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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Natalia Roberta Roque

Os corpusculos lipidicos (CL), também chamados de gotas lipidicas, sdo organelas ricas
em lipidios que tem sido frequentemente associadas as condigdes inflamatorias e
infecciosas. O aumento no numero e tamanho dessas organelas € um fenbmeno bem
regulado que tem sido associado com a persisténcia bacteriana. Nesse trabalho, nés
investigamos os mecanismos pelos quais os CL induzidos pela micobactéria podem atuar
em favor da infec¢gdo. Por microscopia eletrénica de transmissao (MET), ndés mostramos
que os CLs marcados com ADRP interagem com fagossomas durante a infec¢gao por M.
bovis bacillus Calmette-Guérin, (BCG) in vivo. Por microscopia de fluorescéncia, nods
observamos que a interagdo entre os CL e os fagossomas ndo é dependente da
viabilidade bacteriana. N6s mostramos uma maior frequéncia de CLs em proximidade
com os fagossomas contendo particulas de latex revestidas com Lipoarabinomanana
(LAM) ou Fosfatidilinositol manosideo (PIM) de M. tuberculosis (M.tb), mas ndo com as
particulas de latex ndo revestidas, sugerindo um mecanismo de recrutamento de CL para
proximo dos fagossomas. Particulas de latex revestidas com LAM interagem com os CL,
102,60% mais do que as particulas de latex ndo revestidas em macréfagos carregados
com acido oleico. Além disso, nds observamos que a Rab7, uma importante GTPase
endocitica e, marcador de endossoma tardio, assim como seu efetor RILP, mas ndo a
Rab5 co-localizou com os CL marcados por Bodipy® induzidos pela infecgdo com BCG
em 24 h. Por MET, nds observamos a imunolocalizagdo da Rab7 co-localizada com os CL
no local de interagcdo com um fagossoma infectado durante a infecgdo experimental por
BCG in vivo. De maneira interessante, nds observamos uma diminuicdo na aproximagao
das particulas revestidas com LAM e os CL ap6s os macréfagos terem sidos tratados com
CID1067700, um inibidor competitivo da Rab7. Nés observamos que o BCG e o LAM,
mas nao, a micobactéria ndo patogénica M. smegmatis, ou particulas de latex n&o
revestidas, foram capazes de induzir a formacédo de CL em macréfagos in vitro. O papel
dos CL na modulacéo da infeccdo micobacterianas foi avaliado pelo tratamento com C75
(inibidor de acido graxo sintase) que modulou negativamente a formac&o dos CL e a
sintese de PGE; induzidos por BCG. Além disso, esse tratamento foi capaz de aumentar
o TNF-a enquanto inibiu a produgcdo de IL-10 e a sobrevivéncia micobacteriana,
determinado por contagens de UFC. Esses resultados sugerem que a interagdo dos CL-
fagossomas € um fenbmeno bem regulado e modulado pelo componente da parede
micobacterina, LAM e dependente de Rab7. O sequestro da Rab7 ativa para os CL pode
permitir a interagdo com o fagossomas e favorecer a troca de lipidios atuando como
nutrientes para sobrevivéncia micobacteriana. Além disso, nossos resultados indicam que
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os CL modulam mediadores pro- e anti- inflamatérios em favor da replicacdo e
sobrevivéncia do BCG. Assim, sugerindo que a inibicdo da formagao e/ou fungdo dos
corpusculos lipidicos como um alvo promissor para intervengoes terapéuticas na infecgéo
micobacteriana.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Biogenesis of lipid bodies during M. bovis BCG infection and their role in endocytic
pathway modulation in macrophages

Abstract
TESE DE DOUTORADO

Natalia Roberta Roque

Lipid bodies (LB) also named lipid droplets, are lipid rich organelles that have been often
associated with inflammatory and infectious conditions. The increase in number and size
of these organelles is a well-regulated phenomenon that have been involved with bacterial
persistence. In this work, we investigated the mechanisms by which mycobacteria induced
-lipid bodies may act in favor of infection. By Transmission electron microscopy (TEM), we
showed ADRP-marked LB interacting with phagosomes during M. bovis bacillus Calmette-
Guérin, (BCG) infection in vivo. By fluorescence microscopy we observed that the
interaction between LB and phagosomes is not dependent of bacterial viability. We
showed an increase in the frequency of LB proximity with phagosomes containing beads
coated with Lipoarabinomannan (LAM) or Phosphatidylinositol mannoside (PIM) from M.
tb, but not with non-coated beads suggesting a recruitment mechanism for LB-phagosome
proximity. LAM coated beads interacts with LB 102,60% more than non- coated beads in
macrophages loaded with oleic acid. Moreover, we observed that Rab7, an important
endocytic GTPase and late endosome marker, as well as its effector RILP but not Rab5
was co-localized with LB stained with Bodipy® induced by BCG infection at 24 h. By MET,
we observed an immunolocalization of Rab7 co-localized with LB in the site of interaction
with an infected phagosome during the experimental BCG infection in vivo. Interestingly,
we observed a decrease of LAM coated bead and LB apposition after macrophages were
treated with CID1067700, a competitive inhibitor of Rab7. We observed that BCG and
LAM, but not nonpathogenic mycobacteria M. smegmatis or non-coated latex beads, was
able to induce LB formation in macrophages in vitro. Next, we evaluated the role of LB
modulation on mycobacterial infection. Treatment with C75 (fatty acid synthase inhibitor)
down-regulated LB formation and PGE; synthesis induced by BCG. Also, these treatment
were able to enhance TNF-a while inhibit the IL-10 production and down-modulation of
mycobacterial survival and growth assessed by CFU count. These results suggest that LB-
phagosome interaction are well-regulated phenomena modulated by mycobacteria cell
wall component, LAM and dependent on Rab7. The hijack of active Rab7 to LB may
enable the interaction with phagosome, and may favour the exchange of lipids acting as
nutrients to mycobacterial survival. In addition, our results indicate that LB modulate pro-
and anti- inflammatory mediators in favor of BCG survival and replication. Thus suggesting
that inhibition of LB formation and/or function as a promising target for therapeutic
interventions in mycobacterial infection.
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1) Introducéo




1.1) Tuberculose
1.1.1) Epidemiologia e aspectos gerais

A tuberculose é a segunda maior causa de mortes (1,5 milhdes em 2013) por
doencas infecciosas em todo mundo podendo ser comparada somente com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (OMS, 2014) (Esquema 1). 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 responsavel por i
das mortes de pessoas infectadas com o virus HIV (Corbett e col., 2003, Corbett e
col., 2006).

Estimated new TB '\ ] o e
o cases (all forms) per " s 3
Q 100000 population ... - < o °
= . per year i

[
” I EX S

] 10-19 \

[T 2049
[ 50-124
I 125-299 %
[0 300-499
B =500
l:l No data
l:l Not applicable

Esquema 1. Painel de distribuigdo de novos casos de tuberculose no mundo
no ano de 2013. Figura adaptada da Organizagdo Mundial de Saude: Controle
global da tuberculose,vigilancia, planejamento e financiamento 2014.
(http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/).



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 utilizagdo das drogas rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol (Gandhi e col., 2006, Olle-Goig, 2006, Shah e col., 2007, Blaas e col.,
2008). Contudo, a OMS (Organizagao Mundial da Saude) registrou que 5,3% dos
novos casos de tuberculose em 2013 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 (OMS). 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 s&o resistentes a pelo menos 3 das 6 drogas
da segunda linha de tratamento (Gandhi e col., 2006, Olle-Goig, 2006, Shah e col.,
2007, Blaas e col., 2008). A presenca de um numero crescente de bactérias
resistentes pode ser consequéncia do uso inadequado do tratamento. Por ser um
tratamento longo, podendo durar de 2 a 6 meses, ndo € incomum o paciente parar a
terapia logo apds o desaparecimento dos sintomas sem que o tratamento seja
finalizado (Gandhi e col., 2006, Olle-Goig, 2006, Raviglione, 2006, Shah e col., 2007,
Blaas e col., 2008).

A falta de métodos de prevengao mais eficazes também tem sido levada em
consideragao como um dos fatores responsaveis pelo crescimento do numero de
pessoas infectadas pelo bacilo da tuberculose. A vacina Bacillo-Calmette-Guérin
(BCG), resultado da atenuag&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 em prevenir a infecgdo em adultos
(Bombardier e Heinemann, 2000).

A tuberculose é causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
onde sdo compreendidas as espécies patogénicas M. tuberculosis (M. tb), M. bovis
e M. africanum (Frieden e col.,, 2003). Em geral, o primeiro contato com a
micobactéria desencadeia uma resposta inflamatéria 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,
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alguns fatores estdo envolvidos com o desenvolvimento da doenga, como a
diabetes, desnutricdo, silicose, idade avangada e imunossupressédo (Dheda e col.,
2015). Dessa forma, o desenvolvimento da doenga pode ocorrer devido a uma re-
infecgao ou quando o individuo € portador assintomatico, por uma reativagao do foco
infeccioso primario. Segundo a OMS, entre 5% a 10% das pessoas infectadas pelo
bacilo desenvolvem a forma ativa da doenga em algum momento da vida.

Um unico individuo portador da tuberculose ativa ndo tratado, pode transmitir a
doenga para 10 a 15 pessoas por ano (OMS, 2014). Dessa forma, novas tentativas
de prevengdao e medicamentos com novos mecanismos de acdo tonaram-se
necessarios. Enfatizando ainda mais a importancia de pesquisas basicas, a fim de
investigar as interagbes entre as micobactérias e as células hospedeiras, uma vez
que essa é uma doenga de patogenia complexa e que 0s seus mecanismos

moleculares ainda ndo se encontram bem esclarecidos.



1.1.2) Imunopatogenia: Imunidade inata e adaptativa

Apoés a chegada do bacilo no trato respiratério, macréfagos alveolares e células
dendriticas irdo reconhecer e/ou fagocitar o bacilo através de diferentes receptores
de membrana, desencadeando assim uma resposta imune inata e posteriormente
adaptativa (Esquema 2). Diversos receptores estdo envolvidos no reconhecimento
de padrées moleculares da superficie da parede celular micobacteriana, como os
receptores de complemento, CD14, receptores de lectina tipo — C como os
receptores de manose (MR), Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-
3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN), macrophage inducible C-type lectin (Mincle) e
Dectina; receptores scavenger, e receptores do tipo toll (TLR) (Aderem e Underhill,
1999, Van Crevel e col., 2002, Saiga e col., 2011).
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O receptor de complemento (CR) 3 €& considerado o principal receptor
responsavel pela internalizacdo de micobactérias. Esse receptor que também é
conhecido como integrina aMB2 ou CD11b/CD18, é descrito possuir um importante
papel na fagocitose de micobactérias opsonizadas e livres (Aderem e Underhill,
1999, Velasco-Velazquez e col., 2003).

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

Foi demonstrado que o receptor Mincle reconhece o glicolipidio da parede
micobacterianas dimicolato trealose (TDM) e induz a sintese de 6xido nitrico (NO),
fator de necrose tumoral (TNF) e proteina inibitéria de mondcitos (MIP)-2
dependente desse receptor (Ishikawa e col., 2009).

O receptor de Dectin-1 também foi descrito como um importante indutor da
resposta pro-inflamatoria induzido por M. tb (Zenaro e col., 2009). Alguns trabalhos
indicam que a Dectin-1 pode estar atuando em conjunto com TLR2 no
reconhecimento e ativagdo de macréfagos por micobacterias levando a indugao de
TNF-a (Yadav e Schorey, 2006). Macréfagos derivados de medula de camundongos
deficientes para Dectin-2 mostraram a importadncia desse receptor no
reconhecimento do ManLam e na indug¢ao da sintese de TNF, MIP-2 e interleucina
(IL)-6 (Yonekawa e col., 2014). Apesar das células dendriticas possuirem alguns
receptores similares aos encontrados em macrofagos (CR3 e MR), DC-SIGN,
apresenta um papel fundamental no reconhecimento e adesdao do LAM de
micobactérias (Tailleux e col., 2003).

Tem sido descrito que os receptores scavenger também tém um importante
papel na internalizacdo das micobactérias. Zimmerli e col., observaram que o
bloqueio de MR e CR n&o levou a uma inibigao total da ligacdo do M. tuberculosis
com os macrofagos (Zimmerli e col., 1996). Contudo, quando o receptor scavenger
de classe A foi bloqueado apds o bloqueio dos CR e MR, foi observada uma

significativa inibicdo da ligagdo das micobactérias aos macréfagos. Ainda, Philips e



col observaram que o receptor scavenger de classe B, CD36, também é requerido
para a fagocitose de micobactérias (Philips e col., 2005).

A literatura mostra que os receptores TLR também estdo envolvidos no
reconhecimento de micobactérias e sdo uma das principais armas do hospedeiro
contra patdgenos invasores. Esses receptores fazem parte de uma familia de pelo
menos 13 receptores (Nilsen e col.,, 2008). Os TLRs agem através do
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPSs),
desencadeando a sinalizag&o intracelular via receptor citoplasmatico Toll/IL-1 (TIR)
que apds a associagao com proteinas adaptadoras como o fator de diferenciagéo
mieldide 88 (MYD88), TIR domain-containing adapter inducing IFN-B (TRIF), TIR
domain-containing adapter protein, also known as MyD88-adapter-like (TIRAP) ou
TRIF-related adapter molecule (TRAM) ativam diferentes fatores de transcricdo
como, fator nuclear kB (NF-kb), fator regulador de interferon (IRF)3, IRF5 e IRF7
induzindo a expressao de uma variedade de citocinas, quimiocinas, moléculas co-
estimulatérias e interferon (IFN), importantes para a resposta adaptativa (Medzhitov
e Janeway, 1997, Akira e Hoshino, 2003, Kawai e Akira, 2005).

A vasta literatura tem mostrado o reconhecimento de micobactérias, assim como
o de componentes da sua parede na sinalizagado celular e modulagdo da resposta
inflamatdria induzida por TLR. Gilleron e col., demonstraram que tanto o LAM,
quanto do fosfatidil mioinositol manosideo (PIM), importantes constituintes da
parede celular micobacteriana, estdo envolvidos no reconhecimento e ativagao
celular na resposta inata contra micobactérias de forma dependente do TLR2
(Gilleron e col., 2003). A producédo de citocinas proé-inflamatoérias na infecgéo in vitro
por BCG em macrofagos é dependente de TLR2, mas ndo de TLR4 (Heldwein e
col., 2003). Corroborando com esses dados, macréfagos deficientes de TLR2
infectados com M. tuberculosis ndo sao capazes de expressar o complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe Il diferente do observado em macréfagos
deficientes de TLR4 (Reiling e col., 2002). Dados do nosso grupo mostraram ainda
que o TLR2, mas ndo o TLR4 esta envolvido na migragao celular induzida por BCG
(D'avila e col., 2007). A migracdo de eosinofilos, assim como a producéo de
eotaxina também foi drasticamente inibida em animais deficientes de TLR2 durante
a infecgao por BCG (Gandhi e col., 2006, D'avila e col., 2007).



Outra molécula micobacteriana dependente da ativacdo do TLR2 é a
lipoproteina purificada de 19kDa, que quando reconhecida pelo receptor
desencadeia a ativagdo de NF-kb e a secrecdo de IL-12 (Brightbill e col., 1999). De
maneira interessante, o ManLAM é 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 e col.,
2003). Estudos com um outro componente micobacteriano, o fator de tuberculose
soluvel (STF), sugere uma interagcéo funcional entre TLR2 e TLR6 para que haja a
ativagdo celular (Bulut e col., 2001). 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 (Pugin e
col., 1994, Peterson e col., 1995).

Os inflamassomas sao estruturas multiproteicas que, apds prévia ativagao, sao
organizadas em complexos compreendidos por um NOD-Like receptor (NLR), uma
proteina adaptadora “apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD”
(ASC) e a capase-1 ativa (Vanaja e col.,, 2015). Sendo responsaveis pelo
processamento da pro-IL-13 e pro-IL-18 nas suas formas ativas (Martinon e col.,
2002). De fato, foi observado que macréfagos alveolares pré-tratados com MDP
(muramildipeptidio), ligante de NOD2, foram capazes de induzir um aumento da
sintese de IL-1B apos a infeccdo com M. tb ou BCG por 24 h. O autor ainda
confirmou o papel do NOD2 na producdo de IL-1B durante a infeccéo
micobacteriana através da inibicdo dessa proteina por siRNA em macréfagos
humanos (Brooks e col., 2011).

Assim que é ativada pelo M. tuberculosis, a célula dendritica induz a sintese de
IL-12, seguida pelo aumento da expressdo de MHC-Il, importante para a
apresentacdo de antigenos para as células T nos o6rgaos linféides secundarios
(Thoma-Uszynski e col., 2000, Thoma-Uszynski e col., 2000, Tsuji e col., 2000,
Michelsen e col., 2001). E importante ressaltar que outras células fagociticas como
monaocitos, macréfagos e neutrofilos também sdo responsaveis por secretar 1L-12
apos a fagocitose do M. tuberculosis (Cooper e col., 2002, Trinchieri, 2003). A IL-12
€ uma importante citocina indutora de uma resposta adaptativa de perfil T helper
(Th)1, e principal resposta para o controle da infecgdo por M. tuberculosis (Flynn e
Chan, 2001).



Alguns estudos mostram que o tratamento com IL-12 exégeno aumenta a
resisténcia ao bacilo (Cooper e col., 1997) e que animais deficientes tanto em IL-
12(p40), quanto em IL-12(p35) sdo mais suscetiveis a infecgdo (Berrington e Hawn,
2007). Além disso, tem sido descrito que a IL-12 possui um importante papel
estimulando a producédo de IFN-y, sendo fundamental no controle da tuberculose
(Trinchieri, 2003).

O aumento da sintese de IFN pelas células T CD4+, T CD8+ e células natural
killer (NK) , bem como do TNF por mondcitos e macrofagos quando expostos aos
produtos do M. tb, possuem uma importante funcido de conter a infecgdo. Essas
citocinas sdo responsaveis por ativar os macrofagos e estimular a produgéo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) e NOS 2 importante para que o bacilo seja morto
(Ding e col., 1988, Flesch e col., 1994, Flynn e Chan, 2001, Feng e col., 2006). Além
do aumento da expressao de intermediarios reativos de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) (Flesch e Kaufmann, 1987).

O envolvimento dessas citocinas na protecao a infecgao foi confirmado quando
foram utilizados animais deficientes em TNF e IFN (Flynn e col., 1995, Flynn e col.,
1995). De maneira interessante, Ting e col demonstraram que o M. tuberculosis &
capaz de inibir a via de sinalizagéo ativada pelo IFN-y evitando que os macréfagos
sejam ativados de maneira adequada, e com isso facilitando a replicagado da bactéria
(Ting e col., 1999).

Foi observado também em modelos in vivo e in vitro, a capacidade do M.
tuberculosis em induzir a sintese de quimiocinas como RANTES, quimioatraentes
para ceélulas T, eosindfilos e basdfilos, as proteinas quimiotaticas de mondcito
(MCP)-1, MCP-3 e MCP-5 e a proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-a e MIP2
(Rhoades e col., 1995, Orme e Cooper, 1999). Esses dados foram confirmados por
estudos in vitro utilizando macrofagos humanos infectados com M. tuberculosis,
onde foram produzidos RANTES, MCP-1, MIP-a e IL-8 (Sadek e col., 1998). LAM,
lipomanana (LM), e PIM também tém sido descritos como poderosos indutores de
IL-8 (Zhang e col., 1995, Riedel e Kaufmann, 1997, Wickremasinghe e col., 1999).

A infeccao por M. tuberculosis também induz citocinas conhecidas por suprimir
as respostas imunes inata e adaptativa. Essa mudancga na resposta inflamatéria do
hospedeiro no curso da infec¢do, esta relacionada com polarizagdo dos macréfagos
induzidos pela infecgdo (Benoit e col., 2008, Dorhoi e col., 2011, Lugo-Villarino e
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col., 2011). Ainda, a polarizagdo dos macréfagos M1 para M2 pode ocorrer devido a
transicdo da fase aguda para a fase crbnica da infegdo com o objetivo de conter o
dano tecidual e a inflamagéo (Martinez e col., 2009, Mounier e col., 2013). Contudo,
alguns trabalhos tem indicado que a bactéria poderia estar usando essa polarizagao
como mecanismo para favorecer a infecgao (Benoit e col., 2008, Mege e col., 2011).

Os macrofagos séo classificados em classicos (M1), com caracteristicas pro-
inflamatorias (ex. sintese de NO) e alternativos (M2) que s&o ativados por sinais
caracteristicos de uma resposta Th2 e possuem propriedades anti-inflamatdrias,
como a sintese de IL-4, IL-13, IL-10 e fator transformador do crescimento- (TGF-3)
(Martinez e col., 2009, Gordon e Martinez, 2010).

A IL-10 é uma citocina produzida por macrofagos, células dendriticas, e células
T regulatérias. A produgdo dessa citocina durante a infec¢gdo por M. tuberculosis
possui propriedades desativadoras de macréfagos, incluindo a modulagado negativa
da sintese de IL-12 induzindo uma diminuicdo da produg¢ao de IFN-y pelas células T
(Gong e col., 1996, Flynn e Chan, 2001). Em um estudo in vitro, macréfagos de
pacientes com M. tuberculosis nado foram capazes de induzir a proliferagdo de
células T, porém, quando foi usado um inibidor para a IL-10, esse quadro foi
revertido (Lin e col., 1996). Rojas e col, observaram que a IL-10 é responsavel pela
inibicdo das respostas das células T CD4+, além de modular de maneira negativa a
apresentacado de antigenos pelas células infectadas por M. tuberculosis (Rojas e
col., 1999). Estudos em camundongos demonstraram que, apesar da IL-10 n&o ter
um papel importante na suscetibilidade inicial da infec¢ao, ela parece ser importante
na reativacédo da forma latente (Mohan e col., 2001).

A sintese do TGF-f por macréfagos na resposta a tuberculose também induz
efeitos anti-inflamatorios. Essa citocina tem sido descrita presente nos granulomas
dos pacientes infectados, assim como produzida por mondcitos apds a estimulagao
com M. tuberculosis e LAM (Toossi e col.,, 1995, Dahl e col., 1996). Ela age
suprimindo as células T e desativando os macréfagos pela inibigdo do IFN-y (Toossi
e col., 1995, Hirsch e col., 1997, Rojas e col., 1999).

Outro importante fator produzido por células de perfil Th2 é a prostaglandina
(PG)E2. Tem sido descrito que a PGE; possui um importante papel na
imunossupressdo e na persisténcia da infecgao por M. tb. Varios trabalhos tem

descrito o papel da PGE; na desativacdo dos macrdgafos incluindo uma importante
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diminuicdo da nicotidamina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase,
importante, IL-12 e MCP (Pillinger e col., 1995, Van Der Pouw Kraan e col., 1995,
Harbrecht e col., 1997). Hsueh observou que quando macréfagos alveolares sao
estimulados com BCG ha um aumento na liberagdo de PGE; quando comparado
com o grupo estimulados com particulas de latex (Hsueh, 1979). A inibicdo da PGE;
em animais na fase cronica da infecgdo com M. tb, foi capaz de induzir um aumento
da sintese de IFN-y, TNF-a e INOS além da diminuigdo da replicagdo bacteriana
(Rangel Moreno e col., 2002).
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1.1.3) Mecanismos de subversao da resposta imune do hospedeiro

A tuberculose é uma doencga que persiste por longos periodos no hospedeiro
possuindo uma alta taxa de infectividade. Essa caracteristica pode ser atribuida a
capacidade da bactéria de sobreviver em equilibrio com sistema imune do
hospedeiro. Tem sido descritas diversas estratégias usadas pelas micobacterias
para resistir a resposta imune do hospedeiro.

A indugado de apoptose em leucécitos tem sido considerado um mecanismo de
escape que pode estar envolvido na sobrevivéncia e replicagdo micobacteriana
durante a infecgdo. Alguns estudos tem mostrado o papel da apoptose de
macrofagos como um mecanismo programado para a eliminacdo do bacilo
infeccioso, uma vez que o meio intracelular € o local de replicacdo do M.
tuberculosis (Molloy e col., 1994, Kremer e col., 1997, Mendez-Samperio e col.,
2000). Contudo, o papel da apoptose parece ser benéfico para o bacilo, se levarmos
em conta o tipo celular que entra em apoptose. Ja foi descrito que os neutrofilos ndo
s&o eficazes no controle da tuberculose em animais susceptiveis (Eruslanov e col.,
2005). Aleman e col, observaram que a infec¢cdo por M. tuberculosis acelera a
apoptose de neutréfilos (Aleman e col.,, 2002). Dessa forma, a apoptose de
neutréfilos pode funcionar como “cavalo de tréia”, uma vez que quando fagocitados
pelos macréfagos (eferocitose), os neutréfilos podem estar levando consigo as
bacilos ainda vivos (Antony e col., 1985, D'avila e col., 2008). A fagocitose de
células apoptoéticas induz ainda a sintese de citocinas anti-inflamatérias TGF-3, IL-
10 e a supressao das pro-inflamatorias TNF-a e IL-8 (Fadok e col., 1998, D'avila e
col., 2008, D'avila e col., 2011).

Alguns estudos tem sugerido que a indug&o de necrose pelo M. tb pode ser uma
estratégia encontrada para escapar do sistema imune e disseminar a bactéria.
Amaral e col, observaram que cepas virulentas de M. tb sdo capazes de induzir
necrose em macrofagos apds alta taxa de replicagdo do bacilo levando a sua
dispersao para outras células em um mecanismo dependente do receptor P2X7
(Park e col., 2006, Amaral e col., 2014).

Autofagia também tem sido considerada um importante mecanismo do
hospedeiro para regular a proliferagdo micobacteriana. Foi observado que a delecao

do gene eis (enhaces intracelular bacterial survival) do M. tb induziu um aumento no
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autofagossomos e de ROS em macrofagos contribuindo para uma resposta anti-
bacteriana mais eficaz por parte destas células (Shin e col., 2010). E ainda, que o
fator de viruléncia SapM (fosfatase acida), secretado tanto por M. tb quanto por
BCG, esta envolvido na regulagdo negativa da autofagia através da interagdo da
SapM com a proteina Rab7 (Hu e col.,, 2015). Tomados em conjunto, esses
trabalhos demonstram que a autofagia favorece a resposta da célula hospedeira,
mas algumas micobactérias apresentam mecanismos para tentar subverter esta
resposta na célula hospedeira.

Como descrito anteriormente, os inflamassomas tem sido relacionados com a
resposta a infecgcdes micobacterianas. Contudo, o papel da ativacdo desses
complexos multiproteicos durante infec¢gdes por M. tb e BCG, ainda nao esta
totalmente elucidado. Enquanto tem sido amplamente descrito o papel protetor da
IL-18 contra a infeccdo por M. tb (Yamada e col., 2000, Mayer-Barber e col., 2010),
alguns autores mostram que a ativacdo do NLRP3 através da 6kDa early secreted
antigenic protein (ESAT-6) da via de secre¢do ESX-1 de micobacterias foi capaz de
induzir a secregao de IL-1 (Carlsson e col., 2010, Mishra e col., 2010). Contudo, o
mesmo trabalho mostrou que a sua indugéo foi prejudicial para o hospedeiro por
causar uma inflamacgao excessiva (Carlsson e col., 2010). Master e col demostraram
o papel da Zn?* metaloprotease de M. tb na inibigdo da ativacdo do inflamassoma e
sintese de IL-13. Quando foram estudados o M. tb ou BCG deficientes para o gene
que codifica a zinco-metaloprotease (zmp)7 foi observado, além da ativagdo da
caspase-1 e secregcdo de IL-1B, um aumento na maturacdo fagossosmal em
macrofagos (Master e col., 2008).

Além de modular os eventos acima citados, as micobacterias causadoras da
tuberculose podem regular a via endocitica da célula hospedeira. O M. tuberculosis,
possui como principal carateristica a capacidade de inibir a acidificagdo fagossomal,
sendo esse mecanismo fundamental para impedir a destruicdo do patogeno e o
controle da doenga. Apds a fagocitose, o fagossomo formado adquire uma série de
proteinas (como as Rab5, p150 e fosfatidilinositol 3 quinase- (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
fagossoma secundario (LAMP, Rab7 e RILP). A RILP (rab-interecting lysosomal
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protein) € a proteina efetora da Rab7, que faz a ligacdo entre a Rab7 ativada
(GTPase) e o complexo motor dineina-dinactina, promovendo o movimento
centripeto entre os fagossomas e lisossomas (Jordens e col., 2001, Harrison e col.,
2003). Nesse momento, os microrganismos fagocitados estdo sujeitos a um
importante mecanismo altamente regulado, a degradacédo por hidrolases acidas,
(conforme demonstrado no Esquema 3) (Koul e col., 2004, Flannagan e col., 2009,
Stenmark, 2009).

A auséncia de determinados componentes da parede micobacteriana tem sido
amplamente correlacionada com a diminuigdo da viruléncia do patogeno. Através
de estudos com M. tuberculosis deficiente na sintese de moléculas de superficie
especificas, tem sido sugerido que a parede celular do patdogeno é um importante
fator para a sobrevivéncia deste dentro da célula hospedeira (Glickman e col., 2000,
Makinoshima e Glickman, 2005).

Existem evidéncias de que o LAM, componente da parede de M. tuberculosis, é
capaz inibir o influxo de calcio citosolico (Vergne e col., 2003). Tal processo é
importante para a maturagdo fagossomal, pois o calcio ativa o complexo Ca++/
calmodulina quinase Il que € responsavel pelo recrutamento da proteina do
antigeno-1 do endossoma primario (EEA1), através da interagdo da PI3K com a
calmodulina (Fratti e col., 2003). E, essas proteinas efetoras da pequena GTPase
Rab5, sdo em conjunto responsaveis pelo ancoramento de vesiculas endossomais.
Essas vesiculas da via endocitica sao responsaveis pela troca de proteinas, como a
troca da Rab5 pela Rab7, da membrana fagossomal durante o curso de sua
maturagdo. Esses resultados concordam com dados prévios da literatura, que
descreveram a capacidade do M. bovis (Via e col., 1997) e M. tuberculosis (Fratti e
col., 2001) em reter a Rab5 (marcador de endossomo primario), ndo adquirindo a
Rab7, necessaria para o ancoramento do fagossoma secundario com o lisossoma.
Esses dados contribuem para a hipotese de que o LAM pode estar participando do
processo de inibicdo da formacgao do fagolisossoma.

Ainda, o lipidio da parede micobacterianas TDM, também esta envolvido na
modulagdo da maturagdo fagossomal. Macrofagos estimulados com particulas de
latex revestidas com TDM de BCG apresentam um atraso na maturagao fagossomal
quando comparados com o controle (Axelrod e col., 2008). Esse efeito foi revertido
quando as células foram pré- tratadas com IFN-a. A ativagdo dos macrofagos foi

14



mais eficaz em induzir a maturagédo dos fagossomas contendo as particulas de latex
revestidas com TDM do que os macrofagos em repouso estimulados com as
particulas de latex revestidas com soro albumina bovina (BSA) (Axelrod e col.,
2008).

Alguns autores tém sugerido que as micobactérias possam estar ativamente
controlando esses eventos da via endocitica (Esquema 3). Vergne e col,
demonstraram que o M. tuberculosis é capaz de inibir a formag¢ao do fagolisossomo
através da secregao de uma fosfatase chamada SapM, que atua hidrolizando o
fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P) da membrana fagossomal, o que impede o
ancoramento do fagossomo secundario com o lisossomo (Vergne e col., 2005), uma
vez que é necessario a presenca desse lipidio na forma fosforilada para que esse
evento ocorra. Macréfagos THP-1 infectados com M. tb deficiente para SapM
possuem um aumento na taxa de fagossomas acidificados quando comparados com

os selvagens (Puri e col., 2013).

15



Cell membrane —.

Sphingosine
Ca2+ ;
kinase
| camn™ /
hvPS34

Phagosome
LpdC

«—
4———»
PSSSB PKNG

PtpB  Calcineurin
—— TDM

Coronin 1

pMAPK /\ ab7 Zmp1
EEA1 PtpA
Ndk /\ /
Lysosome

///
V-ATPase

Esquema 3. Modelo de interagao patégeno-hospedeiro na modulagao da
Envolvimento de proteinas efetoras do M. tuberculosis

maturagao fagossomal.
atuando na inibicdo da maturag&o fagossomal (Li Wu e col., 2011)

16



O M. tb possui 2 tipos de sistemas de secrecdo de proteinas: ESX e SecA
importantes para a viruléncia bacteriana (Feltcher e col., 2010). Apesar deste
mecanismo nao estar totalmente elucidado, Sullivan e col observaram que M. tb
deficientes no sistema de secrecdo secA2 possuem uma taxa de maturagio
fagossomal maior do que o M. tb selvagem (Sullivan e col., 2012). Ainda, o sistema
de secrecao ESX-1 responsavel por secretar proteinas como a ESAT-6 e CFP-10
(culture filtrate protein 10 kDa), também esta envolvido com a inibigdo da maturacao
fagossomal (Tan e col., 2006, Abdallah e col., 2007). No modelo de infecgdo com M.
marinum, observa-se a co-localizacdo do bacilo deficiente na secrecdo dessas
proteinas com o lysotracker, marcador de vacuolos acidificados (Tan e col., 2006).
Demonstrando que estas proteinas possam ser necessarias para 0 mecanismo de
inibicdo da acidificagao do fagolisossoma das micobacterias mais patogénicas

O M. tb também é capaz de inibir a chegada nos fagossomas da ATPase
vacuolar (V-ATPase), enzima composta por multi-subunidades que possui o papel
de bomba de protons importante para a diminuigdo do pH fagossomal de 6,5 para
5,0 (Mukherjee e col., 1997, Wong e col., 2011). Wong e col observaram que a
proteina tirosina quinase (PtpA) secretada pelo M. tb se liga a subunidade H da V-
ATPase impedindo que esse interaja com o fagossoma e inibindo a sua acidificagao
(Wong e col., 2011). Além disso, a secrecdo de uma proteina-treonina quinase
semelhante a de organismos eucariotas (PknG) pelo M. tb e pelo BCG também esta
envolvida com a inibicdo da fusdo do fagossoma com o lisossoma. Foi observada a
co-localizagdo do BCG com delegdo no gene pknG, com a proteina Lamp mas nao
do BCG selvagem ou do M. smegmatis (micobactéria ndo patogénica) com mutagao
para expressar a proteina PknG o que indica o papel dessa proteina na inibicdo da
maturacéo fagossomal (Walburger e col., 2004).

Estudos in vitro também demonstraram a produgdo de grandes quantidades de
amobnia nos sobrenadantes de culturas infectadas com M. tuberculosis, podendo
este ser o fator responsavel pela inibicdo da fusdo do fagolisossomo, uma vez que o
cloreto de amoénia afeta o movimento dos lisossomos, assim como alcaliniza o
compartimento lisossomal (Gordon e col., 1980, Hart e col., 1983).

A presenca de colesterol no fagossoma micobacteriano também tem sido
descrita como importante fator para a preven¢ado da maturagédo fagossomal (Gatfield
e Pieters, 2000, Jayachandran e col., 2007). Ainda, Gatfield e Piters observaram que
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vacuolos contendo micobactérias possuem uma grande quantidade de colesterol e
que a deplegdo do colesterol em macréfagos antes da infeccdo torna as células
susceptiveis a infeccdo (Gatfield e Pieters, 2000). O colesterol tem se mostrado
essencial para a interagado dos fagossomas com a proteina do hospedeiro Coronina-
1, também conhecida como P57 ou tryptophan-aspartate- containing coat protein
(TACO). Essa proteina & expressa exclusivamente em leucocitos e esta presente
somente em fagossomas de macréfagos infectados com a bactéria viva (De Hostos,
1999, Ferrari e col.,, 1999, Nguyen e Pieters, 2005). Durante o estimulo de
macréfagos com a bactéria morta, a coronina 1 é rapidamente dissociada do
fagossomo seguida da fusdo com os lisossomas e degradagcdo da micobactéria
(Ferrari e col., 1999, Tailleux e col., 2003). Além do mais, tem sido descrito que o
colesterol das células hospedeiras pode estar funcionando como importante fonte de
carbono para as micobactérias (Pandey e Sassetti, 2008, Mattos e col., 2014).

Anes e col., demonstraram que a utilizacdo de lipidios como acido araquiddnico
(AA), ceramidas, esfingosinas, esfingomielinas ou PI(4,5)P, em macréfagos
infectados com M .tuberculosis induz a maturagdo fagossomal em um mecanismo
dependente da nucleagcdo da actina resultando em um significativo aumento da
morte da micobactéria (Anes e col., 2003). O mesmo estudo demonstrou que a
utilizacdo do lipidio diacilglicerol (DAG) inibiu a nucleagdo da actina com
consequente inibicdo da maturagdo do fagossomo. Esses dados sugerem que o
curso da infeccdo pode ser modulado por acidos graxos e sugerem ainda a
habilidade da micobactéria em recrutar componentes, principalmente lipidios, do
hospedeiro para proteger o seu habitat intracelular da agao dos lisossomas.

De fato, tem sido descrito que uma grande parte do genoma do M. tuberculosis
€ direcionado para a producdo de moléculas envolvidas com a sintese de lipidios
(Cole e col., 1998) e o papel dos lipidios durante a infeccdo micobacteriana tem sido
relacionado com a sobrevivéncia da micobactéria no interior de células do
hospedeiro.

Uma vez que a bactéria esta 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 ic/1, que codifica a enzima isocitrato
liase ativando a via de glioxilato, a qual facilita a retencdo de carbono através da
sintese de novo de carboidrato (Honer Zu Bentrup e Russell, 2001). O M.

18



tuberculosis possui 2 genes que codificam essa enzima. Tem sido descrito que
delecdo desses 2 genes impede a replicagao intracelular, resultando na eliminagao
do patdogeno dos pulmdes (Munoz-Elias e Mckinney, 2005). Dessa forma, é
importante ressaltar, que o que € alimento para as células do hospedeiro pode
representar também uma fonte acessivel de nutrientes para o patoégeno (Russell,
2003).
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1.1.4) Corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos, também chamados de gotas lipidicas ou adipossomos
sdo organelas que podem ser encontradas em virtualmente todos os tipos celulares
incluindo células vegetais, procariotas e de animais (Bozza e col., 2007, Bozza e
col., 2009, Pol e col., 2014). Contudo, o aumento dos corpusculos lipidicos em
numero e tamanho tem sido descritos envolvidos com diversas patologias tanto
infecciosas quanto inflamatorias (D'avila e col., 2008, Bozza e col., 2009, Saka e
Valdivia, 2012).

Inicialmente, pensava-se que o0s corpusculos lipidicos eram resultado do
acumulo de lipidios intracelulares atuando como fonte de energia em situagbes de
limitagao nutricional ou estocando acidos graxos livres a fim de evitar a formagéo de
lipidios reativos capazes de promover eventualmente a morte celular (Kusminski e
col., 2009). Atualmente, sabe-se que a formagao dessas organelas € um fendbmeno
altamente regulado que tem sido relacionada com a patogenia de doengas
infecciosas e inflamatorias (Bozza e col., 2009 Saka e Valdivia, 2012).

Alguns modelos tém sido propostos para explicar a biogénese dos corpusculos
lipidicos como os modelos de “brotamento”, “porta ovos” e “enovelamento”. O
modelo de “brotamento” tem sido mais difundido. 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. Apds alcancarem determinado volume, os corpusculos brotam
em diregdo ao citosol carregando uma hemi-membrana proveniente da face
citosélica da membrana do RE (Brown, 2001, Murphy, 2001, Robenek e col., 2004,
Martin e Parton, 2006). Entretanto, a presengca de dominios de membrana do RE e
ribossomas no interior dos corpusculos lipidicos refor¢ca a idéia da importancia do
modelo de enovelamento e sugere o papel dessas organelas na sintese de
proteinas (Wan e col., 2007, Bozza e col., 2009).

Os corpusculos lipidicos sao constituidos por uma mono membrana de
fosfolipidios, ricas em lipidios neutros e possuem uma variada composigao proteica.
As principais proteinas descritas relacionadas com os corpusculos lipidicos sao as
proteinas estruturais da familia das perlipinas, também denominadas como

proteinas PAT.
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Constituidas pela perilipina/PLIN1, proteina relacionada a diferenciacédo de
adipécitos (ADRP/ adipofilina/ PLIN2) e a ftail-interacting protein 47kDa
(TIP47/PLIN3), estima-se que essas proteinas sao responsaveis em revestir 15% da
superficie dos corpusculos lipidicos (Londos e col., 1999).

Estudos de protedmica identificaram mais de 200 proteinas diferentes nos
corpusculos lipidicos de células de mamiferos (Hodges e Wu). Além das proteinas
estruturais, proteinas relacionadas com o metabolismo, estoque e homeostasia de
lipidios, tem sido encontradas proteinas originalmente conhecidas na sinalizagao
proteina quinase C (PKC); Ras; proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK),
proteinas do citoesqueleto (actina e filamina A), do RE e diversas proteinas
envolvidas no trafego de vesiculas (Snares, proteinas vps e Rabs) (Hodges e Wu,
Lass e col., 2006, Bartz e col., 2007, Wan e col., 2007, Bozza e col., 2009).

Ainda, foi observada a co-localizacdo de enzimas responsaveis pela sintese de
eicosanoides a partir do acido araquidénico (AA) dos corpusculos lipidicos, como a
5-lipoxigenase (5-LO), leucotrieno sintase (LTC4) e ciclooxigenase (COX) (Dvorak e
col., 1993, Bozza e col., 1997, Bozza e col., 1998, Pacheco e col., 2002). Essas
evidéncias indicam que os corpusculos lipidicos possuem o0s componentes
necessarios para que o AA esterificado em fosfolipidios e lipidios neutros possam
ser metabolizados em eicosanoides, importantes em diversas patogenias (Esquema
4).

De fato, a imunolocaliz¢gdo de eicosandides como o LTB4, LTC4 € PGE; foram
observados nos corpusculos lipidicos em diversos tipos celulares dependente do
estimulo (Bandeira-Melo e col., 2001, D'avila e col., 2006, Pacheco e col., 2007,
Mattos e col., 2011).
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Esquema 4. Proteinas encontradas nos corpusculos lipidicos. Proteinas
envolvidas com a biogénese dos corpusculos lipidicos, sinalizagdo celular,
metabolismo lipidico, enzimas formadoras de eicosanoides e de trafego de
membranas ja foram descritas presentes nos corpusculos lipidicos de diferentes

tipos celulares (Bozza e col., 2009).
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Tem sido crescente o consenso do papel dos corpusculos lipidicos como
organelas multifuncionais, de biogénese altamente regulada, envolvidas em
processos inflamatorios e infecciosos (Pacheco e col., 2002, Bozza e col., 2009,
Saka e Valdivia, 2012).

A participacdo de receptores de membrana envolvidos no reconhecimento de
patogenos intracelulares tem sido descritos modulando a biogénese dos corpusculos
lipidicos. Os receptores mais amplamente estudados nesse fendmeno s&o os
receptores TLRs. Nosso grupo tem documentado que a indugdo de corpusculos
lipidicos em macroéfagos durante a infeccdo experimental por M. leprae e M. bovis,
BCG ocorre em um mecanismo dependente do receptor TLR2 (D'avila e col., 2006,
Almeida e col., 2009, Mattos e col., 2010). O componente da parede micobacteriana
e ligante de TLR2, o LAM também é capaz de induzir a formagao de corpusculos
lipidicos em macrofagos estimulados in vitro (D'avila e col., 2006). Foi ainda relatado
o envolvimento dos co-receptores de TLR2, CD36, CD14 e CD11b na indugéo de
corpusculos lipidicos durante a infecgao experimental por BCG (Almeida e col.,
2014). Contudo, quando foram utilizados animais deficientes para o receptor TLR4,
nao houve diferenga na formagao de corpusculos lipidicos, assim como nao foram
observadas diferengcas na migragédo e ativagdo de leucécitos quando comparados
com os animais selvagens durante a infecgdo por BCG in vivo (Fremond e col.,
2003, D'avila e col., 2006, D'avila e col., 2007).

De maneira semelhante, a infecgdo por Chlamydia pneumonia foi capaz de
induzir a formacao de corpusculos lipidicos de uma maneira dependente do receptor
TLR2, mas n&do do TLR4 em presenca de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(Cao e col., 2007). Outros estudos tém documentado o papel do TLR2 na formagao
de corpusculos lipidicos induzido pelo patdégeno intracelular Trypanosoma cruzi
(D'avila e col., 2011, D'avila e col., 2012).

Os receptores TLR2 e TLR6 também foram descritos importantes na biogénese
dos corpusculos lipidicos em macréfagos infectados com M. leprae (Mattos e col.,
2010). Contudo, nas células de Schwann infectadas por M. leprae, a formagéo de
corpusculos lipidicos ocorre por um mecanismo independente de TLR2, apesar
dessas células serem capazes de expressar esse receptor (Oliveira e col., 2003,
Mattos e col., 2010).
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D’Avila e col observaram o envolvimento do TLR2 na formagao de corpusculos
lipidicos em eosindfilos durante infecgdo por BCG in vivo em animais deficientes
para esse receptor (D'avila e col., 2007). Nesse mesmo estudo foi observado que a
sintese de eotaxina e IL-5 foram inibidas em animais deficientes de TLR2 durante a
infeccdo por BCG. Além de ter demonstrado que a formagdo de corpusculos
lipidicos em eosindfilos durante a infeccdo por BCG possui um mecanismo
dependente da eotaxina e do receptor de quimiocina (CC)R3 (D'avila e col., 2007).
Sobrenadantes de cultura de M. leprae foram capazes de induzir a formacgao de
corpusculos lipidicos em macrofagos de maneira semelhante a infeccdo com a
bactéria viva, contudo esse fenbmeno né&o foi observado em células de Schwann .
Dessa forma, tem sido demonstrado que a indugcdo dos corpusculos lipidicos nao
depende somente da direta interacdo entre o patégeno e a célula do hospedeiro,
mas também ha mecanismos de amplificacdo desse fenbmeno como componentes
bacterianos, bem como quimiocinas e citocinas geradas pelo hospedeiro (D'avila e
col., 2007, Mattos e col., 2010).

Fatores de regulacdo transcricionais especializados na expressao de diversos
genes, como o receptor nuclear ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARY)
também tém sido descrito envolvido na biogénese dos corpusculos lipidicos durante
a infecgdo micobacterianas (Almeida e col., 2009).

O PPARy, membro da familia de receptores nucleares ativados por lipidios,
possui um importante papel no metabolismo lipidico e inflamagdo em macréfagos e
células dendriticas (Szatmari e Nagy, 2008). Almeida e col observaram o aumento
da expressao de PPARy em mondcitos humanos estimulados com BCG. Ainda, o
aumento na expressdo de PPARy ocorreu em paralelo com o aumento no
numero de corpusculos lipidicos e da sintese de PGE, em macréfagos estimulados
por BCG (Almeida e col., 2009). O papel do PPARy na biogénese dos corpusculos
lipidicos ainda foi confirmada pelo uso do antagonista do seu receptor, o GW9662,
que foi capaz de inibir a formacéo de corpusculos lipidicos, assim como a sintese de
PGE, sem afetar a sintese de TNFa, 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 PGE,, quando comparados com os animais selvagens (Almeida e col.,
2009). De maneira complementar, foi observado que o receptor CD36 também esta
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envolvido na ativagcdo do PPARYy e sintese de PGE; durante a infecdo por BCG
(Almeida e col., 2014).

Como descrito anteriormente, os corpusculos lipidicos sao locais de
compartimentalizagcdo e de metabolizagdo de AA (Bozza e Bandeira-Melo, 2005). O
aumento no numero de corpusculos lipidicos induzido pelas infecgdes bacterianas
tem sido relacionado com o aumento da sintese de eicosanoides e com a
localizagdo de enzimas formadoras de eicosanoides nessas organelas (Pacheco e
col., 2002, Leite e col., 2005, Pacheco e col., 2007, D'avila e col., 2008). Diversos
efeitos imunossupressores tém sido descritos para a PGE,; em altas concentragdes,
como a inibicdo de citocinas do perfil Th1, assim como de TNF-a e a sintese de
oxido nitrico, que sdo essenciais para o combate a micobactéria (Renz e col., 1988,
Betz e Fox, 1991).

Rangel Moreno e col observaram que a supressdo da producdo de PGE; em
animais infectados por M. tuberculosis levou a uma significativa diminuicdo do
crescimento do bacilo na fase avangada da doenca (Rangel Moreno e col., 2002).
Enzimas formadoras de eicosandides, como a COX-2 foram observadas co-
localizando com corpusculos lipidicos de leucdcitos em 24 h de infecgdo por BCG
(D'avila e col., 2006). Utilizando a técnica de detecgdo de eicosanoides no seu sitio
de sintese (Eicosacell), foi confirmada a sintese de PGE, em corpusculos lipidicos
de macrofagos durante a infecgdo por BCG (D'avila e col., 2006). Os autores ainda
observaram uma inibigdo na formagao dos corpusculos lipidicos quando utilizados
antiinflamatorios ndo esteroidais como a aspirina e 0 NS-398 acompanhada de uma
diminuigao de PGE,, IL-10 e um aumento de TNF-a.

Durante a infecg&o por T. gondii foi observado um aumento da expresséo da 5-
LO e da produgdo de um potente mediador lipidico anti- inflamatério, a lipoxina
(Aliberti e Bafica, 2005). De maneira semelhante, Melo e col., tem documentado um
aumento da sintese de PGE, acompanhado pelo aumento no numero de
corpusculos lipidicos em ratos infectados com T. cruzi (Melo e col., 2003). Durante a
infeccdo experimental por Leishmania amazonensis, foi observado que a PGE;
aumenta a sua replicacdo e quando a COX-2 é inibida, ha uma diminuicdo da
viabilidade do parasita (Pinheiro e col., 2009). O aumento da capacidade dos
macrofagos em produzir PGE; derivada dos corpusculos lipidicos induzidos durante
a infeccdo micobacteriana pode ser relacionada com a inibicdo de uma resposta
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Th1, podendo assim estar modulando negativamente a ativagdo do macrofago,
favorecendo a sobrevivéncia e replicagado do patdégeno no interior do fagdcito.

Dessa forma, tem sido demonstrado que os corpusculos lipidicos parecem
participar da regulagcdo do metabolismo lipidico e do controle da sintese de
mediadores inflamatérios em resposta as infeccbes e que esse fenbmeno parece
estar envolvido com a persisténcia do patégeno (Almeida e col., 2009, Mattos e col.,
2011).

Alguns estudos tém descrito uma intima relacdo entre fagossomas contendo
micobactérias e os corpusculos lipidicos (D'avila e col., 2006, Peyron e col., 2008,
Tanigawa e col., 2008). Foi observado por microscopia eletrénica de transmisséo a
proximidade entre corpusculos lipidicos e fagossomas em animais infectados por
BCG (D'avila e col., 2006). Em estagios mais tardios de infecgdo foi observada a
presencga do bacilo no interior dos corpusculos lipidicos em células mononucleares
humanas infectadas com M. tuberculosis (Peyron e col., 2008). Dados semelhantes
foram observados durante a infecgao por M. leprae, onde foi observado o bacilo
totalmente revestido pelos corpusculos lipidicos das células de Schwann (Mattos e
col., 2010, Mattos e col., 2010, Mattos e col., 2014). Estudos com bidpsia de pele de
pacientes demonstraram a localizagdo das proteinas ADRP e perilipinas nos
corpusculos lipidicos e na membrana de fagossomos de histiécitos contendo M.
leprae (Tanigawa e col., 2008) (Mattos e col., 2014).

Investigando a infecgdo por T. cruzi, Melo e col., observaram por microscopia
eletrbnica a interagdo entre os fagossomas e os corpusculos lipidicos. Além disso,
foi demonstrada a presenca dessas organelas dentro dos fagossomas de
macrofagos infectados por T. cruzi (Melo e col., 2003). De maneira semelhante,
durante a infecgdo por Chamydia trachomatis, foi observado por microscopia de
confocal, além do aumento na formagéo de corpusculos, que fagossomos infectados
estdo préximos dessas organelas (Kumar e col., 2006). Essa proximidade entre os
corpusculos e o fagossomas pode estar relacionada a necessidade de nutrientes
pelos patdgenos, favorecendo a sua replicagédo e sobrevivéncia. Além disso, quando
a formacgao dos corpusculos lipidicos € inibida com triacsin C (inibidor da acil coA
sintetase de cadeia longa) ha um aumento da sobrevivéncia e da replicagdo da
Chlamydia trachomatis (Kumar e col., 2006). Alguns patégenos como o Toxoplasma
gondii dependem do trafego de colesterol para o vacuolo parasitoforo para a sua
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sobrevivéncia. Tem sido descrito que esse patdgeno é capaz de captar e
metabolizar lipidios (Charron e Sibley, 2002), uma vez que ja foi descrita a presenga
de enzimas responsaveis pela sintese de ésteres de colesterol no T. gondii
(Nishikawa e col., 2005). Além disso, corpusculos lipidicos também foram
encontrados dentro do vacuolo parasitoforo contendo o T. gondii (Nishikawa e col.,
2005). Luo e col., descreveram a presenga de complexos de ferro e micobactina
(sideroforos lipofilicos de micobacterias) presentes nos corpusculos lipidicos que
estavam em interagdo com os fagossomas (Luo e col., 2005). Esses complexos
estariam atuando como ponte entre as duas organelas facilitando a captagao de
ferro importante para o metabolismo e replicagcdo do patdégeno (Luo e col., 2005,
Neyrolles e col., 2015). Dessa forma, os patégenos podem estar sendo beneficiados
pela proximidade dos corpusculos lipidicos, que podem estar atuando como fonte de
nutrientes.

Em um estudo elegante, Mattos e col., estudaram a dinamica de associagao dos
fagossomas com os corpusculos lipidicos utilizando a microscopia de confocal e o
recurso de tempo real no modelo de infecgdo do M. leprae em células de Schwann
(Mattos e col., 2010). Nesse ensaio, os autores observaram a reorganizagdao dos
corpusculos lipidicos se movendo ativamente em direcdo ao fagossoma contendo o
bacilo (Mattos e col.,, 2010, Mattos e col., 2010). Ainda, foi observado que
associagao entre os corpusculos e os fagossomas € um mecanismo dependente de
PI3K, responsavel pela reorganizagao do citoesqueleto.

Diferentes estudos tem sugerido um envolvimento para os corpusculos lipidicos
na sobrevivéncia de parasitas intracelulares, entretanto os mecanismos envolvidos
nao estdo totalmente conhecidos. Almeida e col, observaram uma diminuigdo da
viabilidade bacteriana quando foi utilizado o antagonista para PPAR-y, o GW9662.
Esse fendmeno pode ser relacionado com a inibicdo da formagado de corpusculos
por esse antagonista durante a infecgdo por BCG (Almeida e col., 2009).
Corroborando com esses dados, foi demonstrado que o pré- tratamento com NS-398
e C75 de células de Schwann infectadas por M. leprae foi capaz de inibir a formacéao
de corpusculos lipidicos em paralelo com a diminuicdo da sobrevivéncia do bacilo
(Mattos e col., 2011).

Diante dessas evidéncias e do importante papel dos corpusculos lipidicos em
infeccbes micobacterianas ja descritas (D'avila e col., 2008, Mattos e col., 2010,
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Almeida e col., 2014), esse trabalho visa estudar os mecanismos moleculares
envolvidos na biogénese dos corpusculos lipidicos durante infeccdo M. tuberculosis
e M. bovis BCG possibilitando compreender o mecanismo de sobrevivéncia desse
patogeno dentro dos fagossomas e a sua relagdo com os corpusculos lipidicos para
um futuro desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas em doengas

inflamatorias e infecciosas.
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2) Objetivos




2.1) Objetivo geral

Investigar o papel dos corpusculos lipidicos na interagdo com os fagossomas
durante a infeccédo por M. bovis, BCG in vivo e in vitro e o seu papel na modulagéo
da resposta imune do hospedeiro.

2.2) Objetivos especificos

- Analisar a interagdo dos corpusculos lipidicos com os fagossomas durante a
infeccéo por BCG;

- Investigar o papel de componentes da parede micobacteriana na
aproximacéo dos fagossomas e os corpusculos lipidicos;

- Avaliar 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 verificar o seu papel na interagdo com os fagossomas;

- Investigar a troca de conteudo entre os corpusculos lipidicos e os fagossomas
durante a infec¢ao por BCG;

- Avaliar o papel dos corpusculos lipidicos na modulacdo de mediadores
inflamatdrios produzidos durante a infeccéo por BCG;

- Avaliar o papel dos corpusculos lipidicos na sobrevivéncia bacteriana durante

a infeccéo por BCG.
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3)Metodologia




3.1) Animais

Foram utilizados camundongos adultos de ambos o0s sexos, susceptiveis a
infeccdo por BCG, da linhagem C57BL/6, com peso entre 20 a 25g, fornecidos pelo
biotério central da Fundagcdo Oswaldo Cruz e mantidos em gaiolas plasticas com
livre acesso a agua e ragdo, em uma sala com temperatura de 22 a 24°C, com ciclos
de 12 h luz/escuro nos infectorios do Pavilhdo Osoério de Almeida e Pavilhdo Hélio e
Peggy Pereira (HPP), Fiocruz-RJ. Todos os procedimentos experimentais seguiram
as recomendacdes da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Fiocruz
sob o Protocolo # LW32/12.

3.2) Mycobacterium bovis, BCG

Foram utilizadas micobactérias (Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin
BCQG) liofilizadas e acondicionadas em ampolas de 40 mg, fornecidas pela Fundagao
Ataulpho de Paiva, RJ. Os bacilos foram diluidos em uma solugédo de PBS Tween 80
0,05%, armazenados em aliquotas contendo 7 x 10’ UFC/ml, sob refrigeracdo a
4°C. Antes da utilizagdo, o BCG foi sonicado por 10 s e em seguida homogeiniado
20x com o auxilio de uma agulha de 30G para desfazer os grumos formados pelas
bactérias. Nos experimentos in vivo os animais foram infectados intratoracicamente
(i.t). com BCG (5 x 10° bacilos/cavidade) ou nos experimentos in vitro as células
foram estimuladas com multiplicidade de infec¢cao (MOI) 1:1, MOI 3:1 ou MOI 5:1.

3.3) Pleurisia induzida por BCG

Os camundongos foram inoculados através de injecao intratoracica (i. t.) de 0,1
ml da suspensado contendo 5 x 10° bacilos/cavidade de Mycobacterium bovis, BCG
(marcados com o kit Baclight - Molecular Probes, ou ndo marcados como descrito na
seccdo 3.11.2). Nos animais controles foram administrados 0,1 ml de 0,05% Tween
80 em PBS estéril i.t.. Apos 24 h de infecgao, os animais infectados e os controles
foram eutanasiados em cémara de gas carbdénico. A cavidade toracica foi aberta e
lavada com 1 ml de solu¢do de PBS (pH 7,4) para obtengédo da suspensao celular.
Para a contagem, as células foram diluidas e quantificadas como descrito
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posteriormente. Aliquotas contendo 1 x 10° células dos grupos controles e
infectados, foram citocentrifugadas a 450 rpm por 5 min para a confecgdo de
citoesfregagos. As laminas contendo os citoesfregagos foram fixadas em formalina
3.7% por 10 min para posterior coloragdo com tetroxido de ésmio e quantificagdo de
corpusculos lipidicos. Também foi utilizada a sonda fluorescente Nile red (9-
diethylamino-5H-benzo (alpha) phenoxazine-5-one, Sigma) (1:20.000), , 1-acil-2-(7-
octil BODIPY®-1-pentanoil)-sn-glicerol (Bodipy® 493/503, Molecular Probes) (1:250)
ou LipidToxRed, (Molecular Probes) (1:2000) para a marcagdo de corpusculos
lipidicos. Os citoesfregagos também foram utilizados para imunofluorescéncia como

sera descrito posteriormente.
3.4) Contagem de Leucdcitos totais

Aliquotas das suspensdes de leucdcitos provenientes da cavidade toracica,
peritoneal ou da medula foram diluidas na proporgcdo de 1:40 em solugdo de Turk
(cristal violeta a 0,005% em solug&o de acido acético a 2% em PBS) para hemolise
de hemacias e coloragdo dos leucdcitos. A contagem foi realizada em camara de

Neubauer em microscoépio éptico de luz e expressa em milhdes de células/ml.
3.5) Revestimento das particulas de latex fluorescentes com PIM e LAM

Particulas de latex fluorescentes (Fluoresbrite® PolyFluor® 570
microespheres, Polysciences, Inc) de 1 ym de didametro foram centrifugadas a
10.400 rpm por 10 min e lavadas em tamp&o carbonato 0,05 M duas vezes. Na
suspensao contendo as particulas de latex foram adicionados 50 pg de PIM ou LAM
(gentilmente doados por BEI Resources, VA, EUA). Posteriormente, as suspensodes
foram sonicadas por 5 min e incubados em banho por 1 h a 37°C. Apos esse
periodo, as particulas de latex foram lavadas duas vezes com o tampao carbonato e
incubadas com 0,5 ml de 5% de BSA em PBS por 2 h no banho a 37°C. Apds esse
tempo, as particulas de latex foram ressuspendidas na solugcéo de 0,5% de BSA em
PBS e estocadas a 4°C.
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3.6) Cultura de macréfagos derivados de medula éssea e estimulo in vitro

Os camundongos foram eutanasiados em camara de gas carbdnico e tiveram o
fémur de ambas as pernas removidas. No fluxo laminar, a cabega do fémur foi
removida e lavada com 1ml de PBS estéril com auxilio de uma seringa de 1 ml. A
suspensdo de células foi quantificada e plaqueadas 4 x 10° células/placa de petri no
volume de 10 ml do meio RPMI completo (RPMI-1640 + 1 % L-glutamina, 1%
penicilina e estreptomicina, + 20% Fetal Bovino + 30% do sobrenadante da cultura
de L929). Apds 5 dias de incubagdo a 37°C em atmosfera de 5% de CO, , foi
adicionado mais 10 ml do meio RPMI completo como descrito anteriormente e as
células permaneceram em incubacdo até 7° dia. O sobrenadante da cultura foi
recolhido e descartado. Para obtenc¢do das células foi adicionado na placa de petri 5
ml de PBS estéril gelado e as células foram incubadas por 20 min a 4°C. Apos esse
tempo, as células foram recolhidas da placa de petri, quantificadas, ressuspendidas
no meio RPMI-1640 contendo 2% SFB e 1% de penicilina e estreptomicina e
cultivadas em placas de 24 pocgos contendo laminulas de vidro redondas no fundo
de cada pogo. Em cada pogo foram adicionados 500 ul da suspensdo celular
ajustada para 1 x 10° células/ml. Os macréfagos foram incubados na estufa a 37°C
em atmosfera de 5% de CO; por 18 h. As células foram lavadas com PBS e o meio
RPMI-1640 2% SFB e 1% de penicilina e estreptomicina foi reconstituido. Para os
experimentos com as particulas de latex, alguns grupos foram pré tratados com
acido oleico (AO) 50 uM por 24 h. Os macréfagos foram estimulados com BCG MOI
(3:1) ou com particulas de latex revestidas com LAM ou PIM de M. tuberculosis,
(concentragéo de 10:1) por 2 h ou 24 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds 2
h, os bacilos e as particulas de latex ndo internalizadas foram removidos com
lavagens com PBS estéril (2x) e o mesmo volume de meio foi reconstituido e
permaneceu por mais 2 h na estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Nos
experimentos utilizando o antagonista de Rab7 (CID 1067700 — Calbiochen), este foi
adicionado em cultura apos a lavagem para remog¢ao das particulas de latex que
nao foram internalizadas pelos macréfagos e permaneceram por 2 h na estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO; para posterior quantificagdo da associacédo entre

as particulas de latex e os corpusculos lipidicos.
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Os macréfagos também foram estimulados diretamente com o LAM e PIM de M.
tb, e LAM de M. smegmatis por 4 h. Apds esses tempos, as células foram fixadas
com formalina 3,7% para posterior coloracdo com tetréxido de d&smio para
quantificacdo dos corpusculos lipidicos ou marcacado fluorescente com Bodipy®
493/503 (1:10000). Os sobrenadantes das culturas foram armazenados a -20°C para
posterior quantificacdo de citocinas e mediadores lipidicos. A viabilidade celular foi
quantificada com azul de tripan ao final de cada experimento e foi observado sempre
maior que 90%.

3.7) Estimulagao in vitro de macréfagos 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 (1 x 10° células/ pogo) em meio RPMI-1640 contendo 2% SFB e 2% de
penicilina e estreptomicina 100 u/ml aderidas em laminulas de vidro redondas no
fundo de cada pogo em placas de 24 pocgos. Apds o periodo de 2 h, as células néo
aderidas foram removidas através de duas lavagens com PBS estéril. Os
macréfagos foram deixados na estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por 18 h
em meio RPMI-1640. As células foram lavadas uma vez com PBS e o meio RPMI-
1640 foi reconstituido. As particulas de latex foram adicionadas na cultura de
macrofagos peritoneais e incubadas por 2 h (concentragédo de 5:1). Posteriormente
as células foram lavadas duas vezes vigorosamente para a retirada das particulas
nao 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 incubagdo, o meio foi
retirado e colocado a sonda fluorescente P96 (acido 1- pirinododecandico—
Invitrogen) (2 uM) diluido em PBS para a marcagdo dos corpusculos lipidicos. A
seqguir, as células foram lavadas 3x com PBS, fixadas em formalina 3,7% por 10
min e montadas com o meio vectashield (Vector). Os macréfagos também foram
pré-tratados por 30 min com C75 na dose de 1 pg/ml e estimulados com BCG (3:1)
por 24 h. Os sobrenadantes foram recolhidos e utilizados para a dosagem de
mediadores lipidicos e das citocinas como descrito abaixo. As céluas foram fixadas
em formalina 3,7% por 10 min e os corpusculos foram corados pela coloragao de
o0smio e quantificado por microscopia de luz. A viabilidade celular foi quantificada
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com azul de tripan ao final de cada experimento e foi observado sempre maior que
90%.

3.8) Dosagem PGE; (Ensaio Imuno enzimatico —EIA)

Os niveis de PGE, foram dosados diretamente dos sobrenadantes da cultura
celular por ensaio imunoenzimatico, conforme as instrugdes do fabricante (Cayman
Chemical CO). Amostras foram previamente diluidas em tampao de EIA (Cayman
Chemical CO) ou 50 ml/pogo da PGE, em concentragcdes padrao em placas de 96
pocos pré revestidas com anticorpo anti-lgG de camundongo. Em seguida, foram
adicionados o anticorpo monoclonal de camundongo anti-PGE, (50 ml/pogo) e PGE;
com colinesterase (50 ml/pogo) e incubados por 16 h em temperatura ambiente. Os
pocgos correspondentes ao controle “branco” receberam somente o tampao de EIA e
a PGE; conjugada com colinesterase. Apés esta etapa, a placa foi lavada (5x) com
tampao fosfato de potassio 0,01M contendo Tween 20 (Sigma) a 0,05%. Em
seguida, foram adicionados o reagente de Ellman, que contém o substrato para a
enzima colinesterase (diluido em agua deionizada, segundo instrugdes do
fabricante), para revelar a reagao. A placa foi incubada sob agitagéo ao abrigo da luz
até ocorrer a reagao e lida em leitora de placa a 405 nm. Os dados foram analisados
com o programa Soft Max Pro 5.2, e os resultados da dosagem foram baseados na

respectiva curva-padrao. Os resultados foram expressos em ng/ml.

3.9) Dosagem IL-10 e TNF-a (Multiplex)

Kits para a detecgdo simultanea de citocinas murinas (IL-10 e TNF-a) foram
obtidos e ensaiados conforme as recomendagdes dos fabricantes (Bio-Rad,
Hercules, CA; Uspstate, Lake placid, NY). Resumidamente as amostras foram
incubadas com microesferas acopladas aos anticorpos especificos. Apés 90 min de
incubacdo, foi adicionado o anticorpo de deteccdo e incubado por 90 min
temperatura ambiente no escuro. A estreptavidina acoplada a ficoeritrina foi
adicionada aos pogos (25 ml/pogo) e incubada 10 min temperatura ambiente. Os
marcadores n&o ligados foram lavados utilizando-se um sistema de filtragem a

vacuo. As amostras foram analisadas no sistema Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA)
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conforme as instrugbes do fabricante. As analises dos dados foram efetuadas
através do Bio-Plex Manager software.

3.10) Quantificagao das Unidades Formadoras de Coldénias (UFC)

Cultura de macrofagos murinos derivados de medula 6ssea foi feita em placa de
24 pogos sem laminulas e pré-tratados com o inibidor da enzima acido graxo sintase
(C75 — Cayman), 30 min antes do estimulo com BCG, MOI (3:1) por 24 h. Apds o
tempo de 2h os macréfagos foram lavados 2x com PBS estéril para a remogao das
bactérias que ndo foram internalizadas. A seguir, as células foram tratadas com 50
pMg/ml de gentamicina por 2 h para matar as bactérias que ainda pudessem existir no
ambiente extracelular. Apos esse tempo, as células foram lavadas 2x com PBS e
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, ate completar o tempo de 24 h de
infecgado permanecendo com o C75 por todo periodo. Para a remocao das bactérias
do interior do macrofagos, as células foram permeabilizadas com 500 pl de saponina
(0,1% em agua Mili-Q) por pogo. Foi realizada uma diluicdo de 10x das bactérias em
saponina e semeados 100 pl da suspensao de bactérias em tubos contendo meio
Lowenstein Jensen (Lj). Os tubos ficaram em estufa com temperatura constante de
37°C por até 30 dias. O crescimento das bactérias foi acompanhado semanalmente.
As colénias de BCG foram quantificadas 25 dias apdés a semeadura. Os tubos
contendo o meio Lj foram produzidos e gentiimente doados pela Dra. Maria Cristina
da Silva Lourengo- Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios — IPEC — Fiocruz. O
numero de UFC/ml foi obtido através da seguinte formula:

UFC/ml = [(n° de coldnias x 1000)/suspensao de bactérias] x diluigcao

3.11) Analises por fluorescéncia
3.11.1) Imunolocalizagao de Rab5, Rab7, RILP e LAM em macréfagos pleurais

Citoesfregacos (1 x 10° células/lamina) provenientes da pleurisia induzida por
BCG foram fixados em formalina 3% por 10 min, posteriormente as células foram
lavadas com PBS e permeabilizadas com triton 0,2% em PBS por 20 min. Apds a

permeabilizacédo as células foram incubadas com solugao de bloqueio, soro de burro
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(Jackson Laboratories) 1% em PBS por 1 h. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos primarios diluidos em PBS, Rab5
e Rab7 (1:100) (IgG policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology), RILP (1:1000)
(IgG policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology), LAM (1:100) (IgG policlonal de
coelho) por 1 h, apds essa incubagao as células foram lavadas 3x com PBS por 10
min. Em seguida as ceélulas 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 incubados por 1 h. Também foi utilizado a sonda fluorescente
Bodipy® 493/503 na diluicdo de uso 1:250, por 5 min para a marcagdo dos
corpusculos lipidicos. Apos essas incubacgdes as células foram lavadas 3x com PBS
por 10 min e montadas para observagdo com o meio de montagem vectashield
(Vector, California, EUA).

A especificidade das marcagdes foi feita usando isotipos controles de IgG de
coelho (Jackson Laboratories) no lugar dos anticorpos primarios e/ou com o
anticorpo secundario sozinho. As laminas foram analisadas ao microscopio de

fluorescéncia ou confocal.
3.11.2) Marcacao de bactérias vivas e mortas

Para a marcacdo fluorescente das bactérias, foi utilizado o kit Baclight
(Molecular Probes), onde 3 ul de cada componente (A e B) foram adicionados em 1
ml da solugdo de BCG (25 x 10° UFC) e incubados por 15 min & 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 pelo fabricante e por (Almeida e col., 2009).

3.12) Contagem de Corpusculos Lipidicos

As laminas foram fixadas em formaldeido a 3,7% em PBS (pH 7,4), em seguida,
lavadas em tampao cacodilato 0,1M (pH 7,4) e fixadas em tetréxido de 6smio a 1,5%
por 30 min. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada, tratadas

com tetréxido de ésmio a 1,5% reduzido por tiocarbohidrazida a 1% por 5 min. Em
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seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada, lavadas em tampao de
cacodilato 0,1M e contrastadas em tetroxido de 6smio a 1,5% por 3 min. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada. As laminas foram analisadas
em microscopio de luz, com objetiva de imersdo a oleo 100x. Os corpusculos
lipidicos de 50 células consecutivas foram contados e os resultados foram

expressos como media + EPM.

3.13) Quantificagao da proximidade entre as particulas de latex e os

corpusculos lipidicos

As laminas foram montadas com o meio de montagem vectashield (Vector,
Califérnia, EUA) e fotografadas no microscopio confocal. Foram fotografadas 10
campos aleatérios de cada lamina. Para uma analise detalhada das células, foram
adquiridas aproximadamente 7 camadas de 4 uym de espessura por imagem.
Posteriormente, essas imagens foram analisadas utilizando o Fiji/lmageJ Software.
O programa analisou 1 — 5 pixels de distancia entre as particulas de latex
fluorescentes e os corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® 493/503. Os
resultados foram expressos em porcentagem e normalizados de acordo com o
numero de particulas de latex total internalizadas por grupo segundo a formula
abaixo:

% particulas de latex préximas dos CL na distancia X = n° de particulas de

latex préximas dos CL na distancia X x 100/ n° total de particulas de latex

O indice fagocitico foi obtido através da seguinte férmula:

indice fagocitico = {[n° de células que fagocitaram ao menos 1 particula de
latex/ n’total de células] x 100} x {n° total de particulas de latex/ n° de

células que fagocitaram ao menos 1 particula de latex}

3.14) Microscopia eletrénica

As células obtidas do lavado toracico do grupo infectado (5 x 10° bacilos/cav de

BCG durante 24 h) e do grupo controle foram fixadas em solugdo de Karnovsky
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modificada, constituida de paraformaldeido e glutaraldeido a 1% em tampéao fosfato
de sodio 0,1 M, pH 7,3, por 18 h, a 4° C, conforme (Melo, 1999). Em seguida, as
células foram lavadas (trés vezes) no mesmo tampéo, a 4° C, por cerca de 30 min
cada. Posteriormente, a suspenséao celular foi centrifugada a 2000 rpm por 5 min
para obtengdo dos precipitados. Estes foram incluidos em agar a 2%, conforme
padronizagédo para suspensdes celulares (Melo e col., 2005). Os precipitados de
agar foram imersos em solugdo de sacarose a 30% em PBS, por 18 h, a 4°C,
incluidos em OCT compound (Miles, Elkhart, IN), e estocados em nitrogénio liquido
para posterior uso. A imunomarcagao foi realizada antes do processamento de
inclusdo para microscopia eletrénica convencional (pre-embedding), pois optimiza a
preservagao de antigenos e é mais sensivel para detectar pequenas moléculas do
que a marcagao apos a inclusao (post-embedding). A imunomarcacéo foi realizada
com particulas diminutas de ouro (Immunonanogold) conjugadas com a fragdo Fc do
anticorpo primario em criosecgdes de 10 um montadas em l|aminas de vidro
(Superfrost/Plus, Fisher Scientific). Todas as etapas foram realizadas a temperatura
ambiente, como descrito por (Melo e col., 2005). As laminas contendo as células
foram inicialmente incubadas em PBS (5 min) seguida por incubagcdo com PBS e
glicina e, posteriormente, com solugdo tampédo PBS-BSA (1% de BSA em PBS)
contendo 0,1% de gelatina por 20 min. Em seguida, as Iaminas foram incubadas em
solugdo tampao PBS-BSA contendo 10% de soro normal de cabra (solugéo 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 ug/ml) por 1h. Como isotipo controle foi utilizado soro normal de coelho
(1:1000). Em seguida, as laminas foram novamente incubadas (30 min) com solugao
de bloqueio 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 1 h. Em seguida as células foram lavadas com PBS-BSA. As células
foram poés fixadas com 1% de glutaraldeido (10 min) e incubadas por 10 min com
solugéo para nucleagéo das particulas de ouro (silver ennhancement) (Nanoprobes).
Posteriormente, as células foram imersas em solugao de 5% de tiossulfato de sédio
(5 min), pés fixadas com 1% de tetréxido de ésmio (10 min), contrastadas com 2%

acetado de uranila (5 min). O material foi desidratado em etanol e acetona e, em
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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 eletronico de transmissé&o (MET).

3.15) Aquisigao das imagens

As imagens foram obtidas usando o microscépio de transmissao Philips 300 a
60 kV. As imagens em super resolugdo foram obtidas utilizando o microscoépio Elyra
PS1 em conjunto com o programa ZEN (Zeiss). As images por microscopia confocal
foram adquiridas no microscépio Olympus (Japan) Fluoview FV1000 em conjunto
com o programa FV10-ASW 4.1. As imagens foram também adquiridas no
microscopio fluorescéncia Olympus (Japan) IX81 equipada com a camera digital
DP72 em conjunto com o programa ImagePro. As analises por microscopia de
campo claro foram feitas utilizando o microscopio 6tico BX41TF. As imagens foram
editadas usando o programa Adobe Photoshop CS5.

3.16) Anadlise Estatistica

Os resultados foram expressos como media + EPM e analisado Segundo

ANOVA Newman-Keuls ou tese t ndo pareado com significancia de p< 0,05.
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4.1) A infecgao pleural por BCG induz aproximacao de fagossomas com os
corpusculos lipidicos de macrofagos apoés 24 h de infecgao

O acumulo de lipidios intracelulares em organelas denominadas corpusculos
lipidicos tem sido comumente encontrada em macrofagos durante infecgdes clinicas
e experimentais por M. tuberculosis e M. bovis, BCG e M. leprae (Riley e col., 1995,
D'avila e col., 2006, Mattos e col., 2010).

Alguns estudos tém descrito uma intima relacdo entre fagossomas contendo
micobactérias e os corpusculos lipidicos (D'avila e col., 2006, Peyron e col., 2008,
Tanigawa e col., 2008). A fim de investigar a interagdo entre os fagossomas e os
corpusculos lipidicos, células da cavidade pleural dos animais infectados por BCG 5
x 10° bacilos/cavidade, i.t (24 h) foram recolhidos e imediatamente fixadas em
solugédo de Karnovski modificada, incluidas em agar, imunomarcadas com particulas
de ouro e processsadas para microscopia eletrénica de transmissédo (MET) como
descrito por (D'avila e col., 2008). A presenga de corpusculos lipidicos nas células
infectadas foi confirmada pela imunomarcagcdo com ouro utilizando uma proteina
marcadora de corpusculos lipidicos, ADRP, que foi encontrada na periferia
delimitando os corpusculos lipidicos elétron lucidos induzidos por BCG (Figura 1,
seta tracejada). Além disso, esses corpusculos lipidicos apresentaram-se préximos
de um fagossoma contendo material amorfo 24 h apds infec¢ao (Figura 1, seta).

Utilizando a microscopia de super resolucédo, fomos capazes de observar com
detalhes a bactéria fluorescente marcado com a sonda fluorescente Syto9 (verde)
proximos a corpusculos lipidicos marcados com a sonda fluorecente LipidToxRed
(vermelho) provenientes de macrofagos de animais infectados por 24 h in vivo
(Figura 2 A). Atraves dessa analise, foi possivel observar ainda imagens nitidas que

sugerem os corpusculos lipidicos circundando a bactéria em uma escala < 0,5 ym.
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Figura 1. Interagcdo de corpusculos lipidicos com o fagossoma durante
infecgao in vivo por BCG. Corpusculos Lipidicos (CL) identificados através da
imunomarcagao com ouro para ADRP (seta tracejada) observados por microscopia
eletrbnica de transmissdo como organelas elétron- lucidas, sem membrana
envoltéria e com periferia elétron densa. Um fagossoma contendo material amorfo
pode ser observado em proximidade (seta) do CL no citoplasma do macrofago
(detalhe). Analises por microscopia eletrénica de transmissdo de macrofago pleural
24 h ap6s infeccdo in vivo por BCG (5 x 10° bacilos/cavidade). Barra: 1 um.
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Figura 2. Analise por microscopia de super-resolugdo da associagao dos
corpusculos lipidicos com o M. bovis, BCG. Corpusculos lipidicos marcados com
a sonda fluorescente LipidToxRed (vermelho) e BCG marcado com Syto9 (verde)
(Baclight Kit). (A) Corpusculos lipidicos proximos da bactéria. (B) Corpusculos
lipidicos entremeando a bactéria. Analises por microscopia de super resolucido de
bactérias no interior de macréfagos pleurais de camundongos infectados (5 x 10°
bacilos/cavidade) i.t por 24 h in vivo.
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4.2) A viabilidade bacteriana nao é importante para que haja a associag¢ao do

fagossoma com os corpusculos lipidicos

Para avaliar a importancia da viabilidade bacteriana nos mecanismos de
recrutamento dos corpusculos lipidicos, camundongos foram infectados através da
injecdo intratoracica com 5 x 10° bacilos/cavidade com a bactéria marcada, viva
(verde) e morta (vermelha). Nossas analises por microscopia de fluorescéncia
demonstraram que os corpusculos lipidicos aproximam-se tanto de fagossomas
contendo a bactéria viva, quanto daqueles que contem a bactéria morta, sugerindo
que esta interagdo independe da viabilidade da bactéria em 24 h da infecgéo

experimental por BCG (Figura 3).

Figura 3. Interacdo dos fagossomos contendo bactéria viva ou morta com os
corpusculos lipidicos em 24 h de infec¢cao in vivo. Macréfagos pleurais
observados apos 24 h de infecgdo por BCG (5 x 10° 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. Barra: 10 um.
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4.3) Fagossomas contendo particulas de latex revestidas com lipidios
micobacterianos, LAM e PIM, foram observadas proximas dos

corpusculos lipidicos.

Alguns estudos tem sugerido que lipidios micobacterianos podem modular a via
endocitica do hospedeiro de maneiras distintas e favorecendo a sobrevivéncia do
bacilo dentro dos fagossomas (Fratti e col., 2001, Vergne e col., 2004). O LAM tem
sido descrito como capaz de inibir proteinas efetoras responsaveis pela acidificacdo
fagossomal (Simonsen e col., 1999, Fratti e col., 2001, Gillooly e col., 2001, Fratti e
col., 2003, Vergne e col., 2003). De maneira complementar, Verne e col observaram
que o PIM induz a fusdo dos endossomas primarios sugerindo assim um mecanismo
para ter acesso aos nutrientes endocitados (Vergne e col., 2004).

Com a finalidade de investigar o envolvimento de componentes da parede
micobacteria na interacdo dos fagossomas com o0s corpusculos lipidicos,
macrofagos peritoneais foram estimulados por 1 e 2 h com particulas de latex
fluorescentes revestidas com LAM ou PIM de M. tb ou particulas de latex nao
revestidas. Por microscopia de fluorescéncia, pode ser observada a aproximagao de
fagossomas contendo particulas de latex revestidas com os dois componentes da
parede micobacteriana com os corpusculos lipidicos marcados com a sonda
fluorescente P96. Contudo, esse comportamento n&o foi observado quando foram
utilizadas particulas de latex nao revestidas (Figura 4).

Com o objetivo de quantificar esses eventos, macrofagos diferenciados de
medula ossea foram pré-tratados com acido oleico (AO) por 24 h e, posteriormente
estimulados com as particulas de latex (10:1) revestidas ou ndo com LAM ou PIM
por 2 h. Através da captura das imagens por microscopia confocal e analise das
imagens com o programa Fiji/lmaged, foi possivel avaliar a distédncia das particulas
de latex em relagdo aos corpusculos lipidicos (Figura 5 e 6). Observamos um
aumento de 102,60% no numero de fagossomas contendo particulas de latex
revestidas com LAM e de 67,88% de fagossomas contendo particulas de latex
revestidas com PIM em aproximagéo (< 2 ym), com os corpusculos lipidicos quando
comparadas com as particulas de latex ndo revestidas (Figura 5 A). Observamos
ainda que as particulas de latex revestidas com LAM estdo mais proximas dos
corpusculos lipidicos do que as particulas de latex ndo revestidas em relagao a
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todas as distancias analisadas (Figura 6). A fim de investigar se o aumento da
aproximacao das particulas de latex revestidas com LAM e PIM esta relacionada
com a taxa de fagocitose das particulas de latex pelos macrofagos, quantificamos o
percentual de particulas de latex fagocitadas, a média de particulas de latex/
macréfagos e calculamos o indice fagocitico. Observamos uma mesma taxa de
fagocitose no grupo das particulas de latex revestidas com LAM quando comparado
com o grupo das particulas de latex n&o revestidas. Contudo, as particulas de latex
revestidas com PIM foram 2x mais internalizadas pelos macrofagos de medula do
que o grupo controle ou das particulas de latex revestidas com LAM (Figura 7).
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LAM
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Figura 4. Interacdo de fagossomas contendo particulas de latex
fluorescentes revestidas com componentes da parede micobacteriana com
os corpusculos lipidicos. Macrofagos peritoneais estimulados por 1 h (A-C) e 2
h (D-E) com particulas de latex fluorescentes (vermelho) (5:1) revestidas com
LAM (A-C) e PIM (D-E). Em A, D e G os corpusculos lipidicos foram marcados
com a sonda fluorescente P96 (azul). Em C e F sobreposi¢cdo das imagens
mostrando a proximidade dos corpusculos lipidicos com as particulas de latex
revestidas por microscopia de fluorescéncia. (G - |) Controle, particulas de latex
nao revestidas. Barra: 10 ym.
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Figura 5. Avaliagao da distancia entre as particulas de latex e os corpusculos
lipidicos. Macréfagos derivados de medula 0ssea pré- tratados com AO por 24 h, e
posteriormente, estimulados com as particulas de latex fluorescentes (vermelho)
por 2 h. Corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® (verde). (A) Distancia < 0,2
Mm entre as particulas de latex revestidas ou n&o e os corpusculos lipidicos. (B)
Imagens da aproximagdo para quantificagdo realizadas por microscopia confocal.
(B1) Particulas de latex n&o revestidas, (B2) particulas de latex revestidas com LAM,
(B3) particulas de latex revestidas com PIM. Foram capturados 10 campos/grupo e
analisadas aproximadamente 250 células/grupo. Foram feitas analises de pelo
menos 7 camadas por imagem. Quantificacdo da distancia realizada por Fiji/lmageJ
Software. (A) * diferenga estatistica entre o grupo nado revestido e revestido com
LAM. Média £ EPM de 5 experimentos independentes. # diferencga estatistica entre o
grupo nao revestido e revestido com PIM. Média + EPM de 3 experimentos
independentes. * e #, p< 0,05. Barras: 6 uym.
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Figura 6. Distancia entre as particulas de latex e os corpusculos lipidicos.
Macrofagos derivados de medula déssea pré- tratados com AO por 24 h, e
posteriormente, entdo estimulados por 2 h com as particulas de latex fluorescentes
revestidas com LAM ou nao revestidas. Corpusculos lipidicos foram marcados com
Bodipy®. Foram analisadas as distancias das particulas de latex em relacdo aos
corpusculos lipidicosno intervalo de 0,2 ym a 1 pym. Foram capturados 10
campos/grupo e analisadas aproximadamente 250 células/grupo por microscopia
confocal. Foram feitas analises de pelo menos 7 camadas por imagem. Analise da
distdncia foi realizada por Fiji/lmaged Software. Grafico representativo de 5
experimentos independentes.
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Figura 7. Analise da fagocitose das particulas de latex pelos macréfagos.
Macrofagos derivados de medula déssea pré- tratados com AO por 24 h, e
posteriormente, estimulados com as particulas de latex fluorescentes (vermelho)
por 2 h. Corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® (verde). (A) Foram
quantificadas a média de particulas de latex fagocitadas por macrofago. (B) % de
particulas de latex fagocitadas. (C) indice fagocitico. Foram capturados 10
campos/grupo e analisadas aproximadamente 250 células/grupo. Cada grupo
representa a meédia £+ EPM de 3 — 5 experimentos independentes. * p< 0,05.

52



4.4) A proteina Rab7, mas ndo a Rab5 esta co-localizada com os corpusculos
lipidicos em 24 h de infecgao in vivo

Algumas fungdes tém sido atribuidas aos corpusculos lipidicos, devido a
presenca de diversas proteinas nestas estruturas, como enzimas necessarias para a
sintese de eicosanodides (D'avila e col.,, 2006), proteinas envolvidas com a
sinalizagao celular (Yu e col., 1998, Yu e col., 2000) e proteinas envolvidas com
trafego de membranas (Bartz e col., 2007, Wan e col., 2007).

A fim de investigar o papel de corpusculos lipidicos na via endocitica durante a
infeccdo experimental por BCG, analisamos por imunofluorescéncia a presencga das
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 8 D-
F). No entanto, quando avaliamos a localizagdo da Rab7 na célula, de maneira
interessante, foi observada a presenca da proteina co-localizada com os
corpusculos lipidicos (Figura 8 G-l).

Confirmando estes dados, nossas analises ultraestruturais mostraram que os
corpusculos lipidicos induzidos por BCG apresentavam Rab7 em sua periferia
através de imunomarcagéo com ouro 24 h apés infecgao (Figura 9 C). Foi observado
ainda a interagao dos corpusculos lipidicos com o fagossoma infectado através dos

locais de maior acumulo de Rab7 das duas organelas (Figura 9 B e C).
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Figura 8. Co-localizagao da proteina Rab7 com corpusculos lipidicos induzidos
por BCG. (A,B,C) IgG de coelho foi utilizado como controle do anticorpo primario.
(B,C,D) Imunolocalizagdo para Rab5 e (E,F,G) para Rab7 em macrofagos pleurais
apés 24 h de infecgdo por BCG (5 x 10° bacilos/cavidade) in vivo. (A,D,G)
Corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® (verde) e (F) Na imagem de
sobreposigdo podemos observar que a Rab5 (vermelho) n&o esta presente
(destaque) nos corpusculos lipidicos (I) Podemos observar em destaque a co-
localizagdo da proteina Rab7 (vermelho) com os corpusculos lipidicos induzidos
durante a na infeccédo por BCG. Barra: 10 um.
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Figura 9. Imunomarcagdo com particulas de ouro da proteina Rab7 nos
corpusculos lipidicos induzidos pela infecgao por BCG in vivo. (A) Soro normal
de coelho foi utilizado como controle negativo da imunomarcagdo. (B e D)
Corpusculos lipidicos (CL) em associagao com fagossomos contendo bactérias (*),
ambos apresentam marcagao para Rab7 (setas). (C) Corpusculo lipidico apresenta
através da imunomarcagao com ouro para a proteina Rab7 (seta) a presenca
dessas proteinas na sua periferia. (D) detalhe da imagem B. Analises realizadas por
microscopia eletronica de transmissao de macrofagos obtidos apds 24 h de infecgao
por BCG in vivo. Fag = fagossoma; Barras = 1 um.
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4.5) A proteina Rab7 presente nos corpusculos lipidicos esta na sua forma
ativa

A Rab7 é uma pequena GTPase responsavel pelas fases mais tardias via
endocitica (Stenmark, 2009). Para que ocorra a maturagao fagossomal (formagao do
fagolisossoma), é necessario 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 e col., 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 fagossamos
com os lisossomos (Harrison e col., 2003).

Apos a confirmagao da presencga da proteina Rab7 nos corpusculos lipidicos,
investigamos o seu estado de ativagdo, observando por imunofluorescéncia a
presenca da proteina RILP. Analises por microscopia de confocal demonstraram a
co-localizacdo da RILP nos corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® (Figura 10)
induzidos apos 24 h de infecgéo in vivo por BCG em camundongos C57BI/6.
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Figura 10. Co-localizagao da proteina RILP em corpusculos lipidicos induzidos
por BCG. (A) Marcagdo para corpusculo lipidico com Bodipy® (verde) e (B)
Imunolocalizagdo para RILP (vermelho) em macrofagos. (C) Na imagem de
sobreposigao podemos observar que a RILP esta co-localizada (em amarelo, seta),
com os corpusculos lipidicos, em 48 h de infecgdo por BCG in vivo (5 x 10°
bacilos/cavidade). Analise por microscopia de confocal. Barra = 10 pm.
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4.6) Inibidor da proteina Rab7, CID 1067700, inibe a aproximagao entre os
fagossomas e os corpusculos lipidicos

Como descrito anteriormente, foi observada a presenca da proteina Rab7 na
periferia nos corpusculos lipidicos durante a infeccdo por BCG. O papel de
ancoragem de vesiculas atribuida a essa proteina nos fez investigar o seu
envolvimento no mecanismo de associagdo dos fagossomas com o0s corpusculos
lipidicos. Para responder essa pergunta, utilizamos o modelo experimental no qual
demonstramos que particulas de latex revestidas com LAM possuem um papel
fundamental na aproximag¢ao dos fagossomas com os corpusculos lipidicos. Sendo
assim, foram utilizados macréfagos derivados de medula estimulados com as
particulas de latex fluorescentes por 2 h e, em seguida, tratados com o inibidor por
competicdo de Rab7, CID1067700, nas doses de 0 e 20 nM por 2 h. Os resultados
demonstraram que a aproximag¢ao dos corpusculos lipidicos com os fagossomas
contendo as particulas de latex revestidas com LAM foi totalmente inibida apos o
tratamento com o inibidor CID 1067700 (Figura 11 A).

Com a finalidade de normalizar a quantidade de corpusculos lipidicos no sistema
excluindo a possibilidade de associagdes ao acaso com as particulas de devido as
diferengas no numero de dessas organelas entre os grupos, utilizamos AO (50 uM)
24 antes do estimulo. Dessa maneira, macrofagos derivados de medula éssea foram
pré- tratados ou ndo com AO por 24 h, e posteriormente, estimulados com as
particulas de latex fluorescentes por 2 h e, em seguida, tratados com o inibidor de
Rab7, CID1067700, nas doses de 0, 20 e 200 nM. Os resultados demonstraram o
tratamento com CID1067700 (nas doses de 20 nM e 200 nM) por 2 h causou uma
inibicdo parcial da aproximacao entre os corpusculos lipidicos e as particulas de
latex revestidas com LAM quando os macrofagos foram pré-tratados com AO
(Figura 12 A). Contudo, houve um aumento da aproximagdo dos corpusculos
lipidicos com as particulas de latex ndo revestidas durante o tratamento com
CID1067700 nas doses de 20 e 200 nM, quando comparadas com o controle sem
tratamento (Figura 12 A). O tratamento com o inibidor CID 1067700 n&o foi capaz de
interferir na taxa de fagocitose das particulas de latex sem revestir ou revestidas

com LAM nos macrofagos de medula com ou sem AO (Figura 11 e 12 B). Ainda, o
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tratamento com o CID1067700 nao foi capaz de induzir a formacao de corpusculos
lipidicos nos macrofagos de medula com ou sem AO (Figura 11 e 12 C).
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Figura 11. Analise do papel da proteina Rab7 na associacao dos fagossomas
com os corpusculos lipidicos. Macrofagos derivados de medula éssea foram
estimulados com as particulas de latex fluorescentes revestidas ou ndo com LAM
por 2 h e tratados com o inibidor de Rab7, CID1067700 nas doses de 0 e 20 nM. (A)
distancia <0,2 uM entre as particulas de latex e os corpusculos lipidicos. (B) indice
fagocitico. (C) Quantificagdo dos corpusculos lipidicos por microscopia de confocal
apés marcagao com Bodipy®. Foram capturados 10 campos/grupo e analisadas
aproximadamente 250 ceélulas/grupo. Foram feitas analises de pelo menos 7
camadas por imagem. Analise da distédncia e do numero de corpusculos lipidicos foi
realizada por FlJl/imaged Software. Representativo de 2 experimentos
independentes. * diferenca estatistica entre o grupo controle e particulas de latex
revestidas com LAM tratados com 20 nM de CID, * p< 0,05.
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Figura 12. Analise do papel da proteina Rab7 na associagao dos fagossomas
com os corpusculos lipidicos pré tratados com AO. Macrofagos derivados de
medula 6ssea foram foram pré- tratados com AO por 24 h e em seguida estimulados
com as particulas de latex fluorescentes revestidas ou ndo com LAM por 2 h e
tratados com o inibidor de Rab7, CID1067700 nas doses de 0, 20 e 200 nM. (A)
distancia <0,2 uM entre as particulas de latex e os corpusculos lipidicos. (B) indice
fagocitico. (C) Quantificacdo dos corpusculos lipidicos por microscopia de confocal
apés marcagao com Bodipy®. Foram capturados 10 campos/grupo e analisadas
aproximadamente 250 células/grupo. Foram feitas analises de pelo menos 7
camadas por imagem. Analise da distédncia e do numero de corpusculos lipidicos foi
realizada por FlJl/imaged Software. Representativo de 2 experimentos
independentes.
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4.7) Durante a infecg¢do por ocorre o trafego de lipidios bacterianos e do
hospedeiro entre os corpusculos lipidicos e os fagossomas

Considerando a aproximacéo entre os corpusculos lipidicos e os fagossomas
contendo bactérias como um mecanismo ativo dependente do lipidio bacteriano
LAM e o possivel papel dos corpusculos lipidicos na sobrevivéncia e escape do
bacilo frente a resposta imune do hospedeiro, investigamos se haveria trafego de
lipidios micobacterianos/hospedeiro durante a infeccdo por BCG in vitro e in vivo.

Sendo assim, avaliamos a presenca do lipidios micobacterianos nos corpusculos
lipidicos, através da marcagdo por imunofluorescéncia para o LAM em macréfagos
de medula infectados por 24 h com BCG e observamos a co-localizagdo desse
lipidio com os corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® (Figura 13 C). De forma
interessante, o LAM se apresenta na periferia dos corpusculos lipidicos (Figura 13 C
e E- detalhe).

De forma complementar, analises por MET demonstraram macrofago pleural
contendo corpusculos lipidicos elétron-lucidos (CL) e grandes fagossomas no
citoplasma (Figura 14 A, setas). Em destaque, é possivel observar o fagossoma com
o contendo acumulo lipidico (verde) e bactéria no interior deste (asterisco) (Figura
14 Ai). Essa figura demonstra a internalizag&o do corpusculo lipidico pelo fagossoma
contendo a bactéria, e esta imersa em conteudo lipidico durante infecg¢ao in vivo por
BCG, no tempo de 24 h (Figura 14).
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Controle negativo

Figura 13. LAM de M. bovis BCG co-localiza com corpusculos lipidicos de
macrofagos apos 24 h de infeccao por BCG in vitro. (A) Marcagdo para
corpusculos lipidicos com Bodipy® e (B) Imunolocalizagdo para LAM em
macrofagos derivados de medula 6ssea. (C) Na imagem de sobreposigdo podemos
observar que o LAM (vermelho) esta co-localizado com os corpusculos lipidicos
(verde) (Figura E, detalhe) em 24 h de infecgdo por BCG in vitro (MOl 1:1). (D)
Imagem por contraste de fase do controle com o anticorpo secundario sozinho. (E)
Controle negativo com o anticorpo secundario. Analise por Microscopia Confocal.
Barras = 5 um.
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Figura 14. Corpusculos lipidicos no interior do fagossoma contendo BCG em
macrofago pleural. Macréfago pleural 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 é observada dentro do fagossoma (*).
Andlise por microscopia eletrbnica de transmissdao de macréfagos pleurais
infectados por BCG durante a infecgao experimental por 24 h in vivo. Barra= 1 ym.
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4.8) Inducgao da formagao dos corpusculos lipidicos é um fenébmeno altamente
regulado e nao depende da fagocitose

Apesar dos constantes avangcos na compreensao dos mecanismos pelos quais
as micobacterias induzem a formagdo dos corpusculos lipidicos, esse fendbmeno
ainda nao se encontra totalmente esclarecido (D'avila e col., 2006, Almeida e col.,
2014).

A fim de analisar o papel de componentes da parede micobacteriana na indugao
dos corpusculos lipidicos, macréfagos diferenciados de medula foram estimulados
por 4 h com LAM ou PIM de M. tuberculosis e LAM de M. segmatis e coradas com
tetroxido de 6smio. Observamos que o LAM de M. tb foi capaz de induzir um
aumento na formacao dos corpusculos lipidicos quando comparados com o controle
nao estimulado. Contudo, PIM de M. tb e LAM de M. segmatis, micobactéria nio
patdégenica, ndo foram capazes de induzir a formagao dessas organelas (Figura 15
A). A seguir, estimulamos os macréfagos de medula com particulas de latex n&o
revestidas e particulas de latex revestidas com LAM de M. tb por 4 h. A formagao de
corpusculos lipidicos foi quantificada ap6s a marcagédo dessas organelas com
Bodipy®. Observamos um aumento no numero de corpusculos lipidicos induzidos
pelas particulas de latex revestidas com LAM de M. tb. As particulas de latex ndo
revestidas ndo foram capazes de induzir a formagdo dessas organelas (Figura 15
B).
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Figura 15. Indugao da formacgao de corpusculos lipidicos por LAM de M. tb. (A)
Macrofagos derivados de medula estimulados com LAM, PIM de M. tb e LAM de M.
smegmatis nas concentragdes de 500 ng, 1 e 5 ug/ml por 4 h. (B) Macréfagos
derivados de medula estimulados com particulas de latex n&o revestidas e
revestidas com LAM de M. tb (10:1) por 2 h. (A) As células foram coradas com
tetroxido de 6smio e os corpusculos quantificados por microscopia de luz. (B)
Quantificacdo dos corpusculos lipidicos por microscopia de fluorescéncia apos
marcagdo com Bodipy®. (A) foram quantificadas 100 células. (B) Foram
quantificadas células de 10 campos aleatorios. * p< 0,05.
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4.9) O inibidor de acido graxo sintase (C75), inibe a formagao de corpusculos
lipidicos e esta envolvido na modulagdo de mediadores inflamatdrios e
citocinas

Diversos trabalhos tem relacionado o aumento da formacédo dos corpusculos
lipidicos por patdgenos intracelulares como T. cruzi, Leishmania, M. leprae e M.
bovis, BCG com a modulagao do sistema imune do hospedeiro para um perfil anti-
inflamatorio favorecendo a permanéncia do patdégeno (Almeida e col., 2009, D'avila
e col., 2011, Arcanjo e col., 2015).

Com o objetivo de observar o papel dos corpusculos lipidicos ha modulagao da
sintese de mediadores inflamatérios e citocinas, macrofagos peritoneais foram pré-
tratados com o inibidor da enzima acido graxo sintase (C75), 30 min antes da
infecgdo por BCG (24 h).

Observamos que a infeccdo por BCG foi capaz de induzir a formagao de
corpusculos lipidicos, contudo a sua formacido foi parcialmente inibida pelo
tratamento com 1 ug/ml de C75 (Figura 16 A).

Diversos trabalhos do nosso grupo demonstraram que os corpusculos lipidicos
s&o sitios de sintese de PGE; (D'avila e col., 2006, D'avila e col., 2011). Sendo
assim, investigamos o efeito do C75 na produgédo de PGE; por macréfagos durante
infeccdo por BCG. Observamos que a sintese de PGE foi inibida apds o tratamento
com o C75 em paralelo a inibigdo dos corpusculos lipidicos (Figura 16 B).

Estas inibicdbes ocorrem concomitante a diminuicdo expressiva da sintese da
citocina anti-inflamatoéria IL-10 e o aumento da citocina pro-inflamatéria TNF-a
analisadas durante o pré-tratamento dos macrofagos infectados com 1 pg/ml de C75
(Figura 17).
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Figura 16. Inibicao da formagao de corpusculos lipidicos e da sintese de PGE:
apos o pré tratamento com C75 durante a infeccao por BCG in vitro.
Macrofagos peritoniais foram pré-tratados com C75 na dose de 1 ug/ml 30 min antes
da infecgéo in vitro por BCG (MOI 3:1) por 24 h. (A) O numero de corpusculos
lipidicos por célula foi analisado apds a coloragdo por tetroxido de désmio e
quantificacdo por microscopia de luz. Foram quantificadas 50 células consecutivas.
(B) Os niveis de PGE, foram dosados por EIA dos sobrenadantes da cultura. *
diferencga estatistica entre o grupo BCG e o controle, + diferenga estatistica entre o
grupo BCG e os tratados. Media + EPM. * e + (p< 0,05).
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Figura 17. Modulagao da sintese de e citocinas apo6s o pré tratamento com C75
durante a infec¢ao por BCG in vitro. Macréfagos peritoniais foram pré-tratados
com C75 na dose de 1 yg/ml 30 min antes da infec¢do in vitro por BCG (MOI 3:1)
por 24 h. Os niveis de IL-10 e TNF-a foram dosados por ELISA nos sobrenadantes
da cultura. Média + EPM. Diferengas significativas entre o grupo controle e os
grupos estimulados (p< 0,05) estdo indicados por * e entre os grupos BCG e

tratados por +.
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4.10) A inibicdo da formagao dos corpusculos lipidicos pelo C75, esta
envolvida com a sobrevivéncia bacteriana

A literatura recente tem sugerido um importate papel para os corpusculos
lipidicos na sobrevivéncia de patdgenos intracelulares (Almeida e col., 2009, Mattos
e col., 2011).

Dessa forma, investigamos o impacto da inibigdo dos corpusculos lipidicos pelo
C75 na sobrevivéncia bacteriana. Como descrito anteriormente, observamos que a
infecgao por BCG foi capaz de induzir a formacéo de corpusculos lipidicos, contudo
a sua formacédo foi parcialmente inibida pelos tratamentos de 0,5; 1 e 2 ug/ml de
C75 (Figura 18 A). A seguir, avaliamos a viabilidade bacteriana através da
quantificacdo das unidades formadoras de colénias (UFC) em meio Lj. Nesse
experimento, observamos uma diminuigao parcial da sobrevivéncia bacteriana com
o pré-tratamento com C75 nos macrofagos infectados com BCG in vitro (Figura 18

B), sugerindo o envolvimento dessas organelas na sobrevivéncia do patdégeno.
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Figura 18. O pré-tratamento com C75 diminui da sobrevivéncia bacteriana
durante a infecgao por BCG in vitro. Macréfagos derivados de medula 6ssea
foram pré-tratados com C75 nas doses de 0,5; 1 e 2 ug/ml 30 min antes da infecgao
in vitro por BCG (MOI 3:1) por 24 h. (A) As células foram coradas com tetréxido de
O0smio e os corpusculos lipidicos quantificados por microscopia de luz. (B) As células
foram permeabilizadas para a remog¢ado das bactérias intracelulares e o
sobrenadante semeado em tubos contendo meio Lj. Analise da duplicata de cada
amostra lisada. (A) Foram quantificadas 100 células consecutivas. * diferenca
estatistica entre o grupo BCG e o controle, + diferenca estatistica entre o grupo BCG

e o tratado. Media + EPM. * e + p< 0.05. (B) Representativo de 2 experimentos
independentes.
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A tuberculose é doencga de patdbgenia complexa onde a interagdo patdégeno-
hospedeiro ndo se encontra totalmente esclarecida. Uma caracteristica interessante
da patologia ainda pouco estudada é o acumulo intracelular de lipidios bem como, a
diferenciagdo dos macréfagos em células espumosas que tem sido observada
durante a infecgdo tanto em condigbes clinicas quanto experimentais (Ridley e
Ridley, 1987, D'avila e col., 2006, Kim e col., 2010, Neyrolles, 2014).

Nesse trabalho investigamos os mecanismos de associagdo dos corpusculos
lipidicos com os fagossomas durante a infecgdo pelo M. bovis, BCG e o papel de
componentes da parede micobacteriana e proteinas da via endocitica nesse
fendbmeno. A nossa hipdtese central é que os corpusculos lipidicos possam estar
favorecendo a infecgdo micobacteriana através da interagdo com os fagossomas,
bem como pela modulagdo da resposta imune do hospedeiro, favorecendo assim a
sua persisténcia intracelular.

Diversos estudos tém descrito uma intima relagao entre os corpusculos lipidicos
e fagossomas contendo micobactérias. Analises utilizando microscopia eletrénica
de transmissao foram realizadas com a finalidade de melhor observar a interacéo
entre estas duas organelas. Nossos resultados mostraram por meio de
imunomarcacido para ADRP com particulas de ouro que os corpusculos lipidicos
estdo em associagdo 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 infecgdo por
outro patdgeno intracelular, o T. cruzi, em macréfagos (Melo e col., 2003, D'avila e
col., 2006, Melo e Dvorak, 2012).

De maneira complementar, através do auxilio da microscopia de super-
resolucdo, observamos a organizagéo espacial dos corpusculos lipidicos marcados
com a sonda fluorescente LiptoxRed, proximos do BCG. A partir dessas imagens foi
possivel observar a presenca dos corpusculos lipidicos intercalando com a bactéria
presente em macréfagos pleurais durante a infecgdo por 24 h com BCG in vivo.
Corroborando com nossos dados, foi observado por Mattos e col., fagossomas
contendo M. leprae totalmente preenchido e circundado por corpusculos lipidicos
marcados com a sonda fluorescente P96 em macrofagos (Mattos e col., 2011).

Esses dados sugerem que a associagao entre corpusculos lipidicos induzidos pela
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infecgdo e fagossomas contendo micobactéria ndo é um evento ao acaso e, que
pode influenciar o curso da infeccéo.

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 bactéria morta, no tempo de 24 h da
infeccdo experimental por BCG in vivo, sugerindo um papel para os componentes
da parede micobacteriana na modulagdo dessa interagdo. Assim, investigamos o
papel de alguns componentes da parede micobacteriana nesse evento. Para isso,
utilizamos um modelo experimental em que macrofagos foram estimulados com
particulas de latex revestidas com moléculas micobacterianas. Nossos resultados
mostraram a interacado de particulas de latex revestidas com LAM e PIM de M. tb
com os corpusculos lipidicos, aléem de também ter sido observado o mesmo
fendbmeno com TDM e monomicolato trealose (TMM) (dados ndo mostrados).
Contudo, esse fenbmeno nao foi observado quando foram utilizadas particulas de
latex n&o revestidas. Sugerindo que esses lipidios micobacterianos podem estar
modulando a interagéo entre os fagossomas e os corpusculos lipidicos.

De fato, com o auxilio do programa de analise de imagem, Imaged, observamos
um aumento de 102,60% no numero de particulas de latex revestidas com LAM de
M. tb de 67,88% de PIM de M. tb a menos de 0,2 um dos corpusculos lipidicos
quando comparadas com as particulas de latex ndo revestidas. Ainda, foi possivel
observar uma distribuicdo homogénea do percentual das particulas de latex n&o
revestidas préximas dos corpusculos lipidicos nas distancias de 0,2 ym a 1 um.
Quando avaliamos a distribuicdo das particulas de latex em relagcdo aos
corpusculos lipidicos, observamos um aumento das particulas de latex revestidas
com LAM préximas dos corpusculos lipidicos na distancia de 0,2 ym e uma
distribuicdo menor e homogénea nas distancias de 0,4 ym a 1um.

Apesar da taxa de fagocitose das particulas de latex revestidas com outro
componente da parede micobacteriana, o PIM ter sido 126,86% maior que as
particulas de latex ndo revestidas ou revestidas com LAM, o aumento da
aproximacgédo das particulas de latex revestidas com PIM com os corpusculos
lipidicos foi 34,72% menor quando comparado com as particulas de latex revestidas
com LAM. Esses dados sugerem que as particulas de latex revestidas pelos
diferentes lipidios podem ser fagocitados de maneiras distintas pelos macrofagos, e
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que o fendbmeno de aproximagao dos fagossomas contendo as particulas revestidas
com os corpusculos lipidicos €, em parte, independente do indice de fagocitose
destas particulas. Villeneuve e col., observaram através da inibicado do receptor de
complemento CR3 a diminuigdo da internalizagao de particulas de latex revestidas
com PIM, contudo ndo houve diferenga na fagocitose das particulas de latex
controle, revestidas somente com BSA (Villeneuve e col., 2005). Ja foi descrito que
tanto o PIM quanto o LAM s&o reconhecidos e fagocitados pelo receptor de manose
e sao capazes de induzir diferentes respostas nas células do hospedeiro (Vergne e
col., 2004, Torrelles e col., 2006). Esses dados sugerem também que os receptores
podem ser expressos de maneiras distintas nos macrofagos de medula estimulados
com as particulas de latex n&o revestidas e revestidas com LAM e PIM.

Complementando nossos dados, observamos que nao houve diferenga na taxa
de fagocitose das particulas de latex revestidas ou ndo com LAM. Dessa forma, a
aproximacgao entre as particulas de latex revestidas com LAM e os corpusculos
lipidicos parece ser um evento especifico, uma vez que nao é dependente do
numero de particulas internalizadas.

A proteina Rab7 possui um papel fundamental coordenando o ancoramento e
fusdo de uma série de vesiculas e organelas (Bucci e col., 2000, Zhang e col., 2009,
Sun e col., 2010). Uma caracteristica comum ao M. tuberculosis e ao BCG ¢é a
capacidade de reter a proteina Rab5 no fagossoma, impedindo a troca pela Rab7 e,
consequentemente, a maturagao fagossomal (Fratti e col., 2001; Via e col., 1997).
Esse é um importante mecanismo utilizado para o escape micobacteriano que ainda
nao esta elucidado.

Em nosso trabalho, investigamos a presenga dessas proteinas nos corpusculos
lipidicos, durante infecgdo experimental por BCG. Observamos por
imunofluorescéncia que apesar da proteina Rab5 se apresentar proxima 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. Resultados semelhantes
de colocalizacdo de Rab7 com os corpusculos lipidicos foram observados no
modelo de indugdo de autofagia em hepatdcitos (Schroeder e col., 2015). Contudo,

nesse trabalho o autor sugere que a Rab7 atue como uma importante proteina para
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a lipdlise dos corpusculos lipidicos em células sob stress nutricional (Schroeder e
col., 2015).

Nossas analises por MET confirmaram a presenca da Rab7 nos corpusculos
lipidicos e identificaram a interagdo entre os fagossomas e os corpusculos lipidicos
exatamente na area de maior acumulo de Rab7. Esse dado sugere que a Rab7
pode estar sendo sequestrada para os corpusculos lipidicos, como um mecanismo
para impedir a maturacdo fagossomal e/ou atuando como reguladora para a
interacdo entre os corpusculos lipidicos e os fagossomas. Para que a Rab7
presente nos fagossomas complete as etapas subsequentes da via endocitica
culminando com a maturagdo fagossomal, € necessaria a sua ligagdo com a sua
proteina efetora, a RILP (Jordens e col., 2001, Harrison e col., 2003). A RILP é a
proteina responsavel por recrutar o complexo motor associado aos microtubulos, a
dineina-dinactina, e possui como importante fungdo a fusdo dos fagossomos com
os lisossomos. Além disso, a vasta literatura tem carcterizado a RILP como um
marcador de ativagdo da proteina Rab7 pela sua capacidade de se ligar a ela
somente quando esta na sua forma ativa (GTP) (Cantalupo e col., 2001, Johansson
e col., 2007).

Nossos resultados de imunofluorescéncia revelaram que, a exemplo da Rab7, a
RILP esta presente nos corpusculos lipidicos em 24 (dados ndo mostrados) e 48 h
apos a infecgdo experimental por BCG in vivo, sugerindo que a Rab7 se encontra
na sua forma ativa. Analises semelhantes foram feitas por Schroeder e col., que
demonstraram a presengca da Rab7 ativa através da analise da RILP nos
corpusculos lipidicos purificados de células HuH7 (Schroeder e col., 2015).

Esses dados sugerem que os corpusculos lipidicos induzidos pela infecgao por
BCG podem sequestrar a Rab7 ativa, afim de evitar a maturagado fagossomal, e/ou
sendo responsavel pelo movimento centripeto entre as duas organelas através da
ligacdo com a sua proteina efetora, a RILP. Através da analise por MET e
fluorescéncia, Harrison e col descreveram o papel da RILP na extensao e fusao de
tubulos formados entre organelas da via endocitica (fagossomas tardios e
lisossomas) de células RAW estimuladas com particulas de latex opsonizadas
(Harrison e col., 2003). Devemos considerar ainda que essas proteinas podem
funcionar como uma ponte entre corpusculos lipidicos e fagossomas, no nosso
modelo experimental.
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Continuando a investigar o papel da Rab7 na aproximacdo de fagossomas
contendo bactérias com os corpusculos lipidicos, utilizamos o inibidor de
competigdo para Rab7, CID1067700 (Agola e col., 2012). Através do modelo pré-
estabelecido de aproximagao dos corpusculos lipidicos com particulas de latex e
analise das imagens pelo programa ImagedJ, observamos que o tratamento com o
CID1067700 na dose de 20 nM foi capaz de inibir a aproximag¢ao dos fagossomas
contendo as particulas de latex revestida com LAM com os corpusculos lipidicos.
Corroborando com nossos dados, um estudo demonstrou que a inibicdo da Rab7
por siRNA de células Hep3B foi capaz de impedir o recrutamento de MVB (multi
vesicular bodies) para proximo dos corpusculos lipidicos no modelo de indugéo de
autofagia induzida por privagao nutricional (Schroeder e col., 2015).

Quando analisamos a taxa de fagocitose das particulas de latex e a formagéao
de corpusculos lipidicos apds o tratamento com CID1067700 em macréfagos de
medula, observamos que nao houve alteragdo desses parametros quando
comparados com o controle ndo tratado. Resultados semelhantes foram observados
por Schroeder e col, onde foi observado que a inibicao da Rab7 pelo siRNA nao foi
capaz de alterar o numero de corpusculos lipidicos em hepatocitos (Schroeder e
col., 2015). No mesmo estudo, foi observado que a inibicdo da Rab7 com o
CID1067700, bem como por siRNA, foi capaz de aumentar a area dos corpusculos
lipidicos no modelo de stress nutricional em linhagem primaria de hepatécitos
murinos e Hep3B, respectivamente.

Associagao entre fagossomas e corpusculos lipidicos também tem sido descrito
em infecgdes com M. leprae. Mattos e col., descreveram no modelo de infecgao por
M. leprae em células de Schwann o recrutamento de corpusculos lipidicos para
perto de fagossoma contendo a micobactéria em um mecanismo dependente de
microtubulos e de filamentos de actina. A aproximagéo entre fagossomas contendo
M. leprae e os corpusculos lipidicos foi inibida apds o tratamento das células com
taxol (estabilizante de microtubulos), citocalasina D (inibidor da polimerizacédo da
actina) e LY294002 (inibidor de PI3K) por 4 h apds a infecgdo prévia com o bacilo
por 6 h sem inibir a formag¢ao dos corpusculos lipidicos (Mattos e col., 2010).

Com o objetivo minimizar a probabilidade de que as associagbes entre as
particulas de latex revestidas estivessem ocorrendo devido ao numero aumentado
de corpusculos lipidicos no grupo com as particulas de latex revestidas com LAM,
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adicionamos AO nos macréfagos 24 h antes do ensaio, para aumentar o numero de
corpusculos lipidicos no citoplasma.

Nés observamos que houve uma diminuicdo semelhante na aproximagao dos
fagossomas contendo particulas de latex revestidas com LAM apds o tratamento
com 20 e 200 nM CID1067700, concordando com o ensaio sem AO. Entretanto, foi
observado um aumento na aproximacgao das particulas de latex n&o revestidas apos
o tratamento com CID1067700 nas doses de 20 e 200 nM. Os mecanismos
envolvidos nesta maior aproximagao das particulas de latex n&do revestidas apds o
tratamento com CID1067700 ndo estao claros. No entanto, ndo podemos descartar
alteragdes que envolvem a dindmica de microtubulos, nem as possiveis diferengas
na composigao lipidica e proteica dos corpusculos lipidicos observados durante
estimulagdo com acidos graxos ou induzidos por um agente infeccioso. Analises da
composicao lipidica de bidpsias de pacientes com hanseniase borderline (ou
dimorfa) e hanseniase lepramatosa - forma mais grave da doenga e de maior
multiplicagdo do bacilo - mostraram uma importante diferenga no seu perfil lipidico.
A hanseniase lepramatosa foi caracterizada pela prevaléncia do colesterol e
colesterol éster em contraste com o aumento de triacilglicerol observado na
hanseniase borderline (Mattos e col., 2014). O mesmo perfil metabdlico foi
observado em macrofagos infectados com M. leprae in vitro quando comparados
com o controle ndo infectado, sugerindo que o patégeno pode estar modulando a
biosintese e a entrada de lipidios na célula (Mattos e col., 2014). Da mesma forma,
a analise protedmica dos corpusculos lipidicos induzidos durante a infeccdo pelo
bacilo intracelular Chlamydia trachomatisis, demonstrou composi¢cdo proteica
diferente da observada no controle ndo infectado, incluindo proteinas envolvidas
com o metabolismo lipidico e proteinas proprias do patogeno (Saka e col., 2015).

A literatura recente demonstrou um papel interessante para a SapM, fosfatase
acida secretada por M. tb e BCG. Foi observado no modelo de autofagia por
privacao nutricional que a SapM se liga a Rab7 impedindo a ligagao dos lisossomas
e consequente inibindo a acidificagdo dos autofagossomas (Hu e col., 2015). Dessa
forma, nossos dados sugerem que a modulagdo da aproximagao entre as particulas
de latex revestidas com LAM e os corpusculos lipidicos pode ser ainda mais
complexa. De maneira interessante, a inibicdo da associagao entre os corpusculos
lipidicos e a micobactéria através do tratamento com taxol, citocalasina D e
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LY294002 diminuiu a viabilidade bacteriana, sugerindo um papel dessa interagao
em favor da infecgéo (Mattos e col., 2010).

Nossos dados mostram pela primeira vez um importante papel para o LAM
micobacteriano e a proteina Rab7 na aproximagcdo entre os fagossomas e
corpusculos lipidicos, contudo, a fungdo e o mecanismo dessa associagdo ainda
precisam ser mais investigados.

Através de analises ultraestruturais investigamos as etapas subsequentes da
interacdo entre os fagossomas e os corpusculos lipidicos. Durante 24 h de infec¢ao
por BCG in vivo observamos estruturas sugestivas de corpusculos lipidicos no
interior dos fagossomas contendo bactérias. 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., que observaram,
nao sé a interacdo entre essas organelas, mas a presengca de um fagossoma
contendo o M. tuberculosis no interior de um corpusculo lipidico, em estagios ja
avancados da infeccdo (Russell e col., 2009). Além disso, nossos resultados
mostram ainda a bactéria embebida no conteudo lipidico presente no fagossoma.
Corroborando com nossos dados, imagens por microscopia confocal mostraram os
fagossomas contendo M. leprae envolvidos pelos corpusculos lipidicos nas células
de Schwann (Mattos e col., 2010). Esses dados mostram que ha troca de lipidios do
hospedeiro advindos da interagdo com os corpusculos lipidicos. Alguns autores
sugerem que os lipidios do hospedeiro possam estar sendo metabolizados e
utilizados pela micobactéria atuando como fonte de carbono ou ainda atuando como
armaduras protegendo a bactéria do sistema imune hospedeiro (D'avila e col., 2006,
Pandey e Sassetti, 2008, Daniel e col., 2011, Mattos e col., 2011, Almeida e col.,
2014).

De maneira interessante, nossos dados de imunofluorescéncia mostraram a
presenca de LAM de BCG co-localizado com os corpusculos lipidicos apos 24 h de
infeccdo in vitro. O LAM micobacteriano tem sido descrito como um componente da
parede micobacteriana de papel fundamental para a sobrevivéncia do bacilo dentro
das células. A mutagéo estrutural no LAM de M. tb, torna a cepa mais sensivel ao
tratamento com B-lactamicos e menos virulentas durante a infecgdo in vivo (Fukuda
e col., 2013). Kang e col., demonstraram que a ligagcdo do ManLam de M. tb com o
MR inibe a maturacdo fagossomal em macrofagos humanos favorecendo a
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sobrevivéncia do bacilo (Kang e col.,, 2005). Ainda, foi observada que a
incorporagao do LAM via lipid rafts resulta na diminuigdo da maturagdo fagossomal
(Hayakawa e col., 2007, Welin e col., 2008).

Nesse trabalho, observamos pela primeira vez dados sugestivos de
recrutamento ativo das particulas de latex revestidas com LAM e os corpusculos
lipidicos (induzidos pelo LAM ou previamente induzidos com AQO) e que esse
mecanismo & dependente da proteina Rab7. De maneira interessante, através de
analises por imunofluorescéncia observamos a presenca do lipidio LAM do BCG no
interior dos corpusculos lipidicos durante a infeccéo in vitro. Esse dado inédito na
literatura corrobora com os dados de Beatty e col que demonstraram o trafego de
lipidios da parede celular de BCG de fagossomas infectados para outras organelas
durante a infecgdo em macrofagos in vitro (Beatty e Russell, 2000, Beatty e col.,
2001)

Contudo, ainda ndo esta claro se a presenca desse lipidio micobacteriano nos
corpusculos lipidicos € proveniente da interagdo entre as duas organelas ou pela
saida do LAM dos fagossomas (Beatty e Russell, 2000). A proteina ESAT-6/ESAT-
6:CFP-10 traduzida pela regido RD1 encontrado no M. tb mas ausente no BCG, é
capaz de permeabilizar a membrana fagossomal e liberar fatores de viruléncia (Gao
e col., 2004, Guinn e col., 2004, Houben e col., 2012). Beatty e col., demonstraram
a presencga de proteinas micobacterianas em organelas subcelulares e em células
nao infectadas durante a infeccdo tanto por BCG quanto por M. tb em cultura de
macrofagos in vitro (Beatty e col., 2000, Beatty e Russell, 2000). Dessa forma,
torna-se necessario investigar os mecanismos pelos quais o LAM é incorporado aos
corpusculos lipidicos. Esse conjunto de dados sugerem um novo e importante papel
para o LAM micobacteriano mediando a interagcdo entre os corpusculos lipidicos e
os fagossomas.

Como descrito anteriormente, os corpusculos lipidicos sao estruturas dinamicas,
altamente reguladas que aumentam em numero e tamanho durante a infecgédo por
BCG em leucdcitos. Varios trabalhos tem demonstrado que a biogénese dessas
organelas esta envolvida com a prevaléncia da infecgdo (D'avila e col., 2006, D'avila
e col., 2007, Almeida e col., 2009).

A auséncia de determinados componentes da parede micobacteriana tem sido
amplamente correlacionada com a diminui¢do da viruléncia do patégeno (Fukuda e
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col., 2013). Nosso trabalho demonstrou que o LAM de M. tb, mas ndo o PIM de M.
tb ou o LAM de M. smegmatis foi capaz de induzir a formagdo de corpusculos
lipidicos em macrdéfagos de medula in vitro. Corroborando com esses dados, as
particulas de latex revestidas com LAM de M. tb foram capazes de induzir a
formagdo dessas organelas quando comparado com o controle de particulas de
latex ndo revestidas. Resultados semelhantes foram observados por D’Avila e col.,
onde o LAM de BCG foi capaz de induzir a formagao de corpusculos lipidicos em
macroéfagos in vitro (D'avila e col., 2006). De maneira interessante, a indugéo de
corpusculos lipidicos ndo € observada nas células de Schwann estimuladas pelo
LAM de M. tb (Mattos e col., 2011). Esses estudos demonstraram ainda que a
micobactéria n&o patogénica, o M. smegmatis, assim como, particulas de latex nado
revestidas ndo sdo capazes de induzir a formagdo dessas organelas em
macrofagos ou em células de Schwann (D'avila e col., 2006, Mattos e col., 2010,
Almeida e col.,, 2014). Nossos resultados indicam que indugdo de corpusculos
lipidicos € um evento especifico e ndo dependente da fagocitose.

Nosso proximo passo foi investigar o papel funcional dos corpusculos lipidicos
com relagdo a replicacdo e sobrevivéncia bacteriana. A vasta literatura tem
relacionado o aumento no numero dos corpusculos lipidicos com a sintese de
mediadores lipidicos em diferentes modelos de infec¢cdo (D'avila e col., 2006,
Gomes e col., 2006, Pacheco e col., 2007, Mattos e col., 2010, Almeida e col.,
2014). Observamos no modelo de infecgdo in vitro por BCG um aumento na
formacéao de corpusculos lipidicos em paralelo com o aumento da sintese de PGE:.

De maneira interessante, o pré-tratameno das células com o C75 (inibidor da
enzima acido graxo sintase) causou uma inibicdo na formag&o dos corpusculos
lipidicos induzidos por BCG maneira dependente da dose, acompanhado da
inibicdo da sintese de PGE,, IL-10 e pelo aumento de TNF-a durante infec¢ao in
vitro. Anteriormente, nosso grupo demonstrou que anti-inflamatorios n&o
esteroidais, como aspirina e NS-398, foram capazes de inibir a formacdo de
corpusculos lipidicos, a sintese de PGE; e modular o perfil de citocinas, de maneira
semelhante ao observado no nosso trabalho com C75, durante a infeccéo por BCG
in vitro (D'avila e col., 2006). No modelo de infeccdo por M. leprae foi observada a
diminuigdo da formagao dos corpusculos lipidicos em paralelo a diminuicado da
sintese de PGE,, IL-10 e aumento de IL-12, tanto em células de Schwann, quanto
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em macrofagos murinos (Mattos e col, 2011). Ainda, a supressao de
prostaglandinas em camundongos infectados com M. tb diminui a replicagao
bacteriana e aumenta a expressao de IFN-y, TNF-a e INOS (Rangel Moreno e col.,
2002).

A compreensio do papel dos corpusculos lipidicos durante a infecgao esta se
tornando cada vez mais imprescindivel. Foi observado que sobrenadantes de
cultura de macrofagos infectados com M. leprae foram capazes de induzir a
formacéo de corpusculos lipidicos em um mecanismo dependente de citoesqueleto
através da utilizacdo do citocalasina B (Mattos e col., 2010). Contudo, quando a
fagocitose do M. leprae € inibida, n&o foi observada a indugdo dos corpusculos
lipidicos através do sobrenadante dos macréfagos infectados. Esses dados
sugerem que a resposta paracrina associada ao aumento dos corpusculos lipidicos
esta associada a fagocitose do M. leprae pelos macrofagos (Mattos e col., 2010).

Em conjunto, esses resultados indicam que a indugdo da formacdo dos
corpusculos lipidicos pode estar relacionada com a modulagdo da producédo de
PGE;, TNF-a e IL-10 durante infec¢gdes micobacterianas propondo um papel
imunomodulador para os corpusculos lipidicos, podendo dessa forma, favorecer a
sobrevivéncia micobacteriana.

Confirmando a nossa hipotese, observamos que o pré-tratamento com
diferentes doses de C75 foi capaz de inibir a sobrevivéncia do BCG em macréfagos
de medula apdés 24 h de infeccdo através da analise por UFCs. Nossos dados
reforcam dados ja publicados pelo nosso grupo que mostraram um aumento na
porcentagem da mortalidade do M. leprae através da analise por citometria de fluxo
das bactérias vivas e mortas marcadas apds o pré-tratamento das células de
Schwann com NS-398 e C75 (Mattos e col., 2011).

Nesse estudo avancamos mais uma etapa na compreensido dos mecanismos
pelos quais o M. bovis, BCG se associa com corpusculos lipidicos modulando
proteinas da via endocitica e mediadores inflamatérios em favor do patogeno.
Nossos resultados indicam que a infeccdo induz o aumento de corpusculos lipidicos
e a presencga da proteina Rab7 ativa, mas ndo da proteina Rab5, nos corpusculos
lipidicos. Ainda, o LAM micobacteriano parece participar ativamente da associacao
dos fagossomas com os corpusculos lipidicos que ocorre de forma dependente da
proteina Rab7. Esses dados sugerem o papel dos corpusculos lipidicos nessa
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interacdo como fontes de nutrientes para a bactéria ou ainda sequestrando a
proteina Rab7 dos fagossomas, impedindo a maturagdo fagossomal e a
sobrevivéncia do patdégeno. Além disso, observamos que a inibicdo dos corpusculos
lipidicos esta envolvida com a inibigdo de mediadores anti-inflamatorios e aumento
dos pro-inflamatérios e dessa forma atuando na sobrevivéncia bacteriana.

Propomos no esquema abaixo, um modelo onde os nossos dados em conjunto
com dados prévios do laboratoério indicam um importante papel do BCG e do LAM
de M. tb na formagao dos corpusculos e sintese de PGE,. Ainda, a inibicdo dos
corpusculos lipidicos, com consequente inibicdo de PGE; por aspirina, NS-398 e
C75, mostraram-se capazes de modular a produgao de citocinas como o TNF-a e
IL-10, sugerindo um papel anti-inflamatério para os corpusculos lipidicos. De fato,
observamos uma diminuicdo na sobrevivéncia bacteriana quando utilizamos o
inbidor de acido graxo sintase, C75. Um outro mecanismo proposto aqui é que o
componente da parede micobacteriana LAM, mas n&o o PIM pode estar modulando
de maneira ativa a aproximagédo dos fagossomas com os corpusculos lipidicos em
beneficio da infecgcdo. Ainda, o corpusculo lipidico parece estar sequestrando a
Rab7 ativa dos fagossomas. Através do inibidor competitivo para Rab7
CID1067700, observamos um importante papel dessa proteina intermediando a
aproximacao entre as duas organelas. Dessa forma, a presenca da proteina Rab7
nos corpusculos lipidicos pode estar atuando de duas formas, inibindo a maturacao
fagossomal e/ou possibilitando a que haja a troca de conteudo lipidico entre os
corpusculos lipidicos e os fagossomas.
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Esquema 5 — Modelo proposto para o envolvimento dos corpusculos lipidicos
na sobrevivéncia bacteriana durante a infeccao experimental por M. bovis,
BCG. A biogénese dos corpusculos lipidicos € dependente do reconhecimento de
receptores de sinalizagdao e/ou fagocitose da micobactéria patogénica ou do
componente da parede micobacteriana LAM. O aumento dessas organelas ocorre
em paralelo ao aumento da PGE,, IL-10 e diminuicdo do TNF-a e essa resposta &
revertida através do pré tratamento com C75. A infeccdo por BCG induz a
aproximagao dos fagossomas com os corpusculos lipidicos e a co-localizagado da
proteina Rab7 ativa, mas ndo da Rab5 nessas organelas. Essa aproximagdo é
dependente do LAM e da proteina Rab7 como observado apds a inibicdo da Rab7
com o CID1067700.
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6)Conclusbes




- Durante a infecgdo por M. bovis BCG in vivo e in vitro, ocorre a interagao
entre os corpusculos lipidicos e os fagossomas em um mecanismo independente da
viabilidade bacteriana.

- A aproximagao dos fagossomas com os corpusculos lipidicos € mediado por
components da parede micobacterianas, principalmente do LAM.

— Durante a infeccdo por BCG ocorre a associacdo da Rab7 e RILP mas nao
da Rab5 associada com a superficie dos corpusculos lipidicos, sugerindo que a
Rab7 esta na sua forma ativa.

- Nossas observacdées do acumulo da Rab7 no local de interagdo dos
fagossomas com os corpusculos lipidicos, em conjunto com dados que demonstram
que o inibidor da Rab7, CID1067700 inibe a aproximagdo dos fagossomas com
essas organelas sugerem que a Rab7 exerce um papel essencial na aproximagéo
dos corpusculos lipidicos com os fagossomas.

- Os resultados demonstraram a presencga de lipidio do hospedeiro no interior
de fagossomas infectados e do lipidio micobacteriano LAM nos corpusculos
lipidicos.

- Esse trabalho demonstrou que a inibicdo da formagdo dos corpusculos
lipidicos esta envolvida com a diminuicdo de mediadores anti-inflamatérios e da
sobrevivéncia bacteriana.

= Os resultados demonstraram novos mecanismos envolvidos na associagao

dos corpusculos lipidicos induzidos por BCG e os fagossomas, bem como o

envolvimento dos corpusculos lipidicos induzidos pela infecgdo na sintese de

mediadores inflamatérios. Em conjunto, nosso dados sugerem que a modulagao
dessas organelas pelo patégeno podem representar um importante mecanismo

de escape da resposta imune do hospedeiro.
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