LAM, TDM e TMM além do BCG, foram capazes
de induzir a formacao de corpuUsculos lipidicos em macrofagos apés 24 h de estimulagéo in vitro. Porém,
a micobactéria ndo patogénica M. smegmatis e particulas de latex nédo revestidas ndo foram capazes de
induzir um aumento no numero de corpusculos lipidicos. A andlise por microscopia eletrbnica de
transmissao demonstrou a associacdo dos corpusculos lipidicos com os fagossomas além da imagem
sugestiva de um corpuUsculo lipidico internalizado por um fagossoma infectado durante a infeccao
experimental por BCG in vivo. Por imunofluorescéncia, foi observado que a interacdo dos corpusculos
lipidicos com os fagossomas nédo é dependente da viabilidade bacteriana. Particulas de latex revestidas
com os componentes da parede micobacteriana LAM ou PIM apresentaram-se préximas dos corpusculos
lipidicos em diferentes tempos em experimentos in vitro. Apds 24 h de infeccdo por BCG in vivo foi
observada a presenca da proteina da via endocitica Rab7 e do seu efetor a RILP, mas ndo da Rab5, co-
localizada com os corpUsculos lipidicos, sugerindo que os corpUsculos lipidicos possam estar
sequestrando a Rab7, necessaria para a maturacdo fagossomal. Nossos resultados mostraram
diferentes mecanismos envolvidos na biogénese dos corpusculos lipidicos induzidos por BCG sugerindo



que a modulacdo dessas organelas pelo patégeno pode representar um importante mecanismo de
escape da resposta imune do hospedeiro e um futuro alvo terapéutico.

Abstract
DISSERTACAO DE MESTRADO

Natalia Roberta Roque

Lipid body formation is an event that has been recently described during tuberculosis in both clinical and
experimental conditions. The increase of these organelles is a well regulated phenomenon that seems to
have an implication in microbial pathogenesis. However, the mechanisms by which the microbial trigger
the lipid bodies formation as well as its role in the infection are still not fully understood. We investigated
in this work the first events of the host defense in the BCG infection response, as well as the lipid bodies
formation, the receptors involved in their biogenesis, and their role in endocytic pathway modulation.
During the experimental infection by BCG a great neutrophils influx happened in the initial 6 h. In 24h, a
great number of infected neutrophils (92%) showed apoptotic cell death features. In in vitro experiments,
both apoptotic neutrophils and BCG infection alone were able to induce lipid bodies formation in
macrophages. However, the response was amplified in the group containing both apoptotic neutrophils
and BCG. Still, the pre treatment in vivo with pan-caspase inhibitor, zZVAD, inhibited the neutrophils
apoptosis, without modifying the influx of these cells in the BCG infected C57BI/6 mice. Under this
condition, the lipid body formation in macrophages was drastically inhibited in infected animals, indicating
the role apoptotic cells in the lipid body biogenesis during the infection. Beyond that, was observed the
involvement of CD14 and CD36 receptors in the lipid bodies biogenesis induced by BCG in vitro and in
vivo, respectively. The mycobacteria cell wall has been presented as an important component of host-
pathogen interaction. In this way, we analyzed the role of mycobacteria cell wall component in the lipid
bodies induction. It was observed that LAM, TDM, and TMM, beside BCG, were able to induce the lipid
bodies formation in macrophages after 24h of in vitro stimuli. However, the non-pathogenic mycobacteria
M. smegmatis and non coated latex beads were not able to induce an increase in the numbers of lipid
bodies. Transmission electronic microscopic analyze showed an interaction between the lipid bodies and
phagosomes, beside a suggestive image of an infected phagosome with an internalized lipid body during
the experimental BCG infection in vivo. By imunofluorescence, it was observed that the interaction
between the lipid bodies and phagosomes is not dependent of bacterial viability. Latex beads coated with
mycobacterial cell wall components LAM or PIM presented themselves close of the lipid bodies in
different times in in vitro experiments. After 24h of in vivo BCG infection, was observed the presence of
Rab7 endocytic pathway protein and its effector RILP, but not the Rab5, co-localized with the lipid bodies,
suggesting that the lipid bodies could be highjacking the Rab7, needed for the phagosome maturation.
Our results showed different mechanisms involved in the lipid bodies biogenesis induced by BCG,
suggesting that modulation of these organelles by the pathogen could represent an important escape
mechanism of the host immune response and a future therapeutic target.

xi
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1) Inwodugao




1.1) Tuberculose

1.1.1) Epidemiologia e aspectos gerais

A tuberculose € a segunda maior causa de mortes (1,7 milhdes em 2009) por
doencas infecciosas em todo mundo podendo ser comparada somente com a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (OMS 2009) (Esquema 1). O Brasil ocupa hoje a
192 posicdo na classificacdo dos 22 paises com maiores indices de incidéncia de
tuberculose no mundo (OMS 2009). Nos ultimos anos, a tuberculose tem se tornado um
dos mais graves problemas de saude publica do mundo, devido a suscetibilidade
aumentada de infeccdo em pessoas portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), sendo reconhecida por ser a maior responsavel pela morte de pessoas
infectadas com o virus HIV (Corbett et al., 2006; Corbett et al., 2003).

Além do impacto da AIDS, outra importante causa da mortalidade é a existéncia de
cepas resistentes ao tratamento da tuberculose. O tratamento da tuberculose ativa
compreende a utilizacdo das drogas rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol
(Blaas et al., 2008; Gandhi et al., 2006; Olle-Goig, 2006; Shah et al., 2007). Contudo, a
OMS registrou que 3,3% dos novos casos de tuberculose em 2009 eram de cepas
multidroga resistente (MDR), caracterizado por ser resistente a pelo menos duas
drogas da primeira linha de tratamento contra a tuberculose, como a isoniazida e
rifampicina (Caminero, 2006; Chan et al., 2004; Eker et al., 2008). De maneira
preocupante, a OMS tem registrado a presenca de cepas extensivamente resistente a
drogas (XDR) em pelo menos 58 paises, que além de serem resistentes as drogas da
primeira linha de tratamento, ainda séo resistentes a pelo menos 3 das 6 drogas da
segunda linha de tratamento (Blaas et al., 2008; Gandhi et al., 2006; Olle-Goig, 2006;
Shah et al., 2007). A presenca de um numero crescente de bactérias resistentes foi
responsavel por 440.000 novos casos de MDR causando 150.000 mortes em 2008, que
pode ser conseqliéncia do uso inadequado do tratamento. Por ser um tratamento longo,
podendo durar de 2 a 6 meses, ndo é incomum o paciente parar a terapia logo apos o
desaparecimento dos sintomas sem que o tratamento seja finalizado (Blaas et al., 2008;
Gandhi et al., 2006; Olle-Goig, 2006; Raviglione, 2006; Shah et al., 2007).



A falta de métodos de prevencdo mais eficazes também tem sido levada em
consideracdo como um dos fatores responsaveis pelo crescimento do numero de
pessoas infectadas pelo bacilo da tuberculose. A vacina Bacillo-Calmette-Guérin
(BCG), resultado da atenuacé&o de uma cepa virulenta do Mycobacterium bovis, vem
sendo largamente utilizada como a principal tentativa de prevencdo contra a
tuberculose. Contudo, tem sido observado que, embora a vacina ainda seja a melhor
maneira de controlar a tuberculose, principalmente em criancas, estudos clinicos
sugerem que o BCG é relativamente ineficaz ao prevenir a infeccdo em adultos
(Bombardier and Heinemann, 2000).

Em geral, o primeiro contato com a micobactéria desencadeia uma resposta
inflamatoria capaz de combater o agente infeccioso de maneira eficaz, raramente
havendo o estabelecimento da tuberculose primaria, que ocorre devido a falta de uma
resposta imune eficiente. Contudo, alguns fatores estdo envolvidos com o
desenvolvimento da doenca, como a diabetes, desnutricdo, silicose, idade avancada e
imunossupressao (Algood et al., 2003; Flynn and Chan, 2001; Small and Fujiwara,
2001). Dessa forma, o desenvolvimento da doenca pode ocorrer devido a uma re-
infeccdo ou quando o individuo é portador assintomatico, por uma reativacdo do foco
infeccioso primério. Segundo a OMS, entre 5% a 10% das pessoas infectadas pelo
bacilo desenvolvem a forma ativa da doenca em algum momento da vida.

Um anico individuo portador da tuberculose ativa ndo tratado, pode transmitir a
doenca para 10 a 15 pessoas por ano (OMS 2009). Dessa forma, novas tentativas de
prevencdo e medicamentos com novos mecanismos de acdo tonaram-se necessarios.
Enfatizando ainda mais a importancia de pesquisas basicas, a fim de investigar as
interacdes entre as micobactérias e as células hospedeiras, uma vez que essa é uma
doenca de patogenia complexa e que 0s seus mecanismos moleculares ainda néo se

encontram bem esclarecidos.
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Esquema 1. Painel de distribuicdo de novos casos de tuberculose no mundo no
ano de 2009. Figura adaptada da Organizacdo Mundial de Saude: Controle global da
tuberculose, vigilancia, planejamento e financiamento 2010 (WHO/HTM/2010.7).



1.1.2) Imunopatogenia

A tuberculose € causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
onde sdo compreendidas as espécies patogénicas M. tuberculosis, M. bovis e M.
africanum (Frieden et al.,, 2003). S&o caracterizados por serem pequenos bacilos,
aerdbios obrigatorios, sem motilidade, de lenta multiplicacdo e resistentes a coloragdes
alcool-acidas (Koch, 1890; Menezes-de-Lima-Junior and Henriques, 1997).

A transmissdo ocorre através da liberacdo dos bacilos por pessoas com a
tuberculose na forma ativa ndo tratadas através da tosse, espirro e fala. Os bacilos
podem sobreviver no ambiente por véarias horas e, para que haja a infeccdo é
necessario que apenas um unico bacilo seja inalado (Esquema 2) (Riley et al., 1995;
Russell, 2007).

A infeccdo pela micobactéria ocorre através de uma série de etapas definidas. Apos
a inalacao do bacilo, macréfagos alveolares residentes irdo fagocitar o bacilo, induzindo
uma resposta proé-inflamatéria e a invasdo do tecido pulmonar (Cosma et al., 2004;
Flynn and Chan, 2001; Hocking and Golde, 1979a; Hocking and Golde, 1979b; Ulrichs
and Kaufmann, 2006). O organismo do hospedeiro pode responder a esta infec¢éo de 3
maneiras possiveis: a) com uma resposta imune eficiente, culminando com a
eliminacdo do bacilo; b) com a replicacdo intracelular da bactéria, caracterizando a
tuberculose priméria, ou ¢) com a “dorméncia” da bactéria no interior de fagocitos,
caracterizando a infec¢éo latente. Porém, quando o sistema imune fica comprometido,
seja por uma co-infeccdo por HIV, desnutricdo, cancer, diabetes ou até pelo uso de
medicamentos imunossupressivos, essa infeccéo latente pode ser reativada levando ao
desenvolvimento da forma ativa da tuberculose (Algood et al., 2003; Small and
Fujiwara, 2001).

Os macroéfagos infectados no tecido pulmonar séo capazes de produzir o fator de
necrose tumoral (TNF-a), assim como quimiocinas capazes de recrutar diversos tipos
celulares, como neutrdfilos, células NK (células matadoras naturais), células T CD4*e T
CD8*. Uma vez no sitio de infec¢do, essas células continuam produzindo quimiocinas e

citocinas amplificando o recrutamento celular e remodelando o sitio de infeccéo



originando os granulomas (Algood et al., 2003; Flynn and Chan, 2005; Ulrichs and
Kaufmann, 2006).

Os granulomas sao lesdes histopatoldgicas caracteristicas da maioria das
infeccbes micobacterianas. No curso da doenca causada pelo M. tuberculosis, a
formacdo do granuloma se caracteriza por ser um balanco entre o patégeno e o
hospedeiro (Russell et al.,, 2002). Para o hospedeiro o granuloma respresenta uma
tentativa de conter a disseminacdo da bactéria, por ser um ambiente pro-inflamatorio
com intenso recrutamento celular. Para o patégeno, as células recrutadas para o local
podem ser hospedeiras em potencial para a sua sobrevivéncia e replicacdo. Contudo,
ainda ndo esta claro o estado de ativagdo do bacilo dentro dos granulomas. Flynn e
Chan, hipotetizaram que a micobactéria pode estar em estado dormente (sem se
replicar), se replicando ativamente porém sendo eliminada pelo sistema imune ativado,
ou estar metabolicamente alterada, intercalando os ciclos replicativos (Flynn and Chan,
2001).

O granuloma é composto por diferentes tipos celulares. No fim do primeiro més
apos a infeccdo com M. tuberculosis, pode ser observado um aumento das células
CD3*, CD4* e CD8*. Com a progressao da formacdo do granuloma, é possivel
encontrar macréfagos localizados em uma regido central circundados por células T
CD4* e T CD8*, assim como um pequeno numero de células B (Algood et al., 2003;
Gonzalez-Juarrero et al.,, 2001). As células CD4* encontram-se organizadas em
conjuntos celulares e as células CD8* podem ser observadas em menor quantidade na
periferia do granuloma (Gonzalez-Juarrero et al., 2001). Os macréfagos possuem
aparéncia ativada e podem se diferenciar em células epitelidides e/ou se fundirem se
transformando em células multinucleadas também chamadas de células gigantes
(Algood et al., 2003). Os macrofagos espumosos tém sido descritos tanto em situagdes
clinicas quanto experimentais durante a infeccdo por micobactérias (Cardona and
Ausina, 2000a; D'Avila et al., 2006; Hernandez-Pando et al., 1997; Ridley and Ridley,
1987). Tais macrofagos sdo caracterizados por possuirem grandes quantidades de
corpos lipidicos também denominados corpusculos lipidicos e parecem ter um
importante papel durante a fase tardia da infecgao.

Em uma fase avancada, o granuloma € caracterizado por uma neovascularizacao

e o desenvolvimento de uma cépsula de fibras colagenas entre os macréfagos e os
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linfécitos, células espumosas e células gigantes que delimitam o granuloma (Dheda et
al., 2005; Ulrichs and Kaufmann, 2006). No préximo estagio, o centro do granuloma
perde a sua vascularizacdo e se torna necroético (Russell, 2007). Cardona e col,
sugerem que a aparente incapacidade dos linfocitos T em ativar os macréfagos
espumosos favoreceria que os bacilos presentes no seu interior destruissem essas
células, alcancando o espaco alveolar e sendo expelidos para o meio (Cardona et al.,
2003) (Esquema 2).
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Esquema 2. Fisiopatologia da tuberculose. Infeccdo e formacdo do granuloma
durante a infeccdo por M. tuberculosis. Participacdo de macrofagos alveolares,
linfécitos e macréfagos espumosos com consequente formagdo de uma capsula
fibrosa, seguida da formacdo de um centro necrético e transmissdo. Esquema de

Russell et. al., 2007.



1.1.3) Resposta Imune inata

Para iniciar a resposta imune inata é necessario o reconhecimento e a adesao das
micobatérias pelos fagocitos. Diversos receptores estdo envolvidos neste
reconhecimento, como 0s receptores de complemento, de manose, CD14, receptores
scavenger e receptores do tipo toll (TLR) (Saiga et al., 2011; van Crevel et al., 2002),
sendo responsaveis pela fagocitose do bacilo e/ou modulando a resposta do
hospedeiro, via a sintese de citocinas e quimiocinas.

O reconhecimento de padrdes moleculares na superficie da parede celular
micobacteriana por receptores presentes em neutrofilos, macréfagos e células
dendriticas € um evento crucial para desencadear a captura do microorganismo e o
desenvolvimento de uma resposta imune inata e adaptativa.

O receptor de complemento (CR) 3 € considerado o principal receptor responsavel
pela internalizacdo de micobactérias. Esse receptor que também € conhecido como
integrina amP2, ou CD11b/CD18, é caracterizado por possuir uma superficie
heterodimérica com varios sitios de ligacdo. E é descrito por ter um importante papel na
fagocitose de micobactérias, tanto opsonizadas, quanto livres (Aderem and Underhill,
1999; Velasco-Velazquez et al., 2003).

A fagocitose de micobactérias por macrofagos também pode ser mediada pelos
receptores de manose (MR) através do reconhecimento de residuos de manose
encontrados nos microorganismos (Fenton and Vermeulen, 1996). Schlesinger e col,
demonstraram o papel da glicoproteina lipoarabinomanana com capa de manose
(ManLam), presente na superficie celular de micobactérias, na interagdo com o MR
presente nos fagocitos (Schlesinger et al., 1994).

Tem sido descrito que os receptores scavenger também tém um importante papel
na internalizacdo das micobactérias. Zimmerli e col observaram que, o blogueio de MR
e CR, ndo levou a uma inibicéo total da ligacdo do M. tuberculosis com os macréfagos
(Zimmerli et al.,, 1996). Contudo, quando o receptor scavenger de classe A foi
blogueado apds o bloqueio dos CR e MR, foi observada uma significativa inibicdo da
ligacdo das micobactérias aos macréfagos. O receptor scavenger de classe B, CD36,

também é requerido para a fagocitose de micobactérias (Philips et al., 2005). De
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acordo, Neyrolles e col, observaram que o CD36 € importante para a fagocitose do
M.tuberculsis em adipécitos (Neyrolles et al., 2006).

A literatura mostra que os receptores do tipo toll (TLR) também estédo envolvidos no
reconhecimento de micobactérias e sdo uma das principais armas do hospedeiro contra
patégenos invasores.

Esses receptores fazem parte de uma familia de pelo menos 13 receptores (Nilsen
et al., 2008). O primeiro receptor da familia toll foi identificado em Drosophila
melanogaster como um componente da via de sinalizacdo celular responséavel pela
imunidade contra infec¢des fungicas (Hashimoto et al., 1988; Lemaitre et al., 1996).
Apos a identificacdo de uma familia de proteinas similares ao toll de drosofilas em
mamiferos, esses receptores foram entdo denominados “Toll-Like Receptors” (Rock et
al., 1998). Os membros da familia dos TLR sao caracterizados por serem proteinas
transmembranares, que contém motivos repetidos ricos em leucina no seu dominio
extracelular, similar a outras proteinas de reconhecimento do sistema imune, e um
dominio citoplasméatico homélogo ao receptor de IL-1 dos mamiferos (TIR) (Gay and
Keith, 1991). Os TLR agem através do reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs), desencadeando a sinalizacdo intracelular via TIR
que apOs a associacdo com proteinas adaptadoras como o MYD88, TRIF, TIRAP ou
TRAM ativam diferentes fatores de transcricdo como, NF-kb, IRF3, IRF5 e IRF7
induzindo a expressdo de uma variedade de citocinas, quimiocinas, moléculas co-
estimulatérias e interferon (IFN), importantes para a resposta adaptativa (Akira and
Hoshino, 2003; Hemmi et al., 2002; Kawai and Akira, 2005; Kobe and Deisenhofer,
1995; Medzhitov and Janeway, 1997).

A vasta literatura tem mostrado o reconhecimento de micobactérias, assim como o
de componentes da sua parede na sinalizacdo celular e modulacdo da resposta
inflamatdria induzida por TLR. Gilleron e col, demonstraram que tanto a
lipoarabinomanana (LAM), quanto do mio-inositol manosideo (PIM), importantes
constituintes da parede celular micobacteriana, estdo envolvidos no reconhecimento e
ativacao celular na resposta inata contra micobactérias de forma dependente do TLR2
(Gilleron et al., 2003). A producgéo de citocinas pré-inflamatérias na infecgéo in vitro por
BCG em macrofagos é dependente de TLR2, mas ndo de TLR4 (Heldwein et al., 2003).

Corroborando com esses dados, macréfagos deficientes de TLR2 infectados com
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M.tuberculosis ndo sao capazes de expressar 0 complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il diferente do observado em macrofagos
deficientes de TLR4 (Reiling et al., 2002). Dados do nosso grupo mostraram ainda que
0 TLR2, mas ndo o TLR4 esta envolvido na migracéo celular induzida por BCG (D'Avila
et al., 2007). A migracao de eosindfilos, assim como a producédo de eotaxina também
foi drasticamente inibida em animais deficientes de TLR2 durante a infec¢gédo por BCG
(D'Avila et al., 2007).

Outra molécula micobacteriana dependente da ativacdo do TLR2 é a lipoproteina
purificada de 19kDa, que quando reconhecida pelo receptor desencadeia a ativagao de
NF-kb e a secreg¢do de interleucina (IL)-12 (Brightbill et al., 1999). De maneira
interessante, o ManLan € capaz de ativar o NF-kb, contudo de uma maneira
independente de TLR2 e TLR4, sugerindo a participacdo de moléculas acessorias e/ou
co-receptores no reconhecimento da micobactéria (Morris et al., 2003). Estudos com
um outro componente micobacteriano, o fator de tuberculose solavel (STF), sugere uma
interacdo funcional entre TLR2 e TLR6 para que haja a ativacdo celular (Bulut et al.,
2001). De fato, a formacao de dimeros com TLR2, como TLR1/2 e TLR2/6, tem sido
descrita na superficie celular e sdo capazes de reconhecer lipidios da membrana
microbiana (Akira, 2006). Aléem disso, os TLRs podem se associar com moléculas
acessorias e/ou co-receptores, como por exemplo CD14 (Compton et al., 2003).

O CD14 é uma proteina ancorada a um glicosilfosfatidilinositol (GPI) encontrado na
superficie celular de mondcitos e macréfagos (Hoheisel et al., 1995; Pauligk et al.,
2004; Schluger and Rom, 1998). Alguns estudos tém demonstrado a capacidade do
CD14 em interagir com varios TLRs durante infec¢cdes bacterianas e virais, resultando
na sintese de citocinas (Compton et al., 2003; Pauligk et al., 2004). Ainda, tem sido
demonstrado que a ligagdo do CD14, tanto com TLR2, quanto com o TLR4, ndo é
dependente de ligante (Schmitz and Orso, 2002). Além disso, Peterson e col e Pugin e
col, descreveram o reconhecimento do LAM de M. tuberculosis via CD14
desencadeando o processo de fagocitose em macréfagos e sintese de IL-8 (Peterson
et al., 1995; Pugin et al., 1994).

O reconhecimento e/ou fagocitose micobacteriana induz a sintese de uma
sequéncia de citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta inflamatoria. Foi

observado, em modelos in vivo e in vitro, a capacidade do M. tuberculosis em induzir
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quimiocinas como RANTES, quimioatraentes para células T, eosindfilos e basofilos, as
proteinas quimiotaticas de monadcito (MCP)-1, MCP-3 e MCP-5 e a proteina inflamatoria
de macrofagos (MIP)-a e MIP2 (Orme and Cooper, 1999; Rhoades et al., 1995). Esses
dados foram confirmados por estudos in vitro utilizando macréfagos humanos
infectados com M. tuberculosis, onde foram produzidos RANTES, MCP-1 e MIP-a. No
mesmo estudo, foi observada a sintese de IL-8, citocina responsavel pelo recrutamento
e ativacdo de neutrdfilos, células de fundamental importancia como primeira linha de
defesa do hospedeiro (Sadek et al., 1998). Lipoarabinomanana (LAM), lipomanana
(LM), e mio-inositol manosideo (PIM) também tém sido descritos como poderosos
indutores de IL-8 (Riedel and Kaufmann, 1997; Wickremasinghe et al., 1999; Zhang et
al.,, 1995). Além disso, tem sido descrito que a deplecdo de neutrofilos em
camundongos C57BI/6 favorece a infeccdo pela micobactéria patogénica M. avium
(Appelberg et al., 1995).

Peters e col, demonstraram que camundongos deficientes para o receptor para
MCP-1 (CCR2 -/-) sdo capazes de recrutar menos macrofagos para o pulmao durante a
infecgdo por M. tuberculosis do que os animais selvagens, demonstrando serem mais
susceptiveis a infeccado (Peters et al., 2001). No mesmo estudo, foi observado um
impressionante aumento no numero de unidade formadora de colénias (UFC) nos
animais deficientes para MCP-1, quando comparados com 0s animais selvagens. Além
disso, o MCP-1 é uma citocina de perfil pré-inflamatério responsavel ndo sé pela
migracdo de macrofagos, mas também pela a quimiotaxia de linfécitos T de memoria e
células NK para o sitio de inflamacao.

Outra citocina pré-inflamatéria produzida por mondcitos e macrofagos quando
expostos aos produtos do M. tuberculosis com uma importante funcdo de conter a
infeccdo € o (TNF)-a. Ele é responsavel por ativar os macrofagos e estimular a
producdo da enzima oxido nitrico sintase 2 (NOS2), importante para que o bacilo seja
morto (Ding et al., 1988; Flesch et al., 1994). Experimentos utilizando camundongos
deficientes em TNF-a e do receptor de TNF (TNFR) apresentaram um aumento na
suscetibilidade ao M. tuberculosis, além de prejudicar a formac¢do do granuloma (Bean
et al., 1999; Flynn et al., 1995). Utilizando-se inibidores para o TNF-a foi confirmado o
envolvimento dessa citocina no desenvolvimento da doenca, uma vez que foi

observada uma maior suscetibilidade a doenc¢a nos animais tratados, além do aumento
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da reativacdo da doenca nos pacientes com a tuberculose na forma latente (Means et
al., 2001).

Diante da infeccdo por M. tuberculosis, os macrofagos e ceélulas dendriticas
desempenham diferentes papéis. Enquanto os macrofagos possuem um papel mais
efetivo na protegcdo do hospedeiro, com mecanismos anti-microbianos eficientes e
secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, as células dendriticas séo as

responsaveis por ativar a resposta imune adaptativa via células T.
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1.1.4) Resposta imune adaptativa

Assim que é ativada pelo M. tuberculosis, a célula dendritica induz a sintese de
IL-12, seguida pelo aumento da expressao de MHC-II, importante para a apresentagao
de antigenos para as células T (Michelsen et al., 2001; Thoma-Uszynski et al., 2000a;
Thoma-Uszynski et al., 2000b; Tsuji et al., 2000). E importante ressaltar que outras
células fagociticas como mondcitos, macrofagos e neutrdfilos também sdo
responsaveis por secretar IL-12 ap6s a fagocitose do M. tuberculosis (Cooper et al.,
2002; Trinchieri, 2003). A IL-12 é uma importante citocina indutora de uma resposta
adaptativa de perfil T helper (Th)1, e principal resposta para o controle da infec¢ao por
M. tuberculosis (Flynn and Chan, 2001). Alguns estudos mostraram que tanto o linfocito
T CD4+, quanto o T CD8+ sao importantes para o controle da infeccdo por
M.tuberculosis, apesar das células TCD4+ estarem em maior quantidade nos sitios de
infeccdo (Peters et al.,, 2001; Randhawa, 1990). Alguns estudos mostram que o
tratamento com IL-12 exdgeno aumenta a resisténcia ao bacilo (Cooper et al., 1997) e
qgque animais deficientes tanto em IL-12(p40), quanto em IL-12(p35) sdo mais
suscetiveis a infeccdo (Berrington and Hawn, 2007). Além disso, tem sido descrito que
a IL-12 possui um importante papel estimulando a producdo de IFN-y, sendo
fundamental no controle da tuberculose (Trinchieri, 2003).

O IFN-y é uma importante citocina para a protecdo do hospedeiro. Ela pode ser
produzida pelas células T CD4*, T CD8* e células NK nos animais infectados (Raja,
2004). O IFN-y estimula a producéo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) em resposta
a infeccdo micobacteriana (Feng et al., 2006; Flynn and Chan, 2001). Além de ser
capaz de ativar macrofagos induzindo a expressdo de intermediarios reativos de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (Flesch and Kaufmann, 1987). Tem sido descrito
que o aumento da resisténcia a infeccdo dos animais tratados com IL-12 é inibido
guando os animais sao deficientes em IFN-y (Flynn et al., 1995). Estudos
demonstraram que o M.tuberculosis € capaz de inibir a via de sinalizacao ativada pelo
IFN-y evitando que os macrofagos sejam ativados de maneira adequada (Ting et al.,
1999).
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A infeccdo por M. tuberculosis também induz citocinas conhecidas por suprimir as
respostas imunes inata e adaptativa. A IL-10 € uma citocina produzida por macréfagos,
células dendriticas, e células T regulatorias. A producdo dessa citocina durante a
infeccdo por M. tuberculosis possui propriedades desativadoras de macréfagos,
incluindo a modulacdo negativa da sintese de IL-12 induzindo uma diminuicdo da
producdo de IFN-y pelas células T (Flynn and Chan, 2001; Gong et al., 1996). In vitro,
macrofagos de pacientes com M. tuberculosis ndo sdo capazes de induzir a
proliferacéo de células T, porém, quando usado um inibidor para a IL-10, esse quadro é
revertido (Lin et al., 1996). Rojas e col, observaram que a IL-10 € responsavel pela
inibicdo das respostas das células T CD4+, além de modular de maneira negativa a
apresentacao de antigenos pelas células infectadas por M. tuberculosis (Rojas et al.,
1999). Estudos em camundongos demonstraram que, apesar da IL-10 ndo ter um papel
importante na suscetibilidade inicial da infeccdo, ela parece ser importante na
reativacao da forma latente (Mohan et al., 2001).

A sintese do fator transformador do crescimento (TGF-B) por macréfagos na
resposta a tuberculose também induz efeitos anti-inflamatérios. Essa citocina tem sido
descrita presente nos granulomas dos pacientes infectados, assim como produzida por
mondcitos apos a estimulagdo com M. tuberculosis e LAM (Dahl et al., 1996; Toossi et
al., 1995). Ela age suprimindo as células T e desativando os macréfagos pela inibicdo
do IFN-y (Hirsch et al., 1997; Rojas et al., 1999; Toossi et al., 1995). Entretanto, o papel

do TGF-B na tuberculose ainda nao esta bem esclarecido.
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1.1.5) Mecanismos de escape

O M. tuberculosis € um dos patdgenos intracelulares de maior sucesso quanto a
habilidade de sobrevivéncia dentro dos fagécitos. A capacidade desse patdgeno
sobreviver e replicar nas células do hospedeiro tem sido relacionada a mecanismos de
escape do sistema imune através de uma série de estratégias para modular as células
do hospedeiro.

Apos a fagocitose, o fagossomo formado adquire uma série de proteinas (como as
Rab5, pl150 e PI3K), advindas de vesiculas da via endocitica denominadas
endossomas primarios por um mecanismo denominado “Kiss and run” (Desjardins,
1995). Com a progressao da via endocitica, ha a troca de proteinas do fagossomo
primario por proteinas caracteristicas do fagossomo secundario (LAMP, Rab7 e RILP).
A RILP (rab-interecting lysosomal protein) é a proteina efetora da Rab7, que faz a
ligacdo entre a Rab 7 ativada (GTPase) e o complexo motor dineina-dinactina,
promovendo 0 movimento centripeto entre os fagossomas e lisossomas (Harrison et al.,
2003; Jordens et al., 2001). Nesse momento, 0s microorganismos fagocitados estéao
sujeitos a um importante mecanismo altamente regulado, a degradacgéo por hidrolases
acidas, (conforme demosntrado no Esquema 3) (Flannagan et al., 2009; Koul et al.,
2004; Stenmark, 2009).

O M. tuberculosis, possui como importante mecanismo de sobrevivéncia intracelular
a capacidade de inibir a acidificacdo fagossomal, sendo esse mecanismo fundamental
para impedir a destruicdo do patdgeno e o controle da doenca. Alguns autores tém
sugerido hipéteses para este evento. Vergne e col, demonstraram que o M. tuberculosis
€ capaz de inibir a formacéo do fagolisossomo através da secrecdo de uma fosfatase
chamada SapM, que atua hidrolizando o PI3P (fosfatidilinositol 3 fosfato) da membrana
fagossomal, o que impede o ancoramento do fagossomo secundario com o lisossomo
(Vergne et al., 2005), uma vez que é necessario a presenca desse lipidio na forma
fosforilada para que esse evento ocorra.

Hipdteses sobre os possiveis mecanismos de sobrevivéncia intracelular do bacilo
também envolvem componentes da parede micobacteriana. Existem evidéncias de que

o LAM, componente da parede de M. tuberculosis, € capaz inibir o influxo de calcio
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citosolico (Vergne et al.,, 2003). Tal processo € importante para a maturacdo
fagossomal, pois o calcio ativa o complexo Ca++/ calmodulina quinase Il que é
responsavel pelo recrutamento da proteina (EEA1) (do inglés, early endossome antigen
1) através da interacéo da PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase) com a calmodulina (Fratti et
al., 2003). E, essas proteinas efetoras da pequena GTPase Rab 5, sdo em conjunto
responsaveis pelo ancoramento de vesiculas endossomais. Essas vesiculas da via
endocitica sado responsaveis pela troca de proteinas, como a troca da Rab 5 pela Rab
7, da membrana fagossomal durante o curso de sua maturacdo. Esses resultados
concordam com dados prévios da literatura, que descreveram a capacidade do M. bovis
(Via et al., 1997) e M. tuberculosis (Fratti et al., 2001) em reter a Rab 5 (marcador de
endossomo primario), ndo adquirindo a Rab 7, necesséaria para o ancoramento do
fagossoma secundario com o lisossoma. Esses dados contribuem para a hipétese de
que o LAM pode estar participando do processo de inibicdo da formacdo do
fagolisossoma.

A auséncia de determinados componentes da parede micobacteriana tem sido
amplamente correlacionada com a diminui¢cdo da viruléncia do patdgeno. Através de
estudos com M. tuberculosis deficiente na sintese de moléculas de superficie
especificas, tem sido sugerido que a parede celular do patégeno é um importante fator
para a sobrevivéncia deste dentro da célula hospedeira (Glickman et al., 2000;
Makinoshima and Glickman, 2005). Estudos in vitro também demonstraram a producéo
de grandes quantidades de aménia nos sobrenadantes de culturas infectadas com M.
tuberculosis, podendo ser o fator responsavel pela inibicdo da fusdo do fagolisossomo,
uma vez que o cloreto de amobnia afeta o movimento dos lisossomos, assim como
alcaliniza o compartimento lisossomal (Gordon et al., 1980; Hart et al., 1983). Sturgill-
Koszycki e col ainda observaram que o M. tuberculosis pode estar modulando o
compartimento fagossomal impedindo a sua maturagéo, devido a auséncia da molécula
de préton-ATPase; contudo, 0 mecanismo para que isso ocorra ainda € desconhecido
(Sturgill-Koszycki et al., 1994).

A presenca de colesterol no fagossoma micobacteriano também tem sido descrita
como importante fator para a prevencdo da maturacdo fagossomal (Gatfield and
Pieters, 2000; Jayachandran et al., 2007). Ainda, Gatfield e Piters observaram que

vacuolos contendo micobactérias possuem uma grande quantidade de colesterol e que
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a deplecdo do colesterol em macréfagos antes da infeccdo torna as células
susceptiveis a infeccdo (Gatfield and Pieters, 2000). O colesterol tem se mostrado
essencial para a interacdo dos fagossomas com a proteina do hospedeiro Coronina-1,
também conhecida como P57 ou tryptophan-aspartate- containing coat protein (TACO).
Essa proteina é expressa exclusivamente em leucocitos e estd presente somente em
fagossomas de macréfagos infectados com a bactéria viva (de Hostos, 1999; Ferrari et
al., 1999; Nguyen and Pieters, 2005). Durante o estimulo de macrofagos com a bactéria
morta, a coronina 1 é rapidamente dissociada do fagossomo seguida da fusdo com os
lisossomas e degradacdo da micobactéria (Ferrari et al., 1999; Tailleux et al., 2003).
Além disso, a infeccdo por micobactéria nas células de Kupffer, macréfagos do figado
gue ndo expressam coronina-1, sdo capazes de destruir efetivamente as micobactérias.
Ainda, tem sido descrito que o colesterol das células hospedeiras pode estar
funcionando como importante fonte de carbono para as micobactérias (Pandey and
Sassetti, 2008) (Esquema 3).

Anes e col, demonstraram que a utilizacao de lipidios como acido aracdoénico (AA),
ceramidas, esfingosinas, esfingomielinas ou PI(4,5)P2 em macréfagos infectados com M
.tuberculosis induz a maturacdo fagossomal em um mecanismo dependente da
nucleacdo da actina resultando em um significativo aumento da morte da micobactéria
(Anes et al., 2003). O mesmo estudo demonstrou que a utilizacdo do lipidio DAG
(diacilglicerol) inibiu a nucleacdo da actina com consequente inibicdo da maturacao do
fagossomo. Esses dados sugerem que o curso da infeccdo pode ser modulado pela
inclusdo de acidos graxos na dieta e sugerem ainda a habilidade da micobactéria em
recrutar componentes, principalmente lipidios, do hospedeiro para proteger o seu
habitat intracelular da agéo dos lisossomas.

De fato, tem sido descrito que uma grande parte do genoma do M. tuberculosis é
direcionado para a producao de moléculas envolvidas com a sintese de lipidios (Cole et
al., 1998) e o papel dos lipidios durante a infecgdo micobacteriana tem sido relacionado
com a sobrevivéncia da micobactéria no interior de células do hospedeiro. Uma vez a
bactéria estando em um ambiente com escassez de nutrientes como os fagossomas,
eles se tornam restritos aos acidos graxos como sua fonte de carbono. McKinney e col,
identificaram o gene icll, que codifica a enzima isocitrato liase ativando a via de

glioxilato, a qual facilita a retencdo de carbono através da sintese de novo de
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carboidrato (Honer zu Bentrup and Russell, 2001). O M. tuberculosis possui 2 genes
gue codificam essa enzima. Tem sido descrito que delecdo desses 2 genes impede a
replicacdo intracelular, resultando na eliminacdo do patdégeno pelos pulmdes (Munoz-
Elias and McKinney, 2005). Esses resultados sugerem que a via da isocitrato liase €
essencial para que o M. tuberculosis se estabeleca na infeccdo. E importante ressaltar
ainda, que o que é alimento para o hospedeiro pode representar também uma fonte
acessivel de nutrientes para o patégeno (Russell, 2003).

A inducdo de apoptose em leucdcitos tem sido considerado um outro mecanismo
de escape que pode estar envolvido na sobrevivéncia e replicagcdo micobacteriana
durante a infeccdo. Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem ao sitio
infeccioso iniciando a resposta imune contra a tuberculose. Apesar de varios estudos
indicarem a eficiéncia dos neutréfilos em matar M. tuberculosis (Brown et al., 1987;
Jones et al., 1990), a literatura mostra que os neutréfilos ndo séo eficazes no controle
da tuberculose em animais susceptiveis (Eruslanov et al., 2005).

Embora a literatura tenha mostrado o papel da apoptose de leucocitos como um
mecanismo programado para a eliminacdo do bacilo infeccioso, uma vez que 0 meio
intracelular é o local de replicacdo do M. tuberculosis (Keane et al., 1997; Rojas et al.,
1997), o papel da apoptose durante a infeccdo ainda é contraditério. Aleman e col,
observaram que a infec¢cdo por M. tuberculosis acelera a apoptose de neutréfilos
(Aleman et al., 2002). Tem sido descrito que a apoptose de linfécitos e macrofagos
pode estar favorecendo o crescimento micobacteriano uma vez que Sao pouco
eficientes em destruir o bacilo (Eruslanov et al., 2005). Esse dado é interessante, pois a
fagocitose de células apoptéticas € um processo fisioldgico caracterizado pela
remocao das células mortas antes destas liberarem o seu conteudo citotoxico causando
inflamacédo e dano nos tecidos. Antony e col, observaram a presenca de neutrofilos
infectados no citoplasma de macrofagos de coelhos infectados por BCG, sugerindo que
esses poderiam estar atuando como carreadores do bacilo viavel para o interior de
macrofagos (Antony et al., 1985).

Os neutrofilos apoptoticos apresentam altos niveis de fosfatidilserina na sua
membrana plasmatica permitindo a sua identificacdo. Alguns receptores tém sido
descritos no reconhecimento e fagocitose das células apoptoticas, como o receptor de

vitronectina (avp3), trombospondina e o CD36 (Fadok et al., 1992; Sauvill et al., 1990;
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Savill et al., 1991). O CD36 € um receptor scavenger de classe B que esta envolvido
em vérias fungbes bioldgicas, como o transporte de acidos graxos, inflamacdao,
ateroesclerose, fagocitose de micobactérias e de células apoptoticas (Febbraio et al.,
2001). Além disso, o reconhecimento de células apoptoticas pelo CD36 induz a sintese
de IL-10 e diminui a sintese de TNF-a, IL-1 e IL-12 em mondcitos previamente
estimulados por LPS (Voll et al., 1997). De maneira semelhante, Huynh e col
observaram que a exposicdo de fosfatidilserina pelas células apoptéticas induz a
sintese da citocina anti-inflamatéria TGF-f, suprimindo a producédo de mediadores proé-
inflamatorios (Huynh et al., 2002). Sugerindo um papel para os neutrofilos apoptoticos
na modulacdo negativa das células do hospedeiro e dessa forma favorecendo a
infeccéo.
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Esquema 3. Comparacdo entre a formacéo dos fagossomas de micobactérias
patogénicas e ndo-patogénicas. Diferencas na composi¢éo protéica dos fagossomas
resultando na inibicdo da maturacdo fagossomal pelas micobacterias patogénicas.
Esquema de Koul et. al., 2004.

21



1.2) Corpusculos lipidicos

1.2.1) Estrutura e composicao dos corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos, também chamados de gotas lipidicas ou adipossomos
puderam ser observados por centenas de anos nos tecidos adiposos através da
microscopia de luz e coloracdes histolégicas classicas (Daddi, 1896). Nessa época,
pensava-se nessas organelas somente como importante fonte de energia em situacdes
de limitado fornecimento de nutrientes ou mais recentemente como locais de estoque
de acidos graxos livres a fim de evitar a formacédo de lipidios reativos capazes de
promover eventualmente a morte celular (Kusminski et al., 2009). A observacédo da
presenca dessas organelas em tipos celulares ndo-adipociticos s6 foi possivel com o
desenvolvimento de coloracdes especificas, uma vez que o alcool presente na maioria
das técnicas de coloracao é responsavel pela dissolucdo dos corpusculos lipidicos.

Dessa maneira, foi observado a presenca dessa organela em virtualmente todos
0s organismos incluindo plantas, fungos, procariotos e células animais de mamiferos e
nao-mamiferos (Bozza et al., 2007; Christiansen and Jensen, 1972; Clausen et al.,
1974; Roessler, 1988; Rubin and Trelease, 1976).

Os corpusculos lipidicos possuem forma globular e seu nimero e tamanho podem
variar de acordo com o tipo celular e com o estado de ativacéo celular. E constituido
por uma membrana atipica osmiofilica e elétron-densa. Analises por crioeletron
microscopia de corpusculos lipidicos isolados demonstraram que a sua superficie era
formada por uma membrana atipica, possuindo uma unica fila elétron densa de atomos
fésforos com a cabeca de fosfolipidios. Em contraste com as duas linhas paralelas que
sao vistas nas membranas celulares (Tauchi-Sato et al., 2002).

Essas organelas séo constituidas principalmente por lipidios neutros, com maioria
de triglicerideos e ésteres de colesterol (Murphy, 2001; Ohsaki et al., 2006; van Meer,
2001). Contudo, gquando analisados diferentes tipos celulares, estimulos, ou diferentes
tempos de estudo, os corpusculos podem apresentar o seu interior com diferentes
aspectos osmiofilicos, podendo variar entre elétron-densos e elétron-lucidos (Esquema

4) (Dvorak and Monahan-Early, 1992; Dvorak et al., 1992; Dvorak et al., 1993; Galli et
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al., 1985; Melo et al., 2003; Weller et al., 1991a). Essa caracteristica pode ser atribuida
as diferentes composig¢des lipidicas encontradas nos corpusculos lipidicos, podendo ser
relacionada a especificidade dessa organela com a atividade celular (Bozza et al.,
2007).

Além da sua constituicdo lipidica, os corpusculos lipidicos apresentam uma
variada composigcdo protéica. As principais proteinas descritas relacionadas com os
corpusculos sdo as proteinas estruturais da familia das perlipinas, também
denominadas como proteinas PAT. Constituidas pela perilipina, proteina relacionada a
diferenciacéo de adipécitos (ADRP, também denominada adipofilina em humanos) e a
“tail-interacting protein” de 47kDa (TIP47), estima-se que essas proteinas sao
responsaveis em revestir 15% da superficie dos corpusculos lipidicos (Londos et al.,
1999).

Apesar do papel das proteinas PAT ndo estar totalmente compreendido no
contexto dos corpusculos lipidicos, sabe-se que em adipdcitos em condi¢cao de repouso
a perilipina pode estar funcionando como uma protecdo contra lipases citosdlicas
(Londos et al., 1995). A TIP47 tem sido descrita essencial para o estoque e
metabolismo de lipidios (Londos et al., 2005). A proteina que tem sido melhor estudada,
a ADRP, tem sido considerada um eficiente transportador de acidos graxos livres
(Atshaves et al., 2001; Gao and Serrero, 1999; Serrero, 2000), ligante de colesterol
(Atshaves et al., 2001) e envolvida no empacotamento de lipidios neutros nos
corpusculos lipidios (Brasaemle et al., 1997), além de parecer diretamente envolvida na
biogénese dessas organelas (Robenek and Severs, 2009). Ela vem sendo descrita
como uma proteina especifica para a marcacao de corpusculos lipidicos (Brasaemle et
al., 1997; D'Avila et al., 2006; Heid et al., 1998; Vieira-de-Abreu et al., 2005).

Estudos de protedmica identificaram até agora mais de 200 proteinas diferentes
nos corpusculos lipidicos de células de mamiferos (Hodges and Wu). Além das
proteinas PAT e proteinas relacionadas com o metabolismo, estoque e homeostasia de
lipidios (Acetil-coenzima A carboxilase, proteina CGl, ligase de acido graxo de cadeia
longa, CGI-58), tém sido encontradas proteinas originalmente conhecidas na
sinalizacdo (PKC, Ras, MAPK), proteinas do citoesqueleto (actina e filamina A), do

reticulo endoplasmatico e diversas proteinas envolvidas no trafego de vesiculas
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(Snares, proteinas vps e Rabs) (Bartz et al., 2007; Bozza et al., 2009b; Hodges and
Wu, ; Lass et al., 2006; Wan et al., 2007).

As proteinas Rab s&o reguladoras do trafego vesicular e da interacdo com
organelas. Oseki e col mostraram que a Rabl8 é importante para a interacdo dos
corpusculos lipidicos com o reticulo endoplasmatico em células HepG2 (Ozeki et al.,
2005). Ainda nado se sabe o papel das outras proteinas da familia das Rab encontradas
nos corpusculos lipidicos. Contudo, investigando a presenca dessas proteinas nos
corpusculos lipidicos, 7 autores demonstraram a presenca da Rab7 e 4 demonstraram
a presenca da Rab5 nos corpusculos lipidicos em diferentes tipos celulares (Hodges
and Wu). De maneira interessante, nas células A431 e U937 foi observada a presenca
da Rab7 mas ndo a Rab5 (Umlauf et al., 2004; Wan et al., 2007) e o oposto foi
observado em relacdo a célula HuH7 (Fujimoto et al., 2004). Isso sugere que 0S
corpusculos lipidicos apresentam composi¢do protéica diferentes, podendo variar de
acordo com o estado de ativacao da célula, assim como o tipo celular.

Algumas enzimas também tem sido descritas localizadas nos corpusculos
lipidicos. A compartimentalizagdo de PLA:z citosélica nos corpusculos lipidicos assim
como MAPK, ERK1/2 e p38 (Yu et al., 1998; Yu et al., 2000), quinases responsaveis
pela ativagdo do PLA: citosdlica, corroboram com dados que mostram a localizacao do
acido araquidénico (AA) hidrolisado nessas organelas (Dvorak et al., 1983). Proteinas
envolvidas com a sinalizacdo intracelular como a PKC e PI3K também foram
encontradas nos corpusculos lipidicos de leucdcitos, contudo é necessario mais
estudos sobre o0 seu papel nessas organelas (Chen et al., 2002; Yu et al., 2000).

Além da sintese de AA livre a partir da fosfatidilcolina dos corpusculos lipidicos (yu
1998), Weller e col demonstraram que o AA exdgeno pode ser incorporado pelos
corpusculos lipidicos de eosinofilos (Weller and Dvorak, 1985).

Muitos estudos tém descrito a co-localizagdo de enzimas responsaveis pela
sintese de eicosandides a partir do AA dos corpusculos lipidicos, como a 5-lipoxigenase
(5-LO), leucotrieno sintase (LTC4) e ciclooxigenase (Bozza et al., 1998; Bozza et al.,
1997; Dvorak and Monahan-Early, 1992; Dvorak et al., 1992; Dvorak et al., 1993;
Pacheco et al., 2002). Essas evidéncias indicam que os corpusculos lipidicos possuem

0S componentes necessarios para que o AA esterificado em fosfolipidios e lipidios
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neutros possam ser metabolizados em eicosandides. Fendbmeno que pode ser
observado em diversos processos inflamatorios e/ou infecciosos nessas organelas.
Também tem sido observada a presenca de quimiocinas como RANTES, que
normalmente é secretada por células T, IL-16 (Bandeira-Melo et al., 2002; Lim et al.,
1996) fatores de crescimento (Dvorak et al., 2001) e citocinas como o TNF encontradas
em corpusculos lipidicos de leucdcitos ativados (Pacheco et al., 2002). Ainda néo se
sabe se essas citocinas sado liberadas dos corpusculos lipidicos devido a auséncia de
uma membrana tipica, necessaria para a exocitose via “snares” ou pela fusdo dessas
organelas com a membrana plasmatica. Se hipotetiza que elas possam estar
funcionando como mediadores intracrinos. Dessa maneira, mais estudos se tornam
necessarios a fim de esclarecer o papel das citocinas encontradas nos corpusculos

lipidicos.
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Esquema 4. Imagem ultra-estrutural dos corpusculos lipidicos. As diferencas de
elétron densidade sugerem diferentes composicdes lipidicas dos corpusculos lipidicos.
Caracteristica relacionada com a dose, tempo, estimulo, assim como do tipo celular

analisado. Figura de D’Avila et. al., 2006.
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1.2.2) Biogénese dos Corpusculos lipidicos

Alguns modelos tém sido propostos para explicar a biogénese dos corpusculos

“®

lipidicos como os modelos de “brotamento”,
5).

porta ovos” e “enovelamento” (Esquema

O modelo mais aceito € o do “brotamento”. Essa hipotese associa a presenca de
enzimas responsaveis pelo metabolismo lipidico acumuladas no reticulo
endoplasmatico (RE) com o acumulo de lipidios neutros entre as duas folhas da
membrana do RE. ApoOs alcancarem determinado volume, os corpusculos brotam em
direcdo ao citosol carregando uma hemi-membrana proveniente da face citosdlica da
membrana do RE (Brown, 2001; Martin and Parton, 2006; Murphy, 2001; Robenek et
al., 2004).

Contudo, Robenek e col, utilizando a técnica de citoquimica em criofratura,
(“Freeze-fracture cytochemistry”) observaram a deposicdo da ADRP contornando uma
pequena area da membrana externa do RE. E, de acordo com as suas observacdes ele
propds o modelo do “porta ovos” sugerindo que o corpusculo se originaria ao lado e ndo
dentro do RE. A membrana do RE com a ADRP formaria um calice onde lipidios
sintetizados no RE seriam transferidos para os corpusculos lipidicos (‘ovos”) em
formacao (Robenek et al., 2006).

O modelo mais recente proposto € o modelo de “enovelamento” que associa a
presenca da monocamada de fosfolipidios advindos do RE, com a incorporacdao de
dominios membranosos do RE contendo lipidios neutros e proteinas. Essa teoria é
baseada na visualizagdo da 5-LO por microscopia eletrbnica através de
imunomarcac¢ao com particulas de ouro, onde essa enzima estava distribuida no interior
dos corpusculos lipidicos, e foi observada uma estrutura interna no formato de colméia
(Bozza et al., 1997). Wan e col observaram, além da presenca dessas membranas
internas, ribossomos na periferia e no interior dos corpusculos lipidicos (Wan et al.,
2007).

A limitacdo das técnicas disponiveis hoje impossibilita maiores avangcos em
relacdo a biogénese dos corpusculos lipidicos. Contudo, torna-se cada vez mais

evidente que o RE possui importante papel na formacéo dessas organelas, ndo so pela
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proximidade entre eles, como pelo compartiihamento de enzimas caracteristicamente
encontradas nos RE, como a acil-CoA: colesterol aciltransferase (ACAT) e a acil-
CoA:diacilglicerol aciltransferase (DGAT?2) (Chang et al., 2001; Kuerschner et al., 2008;
Smith et al., 2000).

Uma outra estratégia utilizada a fim de elucidar a formacdo do corpusculos
lipidicos tem sido investigar os mecanismos envolvidos na ativagdo e sinalizacdo
intracelular além das diferentes vias moleculares que possam desencadear a sua
formacdo. Weller e col, observaram que acido oléico e AA (acidos graxos insaturados),
mas ndo os saturados como o &cido palmitico, foram capazes de induzir a formacéo de
corpusculos lipidicos em neutréfilos em um mecanismo dependente da ativagdo de
PKC (Weller et al., 1989; Weller et al., 1991b). Ainda, foi demonstrado que o acido
graxo analogo da AA, o acido araquidénico trimeti cetona mesmo sendo um inibidor da
PLA citosélica, foi capaz de induzir formacdo dos corpusculos (Bozza and Weller,
2001).

O fator de ativacdo plaquetaria (PAF), assim como agonistas de PAF, séo
capazes de induzir a formacéo de corpusculos lipidicos em um mecanismo dependente
da ativacdo de uma proteina G acoplada ao receptor que subseqiientemente leva a
ativacdo da enzima 5-LO gerando o acido 5-(S)-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE)
induzindo a ativacdo do receptor acoplado a proteina G e a ativacdo da PKC (Bozza et
al.,, 1996a). Os autores mostraram também que outros agonistas da proteina G
acoplada ao receptor como IL-8, C5a e LTB4 ndo foram capazes de induzir a formacao
dos corpusculos lipidicos (Bozza et al., 1996a). Além disso, quando usado o analogo de
PAF, o liso-PAF, ndo ha a formacéao de corpusculos lipidicos, pois apesar deles terem a
mesma estrutura lipidica, ele ndo se liga ao receptor, sendo dessa forma um evento
mediado por receptor (Bozza et al., 1996a; Bozza et al., 1997; de Assis et al., 2003;
Prescott et al., 2000).

A formacao de corpusculos lipidicos também pode ser evidenciada em leucécitos
apos a estimulacdo com lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL), mas n&o
quando utilizada a LDL nativa (de Assis et al., 2003). Heery e col demonstraram que a
oxLDL possui fragmentos fosfolipidios capazes de ativar o receptor do PAF (Heery et
al., 1995). Nosso grupo tem documentado que estes constituintes, quando injetados na

pleura de camundongos, induzem uma rapida migracdo de neutrofilos, mondcitos e
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eosindfilos para a cavidade, assim como a formacédo de corpusculos lipidicos (Silva et
al., 2002), sendo esse mecanismo bloqueado quando utilizados antagonistas para o
receptor de PAF ou PAF acetilhidrolase (de Assis et al., 2003). Além disso, oxLDL,
agonistas de PAF ou o fator de crescimento de coldnias para granuldcitos (G-CSF),
quando combinados com BRL 49653 ou rosiglitazona (ambos ligantes especificos de
PPAR) sédo capazes de potencializar a formacao de corpusculos lipidicos, sugerindo
gue receptores nucleares como o PPAR, que séo ativados por lipidios, estdo envolvidos
durante na inducdo dessas organelas (de Assis et al., 2003; Inazawa et al., 2003).
Corroborando com esses resultados, estudos tém demonstrado um papel para o PPAR
modulando a transcricdo do gene da ADRP em diferentes tipos celulares, incluido
macrofagos (Targett-Adams et al., 2005; Wei et al., 2005).

Algumas citocinas e quimiocinas também tem sido descritas envolvidas na
formacdo de corpusculos lipidicos em uma sinalizacdo dependente de receptor.
Bandeira-Melo e col demonstraram que RANTES, eotaxina-2 e eotaxina-3 iniciaram a
sinalizacao intracelular induzindo a formacao de corpusculos lipidicos via o receptor
CCR3 em eosindfilos (Bandeira-Melo et al., 2001a; Bandeira-Melo et al., 2001b) . Em
modelos de inflamacéo alérgica, anticorpos neutralizantes para eotaxina, RANTES, ou
eotaxina e o receptor para RANTES, CCR3, além de um inibidor especifico para PGDz,
foram capazes de inibir a formacao de corpusculos lipidicos em eosindéfilos (Mesquita-
Santos et al., 2006; Vieira-de-Abreu et al., 2005). De maneira diferente da sinalizacao
por PAF, eotaxina e RANTES induziram a formacdo de corpusculos lipidicos
dependente da ativacdo de quinases PI3K, p38 e ERK1/2 (Bandeira-Melo et al., 2001a).
Alguns estudos também demonstraram o aumento no nimero de corpusculos lipidicos
induzidos por IL-5 sozinha assim como combinado com GM-CSF mesmo na auséncia
de lipidios exdégenos (Bartemes et al., 1999; Bozza et al.,, 1998). A proteina MCP-1
também esta envolvida na biogénese dos corpusculos lipidicos. Estudos in vitro e in
vivo demonstraram que corpusculos lipidicos sao induzidos por MCP-1 em um
mecanismo dependente do receptor CCR2 ativando uma resposta via MAPK e PI3K
quinases (Pacheco et al., 2007). O mesmo estudo ainda demonstrou que o MCP-1
induz a formacdo de corpusculos lipidicos dependente de microtibulos e da

compartimentalizacdo de ADRP nessas organelas.
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A adipocitocina leptina, conhecida como um hormoénio/citocina derivada de
adipdcitos também foi descrita modulando a formacgéo de corpusculos lipidicos. Maya-
Monteiro e col demonstraram a formacéo de corpusculos lipidicos induzida por leptina
em experimentos in vivo e in vitro em um mecanismo dependente da ativacéo da via do
“alvo da rapamicina em mamiferos” (MTOR) (Maya-Monteiro et al., 2008). Esses
corpusculos lipidicos ainda foram sitios de localizagéo da 5-LO e estavam relacionados
com o0 aumento da sintese de LTBa.

Dessa forma, alguns estudos comecaram a ser desenvolvidos a fim a investigar
maneiras de se modular a formacdo dessas organelas. Bozza e col observaram que a
aspirina e outros anti-inflamatérios ndo esteroidais foram capazes de inibir a formacgéo
de corpusculos lipidicos induzidos por AA e &cido oléico (Bozza et al., 2002; Bozza et
al., 1996b). De maneira semelhante, o salicilato de sodio e o C75 (inibidor da acido
graxo sintase), que ndo sao inibidores da enzima ciclooxigenase (COX) também foram
capazes de impedir a formacdo de corpusculos lipidicos (Bozza et al., 2002; Bozza et
al., 1996b; D'Avila et al., 2008b). Além disso, quando foram analisadas as isoformas de
COX durante a formacéao de corpusculos lipidicos, os animais deficientes para COX-1 e
COX-2 apresentaram o mesmo perfil de indugcdo dos animais selvagens demonstrando
que a formacao destas estruturas é independente da ativacdo tanto da COX-1, quanto
da COX-2 (Bozza et al., 2002; Bozza et al., 1996b).

30



W PusSuperficie
4 ciopasma [} LumemdoRe
Lhote'lnudom

Esquema 5. Modelos hipotéticos para a formacao dos corpusculos lipidicos. (A)
Modelo do “brotamento”; (B) Modelo do “porta ovos”; (C) Modelo do “enovelamento”.
Esquema adaptado de (Bozza et al., 2009a).
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1.2.3) Envolvimento dos corpusculos lipidicos na regulacdo do metabolismo

lipidico em resposta as infeccdes

Vérios estudos tém mostrado a participagdo dos receptores de membranas
celulares envolvidos no reconhecimento de patégenos que desencadeiam a biogénese
dos corpusculos lipidicos.

Tem sido documentado um grande aumento no nimero de corpusculos lipidicos
em leucdcitos sanguineos de pacientes sépticos, quando comparados com leucdcitos
sanguineos de doadores sadios (Pacheco et al., 2002). A formacdo de corpusculos
lipidicos por LPS de bactérias gram-negativas pode ser evidenciada por um aumento
dependente da dose e do tempo (Pacheco et al., 2002). Além disso, foi demonstrado
ocorrer em um mecanismo dependente de TLR4, pois quando foram utilizados animais
com mutacdo para o TLR4 (C57BI/10 ScCr) e animais com a sinalizacdo por TLR4
inativa (C3H/HeJ) estimulados por LPS in vivo e in vitro, estes animais apresentaram
uma significativa inibicdo na formacdo de corpusculos lipidicos (D'Avila et al., 2006;
Pacheco et al., 2002). Tem sido descrito que para induzir uma eficiente ativacéo, o LPS
necessita que o TLR4 se heterodimerize com o receptor (MD2), formando um complexo
de sinalizacdo (Scott and Billiar, 2008). Strapagiel e col, demonstraram que o complexo
TLR4/MD2 pode interagir com o CD14 e o dimero CD11b/Cd18 em coopera¢cdo com
CD14 e CD11b/CD18 (Scott and Billiar, 2008; Strapagiel et al., 2008). De acordo,
Pacheco e col investigaram o papel dessas proteinas acessoérias e observou que
guando foram utilizados anticorpos neutralizantes para CD14, ou CD11b/CD18, houve
uma inibicdo na formacé&o de corpusculos lipidicos induzidos por LPS (Pacheco et al.,
2002)

De maneira semelhante, a Chlamydia pneumonia foi capaz de induzir a formacao
de corpusculos lipidicos de uma maneira dependente do receptor TLR2, mas ndo do
TLR4 em presenca de LDL (Cao et al., 2007). Outros estudos tém documentado o
papel do TLR2 na formacao de corpusculos lipidicos induzido pelo patégeno intracelular
Trypanosoma cruzi (D’Avila H submetido). Além de evidéncias do envolvimento do
TLR2 na modulacdo da formac&o dos corpusculos lipidicos e producédo de PGE: e

PGD:2 induzidos por lipidios de Schistosoma mansoni (Magalhaes et al., 2010).
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O aumento no numero de corpusculos lipidicos durante infeccbes bacterianas tem
sido relacionado com o aumento da sintese de eicosanodides, e com a localizacdo de
enzimas formadoras de eicosandides (D'Avila et al., 2008a; Leite et al., 2005; Pacheco
et al., 2002; Pacheco et al., 2007). Em modelos experimentais de sepse, assim como
em pacientes, as enzimas 5-LO e COX-2 foram co-localizadas com os corpusculos
lipidicos e relacionados com o aumento de PGE2 e LTB4 pois 0 seu aumento ocorreu
em paralelo ao aumento dos corpusculos lipidicos. Pacheco e col demonstraram a co-
localizagdo do LTBa4 sintetizado nos corpusculos lipidicos induzidos por LPS em
macrofagos e neutréfilos em um mecanismo dependente de MCP-1 e da dindmica dos
microtubulos (Pacheco et al., 2007). Durante a infeccdo por T.gondii foi observado um
aumento da expressao da 5-LO e da producdo de um potente mediador lipidico anti-
inflamatorio, a lipoxina (Aliberti and Bafica, 2005). De maneira semelhante, Melo e col
2003 tem documentado um aumento da sintese de PGE2 acompanhado pelo aumento
no numero de corpusculos lipidicos em ratos infectados com T.cruzi (Melo et al., 2003).
A PGE: tem sido descrita envolvida na desativacdo de células do sistema imune e
favorecendo persisténcia e replicacdo de patdgenos. Durante a infec¢cdo experimental
por Leishmania amazonensis, foi observado que a PGE2 aumenta a sua replicacédo e
quando a COX-2 é inibida, h4 uma diminuigédo da viabilidade do parasita (Pinheiro et al.,
2009).

Dessa forma, tem sido demonstrado que os corpusculos lipidicos parecem
participar da regulacdo do metabolismo lipidico e do controle da sintese de mediadores
inflamat6rios em resposta as infec¢cdes e que esse fenbmeno parece estar envolvido
com a persisténcia do patégeno.

Investigando a infeccdo por T.cruzi, Melo e col, observaram por microscopia
eletrbnica a interacdo entre os fagossomos e os corpusculos lipidicos. Além disso, foi
demonstrado a presenca dessas organelas dentro dos fagossomas de macréfagos
infectados por T.cruzi (Melo et al., 2003). De maneira semelhante, durante a infecgcéo
por Chamydia trachomatis, foi observado por microscopia de confocal, além do
aumento na formacdo de corpusculos, que fagossomos infectados estdo proximos
dessas organelas (Kumar et al., 2006). Essa proximidade entre os corpusculos e o
fagossomas pode estar relacionada a necessidade de nutrientes pelos patégenos,

favorecendo a sua replicacdo e sobrevivéncia. Além disso, quando a formac¢do dos
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corpusculos lipidicos é inibida com triacsin C (inibidor da acil coA sintetase de cadeia
longa) ha uma diminuicdo da sobrevivéncia e da replicacdo da Chlamydia trachomatis
(Kumar et al., 2006). Alguns patdogenos como o Toxoplasma gondii dependem do
trafego de colesterol para o vacuolo parasitoforo para a sua sobrevivéncia. Tem sido
descrito que esse patdgeno € capaz de captar e metabolizar lipidios (Charron and
Sibley, 2002), uma vez que ja foi descrita a presenca de enzimas responséveis pela
sintese de ésteres de colesterol no T.gondii (Nishikawa et al., 2005). Além disso,
corpusculos lipidicos também foram encontrados dentro do vacuolo parasitoforo
(Nishikawa et al., 2005). Dessa forma, os patdégenos podem estar sendo beneficiados
pela proximidade dos corpusculos lipidicos, que podem estar atuando como fonte de
nutrientes. De maneira interessante, Plotkowski e col observaram a mobilizacdo do AA
dos corpusculos lipidicos em células epiteliais respiratdrias durante a infeccdo por
Pseudomonas aeruginosa, sugerindo a participacdo dos corpusculos lipidicos na
amplificac@o da resposta inflamatoria (Plotkowski et al., 2008).

InfecgBes virais também tém sido relacionadas com a inducdo dos corpusculos
lipidicos e como importantes locais para o ciclo de vida do virus. Miyanari e col
demonstraram que a proteina do capsideo do virus da hepatite C foi encontrada
associada aos corpusculos lipidicos sugerindo o papel dessas organelas na producéo
de novas particulas virais (Miyanari et al., 2007). De maneira semelhante, células
infectadas pelo virus da dengue apresentam acumulo da proteina do capsideo madura
na superficie dos corpusculos lipidicos, além de ter sido observado um aumento no
namero dessas organelas durante a infeccdo (Samsa et al., 2009).

Independente do agente infeccioso, muitas evidéncias indicam que a formacao dos
corpusculos lipidicos durante processos infecciosos é um fenébmeno bem regulado que
pode ter implicacdo na patogenia e um importante papel na modulacdo da resposta

imune.

34



1.2.4) Papel dos corpusculos lipidicos na infeccdo por M. bovis, BCG,

M.tuberculosis e M. leprae

A diferenciacdo de macrofagos em macrofagos espumosos € um evento que tem
sido amplamente descrito durante condi¢des clinicas e experimentais na tuberculose.
(Cardona and Ausina, 2000b; Ridley and Ridley, 1987). Apesar de ainda nao estar claro
0S mecanismos pelos quais as micobactérias induzem a formacao desses corpusculos
lipidicos em macréfagos durante a infecgdo, acredita-se que o patégeno possua um
importante papel nesse processo.

A participacdo de receptores de membrana envolvidos no reconhecimento de
micobactérias tem sido descritos modulando a biogénese dos corpusculos lipidicos. Os
receptores mais amplamente estudados nesse fendmeno sdo os receptores TLRs
(Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2008a; D'Avila et al., 2006; Mattos et al., 2010a;
Mattos et al., 2010b). Nosso grupo tem documentado que a inducdo de corpusculos
lipidicos em macrofagos durante a infeccdo experimental por M. leprae e M. bovis, BCG
ocorre em um mecanismo dependente do receptor TLR2 (Almeida et al., 2009; D'Avila
et al., 2006; Mattos et al., 2010a). O componente da parede micobacteriana e ligante de
TLR2, o LAM também é capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em
macrofagos estimulados in vitro (D'Avila et al., 2006). Contudo, quando foram utilizados
animais deficientes para o receptor TLR4, ndo houve diferenca na formacdo de
corpusculos lipidicos, assim como ndo foram observadas diferencas na migracdo e
ativacdo de leucocitos quando comparados com 0s animais selvagens durante a
infeccdo por BCG in vivo (D'Avila et al., 2007; D'Avila et al., 2006; Fremond et al.,
2003).

De maneira interessante, a formacdo de corpusculos lipidicos ocorre por um
mecanismo independente de TLR2 nas células de Schwann infectadas por M. leprae,
apesar dessas ceélulas serem capazes de expressar o receptor (Mattos et al., 2010b;
Oliveira et al., 2003). D’Avila e col observaram durante infeccdo por BCG in vivo, que
apesar dos eosinofilos ndo possuirem TLR2 (Rothenberg and Hogan, 2006), a
formacdo de corpusculos lipidicos nessas células foi inibida em animais deficientes

para esse receptor (D'Avila et al., 2007). Nesse mesmo estudo foi observado que a
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sintese de eotaxina e IL-5 foram inibidas em animais deficientes de TLR2 durante a
infeccdo por BCG. Além de ter demonstrado que a formacdo de corpusculos lipidicos
em eosinofilos durante a infeccdo por BCG possui um mecanismo dependente da
eotaxina e do receptor CCR3 (D'Avila et al., 2007). Dessa forma, tem sido demonstrado
que a inducgdo dos corpusculos lipidicos ndo depende somente da direta interacdo entre
0 patdégeno e a célula do hospedeiro, mas também ha mecanismos de amplificacédo
desse fenbmeno como componentes bacterianos, bem como quimiocinas e citocinas
geradas pelo hospedeiro (D'Avila et al., 2007).

Fatores de regulacdo transcricionais especializados na expressdo de diversos
genes, como o receptor nuclear PPARy tém sido descrito envolvido na biogénese dos
corpusculos lipidicos durante a infeccdo micobacteriana. Almeida e col observaram um
aumento da expressao de PPARy em mondcitos humanos estimulados com BCG. No
mesmo estudo, os autores observaram que o aumento na expressao de PPARYy estava
acompanhado do aumento no numero de corpusculos lipidicos e da sintese de PGE em
macrofagos estimulados por BCG (Almeida et al.,, 2009). O papel do PPARy na
biogénese dos corpusculos lipidicos ainda foi confirmada pelo uso do antagonista do
seu receptor, 0 GW9662, que foi capaz de inibir a formacédo de corpusculos lipidicos,
assim como a sintese de PGE2 sem afetar a sintese de TNF, IL-6, IL-12 e MIP-1.
Corroborando com dados anteriores do nosso grupo, animais deficientes para TLR2
nao foram capazes de expressar PPARy, assim como nao houve indugdo de
corpusculos lipidicos e sintese de PGE2, quando comparados com o0s animais
selvagens (Almeida et al., 2009).

Diversos efeitos imunossupressores tém sido descritos para a PGE2 em altas
concentragcdes, como a inibicdo de citocinas do perfil Thl, assim como de TNF-a e
oxido nitrico, que sdo essenciais para o combate a micobactéria (Betz and Fox, 1991;
Renz et al., 1988). Rangel moreno e col observaram ainda que a supressédo da
producdo de PGE2 em animais infectados por M. tuberculosis levou a uma significativa
diminuicdo do crescimento do bacilo na fase avancada da doenca (Rangel Moreno et
al.,, 2002). Como descrito anteriormente, os corpusculos lipidicos sdo locais de
compartimentalizacdo de AA assim como locais para o metabolismo do acido
araquidénico (Bozza and Bandeira-Melo, 2005). Enzimas formadoras de eicosandides,

como a COX-2 foram observadas co-localizando com corpusculos lipidicos de
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leucécitos em 24h de infeccdo por BCG (D'Avila et al., 2006). Utilizando a técnica de
deteccdo de eicosandides no seu sitio de sintese (Eicosacell), foi confirmada a sintese
de PGE2 em corpusculos lipidicos de macrofagos durante a infecgdo por BCG (D'Avila
et al., 2006). Os autores ainda observaram uma inibicdo na formacéo dos corpusculos
lipidicos quando utilizados antiinflamatérios ndo esteroidais como a aspirina e 0 NS-398
acompanhada de uma diminuicao de PGEz, IL-10 e um aumento de TNF-a. De maneira
interessante, Almeida e col observaram uma diminuicdo da viabilidade bacteriana
guando utilizado o antagonista para PPAR-y, o GW9662. Esse fenbmeno pode ser
relacionado com a inibicdo da formacéo de corpusculos por esse antagonista durante a
infecgao por BCG (Almeida et al., 2009). Dessa forma, o aumento da capacidade dos
macréfagos em produzir PGE2 derivada dos corpusculos lipidicos durante a infeccéo
micobacteriana pode ser relacionada com a inibicdo de uma resposta Thl, podendo
assim estar modulando negativamente a ativacdo do macrofago, favorecendo a
sobrevivéncia e replicacdo do patdgeno no interior do fagdcito.

Alguns estudos tém descrito uma intima relacdo entre fagossomas contendo
micobactérias e os corpusculos lipidicos (D'Avila et al., 2006; Peyron et al., 2008;
Tanigawa et al., 2008). Foi observado por microscopia eletrbnica a proximidade entre
corpusculos lipidicos e fagossomas em animais infectados por BCG (D'Avila et al.,
2006). Em estagios mais tardios de infeccdo, foi observada a presenca do bacilo no
interior dos corpusculos lipidicos em células mononucleares humanas infectadas com
M. tuberculosis (Peyron et al., 2008). Dados semelhantes foram observados durante a
infeccdo por M.leprae, onde foi observado o bacilo totalmente revestido pelos
corpusculos lipidicos das células de Schwann (Mattos et al., 2010b). Estudos com
biopsia de pele de pacientes demonstraram a localizagdo das proteinas ADRP e
perilipinas nos corpusculos lipidicos e na membrana de fagossomos de histiocitos
contendo M. leprae (Tanigawa et al., 2008).

Diante dessas evidéncias e do importante papel dos corpusculos lipidicos na
infeccdo micobacteriana ja descritas (Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2008a; Mattos
et al., 2010a), esse trabalho visa estudar os mecanismos moleculares envolvidos na
infecc@o por M. tuberculosis e M. bovis BCG e a biogénese dos corpusculos lipidicos

possibilitando entender melhor o mecanismo de sobrevivéncia desse patégeno dentro
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do fagossoma e a sua relacdo com os corpusculos lipidicos para um futuro

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2.1) Objetivo geral

Investigar a biogénese dos corpusculos lipidicos e a sua interacdo com organelas
da via endocitica durante a infeccdo por M. bovis, BCG in vivo e in vitro e 0 seu papel

na modulacdo da resposta imune do hospedeiro.

2.2) Objetivos especificos
- Analisar o papel da fagocitose de neutréfilos apoptéticos por macrofagos na

formacao de corpusculos lipidicos durante a infecgao por BCG in vivo.

- Analisar o papel do receptor CD36 e do co-receptor de TLR2, CD14, na biogénese

dos corpusculos lipidicos durante a infec¢cdo micobacteriana.

- Investigar o envolvimento de diferentes componentes da parede celular

micobacteriana na biogénese de corpusculos lipidicos em macrofagos.

- Analisar a interacdo dos corpusculos lipidicos com os fagossomas durante a

infeccéo por BCG.

- Verificar o papel dos corpusculos lipidicos em modular o recrutamento de
proteinas envolvidas com o trafego de membranas como as proteinas da familia Rab

assim como o seu estado de ativacdo em macrofagos infectados.
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3.1) Animais

Foram utilizados camundongos adultos de ambos 0s sexos, susceptiveis a infec¢ao
por BCG, com peso entre 20 a 25¢g, da linhagem C57BI/6 fornecida pelo biotério central
da Fundacédo Oswaldo Cruz e mantidos em gaiolas plasticas com livre acesso a agua e
ragéo, em uma sala com temperatura de 22 a 24°C, com ciclos de 12 h luz/escuro nos
infectérios do Pavilhdo Osoério de Almeida e Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira (HPP),
Fiocruz-RJ. Os camundongos geneticamente deficientes dos receptores CD36 e CD14
foram gentilmente doados pelo Dr. Bernard Ryfell e utilizados sob seus cuidados no
Laboratoire d’Immunologie et Embryologie Moléculaires, Institut de Transgénose,
CNRS, Orleans, Franca. Todos o0s procedimentos experimentais seguiram as
recomendacdes da Comissdo de Etica em experimenta¢do animal da Fiocruz sob o
Protocolo # L0002/08

3.2) Mycobacterium bovis, BCG

Foram utilizadas micobactérias (Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin
BCQG) liofilizadas e acondicionadas em ampolas de 40 mg, fornecidas pela Fundacéao
Ataulpho de Paiva, RJ. Os bacilos foram diluidos em uma solucdo de PBS tween
0,05%, armazenados em aliquotas contendo 5 x 10’ UFC/ml, sob refrigeracédo a 4° C.
Antes da utilizacdo, o BCG foi sonicado por 30s e em seguida homogeinizado 10x com
o auxilio de uma agulha de 30G para desfazer os grumos formados pelas bactérias.
Os animais foram infectados intratoracicamente (i.t). com BCG (5 x 10°
bacilos/cavidade) ou nos experimentos in vitro (multiplicidade de infec¢cao) MOI 1:1 ou
MOI 5:1.

3.3) Pleurisiainduzida por BCG

Os camundongos normais ou deficientes foram inoculados através de injecao
intratoracica (i. t.) de 0,1 ml da suspensdo contendo 5 x 10° bacilos/cavidade de
Mycobacterium bovis, BCG (marcados com o kit Baclight - Molecular Probes, ou nao

marcados). Nos animais controles foram administrados 0,1 ml de PBS tween 0,05%
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estéril i.t.. Um grupo de animais foi pré-tratado i.t com 20 ug/cavidade de zVAD (OMe)-
FMK (obtidos do Calbiochem-Novabiochem, La Jolla,Ca), um inibidor de pan-caspase,
5 minutos antes da injecdo de BCG. Ap6s 24 ou 48 h de infeccdo, os animais
infectados e os controles foram sacrificados em camara de gas carbonico. A cavidade
toracica foi aberta e lavada com 1 ml de solucdo de PBS (pH 7,4) para obtencdo da
suspensdo celular. As células foram quantificadas e, aliquotas contendo 1 x 10° células
dos grupos controles e infectados, foram citocentrifugadas a 450 rpm por 5min para a
confeccao de citoesfregacos. As laminas contendo os citoesfregacos foram fixadas em
formalina 3.7% para posterior coloragdo com tetréxido de 6ésmio e quantificacdo de
corpusculos lipidicos. Também foi utilizada a sonda fluorescente Nile red (9-
diethylamino-5H-benzo (alpha) phenoxazine-5-one, Sigma) para a marcacdo de
corpusculos lipidicos. Ou os citoesfregacos foram diretamente submetidos a coloracao

para a diferenciacao celular.

3.4) Cultura de macrofagos derivados de medula 6ssea e estimulo in vitro

Os camundongos foram sacrificados em camara de gas carbonico e tiveram o
fémur de ambas as pernas removidas. No fluxo laminar, a cabeca do fémur foi
removida e lavada com 1ml de PBS estéril com auxilio de uma seringa de 1ml. A
suspensdo de células foi quantificada e foram plagueadas 6x10°6 células/placa de petri
no volume de 8ml do meio DMEM completo (DMEM + L-glutamina 10mmol/L, penicilina
100u/ml, Streptomicina 100u/ml, Hepes 25 mmol/L) + 20% de soro de cavalo + 30% do
sobrenadante da cultura de L929. Apos 7 dias, o0 meio das células foi trocado. E no 10°
dia as células foram quantificadas, ressuspendidas no meio DMEM completo e
cultivadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro redondas no fundo de
cada poco. Em cada poco foram adicionados 500 pl da suspensao celular ajustada
para 1x10° células/ml. Apés o periodo de 2 h, as células ndo aderidas foram removidas
atraves de duas lavagens com PBS estéril. Os macréfagos foram deixados na estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO:2 overnight. As células foram lavadas uma vez com
PBS e o meio DMEM completo foi reconstituido. Posteriormente, os macréfagos foram
estimulados com BCG MOI (1:1) ou com particulas de latex revestidas com dimicolato

de tralose, (TDM) ou monomicolato de trealose (TMM) de M.bovis, BCG (10:1) por 24 h
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a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. ApGs esse tempo, as células foram fixadas com
formalina 3,7% para posterior coloracdo com tetroxido de 6smio para quantificacdo dos
corplsculos lipidicos ou marcacédo fluorescente com 1-acil-2-(7-octii BODIPY®-1-
pentanoil)-sn-glicerol (BODIPY 493/503). Os sobrenadantes das culturas foram

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

3.5) Inducéo de Neutrofilo apoptoético

Neutrofilos murinos foram obtidos da medula 6ssea. As medulas do fémur de
camundongos foram lavadas com 3 ml de HBSS sem Calcio e Magnésio (HBSS(-/-).
As células foram lavadas e ressuspendidas em 5 ml de de HBSS(-/-). Os neutrdfilos
foram purificados por gradiente de Percoll com densidade de 40 e 72% e centrifugadas
por 1h a 3500 rpm. As células foram lavadas (2x) com HBSS(-/-). Para a inducéo de
apoptose os neutrdfilos foram ressuspendidos em meio de cultura RPMI 1640 (Hyclone)
sem soro fetal bovino (SFB) e irradiadas com UV a 254nm por 10 min. Em seguida, as
células foram incubadas em RPMI contendo 10% SFB a 37°C, 5% CO:2 por 4 h como
descrito por Fadok e col. (Fadok et al., 1998). O indice de apoptose foi confirmado por
coloracdo com Anexina—V (> 90% marcado) (kit de deteccédo para apoptose R&D
Systems, Minneapolis, MN). Os neutréfilos vidveis foram congelados a -20°C e
descongelados em banho a 37°C (3x) para a obtencéo de células necréticas (Griffith et
al., 1996)

3.6) Quantificacdo da Apoptose

Células da cavidade pleural de animais infectados e controles foram centrifugadas
1500 rpm por 10min. Os neutréfilos foram purificados com o gradiente de Percoll como
descrito anteriormente. A apoptose dos neutrofilos foi detectada in situ usando o kit
TACS Anexina-V FITC (proteina de 35-36 kDa, dependente de célcio, que funciona
como uma ligante de fosfolipidio de alta afinidade por fosfatidilserina) de acordo com
instrucdes do fabricante (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN) . No minimo 100 células
por grupo foram analisadas por microscopia de fluorescéncia. As células foram

consideradas apoptoéticas quando apresentavam marcacdo positiva para Anexina-V
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FITC (verde/ canal FL-1) e negativas para iodeto de propidio (vermelha/ canal FL-2).
Para a quantificacdo de células apoptoticas infectadas foi utilizado o citobmetro de fluxo
Calibur (BD Biosciences, San Jose, Ca), e os neutrofilos foram analisados de acordo

com o tamanho e granulosidade.

3.7) Estimulacdo in vitro de macro6fagos peritoneais

Macrofagos peritoneais de camundongos C57BI/6 foram retirados por meio de
lavagem da cavidade com 5 ml de PBS estéril. As células foram quantificadas e
cultivadas (1x10° células/ poco) em meio RPMI-1640 contendo 2% SFB e 2% de
penicilina e estreptomicina 100u/ml aderidas em laminulas de vidro redondas no fundo
de cada poco em placas de 24 pocos. Apos o periodo de 2 h as células ndo aderidas
foram removidas através de duas lavagens com PBS estéril. Os macrofagos foram
deixados na estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 overnight em meio RPMI-1640.
As células foram lavadas um vez com PBS e o meio RPMI-1640 foi reconstituido. Os
macrofagos foram infectados por BCG (MOI, 1:1), particulas de latex (5:1) revestidas
com lipidios micobacterianos e, M. smegmatis, lipoarabinomanana (LAM), Fosfatidil
mioinositol manosideo (PIM) de M. tuberculosis. Apds 2 h, os bacilos e as particulas de
latex ndo internalizadas foram removidos por duas lavagens com PBS estéril e o
mesmo volume de meio foi reconstituido e permaneceu por 1, 2 ou 24 h na estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO2. Nos experimentos com células apoptoticas 0s
macrofagos foram infectados por BCG (MOI, 5:1) e/ou tratados com neutrofilos
apoptoticos, vivos ou necroticos (3:1). A viabilidade foi quantificada com azul de tripan
ao final de cada experimento e foi observado sempre maior que 90%.

3.8) Analises por fluorescéncia
3.8.1) Imunolocalizagdo de Rab5, Rab7 e RILP em macré6fagos pleurais
Citoesfregacos (1 x 10° célula/lamina) provenientes da pleurisia induzida por

BCG foram fixados em formalina 3% por 10min, posteriormente as células foram

lavadas com PBS e permeabilizadas com triton 0,2% em PBS por 20 minutos. Apés a
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permeabilizacdo as células foram incubadas com solucdo de bloqueio, (soro de burro
(Jackson Laboratories) 1% em PBS) por 1h. Posteriormente, as células foram lavadas
com PBS e incubadas com os anticorpos primarios diluidos em PBS, Rab5 e Rab7
(1:100) (lgG policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology), Rilp (1:1000) (IgG
policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology), ADRP (1:500) (anticorpo policlonal de
porco da india anti- ADRP murina, Fitzgerald) por 1h, apds essa incubacdo as células
foram lavadas 3x com PBS por 10min. Em seguida as células foram incubadas com os
anticorpos secundarios: anticorpo de cabra anti-coelho conjugado com Alexa- 546
(Molecular Probes) ou anticorpo de burro anti-coelho conjugado com Cy2 (Jackson
Laboratories) diluidos em PBS 1:1000 e anticorpo de burro anti-porco da india
conjugado com Cy3, Jackson Laboratories (1:4000) incubados por 1h. Também foi
utilizado a sonda fluorescente 1-acil-2-(7-octii BODIPY®-1-pentanoil)-sn-glicerol
(BODIPY 493/503) na diluicdo de uso 1:250, por 5 min para a marcagdo dos
corpusculos lipidicos. Apos essas incubacdes as células foram lavadas 3x com PBS por
10min e montadas para observacdo com o meio de montagem vectashield (Vector,
California, EUA).

A especificidade das marcacoes foi feita usando isotipos controles de IgG de coelho
(Jackson Laboratories) no lugar dos anticorpos primarios.
As laminas foram analisadas ao microscopio de fluorescéncia OLYMPUS (1X81)
equipado com camera digital e processados pelo programa “ImagePro”,ou analisadas

por microscopia confocal no programa CLSM (LSM510-META, Zeiss).

3.8.2) Revestimento das particulas de latex fluorescentes com PIM e LAM

Particulas de latex fluorescentes (Fluoresbrite® PolyFluor® 570 microespheres,
Polysciences, Inc) de 1 um de diametro foram centrifugadas a 10.400 rpm por 10 min e
lavadas em tampé&o carbonato 0,05 M duas vezes. Na suspensdo contendo as
particulas de latex foram adicionados 50 pg de PIM ou LAM. Posteriormente, esses
eppendorfs foram sonicados por 5 min e incubados em banho por 1 h a 37°C. Apdés, as
particulas de latex foram lavadas duas vezes com o tampdo carbonato e incubadas

com 0,5ml de BSA 5% em PBS por 2 h no banho a 37°C. ApOs esse tempo, as
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particulas de latex foram ressuspendidas na solucdo de BSA 0,5% em PBS e
estocadas a 4°C.

As particulas de latex foram adicionadas na cultura de macréfagos peritoneais e
incubadas por 2 h (concentracdo de 5:1). Posteriormente as células foram lavadas duas
vezes vigorosamente para a retirada das particulas ndo internalizadas. O meio RPMI-
1640 foi reconstituido e as células mantidas em cultura pelos tempos de 1 e 2 h.
Durante a ultima hora de incubacédo, o meio foi retirado e colocado a sonda fluorescente
P96 (&cido 1- pirinododecandico—Invitrogen) (2 pM) diluido em PBS para a marcagéo
dos corpusculos lipidicos. A seguir, as células foram lavadas 3x com PBS, fixadas em
formalina 3,7% por 10 min e montadas com o meio vectashield (Vector).

3.9) Marcacéo de bactérias vivas e mortas

Para a marcacao fluorescente das bactérias, foi utilizado o kit Baclight (Molecular
Probes), onde 3 ul de cada componente (A e B) foram adicionados em 1ml da solucéo
de BCG (25x10% UFC) e incubados por 15 min a temperatura ambiente. As bactérias
viaveis e mortas coram-se com o componente A (verde), mas somente as bactérias
mortas coram-se também com o componente B (vermelho) como descrito por (Almeida
et al.,, 2009). Para quantificacdo por citometria, as bactérias viaveis foram marcadas
em vermelho (FL-2) com (4 pM) de PKH26 (Redfluorescent cell Linker kit, Sigma),
incubados por 2 minutos a temperatura ambiente. Para parar a reacao foi adicionado o

mesmo volume da reacao de SFB inativado e incubado por 1 minuto.

3.10) Contagem de Corpusculos Lipidicos

As laminas foram fixadas em formaldeido a 3,7% em PBS (pH 7,4), em seguida,
lavadas em tampéao cacodilato 0,1M (pH 7,4) e fixadas em tetroxido de ésmio a 1,5%
por 30 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada, tratadas
com tetroxido de 6smio a 1,5% reduzido por tiocarbohidrazida a 1% por 5 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada, lavadas em tampéo de
cacodilato 0,1M e contrastadas em tetroxido de 6smio a 1,5% por 3 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e montadas com o meio aqua
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polymount (polivinil &lcool — vinil acetato, Vector). As laminas foram analisadas em
microscépio de luz, com objetiva de 100x. Os corpusculos lipidicos de 50 células

consecutivas foram contados e os resultados foram expressos como média + EPM.

3.11) Contagem de Leucdcitos totais

Aliguotas das suspensfes de leucdcitos provenientes da cavidade toracica,
peritoneal ou da medula foram diluidas na proporcédo de 1:40 ou 1:20 em solucéo de
Turk (cristal violeta a 0,005% em solucdo de acido acético a 2% em PBS) para
hemdlise de hemécias e coloragdo dos leucécitos. A contagem foi realizada em camara
de Neubauer ou Malassez em microscopio Optico de luz e expressa em milhdes de

células/ml.

3.12) Contagem Diferencial de leucécitos

A analise diferencial de leucadcitos foi feita em citoesfregacos corados pelo método
May-Grinwald-Giemsa ou Diff-Quik (Medion Diagnostics, Duedingen, SZ). Foram
contadas 100 células consecutivas em microscopio de luz, com objetiva de 100x, para o
estabelecimento das porcentagens de cada tipo celular. Os resultados foram expressos

em média + EPM

3.13) Microscopia eletrénica

As células obtidas do lavado toracico do grupo infectado (1 mg/cav de BCG durante
24h) e do grupo controle foram fixadas em solugdo de Karnovsky modificada,
constituida de paraformaldeido e glutaraldeido a 1% em tampao fosfato de sédio 0,1 M,
pH 7,3, overnight, a 4° C, conforme (Melo, 1999). Em seguida, as células foram lavadas
(trés vezes) no mesmo tampao, a 4° C, por cerca de 30 minutos cada. Posteriormente,
a suspensdo celular foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos para obtencdo de
pellets. Estes foram incluidos em agar a 2%, conforme padronizacdo para suspensdes
celulares (Melo et al., 2005). Os pellets de 4gar foram imersos em solucédo de sacarose
a 30% em PBS, overnight , a 4°C, incluidos em OCT compound (Miles, Elkhart, IN), e
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estocados a -180°C em nitrogénio liquido para posterior uso. A imunomarcacgéo foi
realizada antes do processamento de inclusdo para microscopia eletronica
convencional (pre-embedding), pois optimiza a preservacdo de antigenos e € mais
sensivel para detectar pequenas moléculas do que a marcag¢édo apos a inclusdo (post-
embedding). A imunomarcacdo foi realizada com particulas diminutas de ouro
(Immunonanogold) conjugadas com a fracdo Fc do anticorpo primario em criosec¢des
de 10 um montadas em laminas de vidro (Superfrost/Plus, Fisher Scientific). Todas as
etapas foram realizadas a temperatura ambiente, como descrito por (Melo et al., 2005).
As laminas contendo as células foram inicialmente incubadas em PBS (5 minutos)
seguida por incubacdo com PBS e glicina e, posteriormente, com solucdo tampao PBS-
BSA (1% de BSA em PBS) contendo 0,1% de gelatina por 20 min. Em seguida, as
laminas foram incubadas em solucédo tampédo PBS-BSA contendo 10% de soro normal
de cabra (solucéo de bloqueio) e anticorpo primario para Rab7 (IgG policlonal de coelho
anti- Rab7 murina, 10 pg/ml) ou anticorpo primario para ADRP (IgG policlonal de cobaia
anti-ADRP, 2 pg/ml) por 1h. Como isotipo controle foi utilizado soro normal de coelho
(1:1000). Em seguida, as laminas foram novamente incubadas (30 min) com solugéo de
blogueio e incubadas com anticorpo secundario anticorpo de cabra anti-camundongo
ou de burro anti- cobaia, ambos conjugados com particula ouro de 1.4 nm de diametro
(Nanogold, Nanoprobes, Stony Brook, NY, EU) diluido 1:100 em PBS-BSA, por 1h . Em
seguida as células foram lavadas com PBS-BSA. As células foram pos fixadas com 1%
de glutaraldeido (10 min) e incubadas por 10 min com solu¢do para nucleacdo das
particulas de ouro (silver ennhancement) (Nanoprobes). Posteriormente, as células
foram imersas em solucédo de 5% de tiossulfato de sddio (5 min), pos-fixadas com 1%
de tetroxido de 6smio (10 min), contrastadas com 2% acetado de uranila (5 min). O
material foi desidratado em etanol e acetona e, em seguida, processado rotineiramente
para inclusdo em resina Epon (Eponate 12 Resin; Ted Pella, CA, EU). Posteriormente,
foram obtidos os cortes ultrafinos, que foram analisados em microscopio eletrénico de
transmissao (Philips 300 a 60 kV).
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3.14) Aquisicao das imagens

As imagens foram obtidas usando o microscépio de transmissdo Olympus BX-FLA
equipado com uma objetiva Plan Apo 100x 1,4 Ph3 (Olympus Optical CO, Japan) e
uma camera digital CoolSNAP-Pro CF em conjunto com o software Image-Pro Plus
versao 4.5.1.3 (MediaCybernetics, San Diego, CA). As imagens foram editadas usando
o software Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems, San Jose, CA) Adobe lllustrator
10.0.

3.15) Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como Média + EPM e analisado Segundo ANOVA

Newman-Keuls, com significancia de p< 0.05.
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4.1) Inducdo de corpusculos lipidicos na infec¢éo por BCG in vivo

O aumento do numero de corpusculos lipidicos em leucdcitos é um fendmeno
altamente regulado. Com o passar dos anos, essas organelas tém sido implicadas em
condicdes infecciosas e inflamatorias, como em casos de sepse bacteriana (Leite et al.,
2005; Pacheco et al., 2002); doenca respiratéria aguda(Salluh et al., 2007; Triggiani et
al.,, 1995), e infecgbes micobacterianas (Almeida et al., 2009; Cardona et al., 2000;
D'Avila et al., 2007; D'Avila et al., 2008a; Mattos et al., 2010a; Ridley and Ridley, 1987;
Russell et al., 2009).

Com o objetivo de observar a formacgéo de corpusculos lipidicos durante a infecgcéo
por BCG em relacdo ao tempo de estimulo, camundongos C57BI/6 foram infectados i.t
com (5x108bacilos/cavidade) nos tempos de 1, 6, 24, 48 h e 15 dias. Foi observado um
aumento no numero dessas organelas de maneira crescente com pico de 24h,
acompanhado do comeco da diminuicdo no numero dessas organelas nos tempos
subsequentes. Contudo, a formacgéo de corpusculos lipidicos por BCG ainda foi capaz
de persistir por até 15 dias na infeccdo in vivo de maneira significativa quando

comparadas com o grupo controle (Figural).
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Figura 1. Cinética da formacdo de corpusculos lipidicos in vivo na infeccéo
experimental por BCG Cinética da formacgédo de corpusculos lipidicos em leucécitos
pelurais nos tempos de 1, 6, 24, 48 h e 15 dias ap0s a infeccdo. Camundongos C57BI/6
foram infectados i.t. com BCG (5 x 10° bacilo/cavidade). No grupo controle foi
administrado o mesmo volume do veiculo i.t.. A quantificacdo dos corpusculos lipidicos
foi feita apds a coloracdo com tetroxido de 6smio. Cada barra representa média + EPM
de pelo menos 8 animais. Diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo
infectado (p< 0.05) estéo indicados por *.
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4.2) A infeccdo experimental por BCG induz a migracdo de neutroéfilos para a

cavidade pleural

A infeccdo experimental da tuberculose € caracterizada por uma migracao inicial de
neutrofilos seguida de mondcitos, linfocitos e eosindfilos (Aleman et al.,, 2005;
Appelberg, 2007; Menezes-de-Lima-Junior et al., 1997; Penido et al., 2003; Werneck-
Barroso et al., 2000). Nesse experimento observamos um pico de migracdo de
neutroéfilos no infiltrado inflamatdrio apds 6h de infeccao (Figura 2). No entanto, ainda €
observada a permanéncia de uma importante quantidade de neutréfilos em 24h de
infeccéo, seguida de uma progressiva diminuicdo nos tempos subsequentes (48h e 15

dias).
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Figura 2. Cinética da migragdo de neutrofilos in vivo na infecgcdo experimental
por BCG Cinética da migracdo de neutrofilos para a cavidade pleural em 1, 6, 24, 48 h
e 15 dias apoés a infeccdo. Camundongos C57BI/6 foram infectados i.t. com BCG (5 x
10° bacilos/cavidade). A quantificacdo dos neutréfilos em citoesfregacos foi feita apos
coloracdo de May-Grinwald-Giemsa. Cada barra representa média + EPM de pelo
menos 8 animais. Diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo infectado
(p< 0.05) estéo indicados por *.
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4.3) Infeccédo por BCG induz apoptose de neutrofilos no sitio inflamatorio

Os neutrofilos sao células de vida curta e que normalmente entram em apoptose no
sitio inflamatério. A fim de avaliar o envolvimento do BCG na apoptose de neutrdéfilos
durante a infec¢ao, utilizamos a marcacdo com Anexina-V — FITC caracterizada por se
ligar a fosfatidilserina expressa nas superficie das células apoptéticas. Observamos que
em 24h, o BCG induziu a apoptose de um importante niumero de leucécitos do lavado
pleural (29,74%) e desses, grande parte é constituido pelos neutréfilos (Figura 3A).

A fim de investigar a relagdo entre os neutrofilos infectados por BCG e a taxa de
apoptose, foi utilizado o BCG marcado com PKH. ApOs 24h de infec¢do, 37% dos
neutroéfilos do lavado pleural apresentavam-se apoptéticos, observado pela marcacao
positiva para Anexina-V. Dos neutrofilos apoptéticos, 92% também possuiam o BCG
marcado com PKH. Em contraste, menos de 45% dos neutrofilos viaveis
apresentavam-se infectados. Demonstrando que a infec¢éo por BCG é capaz de induzir
a apoptose de neutrdfilos, uma vez que os neutrofilos infectados encontram-se em
grande parte apoptéticos (Figura 3B).

Pela microscopia Optica ja € possivel observar algumas caracteristicas morfolégicas
tipicas da apoptose como a condensacao nuclear, diminuicdo no volume do citoplasma
e presenca de vacuolos (Figura 3C). Podemos observar também o inicio no clearence

celular, neutréfilos apoptéticos fagocitados pelos macréfagos (Figura 3D).
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Figura 3. Infeccdo por BCG induz apoptose em células do lavado pleural. (A)
Numero de leucdcitos apoptoéticos totais e de neutrofilos apoptéticos por cavidade
pleural do controle e de animais infectados por 24 h com BCG (5 x 108/ cavidade) . (B)
Porcentagem de neutrofilos apoptéticos e vivos, com e sem BCG internalizado apés na
24 h de infeccdo in vivo. A analise das células apoptoticas, assim como a avaliacdo da
presenca de BCG no interior das células foi feito por citometria de fluxo e foram
utilizados Annexina-V FITC e PKH26 para marcar as células apoptéticas e o BCG
endocitados, respectivamente. (C e D) Imagens de microscopia de luz de células
coradas com May-Griinwald-Giemsa mostrando neutrofilos apoptoticos (C, cabeca de
seta) e macrofagos contendo neutrofilos apoptéticos internalizados (D, seta) de animais
infectados 24 h. Cada barra representa média + EPM de pelo menos 5 animais.
Diferencas significativas entre o grupo controle e infectado (p<0,05) estéo indicados por

*

¥

55



4.4) A fagocitose de neutréfilos apoptéticos induz a formacéo de corpusculos

lipidicos em macréfagos in vitro

A fim de observar o papel dos neutréfilos apoptéticos na formacéo dos corpusculos
lipidicos, macréfagos peritoneais de camundongos C57BIl/6 foram cultivados na
presenca de neutrdéfilos viaveis, necréticos ou apoptéticos. Apds 24 h, foi observado um
aumento no numero de corpusculos lipidicos, tanto nos grupos com neutréfilos
apoptoticos, quanto nos grupos infectados com BCG. Na presenca de neutrofilos
apoptoticos, a infeccdo com BCG induziu um aumento significativo no nimero de
corpusculos lipidicos quando comparado aos estimulos com neutréfilo apoptético ou
BCG separadamente (Figura 4). Além disso, ndo foram observadas diferencas nos
grupos com neutrofilos vivos, necroticos ou no grupo controle. Assim, nés observamos
gue a fagocitose dos neutrdéfilos apoptéticos possui um importante papel amplificando
os efeitos da infec¢cdo por BCG na formacéo de corpusculos lipidicos (média + EPM; de
5,9 +1,2 corpusculos lipidicos/cél no grupo BCG para 10,16 + 1,67 no grupo BCG com

neutroéfilos apoptoticos) (Figura 4).
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Figura 4. O papel do neutréfilo apoptético na formacéo de corpusculos lipidicos
Macréfagos peritoneais (1 x 10°) foram infectados in vitro por BCG (MOI, 5:1) por 2 h .
O BCG néo fagocitado foi removido através de 2 lavagens com PBS em seguida os
macréfagos foram estimulados por células apoptéticas, necréticas ou vivas por 24h a
37°C. Os corpusculos lipidicos foram quantificados apds a coloracédo por é6smio. Cada
barra representa média + EPM de 3 grupos independentes com 3 a 5 animais cada.
Diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo infectado (p< 0.05) estédo
indicados por *.
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4.5) Ainibicdo da apoptose de neutroéfilos reduz parcialmente a formacgéo de

corpusculos lipidicos na infec¢éo por BCG in vivo

Para confirmar o envolvimento de células apoptéticas modulando a infec¢do por
BCG, camundongos foram pré-tratados i.t. com um inibidor de pan caspase (o peptideo
zVAD-fmk) 5 min antes da infeccdo por BCG. O pré-tratamento com zVAD néo foi
capaz de alterar a migracdo dos neutréfilos para a cavidade pleural durante a infeccgéo,
mas impediu que eles entrassem em apoptose durante a infeccéo por BCG (Figura 5 e
7). A inibicdo da apoptose dos neutrofilos reduziu parcialmente, a formacdo de
corpusculos lipidicos durante a infeccdo de BCG in vivo (Figura 6). Esse dado confirma
o envolvimento da fagocitose dos neutréfilos apoptéticos na formacao de corpusculos

lipidicos in vivo.
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Figura 5. Inibicdo da apoptose de neutrofilos pelo pré-tratamento com zVAD.
Numero de neutréfilos apoptoticos nos grupos controle e infectado apés o pré-
tratamento (5 min) com 20 pg/cavidade de zVAD (inibidor de caspase) em 24h de
infeccdo. Cada barra representa média + EPM de pelo menos 8 animais. Diferencas
significativas entre o grupo controle e o grupo infectado (p< 0.05) estéo indicados por * .
Diferencas entre infectado e tratado representados por #.
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Figura 6. Efeito da inibicdo da apoptose na formacdo de corpusculos lipidicos
nos animais infectados. Quantificacdo da formacdo de corpusculos lipidicos em
macréfagos nos grupos controle e infectado apds o pré-tratamento (5 min) com 20
pg/cavidade de zVAD (inibidor de caspase) em 24 h de infeccdo. Cada barra
representa média £+ EPM de pelo menos 8 animais. Diferencgas significativas entre o
grupo controle e o grupo infectado (p< 0.05) estdo indicados por *. Diferencas entre
infectado e tratado sé@o representadas por #.
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Figura 7. Efeito da inibicdo da apoptose na migracdo de neutrofilos para a
cavidade toracica. Migracdo de neutréfilos nos grupos controle e infectado apos o
pré-tratamento (5 min) com 20 ug/cavidade de ZVAD (inibidor de caspase) em 24 h de
infecgcdo. Cada barra representa média + EPM de pelo menos 8 animais. Diferengas
significativas entre o grupo controle e o grupo infectado (p< 0.05) estao indicados por *.
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4.6) A formacdo de corpusculos lipidicos ndo é um fendmeno dependente da
fagocitose

Com o objetivo de observar a especificidade da formacao dos corpusculos lipidicos,
estimulamos os macrofagos peritoneais com M. smegmatis, uma micobacteria néo
patogénica, particulas de latex (particula inerte) e com o BCG. Nesse experimento
observamos que o BCG foi capaz de induzir um aumento no niumero de corpusculos
lipidicos em 24 h de estimulo in vitro. Entretanto, o mesmo efeito ndo foi observado

guando utilizado M. smegmatis e particulas de latex (Figura 8).

204 3 controle

o *
= Particulas de latex
2 154 M. smegmatis
L Bl BCG
S
o
= 10_
wn
o
S
[&]
2 59
e
° ’;I;‘
[&]
0

Figura 8. Inducdo da formacdo de Corpusculos Lipidicos por BCG in vitro.
Macrofagos peritoneais foram estimulados por 24 h com particulas de latex (1:1), M.
smegmatis, (MOI, 5:1) e BCG (MOI, 1:1). O namero de corpusculos lipidicos por célula
foi analisado ap0ds a coloracdo por tetréxido de 6smio e quantificagdo por microscopia
de luz. Diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo BCG (p< 0.05) estao
indicados por *.
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4.7) Componentes da parede micobacteriana foram capazes de induzir a

formacao de corpusculos lipidicos

A fim de analisar o papel de outros componentes da parede micobacteriana na
formacdo de corpusculos lipidicos, macrofagos diferenciados de medula ou macréfagos
peritoneais foram estimulados com particulas de latex revestidas com TDM ou com
TMM de M. bovis BCG ou com o componente da parede de M. tuberculosis LAM por 24
h. N6s quantificamos os corpusculos lipidicos formados ap6s a marcacdo dessas
organelas com a sonda fluorescente Bodipy® ou pela coloracdo com tetréxido de
O0smio. Foi observado um aumento no numero de corpusculos lipidicos, tanto no grupo
estimulado com particulas de latex revestidas com TMM, quanto com TDM, assim como
o LAM, quando comparados com o grupo controle (Figura 9 A e B).
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Figura 9. Envolvimento dos lipidios TDM e TMM da parede de M. bovis e LAM da
parede de M. tuberculosis na formacdo de corpusculos lipidicos in vitro.
Macréfagos diferenciados de medula éssea foram estimulados por 24 h com particulas
de latex revestidas (10:1) com TMM e TDM. A guantificacdo do numero de corpusculos
lipidicos foi feita apds coloragdo com Bodipy® e a contagem do nimero de corpusculos
lipidicos de 50 células consecutivas capturadas em microscopia de fluorescéncia (A).
Macréfagos peritoneais foram estimulados por 24 h com LAM (500 ng/ml). O numero
de corpusculos lipidicos por célula foi analisado apds a coloragdo por tetréxido de
0smio e quantificagdo por microscopia de luz (B). Diferencas significativas entre o grupo
controle e os grupos estimulados (p< 0.05) estao indicados por *.
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4.8) A biogénese dos corpusculos lipidicos € parcialmente dependente do
receptor CD36

O receptor CD36 € um receptor scavenger classe B presente em alguns tipos
celulares como plaquetas, células dendriticas e macrofagos. Tem sido descrito o
envolvimento desse receptor tanto em situagdes normais, quanto patolégicas como na
internalizacdo de lipoproteinas modificadas (Endemann et al., 1993), formacdo de
macrofagos espumosos durante a aterosclerose (Febbraio et al., 2001), na fagocitose
de células apoptoéticas (Savill et al., 1991), bem como envolvido na fagocitose de
micobactérias (Philips et al., 2005).

Nossos resultados demonstraram um significativo aumento no numero de
corpusculos lipidicos nas células da cavidade toracica de camundongos C57BI/6
selvagens (CD36**) infectados com M. bovis BCG. Em animais geneticamente
deficientes para CD36 (CD367) foi observada uma parcial inibicdo da formacgdo de
corpusculos lipidicos induzida por BCG, sugerindo um mecanismo dependente do
receptor CD36 (Figura 10).
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Figura 10. Formacao de corpusculos lipidicos em células do lavado peritoneal é
dependente de CD36 na infeccdo por BCG in vivo. Camundongos C57BI/6
selvagens (CD36%*) e deficientes de CD36 (CD367) foram infectados i.t. de BCG (5,0 x
108 bacilos /animal). Animais injetados com salina foram usados como controle. Apés
24h, o numero dos corpusculos lipidicos foi analisado apés a coloracdo com tetréxido
de d6smio. Cada barra representa média + EPM (n > 5) animais. Diferencas
significativas foram indicadas por * (p < 0,05). Diferencas entre grupo selvagem e
deficiente para CD36 (#). Representativo de 2 experimentos independentes.
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4.9) O co-receptor para TLR, CD14, est4 envolvido na formacéo de corpusculos

lipidicos

Tem sido bem descrito na literatura o papel de receptores TLR no reconhecimento
de micobactérias assim como de componentes de sua parede (Lien et al., 1999; Means
et al., 1999). Além disso, Heldwein e colaboradores demonstraram o papel do TLR2 na
inducdo de uma resposta inflamatéria e na sintese de citocinas em resposta ao BCG
(Heldwein et al., 2003). Nessa linha, o nosso laboratério tem demonstrado um
importante papel do receptor TLR 2 na formacédo de corpusculos lipidicos na infeccéo in
vitro e in vivo por BCG (Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2006). Alguns trabalhos tem
indicado o papel de co-receptores de TLR, como por exemplo o CD14, participando da
adesdo, fagocitose, ativacdo celular e secrecdo de citocinas em resposta a
micobactérias ou a produtos micobacterianos (Compton et al., 2003; Hoheisel et al.,
1995; Kaisho and Akira, 2000; Pauligk et al., 2004; Peterson et al., 1995; Schluger and
Rom, 1998).

Com o objetivo de avaliar o papel do receptor CD14 na formacao de corpusculos
lipidicos, macréfagos diferenciados de medula de camundongos C57BIl/6 selvagens
(CD14**) e geneticamente deficientes para CD14 (CD147) foram infectados por BCG.
Nossos resultados demonstraram um significativo aumento no numero dessas
organelas nos animais selvagens quando infectados por BCG. Nos animais CD14 foi
observada uma reduc¢édo parcial da formacao de corpusculos lipidicos apos estimulo de
24h com BCG (Figura 11).
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Figura 11. Formac&o de corpusculos lipidicos em macréfagos diferenciados de
medula 6ssea induzida por BCG in vitro € dependente de CD14. Macréfagos
diferenciados de medula 6ssea de animais C57BI/6 selvagens (CD14'*) e deficientes
de CD14 (CD147) foram estimulados com MOI 1:1 por 24 h. A quantificacdo do nimero
de corpusculos lipidicos foi feita ap6s a coloracdo com tetroxido de ésmio. Diferencas
significativas foram indicadas por * (p < 0,05). Diferencas entre grupo selvagem e
deficiente para CD14 (#). Representativo de 2 experimentos independentes.
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4.10) A infeccao pleural por BCG apresenta uma aproximacao dos fagossomas
com os corpusculos lipidicos em 24 h.

Alguns estudos tém descrito uma intima relacdo entre fagossomas contendo
micobactérias e os corpusculos lipidicos (D'Avila et al., 2006; Peyron et al., 2008;
Tanigawa et al., 2008). Nesse experimento, células da cavidade pleural dos animais
infectados e néo infectados (24 h) foram recolhidos e imediatamente fixadas em
solucdo de karnovski, incluidas em agar, imunomarcadas com particulas de ouro e
preparadas para a visualizacdo no microscopio de transmissdo eletrbnica (TEM).
Nossas analises ultraestruturais mostraram que os corpusculos lipidicos induzidos por
BCG apresentavam ADRP em sua periferia através de imunomarcacao com ouro. Além
disso, esses corpusculos lipidicos apresentaram-se proximos de um fagossoma
contendo material amorfo 24 h apds infeccdo (Figura 12). Foi observada a
internalizacéo do corpusculo lipidico pelo fagossoma infectado, apresentando a bactéria

imersa no seu conteudo lipidico (Figura 13).
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Figura 12. Interagdo dos corpusculos lipidicos com o fagossoma. Corpusculos
Lipidicos (CL) marcados através da imunomarcagcdo com ouro para ADRP (seta
tracejada) mostrados por microscopia eletrbnica como organelas elétron lacidas sem
membrana envoltéria e com a sua periferia elétron densa. Um fagossoma contendo
material amorfo pode ser observado em proximidade (seta) do CL no citoplasma do
macréfago. Analises por microscopia eletrdnica de transmissao de macréfagos pleurais
infectados por BCG durante a infeccéo experimental por 24 h in vivo. Barra: 1 um
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Figura 13 Visualizacdo de corpusculos lipidicos no interior do fagossoma
infectado por BCG. Macrofago peritoneal com morfologia de célula ativada, exibindo
fagossomos (setas) e corpusculos lipidicos elétron-lucidos (CL) (A). Em destaque,
grande fagossomo que se fundiu com um corpusculo lipidico (CL) (Ai). Material de
origem lipidica em verde. Bactéria fagocitada € observada dentro do fagossoma (*).
Andlises por microscopia eletrénica de transmissdo de macrofagos pleurais infectados
por BCG durante a infecgéo experimental por 24h in vivo. Barra= 1 um
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4.11) A viabilidade bacteriana ndo € importante para que haja a interacdo do

fagossoma com os corpusculos lipidicos

Para avaliar a importancia da viabilidade bacteriana nos mecanismos de
recrutamento dos corpusculos lipidicos, fizemos uma injecéo intratoracica com 5 x 108
bacilos/cavidade com a bactéria marcada, viva (verde) e morta (vermelha). Nossas
andlises por microscopia de fluorescéncia demonstraram que a proximidade dos
corpusculos lipidicos com o fagossoma ocorre tanto com bactéria viva, quanto morta,
sugerindo que esta interacdo independe da viabilidade da bactéria em 24h da infeccéo

experimental por BCG (Figura 14).

Figura 14. Interacdo de fagossomo contendo bactéria viva ou morta com o0s
corpusculos lipidicos em 24 h de infec¢do in vivo. Macréfagos em 24 h de infeccao
por BCG (5x10° bacilos/cavidade) exibindo interacdo da (A) bactéria viva (seta) e (B)
morta (seta), com os corpusculos lipidicos em amarelo (A e B). Bactérias foram coradas
com o kit Baclight e os corpusculos lipidios marcados com Nile red (seta tracejada).
Barra: 10 um
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4.12) Particulas de latex revestidas com LAM e PIM foram observadas proximas

aos corpusculos lipidicos

Nossos dados anteriores demonstraram o papel de lipidios micobacterianos na
formacdo dos corpusculos lipidicos. Além disso, alguns componentes da parede
micobacteriana como o TDM (Spargo et al., 1991) e o LAM (Vergne et al., 2003) tem
sido apresentados como possiveis responsaveis pela inibicdo da maturacdo do
fagossoma. Para avaliar o envolvimento de componentes da parede micobacteriana na
interacdo com os corpusculos lipidicos, nos revestimos particulas de latex com LAM e
PIM, e estimulamos macrofagos peritoneais por 1 e 2 h respectivamente. Por
microscopia de fluorescéncia, pode ser observada a interagéo de fagossomos contendo
particulas de latex revestidas com os componentes da parede micobacteriana com 0s
corpusculos lipidicos marcados com sondas fluorescentes. Contudo, essa interacéo

nao foi observada quando utilizadas particulas de latex nao revestidas (Figura 15).
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Figura 15. Interagdo de fagossomos contendo particulas de latex fluorescentes
revestidas com componentes da parede micobacteriana com os corpusculos
lipidicos. Macréfagos peritoneais estimulados por 1 h (A-C) e 2 h (D-E) com particulas
de latex fluorescentes (5:1) revestidas com (B) LAM e (E) PIM. (A e D) Os corpusculos
lipidicos foram marcados com a sonda fluorescente P96. (C e F) Sobreposicado das
imagens mostrando a proximidade dos corpusculos lipidicos com as particulas de latex
revestidas. (G - I) Controle, particulas de latex nao revestidas. Barra: 10 pum.
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4.13) A proteina Rab7, mas ndo a Rab5 esta co-localizada com o0s corpusculos

lipidicos em 24 h de infeccéo in vivo

Algumas func¢des tém sido atribuidas aos corpusculos lipidicos, devido a presenca
de diversas proteinas nestas estruturas, como enzimas necessarias para a sintese de
eicosandides (D'Avila et al., 2006), proteinas envolvidas com a sinalizacdo celular (Yu
et al., 1998; Yu et al., 2000) e proteinas envolvidas com trafego de membranas (Bartz
et al., 2007; Wan et al., 2007). A fim de investigar o papel de corpusculos lipidicos na
via endocitica durante a infeccdo experimental por BCG, fizemos uma
imunofluorescéncia para as proteinas Rab5 (marcador de endossoma primario) e Rab7
(marcador de endossoma secundario) nos macrofagos obtidos de animais infectados
Observamos que apesar da Rab5 estar localizada préxima dos corpusculos lipidicos,
elas ndo se encontram co-localizadas dentro destas estruturas (Figura 16). No entanto,
quando avaliamos a localizacdo da Rab7 na célula, de maneira interessante, foi
observada a presenca da proteina co-localizada com os corpusculos lipidicos (Figura
17).

Confirmando estes dados, nossas analises ultraestruturais mostraram que 0s
corpusculos lipidicos induzidos por BCG apresentavam Rab7 em sua periferia através
de imunomarcacdo com ouro 24 h ap6és infeccdo (Figura 18 A e B). Foi observado
ainda a interacdo dos corpusculos lipidicos com o fagossoma infectado através dos

locais de maior acumulo de Rab7 das duas organelas (Figura 18 B).
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Figura 16. A proteina Rab5 parece nao co-localizar com corpusculos lipidicos
induzidos por BCG. (A) Marcacdo para corpusculo lipidico com Bodipy® e (B)
Imunolocalizacdo para Rab5 em macréfagos pleurais apos 24 h de infec¢do por BCG in
vivo. (C) Na imagem de sobreposi¢cdo podemos observar que a Rab5 ndo se localiza
nos corpusculos lipidicos na infecgdo por BCG (5x10° bacilos/cavidade). Barra: 10 um
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Figura 17 Co-localizacdo da proteina Rab7 em corpusculos lipidicos induzidos
por BCG (A) Marcacgéao para corpusculos lipidicos com Bodipy® e (B) Imunolocalizacao
para Rab7 em macrofagos pleurais apos 24 h de infeccdo por BCG. (C) Na imagem de
sobreposicao podemos observar que a Rab7 esta co-localizada com os corpusculos
lipidicos (quadro) na infeccgéo in vivo por BCG (5x10° bacilos/cavidade). Barra:10 um.
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Figura 18. Imunomarcagcdo com ouro da proteina Rab7 nos corpusculos lipidicos
induzidos por BCG 24 h in vivo. Corpusculo lipidico (CL) apresenta através da
imunomarcacdo com ouro para Rab7 (seta) a presenca dessas proteinas na sua
periferia (A). Corpusculo lipidico em associacdo com fagossomos contendo bactérias
(*), ambos apresentam marcacao para Rab7 (setas) (B). 1gG controle foi utilizada como
controle do anticorpo primario (C). Andlises realizadas por microscopia eletrénica na
infecc@o por BCG 24 h in vivo. Fag = fagossomo; Barras = 1 um.
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4.14) A proteina Rab7 presente nos corpusculos lipidicos esta na sua forma ativa

A Rab7 é uma pequena GTPase responsavel pelas fases mais tardias da
fagocitose (Stenmark, 2009). Para que ocorra a maturacado fagossomal (formacao do
fagolisossoma), € necesséario a ligacdo da proteina efetora da Rab7, a RILP (rab-
interecting lysosomal protein), que interage exclusivamente com a Rab7 na sua forma
ativa (GTP) (Cantalupo et al., 2001). Dessa forma, a RILP tem sido descrita como um
marcador do estado de ativacdo da Rab7, além de ser responsavel por recrutar o
complexo motor dineina-dinactina resultando na fusdo dos fagossomos com o0s
lisossomos (Harrison et al., 2003).

Apés a confirmacdo da presenca da proteina Rab7 nos corpusculos lipidicos,
investigamos o seu estado de ativagao, observando por imunofluorescéncia a presenca
da proteina RILP. Analises por microscopia de confocal demonstraram a co-localizacéo
da RILP nos corpusculos lipidicos marcados com Bodipy (Figura 20) e marcados com
ADRP (Figura 19) em 24 e 48 h respectivamente de infec¢cdo in vivo por BCG em
camundongos C57BI/6.
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Figura 19. Co-localizacdo da proteina Rilp em corpusculos lipidicos induzidos por
BCG. (A) Imunolocalizacédo para Rilp em macrofagos (B) Marcacédo para corpusculo
lipidico com ADRP. (C) Na imagem de sobreposi¢cdo podemos observar que a Rilp esta
co-localizada com os corpusculos lipidicos em 24 h de infeccdo por BCG in vivo (5x10°
bacilos/cavidade). IgG controle foi utilizada como controle do anticorpo primario (G e H).
Andalise por microscopia de confocal. Barras =5 um
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Figura 20. Co-localizacdo da proteina Rilp em corpusculos lipidicos induzidos por
BCG. (A) Marcacéo para corpusculo lipidico com Bodipy® e (B) Imunolocalizacdo para
Rilp em macrofagos. (C) Na imagem de sobreposicdo podemos observar que a Rilp
esta co-localizada com os corpusculos lipidicos em 48 h de infeccdo por BCG in vivo
(5x10° bacilos/cavidade). Andlise por microscopia de confocal. Barras = 10 pm
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A tuberculose é doenca de patogenia complexa onde a interacdo patdgeno-
hospedeiro ndo se encontra totalmente esclarecida. Uma caracteristica interessante da
patologia ainda pouco estudada é o acumulo intracelular de lipidios bem como, a
diferenciacdo dos macrofagos em células espumosas que tem sido observada durante
a infeccao tanto em condi¢des clinicas quanto experimentais (Ridley e Ridley).

Neste trabalho investigamos a resposta do hospedeiro durante a infeccdo aguda
por M. bovis BCG, o papel das organelas citoplasmaticas denominadas corpusculos
lipidicos na infeccdo, bem como os receptores envolvidos ha sua biogénese e o seu
papel na modulacdo da via endocitica. A nossa hipotese central é que a formacédo dos
corpusculos lipidicos podem estar favorecendo a infeccdo micobacteriana, seja como
fonte de nutrientes para a bactéria ou modulando diretamente a resposta do
hospedeiro.

Nesse estudo nos demonstramos que a formacéo dos corpusculos lipidicos € um
mecanismo altamente especifico dependente de receptor e envolvido na interacdo com
os fagossomas na infeccdo micobacteriana. Nesse trabalho foi utilizada a pleurisia
induzida por M. bovis BCG como modelo de infeccdo experimental. Este modelo ja se
encontra bem estabelecido no laboratério e consiste na injecdo intratoracica de M.
bovis BCG em camundongos C57BI/6, que sdo susceptiveis a infeccdo. Baseado neste
modelo, tem sido descrito uma importante resposta inflamatoria inicial caracterizada
pela migracao de leucdcitos para a cavidade toracica (D'Avila et al., 2006). Durante a
infeccdo por BCG in vivo foi observado um aumento expressivo da formacdo de
corpusculos lipidicos em células da cavidade toracica, com pico em 24 h de infeccao
podendo persistir por até 15 dias em menor numero, porém significativamente maior
que o controle. De maneira semelhante, a infeccdo de macrofagos in vitro por BCG
também obteve um pico de formagdo em 24 h (Almeida et al., 2009; D'Avila et al.,
2006). Contudo, no modelo de infecgéo por M. leprae foi observado um tempo de 48 h
para a inducdo maxima dessas organelas (Mattos et al., 2010a). De maneira
interessante, ndés observamos que o aumento no numero de corpusculos lipidicos

induzidos pela infeccdo micobacteriana permanece elevado por um tempo maior do que
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na inducao por LPS in vivo, onde os numeros dessas organelas diminuem apoés 24 h,
se tornando iguais aos do controle no tempo de 48 h (Pacheco et al., 2002).

Durante o processo infeccioso, os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem
no sitio inflamatadrio iniciando a resposta imune inata mediada pela fagocitose do bacilo,
liberando potentes citocinas pro-inflamatorias e recrutando leucécitos para o local de
infeccdo. Apesar dos neutréfilos serem capazes de fagocitar rapidamente (30 min) as
micobactérias tanto em modelos in vivo quanto in vitro (Martin and Chaudhuri, 1952;
May and Spagnuolo, 1987), elas ndo sao eficazes no controle da infecgdo por M.
tuberculosis em animais susceptiveis (Eruslanov et al.,, 2005). De fato, nossos
resultados apresentaram o pico de migracdo de neutréfilos em 6 h de infeccdo
experimental por BCG, mas ap0s este tempo o numero de neutréfilos diminui
consideravelmente e aos 15 dias de infec¢do encontra-se igual ao controle. E em 24 h
de infeccdo, 37% dos neutrdfilos do lavado pleural apresentavam-se apoptoéticos. De
maneira interessante, 92% destes estavam infectados por BCG sugerindo a inducéo da
apoptose pela bactéria. Além disso, foi observado por microscopia de luz apos
coloracdo por May-Grunwald-Giemsa a presenca de neutréfilos apoptéticos no interior
de macrofagos. Esses dados sugerem entdo, que essas células morreriam por
apoptose e seriam fagocitados por macréfagos como um mecanismo para impedir a
inflamacdo e danos nos tecidos por seu conteudo citotéxico. Dados do nosso grupo
apresentaram ainda por microscopia eletrénica, neutrdéfilos infectados por BCG no
interior de macréfagos da cavidade pleural em 24 h de infeccdo (D'Avila et al., 2008b).
Corroborando também com dados de Antony e col, que observaram a presenca de
neutroéfilos infectados com BCG no interior de macréfagos de coelhos (Antony et al.,
1985). Nossos dados sugerem a inducdo da apoptose em neutrofilos infectados pelo
BCG como um mecanismo de escape, podendo funcionar como “Cavalos de tréia” uma
vez que quando fagocitados pelos macréfagos, os neutrofilos podem estar levando
consigo as bacilos ainda vivos.

A fagocitose de células apoptéticas é um processo fisiolégico que leva a inducéo de
mediadores anti-inflamatorios como a PGE2 e TGF-B, a fim de conter a inflamagé&o
atuando como desativadores de macréfagos. Dessa forma, o aumento no numero
células apoptéticas na infeccdo micobacteriana, assim como a aceleracdo desse

fenbmeno pode estar contribuindo sob um outro aspecto para a perpetuacdo da
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doenca. Dessa maneira semelhante, Freire-de-lima e col observaram um aumento da
apoptose celular durante a infeccao por T. cruzi, que foi correlacionado com o aumento
da sintese de PGE:2 e TGF-B (Freire-de-Lima et al., 2000). No mesmo estudo 0s
autores observaram que a interacdo das células apoptodticas, mas nao necroéticas
durante a infeccéo por T.cruzi favoreceram a replicacdo do parasita em um mecanismo
dependente desses mediadores. Além disso, quando a PGE: foi inibida através do
tratamento com inibidores de COX como a aspirina e celecoxib, o aumento da
replicacdo do parasita observada pela co-cultura de células apoptéticas foi revertida.

Ja tendo sido descrito o papel dos corpusculos lipidicos como sitios de localizacéo
de COX-2, funcionando como plataformas de sinalizac&o intracelular para a producao
de PGE-: durante a infeccdo micobacteriana (Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2006),
investigamos entdo o papel das células apoptéticas na formacdo de corpusculos
lipidicos durante a infecgdo por BCG. Nossos estudos in vitro mostram que a célula
apoptotica foi capaz de aumentar o numero dos corpusculos lipidicos além disso, a
presenca das células apoptéticas durante a infeccao por BCG foi capaz de amplificar a
formacao dessas organelas. Contudo, quando utilizadas células necréticas ou viaveis,
esse efeito ndo foi observado. Confirmamos ainda o papel das células apoptéticas na
infeccédo por BCG in vivo. Quando foi utilizado o inibidor de pan-caspase zVAD, ele foi
capaz de inibir a apoptose celular sem inibir a migracao de neutréfilos. Confirmando os
nossos dados in vitro, a inibicdo da apoptose pelo zZVAD teve um efeito drastico na
inibicdo da formacao de corpusculos lipidicos ap6s 24 h de infec¢do por in vivo. Além
disso, o aumento dos corpusculos lipidicos induzidos por células apoptéticas e a sua
amplificac@o na presenca do BCG ocorreu em paralelo a sintese de PGE2. De acordo,
esse aumento na sintese de PGE:2 néo foi observado quando foram utilizadas células
necréticas e células viaveis (D'Avila et al., 2008b). Ainda, a utilizacdo de inibidores de
COX, como a aspirina e NS-398 além do inibidor do acido graxo sintase, o C75, foram
capazes de inibir a formacdo de corpusculos lipidicos induzidos pelas células
apoptoticas e pelo BCG, concomitante com a diminuicéo da sintese de PGE:2 (D'Avila et
al., 2008b). D’avila e col demonstraram que a aspirina e o0 NS-398 sdo capazes de inibir
a formacdo de corpusculos lipidicos além de induzir a sintese de TNF-a e diminuir a
producdo de IL-10 durante a infeccdo por BCG (D'Avila et al., 2006). Em conjunto,

esses resultados sugerem que a fagocitose das células apoptéticas na presenca na
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infecc@o potencializa a formacdo de corpusculos lipidicos, a sintese de PGE:2 e pode
estar agindo na desativacao de macréfagos e dessa forma favorecendo o patdgeno.

O reconhecimento de padrbes moleculares associados a patogenos (PAMPS) por
leucdcitos é um evento crucial para desencadear a fagocitose do patdégeno assim como
extremamente importante na inducdo de uma sinalizagdo intracelular e
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa. Tem sido descrito que a parede
celular micobacteriana possui uma grande variedade de PAMPs, como lipoproteinas e
lipoglicanos que s&o reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdes
presentes na membrana dos leucocitos. Nossos resultados mostraram que tanto o BCG
viavel quanto o morto foram fagocitados por macrofagos pleurais durante a infeccédo in
vivo. Realmente, tem sido sugerido um papel para o ManLam micobacteriano na
fagocitose mediada pelo receptor de manose (Schlesinger et al., 1994). Sugerindo o
reconhecimento de componentes micobacterianos nessa resposta. Além disso, varios
trabalhos tém apontado a participacdo do TLR2 no reconhecimento de lipoglicanas
como o LAM e o PIM desencadeando uma sinalizacdo intracelular envolvida na
resposta micobacteriana (Gilleron et al., 2003; Means et al., 1999).

De fato, tem sido bem descrito pelo nosso laboratério o reconhecimento do M. bovis
BCG via TLR2 bem como o seu envolvimento na inducdo dos corpusculos lipidicos.
Investigamos entdo a capacidade de alguns componentes da parede micobacteriana
em induzir a formacgéo dos corpusculos lipidicos. De maneira semelhante ao ocorrido
durante a infeccéo in vivo por BCG, experimentos in vitro com o LAM, o TDM e o TMM
demonstraram a capacidade desses componentes da parede celular micobacteriana
em aumentar o numero de corpusculos lipidicos apds 24 h de estimulo em macroéfagos.
Com 24 h de estimulo foi observado ainda que a formacao de corpusculos lipidicos é
um mecanismo regulado, sendo dependente da natureza do estimulo, uma vez que a
micobactéria ndo patogénica M. smegmatis e particulas de latex ndo revestidas foram
fagocitadas pelos macréfagos, contudo ndo foram capazes de induzir a formagéo de
corpusculos lipidicos, ao contrario do BCG, onde houve um aumento no niumero dessas
organelas. Sugerindo que a biogénese dos corpusculos lipidicos € um fenbmeno que
nao depende da fagocitose.

NOs procuramos entdo investigar se haveriam outros receptores envolvidos na

biogénese dos corpusculos lipidicos. Alguns receptores tem sido descritos no
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reconhecimento e fagocitose de células apoptéticas como os receptores CD36 e CD14
(Devitt et al., 1998; Savill et al., 1991). Estudos prévios ainda apontam para o papel
desses receptores no reconhecimento e fagocitose de micobactérias (Febbraio et al.,
2001; Peterson et al., 1995). Contudo, o papel desses receptores durante as infeccdes
micobacterianas ainda ndo se encontra totalmente esclarecido.

Investigando o papel desses receptores na infeccao experimental por BCG in vivo e
in vitro, observamos que os animais deficientes para ambos os receptores tiveram uma
menor inducdo na formacdo dos corpusculos lipidicos, quando comparados com 0s
animais selvagens. Esses dados corroboram com dados do nosso laboratorio, onde foi
observado que a utilizagdo de anticorpos neutralizantes para os receptores CD36 e
CD14 foi capaz de inibir a formacao de corpusculos lipidicos, a sintese de PGE2, porém
sem alterar os niveis de TNF-a durante a infecgao por BCG (Almeida em preparacao).

Como descrito anteriormente, os corpusculos lipidicos sédo estruturas dinamicas,
altamente reguladas que aumentam em numero e tamanho durante a infec¢do por BCG
em leucocitos por um mecanismo dependente do reconhecimento por receptores
(Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2007; D'Avila et al.,, 2006). Dessa forma,
concluimos até o momento um papel para os componentes da parede micobacteriana
na formacado dos corpusculos lipidicos e o envolvimento dos receptores CD36 e CD14
nesse fendbmeno. Contudo, estudos adicionais ainda sdo necessarios para esclarecer o
papel desses receptores na formacdo de corpusculos lipidicos tanto pelo
reconhecimento de componentes da parede micobacteriana quanto pelo
reconhecimento de células apoptoticas.

Diversos estudos tem descrito uma intima relacdo entre os corpusculos lipidicos e
fagossomas contendo micobactérias. Analises utilizando microscopia eletrénica de
transmissao foram realizadas com a finalidade de melhor observar a interacdo entre
estas duas organelas. Nossos resultados mostraram pela imunomarcagdo com ouro
para ADRP que os corpusculos lipidicos estdo em associacdo com os fagossomas em
24 h de infeccdo por BCG in vivo. Dados semelhantes foram observados por Melo e col
onde foi observada a interacdo entre os fagossomas e os corpusculos lipidicos durante
a infeccdo por outro patdégeno intracelular, o T. cruzi (Melo et al., 2003). Esses dados
sugerem que 0s corpusculos lipidicos podem estar atuando como fonte de carbono

para o patdégeno, uma vez que o fagossoma é um ambiente hostil e de privacdo de
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nutrientes, favorecendo assim a sua sobrevivéncia. Durante 24 h de infec¢cdo por BCG
in vivo observamos ainda estruturas sugestivas de corpusculos lipidicos no interior dos
fagossomas infectados. Sugerindo a fusdo entre as duas organelas com a perda de
continuidade da membrana dos corpusculos lipidicos. Resultados semelhantes foram
demonstrados por Russell e col onde também foi observado, ndo sé a interagéo entre
essas organelas, mas a presenca de um fagossoma contendo o M. tuberculosis no
interior de um corpusculo lipidico, em estagios ja avancados da infeccao (Russell et al.,
2009). Além disso, nossos resultados mostram ainda a bactéria embebida no contetdo
lipidico presente no fagossoma. Corroborando com nossos dados, imagens de
microscopia confocal mostraram os fagossomas contendo M. leprae envolvido pelos
corpusculos lipidicos nas células de Schwann (Mattos et al., 2010b).

Durante nossas analises por microscopia de fluorescéncia observamos que existe
uma proximidade dos corpusculos lipidicos com os fagossomas quando utilizamos tanto
a bactéria viva quanto a morta, em 24 h da infec¢do experimental por BCG, sugerindo
um papel para os componentes da parede micobacteriana na modulacdo dessa
interacdo. Investigamos o papel de componentes da parede micobacteriana nesse
evento. Nossos resultados mostraram a interacdo de particulas de latex revestidas com
LAM e PIM com os corpusculos lipidicos, além de também ter sido observado o mesmo
fenbmeno com TDM e TMM (dados ndo mostrados), sugerindo que esses lipidios
micobacterianos podem estar modulando a interacdo entre os fagossomas e 0s
corpusculos lipidicos. Contudo, esse fenbmeno néo foi observado quando utilizado as
particulas de latex ndo revestidas. Beatty e col demonstraram o trafego de lipidios da
parede celular micobacteriana para a membrana dos fagossomos ou para outras
organelas (Beatty et al., 2000; Beatty et al., 2001). Nossos dados até aqui sugerem um
papel para os corpusculos lipidicos como fonte de nutrientes para a manutencao da
sobrevivéncia da micobactéria, bem como escape do sistema imune, uma vez que 0
bacilo estara revestido com componentes do proprio hospedeiro ou de uma maneira
mais ampla podendo estar modulando a sintese de mediadores anti-inflamatérios,
regulando negativamente a resposta do hospedeiro.

Propomos ainda, uma nova hipétese envolvendo os corpusculos lipidicos no
mecanismo de inibicdo da maturacdo fagossomal por M. tuberculosis vivo observada

por Armstrong e Hart em 1971, contudo ainda sem explicagao.
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Uma importante caracteristica do M. tuberculosis e do BCG é possuirem a
capacidade de reter a proteina Rab5 no fagossoma, impedindo a troca pela Rab7 e,
consequentemente, a maturacdo fagossomal (Fratti et al., 2001; Via et al., 1997).
Trabalhos anteriores utilizando células U937, A431 e HuH7 (Fujimoto et al., 2004;
Umlauf et al., 2004; Wan et al., 2007) demonstraram a presenca de proteinas da familia
Rab em corpusculos lipidicos de células ndo estimuladas. Em nosso trabalho,
investigamos a presenca dessas proteinas nos corpusculos lipidicos, durante infeccéo
experimental por BCG. Observamos por imunofluorescéncia que apesar da proteina
Rab5 se apresentar préxima dos corpusculos lipidicos, ela ndo foi observada co-
localizada nestas organelas. Por outro lado, quando investigamos a proteina Rab7,
observamos que a mesma encontrava-se co-localizada com os corpusculos lipidicos,
sugerindo que estas estruturas possam estar atuando de maneira importante na
modulacdo da infeccdo, agindo como sequestradores da Rab7 necesséria para a
maturacdo fagossomal. Além disso, nossas analises por microscopia eletrbnica de
transmissdo ndo s6 confirmaram a presenca da Rab7 nessas organelas como
observaram a interacdo entre os fagossomos e os corpusculos lipidicos exatamente na
area de maior acumulo de Rab7. Sugerindo que a Rab7 pode estar sendo sequestrada
para o0s corpusculos lipidicos, como um mecanismo para impedir a maturacao
fagossomal. Para que a Rab7 presente nos fagossomas complete as etapas
subsequentes da via endocitica culminando com a maturacao fagossomal, € necessaria
a sua ligacdo com a sua proteina efetora, a RILP (Harrison et al., 2003; Jordens et al.,
2001). A RILP além de ser responsével por recrutar o complexo motor dineina-dinactina
resultando na fusdo dos fagossomos com os lisossomos, tem sido descrita como um
marcador de ativagdo da proteina Rab7 pela sua capacidade de se ligar a ela somente
guando esta na sua forma ativa (GTP) (Cantalupo et al., 2001). Nossos resultados de
imunofluorescéncia revelaram que a Rab7 presente nos corpusculos lipidicos se
encontram na sua forma ativa pela presenca da proteina RILP encontrada nessas
organelas em 24 e 48 h apos a infeccao experimental por BCG in vivo. Estudos futuros
serdo necessarios para avaliar se o corpusculo lipidico esta de fato envolvido na
maturacdo fagossomal através da modulacdo da sua formacéo e a avaliagdo do perfil

de acidificacao fagossomal apresentado.
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Em concluséo, nossos resultados indicam que na infeccdo por BCG é capaz de
induzir a biogénese de corpusculos lipidicos pela inducdo de neutréfilos apoptoticos;
por componentes da parede micobacteriana ou somente pela presenca do bacilo.
Demonstramos ainda que esse € um mecanismo altamente regulado e parcialmente
dependente do reconhecimento celular através dos receptores CD14 e CD36. Além
disso, nds sugerimos o possivel papel dessas organelas como fontes de nutrientes para
a bactéria e 0 seu envolvimento nos mecanismos de escape micobacteriano pela
modulacao da via endocitica em macroéfagos.

Propomos no esquema abaixo, um modelo onde os nossos dados em conjunto com
dados prévios do laborat6rio indicam um importante papel do BCG e de componentes
da sua parede na formacdo dos corpusculos e sintese de PGE2 em um mecanismo
dependente de receptor. Ainda, a inibicdo dos corpusculos lipidicos, com consequente
inibicdo de PGE:2 por aspirina, NS-398 e C75, mostraram-se capazes de modular a
prodi¢céo de citocinas como o TNF e IL-10, sugerindo um papel do anti-inflamatério para
os corpusculos lipidicos podendo dessa forma estar favorecendo a sobrevivéncia
micobacteriana. Os mecanismos envolvidos na formacdo dos corpusculos lipidicos
através do reconhecimento e/ou fagocitose de células apoptéticas ainda é
desconhecido. Contudo, dados prévios do nosso laboratério sugerem que o0 aumento
da sintese do TGF-B pelo reconhecimento das células apoptéticas possa estar
induzindo a formacéo dessas organelas, com o0 conseqiente aumento de PGE2. Um
outro mecanismo proposto aqui € a interacdo dos fagossomas com o0s corpusculos
lipidicos de uma maneira dependente de componentes da parede micobacteriana. Os
componentes da parede podem estar modulando essa aproximagdo entre 0s
corpusculos e os fagossomas em beneficio proprio. Onde o corpusculo lipidico parece
estar sequestrando a Rab7 ativa dos fagossomas impedindo a maturacédo fagossomal.
Além disso, a Rab7 pode estar intermediando o ponto de contato entre as duas
organelas e possibilitando que haja a troca de conteudo lipidico entre os corpusculos

lipidicos e os fagossomas.
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Esquema 6 — Modelo proposto para a bigénese dos corpusculos lipidicos e o seu
papel nainfec¢cao experimental por Mycobacterium bovis, BCG.
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6)Conclusodes



- O Mycobacterium bovis, BCG foi capaz de induzir a formacdo de corpusculos

lipidicos, migracao de neutrdfilos para a cavidade toracica e apoptose dessas células.

- Os resultados demonstraram que o0s neutrofilos apoptéticos sdo capazes de
induzir a formacdo de corpusculos lipidicos tanto in vivo quanto in vitro, sendo

amplificada a sua formacdo quando em presenca da infeccéo.

- Foi observado o envolvimento dos receptores CD36 e CD14 na inducdo dos

corpusculos lipidicos na infeccdo experimental por BCG.

- Diferentes componentes da parede micobacteriana, foram capazes de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos e foram observados em interagdo com essas

organelas.

- A interacdo dos fagossomas e corpusculos lipidicos via Rab7 e a presenca
dessas organelas no interior de fagossomas infectados.

- Esse trabalho demonstrou a presenca da Rab7, mas ndo da Rab5, na superficie
dos corpusculos lipidicos durante a infec¢éo por BCG.

- Foi observado a co-localizacdo da proteina Rilp com os corpusculos lipidicos
durante a infec¢do por BCG sugerindo que a Rab7 observada nessas organelas esta

na sua forma ativa.

v Os resultados mostraram diferentes mecanismos envolvidos na biogénese dos
corpusculos lipidicos induzidos por BCG sugerindo que a modulacdo dessas organelas
pelo patdgeno podem representar um importante mecanismo de escape da resposta

imune do hospedeiro.
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