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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Vinicius Tadeu Martins Guerra Campos

A tuberculose é uma doenca de importancia mundial, causando, ainda hoje, grandes
taxas de mortalidade e morbidade na populacdo mundial. O reconhecimento dos
padrées moleculares associados a patdgenos pelas células do sistema imune
durante a infeccdo € essencial para a ativacdo da resposta imune inata. Os
macréfagos sao primeira linha de defesa no pulméo, sitio de infeccdo mais comum
desta doenca, possuem diversos tipos de receptores responsivos aos padroes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs). A familia de receptores do tipo NOD
(NLR) é importante sinalizadora para desencadear a montagem do inflamassoma,
uma plataforma molecular capaz de processar citocinas inflamatorias para sua
forma ativa, principalmente IL-13 e IL-18. Ainda na frente de resposta inata, ha os
corpusculos lipidicos (CL), organelas citoplasmaticas dinamicas capazes de
aumentar em tamanho e numero frente a infec¢cdes que participam da regulacéo da
producdo de mediadores inflamatérios e levam ao favorecimento da sobrevivéncia
dos patogenos intracelulares. O presente estudo visa, portanto, investigar a
possivel relacéo entre as proteinas componentes do inflamassoma e os CLs durante
a resposta de macrofagos a infeccdo por Mycobacterium bovis, questdo que
permanece por ser melhor elucidada. Para tal, macrofagos derivados de medula
o0ssea de camundongos machos C57 Black 6 foram infectados com M. bovis BCG
por 24 horas. Posteriormente as células foram analisadas por microscopia de
fulorescéncia e confocal, objetivando verificar se haveria presenca das
componentes do inflamassoma nos CLs. Os resultados demonstram que, NALP3 e
caspase-1 estariam co-localizados com os CLs, mas ndo ASC. A inibicdo de
biogénese de CLs mediada pela droga C75, inibidora da enzima &cido graxo
sintase, reduziu a secrec¢ao de IL1B, principal substrato clivado pelo inflamassoma
NLRP3. Através da analise por WB, nossos resultados demonstraram um efeito
inibitério do C75 tanto na expressao quanto no processamento de IL-13, sugerindo
um papel para os corpusculos lipidicos na ativacédo do inflamassoma NLRP3.
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ABSTRACT

Tuberculosis is a disease of worldwide importance, causing great mortality and
morbidity rates in the world population. Recognition of molecular patterns associated
with pathogens by cells of the immune system during infection is essential for the
activation of the innate immune response. Macrophages are the first line of defense
in the lung, the most common site of infection of this disease, and have several
types of receptors responsive to molecular patterns associated with pathogens
(PAMPs). The NOD receptor family (NLR) is an important marker for triggering the
assembly of inflammassome, a molecular platform of processing inflammatory
cytokines into their active form, mainly IL-13 and IL-18. Still in the front of innate
response, there are lipid droptels (LD), dynamic cytoplasmic organelles of increasing
in size and number against infections that participate in the regulation of the
production of inflammatory mediators and lead to favoring the survival of intracellular
pathogens. The present study therefore aims to investigate the possible relationship
between the proteins components of the inflammassome and LDs during the
response of macrophages to Mycobacterium bovis infection, a question that remains
to be elucidated. To that end, bone marrow derived macrophages of C57 Black 6
male mice were infected with Mycobacterium bovis BCG for 24 hours. Afterwards the
cells were analyzed by fulcrum and confocal microscopy, to verify if there was
presence of the components of the inflammassoma in the LDs. The results
demonstrate that, NALP3 and caspase-1 would be co-localized with the LDs, but not
ASC. Inhibition of CL biogenesis mediated by the enzyme fatty acid synthase
inhibitor C75 reduced secretion of IL-1B, the major substrate cleaved by the
inflammatory neoplasm NLRP3. Through WB analysis, our results demonstrated an
inhibitory effect of C75 on both IL-1B expression and processing, suggesting a role
for lipid droplets in the activation of inflammome NLRP3.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tuberculose

1.1.1 Epidemiologia e aspectos gerais

A tuberculose é uma doenca de importancia mundial, segundo a Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), em 2015 foram estimados mais de 10 milhdes de novos
casos em todo o mundo, dentre esses, 11% eram pessoas portadoras de HIV.
Dentre os afetados, seis paises sozinhos sao responsaveis por 60% dos novos
casos notificados, s&o eles: india, Indonésia, China, Nigéria, Paquistédo e Africa do
sul, como mostra a figura 1. No mesmo ano foram registrados 480.000 novos casos
de tuberculose decorrente da existéncia de cepas multiresistentes a drogas (OMS,
2016).
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Figura 1. Ocorréncia mundial de novos casos de tuberculose em 2015. A tuberculose
permanece como uma doenga que afeta todo o mundo, com altas taxas de mortalidade e morbidade.
Como visto no mapa, a Africa do Sul segue sendo a regido mais afetava, situacéo € agravada pela
caréncia de sua populacdo em atendimento médico, quadros frequentes de desnutricdo além do
desenvolvimento de cepas de bacilos multiresistentes aos tratamentos convencionais e a ocorréncia

mais frequente de co-infec¢des tuberculose e HIV (OMS,2016).
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No Brasil, a tuberculose também constitui um grave problema de saude
publica, no ano 2000 foram notificados 82.249 casos novos, sendo 38.690 no
Sudeste com maior prevaléncia no estado do Rio de Janeiro. Os nameros, porém,
tendem a ser maiores ja que existem vieses de deficiéncia diagndstica e a

subnotificacéo (Hijjar & Procopio, 2000).

Entre os fatores agravantes que contribuem para o desenvolvimento da
doenca, a desnutricdo € um dos mais graves, pois a caréncia de nutrientes
essenciais leva a faléncia de resposta imune e possivel morte. A gravidade da
tuberculose, sua grande taxa de disseminacdo e o fato de afetar principalmente
paises mais pobres, causando elevadas taxas de mortalidade e morbidade a
enquadram na lista de doencas negligenciadas (Sargazi et al., 2017). Outro
importante fator que contribui para o agravamento dos casos te tuberculose € o
aparecimento de bacilos multirresistentes. Bacilos multiresistentes sdo aqueles que
possuem resisténcia a pelo menos duas drogas de primeira linha largamente
utilizadas no tratamento, tais como a isoniazida e a rifampicina. Existem ainda as
cepas extensivamente resistente a drogas que, de forma preocupante, apresentam
resisténcia as drogas de primeira linha e a pelo menos 3 das 6 drogas de segunda
linha para tratamento da tuberculose (Blaas et al., 2008; Gandhi et al., 2006; Ollé-
Goig, 2006; Shah, Goregaonkar, & Goregaonkar, 2017).

O surgimento de cepas cada vez mais resistentes € associado com
negligéncia e uso inadequado do tratamento, que € longo, podendo durar até 6
meses. O desaparecimento dos sintomas iniciais da doenca, pode provocar
abandono do tratamento por parte dos pacientes (Blaas et al., 2008; Gandhi et al.,
2006; Ollé-Goig, 2006; Shah et al., 2017).



No decorrer da infeccdo, as micobactérias sdo capazes ainda, de se utilizar
do metabolismo lipidico do hospedeiro em beneficio de sua permanéncia. Os acidos
graxos e, principalmente o colesterol, sdo moléculas chave nesta interacéo,
podendo ser convertidos em energia via B-oxidacdo ou ainda, utilizados para
sintese e manutencdo das membranas e parede celular das bactérias durante sua
proliferacédo e colonizagao dos tecidos, podendo ainda, inibir vias de autofagia que
poderiam conter a infeccdo e modular o metabolismo lipidico da célula hospedeira
(Lovewell, Sassetti, & VanderVen, 2016).

Células de animais infectados por M. Bovis BCG apresentaram aumento do
namero de corpusculos lipidicos, foi vista a proximidade entre corpusculos e
fagossomas em tempos iniciais de infeccao, utilizando eletrdnica de transmisséo. Ja
em tempos mais tardios, foram vistos bacilos dentro dos corpusculos lipidicos em
mondcitos humanos infectados com M. tuberculosis. De forma similar, em infeccao
por M. leprae em células de Schwann foram vistos bacilos totalmente revestidos
pelos corpusculos lipidicos, foi visto ainda, em bidpsias de pele de pacientes, a
presenca de ADRP e perilipinas tanto nos corpusculos lipidicos como na membrana
dos fagossomas, indicando interacdo entre estas organelas (C. M. C. Fremond,
Nicolle, Torres, & Quesniaux, 2003) (D’Avila, Almeida, Roque, Castro-Faria-Neto, &
Bozza, 2007; Robenek et al., 2006) (P. E. Almeida et al., 2009a) (Patricia E. AlImeida
et al., 2014; Toledo et al., 2016)



1.1.2 Imunopatogenia da tuberculose

A disseminacdo da tuberculose acontece através de aerossois contaminados
com bacilos Mycobacterium tuberculosis podendo incluir uma gama de espécies
filogeneticamente associadas (McClean & Tobin, 2016). Uma vez chegados ao sitio
primério de infeccdo, os pulmdes, os bacilos sdo fagocitados por macrofagos
alveolares residentes. Essas células constituem a principal linha de defesa contra
infeccbes do trato respiratorio, seguidas das células dendriticas que tem papel
central na apresentacdo de antigenos para montagem de resposta adaptativa
(McClean & Tobin, 2016).

Em resposta a infeccdo, ocorre também a formacdo do granuloma.
Granulomas sao agregados celulares compactos formandos por macrofagos
ativados que visam conter a disseminacao dos bacilos pelo tecido como pode visto
na figura 2. Macréfagos infectados formam anéis concéntricos que circundam uma
regido central necrotica e rica em lipideos. O perfil secretorio associado a resposta
do granuloma € caracterizado como anti-inflamatério na regido mais externa, com
producdo de arginase e IL-4, sendo inflamatério na regido mais interna da massa
celular, com prevaléncia de 6xido nitrico e TNF(Stamm, Collins, & Shiloh, 2015). O
perfil secretério do granuloma € capaz de recrutar e promover a agregacdo de
diversos tipos celulares, tais como linfécitos, neutréfilos, células dendriticas e
células natural killers (NK). O desenvolvimento do granuloma pode ter tanto um
efeito protetor para o hospedeiro, quanto fornecer um nicho de proliferacdo para as
bactérias que podem se replicar no meio extracelular apés a necrose de uma célula
infectada, voltando a infectar outras células posteriormente (Clay, Volkman, &
Ramakrishnan, 2008; Ehlers & Schaible, 2012; Gideon et al., 2015; Russell, 2007).
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Figura 2. Patogenia da tuberculose. A transmissdo da tuberculose se da pela inalacdo de

o

aerossoéis contaminados, no pulméo as bactérias sdo fagocitadas pelos macréfagos alveolares
induzindo uma resposta pré inflamatéria local que estimula o recrutamento de células mononucleares
dos vasos sanguineos vizinhos. O granuloma consiste em um nucleo de macréfagos infectados
envolvidos por células espumosas e linfocitos. A regido mais periférica possui ainda associacdes
com colageno e outras moléculas de matriz extracelular que a envolvem e sao capazes de formar

regides fibroticas em tempos mais prolongados de desenvolvimento da doenca (Russell, 2007).

Os microorganismo do complexo mycobacterium tuberculosis (complexo
MTB) que incluem os agentes etiolégicos da tuberculose humana e bovina, sao
patégenos intracelulares que, ao longo da historia, evoluiram de forma concomitante
aos seus hospedeiros, esse tempo de interacdo prolongado lhes permitiu
desenvolver uma ampla gama de estratégias de defesa para a sobrevivéncia dentro
das células do sistema imune, responsaveis por destrui-los para controlar a
infeccdo. Essa co-evolucdo tendeu a favorecer os fendtipos de patdgenos que
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provocavam maior tempo de laténcia e consequentemente maior tempo de
viabilidade e proliferacdo no organismo hospedeiro, colaborando para a natureza
cronica da doenca e para a suas altas taxas de prevaléncia (Brites & Gagneux,
2012; C. H. Liu, Liu, & Ge, 2017).

A falta de métodos de prevencao mais eficazes também tem sido levada em
consideracdo como um dos fatores responséaveis pelo crescimento do nimero de
pessoas infectadas pelo bacilo da tuberculose. A vacina Bacillo-Calmette-Guérin
(BCG), resultado da atenuagéo de uma cepa virulenta do Mycobacterium bovis, vem
sendo largamente utilizada como a principal tentativa de prevencao 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 infeccdo em

adultos (Bombardier e Heinemann, 2000).

A parede celular € uma estrutura chave para permanéncia e desenvolvimento
no hospedeiro das bactérias do complexo MTB. Sua composicdo é complexa, a
membrana plasmatica € envolvida por 3 camadas, a primeira é uma rede
intercruzada e densa formada de peptideoglicano, seguida de um arabinogalactano
altamente ramificado baseado em polissacarideos e, mais externamente, uma
camada de acidos micdlicos de cadeia longa. O complexo formado confere robustez
ao microorganismo, além de atuar como fator de sobrevivéncia, crescimento,
viruléncia e de reduzir a permeabilidade a antibioticos (Jankute, Cox, Harrison, &
Besra, 2015; Russell, Mwandumba, & Rhoades, 2002).

As bactérias do complexo MTB possuem uma ampla gama de mecanismos de
escape da resposta do hospedeiro. Incluindo a expressdo de lipideos em sua
superficie, capazes de mascarar os padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) que séo reconhecidos pelos macréfagos. A inducdo de apoptose em
células do sistema imune, como macrofagos e linfécitos T, também € um mecanismo
classico de imunossupressao do hospedeiro vantajosa a permanéncia do patégeno.
A interacdo dos componentes da parede celular com receptores associados a
imunidade inata € capaz, ainda, de modular negativamente diversos bragos chave

da resposta incluindo apresentacdo de antigenos, apoptose de macrofagos bem
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como a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Dentre o0s
mecanismos, 0 mais bem descrito e que tem importancia central na sobrevivéncia
do patégeno é impedir a formagdo do fagolisossomo, tornando o fagossomo um
nicho de sobrevivéncia e proliferacdo bacterianas, ha ainda o recrutamento do
endossoma ndo maduro que fornece ferro que € um nutriente essencial a
sobrevivéncia (Cambier, Falkow, & Ramakrishnan, 2014; Mahajan et al., 2012;
Sharma, Sharma, & Bose, 2009; Stamm et al., 2015).

O complexo MTB possui, estruturalmente, uma complexa gama de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPS), que incluem moléculas comuns a
outros grupos de bactérias como peptideoglicano da parede celular e &cidos
nucleicos, como também moléculas Unicas caracteristicas do complexo. Algumas
das moléculas especificas do complexo MTB mais relevantes para reconhecimento
pelas células do sistema imune s&o: lipomanana (LM), lipoarabidomanana (LAM),
manosilato (ManLAM) além do fator de secrecdo ESAT6, capaz e potencializar a
viruléncia da infecdo micobacteriana. Essas proteinas, entre outros componentes
estruturais da micobactéria, podem ser reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) que irdo desencadear a montagem de resposta
imune inata. Os receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) estdo presentes
principalmente nas células do sistema imune como os macrofagos e as células
dendriticas, responsaveis por detectar e combater as micobatérias mas, também

constituem seus principais nichos de replicacdo (Stamm et al., 2015).

A resposta a infecgcdo por micobactérias é capaz de ativar diversas vias de
resposta. Durante a imunopatogenia da tuberculose alguns receptores de superficie
mostraram-se importantes para o processo de fagocitose da micobactéria, O
receptor do complemento 3 (CR), também denominado de CD11b ou CD 18, € visto
como o de maior importancia para a internalizacdo de micobactérias. Ha
participacdo ainda dos receptores de manose (MR), scavenger e Mincle
(Macrophage inducible Ca?-dependent lectin receptor), capazes de promover
sinalizacdo necessaria a fagocitose (Allen & Aderem, 1996; Velasco-Velazquez,
Barrera, Gonzéalez-Arenas, Rosales, & Agramonte-Hevia, 2003)(Fenton &
Vermeulen, 1996).



Os receptores de manose (MR) séo lectinas do tipo C capazes de reconhecer
manose, tem um papel importante na entrada das micobactérias nos macréfagos
humanos. Dois dos mais abundantes produtos da parede celular das micobactérias,
LAM e ManLAM, ligam aos receptores de manose C. Essa ligacdo estimula a
producéo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 bem como inibe a produgéo de
IL-12. Também foi ja foi descrito que, a interacdo desses receptores € capaz de
inibir a formagdo do fagolisossomo, promovendo a infecgdo. Entretanto,
camundongos deficientes de MR, ndo apresentam maior suscetibilidade a infeccéo,
diferente do que acontece no humano. Sugerindo que os mecanismos de entrada da
bactéria seriam distintos nas duas espécies (Chieppa et al., 2003; Kang et al., 2005;
M. V. S. Rajaram, Ni, Dodd, & Schlesinger, 2014).

Os receptores semelhantes a Toll (TLRs) também estao 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 et al., 2008). Os TLRs agem atraves do
reconhecimento PAMPs, desencadeando a sinalizacdo intracelular via receptor
citoplasmatico Toll/IL-1 (TIR) que ap0s a associacdo com proteinas adaptadoras
como o fator de diferenciacdo 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 expressdo de uma variedade de
citocinas, quimiocinas, moléculas coestimulatorias e interferon (IFN), importantes
para a resposta adaptativa (Medzhitov & Janeway, 1997, Akira & Hoshino, 2003,
Kawai &(Itoh et al., 2014).

TLR2 tem afinidade por lipoproteinas, logo pode se ligar determinadas
estruturas da parede celular micobacteriana: lipoarabinomannan (LAM), O
precursor de LAM lipomannan (LM) e mannoyslated phosphatidylinositol (PIM).
Células de ovéario de hamster chinés que super expressam TLR2, mas néao
TLR4, produzem TNF em resposta a PIM e LAM, bem como LM isolado da cepa
virulenta de M. tuberculosis e M. bovis BCG ativa macrofagos murinos derivados

de medula 6ssea a produzir TNF e IL-12. TLR4, em micobactérias, reconhece
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uma seérie de lipideos da parece celular, glicoproteinas e proteinas secretadas.
Algumas dessas proteinas que sinalizam via TLR4 incluem proteinas de choque
térmico, proteina ribossomal 50S de Mycobacterium tuberculosis e H37Rv,
associada a deteccao de micobactérias na pesquisa clinica (Bifani et al., 2000).
TLR4 é capaz de sinalizar vias MYD88 independentes, sinalizando via TRIF e
estimulando a secre¢cédo de IFN-B. TLR9 esta localizado na membrana dos
fagossomas e reconhece regibes de CpG no DNA de bactérias, inclusive
micobactérias. Trabalhos recentes com humanos, encontratam associacdes
entre polimorfismos de TLR9 e a suscetibilidade a infecgcbes micobacterianas ,
sugerindo que TLR9 teria papel importante na deteccéo inicial em infeccdes
primarias em hospedeiros humanos (C. M. Fremond et al., 2007; C. M. C.
Fremond et al., 2003; Ginhoux & Jung, 2014; Russell, Cardona, Kim, & Allain,
2010; Soilleux et al., 2002).



1.2. Inflamassomas

1.2.1. Receptores NOD like e inflamassomas: importancia bioldgica

Na regido citoplasmatica existe uma familia de receptores associadas
também a imunidade inata que exercem acdo protetora, denominada familia de
Receptores semelhantes a NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain). Nod-
like receptors (NLRs) sdo uma familia de proteinas intracelulares que desempenham
um papel fundamental na regulacdo da resposta imune inata do hospedeiro.
Existem 22 membros da familia NLR em humanos e mais de 30 genes NLR em
camundongos NLRs s&do expressos em muitos tipos celulares, embora certos
membros sejam expressos primariamente em fagocitos, incluindo macrofagos e
neutrofilos. NLRs séao proteinas multi-dominio, tri-partidas, compostas de: um
dominio efetor N-terminal variavel, que pode ser um dominio de recrutamento de
caspase (CARD), dominio pirina (PYD), dominio acido ou repeticdes de inibidor de
baculovirus (BIRs); um dominio de nucleotideo chamado de dominio NACHT
(também chamado de dominio NOD), o qual € responsavel pela capacidade de
oligomerizacdo entre NLRs e consequente ativacdo destes; e um dominio C-
terminal de repeticbes ricas em leucina (LRRs) envolvido no reconhecimento de
PAMPs ou DAMPs como visto na figura 6 (Martinon et al., 2009; Franchi et al.,
2009).
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Figura 3. Diversidade de receptores semelhantes a NOD (NLRs). NLRs possuem diferentes
estruturas e funcdes dentro das vias da imunidade inata e sdo compostos por diversos dominios que

pode ou ndo variar (Magalhaes, Sorbara, Girardin, & Philpott, 2011).

Homodlogos dos NLRs estdo presentes em vertebrados e organismos
filogenéticamente primitivos, tais como ouricos, que tem no seu genoma pelo menos
203 supostos NLRs. NLRs foram também identificados em plantas onde eles
desempenham um papel critico na resisténcia a doencas contra parasitos e
bactérias. A conservacao evolutiva da funcionalidade e estrutura dos NLRs sugere
gue eles desempenham uma importante funcdo na defesa do hospedeiro. NLRs
podem atuar como uma segunda linha de defesa para detectar patdgenos capazes
de escapar dos sistemas de deteccao das superficies celulares (Moreira e Zamboni,
2012; Eisenbarth & Flavell, 2009; Hibino et al., 2006; Belkhadir et al., 2004
DeYoung et al., 2006).
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Dentre os diferentes grupos de NLRs, ha os conhecidos por ndo induzirem a
formacédo do inflamassoma, sdo eles NOD1 e NOD2. NOD1 e NOD2 sé&o proteinas
multi-dominio consistindo de um ou dois dominios CARD, respectivamente, um
dominio NOD localizado na regido central, seguido por determinado nimero de LRR
C-terminais. NOD1 € expresso amplamente em muitos tipos celulares e 6rgaos, ja
NOD2 é expresso em células como macrofagos, células dendriticas, células de
Paneth, queratindcitos e células epiteliais do intestino, pulmdo e cavidade oral
(Takahashi et al.,, 2006). NOD1 é responsivo a quantidades minimas de
peptideoglicano, sendo capaz de sinalizar pela via de NFkB e produzir uma
resposta pré-inflamatoria, os primeiros estudos que elucidaram este mecanismo
utilizaram a bactéria gram negativa Helicobacter pilori como modelo para estudo
com patdgenos e verificaram uma resposta de aumento de producéo de interferon
tipo | NOD1-dependente. Camundongos deficientes para o receptor de interferon
sdo mais suscetiveis a infeccdo por Helicobacter pilori, esses dados sugerem
participacdo importante da NOD1 na sinalizacdo da via de interferon (Viala et al.,
2004; Watanabe et al., 2010).

NOD2 é o mais bem caracterizado membro da familia NLR e detecta o
dipeptideo muramico do peptideglicano da parede celular de bactérias, além disso
foi descrito que esta proteina estaria também envolvida em vias de combate a
infeccOes de parasitas e virais. NOD2 foi capaz de mediar a producéo de interferon
em células estimuladas com fitas simples de DNA e no controle da infeccéo in vitro
de Toxoplasma gondii (Sabbah et al., 2009; Shaw et al., 2009)

Em infeccbes bacterianas, apdés o reconhecimento microbiano, NOD1 e
NOD2 sofrem mudancas conformacionais, que resultam em oligomerizacdo via
dominio NOD. Essa oligomerizacdo favorece o recrutamento direto da serina-
treonina quinase RIP2 (Receptor-Interacting Protein 2) através de interacbes CARD-
CARD, pelo mecanismo de proximidade induzida. RIP2 recruta TRAF6, que ativa
TAK1 que ubiquitina IKK, que fosforila o inibidor IkB, levando a sua degradagao via
proteassoma, liberando NF-kB e permitindo sua translocacdo para o nucleo.
Ativacdo de Nodl e Nod2 também pode ativar MAP quinases, como p38, ERK, JNK
(Moreira & Zamboni, 2012).

12


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4003224/

A partir da sinalizacdo via determinados NLRs pode haver a montagem do
inflamassoma. A palavra Inflamassomo € formada pela reunido da palavra
inflamagédo, que remete a fungcdo do complexo, com o sufixo “somo” do grego
significa corpo (Martinon et al., 2009). O termo inflamassomo foi cunhado em 2002
para descrever complexos multi-protéicos formados no citosol apés estimulagéo por
PAMPs ou DAMPs. Sdo compostos por um NLR, uma proteina adaptadora ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) e a forma ativa de
caspase-1. Através da acdo proteolitica de caspase-1, essa plataforma molecular
cliva citocinas sem peptidios sinais tradicionais resultando em sua secre¢do. Os
inflamossomos tem a habilidade de transformar pro- IL-1(3, pro-IL-18 e, em alguns
casos, pro-IL-33 em suas formas ativas resultando em sua secrecdo e potente
resposta inflamatéria associada com essas citocinas que culmina em um tipo de
morte celular denominada de piroptose, a figura 7 mostra a estrutura simplificada do
inflamassoma NLRP3 e alguns dos ativadores descritos para essa plataforma

molecular (Martinon et al., 2002).
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Figura 4. Ativadores classicos do inflamassomas, os derivados de patégenos (PAMPS) e
derivados de proprio hospedeiro ou do ambiente (DAMPSs). Inflamassomas podem ser ativados
por diversas moléculas, tanto derivadas de bactérias, fungos, virus ou protozodrios quanto as
derivadas do proprio metabolismo ou do ambiente, incluindo proteinas e radiacfes respectivamente.
Pode-se verificar ainda, os componentes do inflamassoma, um NLR na regido mais externa que
responde aos padrées, a proteina adaptadora ASC na regido mediana e a unidade proteolitica

central, caspase-1 (Davis, BK., Wen, H., Ting, 2011).

Os inflamassomas sdo montados apenas em células que possuam abundancia
dos componentes necessarios. A maior parte das células ndo expressam todos 0s
componentes requeridos para ativacdo dos inflamossomas, necessitando
estimulacdo anterior ou sensibilizacdo (Martinon et al.,, 2009). Para que haja
sinalizacao via agonistas de NLRs, é necessario um “primeiro sinal”, que seja capaz
de induzir a sintese das pro-citocinas e permita posterior agdo do complexo do
inflamassoma. O primeiro sinal € normalmente realizado por cooperacdo entre
PRRs, podendo ocorrer por sinalizacdo via agonistas de TLRs ou acdo de NOD1 e
NOD2, ambos capazes de ativar NFKB e sua translocac¢éo para o nucleo seguida da
ativacdo de genes e geracdo das pro-formas das proteinas IL-1(3, IL-18 e IL-33
(Elinav, Strowig, Henao-Mejia, & Flavell, 2011). Ocorre entdo o segundo sinal, a

ativacao dos NLRs e a clivagem das citocinas para sua forma ativa de secrecao, o
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dito “segundo sinal’. Apds a ativacdo e oligomerizagdo de um NLR, ocorre
acoplamento, via interacBes entre dominios CARD, de enzimas anteriormente
denominadas ICE (Interleukin-783-converting enzyme) e atualmente chamadas de
caspases. Os NLRs que ndo possuem o dominio CARD precisam do auxilio da
molécula adaptadora ASC, que contém um dominio CARD e um PYD, e faz a
ligacédo entre o NLR e Caspase-1. Na figura 7 podemos ver os principais ativadores

de inflamassomas.

O reconhecimento dos DAMPs permite a deteccdo de um dano tecidual e,
desencadeia a resposta inflamatéria e de regeneracdo tecidual. Ha recrutamento
celular, liberacdo de mediadores sollUveis e a modulacdo da expressao de diversas
moléculas. Podendo haver a deteccdo tanto de microorganismos potencialmente
patogénicos, quanto a presenca de inflamacdes estéreis, onde ndo ha presenca de
patdogenos (Martinon, Mayor, & Tschopp, 2009). TLR4 reconhece a molécula de
heme, como um DAMP, liberada em condicdes de hemdlise ou dano celular
extremo, e isso induz a liberagdo de TNFa e KC (Figueiredo et al., 2007). Ainda, o
reconhecimento de LDL oxidado, outra molécula endégena, pelo receptor scavenger
CD36 leva a geracédo de espécies reativas de oxigénio, que entédo, ativam NLRP3 e

levam a sintese, processamento e liberacao de IL-1p (H. Q. Liu et al., 2013).

Caspase-1 € a unidade central proteolitica do complexo do inflamassoma.
Caspases sao proteases produzidas como zimogénios inativos cataliticamente e
usualmente sofrem processamento proteolitico durante ativacdo. Apds estimulacéo
por uma variedade de sinais enddgenos e microbianos, a molécula pro-caspase
inativa é auto-ativada por acdo proteolitica em um heterodimero enzimaticamente
ativo composto de uma cadeia de 10kDa e uma de 20kDa (Franchi, Warner, Viani, &
Nufiez, 2010). Caspases humanas podem ser divididas em dois diferentes grupos
baseado em sua funcéo biologica: caspases inflamatérias (caspase-1, caspase-4,
caspase-5, caspase-l1 e caspase-12) e caspases apoptoéticas, (caspase-2,
caspase-3, caspase-7, caspase-8, caspase-9 e caspase-10). O primeiro grupo €&
denominado inflamatério porque os principais substratos estudados até entdo séo
citocinas (tais como IL-1B, IL-18 e IL-33). Sabe-se, porém, que que ha possibilidade
de interacdo entre 0s grupos de caspases, significando que algumas destas

proteinas podem ndo ser exclusivamente inflamatérias ou exclusivamente
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apoptoticas. Recentemente foram descritos 121 substratos de caspase por analise
protebmica, incluindo substratos relacionados ai metabolismo lipidico, alguns destes

estdo ilustrados na figura abaixo (Denes & Brough, 2012).

Existem ainda as vias n&o can0nicas de ativagcdo do inflamassomas, entre
elas existe a via mediada por caspase-11. Essa via é descrita como importante no
controle de bactérias gram negativas, tais como em Escherichia coli (Stowe, Lee, &
Kayagaki, 2015), Citrobacter rodentium (Shi et al., 2017). Estudos in vitro
demonstraram ainda que, caspase-11 € capaz de restringir a proliferacdo
intracelular de Salmonella typhimirium e que animais nocautes para caspase-11

perdem a habilidade de controlar infeccéo por Salmonela (Aachoui et al., 2013).
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Figura 5. IL-18 é somente a ponta do ICEberg. Alguns do substratos descritos para Caspase
incluem moléculas associadas a diversas fun¢cdes como metabolismo celular, inflamagédo e morte
(Denes & Brough, 2012).
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1.2.2. Oinflamassoma NLRP3

O inflamassoma NLRP3 é o mais estudado. Seu complexo forma-se em
conjunto com a proteina adaptadora ASC e caspase-1, uma caspase inflamatoria.
NLRP3 é capaz de responder a estimulos diversos, associados a patdgenos
(PAMPs) a exemplo de LPS, RNA viral ou bacteriano. Pode responder ainda, a
estimulos estéreis (DAMPs), como cristais de &cido urico, ATP e substancias
particuladas como a silica. A acdo do inflamassoma converte as interleucinas a sua
forma ativa. Os membros da familia IL-1 ndo possuem o peptidio sinal, e assim néo
sdo exportados para o meio extracelular pela via secretéria classica, como ocorre
com outras citocinas. Ao invés disso, IL-1a, IL-1B, IL-18 e IL-33 possuem um pro-
dominio na regido N-terminal, com cerca de 30 a 100 residuos de aminoacidos. No
caso de IL-1B e IL-18, o pro-dominio serve como substrato para caspase-1, gerando
entdo a citocina madura (Smith, 2011). O sitio de clivagem para caspase-1 esta
presente somente na pro-IL-18 de mamiferos, sendo ausente nas sequéncias de

outros vertebrados (Denes & Brough, 2012).

IL-18 é um dos mais potentes mediadores sollveis da inflamacdo. E
produzida por varios tipos celulares, mas os estudos focam na producéo por células
imunes, principalmente por macréfagos (Denes & Brough, 2012). IL-18 € mediadora
de diversos efeitos sistémicos durante o processo inflamatorio, incluindo febre,
hipotensdo, hipersensibilidade a dor inflamatéria e a liberacdo de hormonios

adrenocorticotréficos (Johnston, Rahman, & McFadden, 2007)

Ja IL-18 ndo possui atividade pirogénica, diferente de IL-1B. Atua
sinergicamente com IL-12 para estimular células NK e T citotoxicas a produzir INF v,
gue possui um importante papel na eliminacdo de virus. IL-18 esta, portanto,
associada ao desenvolvimento de respostas tipo Thl (Hoshino et al., 1999). Mas,
em auséncia de IL-12, induz respostas tipo Th2, por promover a secre¢ao de IL-4,
IL-5 e IL-10, IL-18 tem acao sinérgica com IL-23 para induzir a secrecao de IL-17
por células Thl7 (Weaver et al., 2006).
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Além dessas citocinas, foi descrita acdo de inflamassomas na liberacdo de
mediadores lipidicos, como os eicosanoides, que sdo potentes moléculas bioativas,
derivados de lipidios, como &cido araquidénico. Eles estdo envolvidos em diversos
fenbmenos biolégicos, como a producdo de citocinas, diferenciacdo celular,
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo, apresentacdo de antigenos e morte celular,
dentre outros (Liu et al., 2013). Utilizando um modelo da doenca inflamatdria gota in
vivo e in vitro, Amaral et al mostraram que a injecdo de cristais de acido uUrico, um
ativador do inflamassomo NLRP3, induziu a rapida liberacdo de leucotrieno B4
(LTB4) e este foi importante para a producédo de IL-13 dependente de caspase-1. O
mesmo aconteceu com macrofagos tratados com cristais de acido arico. Conclui-se
gue LTB4 modula a producao de espécies reativas de oxigénio induzida por &acido
urico e estes radicais ativam o inflamassoma NLRP3 (Kleinnijenhuis, Oosting,

Joosten, Netea, & Van Crevel, 2011).

Verificou-se a ativacdo de NOD 2 por MDP em macrofagos leva ao aumento
da liberacdo de prostaglandina E2 (PGE2), em funcdo do aumento de
ciclooxigenase (COX2) e PGE sintase. E o aumento da expressao de COX2 é
dependente de p38 MAPK e mediado por IL-1B. Esse estudo mostra ainda que a
ativacdo de NOD2 néo altera as vias que levam a biosintese de leucotrienos (Liu et
al., 2013). Foi descrita ainda, interacdo entre inflamassomos e metabolismo lipidico
em experimentos com a estimulacdo de macrofagos com acidos graxos, 6mega 3
impede a ativacdo do inflamassomo NLRP3 e inibe ativacdo subsequente de
caspase-1 e secrecao de IL-1B. Especula-se entdo que estes acidos graxos possam
reprimir a inflamacédo e as doencas associadas, como gota, sindromes autoimunes e

outras doencas associadas a ativacao do inflamassomo NLRP3 (Yan et al., 2013).

Os inflamassomas vem sendo descritos como importantes mediadores da
resposta imune contra infeccbes micobacterianas, uma vez que animais nocautes
IL18, IL-1B e IL-1R sdo mais suscetiveis a infeccbes por Mycobacterium tuberculosis
(Abdalla et al., 2012; C. M. Fremond et al., 2007; I. Sugawara, Yamada, Hua, &
Mizuno, 2001; Isamu Sugawara et al., 1999). Micobactérias virulentas tem a
capacidade de inibir a formagéo do inflamassoma por mecanismos que ainda nao

foram bem elucidados, porém é descrito que ha ativagdo de zinco
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metaloproteinases (ZMP) capazes de inibir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e
consequentemente reduz a atividade de Caspase-1 (Brodsky et al., 2010; Deretic,
Delgado, Vergne, Master, & Haro, 2009; Galle et al., 2008). A inibicdo de Caspase-1
regula negativamente um braco importante da resposta anti-micobacteriano e
promove um ambiente mais favoravel para a continuidade da infeccdo, porém mais
trabalhos sdo necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos

imunopatoldgicos envolvidos na interacéo da bactéria com a célula hospedeiro.

Trabalhos recentes vém demonstrando o impacto dos inflamassomas no
metabolismo lipidico. Foi descrito que a proteina Caspase-1 teria papel importante
na regulacédo do peso corporal e da homeostase da glicose (Davis, BK., Wen, H.,
Ting, 2011). Em modelo de adipdcitos 3T3, foi verificado que a protedlise do fator
PPARy seria Caspase-1 dependente, afetando negativamente a adipogénese e o
metabolismo lipidico (Guilherme, Tesz, Guntur, & Czech, 2009). O aumento da
secrecdo de IL-1[3, consequéncia da ativagado do inflamassoma NLRP3, é capaz de
regular negativamente a adipogénese (W. Liu, Yin, Zhou, He, & Dai, 2014), quando
foram realizados experimentos com animais deficientes para a sinalizacdo de IL1
verificou-se maior suscetibilidade a obesidade do que nos animais wild type, porém,
guando os animais eram deficientes para o antagonista natural IL1 (IL1ra) eram
protegidos da obesidade (Chida et al., 2008; Garcia et al., 2006; Matsuki, Horai,
Sudo, & Iwakura, 2003) demostrando que a atividade dos inflamassomas pode
interferir de forma importante no metabolismo lipidico e consequentemente na

inflamac&o.
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1.3. Corpusculos Lipidicos

1.3.1. Estrutura e biogénese dos corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos, também conhecidos como gotas lipidicas ou
adipossomos, sdo organelas citoplasmaticas de natureza predominantemente
lipidica que estdo presentes virtualmente todos os organismos, incluindo plantas,
procarioticos e animais. O aumento em tamanho e niumero dos corpusculos lipidicos
€ descrita em diversos processos infecciosos, alérgicos e inflamatorios. A formacéo
de células espumosas, ricas em corpusculos lipidicos, € uma caracteristica
associada a diversas patologias. O corpusculo lipidico tem estrutura atipica,
possuindo um nucleo composto por lipideos neutros, envolvidos por uma
monocamada de fosfolipideos. Destaca-se ainda a presenca de uma diversidade de
proteinas que, vem sendo constantemente descritas, dentre elas temos proteinas
estruturais como as perilipinas (PLIN1, PLIN2 (ADRP) e PLIN3 (TIP47)), enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico, proteinas envolvidas no trafego de membrana,
bem como enzimas envolvidas em sinalizacdo celular e sintese de mediadores
lipidicos (Bozza, Magalhaes, & Weller, 2009b; Martin & Parton, 2006).

Ha trés importantes teorias que hipotetizam a biogénese dos corpusculos
lipidicos, todas relacionam esse fenbmeno intimamente com o0 reticulo
endoplasmatico (figura 3). A primeira € conhecida como modelo do “brotamento”, no
gual as enzimas envolvidas no metabolismo lipidico se acumulariam nas regifes
especificas do reticulo endoplasmatico, favorecendo a sintese de novos lipideos
neutros baseados em colesterdis e acidos graxos, que se acumulam e formam uma
massa hidrofobica entre duas regides do reticulo. Quando crescem, atingindo um
determinado tamanho, os corpusculos nascentes séo liberados para o citoplasma
carregados de proteinas estruturais do reticulo e envolvidos por uma monocamada
de fosfolipideos (figura 3A) (Martin & Parton, 2006; Murphy, 2001; Tauchi-Sato,
Ozeki, Houjou, Taguchi, & Fujimoto, 2002).
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Um modelo alterativo proposto teoriza que, os corpusculos lipidicos se formariam
preferencialmente ao longo do reticulo endoplasmatico em regifes
compartimentalizadas em forma de calice e ndo no interior do reticulo. Uma série de
experimentos de criofratura e microscopia eletronica forneceram evidéncias de que
haveria interacdo entre estruturas caracteristicas de membrana do reticulo e os
corpusculos lipidicos, sugerindo que corpusculos poderiam acomodar proteinas
transmembrana ndo apenas na periferia, como também em seu interior. As
organelas formadas seriam repletas de proteinas como as da familia PAT incluindo
a adipofilina ou ADRP, classica marcadora da presenca dos corpusculos lipidicos,
gue teria a funcdo de transferir lipideos do reticulo para os corpusculos nascentes
como visto na figura 3B (Robenek et al., 2006). O ultimo dos modelos proposto é
modelo de “enovelamento”, no qual os corpusculos lipidicos se formariam, por
incorporacdo de dominios membranosos do reticulo endoplasmatico, contendo
proteinas de superficie, proteinas transmembrana e ribossomos em seu interior,
como visto na figura 3C (Rossana C.N. Melo, Paganoti, Dvorak, & Weller, 2013) .
A figura 3 demostra os trés modelos de biogénese dos corpusculos lipidicos de

forma comparativa (Bozza, Magalhaes, & Weller, 2009a).
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Figura 6. Biogénese e estrutura de corplsculos lipidicos. Trés modelos de biogénese de
corpusculos lipidicos ilustrados de forma comparativa: (A) formagdo de massa de lipidios neutros,
sintetizada por enzimas e depositada entre as duas camadas da membrana do reticulo
endoplasmatico, seguido pelo brotamento da estrutura lipidica para o citoplasma; (B) formagdo de
corpusculos lipidicos em dominios do reticulo endoplasmatico em forma de calice e ricos em
proteinas PAT, uma familia de proteinas estruturais de corpusculos lipidicos; (C) formacéo de
corpusculos lipidicos por incorporacdo de dominios membranosos do reticulo endoplasmatico,
contendo proteinas de superficie, proteinas transmembrana e ribossomos em seu interior (no
detalhe). Adaptado de BOZZA et al., 2009.
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1.3.2. Composicao dos corpusculos lipidicos

Estudos da composicéo proteica dos corpusculos lipidicos através de diferentes
técnicas, tem identificado diversas proteinas, algumas estruturais ja descritas, como
perilipina /PLIN1, proteina relacionada a diferenciacao de adipdcitos (ADRP/ adipofilina/
PLIN2) e a tail-interacting protein 47kDa (TIP47/PLIN3), estima-se que essas proteinas
sdo responsaveis em revestir 15% da superficie dos corpusculos lipidicos. Foram vistas
ainda, proteinas relacionadas a homeostasia, estoque e metabolismo lipidicos, além de
sinalizacdo celular, como a proteina quinase C (PKC) e PI3 quinase, e trdfego de
vesiculas, como as RABs, bem como proteinas envolvidas na sintese de eicosanoides
(Londos et al., 1999, Hodges e Wu, Lass et al.,2006, Bartz e col., 2007, Wan et al.,
2007, Bozza et al., 2009).

A biogénese de corpusculos lipidicos ocorre mediada por diferentes estimulos
em diferentes tipos celulares como ilustrado na figura 4, essa organela tem
demonstrado ser sitio particularmente envolvido na metabolizacdo do &cido
araquidénico em eicosanoides. A ativacdo celular tanto por traumas mecanicos,
peptideos derivados de bactérias, alérgenos ou até mesmo citocinas inflamatérias é
capaz de estimular a producdo de eicosanoides, mediadores lipidicos do processo
inflamatorio. O acido araquidénico, substrato para a sintese dos eicosanoides, encontra-
se esterificado nos fosfolipideos (principalmente em eosinéfilos) e lipideos neutros
(mondcitos e macrofagos) e ndo livre no citoplasma, a superfamilia de proteinas
fosfolipase A2 (PLA2) é responsavel por reacbes que tornam esse substrato livre para
ser processado pelas enzimas produtoras dos eicoisandides, ciclooxigenase (COX),
COX 1 constitutiva e COX 2 potencialmente induzida, além da lipoxigenase (LOX). Foi
demonstrado por experimentos de microscopia eletronica utilizando acido araquidénico
radioativo exdgeno, a incorporacdo deste acido araquidénico principalmente aos
corpusculos lipidicos, em macrofagos, eosindfilos, mastécitos, neutrofilos e células
epiteliais (Bozza, Bakker-Abreu, Navarro-Xavier, & Bandeira-Melo, 2011; Plotkowski et
al., 2008; Pyne, Harvey, Galli, Cells, & Macglashan, 2017; Weller, Ackerman, Nicholson-
Weller, & Dvorak, 1989; Weller, Monahan-Earley, Dvorak, & Dvorak, 1991).
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Estimulo Tipo celular

Acidos graxos
Insaturados, mas nio saturados Neutréfilos. eosinéfilos, mondeitos e
macrofagos
Lipoproteinas
Ac-LDL/E-LDL/AGE-LDL/Ox-LDL, Macrdfagos. mas ndo neutrofilos
mas nio LDL nativo
Moléculas derivadas de patégenos
LPS/LAM Macrétagos. neutrofilos
Mediadores lipidicos

PAF. mas nio lisoPAF Neutrofilos. eosinofilos e maeréfagos
5-HETE Neutrofilos

PGDs Eosinéfilos, mas nio macréfagos
Hormonios

Leptina. resistina Macrétagos

Citocinas/fatores de crescimento

IL-5. GM-CSF. IL-16 Eosinoéfilos

Quimiocinas

RANTES/eotaxina/ eotaxina 2/ eotaxina 3 Eosinéfilos

MCP-1 Macrétagos

Figura 7. A biogénese de corpusculos lipidicos é estimulo-dependente. Os corpusculos lipidicos
sdo formados em diferentes tipos celulares, mediados por estimulos diversos. Certos tipos celulares,
nota-se, sdo propensos a produzir corpusculos com diversos estimulos (Adaptado de BOZZA et al.,
2009).

A enzima fosfolipase A2 citoplasmatica (cPLA2), mediador essencial para a
sintese de eicosanoides, localiza-se preferencialmente na regido externa dos
corpusculos lipidicos e ndo no centro destas organelas. O aumento da sintese de
eicosanoides é altamente sensivel a inibicdo de cPLA2 sugerindo que os lipideos dos
corpusculos seriam mobilizados para a sintese de eicoisandides. De forma intressante,
a bactéria Psedomonas aeruginosa é capaz de secretar uma toxina, ExoU, que induz a
mobilizacdo dos corpusculos lipidicos e consequente secrecdo de acido araquiddnico
gue é convertido em prostaglandina E2 (PGE2). A inibicdo da acdo de cPLA2 ou a
infeccdo por bactérias ExoU depletadas ndo é capaz de mobilizar a conteudo lipidico
dos corpusculos, portanto é sugerido que a utilizacdo do contetdo dos corpusculos
lipidicos do hospedeiro estaria associada ao mecanismo patogénico de P. aeruginosa

(YU et al, 1998; MOREIRA et al, 2009; WOOTEN et al 2008; BOZZA et al, 2001).
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Diversas enzimas envolvidas na sintese dos eicosandéides foram localizadas nos
corpusculos lipidicos, sendo 5-lipoxigenase (5-LO), 15-lipoxigenase e COX
preferencialmente encontradas no nucleo dessas organelas. Ja outras proteinas sao
vistas associadas a membrana, como Leucotrieno B4 sintase (LTC-4 sintase) e
Prostaglandina sintase (PGE sintase). A localizacdo das proteinas pode variar de
acordo com o grau de ativacdo da célula, bem como com o tipo celular. Em eosindfilos,
a localizacdo de 5-LO é principalmente citoplasméatica. Porém frente a um estimulo
inflamatério pode haver a realocacado desta proteina para os corpusculos lipidicos. Essa
redistribuicdo € estimulada, inclusive, pela adeséo ao substrato durante o processo de
ativacdo. A figura 5 demonstra diversas proteinas associadas aos corpusculos lipidicos

e suas respectivas func¢des descritas.

Membrane
Trafficking
Caveolin, SNAP,
VAMP, small
GTPases
Structural (e.9. Rabs, Eicosanoid-forming
Proteins Rab18) enzymes
Perilipin, ADRP, PLA,, 5-LO, 15-LO
TIP 47 \ / COX, LTC, synthase,
PGES
Lipid metabolism "
Squalene epoxidase c(;,‘ytokmesl
emokines
Acetyl-CoA TNF-o
carboxylase RANTES / IL-16
Acyl CoA Synthetase bEGF

Lanosterol synthase
Triglyceride lipase

Alcohol
dehydrogenase Cell Signaling
Fatty acid CoA ligase MAPs: ERK1, ERK2,
S100A9 p38
PI3K: subunits p55,
p85a, p85b
PKC

Figura 8. Diversidade de proteinas encontradas nos corpusculos lipidicos. Os corpusculos
lipidicos sdo sitios que compartimentalizam uma gama de proteinas associadas a uma diversidade
de funcgdes, entre elas destacam-se sinalizacéo celular, metabolismo lipidico e enzimas formadoras
de eicosanoides (Adaptado de BOZZA et al., 2009).
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1.3.3. Corpusculos Lipidicos: importancia biolégica durante a infecgao

O acumulo intracelular de lipidios em corpusculos lipidicos esta associado a
doencas de grande relevancia para a saude publica, incluindo doencas
inflamatorias, infecciosas, neoplasicas. Em quadros infecciosos, os corpusculos
lipidicos demonstram papel importante para a patogenia das doencas. Patégenos
intracelulares seriam capazes de utilizar os corpusculos lipidicos como mecanismo
de permanéncia. Foi mostrado que Tripanossoma cruzi seria capaz de provocar a
interagdo corpusculo-vacuolo parasitoforo, foram encontrados também, utilizando-se
a ferramenta de microscopia eletronica, corpusculos dentro dos fagossomas, que
serviriam como importante fonte de carbono para a permanéncia dos parasitos (R.
C.N. Melo, Avila, Fabrino, Almeida, & Bozza, 2003). Verificou-se comportamento
similar em infec¢cdes por Chamydia trachomatis onde, por microscopia confocal foi
visto tanto 0 aumento do numero de corpusculos lipidicos como também, a interacéao

dessas organelas com os fagossomas (Kumar, Cocchiaro, & Valdivia, 2006).

Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium tuberculosis, mas ndo Mycobacterium
smegmatis, sdo capazes de induzir a formacéo de corpusculos lipidicos, através de
um mecanismo dependente de sinalizacdo via Toll-Like-receptor 2 (TLR2) (D'Avila
et al 2006, Almeida et al., 2009). Esse perfil favorece a permanéncia da bactéria ja
gue torna disponivel grande quantidade de fontes de carbono, além de participar da
modulacdo da resposta do hospedeiro através da producdo de mediadores
inflamatorios imunomodulatorios (P. E. Almeida et al., 2009a; Patricia E. Almeida et
al., 2014; M. Rajaram & Brooks, 2010). Como descrito por Almeida e colaboradores
em 2009, animais nocautes para TLR 2 apresentavam drastica reducdo nha
expressdo de PPARYy induzida pela infeccdo por BCG em macréfagos. BCG falhou
em induzir a expressdo de PPARy nestes modelos, em contraste aos elevados
niveis de PPARy detectados em animais wild type, nos quais foi verificado
significativo aumento em 2 horas e o pico de inducdo da expressdo de PPARy em
24 horas. Sugerindo participacdo importante de TLR2 na sinalizacdo que culmina no
aumento da expressdo de PPARy no modelo in vitro de infec¢cdo de macréfagos por
M. bovis BCG (P. E. Almeida et al., 2009).
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Fatores soluveis de cultura de Mycobacterium leprae foram capazes de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos de maneira semelhante a
infeccdo com a bactéria viva, contudo esse fendbmeno néo foi observado em células
de Schwann. Dessa forma, tem sido demonstrado que a inducdo dos corpusculos
lipidicos ndo depende somente da direta interacdo entre o patdégeno e a célula do
hospedeiro, mas também h& mecanismos de amplificacdo desse fenbmeno como
componentes bacterianos, bem como quimiocinas e citocinas geradas pelo
hospedeiro (TRIVEDI et al.,2004; DANIEL et al., 2011, D'AVILA et al.,, 2007,
MATTOS et al., 2010).

Foi visto em trabalhos anteriores do grupo que o inflamassoma NLRP3
poderia modular negativamente a biogénese dos corpusculos lipidicos. Animais
nocautes para a proteina adaptadora ASC bem como 0s nocautes para caspase-
1 quando infectados com BCG, demonstraram um numero de corpusculos
lipidicos aumentado em relacdo aos animais wild type também infectados com
BCG. Esses dados sugerem uma relacdo entre os corpusculos lipidicos e o
inflamassoma NLRP3 durante a infec¢cdo por BCG em macrofagos derivados de
medula o6ssea murina (Freitas, 2014), entretanto o papel dos corpusculos
lipidicos nos mecanismos de ativacdo do inflamassoma ainda ndo foram

caracterizados.

27



2. HIPOTESE:

Os corpusculos lipidicos poderiam modular a montagem de inflamassomos e
consequentemente a resposta inata do organismo hospedeiro, servindo de sitios de
localizacdo de proteinas envolvidas na via dos NLRs, participando da formacéo e/ou

ativacao de inflamassomos.
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo geral:

Estudar a possivel interacdo entre Inflamassomos e corpusculos lipidicos durante a

infeccdo de macréfagos derivados de medula 6ssea murina infectados por BCG.

3.2. Objetivos especificos:

|. Caracterizar a presenca de proteinas do inflamassoma NLRP3 nos corpusculos
lipidicos: NLRP3, ASC e Caspase-1

Il. Verificar se e como a biogénese dos corpusculos lipidicos seria capaz de regular

atividade do inflamassoma NLRP3.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Animais:

Os camundongos C 57 black 6 (C57BL/6) selvagens, pesando 20-25g, machos,
foram obtidos na Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos sob
condi¢cdes controladas de temperatura (22-24°C), luminosidade (ciclo claro/escuro
de 12h), com livre acesso a agua e racdo. Todos os protocolos foram aprovados
pelo comité e ética da Fundagédo Oswaldo Cruz (CEUA N° L-007\2015).

4.2. Mycobacterium bovis BCG:

Ampolas de Mycobacterium bovis BCG cepa Moreau (Fundacgéao Ataulpho de Paiva,
Brasil) (Andrade et al., 2005) foram mantidas a 4°C e o liofilizado foi hidratado em
salina com 0,05% de tween 80 (Sigma) imediatamente antes do uso. Foi feita a
ressuspensao do conteudo da ampola em 4 ml da solucéo de salina com Tween 80,
ap6s minutos de hidratacdo, a solucdo foi homogeneizada até que nao houvesse
mais nenhum grumo visivel, posteriormente a solucéo € aliquotada em 4 microtubos
com 1ml cada um e centrifugada por 10 minutos a 10.000 G e 4 graus. Em seguida
0 sedimento de cada tubo foi ressuspenso em 1 ml de solucédo de salina + tween 80
e passado numa seringa. Apds a ressuspensao em salina com tween, o BCG foi
passado em seringa com agulha de 27,5 G,10 vezes e sonicado por 30 segundos
para desfazer possiveis grumos remanescente. Foi realizado ainda, um ensaio para

verificar a viabilidade dos bacilos.
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4.3. Diferenciacdo dos Macrofagos a partir de Medula éssea Murina:

Os camundongos C57 Black 6 foram eutanaziados e tiveram os 0ssos das patas
traseiras removidos (fémures e tibias), epifises cortadas e as medulas 6ésseas
removidas por lavagem com meio de cultura BMM (Bone Marrow Macrophage) :
60% RPMI 1640 (GIBCO), 20% de soro fetal bovino (SFB- GIBCO), 18% de
sobrenadante de célula L929 (rico em M-CSF, Macrophage Colony Stimulation
Factor), 1% de L-glutamina (GIBCO) e 1% de Penicilina/Estroptomicina (P/S)
(HyClone). Ap6s o lavado dos ossos, a solugdo obtida foi homogeneizada e
plagueado 1 ml de solugdo homogénea de células + 10 ml de meio BMM por placa
de petri. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO2, a 37°C. Apés 3 dias
de cultivo, as placas receberam adicdo de 10 mL de meio BMM. Apds mais 3 dias
de incubacdo, os sobrenadantes foram descartados e o0s macrofagos ja
diferenciados foram removidos das placas por lavagem com PBS 1x gelado e uso
do Cell Scrap, contados e plagueados na proporcdo e frasco adequados ao
experimento a ser realizado, foram utilizados 0,2 x10° macréfagos por poco de placa
de 24 pocos com laminulas para imunocitoquimica, 2 x10° macrofagos por poco da
placa de 6 pocos para western blot e 25 x10° de macrofagos para garrafa de 150
cm?. O meio utilizado para plagueamento é composto por RPMI 1640 com 2% de
SFB,1% de L-glutamina, 1% de P/S e as células plaqueadas foram mantidas em

repouso na estufa por 24 horas antes do inicio da infeccéo.

4.4, Tratamento com C75:

Os macrofagos dos grupos que utilizaram a droga C75 (Cayman), inibidora da
enzima acido graxo sintase, foram tratados meia hora antes do estimulo com BCG e
o tratamento foi mantido durante todo o cultivo. A droga foi diluida em meio RPMI
1640 com 2% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% de penicilina &

streptomicina, sua concentracéo de uso foi 1,5 pg /mL
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4.5. Infeccdo dos macrofagos:

Ap6s 24 horas do plaqueamento, os macréfagos foram infectados com BCG MOI 2,
diluida em salina estéril + 0,05 % de tween 80, por 24 horas. Os célculos para
ajuste do MOI utilizaram os valores de unidades formadoras de col6nia (UFC) por ml
fornecidos pelo laudo do fornecedor. Os experimentos foram todos feitos com taxas

de viabilidade de 90% ou mais.

4.6. Coloracédo de tetroxido de 6smio e contagem de corpusculos
lipidicos:

ApoOs a infecgdo, as células em laminulas foram fixadas com formalina 3,7% por 10
minutos. A formalina foi removida e as células lavadas com agua destilada por 2
vezes. Adicionou-se entdo 5 gotas de acido cacodilico 0,1 M (SIGMA) e uma gota
de tetroxido de 6smio (TedPella) 1,5% e incubou-se por 30 minutos protegendo da
luz. Ao fim desse tempo, as laminulas foram lavadas 2 vezes com agua e incubadas
por 3 minutos com TCH 50mg (Tiocarbohidrazida - SIGMA) em 5 mL de agua
(10mg/ mL). Apos mais duas lavagens com agua, as laminulas foram incubadas
novamente com acido cacodilico e 6smio por 5 minutos e depois montadas com
meio de montagem Entellan (MERCK). A contagem de corpusculos lipidicos foi feita
em microscopio Optico com objetiva de 100x e imersao (aumento de 1000 x), foram

contadas 50 células em cada laminula e cada variavel foi feita em triplicata.

4.7. Coloracado com QOil-Red-O (ORO):

Apbs a infeccdo pelo tempo determinado, o meio foi cuidadosamente retirado e os
pocos foram lavados com PBS a temperatura ambiente, entdo usa-se formalina
3,7% para fixar por 15 a 20 minutos seguida de duas lavagens com PBS. A
coloracédo foi realizada utilizando 300uL de ORO recém preparado por 2 a 5
minutos, seguidos de 500uL de isopropanol 30% para cada pocgo, retirando
rapidamente. ApOs todo o processo de coloracdo as células foram lavadas mais 5

vezes com PBS e montam-se as laminas usando vectashield com DAPI.
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4.8. Imunofluorescéncia:

ApoOs a fixagdo por 15 minutos com formalina 3,7%, as células foram lavadas com
PBS, 3 vezes, por 5 minutos em cada lavagem. A permeabilizacdo das membranas
celulares foi feita com PBS-Triton 0,1% por 20 minutos, temperatura ambiente. Apés
3 lavagens, houve bloqueio de ligacdes inespecificas com PBS-BSA 0,2% por 30
minutos, temperatura ambiente. Apdés uma lavagem de 10 minutos, as células foram
incubadas com o0s anticorpos de interesse: anti-adipophilin (ADRP) 1:400
(FITZGREALD); anti-ASC 0,5 pg/mL, anti-caspase-1 0,4 pg/mL, anti-NOD2 0,8
Mg/mL, anti-IL-1B 0,8 pg/mL anti-Criopirin NLRP3 0,8 y. Os anticorpos primarios
foram diluidos em PBS e incubados por 18 horas a 4°C. As células foram lavadas 3
vezes por 5 minutos cada lavagem, seguida de incubacédo de 1 hora, temperatura
ambiente, com anticorpos secundarios: anti-guinea pig CY2 (ADRP), rabbit anti-goat
CY3 1:4000 (NLRP3), anti-rabbit Dylight 549 1:2000 (Jackson ImunoResearch).
Apés 3 lavagens,as laminas foram montadas com Prolong Gold com DAPI
(INVITROGEN) e observadas em microscopio confocal (OLYMPUS FV10i-O), as

imagens foram feitas utilizando o software FV10-ASW 2.1.

49. Western Blot:

As células foram lisadas com tampéao de lise (10 mN Tris-HCIl pH 7.4,150 mM de
NacCl, 0,5% Triton X-100, 10% glicerol (v/v),10 mM DTT, 0,1 mM de EDTA, coquetel
de inibidores de proteases). As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida
de 1,5 mm e 15% de acrilamida. Depois da corrida e da transferéncia das amostras
para membranas de nitrocelulose, as mesmas foram bloqueadas com 5% de leite
desnatado em TBS (50mM Tris-NCI,150 mM NaCl,pH 7.4) com 0,1% Tween 20
(TBS-T). As membranas foram incubadas com os anticorpos de interesse por 18
horas, 4°C, sob agitacdo, diluidos em tampé&o de bloqueio: anti-adipofilina (ADRP)
1:500 (Fitzgeralds); anti-p-actina 1:20000 (SIGMA); anti IL-18 1:500 (Santa Cruz).
Seguiram-se lavagens das membranas com TBS-T (5 vezes de 2 minutos) e
incubacdo com anticorpos secundarios conjugados a HRP (hoseradish peroxidase)
em tampao de bloqueio, por uma hora, sob agitacdo. Por fim as membranas foram

lavadas 5 vezes com TBS-T e 3 vezes com TBS, por 2 minutos cada, e seguiu-se a
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deteccdo dos complexos antigeno-anticorpo com Supersignal Chemiluminescence

(Pierce).

4.10. Dosagens de citocinas por ELISA:

Os niveis de IL-1B secretadas pelas culturas celulares foram avaliadas por ELISA,

seguindo instrugdes do fabricante (Duo Set Kit, R&D Systems).

4.11. Anédlise Estatistica:

Os resultados representam as médias, erros padrbes das médias dos valores
obtidos nos diferentes testes. As diferengas estatisticas foram determinadas por
analise da variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste de comparacdo multipla de

Bonferroni, sendo valor de P <0,05 tomado como estatisticamente significante.

4.12. Reacdo em cadeia da polimirase (PCR):

Macrofagos de medula d6ssea murina foram lisados em 1ml de Trizol®
(catalogo15596018, ThermoFischer), seguidos de centrifugacdo a 12000g x 10min x
4°C e o sobrenadante foi transferido para novo tubo de polipropileno de 1,5ml. Apés
adicdo de 0,2ml de cloroférmio, as amostras foram centrifugadas a 12000g x 15
minutos x 4°C e a fracdo aquosa transferida para novo tubo de polipropileno de
1,5ml. Apos adicdo de 0,5ml de isopropanol, as amostras foram armazenadas a -
80°C/16h para precipitacdo de RNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000g x 20 min x 4°C e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 0,5ml de
etanol 75%, seguido de centrifugacdao a 10.000g x 10 min x 4°C (este processo foi
realizado trés vezes). O pellet de RNA foi deixado a temperatura ambiente até
evaporacdo total do etanol e depois ressuspendido em 10ul de adgua DEPC. A
guantificacdo do RNA total foi feita em espectrofotdmetro NanoDrop 2000®,
utilizando as razdes A260/A280 e A260/A230 como critério de andlise de qualidade
da amostra. Com intuito de eliminar contaminacdo de DNA gendémico, as amostras
foram tratadas com DNase, por meio do kit TURBO™ DNase (catalogo: AM2238,
Ambion) de acordo com instru¢cdes do fabricante. A sintese de DNA complementar

foi feita a partir de 1ug de RNA, com o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis for
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RT-PCR (Applied Biosystem) ou o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis for RT-
PCR (Applied Biosystem), também de acordo com instru¢cdes do fabricante. A
analise da expressao génica de amostras de tecido adiposo humano e murino foi
realizada através da técnica de PCR em tempo real (do inglés Real Time Quantititive
Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction, gRT-PCR). Como controle
normalizador da reacao foi utilizado o gene constitutivo B-actina. Foram utilizadas
para estas reacdes sondas TagMan® (Applied Biosystems) e o termociclador Step
One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reac¢fes foram feitas em
duplicata para cada gene, utilizando 1yl de cada um dos diferentes cDNA, 0,5 ul da
sonda e 5 pl de tampao universal PCR MastermixTagMan®, gerando um volume
final de 10 pl. As condi¢des da reagdo foram: 60°C por 2 minutos, seguido de 95° C
por 10 minutos e 40 ciclos:95°C por 15 segundos e 60°C por 1minuto. A andlise dos
dados foi feita por meio do calculo 22!, onde ACt é a diferenca entre as médias das
duplicatas de cada gene alvo e a média das duplicatas do controle enddgeno (Livak
e Schmittgen, 2001).
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5. RESULTADOS

5.1. BCG é capaz de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em
macrofagos

Para demonstrar que Mycobacterium bovis BCG € capaz de induzir a
biogénese de corpusculos lipidicos no modelo de macréfagos murinos derivados de
medula éssea utilizados neste trabalho, foi realizada uma cinética de inducédo de
corpusculos lipidicos frente a infeccdo com BCG. O resultado mostra um aumento
da biogénese de CLs significativo em todos os tempos testados em relacdo ao
controle, sendo que o ponto de 24 horas mostrou o maior numero de CLs em
relacdo aos outros tempos (Figurall). Foi feita uma curva de infeccdo com BCG
com multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1:1 até 1:4 macréfagos / bacilos, ja que
uma quantidade muito superior a essa seria prejudicial a viabilidade da cultura e

verificou-se que a melhor MOI seria de 1:2 macrofagos / bacilos.

104

H-

CL / Macrofago

BCG 0 4 8 24 48
Tempo(h)

Figura 9. BCG induz a formagcdo de corpusculos lipidicos nos macréfagos derivados de
medula 6ssea murina em diferentes tempos de infec¢cdo. Macréfagos murinos derivados de
medula éssea de animais C57 Black 6 infectados com BCG MOI 2 em 4 tempos diferentes (4,8, 24 e
48 horas), O numero de CLs foi quantificado através contagem em microscopio de campo claro apos
coloracdo com tetroxido de d6smio. Cada barra representa o numero de corpusculos lipidicos
verificados nas células com a variacdo dos tempos e # representa variacdo estatisticamente
significativa da biogénese de corpusculos em relacdo ao controle. (Erro padrdo da média de

resultados de n = 3, p<0.05).
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Para confirmar nossos dados de indugéo de corpusculos lipidicos em macréfagos
MOI 2 com tempo de infeccdo de 24 horas foi realizada uma coloragcdo com Bodipy,
sonda fluorescente verde que marca lipideos neutros. Apdés a observacdo ao
microscopio de fluorescéncia foi verificada a inducdo em relacdo ao controle, que

recebe apenas o veiculo de diluicdo das bactérias (figura 10).

Figura 10. A infeccéo por BCG 24 foi capaz de induzir biogénese de corpusculos lipidicos. Em
(A) Controle, no qual ndo é verificada a presenga de corpusculos lipidicos, em azul, os nucleos
corados com DAPI. (B) Macrofagos infectados com BCG MOI 2 por 24 horas apresentam inducéo da
biogénese de corpusculos lipidicos em relagdo ao controle e no detalhe de célula com significativa
inducéo de corpusculos lipidicos. Bodipy 493/503 diluido 1:10000 em PBS e incubado por 5 minutos
e DAPI diluido 1:10000 em PBS e também incubado por 5 minutos.
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Além da avaliacdo de da presenca de CLs através da marcacdo de seu
centro de lipideos neutros, foi realizada ainda a marcacdo de ADRP, uma proteina
estrutural marcadora da presenca destas organelas. A figura 11 mostra a
colocalizacao dos lipideos marcados em verde com BODIPY e ADRP marcada em

vermelho.

Figura 11. Marcacdo de ADRP nos corpuUsculos de lipidicos de macréfagos infectados por

BCG. Macréfagos murinos derivados de medula 6ssea de animais C57 Black 6 infectados com BCG
MOI 2 durante 24 horas, em vermelho pode-se ver as marcagfes de ADRP (diluido 1:500 overnigth)
nos corpusculos de macroéfagos infectados com a caracteristica forma de anel, estam co-localizam
com as marcacdes verdes (Bodipy diluido 1:10000, 5 minutos) evidenciando o nucleo de composi¢ao

lipidica.
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5.2. As proteinas do inflamassoma, Caspase-1 e NLRP3, mas ndo ASC,
colocalizam com os corpusculos lipidicos de macr6fagos murinos
infectados com BCG.

Para analisar se as proteinas NLRP3, Caspase-1 e ASC estariam presentes nos
corpusculos lipidicos dos macrofagos derivados de medula 6ssea murina infectados
por BCG MOI 2 por 24 horas, foram utilizadas ferramentas de imunofluorescéncia e
de microscopia confocal. Inicialmente avaliamos a localizacdo celular do receptor
NLRP3 apés 24 horas de infeccdo com BCG, conforme verificado na figura 12.
Pode-se notar que no grupo controle ndo ha expressao do receptor NLRP3, porém
guando as células foram infectadas com BCG, verificou-se aumento tanto de NLRP3
guando da biogénese de CLs, verifica-se ainda, a co-localizacdo do receptor do

inflamassoma com os CLs durante a infeccéo por BCG.

Controle

Sobreposigdo Sobreposicéo

Figura 12. Co-localizagdo de NLPR3 nos corpusculos lipidicos de macréfagos murinos
infectados por BCG. Macréfagos murinos derivados de medula éssea de animais C57 Black 6
infectados com BCG MOI 2 durante ou céculo por 24 horas. Em (A) no grupo BCG, pode-se perceber
pontos de aumento de expressao, tanto de NLRP3 quanto de ADRP. Em (B) é possivel verificar, em
detalhe, uma co-localizagdo entre as regides verdes e vermelhas. Em azul estdo marcados os
nucleos dos macréfagos encubados com DAPI 1:10000 por 5 minutos (B), as marcacdes verdes

mostram a proteina ADRP, e em vermelho esti marcada o receptor NLRP3.
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ASC, proteina adaptadora do complexo do inflamassoma marcada em
vermelho ndo apresentou co-localizacdo com os corpusculos lipidicos, em verde.

ASC parece estar localizada na regiao nuclear como demostrado na figura 13.

Controle

Sobreposicdo Sobreposigdao

Figura 13. ASC né&o co-localiza com corplsculos lipidicos nos macrofagos murinos
infectados com BCG. Macréfagos murinos derivados de medula 6ssea de animais C57 Black 6
infectados com BCG MOI 2 durante 24 horas, no grupo BCG, em vermelho a marcacao de ASC
parece estar mais préxima ao nudcleo, jA a marcacdo dos CLs, em verde, localiza-se nas regifes
perinucleares. Na sobreposi¢do e possivel visualizar melhor que ASC colocalizada nos corpusculos
lipidicos de macréfagos infectados com BCG.
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A proteina Caspase-1 € a unidade proteolitica do inflamassoma, capaz de promover
a clivagem de citocinas para sua forma bioativa. Verificou-se Caspase-1 co-

localizando com os corpusculos lipidicos em marcagdes pontuais.

Controle

Sobreposicdao [ Sobreposicdo

Figura 14. Caspase-1 poderia estar interagindo com os CLs de macr6fagos infectados com
BCG. Macréfagos murinos derivados de medula 6ssea de animais C57 Black 6 infectados com BCG
MOI 2 durante 24 horas, em (A) ha aumento da expressdo das duas proteinas de interesse, tanto
caspase-1 (marcada em vermelho) quanto ADRP (em verde), ja em (B) verificou-se colocalizagdo

entre de Caspase-1 e a referente a proteina estrutural dos corpusculos lipidicos, ADRP.

Nossos dados de imunofluorescéncia sugerem que as proteinas do
inflamassoma, NLRP3 e Caspase-1, estariam co-localizadas com ADRP (figuras 14
e 16). Indicando uma associacdo entre a biogénese dos corpusculos lipidicos e a
formacdo do inflamassoma. Porém, a proteina ASC ndo apresentou colocalizacao

com os corpusculos lipidicos (figura 15).
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5.3. A inibicdo da enzima &cido graxo sintase pela droga C75 modula
negativamente a biogénese de corpusculos lipidicos em macréfagos murinos
infectados com BCG.

Ainda buscando verificar uma relacdo entre a biogénese de corpusculos
lipidicos e as proteinas do inflamassoma, utilizou-se a droga C75, inibidora
competitiva da enzima acido graxo sintase, com objetivo de inibir a formacdo dos
corpusculos lipidicos e avaliar seu possivel impacto na ativacdo do inflamassoma.
Apos a inibicdo com C75, foi realizada a marcacdo com das células com ORO,
seguida quantificacdo da biogénese de corpusculos lipidicos por microscopia de
campo claro e verificou-se uma reducdo estatisticamente significativa na biogénese
dessas organelas frente ao numero de corpusculos presente nas células infectadas
com BCG.
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Figura 15. C75 é capaz de reduzir a biogénese de CL de macréfagos derivados de medula
Ossea frente a infeccdo por BCG. Os macrofagos murinos derivados de medula 6ssea de animais
C57 Black 6 foram tratados com C75 (1,5 ug\mL) ou veiculo 30 minutos antes da infeccdo com BCG
MOI 2. A formacdo de CL foi avaliada 24 horas apés a infeccao através de coloracdo com ORO
seguida de contagem de microscépio de campo claro. O ensaio foi feito em placa de 24 pogcos com
laminulas e 0,5 x 106 de células e 0,5 de meio RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina e streptocinina (PS) e 1% de L-glutamina por poc¢o, no caso dos pocos
inibidos usou-se o0 mesmo meio adicionado da droga C75 (1,5ug\ mL). Média * erro padrdo da média
de resultados de n = 3, p<0,05. # e * significam aumento do ndmero de corpusculos lipidicos em

relacdo ao controle em relacdo ao controle, respectivamente dos grupos sem e com C75.

Citocinas pré-inflamatoérias tem papel importante no combate a patdgenos, sao
capazes de provocar uma série de modificagcbes no organismo visando o combater o
agente infeccioso. Uma das principais citocinas envolvidas na resposta inflamatoria € a
IL-1B, que sofre processamento mediado pelo inflamassomo NLRP3 para tornar-se
bioativa. Quando as células foram expostas somente a infeccdo por BCG, foi visto
significativo aumento da secrecao de IL-13 em relacdo ao controle. Quando as células
foram expostas a infeccdo combinada com o uso do inibidor C75, o resultado visto foi
uma brusca reducéo dos niveis de IL-18 quando comparado ao grupo que foi exposto

apenas a infec¢ao por BCG.
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Figura 16. A producao de IL-1B induzida por BCG é inibida com pré-tratamento com a droga
C75. Macro6fagos murinos derivados de medula 6ssea de animais C57 Black 6 infectados com BCG
MOI 2 durante 24 horas, o sobrenadante foi retirado e foram dosados os niveis de IL-13 por ELISA.
Os macréfagos foram tratados ou ndo com C75 (1,5ug\mL) 30 minutos antes da infeccdo. Médias +
erro padrdo da média de resultados de n = 4. * representa aumento estatisticamente significativo em
relacdo ao controle e # representa diferenca em relacdo ao grupo BCG. (p <0,005).* representa o
aumento significativo de secrecao de IL-13 em relacdo ao controle e # a reducéo significativa de IL-1

B no grupo BCG + C75 em relagéo ao grupo BCG.
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Para melhor caracterizar o efeito do tratamento com C75 sobre a inibicdo de IL1- 8
foram realizadas analises por western blot que permitiram verificar a variacdo da
expressdo e do processamento da citocina IL-1 B nos macrofagos murinos infectados
por BCR durante 24 horas MOI 2. Os resultados demonstram que a infeccdo por BCG
foi capaz de induzir tanto a sintese como o processamento e IL-1f3, porém quando

adicionada a droga inibidora C75, a clivagem de IL-18 n&o acontecia, como visto na

figura 19.
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Figura 17. Modulacdo da expresséo de IL-1B frente ao desafio com BCG e tratamento com
C75. Macréfagos murinos derivados de medula éssea de animais C57 Black 6 infectados com BCG
MOI 2 durante 24 horas e posteriromente lisados utilizando tampéo rico em detergentes e cell
scraper, fervidas a 100 °C por 5 minutos. Pode-se notar que na infeccdo com BCG ha uma forte
expressdo da IL-1f clivada e redugéo da proforma desta citocina, porém na presenca da droga C75,
percebe-se que ocorreu inibicdo do processamento de IL-1B. Foi utilizado gel de acrilamida 15%,
tempo de exposicdo de 5 minutos e anticorpo anti- IL-1B. Experimento representativo de n=3 com
resultados semelhantes.
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Foi realizada uma gqPCR com objetivo de verificar a possivel variacdo de
expressdo de RNA mensageiro de IL-1f frente a infeccdo com BCG, um indutor da
secrecdo desta citocina na presenca da droga inibidora da &cido graxo sintase
(c75). Pode-se verificar uma tendéncia de aumento da expressdao do RNA de IL-1(3
no grupo infectado com a bactéria, ao passo que, o grupo estimulado com BCG e
tratado com a droga, parece ter uma expressdao menor deste gene (figura 20),
entretanto ndo foram observadas variacdes estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais. Esses dados sugerem que a reducdo da biogénese de CLs
devido a inibicdo de acido graxo sintase poderia ter impacto regulatério negativo
tanto na sintese quanto no processamento de IL-13, como demonstrado por western
blot, porém os resultados de gPCR sdo ainda inconclusivos e experimentos
adicionais serdo necessarios para avaliar uma participacdo do C75 na expresséo de

IL-1B.
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Figura 18. A expressdao do RNAm de IL-1B varia de forma diferente frente aos estimulos de
BCG e C75. Macréfagos murinos derivados de medula éssea de animais C57 Black 6 infectados com
BCG MOI 2 durante 24 horas. Verifica-se no gréfico que frente a infeccdo com BCG, o RNAm de IL-
18 tem uma tendéncia ao aumento que ndo é verificada em nenhum dos outros grupos
experimentais, mostrando que a inibicdo da biogénese dos corpusculos lipidicos poderia modular a
producéo de IL-1 B durante a infeccdo dos macrofagos por BCG in vitro. N=3. Legenda: C= Controle,
B=BCG, C+C75= Controle + C75 e B+C75= BCG + C75.
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6. DISCUSSAQO

A tuberculose € uma doenca infecciosa de grande relevancia mundial, parte dessa
relevancia se deve a grande morbidade associada a infeccbes micobacterianas,
principalmente em paises mais pobres, portanto € considerada uma doenga
negligenciada (OMS, 2016). Uma caracteristica da patologia ainda pouco elucidada
€ 0 acumulo intracelular de lipidios bem como, a diferenciacdo dos macréfagos em
células espumosas que tem sido observada durante a infeccao tanto em condi¢des
clinicas quanto experimentais de modelos de tuberculose, estas células espumosas
sdo ricas em corpusculos lipidicos (H. D’Avila et al., 2006; Neyrolles, 2014; Ridley &

Ridley, 1987; Russell et al., 2010).

Os corpusculos lipidicos sdo organelas presentes vitualmente em todas as células,
incluindo animais, plantas e microrganismos (Bozza et al., 2009b). Achava-se
anteriormente que estas organelas eram apenas depdsitos inertes de lipideos,
porém hoje é sabido que os corpusculos lipidicos sédo plataformas complexas e
metabolicamente ativas, que incluem proteinas estruturais que sdo maquinaria
essencial para a sintese, estoque, utilizacdo e degradacdo de diversos lipideos
(Wei et al., 2005). Em situacdes inflamatorias ou infecciosas verifica-se o aumento
da biogénese dessas organelas. Nos resultados encontrados neste trabalho durante
a infeccdo dos macréfagos derivados de medula 6éssea com Mycobaterium bovis
BCG foi verificado o aumento do numero de corpusculos lipidicos em diferentes
tempos, corroborando os dados ja descritos na literatura com outros tipos celulares
e outras espécies de micobactérias, tal como em macréfagos infectados por BCG
(P. E. Almeida et al., 2009b; H. D’Avila et al., 2006), macréfagos infectadas por
Mycobacterium tuberculosis (Mahajan et al., 2012)bem como em células de
Schwann infectadas por Mycobacterium leprae (K. A. Mattos et al., 2011). Assim
como infec¢cdes micobacterianas, observou-se em outras doencas podem ser
capazes de provocar a formacgéo de corpusculos lipidicos durante sua fisiopatologia,
tais como a leishmaniose (Rodriguez et al., 2017), doenca de Chagas (Heloisa

D’Avila, Toledo, & Melo, 2012) entre diversas outras.
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Mycobacterium leprae € capaz de induzir CLs ricos em colesterol, este
esteroide é importante para a sobrevivéncia do bacilo e estabelecimento da
infecgao(Lobato et al., 2014; Katherine A. Mattos et al., 2014; Reis et al., 2014), bem
como é visto em Mycobacterium tuberculosis, capaz de utilizar colesterol, via
reagdes de B-oxidacdo, como importante fonte de nutrientes e para sintese de
fatores de viruléncia durante a infeccdo (Lovewell et al., 2016). Na cinética de
inducdo de corpusculos lipidicos apresentada neste trabalho, verificou-se um pico
de inducdo em 24 horas que no tempo maior, 48 horas, sofria redu¢cdo do nimero
de corpusculos lipidicos, especula-se que os lipideos seriam consumidos pelas

bactérias como fonte de carbono.

Ja existem trabalhos demonstrando a participagdo de mecanismos e
receptores da imunidade inata na biogénese dos corpusculos induzida por
Mycobacterium bovis BCG em macréfagos, modelo utilizado no presente trabalho.
Sendo os macrofagos células fagociticas profissionais, investigou-se se a fagocitose
sozinha seria capaz de induzir biogénese de corpusculos lipidicos. Para isso,
utilizaram microesferas de latex, Mycobacterium smegmatis (bactéria nao
patogénica) ou Mycobacterium bovis BCG, todos sendo fagocitados por macrofagos.
Os autores mostraram que a fagocitose de BCG foi capaz de aumentar o nimero de
CL, o que ndo aconteceu com outros estimulos, concluindo que a fagocitose néao é
suficiente nem essencial para a formacdo destas organelas (P. E. Almeida et al.,
2009a; Heloisa D’Avila et al., 2006).

A proteina ADRP é a mais abundante na superficie dos corpusculos lipidicos, esta
associada a diversos tipos de células como os macrofagos, hepatocitos e
pneumacitos, ndo apenas aos adipdcitos como € o caso das perilipinas (Brasaemle
et al., 1997; Imamura et al., 2002). O conhecimento de seu papel fisiolégico e seus
mecanismos regulatorios permanecem limitados, porém, é descrito que ADRP teria
papel importante na mobilizacdo dos colesterol do corpusculo para esterificacédo
(Atshaves et al., 2000; Frolov et al., 2000). E sugerido ainda que, ADRP participaria
da sintese de novo de lipideos citoplasmaticos (Murphy, 2001), alguns trabalhos
evidenciam ainda, que ADRP teria expressdo aumentada frente a certos estimulos

fisioldgicos e farmacoldgicos, tais como acidos graxos de cadeia longa ou inibidores
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da ciclooxigenase respectivamente (Gao, Ye, & Serrero, 2000; Wang et al., 2015).
Nos experimentos realizados neste trabalho foi possivel verificar através de
microscopia de fluorescéncia a presenca dos corpusculos lipidicos marcados com
Bodipy, e a proteina ADRP marcadora da presenca dessas organelas, em vermelho,
expressa ao redor do nucleo de lipideos neutros demostrando a associacao entre
esta proteina e os corpusculos, lipidicos como ja visto na literatura (Imamura et al.,

2002; Londos, Brasaemle, Schultz, Segrest, & Kimmel, 1999).

O reconhecimento dos PAMPs ou DAMPs é importante para a montagem da
resposta imune inata pelo organismo do hospedeiro, neste contexto os TLRs e
NLRs tem destaque. Nosso grupo, usando camundongos TLR2 nocautes, mostrou
gue esse receptor é importante, mas ndo o Unico envolvido na formacdo de CL
induzida por BCG(Patricia E. Almeida et al., 2014). Ha relatos de cooperacédo entre
receptores da imunidade inata no reconhecimento de micobactérias (Ferwerda et
al., 2005). Trabalhos recentes do nosso grupo buscaram descrever interacdes entre
a biogénese de corpusculos lipidicos e a ativacdo do inflamassoma durante a
infeccdo de macréfagos murinos derivados de medula 0ssea por Mycobacterium
bovis BCG. Os resultados obtidos com a utilizacdo de células nocautes para as
proteinas do inflamassoma demonstrou ocasionar um aumento da biogénese de

corpusculos lipidicos.

No presente estudo, visamos caracterizar a interacdo entre o inflamassoma e os
CLs em macrofagos infectados com BCG, sabendo que tanto com o inflamassoma
(Dikshit et al., 2017) como os corpusculos lipidicos possuem func¢des descritas como
relevantes na resposta inflamatoria (Bozza et al., 2009b). Inicialmente buscou-se a
possivel co-localizacdo das proteinas do inflamassoma NLRP3 nos corpusculos
lipidicos através da técnica de microscopia de fluorescéncia. Os resultados obtidos
demonstraram que, NLRP3 e Caspase-1 colocalizam com os corpusculos lipidicos,
mas nao se observou 0 mesmo para a proteina adaptadora ASC, que demostrou
estar associado a regido perinuclear durante a infeccdo por BCG. A literatura
mostra que a formacéo de granuloma e a defesa do hospedeiro na infeccéo cronica
por Mycobacterium tuberculosis requerem ASC, mas néo caspase-1 ou NLRP3. Os
autores sugerem que ASC possa exercer um papel independente de inflamassomo

durante infecgBes micobacterianas crbnicas, colaborando para a contencdo da
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bactéria em granulomas (McElvania Tekippe et al., 2010). Desta forma, a hipétese
seria que o0s corpusculos lipidicos seriam plataformas de armazenamento de
proteinas do inflamassoma e que a sua inibicdo teria impacto, consequentemente,
na sintese de IL-1B, que seria aumentada ja que haveriam menos CLs para

“sequestrar”’ essas proteinas.

Foi visto por western blot que as células estimuladas com BCG apresentavam um
significativo aumento na expressao de IL-1B, porém, quando tratadas com a droga
inibidora da enzima &cido graxo sintase (C75), temos a inibicdo da clivagem da IL-
18 no grupo estimulado com BCG + C75, no mesmo grupo quando foi feita a
guantificacdo do numero de corpusculos lipidicos em 24 horas, verificou-se inibicdo
bem como é visto na literatura, quando a inibi¢cdo de corpusculos lipidicos utilizando
0 C75 é seguida da reducédo da liberacdo do mediador inflamatorio prostaglandina
E2 (PGE2) em modelo de neutrdfilos infectados por BCG (Heloisa D’Avila et al.,
2008).

Verificou-se ainda que quando havia inibicdo da sintese de corpusculos lipidicos,
havia reducdo da secrecédo e IL-1[ verificada por ELISA. O resultado da expresséao
de IL-1B por western blot, indicou também que o processamento desta citocina seria
inibida pela droga C75. Para verificar se esta inibicdo seria apenas no
processamento da citocina ou também a nivel transcricional, foi realizada uma
gPCR para IL-1B. A gPCR sugere que haveria reducdo da expressdo do gene que
codifica IL-1B, porém mais experimentos sdo necessarios para a confirmacéo destes
dados, incluindo experimentos com tempo de infeccdo menores do que 24 horas,

possivelmente melhores para deteccdo do alvo proposto.

Esses dados sugerem que o bloqueio da biogénese de corpusculos lipidicos teria
impacto direto na sintese e processamento de IL-1B. A redugéo desta citocina pro-
inflamatéria no modelo utilizado, encontra apoio em trabalho publicado
recentemente, que mostrou que C75 é capaz de reduzir a colite experimental em
camundongos por diminuir os mediadores inflamatérios, principalmente as citocinas
TNF (Tumoral Necrosis Factor), MIP2(Macrophage Inflammatory Protein 2), KC

(Keratinocyte-derived Chemokine) e a propria IL-1B, além de reduzir a expressao
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das enzimas COX2 (Cyclooxygenase) e iNOS (Inducible Nitric Oxide Synthase)
(Matsuo & Yang, 2014).

Tais dados poderiam indicar que os corpusculos lipidicos teriam impacto
importante na resposta inflamatéria mediada pela via do inflamassoma. Os
corpusculos agiriam como plataformas de armazenamento de proteinas
componentes do inflamassoma, sendo que inibicdo de sua biogénese via droga c75,
acarretou a reducéao significativa da secrecéo de IL-1[3, que seria a principal citocina
processada pela montagem e ativagcdo do inflamassoma. A descricdo mais
aprofundada da mecanistica envolvida demanda mais experimentos e estratégias de
variadas andlises confirmatorias, dentre elas seria de grande relevancia o uso de
animais nocautes para proteinas da via do inflamassoma, caspase-1, ASC e NLRP3
além do uso de mecanismos de silenciamento de ADRP que constituiria um modo
mais especifico do que a ferramenta farmacoldgica C75, para a descricdo dos
mecanismos envolvidos. Seria ainda necessario verificar se as proteinas
relacionadas ao inflamassoma verificadas nos corpusculos lipidicos estariam em
sua forma ativa, para isso utilizariamos FLICA, realizacdo da marcacdo de Caspase-

1 ativa entre outros métodos de avaliacéo de atividade.
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7. CONCLUSOES

v NLRP3 e Caspase-1, mas ndo ASC, estdo localizadas nos
corpusculos lipidicos apés a infeccdo por BCG, sugerindo que o0s
corpusculos

lipidicos possam modular a fungéo dos inflamassomas.

v' Além de reduzir a formacao de CL induzida por BCG, a inibicdo da enzima
acido graxo sintase levou a reducdo tanto da secrecao quanto da forma
clivada de IL-1p.

v Corpusculos lipidicos induzidos por BCG podem servir como sitio de
localizagdo para proteinas do complexo inflamassoma, e a inibicdo da
biogénese destas organelas lipidicas parecem influenciar na ativacdo dos

inflamassomos.
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