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Carla Freitas

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasméticas altamente associadas a resposta inflamatoria.
Eles estdo presentes em diversos tipos celulares e podem aumentar em ndmero e/ou tamanho frente a
situacdes infecciosas. Também altamente envolvidos com os fendmenos inflamatérios estdo os
inflamassomos. Classicamente, esses complexos moleculares sdo formados por um tipo de receptor tipo
Nod (NLR), uma proteina adaptadora (geralmente ASC) e a enzima caspase-1 ativada. A reunido destas
proteinas e a ativacdo de caspase-1 levam a clivagem das pro-formas de IL-1B e de IL-18 em suas formas
maduras prontas para liberacdo. Apesar do avango no conhecimento da biologia destas duas estruturas,
corpusculos lipidicos e inflamassomos, nada foi descrito sobre uma possivel interacdo entre elas.
Utilizando um modelo de estudo em macréfagos derivados de medula éssea de camundongos C57BI/6 e
infeccdo com Mycobacterium bovis BCG buscamos pesquisar se existe essa interacdo e de que maneira
isso ocorreria. Num primeiro momento, pesquisamos a influéncia de receptores tipo nod e proteinas
relacionadas, na biogésene de CLs, na liberacdo de IL-1B e de eicosandides. Observamos que a infec¢do
dos macréfagos com BCG é capaz de induzir liberagdo de IL-1p e ativagdo de caspase-1, caracterizando
ativacdo de inflamassomos. VVimos que a auséncia de Nod1, Nod2, Rip2, IL-1R1 e IL-18R ndo interfere
na biogénese de CL, nem na liberacdo de IL-1p ¢ de PGE, e LTB,. A auséncia de ASC, caspase-1 e 0
blogueio de NLRP3 e P2X; potencializam a formagéo de corpusculos lipidicos induzida por BCG. A
auséncia de ASC e caspase-1 ndo altera a liberacdo de eicosandides e o bloqueio de NLRP3 reduz a
liberacdo de IL-1P e de PGE,. Vimos que ATP é capaz de induzir a biogénese de corpusculos lipidicos de
maneira dependente de P2X;. Concluimos que a presenca de proteinas envolvidas na via dos
inflamassomos regula negativamente a biogénese de corpusculo lipidicos. Corpusculos lipidicos séo
conhecidos por compartimentalizar diversas proteinas envolvidas em importantes fendmenos celulares,
dependendo do tipo celular e do estimulo. Sendo assim, no segundo bloco, avaliamos se os corpusculos
gerados pela infeccdo com BCG seriam capazes de armazenar NLRs e proteinas associadas. Também
avaliamos se a inibicdo da formacgdo de corpusculos lipidicos teria impacto sobre a ativacdo de
inflamassomos e liberacdo de mediadores inflamatorios. Observamos a presenga de NLRP3, caspase-1,
IL-1B, Nod1, Nod2 e Rip2, mas ndo de ASC, nos corpusculos lipidicos. Também vimos que a reducéo da
formacdo de CL induzida por BCG leva a redugdo da liberacdo e da sintese de IL-1B, mas ndo interfere na
atividade de caspase-1. Diminui também a liberacdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, além de PGE,.
Baseado em nossos resultados, concluimos que existe sim uma relagdo entre CLs e inflamassomos, onde
0 segundo pode regular negativamente o primeiro e CLs podem servir de plataforma, pelo menos
transitoria, para a localizagdo de proteinas da via dos NLRs. O avanco no entendimento das fungdes de
inflamassomos e corpusculos lipidicos pode colaborar para a geragdo de estratégias de combate as
patologias associadas a estas duas estruturas.
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Pathogen-triggered dysregulation of host-cell lipid metabolism is emerging as a key feature in the
pathogenesis of mycobacterial infection. Accumulating evidence suggests that modulation of host lipid
metabolism through mycobacteria-induced lipid body (LB) formation is an important mechanism for
mycobacterial survival and growth. However the mechanisms involved in lipid body biogenesis are still
not completely understood. Mycobacterial-induced inflammasome activation of caspase-1 and consequent
secretion of IL-1p and IL-18 in macrophages has been demonstrated as a host-defense mechanism. In the
present study we investigated the participation of inflammasomes in lipid body biogenesis and function
during infection with Mycobacterium bovis BCG in macrophages. We observed IL-1B release and
caspase-1 activation in bone marrow macrophage, featuring inflammasome activation induced by BCG.
Nod1, Nod2, Rip2, IL-1R1 and IL-18R doesn't influence lipid bodies biogenesis, neither IL-1B nor PGE,
and LTBy, release induced by BCG. ASC and caspase-1 absence and the block of NLRP3 and P2X; leads
to increase lipid bodies number induced by BCG. The absence of caspase-1 and ASC inhibited the release
of IL-1B induced by BCG, but does not alter the release of eicosanoids. Blocking NLRP3 reduces the
release of both, IL-1p and PGE,. Using an activator of inflammasomes, ATP, we observed an induced
lipid body biogenesis in a P2X,-dependent manner. Activation of inflammasomes by LPS and ATP leads
to increased release of eicosanoids, besides the formation of LBs. We conclude that the presence of
proteins involved in the pathway of inflamassomes negatively regulates biogenesis of lipid bodies. Lipid
bodies are known to compartmentalize many different proteins associated with cell signaling, depending
on the cell type and stimulus. Thus, in the second block , we assessed whether the LBs generated by
infection with BCG would be able to contain NLRs and associated proteins. We also evaluated whether
the inhibition of lipid body formation would impact inflammasomes activation and release of
inflammatory mediators. We observed NLRP3, caspase-1, IL-1B, Nod1, Nod2 and RIP2, but not ASC are
associated with lipid bodies. Also, we have that the reduction in the formation of LC induced by BCG
leads to reduced synthesis and release of IL- 1B but did not interfere in the activity of caspase-1. It also
reduces the release of cytokines, in addition to PGE,. Based on our results, we conclude that
inflammasomes activation could negatively regulate the lipid bodies biogenesis. Moreover, lipid bodies
could be site of localization to NLRs and associated-protein, but they doesn't interfere in inflammasomes
activation, although the IL-1p release is reduced by lipid bobies numbers decreased. The knowledge of
inflammasome and lipid bodies biology could be useful to generate new approaches to diseases associated
with these structures.
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INTRODUCAO

1. Reconhecimento pelo Sistema Imune Inato

O sistema imunoldgico € um conjunto de estruturas e processos bioldgicos que
protegem o organismo contra doencas, especialmente as causadas por patdgenos e suas
toxinas, mas também doencas auto-imunes e doengas desencadeadas por substancias
ndo infecciosas que podem causar danos aos oOrgdos e tecidos. E dividido,
didaticamente, em sistema imune inato e sistema imune adaptativo. O sistema imune
inato consiste em mecanismos de defesa celulares e bioguimicos que ja existiam antes
do estabelecimento de uma infeccdo e que estdo programados para responder
rapidamente a elas. O sistema imune adaptativo se desenvolve posteriormente as defesas
inatas e consiste na ativacdo de linfocitos B, para producdo de anticorpos (imunidade
humoral) e de linfécitos T (imunidade celular), para destruicdo dos microorganismos
presentes em células fagocitérias ou a destruicdo da célula infectada para eliminar o
reservatorio da infecc¢éo.

As defesas inatas sdo constituidas de barreiras fisicas, células e moléculas
secretadas. As barreiras fisicas sdo formadas por pele e mucosas e estas contém
barreiras quimicas, como peptideos anti-microbianos, acidos graxos, pH, enzimas. Além
disso, a prépria microbiota normal destas regides do individuo contribui para a protecao,
seja por competicdo com posssiveis agentes patogénicos ou por producédo de substancias
gue ajudam a proteger o organismo.

As células envolvidas na defesa imune inata podem estar presentes em 6rgaos e
em tecidos, como o sangue, de onde podem migrar para o foco da condicdo a ser
combatida. Sdo principalmente fagdcitos, como macréfagos, células dendriticas e
neutrofilos. Essas células fagocitam (sendo a fagocitose um importante mecanismo
efetor da imunidade inata) os patdgenos, tentando elimina-los do organismo e matando-
os através da producéo de enzimas e radicais oxidantes. O processo de fagocitose pode
ser mediado, dentre outros fatores, por proteinas do sistema complemento, que sdo
proteinas circulantes no sangue, ativadas pela presenga de microorganismo, que
contribuem para a inflamagdo e realizam opsonizacdo de microorganismos para a
fagocitose e morte dos patogenos. Os fagocitos também podem secretar substancias,
como citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos, que ajudam a combater o0s

patdgenos por promover ativacao de outros tipos celulares.



Existe uma condicdo fundamental para o inicio da resposta imune, o
reconhecimento: a presenga de um agente potencialmente nocivo deve ser detectada. O
reconhecimento é feito por algumas familias de receptores presentes em virtualmente
todas os tipos celulares.

Esses receptores sdo chamados em conjunto de PRRs, receptores de
reconhecimento de padrdes. Compreendem um grupo de sensores presentes na
membrana plasmatica ou no interior da célula hospedeira, no citoplasma ou em
vesiculas como endossomos. Existem diversas familias de receptores dentro da super
familia PRR, tais como receptores de lectina tipo C, receptores tipo RIG, receptores tipo

toll e receptores tipo Nod (figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura e das principais vias ativadas pelos PRRs. PRRs
podem estar presentes na membrana plasmatica, no citoplasma e em endossomas. Os mais bem
caracterizados sdo as familias TLRs, receptores de lectina, receptores tipo RIG e receptores tipo Nod.
Estes receptores sdo ativados por diversos componentes microbianos ou moléculas que sinalizam dano
celular e desencadeiam cascatas de sinalizacéo intracelular envolvendo diversas proteinas. (Trinchieri &
Sher, 2007).

Os PRRs reconhecem moléculas presentes em patdégenos (PAMPs - pathogen-
associated molecular pattern) que ndo estdo presentes nas células do hospedeiro, como
estruturas de parede celular e material genético. Estas sdo partes dos patdgenos que
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foram conservadas evolutivamente devido a sua importancia para a vida do
microorganismo. Além disso, esses receptores também sdo capazes de reconhecer
padroes moleculares associados a perigo (DAMPs - danger-associated molecular
pattern) liberados por células em situacdes desfavoraveis.

A existéncia de mdaltiplos sistemas de deteccdo de patdgenos, com a existéncia
de diferentes familias de PRRs, garante uma ampla cobertura do mundo microbiano,
enquanto a diversidade e a redundancia de alguns mecanismos efetores contribui para a
intensidade das defesas do hospedeiro diante da evolucgdo continua dos patégenos (Nish
and Medzhitov, 2011).

PRRs séo responsaveis por discriminar entre componentes de microorganismos
patogénicos ou comensais (ndo-patogénicos). Essa tarefa, fundamental para a geracao
de resposta imune apropriada, leva em consideracdo ndo somente o tipo de PAMP, mas
também onde ele esta presente (no ambiente extra ou intracelular) e o contexto em que
esse PAMP ¢ reconhecido, se existe reconhecimento também de moléculas derivadas do
hospedeiro (Vance et al., 2009).

Como citado anteriormente, existem algumas familias de PRRs, tais como
receptores de lectina tipo C, receptores tipo RIG, TLRs e NLRs. Na superficie das
células fagociticas, receptores de lectina tipo C, tais como receptores de manose e
receptores de B-glucanos, por exemplo, dectina-1, participam na ligacéo e englobamento
de componentes microbianos (Trinchieri & Sher, 2007).

Os receptores do tipo RIG-I localizam-se no citoplasma das células e sdo
responsaveis pelo reconhecimento de RNA viral de dupla fita, ativando vias de
sinalizacdo intracelulares que favorecem o combate a replicacdo viral (Creagh &
O’Neill, 2006).

A familia de receptores melhor caracterizada dos PRRs € a familia toll-like
receptors, TLRs. Dez membros da familia TLR foram identificados em humanos e 12
em camundongos (O’Neill, 2006). Estes receptores sdo glicoproteinas de membrana que
consistem de trés dominios: um dominio extracelular, com sequéncias ricas em leucina
(LRRs, leucine rich repeats), que permite a interacdo com os PAMPS; um dominio
transmembranar; e um dominio citoplasmatico, conhecido como dominio Toll/receptor
de interleucina-1 (TIR, Toll/interleukin-1 receptor), que apresenta homologia com o
receptor de interleucina-1 e é necessario para a transducdo de sinais.

Os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 sdo expressos na superficie celular e reconhecem,

principalmente, os PAMPs derivados de bactérias, fungos e protozoarios. Ja os TLRs 3,



7, 8 e 9 sdo expressos em compartimentos endociticos e reconhecem, especialmente,

acidos nucléicos derivados de virus e bactérias (figura 2).

Pathogen Toll=like receptor (TLR) TLR ligand
Myoohacterfum  TLR2 Lipoarabinomannan
hibeaingds TLR4 Phosphatidylinesitol mannosides
TLRB DA
Saimonelia TLR2 Bacterial ipoprotein
Tyl TLR4 Lipopalysaccharide
TLRS Flagellin
MNefsseria TLR2 Porin
ekl TLR4 Lipopaolysaccharide
TLRE DhA
Hasmaophifus TLR2 Lipoproteln
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TLRB DA
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Figura 2: Exemplos de patégenos expressando ligantes para multiplos TLRs (Trinchieri & Sher,
2007).

Quando TLRs reconhecem seus ligantes, ocorre 0 recrutamento de proteinas
adaptadoras, que se associam através de seu dominio TIR ao TIR do TLR. Todos os
TLRs, exceto TLR3, recrutam a proteina adaptadora MyD88 como passo inicial da
cascata de sinalizagdo. MyD88 pode se associar com outra proteina adaptadora, IRAK.
Esta, por sua vez, interage com TRAF6, que ativa TAK1, que se associa a proteinas
TAB. Uma dessas, TAB1, ativa o complexo IKK, que fosforila IkB e permite o
deslocamento de NF-«B, que estava inativo no citoplasma, para o nucleo da célula, onde
promove a transcri¢éo de genes associados a resposta inflamatoria, como TNF, IL-6, IL-
12, IL-1B, IFN. TAK1 também ativa membros da familia de MAP quinases como JNK,
p38 e ERK, que levam a ativagdo de outro fator transcricional, AP-1 (Becker & O’Neill,
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2007). TLR3 e TLR4 podem recrutar um adaptador diferente, TRIF, que leva a
dimerizagdo e ativacdo do inibidor de kinase NF-xB (IKKi) e da quinase de ligacdo do
ativador de NF-kB associado ao membro da familia TRAF (TBK1). A ativacdo de
TBK1/IKKIi leva a fosforilacdo do fator de transcricdo IRF3, induzindo sua translocagéo
para 0 nucleo e subsequente transcricdo de genes relacionados ao interferon (Arpaia &
Barton, 2013).

Estudos cristalograficos dos TLRs juntos com seus ligantes demonstraram que
estes receptores sdo capazes de formar heterodimeros uns com os outros, por exemplo,
TLR1/TLR2 e TLR2/TLR6, que sao capazes de reconhecer lipopeptidios e lipoproteinas
de bactérias gram positivas. Além disso, também foi observada a interagdo com
moléculas acessdrias, como TLR4/MD2 (myeloid differentiation factor-2) e
TLR4/CD14; ou ainda a formacédo de homodimeros, tais como TLR3/TLR3 (Becker &
O’Neill, 2007).

1.1: Receptores tipo Nod

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 (Moreira e Zamboni, 2012). NLRs sdo expressos em muitos tipos
celulares, embora certos membros sejam expressos primariamente em fagdcitos,
incluindo macrofagos e neutréfilos. Homologos dos NLRs estdo presentes em
vertebrados e organismos filogenéticamente primitivos, tais como ouri¢o, que tem no
seu genoma pelo menos 203 supostos NLRs (Hibino et al., 2006). NLRs foram também
identificados em plantas (genes R) onde eles desempenham um papel critico na
resisténcia a doencas contra parasitos e bactérias (Belkhadir et al., 2004; DeYoung et
al., 2006). A conservacédo evolucionaria dos NLRs sugere que 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 sitemas de deteccdo das
superficies celulares (Eisenbarth & Flavell, 2009).

NLRs sdo 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 repeti¢fes de inibidor de baculovirus
(BIRs); um dominio de nucleotideo chamado de dominio NACHT (também chamado de

dominio NOD), o qual é responsavel pela capacidade de oligomerizacdo entre NLRs e
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consequente ativacdo destes; e um dominio C-terminal de repeticGes ricas em leucina
(LRRs) envolvido no reconhecimento de PAMPs ou DAMPs (Martinon et al., 2009;
Franchi et al., 2009; figura 3).
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Figura 3: Estrutura dos NLRs. NLRs sdo receptores compostos por diferentes dominios e cada
um dos dominios possui uma funcdo que contribui para a execugdo do papel bioldgico do receptor
(Magalhaes et al., 2011).

A nomenclatura dos NLR é baseada em sua estrutura. Por exemplo, NLRP é o
NLR que contém o dominio PYD na por¢cdo N-terminal e NLRC é o NLR que contém
CARD (Denes et al., 2012).

Os dominios N-terminais de NLRs medeiam sinalizacao atraves de sua interagdo
homofilica com proteinas abaixo da cascata. Dominios CARD e PYD pertencem a
superfamilia de dominios de morte, que estdo envolvidos em muitos processos celulares
incluindo apoptose e inflamagdo. O dominio CARD permite a ligacdo e ativacdo de
caspase-1 ou da serina-treonina quinase RIP2, também conhecido como proteina
adaptadora RICK. O dominio PYD é responsavel pela interagdo com proteinas
adaptadoras que recrutam caspase-1 (Franchi et al., 2009).

Acredita-se que os NLRs permanecam em seu estado inativo até a detec¢do do
ligante pelo seu dominio LRR, o que resulta em mudancas conformacionais que

permitem a oligomerizacdo via dominio NOD e abrem a proteina para que o dominio N-
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terminal seja exposto e ocorra a sinalizacdo. Existem alguns NLRs que sdo melhor
caracterizados e estes podem ser ativados por diversos agonistas, tanto por patdgenos e
seus componentes quanto por moléculas endogenas (DAMPs). A ativacdo da maioria
dos NLRs leva a ativacdo de caspase-1 de maneira dependente ou independente da
proteina adaptadora ASC (figura 4).

Os diversos membros da familia NLR podem ser classificados em 3 sub-grupos
principais. O primeiro grupo € constituido de receptores que, apds cascata de
sinalizacdo, levam a ativacdo de fatores transcricionais, como NF-kB; Nodl e Nod2 se
enguadram nesta categoria. O segundo € composto por receptores que ndo dependem da
proteina adaptadora ASC para desencadear a ativacdo de caspase-1, por exemplo,
NLRC4 e NAIP5. E o terceiro tem como principal representante NLRP3, e se

caracteriza pela necessidade de ASC para ativar caspase-1 (Massis e Zamboni, 2013).
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Figura 4: Ativacdo de NLRs por bactérias, PAMPs e DAMPs. Os NLRs melhor caracterizados sdo
ilustrados nesta figura. Também seus ativadores sdo mostrados. Estes podem ser bactérias, virus ou
DAMPs. A ativacdo desses receptores leva a ativacdo de caspase-1, com ou sem participacdo da proteina
adaptadora ASC (Lamkanfi, 2011).

1.1.1: Nod1 e Nod2



Nodl e Nod2 sdo proteinas multi-dominio consistindo de um ou dois dominios
CARD, respectivamente, um dominio NOD localizado centralmente seguido por
determinado numero de LRR C-terminais (figura 3). Nod1 é expresso amplamente em
muitos tipos celulares e 6rgdos. J& Nod2 é expresso em células como macréfagos,
células dendriticas, células de Paneth, queratindcitos e células epiteliais do intestino,
pulméo e cavidade oral (Takahashi et al., 2006).

A expressdo destes receptores pode ser modulada em fungdo de estimulos,
patogénicos ou ndo. Por exemplo, a sinalizagdo desencadeada por TLR4 ¢ TNFa em
macrofagos murinos tratados com LPS leva ao aumento da expressdo de mRNA de
Nod1 e Nod2 (Takahashi et al., 2006).

Nodl e Nod2 reconhecem moléculas bacterianas produzidas durante a sintese,
degradacédo e remodelamento de peptidoglicano (PGN), o maior componente da parede
celular bacteriana (Franchi et al., 2009). Peptidoglicano é um polimero composto de
unidades de cadeias glicanos de N-acetilglicosamina (GIcNAc) alternadas com as de
acido N-acetilmurdmico (MurNAc) ligadas de forma cruzada e unidas umas as outras
por pequenos peptidios. Nod2 reconhece muramil dipeptidio (MDP), que é encontrado
no peptidoglicano de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e em micobactérias, que
ndo se enquadram na classificagdo baseada na coloracdo de Gram. Nodl reconhece
fragmentos de PGN contendo &cido meso-diaminopimélico (meso-DAP). DAP é um
residuo de aminoéacido do peptidoglicano da maior parte das bactérias Gram-negativas e
de certas bactérias Gram-positivas (Park et al., 2007). A analise de compostos sintéticos
revelaram o dipeptidio y-D-glutamil-meso-DAP (iE-DAP) como o motivo minimo que é
suficiente para desencadear a ativacdo de Nod1 (Girardin et al., 2003).

Apbs o reconhecimento  microbiano, Nodl e Nod2 sofrem mudancas
conformacionais, que resultam na auto oligomerizacdo via dominio NOD. Essa
oligomerizacdo favorece o recrutamento direto da serina-treonina quinase RIP2 atraves
de interagdes CARD-CARD, pelo mecanismo de proximidade induzida. RIP2 recruta
TRAF®6, que ativa TAK1 e esta ubiquitina IKK, que fosforila o inibidor kB, levando a
sua degradacao via proteassoma, liberando NF-«xB e permitindo sua translocacdo para o
nacleo (figura 5). Ativagdo de Nodl e Nod2 também pode ativar MAP quinases, como
p38, ERK, JNK (Moreira & Zamboni, 2012).

A estimulacdo de Nodl e Nod2 resulta na secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas IL-8 (ou KC, em camundongos), IL-6, MIP2 (proteina-2

inflamatdria de macrofago), MCP-1, RANTES, e na geracdo de Oxido nitrico (NO). A



ativacdo de Nod1l induz recrutamento de neutrofilos in vivo e a sinalizacdo via ambos

Nods leva a producéo de peptideos anti-microbianos (revisado por Franchi et al., 2009).

Peptideoglycans (;GN%

Survivl genes
cylokines
chemokines
anti-microbial peptxies

Figura 5: Vias de sinalizacdo desencadeadas por Nodl e Nod2. Esses receptores sdo ativados por
componentes do peptidoglicano e desencadeiam uma cascata de sinalizacdo que culmina com migracéo
de NF-kB para o nucleo, onde este ativa a transcricdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria

(Damgaard and Gyrd-Hansen, 2011).

Os mecanismos pelos quais fragmentos de PGN entram na célula hospedeira
para induzir ativacdo de Nodl e Nod2 sdo ainda pouco entendidos. Existem evidéncias
que agonistas de Nodl podem entrar no citosol de células epiteliais atraves de poros
formados por toxinas produzidas pelas bactérias (Ratner et al., 2007). Ainda,os ligantes
produzidos pela bactéria podem entrar na célula via endocitose ou transportadores
epiteliais (Marina-Garcia et al., 2008).

Dados da literatura sugerem que Nodl e Nod2 tem um papel sinérgico com
TLRs no reconhecimento de bactérias e contribuem para a producé@o de moléculas anti-
microbianas e pro-inflamatdrias (Park et al., 2007). TLR2, TLR4 e Nod2 desencadeiam
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vias ndo redundantes de reconhecimento de Mycobacterium tuberculosis, que
sinergizam para a indugdo de resposta inflamatoria (Ferwerda et al., 2005). Nodl e
Nod2 cooperam com os TLRs aumentando a sensibilidade para detec¢do de patdgenos.
Mas é possivel que essa sinergia ocorra dependendo do estimulo e do tipo celular
envolvido (Becker and O'Neil, 2007).

Também tem sido proposta uma cooperacdo entre Nod2 e NLRP1/NLRP3 na
ativagcdo de caspase-1 e geracdo de IL-1p madura. Esses trés receptores parecem ser
estimulados por MDP, mas geram diferentes respostas. O reconhecimento de MDP por
Nod2 leva a ativacdo de NF-kB ¢ isso aumenta a transcricdo de pro-IL-1B. Ja o
reconhecimento de MDP por NLRP1/NLRP3 leva a ativacdo de caspase-1 e
processamento de pro-IL-1p em sua forma ativa. Contudo, os receptores Nodl e Nod2
possuem dominio CARD e, portanto, poderiam interagir com caspase-1. Assim, 0
reconhecimento de MDP por Nod2 poderia ativar caspase-1, sem necessidade de
interagcfes com NLRP1/NLRP3 (Ferwerda et al., 2008). Ainda nesse sentido, Yoo et al
(2002) mostraram que Nodl interage com caspase-1, através dos dominios CARD,
aumentando a secrecao de IL-1.

Em células dendriticas primarias humanas, ligantes dos Nods induziram, em
sinergia com ligantes de TLRs, expressdo aumentada de muitas moléculas co-
estimulatdrias, tais como CD80, CD86 e CD40. Similarmente, ligantes de Nod e TLR
cooperam em células dendriticas para desencadear liberacdo de IL-12, uma citocina
essencial para a resposta Th1l (revisado por Bourhis et al., 2007).

Trabalhos mostram a participacdo de Nod1 e Nod2 na inducéo de autofagia. Este
é um mecanismo de degradacdo altamente conservado, no qual componentes especificos
da célula, incluindo organelas danificadas ou proteinas, sdo engolfadas em uma
estrutura com uma dupla membrana para degradacdo (revisado por Bortoluci e
Medzhitov, 2010). Travassos et al (2010) mostraram que, em modelos de infeccdo,
Nodl e Nod2 recrutam ATG16L1, uma proteina que inicia a autofagia, para a
membrana plasmatica no local de entrada da bactéria. Com isso forma-se o
autofagossomo, que leva a degradacdo da bactéria. Os autores mostram também que
este processo € independente de Rip2 e de NF-xB. Outro grupo mostrou que o
reconhecimento de MDP por Nod2 induz autofagia em células dendriticas e esse
processo é dependente de Rip2. Além disso, este trabalho também associa a ativagdo de
Nod2 com o processamento e apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas
(Cooney et al., 2010).
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1.1.2: Inflamassomos

Inflamassomos s&o complexos de alto peso molecular, envolvidos na ativagéo de
caspases inflamatdrias resultando no processamento de pro-IL-1p e pro-IL-18 em suas
formas maduras que sdo liberadas para o meio extracelular ou ainda levando a um tipo
de morte celular chamado de piroptose (Martinon et al., 2009).

Inflamassomo é a reunido da palavra inflamacdo — que reflete a funcdo deste
complexo — e o sufixo “som0” do grego significa corpo (Martinon et al., 2009). O termo
inflamassomo foi cunhado em 2002 para descrever complexos multi-protéicos (figura 6)
formados no citosol apés estimulagdo por PAMPs ou DAMPs. S0 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 secrec¢do. Os inflamossomos tem a habilidade de transformar pro- IL-
1B, pro-IL-18 e, em alguns casos, pro-1L-33 em suas formas ativas resultando em sua
secre¢do e potente resposta inflamatdria associada com essas citocinas (Martinon et al.,
2002).

ProlL-1p ‘
‘ =

Figura 6: Esquema de estrutura basica de um infamassomo. Inflamassomos classicos sdo
compostos de um NLR, uma proteina adaptadora e caspase-1, que € capaz de clivar a pro-forma de IL-1§

em sua forma madura (Martinon et al., 2009).

A ativacdo de inflamassomos acontece em células que expressam todos o0s
componentes em altas concentragdes e em formas ativas. A maior parte das células ndo
expressam todos 0s componentes requeridos para ativacdo dos inflamossomas,
necessitando estimulagdo anterior ou sensibilizagcdo (Martinon et al., 2009).

Antes da sinalizacdo via agonista de NLR, muitos estudos in vitro tem mostrado
a necessidade de um “sinal inicial”, para induzir a formagéo de pro-citocinas e permitir
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atividade dos inflamassomos. Na maioria dos casos, o primeiro sinal é providenciado
por um agonista de TLR, tal como LPS. Essa cooperacdo entre PRR pode ser importante
para prevenir uma ativagdo inapropriada de NLRs por moléculas proprias presentes
ubiquitinamente. Ndo estd claro se a mesma regra se aplica in vivo (Eisenbarth &
Flavell, 2009). Em alguns casos, o primeiro sinal para a geracdo das pro-citocinas,
também pode ser originado com ativacdo de Nodl e/ou Nod2, que leva a ativacéo de
NF-kB e indug¢do de genes ¢ proteinas pro- inflamatorios, como pro-IL-1 e pro-1L-18
(Elinav et al., 2011). Entdo, a ativacdo do NLR ("sinal 2") permite a clivagem destas
pro-formas de citocinas em suas formas para secrecao.

Apo6s a ativacdo e oligomerizacdo de um NLR, ocorre acoplamento, via
interagbes entre dominios CARD, de enzimas anteriormente denominadas ICE
(Interleukin-14-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 ligac&o entre o NLR e caspase-1.

Inflamassomos estdo fortemente associados a deteccédo intracelular de patégenos
ou produtos microbianos que ganham acesso ao interior celular ou ainda de moléculas

do hospedeiro liberadas durante estado de estresse ou dano celular (figura 7).
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Figura 7: Moléculas de patégenos (PAMPS) ou do hospedeiro ou do ambiente (DAMPS) na ativacao
de inflamassomos. A formacdo dos inflamassomos é regulada por moléculas derivadas tanto do
hospedeiro quanto dos patégenos e o balango entre essas respostas pode levar a inflamagéo cronica ou a

resolucdo da inflamagéo (Henao-Mejia et al., 2012).
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O reconhecimento de DAMPs permite a percepcdo de um dano tecidual e isso
desencadearia processos inflamatorios e de reparo tecidual, com recrutamento de
células, liberacdo de mediadores soltveis, modulacdo da expressdo de moléculas etc.
Parece entdo que o sistema imune inato ndo somente verifica 0 ambiente celular para
sinais de microorganismos potencialmente patogénicos, mas também reconhece
moléculas proprias geradas em condi¢fes chamadas de inflamac&o estéril (Martinon et
al., 2009).

TLR4 reconhece a molécula de heme, um DAMP, liberada em condicdes de
hemolise 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 enddgena, pelo
receptor scavenger CD36 leva a geracdo de espécies reativas de oxigénio, que entdo,
ativam NLRP3 e levam a sintese, processamento e liberacdo de IL-1p (Liu et al., 2013).
Nota-se, com isso, que receptores comprometidos com a resposta imune inata, além de
reconhecer PAMPs, medeiam respostas associadas ao reconhecimento de moléculas
endogenas. O reconhecimento de DAMPs desencadeia a formacédo de inflamassomos da
mesma forma que PAMPs o fazem, com ativacdo de caspase-1 e processamento e
liberacdo de IL-1p.

Caspases sdo proteases produzidas como zimogénios inativos cataliticamente e
usualmente sofrem processamento proteolitico durante ativacdo. Ap6s estimulacdo por
uma variedade de sinais enddgenos e microbianos, a molécula pro-caspase inativa é
auto-ativada por clivagem proteolitica em um heterodimero enzimaticamente ativo
composto de uma cadeia de 10kDa e uma de 20kDa (Franchi et al., 2008).

Caspases humanas podem ser divididas em dois diferentes grupos baseado em
sua funcdo bioldgica: caspases inflamatdrias, caspase-1, caspase-4, caspase-5, caspase-
11 e caspase-12; e caspases apoptoticas, que incluem caspase-2, caspase-3, caspase-7,
caspase-8, caspase-9 e caspase-10. O primeiro grupo € denominado inflamatério porque
0s principais substratos estudados até entdo séo citocinas (tais como IL-1p, IL-18 e em
alguns casos, IL-33) que sdo mediadores cruciais da resposta inflamatoria. Apesar desta
classificacdo, diversos trabalhos mostram a interagdo entre os dois grupos de caspases e
isto mostra que elas podem ndo ser exclusivamente apoptéticas ou exclusivamente
inflamatdrias (revisado por Denes et al., 2012).

Caspase-1 foi a primeira caspase a ser descoberta em mamiferos, com o nome de
ICEberg, mas somente h& pouco tempo as vias que levam a sua ativacdo foram
descobertas. Recentemente, um trabalho listou os 121 substratos de caspase-1

conhecidos até o presente momento baseado em analises protedmicas. Alguns estdo
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ilustrados na figura 9. A andlise desses novos substratos nos permite associar caspase-1
a alguns eventos biologicos (além da inflamag&o), tais como: morte celular, reparo
tecidual, metabolismo e organizagéo de citoesqueleto (Denes et al., 2012; figuras 8 e 9).
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Figura 8: IL-1p é somente a ponta do ICEberg? Observam-se alguns novos substratos descritos para
caspase-1 e baseado neles pode-se associar a participagdo da enzima em processos celulares como morte e

metabolismo celular, dentre outros (Denes et al., 2012).

Com a descoberta de novos substratos para caspase-1 surgem entdo possiveis
novas fungdes efetoras para os inflamassomos na imunidade e defesa do hospedeiro.
Caspase-1, além de ser responsavel pela liberagdo de IL-1p e IL-18, também participa
na liberacdo de outras citocinas sem peptidio sinal e de DAMPs, como HMGB1. A
ativacdo excessiva de caspase-1 leva a morte por piroptose. Também é capaz de regular
vias glicoliticas e lipidicas em células infectadas. Ainda, pode restringir a replicacéo de
patdgenos intracelulares por ativar outras caspases, como caspase-7. Esses novos
mecanismos efetores sugeridos a partir dos substratos de caspase-1 sdo resumidos na

figura 9. E importante notar que esses mecanismos efetores atuam de maneira
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independente dos substratos canénicos de caspase-1, IL-1p e IL-18, indicando que
inflamassomos podem contribuir para a resposta imune por diferentes vias. 1sso

favorece a montagem de uma resposta apropriada e eficiente no combate a patdgenos.
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Figura 9: Mecanismos efetores de caspase-1. A ativacdo de caspase-1 leva a ativagdo de vias que
culminam em fenémenos como inflamacdo, reparo tecidual, piroptose e restricdo da replicacdo de

patdgenos intracelulares (Lamkanfi, 2011).

Recentemente, Kayagaki et al (2011) mostraram que 0s genes de caspase-1 e
caspase -11 sdo muito préximos no genoma para serem segregados por recombinacao, e
consequentemente, todos os camundongos deficientes em caspase-1 seriam também
deficientes em caspase-11. Este mesmo trabalho mostra que caspase-11 desencadeia
piroptose de macrofagos independentemente de caspase-1. Apesar dos recentes estudos,
pouco se sabe sobre os mecanismos de ativagdo de caspase-11 e sua funcdo na morte
celular e em processos inflamatorios.

Paralelamente a esta descoberta, vem sendo descrita a formacdo de
inflamassomos, chamados de ndo-canbnicos, com participacdo de caspase-11. Um
recente trabalho mostrou a ativagao de caspase-11 e secrec¢do de IL-1p em macrofagos,
por LPS intracelular de maneira independente do reconhecimento deste PAMP por
TLR4. Mas mantém-se a necessidade de priming (assim como acontece com a ativagdo
de inflamassomos can6nicos) por outros agonistas de TLRs para 0 aumento da

expressao de pro-caspase-11 e pro-IL-1p (Kayagaki et al., 2013).
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Sob certas condigdes, a ativacdo de inflamassomos e, portanto, de caspases
inflamatorias, levam a morte celular. A piroptose € um tipo de morte rapida, dependente
da ativacdo de caspase-1, caracterizada pela ruptura da membrana plasmética apos
formacdo de poros e liberacdo do conteddo inflamatério (Bergsbaken et al., 2009).
Essas caracteristicas contrastam com a morte silenciosa apoptética, onde o contetdo
celular é empacotado em vesiculas que sdo removidas através de fagocitose. A piroptose
ocorre frequentemente apos infeccdo com patdgenos intracelulares (Martinon et al.,
2009). A morte celular por piroptose de células infectadas expdes as bactérias
intracelulares aos mecanismos imunes extracelulares, como a destruicdo por neutréfilos
(Lamkamfi et al., 2011).

Inflamassomo NLRP3

Estudos revelaram que NLRP3 forma um inflamassomo com ASC e caspase-1
em células humanas e murinas. NLRP3 € ativado por multiplos PAMPs incluindo LPS,
MDP, RNA viral e bacteriano e algumas outras moléculas. NLRP3 também tem sido
implicado na ativacdo de caspase-1 em resposta a sinais ndo microbianos (DAMPS)
incluindo cristais de &cido urico, ATP e substancias particuladas, tais como amianto e
silica, dentre muitas outras (revisado por Franchi et al., 2012; figura 10).

Foi proposto que, em alguns casos, a ativacdo do inflamassomo NLRP3 requer
dois sinais. O primeiro é providenciado por moléculas microbianas tais como LPS
(sinalizando via TLR4) ou MDP (sinalizando via Nod2). Esta etapa é importante porque
induz a expressdo dos componentes que serdo utilizados na montagem e ativacao do
inflamassomo em um segundo momento, tais como NLRP3, pro-caspase-1, pro-IL-1p,
pro-1L-18. O segundo sinal vem dos agonistas de NLRP3, como ATP extracelular ou
moléculas formadoras de poros, como toxinas bacterianas (Bauernfeind & Hornung,
2013). A ativacdo de NLRP3, com agregacdo da proteina adaptadora ASC e ativacdo de
caspase-1, resulta na clivagem de pro-IL-1p e pro-IL-18 em suas formas ativas.

O papel fisiolégico para ATP na ativacdo de NLRP3 permanece controverso,
uma vez que altas concentracdes de ATP, que ndo sdo normalmente encontradas no
ambiente extracelular, sdo necessarias para aumentar a producdo de IL-1p. Em auséncia
de pré-estimulagdo com PAMPs, ATP ndo ativa caspase-1, embora possa desencadear
um intenso efluxo de K* intracelular. ATP extracelular ativa o receptor P2X; e leva a
abertura de um poro mediado por proteina hemi-canal panexina-1. Através desse poro

ocorre efluxo de K*, com despolarizagdo da membrana plasmatica, inchago celular e
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esses eventos levam a ativacdo de NLRP3, de caspase-1 e liberacdo de IL-1p e 11-18
(Becker and O'Neil, 2007).
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Figura 10: Ativa¢do do inflamassomo NLRP3. NLRP3 pode ser ativados por patdgenos e seus
derivados ou por moléculas endogenas. Esses receptores encontram-se em seu estado inativo no
citoplasma. Quando ocorre ativagdo sua estrutura se altera e ele é capaz de oligomerizar com outros
receptores NLRP3 e se associar a proteina adaptadora ASC e com a enzima caspase-1. Esta estrutura é
chamada de inflamassomo e € responsavel por processos como morte celular e liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Também é ilustrada a presenca de caspase-11, entretanto, pouco se sabe sobre sobre as vias

que levam a ativicdo da mesma (Bauernfeind & Hornung, 2013).

Apesar de novas fungdes estarem sendo decobertas para os inflamassomos,
desde sua descri¢do, em 2002, a principal caracteristica deste complexo molecular é a
geragdo de IL-1p e IL-18 em suas formas maduras, secretadas para o meio extracelular.
Os genes das citocinas IL-1p e IL-18 pertencem a uma familia de genes altamente
conservados evolutivamente e consistindo de 11 membros: IL-1a, IL-1p, antagonista de
receptor de IL-1, IL-18 (IL-1F4), IL-1F5-F10 e IL-33 (Smith, 2011).
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Proteinas que serdo secretadas, geralmente possuem um peptidio sinal interno ou
na porcdo amino-terminal que funciona como uma etiqueta, que endere¢cam-nas para o
reticulo endoplasmatico (RE). Do limen do RE, estas proteinas sdo transportadas para o
Golgi, empacotadas em vesiculas secretorias que se fundem com a membrana
plasmatica, liberando seu contetdo no espaco extracelular. Essa via de secrecdo de
proteinas é a chamada de via cléssica ou via RE-Golgi (Lamkamfi, 2011).

Os membros da familia IL-1 ndo possuem o peptidio sinal, e assim ndo sdo
exportados para 0 meio extracelular pela via secretdria 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 aminoécidos. 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-1B de mamiferos e esta ausente nas sequéncias de outros vertebrados (Denes et al.,
2012).

IL-1B é um dos mais potentes mediadores soltiveis da inflamag&o. E produzida
por varios tipos celulares, mas os estudos focam na producdo por células imunes,
principalmente por macrofagos (Denes et al., 2012). Ela medeia diversos efeitos
sisttmicos durante o processo inflamatério, incluindo febre, hipotenséo,
hipersensibilidade a dor inflamatéria e a liberacdo de horménios adrenocorticotréficos
(Johnston et al., 2007).

Além disso, sinalizando via seu receptor, IL-1R, que estda amplamente
distribuido em muitos tipos celulares, induz a producdo e secrecdo de outras citocinas,
como IL-6, que induz leucocitose e trombocitose e sintese de proteinas de fase aguda,
requiridas para sustentar a resposta inflamatéria. Também induz IL-8, COX2,
quimiocinas e peptideos antimicrobianos (von Moltke et al., 2013). IL-1p atua como
potente pirdgeno enddgeno e sua producdo em excesso ou descontrolada pode causar
danos aos tecidos hospedeiros e exacerbar patologias com componentes inflamatdrios
(Johnston et al., 2007).

IL-18 ndo possui atividade pirogénica, diferentemente de IL-1B. Atua
sinergisticamente com IL-12 para estimular células NK e T citotoxicas a produzir INF v,
que possui um importante papel na eliminagdo de virus. 1L-18 est4, 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 secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-10
(Dinarello, 2009). Ainda, IL-18 sinergiza com IL-23 para induzir a secre¢do de I1L-17
por células Th17 (Weaver et al., 2006).
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Além das citocinas inflamatdrias, vem sendo demonstrada a ligacdo entre
inflamassomos e 0 metabolismo de lipidios, por exemplo, com liberagdo de mediadores
lipidicos.

Eicosanoides sdo potentes moléculas bioativas, derivados de lipidios, como
acido araquidonico. Eles estdo envolvidos em diversos fenbmenos biolégicos, como a
producdo de citocinas, diferenciacdo celular, proliferacdo, sobrevivéncia, migracéao,
apresentacdo de antigenos e morte celular, dentre outros (Liu et al., 2013).

Em 2012 ocorreu a primeira descricdo da participacdo de inflamassomos na
inducdo de mediadores lipidicos. Utilizando um modelo da doenca inflamatdria gota in
vivo e in vitro, Amaral et al mostraram que a injecdo de cristais de acido Urico, um
ativador do inflamassomo NLRP3, induziu a rapida liberacdo de leucotrieno B, e este
foi importante para a producdo de IL-1p dependente de caspase-1. O mesmo aconteceu
com macrofagos tratados com cristais de acido urico. O grupo conclui que LTB4 modula
a producdo de espécies reativas de oxigénio induzida por &cido Urico e estes radicais
ativam o inflamassomo NLRP3.

Ainda em 2012, com um modelo in vivo, von Moltke et al. mostraram que a
ativacdo dos inflamassomos NAIP5/NLRC4 por flagelina administrada por via
intraperitoneal ou intravenosa induz morte dos camundongos apds cerca de 30 minutos.
Essa réapida resposta parece ndo estar associada a geracdo de IL-1B/IL-18, mas sim ao
que eles chamaram de "tempestade de eicosandides”, que sdo conhecidos por induzir
perda de fluido vascular no intestino e na cavidade peritoneal. Os autores também
mostram que 0s mecanismos que levam a essa producdo de eicosandides induzida por
ativacdo de inflamassomo ocorre em fungé@o da ativacdo de caspase-1, que aumenta o
influxo de célcio, que ativa a enzima cPLA; e a biosintese de eicosandides, como
tromboxano, PGD,, PGE,, 12-HETE, 15-HETE, LTB,.

Ainda, foi visto que a ativagdo de Nod2 por MDP em macrofagos leva ao
aumento da liberacdo de PGE,, em funcdo do aumento de COX; e PGE sintase. E 0
aumento da expressdo de COX; é dependente de p38 MAPK e mediado por IL-1p. Esse
estudo mostra ainda que a ativagdo de Nod2 ndo altera as vias que levam & biosintese de
leucotrienos (Liu et al., 2013).

A mais recente descrigdo da interacdo entre inflamassomos e metabolismo
lipidico veio de um trabalho que mostra que a estimulagdo de macr6fagos com &cidos
graxos 6mega 3 impede a ativacdo do inflamassomo NLRP3 e inibe ativacdo
subsequente de caspase-1 e secrecdo de IL-1B. Com isso, especula-se que estes acidos

graxos possam reprimir a inflamacdo e as doencas associadas, como gota, sindromes
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autoimunes e outras doencas associadas a ativacao do inflamassomo NLRP3 (Yan et al.,
2013).

Entretanto, o papel de inflamassomos em regular a produgéo de eicosandides em
processos inflamatorios induzidos por infecgfes micobacterianas ndo foi descrito até o

presente momento.

2. Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasmaticas ricas em lipidios
(figura 11) que apresentam diversas fungdes bioldgicas na homeostase e em patologias.
Sd0 produzidos por praticamente todos os tipos celulares, mas sdo melhor
caracterizados em células do sistema imune, tais como macréfagos, neutrofilos etc.
Nestas células, tem sido mostrado o papel de CL em condi¢fes inflamatorias, onde
servem como sitios de formacéo e/ou estoque de moléculas cruciais, como eicosanoides,
enzimas e citocinas. S&o encontrados ndo somente em células eucarioticas, mas também

em bactérias, fungos e plantas (revisado por D'Avila et al., 2006).

/

Figura 11: Corpusculos lipidicos em macrofagos marcados com a sonda fluorescente verde Bodipy

(arquivo proprio).

Estas organelas existem em pequeno numero sob condi¢es basais na células,
mas podem ter nimero e/ou tamanho aumentados em resposta a diversos estimulos
(tabela 1). O aumento do acumulo de lipidios citoplasmaticos em leucdcitos e outras
células tem sido observado em diversas doencas infecciosas e inflamatérias, clinicas e
experimentais, incluindo macrofagos na aterosclerose, leucdcitos de articulagdes de
pacientes com artrite inflamatdria, lavado broncoalveolar de pacientes com sindrome
respiratoria aguda, eosinofilos na inflamacdo alérgica, leucoOcitos peritoneais e
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(revisado por Melo et al., 2011).

Estimulo

Acidos graxos
Insaturados, mas ndo saturados

Lipoproteinas
Ac-LDL/E-LDL/AGE-LDL/Ox-LDL,
mas ndo LDL nativo

Moléculas derivadas de patdgenos
LPS/LAM

Mediadores lipidicos

PAF, mas ndo lisoPAF

sanguineos na sepse bacteriana, infec¢cbes micobacterianas e células cancerosas

Tipo celular

Neutrofilos, eosinéfilos, mondcitos e
macrofagos

Macréfagos, mas ndo neutréfilos

Macrofagos, neutrofilos

Neutrdéfilos, eosinéfilos e macréfagos

5-HETE Neutrofilos

PGD, Eosindfilos, mas ndo macréfagos
Hormonios

Leptina, resistina Macrdfagos

Citocinas/fatores de crescimento

IL-5, GM-CSF, IL-16 Eosinofilos

Quimiocinas

RANTES/eotaxina/ eotaxina 2/ eotaxina 3 Eosinofilos

MCP-1 Macrofagos

Tabela 1: A formagdo de corpusculos lipidicos é dependente de tipo celular e estimulo (Bozza et al.,
2009).

Corpusculos lipidicos sdo organelas ativas funcionalmente e dinamicas, que
participam de diversos processos bioldgicos tais como metabolismo de lipidios,
sinalizacdo e ativacdo celular, trafego de membrana, sintese e secrecdo de mediadores
inflamatorios, dentre outros.

Diferentemente de organelas membranosas e vesiculas citoplasmaticas, que tem
um conteddo aquoso cercado por bicamada fosfolipidica, os CLs sdo compostos de um
centro rico em lipidios neutros, como triacilglicerdis, estéres de colesterol e
diacilglicerol, cercado por monocamada de fosfolipidios com proteinas associadas
(Melo et al., 2011).

Na regido central dos CLs s@o encontradas proteinas estruturais especificas
conhecidas como proteinas da familia PAT: Perilipina; ADRP (adipose differentiation-
related protein, também chamada de adipofilina) e TIP47 (tail-interacting protein). Elas

estdo distribuidas diferentemente nos tecidos e células e suas expressdes podem ser
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aumentadas ou diminuidas em funcdo das necessidades metabdlicas das células
(Roingeard, 2013). Essas proteinas tem sido implicadas na reunido e biogénese dos CLs
(D'Avila et al., 2008). ADRP promove o estoque de colesterol e triglicerideos e reduz o
efluxo de colesterol. Além disso, pode atuar como centro para reunido de lipidios para
formar novos CLs e aumentar a estabilidade da organela sob condicGes lipoliticas
(Gross et al., 2006).

Além destas proteinas constitutivas, podem ser encontradas nos CLs diferentes
proteinas e enzimas dependendo do tipo celular e do estimulo que foi dado a célula.
Com o auxilio de técnicas como identificacdo de proteinas em fracfes subcelulares ricas
em corpusculos lipidicos, imunodetec¢do de proteinas por microscopia eletrénica ou de
luz tem sido mostrado que CLs compartimentalizam enzimas envolvidas na biosintese,
transporte e catabolismo de lipidios, proteinas envolvidas no transporte de vesiculas,
enzimas formadoras de eicosandides, citocinas, quimiocinas e quinases envolvidas em
sinalizacéo celular (revisado por Bozza et al., 2009, figura 12).

A via de formacdo destas estruturas ndo estad bem estabelecida, mas existem dois
modelos diferentes para explicar como estas organelas sdo formadas. No modelo
classico, lipidios neutros acumulam entre os folhetos citoplasmatico e luminal das
membranas do reticulo endoplasmatico, seguido do destacamento do CL envolvido por
uma monocamada derivada do folheto citoplasmatico da membrana do reticulo
(Murphy, 2001). Em outro modelo, derivado de estudos com eosindfilos humanos e
outros leucdcitos, CLs seriam formados por incorporacdo de multiplas alcas de
membranas de reticulo endoplasmatico e o acimulo de lipidios neutros ocorreria entre
as membranas dentro dos CLs (Wan et al., 2007). Acidos graxos saturados n&o
desencadeiam a formacdo de CLs, mas &cidos graxos cis insaturados sdo potentes
indutores dos mesmos, sugerindo que a formacédo destas organelas envolve mais do que
simples incorporagdo de lipidios exogenos (Bozza et al., 1996, Moreira et al., 2009).
Uma vez formados, os CLs podem aumentar seu volume por sintese local de lipidios ou

fusdo entre eles (Melo et al., 2011).
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Figura 12: Proteinas que podem estar associadas aos corpusculos lipidicos. De acordo com tipo
celular e o estimulo utilizado, diferentes proteinas podem ser encontradas nos corpusculos lipidicos. Essas
proteinas participam de processo celulares como metabolismo lipidico, sinalizagdo celular, trafégo de

membrana e resposta inflamatéria (Bozza et al., 2009).

Esse processo de aumento de tamanho dos CLs pode ser facilmente
compreendido se as organelas recém formadas permanecerem ancoradas ao reticulo,
onde proteinas e lipidios seriam capazes de se difundir. Se CLs ja estiverem destacados
do reticulo, seus constituintes podem ser adquiridos por vesiculas de trafego
intracelular, mas esta teoria esbarra no problema de como uma organela com uma
bicamada de fosfolipidios se fundiria com outra que possui uma monocamada de
fosfolipidios. Uma alternativa seria a producdo local de lipidios no interior dos
corpusculos, via enzimas de metabolismo lipidico presentes nestas celulas (Roingeard,
2013).

Os lipidios presentes nos CLs podem ser requisitados para geracdo de energia
pela atividade de lipases e outras enzimas metabolicas, em um processo conhecido
como lipdlise (Singh & Cuervo, 2012). Neste processo, 0s lipidios presentes nos
corpusculos, como os triaglicerideos, sdo convertidos em produtos sollveis pela agéo de
duas lipases presentes na superficie dos corpusculos, ATGL (adipose triglyceride

lipase) e HSL (hormone-sensitive lipase) (Roingeard, 2013). Esta lipolise € dependente
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de estimulos externos, que ativam PKA (proteina quinase A) e, consequentemente, a
fosforilagdo das proteinas da familia PAT.

Alternativamente, CLs podem ter seu conteldo lipidico diminuido pelo
fendmeno recentemente denominado de lipofagia. Neste processo, proteinas ATG
(autophagy-related genes) atuam em conjunto formando um autofagossomo que entrega
seu contetido rico em lipidios para lisossomos (Singh & Cuervo, 2012).

Corpusculos lipidicos sao sitios de localizagdo de enzimas chaves envolvidas no
metabolismo do colesterol e na sintese de acidos graxos. Entretanto, ainda ndo se sabe
ao certo a origem das proteinas dos CLs, nem como elas aderem ou se inserem na
monocamada de fosfolipidios.

Tem sido mostrado que patdégenos, como M. tuberculosis (Russel et al., 2009),
M. bovis BCG (D'Avila et al., 2006), T. cruzi (Melo et al., 2003), Pseudomonas
aeruginosa (Plotkowski et al., 2008), virus da hepatite C (Miyanari et al., 2007) entre
outros, podem utilizar os lipidios presentes nos corpusculos, favorecendo, em alguns
casos, sua persisténcia e replicacdo (Mattos et al., 2011b).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram negativa envolvida,
principalmente em processos infecciosos nosocomiais. Em estudo com células epiteliais
respiratdrias foi visto que P. aeruginosa induz uma menor quantidade de CLs, mas uma
maior quantidade de PGE; liberada e esta se localizava nos CLs. Os autores sugerem
que a reducdo de CLs observada nas células infectadas foi devido ao consumo de
lipidios para geracdo deste prostanoide (Plotkowski et al., 2008).

Um exemplo da forte interacdo entre CLs e um agente patogénico foi observado
por Mattos et al. (2011), em que CL tem sua formacdo induzida por Mycobacterium
leprae, sendo recrutados para fagossomos de células de Schwann contendo M. leprae de
maneira independente de TLR2. Este trabalho mostrou também a co-localizacdo entre
CLs e M. leprae em biopsias de nervos de pacientes com lepra lepromatosa e que a
inibicdo do recrutamento de CLs diminui a sobrevivéncia de M. leprae dentro das
células de Schwann.

Outro trabalho mostrou que TLR6, e ndo TLR2, a exemplo do que acontece com
outras micobactérias como M. bovis BCG (D'Avila et al., 2006), esta envolvido na
interacdo entre M. leprae e células de Schwann, favorecendo fagocitose e biogénese de
corpusculos lipidicos (Mattos et al., 2011b). Neste trabalho também foi visto aumento
na liberagdo de PGE; e de IL-10, que favorecem a inibigéo das atividades microbicidas

de celulas de Schwann. Com isso, 0s autores concluiram que ocorre uma supressdo da
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resposta inflamatéria desencadeada pela ativagdo de TLR6, com fendtipo
antiinflamatdrio que é dependente da biogénese de corpusculos lipidicos.

Diversos estudos tentam elucidar os mecanismos que levam a biogénese dos
CLs. Pacheco et al (2002) demonstraram que a formacdo de CLs induzida por LPS é
dependente de TLR4, PRR pelo reconhecimento deste componente da parede bacteriana
de bactérias gram-negativas.

Sendo os macréfagos fagdcitos profissionais, D'Avila et al (2006) tentaram
avaliar a influéncia da fagocitose na biogénese dos corpusculos lipidicos. Foi visto que
apos infeccdo com M. bovis BCG mais de 95% das células apresentavam CLs, enquanto
menos de 30% continham bacilos em seu interior. Além disso, a fagocitose de particulas
de latex, Bacillus subtilis e da bactéria ndo patogénica Mycobaterium smegmatis nao
foram capazes de desencadear a formacao de CLs. Juntos, estes resultados demonstram
que a fagocitose ndo € suficiente nem essencial para a sintese de CLs. Este mesmo
estudo também identificou que componentes de parede bacteriana, como LPS de E. coli
ou lipoarabinomanana (componente purificados de parede - LAM) de M. tuberculosis
podem induzir biogénese de CLs.

Em infeccbes micobacterianas, varios membros da familia TLR podem
participar do reconhecimento de antigenos. Nem 0 BCG nem o LAM ndo foram capazes
de induzir a formacdo de CLs em macréfagos de animais deficientes em TLR2,
sugerindo um papel importante deste receptor na biogénese dos corpusculos (D'Avila et
al, 2006 e 2007). Ao mesmo tempo, a estimulacdo de macréfagos com zimosan, potente
agonista de TLR2, ndo conseguiu estimular a biogénese de CLs, sugerindo que a
ativacdo de TLR2 é essencial para a formacdo de CLs induzida por micobactéria, mas
ndo é a Unica via participante deste processo (D'Avila et al, 2006).

Além da participacdo de TLRs descrita acima, também ja foi visto o
envolvimento de receptores dectina-1, um tipo de receptor de reconhecimento de padrédo
na formacéo de CL induzida pelo fungo Histoplasma capsulatum (Sorgi et al., 2009).

Outros receptores, tais como 0s NLRs ou co-fatores parecem estar associados a
TLR2 para o reconhecimento de micobactérias (Ferwerda et al., 2005). Entretanto, nada
foi descrito até o0 momento sobre o envolvimento de NLRs na formacao de corpusculos
lipidicos.

Uma das respostas desencadeada por infeccdes micobacterianas é a geracéo de
mediadores lipidicos. Diversos componentes envolvidos na biosintese de eicosandides
tem sido evidenciados nos CLs. Um dos precursores da formagédo de eicosanoides, 0

acido araquidonico, enzimas responsaveis pelo seu processamento, como ciclooxigenase
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e 5-lipoxigenase e os produtos destas enzimas estdo presentes nos corpusculos. Isso
indica que um aumento no nimero de corpusculos pode resultar em quantidade maior
de eicosanoides, como PGE; e LTBy, liberados. Também foi visto que alguns estimulos
que induzem a producao de eicosanoides em leucdcitos, incluindo ativadores da via de
PKC, o préprio acido araquidbnico e fator ativador de plaguetas, sdo também capazes
de estimular a formacao de corpusculos lipidicos (revisado por Bozza et al., 2009).

Alguns trabalhos sugerem que PGE, enddgeno derivado de CLs regula
negativamente a resposta de macrdéfagos, por inibir a produ¢ao de TNFa induzida por
micobactéria, aumentar o0s niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10, diminuir
apresentacdo de antigeno e a producéo de radicais livres. Portanto, a inibigdo de CLs ou
da producéo desta prostaglandina teria efeitos benéficos para o hospedeiro no controle
da infeccdo (D'Avila et al., 2006 e 2008b).

Consistente com o resultado acima esta o trabalho que mostra que a ativacao de
PPARy aumenta a producdo de PGE, em macrdfagos infectados com M. bovis BCG
(Almeida et al., 2009). PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) é
um membro da superfamilia de receptores nucleares regulados por lipidios que
desempenha um importante papel na modulacdo de processos celulares como,
diferenciacdo, proliferacdo, inflamagdo e metabolismo de lipidios (Moraes et al., 2006).
Atualmente sabe-se que micobactérias aumentam a expressdo deste receptor, que atua
como fator de transcricdo, e isso € um dos fatores que leva a biogénese de CLs.
Somando-se ao aumento de prostaglandina citado acima e a diminuicdo do killing
bacteriano, forma-se um ambiente que regula negativamente a resposta dos macréfagos
a micobactéria, sugerindo que a expressdo de PPARy contribui para o estabelecimento

da infeccdo cronica (revisado por Almeida et al., 2012).
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JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Muitos receptores estdo envolvidos na resposta imune a micobactérias (figura
13). Eles estdo presentes na superficie celular, em fagossomos e no citosol, sugerindo
que interagdes em cada compartimento sdo importantes na resposta do hospedeiro a
esses patogenos. A sinalizacdo desencadeada por alguns deles leva a geracdo de
citocinas pro-inflamatorias (TLRs, NLRs etc) e de outros leva a supressdao da resposta
imune (DC-SIGN e receptor de manose). A integracdo das vias € caracteristica da

resposta imune inata e pode influenciar a imunidade adaptativa (Huynh et al., 2011).

{ Mycobacterial ligands ]
Avirulent Mannose
mycobacteria l l Receptor - ManLAM

Dectin-1 \ TLR2 TLR1/6  TLR4

TLR2 TLR1/6 UU *l

LR2I

CD14 tb DC-SIGN

Immune suppression
(lL 10)

Mtb RV

M. paratbc ' ‘ v
Cooperation <

Inflammatory cytokine
responses

(TNF-q, IL-6, IL-12, etc)

Figura 13: Participacéo de receptores da imunidade inata no reconhecimento de micobactérias em
macrofagos. Diversos receptores como TLRs, dectina-1, Nod2 estdo envolvidos na resposta a
micobactérias que levam a ativacdo do sistema imune. Ainda pode ocorrer ativacdo de receptores de

manose e DC-SIGN, que levam respostas imuno supressoras (Jo, 2008).

Citocinas pro-inflamatorias da familia IL-1 desempenham um importante papel
nos mecanismos de defesa anti-micobacterianos do hospedeiro. Camundongos
deficientes em IL-1 sdo mais susceptiveis a formacao de granuloma em infec¢bes por
M. tuberculosis (Juffermans et al., 2000). Camundongos deficientes em IL-1R1 e
inoculados com M. tuberculosis por via aerogénica tem maior carga micobacteriana nos
pulmdes que animais selvagens (Juffermans et al., 2000). Um estudo recente mostrou

que a inducdo da producgdo de IL-1p por M. tuberculosis é mediada por TLR2/6 e Nod2,
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enquanto caspase-1 € constitutivamente ativada em mondcitos primarios humanos
(Kleinnijenhuis et al., 2009).

Em estudos realizados em nosso laboratorio, foi visto que TLR2 é importante,
mas ndo o unico receptor envolvido na biogénese de corpuasculos lipidicos em
macrdfagos infectados com M. bovis BCG (D'Avila et al., 2006). Outro trabalho
mostrou que, na auséncia de TLR2 e TLR4 ainda existe liberacdo de quantidades
significativas de citocinas em resposta a M. tb, indicando a presenca de outras vias de
sinalizacdo que desencadeiam producéo de citocinas (Ferwerda et al., 2005).

Além disso, foi recentemente demonstrado que a formacdo de CLs, a producéo
de PGE; ¢ expressdao de PPARYy em macrofagos infectados com M. bovis BCG requer a
presenca de CD36 e TLR2, demonstrando uma interagdo entre esses receptores
(Almeida et al., 2014). Alguns trabalhos sugerem colaboracao entre receptores, mesmo
entre TLRs e NLRs, na montagem de uma resposta imune eficiente (Ferwerda et al.,
2005; Takahashi et al., 2006).

Além desse conhecido envolvimento de receptores da imunidade inata no
reconhecimento de micobactérias e de M. bovis BCG ser o modelo de estudo de boa
parte destes trabalhos, sabemos também que esta bactéria é capaz de induzir liberacao
de IL-1B e induzir formagdo de corpusculos lipidicos. Esses CL sao utilizados para
evadir as defesas do hospedeiro, favorecendo o crescimento e persisténcia da
micobactéria.

Até o momento, nada foi descrito sobre uma possivel interacdo entre essas duas
plataformas extremamente envolvidas com a resposta inflamatoria: corpusculos
lipidicos e inflamassomos.

Nossa hipGtese é que os receptores tipo Nod possam participar da biogénese de
corpusculos lipidicos induzida por BCG, de maneira similar ao que acontece com TLR2
(D'Avila et al., 2006). Além disso, especulamos que os corpusculos lipidicos possam
servir de sitio de localizacdo de proteinas envolvidas na via dos inflamassomos e
proteinas relacionadas, participando da formacao e/ou ativacdo de inflamassomos.

Na primeira parte do trabalho estudamos se a auséncia de proteinas como Nodl,
Nod2, Rip2, NLRP3, ASC, caspase-1, IL1-R1 e IL-18R afeta a formagdo de
corpusculos lipidicos, induzida por BCG, em macrofagos. Além disso, avaliamos o
quanto a auséncia destas proteinas afeta a liberacdo de IL-1B e a geracdo de

eicosandides (figura 14).
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Figura 14: Desenho esquematico dos objetivos propostos para a primeira parte da tese. BCG e os
componentes de sua estrutura podem ser reconhecidos por receptores como TLR2, Nod2 e NLRP3. A
ativacdo da célula pela infeccdo leva a biogénese de corpusculos lipidicos, a secrecdo de eicosandides e
geracdo de pro-IL-1B e pro-1L-18, estas Ultimas, de maneira dependente de ativacdo de NF-«B.
Investigaremos se a auséncia de Nod1, Nod2, Rip2, IL-1R1, IL-18R, ASC e caspase-1 e o bloqueio de
NLRP3 e P2X; modularia a biogénese de corpusculos lipidicos e a liberacdo de IL-1B, PGE, e LTB,.

Na segunda parte do trabalho, pesquisamos se algumas destas proteinas citadas
acima estaria presente em corpusculos lipidicos. Também inibimos a sintese destas
organelas e verificamos se ocorre ativacdo de inflamassomos sob estas condigcdes
(figura 15).
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Figura 15: Desenho esquematico dos objetivos propostos para a segunda parte da tese. A infeccao
por BCG induz a sintese de corpusculos lipidicos em macréfagos. Queremos investigar se CLs podem ser
sitios de compartimentalizacdo de NLRs e proteinas associadas. Também, se a inibicdo da biogénese de

CL com C75 levaria a alteracdes na atividade de caspase-1 e no processamento e/ou secrecdo de IL-1p.
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OBJETIVO GERAL

Estudar a interacdo entre os inflamassomos e o0s corpusculos lipidicos na infecgédo

de macrdéfagos por Mycobacterium bovis BCG

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliagdo da implicacdo dos receptores nod-like e de proteinas relacionadas
na biogénese dos corpusculos lipidicos

Avaliar o papel dos corpasculos lipidicos como sitio de
compartimentalizacdo de proteinas do complexo inflamassomo e o seu

Impacto na ativacdo dos inflamassomos e liberacdo de mediadores
inflamatorios
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METODOLOGIA

Animais

Camundongos C57BL/6 selvagens, pesando 20-25g, machos, foram obtidos na
Fundagdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos sob condig¢des 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 de ética da Fundagéo
Oswaldo Cruz (CEUA N° L002/08). Também utilizamos animais deficientes para
algumas proteinas de interesse deste estudo. Experimentos com macréfagos Nod1-/-
(Chamaillard et al., 2003), Nod2-/- (Kobayashi et al., 2002), Rip2-/- (Kobayashi et al.,
2002), Caspase-1-/- (Li et al., 1995), ASC-/- foram realizados com animais gentilmente
cedidos pelo laboratério do Dr° Dario Zamboni (USP/Ribeirdo Preto). Os experimentos
com macréfagos IL-1R1-/- (Labow et al., 1997), IL-18R-/- (Hoshino et al., 1999) foram
realizados durante atividades realizadas no laboratério de Imunologia Molecular e
Embriologia do CNRS/Orléans/Franca, sob coordenacdo de Dr? Valérie Quesniaux e
Dr° Bernhard Ryffel.

Mycobacterium bovis BCG

Ampolas de Mycobacterium bovis BCG (cepa Moreau) (Fundacdo 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. A suspenséo de
BCG foi centrifugada trés vezes a 10000 x g, por 5 minutos, 20°C, com subsequentes
lavagens em salina com 0,05% tween 80 (diminui a formacdo de grumos de bacilos)
para retirada do glutamato de sédio. Apos a ultima ressuspensdo em salina com tween, 0
BCG foi passado em seringa com agulha de 29G, 10 vezes e sonicado por 30 segundos

para desfazer os grumos bacterianos.

Diferenciacdo de Macrdfagos a partir de Medula Ossea Murina

Camundongos foram eutanaziados e tiveram seus 0ssos das patas traseiras
removidos (fémures e tibias), epifises cortadas e as medulas 6sseas removidas por
lavagem com meio de cultura BMM: 48% RPMI 1640 (Gibco), 20% SFB (soro fetal

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamaillard%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12796777

bovino - Gibco), 30% de sobrenadante de célula L929 (rico em M-CSF, citocina que
estimula a diferenciacdo de macréfagos), 1% L-glutamina (Gibco), 1%
Penicilina/Estreptomicina (P/S) (HyClone). As células foram homogeneizadas para
desfazer os grumos, contadas com liquido de Turk (2% acido acético em PBS + cristal
violeta) e 4 x 10° células foram colocadas em placa de Petri comuns com 10mL de
BMM. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO,, a 37°C. Apos 3 dias de
cultivo, as placas receberam adicdo de 10mL de BMM. Apds mais 3 dias de incubacao,
os sobrenadantes foram desprezados e os macrofagos ja diferenciados foram removidos
das placas por lavagem com PBS 1X gelado, contados e plaqueados em placa de 24
pocos (0,5 x 10° células/poco), placas de 6 pocos (2 x 10° células/poco), garrafas de
175cm? (20 x 10° células/garrafa). Para o plaqueamento foi utilizado meio RPMI 1640
com 2% SFB, 1% L-glutamina, 1% P/S, e as células plaqueadas foram mantidas em

repouso na estufa por 48h antes de iniciar a infeccao.
Infeccdo e Estimulacdo dos Macrdéfagos

Apds repouso de 48 horas, os macrofagos foram lavados duas vezes com PBS
1X e expostos a0 BCG (MOI 1,6:1) ou a inibidores e outros estimulos utilizados neste
trabalho: ATP, BBG, Glibenclamide (Gliburideo), LPS (todos da Sigma), C75
(Cayman). Apds o tempo estabelecido de estimulo, os sobrenadantes foram recolhidos,
centrifugados para remover os restos celulares e congelados para realizacdo de dosagens
de citocinas e eicosandides. Com as células, ap6s duas lavagens com PBS 1X,
realizamos testes de viabilidade celular com solucgéo de azul de tripan 0,04%. Em todos
0s experimentos deste trabalho a viabilidade foi maior que 90%. As células foram
utilizadas para citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia ou de campo claro,

western blot, purificagcdo de corpusculos lipidicos.
Infeccdo in vivo

Os camundongos foram injetados intraperitonealmente com 5 x 10°
bacilos/cavidade e mantidos por 48 horas. Realizou-se entdo a lavagem dos peritdneos
com 5mL de PBS gelado, contagem das células e distribuicdo de 10° células para
citocentrifugacdo a 500 rpm, por 5 minutos, temperatura ambiente. Apds a

citocentrifugacédo, as células em laminas de microscopia foram fixadas com formalina
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3% por 10 minutos, temperatura ambiente e entdo, procedeu-se protoloco de marcacédo

para microscopia de fluorescéncia.

Coloragédo com Tetroxido de Osmio e Contagem de CorpUsculos Lipidicos

Ap0s a infecgdo, as células em laminulas foram fixadas com formalina 3,7% por,
no minimo, 10 minutos. Removeu-se a formalina das laminulas e as mesmas foram
lavadas com &gua destilada duas vezes. Seguiu-se a adicdo de 5 gotas de &cido
cacodilico 0,1M (Sigma) e uma gota de tetréxido de dsmio (OsO, - TedPella) 1,5% e
incubacdo por 30 minutos protegendo da luz. Ao fim deste tempo, as laminulas foram
lavadas duas vezes com &gua e incubadas por 3 minutos com TCH 50mg
(tiocarbohidrazida- Sigma) em agua. Ap6s mais duas lavagens com agua, as laminulas
foram incubadas novamente com &cido cacodilico e 6smio por 5 minutos. As laminulas
foram montadas sobre 1&minas de microscopia com auxilio de Entellan (Merck).

Procedeu-se, entdo a contagem dos corpuculos lipidicos em microscépio Optico,
com objetiva de 100X. Foram contadas 50 células em cada laminula e cada variavel foi

feita em triplicata.

Imunofluorescéncia

Apds fixacdo por 10 minutos com formalina 3%, as células foram lavadas com
PBS, trés vezes, por 5 minutos cada lavagem. A permeabilizacdo das membranas
celulares foi feita com PBS-Triton 0,1%, por 20 minutos, temperatura ambiente. Ap6s
trés lavagens, houve o bloqueio de ligacGes inespecificas com PBS-BSA 0,2% por 30
minutos, temperatura ambiente. Apds uma lavagem de 10 minutos, as células foram
incubadas com os anticorpos de interesse: anti-adipophilin (ADRP) 1:400 (Fitzgerald);
anti-ASC 0,5 pg/mL, anti-caspase-1 0,4 pug/mL, anti-Nod2 0,8 pg/mL, anti-IL-1p 0,8
pg/mL, anti-Rip2 0,8 pg/mL, anti-Cryopirin  NLRP3 0,8 pg/mL (Santa Cruz
Biotechnology). Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS e incubados
"overnigh™ a 4°C. As células foram lavadas trés vezes por 5 minutos cada lavagem e
seguiu-se incubacdo por 1lh, temperatura ambiente, com anticorpos secundarios: anti-
guinea pig Cy2 (ADRP), rabbit anti-goat Cy3 1:4000 (para NLRP3), anti-rabbit Dylight
549 1:2000 (para todas as outras proteinas) (Jackson ImmunoResearch). Apos trés
lavagens, as laminas foram montadas com Prolong Gold com Dapi (Invitrogen) e

observadas em microscépio confocal (Olympus FV10i-O). A analise das imagens foi
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feita com software FV10-ASW 2.1). Os controles negativos foram feitos em células
infectadas, submetidos ao mesmo protocolo de marcacdo, exceto pela omissdo de
anticorpo primario.

Algumas laminulas também foram marcadas com o kit Flica caspase-1
(Immunochemistry), seguindo instru¢es do fabricante, para marcacdo de caspase-1

ativada.
Isolamento de Corpusculos Lipidicos por fracionamento subcelular

20 x 10° macrofagos foram cultivados em garrafas de 150cm?, infectados,
tripsinizados, centrifugados, lavados com PBS 1X e lisados em tampdo TEE-KCI
(25 mM Tris/HCI, 100 mM KCI, 1 mM EDTA and 5mM EGTA / pH 7.4). Foi
adicionado coquetel inibidor de proteases (Complete® protease inhibitor cocktail -
Roche) e as células foram rompidas por cavitacdo em nitrogénio a 700 y (psi) por 15
minutos em gelo. Ao cavitado foi adicionado sacarose 1,08M. Apds homogeneizar, foi
adicionada, vagarosamente, sacarose 0,27M, seguida de sacarose 0,135M. O gradiente
de sacarose foi centrifugado em ultracentrifuga (Optima Max-XP / Beckman Coulter) a
150 000 x g, 4°C, por 80 minutos (Brasaemle and Wolins, 2006). A ultracentrifugacao
em gradiente de sacarose gera sete fragdes subcelulares, conforme desenho abaixo:

vﬂ Fragdo 1: Lipidios
> Fragdo 2: Lipidios
— Fragdo 3: Microssomal e citosélica
— Fracdo 4: Microssomal e citosdlica

— Fracdo 5: Microssomal e citosolica
— Fracdo 6: Restos de nlcleo e membranas

Fracdo 7: Restos de nlcleo e membranas

Figura 16: Esquema de fracionamento subcelular apos ultracentrifugacdo em gradiente

de sacarose.

As fragdes foram recolhidas cuidadosamente e, com uma amostra de 20uL de
cada uma, foi realizada a dosagem de LDH (lactato desidrogenase) com o kit CytoTox
96 (Promega), com leituras em 470nm nos tempos 0, 5, 10, 15, 25 e 35 minutos. Espera-
se que nas fracbes 1 e 2 ndo haja variacdo na quantificacdo de LDH ao longo dos
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tempos, pois LDH é uma enzima citoplasmatica e estas fracdes séo as ricas em lipidios e
ndo devem possuir atividade desta enzima.

Como o objetivo é avaliar a presenca de proteinas de interesse nas fracoes, deve-
se realizar a precipitacdo de proteinas. Para isto, misturamos cada uma das fraces ao
acido tricloroacético (TCA- Sigma) de forma a obter uma concentracao final do mesmo
de 10%. Agitamos vigorosamente as amostras e incubamos por 1 hora em gelo. Ap6s
este tempo, agitamos, centrifugamos a 7 500 x g, 4°C, 10 minutos. Desprezamos 0s
sobrenadantes e ressuspendemos em acetona gelada, seguindo com agitacfes vigorosas,
centrifugacdes e adicOes de acetona por mais duas vezes. Por fim, deixamos a acetona

evaporar e ressuspendemos os pellets em tampao de corrida.

Western Blot

As fragdes celulares obtidas acima foram submetidas a western blot. Além disso,
lisados celulares também foram feitos. As células foram lisadas com tampé&o de lise (10
mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl , 0.5% Triton X-100, 10% glycerol (v/v), 10 mM
DTT, 0.1 mM EDTA, inibidores de proteases). Os lisados celulares foram centrifugados
a 13000 rpm, por 5 minutos, para remover os restos de células. As amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 10% (para lisados celulares) ou gel gradiente de
7,5% e 12,5% (para fracdes celulares). Depois da corrida e de transferidas as amostras
para membranas de nitrocelulose, as mesmas foram blogqueadas com 5% de leite
desnatado em TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4) com 0,1% Tween 20
(TBS-T). As membranas foram incubadas com os anticorpos de interesse, "overnight",
4°C, sob agitacdo, diluidos em tampdo de bloqueio: anti-adipophilin (ADRP) 1:500
(Fitzgerald); anti-ASC 0,5ug/mL, anti-caspase-1 0,4pg/mL, anti-Nod2 0,8ug/mL, anti-
IL-1B 0,8ug/mL, anti-Rip2 0,8ug/mL, anti-Cryopirin (NLRP3) 0,8ug/mL (Santa Cruz
Biotechnology), anti-B-actina 1:15000 (Sigma). Seguiu-se lavagem das membranas com
TBS-T (cinco vezes, dois minutos cada) e incubacdo das membranas com anticorpos
secundarios conjugados a HRP (horseradish peroxidase) em tampédo de bloqueio, por
uma hora, 4°C, sob agitacdo. Por fim, as membranas foram lavadas cinco vezes com
TBS-T e trés vezes com TBS, por dois minutos cada, e seguiu-se a deteccdo dos

complexos antigeno-anticorpo com Supersignal Chemiluminescence (Pierce).
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Avaliacao de caspase-1 ativa

ApoGs a infecgdo, celulas foram lavadas duas vezes com PBS, tripsinizadas
(HyClone), lavadas novamente e marcadas com Flica Caspase-1 (Immunochemistry)
seguindo instrucdes do fabricante. A leitura das amostras foi feita em citdmetro de fluxo
(FACScalibur, BD), onde foram analisadas 10000 células.

Dosagens de citocinas por ELISA

As quantidades de IL-1B, TNF-a, KC, IL-10 liberadas pelas culturas celulares
foram avaliadas por ELISA, seguindo instrucdes do fabricante (Duo Set Kit, R&D
Systems).

Quantificacao de eicosandides por EIA

Os niveis de PGE, e LTB, liberados pelas células foram dosados em
sobrenadantes das culturas celulares livres de células por EIA, seguindo instrucGes do
fabricante (Cayman Chemical).
Analises Estatisticas

Os resultados representam as médias + erros padrGes das médias dos valores
obtidos nos diferentes testes. As diferencas estatisticas foram determinadas por analise

de variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste de comparacdo multipla de Bonferroni,

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

PARTE 1: Avaliacédo da implicacéo dos receptores nod-like e de proteinas
relacionadas na biogénese dos corpusculos lipidicos

Metas: Avaliar a cinética de formacédo de CL e ativacdo dos inflamassomos

1. Cinética de formacédo de corpusculos lipidicos e ativacdo de inflamassomos em
macrofagos derivados de medula dssea

Mesmo estudando corpusculos lipidicos ha anos, nosso grupo ainda ndo havia
descrito a formacdo destas organelas inflamatorias em macrdfagos derivados de medula
6ssea e infectados com M. bovis BCG. Tampouco foi demonstrada a ativacdo de
inflamassomos em tais condi¢oes.

Sendo assim, inicialmente, avaliamos a dinamica da biogénese de CL e liberacao
de IL-1B ao longo de diferentes tempos de infec¢do, em macrdfagos derivados de
medula 6ssea, infectados com M. bovis BCG. A avaliagdo da ativagdo de inflamassomos
foi feita com base na secrecdo de IL-1B, dosada por ELISA, e na ativacdo de caspase-1
com a sonda fluorescente Flica, que se liga a caspase-1 ativa.

Observamos que apos 4 horas de infeccdo ja existe um aumento do nimero de
CL em macréfagos infectados, esse aumento € mantido por 8, 24 e 48 horas de infecgdo
(figura 17A).

Quanto a liberacao de IL-1p nos sobrenadantes das culturas celulares, vemos que
a infeccdo com BCG induz secrecdo desta citocina em todos os tempos de infeccédo

utilizados, mas o pico de liberagdo ocorre em 24 horas de infeccdo (figura 17B).
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Figura 17: Cinética de formac&o de corpusculos lipidicos e secrecdo de IL-1B, ap6s infeccdo por
BCG. Macréfagos derivados de medula dssea foram infectados ou ndo por diferentes tempos, com M.
bovis BCG. (A) As células foram coradas com tetréxido de 6smio e os corpusculos contados por
microscopia ética. (B) Os sobrenadantes foram recolhidos e IL-1f foi quantificada por ELISA. Os dados
representam as médias £ SEM dos resultados obtidos em, no minimo, 3 experimentos independentes. #,
p<0,001, quando os numeros de CL de células infectadas sdo comparadas com o de células ndo
infectadas; e também quando sdo comparadas as dosagens de IL-1pB de células infectadas com as dosagens

obtidas em células ndo infectadas.

A sintese e processamento de IL-1B apos infecgdo foi confirmada por western
blot. Como observado na figura 18, em células ndo infectadas ndo ha imunodetecgdo
desta citocina, mas ap0ds infeccdo dos macrofagos por 24 horas com BCG ocorre
expressdo de pro-1L-1B (31kDa) e também da forma clivada, de 17kDa.

Além de avaliarmos a ativacdo de inflamassomos pela sintese, processamento e
liberacdo de IL-1PB, fizemos também ensaios para detectar caspase-1 ativada pelo
método de Flica e analise por microscopia de fluorescéncia, em macréfagos derivados
de medula, infectados ou ndo com BCG. Vemos na figura 19 que células ndo infectadas
tem pouca marcacao para caspase-1 ativada, mas células infectadas com BCG mostram
intensa marcac¢do com a sonda fluorescente, mostrando que a infeccéo é capaz de ativar

a enzima.
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Figura 18: Expressdo de IL-1p intracelular. Macr6fagos derivados de medula 6ssea foram infectados
ou ndo por 24 horas com M. bovis BCG. As células foram lisadas e a expressdo de IL-1p foi avaliada por

western blot.
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Figura 19: Avaliacéo de caspase-1 ativada apds infeccdo por BCG. Macré6fagos infectados ou ndo por

24 horas foram marcados com a sonda fluorescente verde Flica caspase-1, que se liga a caspase-1 ativa na
célula. As imagens foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia. Em azul vemos os nucleos das

células marcados por DAPI.

Com os resultados de sintese, processamento e liberacdo de IL-1p e de ativagdo
de caspase-1 demonstramos a ativacdo de inflamassomos induzida por M. bovis BCG

em macréfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6.
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Metas: Quantificar, apds a infec¢do por BCG, os CL em macrofagos selvagens e
deficientes em:
e Nodl, Nod2 e Rip2
e ASC, Caspase-1

Pesquisar a influéncia dos NLRs e de inflamassomos em uma das funcdes dos
CL, a liberacdo de LTB, e PGE,

2. As proteinas Nodl, Nod2 e Rip2 ndo interferem na biogénese de corpusculos

lipidicos

Diversos trabalhos relatam o envolvimento dos receptores Nodl e Nod2 na
resposta contra micobactérias (Ferwerda et al., 2005; Kleinnijenhuis et al., 2009). Um
deles, mostra que as vias desencadeadas por Nod2 e TLR sdo ndo-redundantes no
reconhecimento de M. tuberculosis, mas podem sinergizar para induzir uma resposta
inflamatoria intensa (Ferwerda et al., 2005).

Brooks et al. (2011) mostraram que Nod2 é importante no controle da producédo
de citocinas e no crescimento de M. tuberculosis em macréfagos humanos. Ainda neste
trabalho, Nod2 foi envolvido no controle do crescimento de BCG em macréfagos
humanos e murinos. A participacdo de Nod2 nestes processos € mediada pela secrecdo
de TNFa e IL-1p induzida pela ativacao deste receptor.

Nosso laboratdério ja demonstrou a participacdo de receptores da imunidade
inata, como TLR2, na formacdo de corpusculos lipidicos induzida por M. bovis BCG
(D'Avila et al., 2006). Mas esse parece n&o ser o Gnico receptor envolvido na biogénese
destas organelas lipidicas. Sendo assim, investigamos a participacdo dos receptores
intracelulares da imunidade inata Nod1 e Nod2 e da proteina adaptadora da via destes
receptores, Rip2, na inducdo de corpusculos lipidicos por BCG.

Para isso usamos macrofagos derivados de medula éssea de animais selvagens
(WT) ou deficientes para Nodl, Nod2 ou Rip2, infectados com M. bovis BCG por 24
horas. Observamos que o nimero de CLs é aumentado em células infectadas dos grupos
selvagens e deficientes nas trés proteinas estudadas, em relacdo as células controles,
mas nao existe diferenca significativa na quantidade dessas organelas entre as células
infectadas destes grupos (figura 20). Houve uma tendéncia a diminuicdo do numero de
CLs em células Nod2-/- infectadas, em relagdo as células infectadas de animais
selvagens, mas essa diminuicdo ndo foi estatisticamente significativa. Em conjunto,

estes resultados sugerem que estas proteinas ndo participam da biogénese de CL.
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Figura 20: Nod1, Nod2 e Rip2 ndo modulam formacéo de corpusculos lipidicos induzida por BCG.
Macrofagos derivados de medula dssea de diferentes animais deficientes ou selvagens foram infectados
ou nao (controle) com M. bovis BCG por 24 horas. O nimero de corpusculos lipidicos foi avaliado por
contagem apos coloracdo com tetroxido de dsmio. Os dados representam as médias + SEM de resultados
obtidos em 3 experimentos independentes. *, p<0,01, quando células Nod1 deficientes infectadas foram
comparadas com células deste mesmo grupo ndo infectadas. #, p<0,001, quando células infectadas de
animais selvagens e de animais Nod2-/- e Rip2-/- foram comparadas com células destes mesmos grupos

nao infectadas.

2.1: A ativagdo de inflamassomos néo foi modificada em macrofagos de animais
deficientes de Nod1, Nod2 e Rip2

A vasta quantidade de estudos na area de NLRs nos mostra que 0s receptores
Nodl e Nod2 ndo formam um inflamassomo cléssico, pois ndo se reinem com ASC e
caspase-1 para a liberagdo de IL-1p. Isso se confirma no nosso modelo. VVimos que a
infeccdo de macrofagos derivados de medula 6ssea, infectados com BCG por 24 horas,
liberam grande quantidade de IL-1f, indicando que ocorre ativagdo de inflamassomos
nestas condi¢cfes. Conforme observado na figura 23 quando comparamos com celulas
infectadas de animais deficientes em Nod1, Nod2 e Rip2, vimos uma liberacdo similar
de IL-1B, mostrando que essas proteinas ndo estdo envolvidas na ativagdo de
inflamassomos e liberacdo desta citocina pro-inflamatéria em nosso modelo de estudo
(figura 21).
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Figura 21: Liberagdo de IL-1p em macrofagos selvagens ou deficientes em Nodl, Nod2 e Rip2,
infectados por BCG. Macréfagos derivados de medula 6ssea de animais selvagens (WT) ou deficientes
em Nod1, Nod2 e Rip2 foram infectados ou ndo (controle) com BCG por 24 horas. Os sobrenadantes das
culturas celulares foram utilizados para avaliagdo da liberacdo de IL-1p por ELISA. Os dados
representam as médias + SEM de resultados obtidos em 3 experimentos independentes. *, p<0,01, quando
células Rip2-/- infectadas foram comparadas com células deste mesmo grupo ndo infectadas. #, p<0,001,
quando células infectadas de animais selvagens e de animais Nod1-/- e Nod2-/- foram comparadas com

células destes mesmos grupos ndo infectadas.

2.2: A liberacdo de mediadores lipidicos ndo é alterada pela deficiéncia em Nod1,
Nod2 e Rip2

Visto que recentemente comegou a ser descrita o envolvimento entre receptores
tipo Nod e eicosandides, buscamos avaliar se, em nosso modelo, as proteinas Nod1,
Nod2 e Rip2 teriam influéncia na liberacdo dos importantes mediadores lipidicos PGE,
e LTB,.

Notamos pela figura 22A, que a infeccdo por BCG induz liberagcdo de PGE; e
que esta é similar em células WT e Nod1-/-, Nod2-/- e Rip2-/-. J& na figura 22B vimos
que ndo ha liberacdo de quantidades significativas de LTB4 em células ndo infectadas

ou infectadas com BCG por 24 horas em todos o0s grupos de macréfagos estudados.
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Figura 22: Dosagem de PGE, (A) e LTB, (B). Os sobrenadantes de macréfagos derivados de medula
Ossea de animais selvagens (WT) ou Nod1-/-, Nod2-/- e Rip2-/- infectados ou ndo com BCG por 24 horas
foram avaliados por EIA. Os dados representam as médias + SEM de resultados obtidos em 3
experimentos independentes. #, p<0,001, quando macrdfagos infectados de animais selvagens e Nod1-/-,

Nod2-/- e Rip2-/- foram comparados com macrdfagos destes mesmos grupos nao infectados.

Esse bloco de resultados sobre corpusculos lipidicos, liberacdo de IL-1B e
geracdo de mediadores lipidicos inflamatdrios nos leva a concluir que os receptores
Nodl, Nod2 e a proteina adaptadora Rip2 ndo tem relacdo com a biogénese de
corpusculos induzida por BCG. Além disso, a ativacdo de inflamassomos induzida por
BCG acontece independentemente destas proteinas e a liberacdo de eicosandides

também.

3. A formacéo de corpusculos lipidicos é potencializada em macro6fagos de animais
ASC-/- e caspase-1-/-

Os inflamassomos classicos sdo compostos por um membro da familia de
receptores tipo Nod, a proteina adaptadora ASC e a enzima caspase-1, responsavel pelo
processamento das pro-formas das citocinas IL-1 e IL-18.

Além da busca por receptores envolvidos na biogénese de corpusculos lipidicos,
avaliamos também se ASC e caspase-1 poderiam estar envolvidos neste fen6meno.

Vemos na figura 23A, que macrofagos derivados de medula 6ssea deficientes
em ASC, infectados por 4 horas com BCG, geram um numero superior de corpusculos
que macrofagos de animais selvagens.

Ja na figura 23B, temos que macrdfagos deficientes para caspase-1, infectados
por 48 horas, produzem maior nimero de corpulsculos lipidicos que macréfagos de

animais selvagens.
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Figura 23: ASC e caspase-1 influenciam a formacao de corpusculos lipidicos em diferentes tempos
de infeccao. Macrdfagos derivados de medula 6ssea de animais ASC-/-, caspase-1-/- ou selvagens foram
infectados ou ndo (controle) com M. bovis BCG por 4 horas (A) ou 48 horas (B). O nimero de
corpusculos lipidicos foi avaliado por contagem ap6s coloragdo com tetroxido de 6smio. Graficos
representativos com as médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2 experimentos
independentes. *, p<0,05, quando células WT infectadas por 48 horas sdo comparadas com células WT
ndo infectadas. #, p<0,001, quando células infectadas por 4 horas de animais selvagens e deficientes em
ASC e caspase-1 foram comparadas com células destes mesmos grupos nédo infectadas; também quando
sdo comparadas células infectadas ASC-/- com células infectadas WT ap0s 4 horas de infeccdo; também
quando células caspasel-/- infectadas por 48 horas sdo comparadas com células caspase-1-/- nao

infectadas ou com células WT infectadas.

3.1: A ativacdo de inflamassomos é bloqueada em macrdéfagos deficientes em ASC

e caspase-1

Existem alguns tipos de inflamassomos, uns que utilizam ASC como proteina
adaptadora, outros ndo, no caso, por exemplo, de receptores tipo Nod que possuem um
dominio CARD em sua estrutura. Estes receptores podem se ligar diretamente ao
dominio CARD da caspase-1. J& caspase-1 € a principal enzima conhecida por clivar as
pro-formas das citocinas IL-1B e IL-18, gerando as formas maduras, prontas para ser
liberadas para o meio extracelular.

Barber et al. (2010) mostraram que camundongos ASC-/- e caspase-1-/-
infectados in vivo com M. tuberculosis continuam a apresentar IL-1B no lavado
broncoalveolar e nos pulmdes. Mas esse mesmo trabalho mostra que macréfagos
derivados de medula de animais ASC-/- e caspase-1-/- infectados in vitro ndo possuem
secrecdo de IL-1pB. Os autores creditam essa diferen¢a encontrada ao fato de, in vivo,
haver celulas como neutréfilos que processam IL-1 sem a necessidade de caspase-1,

com atuacdo de elastase e quimase (Guma et al., 2009).
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Em nosso modelo, vimos que ambas as proteinas, ASC e caspase-1, sdo
fundamentais para a secrecdo de IL-1p, induzida, em macrofagos derivados de medula
0ssea, por BCG, em ambos os tempos de infeccdo, 4 e 48 horas (figuras 24A e B). 1sso

porque na auséncia destas proteinas néo ocorre liberacao de IL-1.
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Figura 24: ASC e caspase-1 sdo fundamentais para liberagdo de IL-1p em macro6fagos infectados
por BCG. Macrofagos derivados de medula 6ssea de animais selvagens (WT) ou deficientes em ASC e
caspase-1 foram infectados ou ndo (controle) com BCG por 4 horas (A) ou 48 horas (B). Os
sobrenadantes das culturas celulares foram utilizados para avaliagdo da liberagdo de IL-1B por ELISA.
Graficos representativos com as médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2 experimentos
independentes. #, p<0,001, quando células infectadas de animais selvagens foram comparadas com
células deste mesmo grupo ndo infectadas.

3.2: A auséncia de ASC e caspase-1 ndo modula a liberacdo de PGE; nem de LTB,

Corpusculos lipidicos sdo fonte de lipidios como acido araquiddnico e sitio de
formacdo de eicosandides. Uma vez que tivemos aumento do nimero de corplsculos
lipidicos em células deficientes em ASC e caspase-1 infectadas, investigamos se esse
aumento teria influéncia sobre a liberacdo dos mediadores lipidicos PGE; e LTB,4, em
celulas selvagens e deficientes em ASC e caspase-1.

Vemos nos graficos abaixo que BCG aumenta a liberagdo de PGE, em
macrofagos selvagens e essa liberagdo é similar em células ASC-/- e caspase-1-/- (figura
25A e C), mostrando que estas proteinas e o efeito delas sobre a biogénese de
corpusculos lipidicos ndo afeta a secrecdo deste prostandide.

De maneira similar a vista no bloco de resultados sobre Nodl, Nod2 e Rip2,
LTB,4 ndo tem sua liberacdo alterada pela infec¢cdo com BCG, em macrdfagos derivados
de medula 6ssea, apds 4 ou 48 horas de infeccdo (figura 25B e D). Notamos ainda que a
producéo de LTB4é muito baixa se comparada a de PGE,.
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Dessa maneira, concluimos que a auséncia de ASC e caspase-1 favorece a
biogénese de corpusculos lipidicos em macréfagos infectados por BCG. Essas proteinas
séo fundamentais para a ativagdo de inflamassomos em nosso modelo e né&o participam

de forma importante na liberacéo de eicosanoides
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Figura 25: ASC e caspase-1 ndo modulam a producdo de PGE, (A e C) e LTB, (B e D) em
macroéfagos infectados por BCG. Os sobrenadantes de macrofagos derivados de medula dssea de
animais selvagens (WT) ou ASC-/- e caspase-1-/- infectados ou ndo com BCG por 4 horas (A e B) ou por
48 horas (C e D) foram avaliados por EIA. Gréficos representativos com as médias £ SEM de resultados
obtidos em, no minimo, 2 experimentos independentes. #, p<0,001, quando macréfagos infectados de
animais selvagens, ASC-/- e caspase-1-/- foram comparados com macréfagos destes mesmos grupos ndo

infectados.

Metas: Analisar o envolvimento de NLRP3 na formacéo de CL e na liberacéo de

eicosanoides induzida por BCG

4: A liberacéo de IL-1p induzida por BCG é reduzida apds bloqueio de NLRP3

O receptor tipo Nod NLRP3 é o mais bem estudado quanto as suas formas de

ativacdo, formacdo de inflamassomos e diversidade de agonistas. A participagdo do
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inflamassomo NLRP3 na resposta a micobactérias ja foi descrita, inclusive interagindo
com outros receptores, como Nod2 (Marina-Garcia et al., 2008).

A partir disso, buscamos investigar se NLRP3 teria alguma participagdo na
biogénese de CL induzida por BCG. Pré-tratamos estas células com cloreto de potéssio
(KCI), por 15 minutos antes da infeccdo, impedindo a formacdo do inflamassomo
NLRP3. A alta concentracdo extracelular de potéssio impede o efluxo do mesmo, que é
induzido por um estimulo danoso. O efluxo de potéassio é uma das condi¢des que levam
a ativacdo do inflamassomo NLRP3, se o potassio ndo sair da celula, ndo ocorre
ativacdo deste receptor e formacao de inflamassomo. Outra estratégia foi a utilizacdo do
inibidor farmacoldgico gliburideo, utilizado por 1 hora antes da infecg&o.

Vemos na figura abaixo que a indugdo da liberacdo de IL-1B por BCG ¢
reduzida significativamente apos o tratamento com gliburideo e KCI. Alguns fatores
podem explicar a ndo reducdo total da secrecdo de IL-1B apos a utilizacdo dos
inibidores. Outros receptores podem ser ativados por BCG e levar a secrecdo desta
citocina. Também a dose dos inibidores utilizados ou o tempo de inibicdo podem ter

influenciado nesta secrecdo.
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Figura 26: O bloqueio de NLRP3 reduz a liberacdo de IL-1p induzida por BCG. Macrofagos
derivados de medula 6ssea de animais selvagens foram infectados ou ndo (controle) com M. bovis BCG
por 24 horas. Houve ainda um pré-tratamento de algumas células com KCI (150mM) ou gliburideo
(200uM). Os sobrenadantes das culturas celulares foram utilizados para avaliacdo da liberagdo de IL-1B
por ELISA. Gréfico representativo com as médias + SEM de resultados obtidos em 3 experimentos
independentes. #, p<0,001, quando células infectadas ou infectadas e tratadas foram comparadas com
células ndo infectadas; também quando sdo comparadas células tratadas com KCI ou gliburideo e

infectadas com células infectadas e ndo tratadas com os inibidores.
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4.1: O bloqueio do receptor NLRP3 leva ao aumento da formacgdo de CL induzida
por BCG

Podemos ver na figura 27 que BCG induz aumento do nimero de CL em relacao
a macrofagos ndo infectados e o bloqueio de NLRP3 com KCI leva ao aumento ainda
maior da formacgdo de CL ap0s infeccdo com BCG. Podemos ver também que existe
uma tendéncia a repeticdo do fenébmeno observado com KCI em células tratadas com
gliburideo. Parece haver aumento do numero de CL nessas células apds infeccdo, mas

este ndo foi significativo estatisticamente.
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Figura 27: O blogueio de NLRP3 potencializa a formagéo de CL induzida por BCG. Macréfagos
derivados de medula éssea de animais selvagens foram infectados ou ndo (controle) com M. bovis BCG
por 24 horas. Houve ainda um pré-tratamento de células com KCI por 15 minutos (150mM) ou gliburideo
por 1 hora (200uM). O nimero de corpusculos lipidicos foi avaliado por contagem ap6s coloragdo com
tetréxido de 6smio. Grafico representativo com as médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2
experimentos independentes. #, p<0,001, quando sdo comparadas células tratadas com KCI e infectadas
com células ndo infectadas ou com células infectadas. *, p<0,01, quando células tratadas com gliburideo e
infectadas foram comparadas com células ndo infectadas. +, p<0,05, quando células infectadas foram

comparadas com células ndo infectadas.

4.2: A secrecédo de PGE; ¢é diminuida pelo bloqueio de NLRP3

Como j& vimos em resultados anteriores, a infeccdo de macrdfagos derivados de
medula 6ssea por BCG induz a libera¢do de PGE,. O bloqueio do receptor NLRP3 com
gliburideo reduz significativamente a secrecdo deste prostandide induzida por BCG
(figura 28A). Houve uma tendéncia a diminuicdo da liberacdo de PGE, em células
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tratadas com KCI e infectadas, outro inibidor de NLRP3, mas esta diminui¢cdo ndo foi
estatisticamente significativa.

Quanto a secrecdo de LTB,4 vimos que ndo ha liberacdo de quantidades
significativas deste eicosanodide nos sobrenadantes de células infectadas e tratadas e
infectadas (figura 28B).
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Figura 30: Efeito da inibicdo de NLRP3 na secrecédo de PGE, (A) e de LTB,4(B). Os sobrenadantes de
macrdfagos derivados de medula 6ssea tratados ou ndo com gliburideo por 1 hora (200mM) ou KCI por
15 minutos (150mM) e infectados com BCG por 24 horas foram avaliados por EIA. Graficos
representativos com as médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2 experimentos
independentes. #, p<0,001, quando macréfagos infectados foram comparados com macréfagos ndo
infectados. *, p<0,01, quando células tratadas com KCI e infectadas foram comparadas com células nao
infectadas. +, p<0.05, quando células tratadas com gliburideo e infectadas sdo comparadas com células
ndo infectadas; também quando células infectadas e ndo tratadas sdo comparadas com células tratadas

com gliburideo e infectadas.

Metas: Ativar inflamassomo com LPS+ATP para pesquisar se € como essa ativagao

influencia na formacéo de corpusculos lipidicos e a liberagdo eicosanoides

5: ATP induz biogénese de corpusculos lipidicos

Além de formar o inflamassomo mais bem caracterizado e estudado, NLRP3 é
um receptor que pode ser ativado por uma ampla gama de agonistas, tais como cristais
de &cido urico, diversos PAMPs e DAMPs, como ATP etc.

Iniciamos uma investigagdo, sobre a possiblidade de modulagdo da quantidade
de CL em macrofagos quando estes sdo estimulados por agonistas de NLRP3,

escolhemos um dos mais utilizados e estudados, o ATP.
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Sabemos que o ATP sozinho € incapaz de ativar inflamassomos, como visto na
figura 29A, onde a liberagdo de IL-1p s6 acontece quando estimulamos as células com
um primeiro sinal, no nosso caso, LPS, seguido pelo tratamento com ATP. O LPS induz
a formacdo de pro-IL-1PB apés ativagdo de NF-kB ¢ essa pro-IL-1p é processada pelo
inflamassomo reunido apos estimulo com ATP. O tratamento isolado dos macréfagos

com ATP ou LPS néo induz a secregéo de IL-1p (figura 29A).
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Figura 29: ATP induz biogénese de CL. Macrdfagos derivados de medula dssea foram tratados com
ATP (2mM) ou LPS (1pg/mL), por 24 horas ou incubados com LPS por 4 horas, seguido de tratamento
com ATP por mais 20 horas. Os sobrenadantes das culturas foram analisados por ELISA para IL-1B (A) e
as células foram coradas com tetréxido de ésmio para contagem de corpusculos lipidicos (B). Os dados
representam as médias + SEM de resultados obtidos em 4 experimentos independentes. #, p<0,001,
guando comparamos a quantidade de IL-1p liberada por células tratadas com LPS + ATP e células ndo
tratadas; também quando comparamos o nimero de CL entre células tratadas com ATP ou LPS + ATP
com células ndo tratadas. +, p<0,05, quando o nimero de CLs de células tratadas com ATP sdo

comparadas com o nimero de CLs de células tratadas com LPS + ATP.

Observamos na figura 29B que ATP sozinho j& é capaz de induzir um aumento
significativo da biogénese de corpusculos lipidicos. Em nosso modelo de estudo, LPS
sozinho, no tempo utilizado, ndo induziu a geracdo de CL. O tratamento de macrofagos
com LPS seguido do estimulo com ATP induziu um ndmero de CL inferior ao

observado em células tratadas somente com ATP.

5.1: A ativacdo de inflamassomos por LPS + ATP leva ao aumento da liberagdo de

eicosandides

Também testamos a influéncia de LPS, ATP ou LPS + ATP sobre a secre¢édo dos

eicosandides PGE; e LTB4 em macrofagos derivados de medula dssea.

51



Vemos que ATP sozinho ndo modula liberacdo de PGE,, mas LPS e LPS + ATP
liberam grandes e similares quantidades deste prostanoide (figura 30A). Isso sugere que
a sinalizacdo desencadeada por LPS é suficiente para aumentar producéo de PGE,, e a
adicdo de ATP ndo altera essa producéo.

Na figura 30B, vemos que a producdo de LTB4 é aumentada, ainda que em
escala menor que PGE,, ap6s incubacdo dos macréfagos com LPS + ATP. O tratamento

com LPS ou ATP isoladamente ndo modula a liberagéo de LTB,.
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Figura 30: A ativacdo de inflamassomos por LPS e ATP leva ao aumento da liberacdo de
eicosanoides. Os sobrenadantes de macréfagos derivados de medula dssea de camundongos, tratados com
ATP (2mM), LPS (1pg/mL) ou LPS + ATP foram analisados por EIA para avaliacdo de PGE, (A) e LTB,
(B). Os dados representam as médias + SEM de resultados obtidos em 4 experimentos independentes. #,
p<0,001, quando comparamos células tratadas com LPS + ATP ou somente LPS com células ndo
tratadas; também quando comparamos células tratadas com ATP com células tratadas com LPS + ATP
quanto a liberacdo de PGE,. *, p<0,05, quando células tratadas com LPS+ATP sdo comparadas com

células ndo tratadas ou tratadas com LPS, quanto a liberacdo de LTB,.
6. A inducédo de corpusculos lipidicos por ATP é dependente de P2X;

O receptor P2X; pertence a uma familia de receptores purinérgicos, P2X, de
canais i0nicos, que possui ainda outros 6 componentes (Burnstock, 2012). Ele ¢ ativado
por ATP extracelular e estimula o canal panexina a abrir, permitindo a saida de K* da
célula. Esse € um dos eventos que leva a ativacdo de NLRP3 e formacdo de
inflamassomo e isso associa o receptor P2X5 a resposta imune inata (Becker and O'Neil,
2007).

Seguindo o resultado anterior, da indugdo de CL por ATP, tivemos como
proximo passo, a investigacdo da via pela qual esse fendmeno acontece. O candidato
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mais provavel foi o receptor purinérgico de ATP, P2X5. Utilizamos o antagonista deste
receptor, BBG, por 30 minutos antes de estimular as células com ATP.

Podemos ver na figura 31 que o aumento de CL induzido por ATP € revertido
em presenca de BBG, mostrando que o receptor P2X;, ativado por ATP, leva ao

aumento da biogénese de CLs.

+
15+
*
(@)
o
S 10-
o
O
@
= —
~~ 5_
—
O
0 T T
\& < Q
& v v
Q X
(X L
QO

Figura 31: P2X; é importante para a biogénese de corpusculos lipidicos induzida por ATP.
Macrofagos derivados de medula dssea foram tratados com ATP (2mM) ou tiveram seus receptores P2X;
inibidos com BBG (100nM) 30 minutos antes do estimulo com ATP. CorpUsculos lipidicos foram
contados por microscopia 6tica, apos coloragdo com tetrdxido de 6smio. Gréafico representativo com as
médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2 experimentos independentes. *, p<0,01, quando
células tratadas com ATP foram comparadas com células néo tratadas. +, p<0,05, quando células tratadas

com ATP sdo comparadas com células tratadas com BBG + ATP.

Metas: Inibir o receptor P2X7 e ver se isso afeta a biogénese de CL e a liberacédo de IL-
1B induzida por BCG

7. O bloqueio do receptor P2X; favorece o aumento do namero de corpusculos

lipidicos induzido por BCG

Em funcdo da interacdo das vias de ativacdo de NLRP3 e de P2X5, estudamos se
esse receptor purinérgico teria alguma contribuicdo para a formacgéo de CL induzida por
BCG. Para isso, utilizamos novamente o inibidor de P2X7;, o BBG. Os macréfagos
derivados de medula foram tratados com BBG por 30 minutos antes da infec¢do e entéo

infectados ou ndo com BCG.
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Podemos ver na figura 32A que M. bovis BCG induz aumento significativo do
namero de CL, e a inibicdo de P2X;, com BBG, leva a um aumento ainda maior no
ndmero destas organelas. Na figura 32B vemos que a secre¢do de IL-1f ¢ similar em
células infectadas e ndo tratadas e infectadas e tratadas com BBG. Se o blogueio de
P2X; favorece a biogénese de CL, sua presenca em células ndo blogueadas e infectadas

poderia estar regulando negativamente a formacao destas organelas.

A N B
201 4000~
(@] . -
S5 ~ 3000
S 5
& 101 & 2000
= [<=%
= <
O 5- = 10004
0- 0-
o I o o
& &
o
L

Figura 32: P2X; participa da biogénese de corpusculos lipidicos induzida por BCG, sem alterar a
secrecao de IL-1p. Macrofagos derivados de medula dssea foram tratados ou ndo com o antagonista de
P2X7, BBG (100nM) por 30 minutos antes da infec¢do e entdo infectados ou ndo com BCG, por 24 horas.
As células foram coradas por 6smio para contagem de CL (A) e os sobrenadantes foram analisados por
ELISA para IL-1p (B). Os dados representam as médias + SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2
experimentos independentes. +, p<0,05, quando células infectadas e ndo tratadas sdo comparadas com
células ndo infectadas; também quando sdo comparadas células infectadas tratadas e ndo tratadas com o
inibidor. #, p<0,001, quando células tratadas com BBG e infectadas sdo comparadas com células ndo
infectadas, quanto ao nimero de CL; também quando comparamos as quantidades de IL-1p entre células

infectadas ou infectadas e tratadas com células ndo tratadas e ndo infectadas.

Metas: Quantificar, apés a infeccdo por BCG, os CL em macrofagos selvagens e
deficientes em IL-1R1 e IL-18R infectados ou nédo por BCG

8. A formacgédo de CL n&o ¢ influenciada por IL-1R1 e IL-18R

As citocinas IL-1p e IL-18 s&o liberadas das células e podem atuar de maneira
autocrina ou paracrina. Suas acoes se iniciam pela ligacdo a seus receptores especificos
e apos essa ligacdo ocorre cascata de transducdo de sinais intracelulares que levam a
transcricdo de genes e outros eventos importantes na resposta inflamatoria. Sendo
assim, fomos avaliar se existe influéncia do receptor tipo 1 de IL-1p e do receptor de IL-
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18 na formagé&o de corpusculos lipidicos em macrofagos infectados com BCG por 4 e 48
horas.

Podemos ver nas figuras 33A e B, que o nimero de corpusculos ndo é alterado
na auséncia de IL-1R1 ou de IL-18R, quando comparamos células infectadas dos grupos

knockout e células selvagens, apos 4 (A) ou 48 (B) horas de infec¢éo.
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Figura 33: A formagdo de corpusculos lipidicos ndo depende da participagdo dos receptores de IL-1
e de IL-18. Macro6fagos derivados de medula 6ssea de animais selvagens (WT) ou IL-1R1-/- e IL-18R-/-
foram infectados ou ndo com BCG por 4 horas (A) ou por 48 horas (B). O nimero de corplsculos
lipidicos foi avaliado por contagem em microscépio 6tico apds coloracdo com tetréxido de 6smio. Os
dados representam as médias £ SEM de resultados obtidos em 3 experimentos independentes. *, p<0,01,
quando células WT infectadas por 4 ou 48 horas sdo comparadas com células ndo infectadas. #, p<0,001,
guando células infectadas por 4 horas dos grupos IL-1R1-/- e IL-18R-/- sdo comparadas com células ndo

infectadas destes mesmos grupos.

8.1: A ativacdo de inflamassomos nédo é influenciada pela auséncia dos receptores

de IL-1ede IL-18

A liberacdo de IL-1pB ¢ estimulada pela infeccdo de macrofagos derivados de
medula 6ssea de animais selvagens com BCG, apds 4 e 48 horas de infec¢do. Essa
liberacdo ndo é alterada pela auséncia dos receptores de IL-1 e de IL-18 (figura 34A e

B) nos tempos de infecc¢do estudados.
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Figura 34: A liberacdo de IL-1p é independente de IL-1R1 e IL-18R. Macrdfagos derivados de
medula 6ssea de animais selvagens (WT) ou IL-1R1-/- e IL-18R-/- foram infectados ou ndo (controle)
com BCG por 4 horas (A) ou 48 horas (B). Os sobrenadantes das culturas celulares foram utilizados para
avaliacdo da liberagdo de IL-1B por ELISA. Os dados representam as médias + SEM de resultados
obtidos em 3 experimentos independentes. +, p<0,05, quando células WT infectadas por 4 horas sdo
comparadas com células WT ndo infectadas. *, p<0,01, quando células IL-18R-/- infectadas por 4 horas
sdo comparadas com células ndo infectadas. #, p<0,0001, quando células infectadas por 48 horas dos trés

grupos sdo comparadas com células ndo infectadas destes mesmos grupos.

8.2: A liberacdo de PGE; néo ¢ alterada com a auséncia de IL-1R1 e IL-18R

Continuamos interessados em avaliar a participacdo de moléculas relacionadas a
imunidade inata na liberacdo de mediadores lipidicos. A secrecdo de PGE; é similar
entre macrofagos infectados de animais selvagens e deficientes de IL-1R1 e IL-18R,

apos infec¢do com BCG por 4 ou 48 horas (figura 35A e B).
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Figura 35: A producdo de PGE, induzida por BCG ¢é independente de IL-1R1 e IL-18R. Os
sobrenadantes de macréfagos derivados de medula 6ssea de animais selvagens (WT) ou IL1R1-/- e IL-
18R-/- infectados ou ndo com BCG por 4 horas (A) ou 48 horas (B) foram avaliados por EIA. Os dados
representam as médias + SEM de resultados obtidos em 3 experimentos independentes. +, p<0,05, quando
células WT infectadas por 48 horas sdo comparadas com células ndo infectadas. *, p<0,01, quando células
IL1R1-/- infectadas por 4 horas sdo comparadas com células IL1R1-/- ndo infectadas. #, p<0,001, quando
células IL18R-/- infectadas por 4 horas sdo comparadas com células ndo infectadas; também quando séo

comparadas células IL1R1-/- e IL-18R-/- infectadas por 48 horas com células ndo infectadas do mesmo

grupo.
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Com estes resultados concluimos que os receptores tipo 1 de IL-1p e de 1L-18
ndo modulam a formacdo de corpusculos lipidicos, a ativacdo de inflamassomos e a
liberacdo de PGE,. Além disso, podemos inferir que as citocinas IL-1p e IL-18 também
ndo modulam estes fendmenos. Isso porque, com a auséncia dos receptores nos
macrofagos, estas citocinas que séo liberadas pelos préprios macréfagos devido a

infecgdo ndo atuam de maneira autdcrina.

PARTE 2: Avaliar o papel dos corpusculos lipidicos como sitio de
compartimentalizacdo de proteinas do complexo inflamassomo e o seu impacto na
ativacdo dos inflamassomos e liberacé@o de mediadores inflamatérios

Metas: Avaliar a cinética de ativacao de inflamassomos em diferentes tempos de
infeccdo in vivo com M. bovis BCG

9. Ativacéo de inflamassomos in vivo

Nosso laboratorio demonstrou, em 2006, a habilidade de Mycobacterium bovis
BCG em induzir formacéo de corpulsculos lipidicos em modelo de pleurisia, a partir de
1 hora de infeccdo e essa inducdo se mantém até mesmo 15 dias apo6s a infeccao
(D'Avila et al., 2006). Resultados similares foram observados em macr6fagos
peritoneais, com aumentos crescentes e significativos no nimero de CL ap6s 4 horas de
infeccdo até 24 horas (Almeida et al., 2009).

Ainda ndo havia sido mostrada a cinética de ativacdo de inflamassomo durante
infeccbes in vivo por Mycobacterium bovis BCG. Fizemos entdo esta cinética,
utilizando camundongos C57BL/6 infectados intraperitonealmente, por 1, 6, 24 e 48
horas, com 5 x 10° UFC de M. bovis BCG. Outros animais foram inoculados com salina
estéril, como controles. Podemos ver na figura 36 que camundongos infectados por 1
hora ja tem liberac&o significativa de IL-1p em seus lavados peritoneais. Essa liberacao
alcanca um pico apos 6 horas de infeccé@o e entdo diminui em 24 e 48 horas, mas ainda
assim com grandes de quantidades IL-1p liberadas e estas superiores as observadas nas

cavidades dos animais inoculados com salina (0 horas).
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Figura 36: Niveis de IL-1p liberados em lavados peritoneais de animais infectados ou ndo com M.
bovis BCG apos 1, 6, 24 e 48 horas, dosados por ELISA. Os dados representam as médias + SEM dos
resultados obtidos em 2 experimentos realizados em triplicata. *, p<0,01, quando lavados peritoneais de
animais infectados por 24 hora foram comparados com lavados de animais inoculados com salina (0
horas) #, p<0,001, quando lavados peritoneais de animais infectados por 1, 6 e 48 horas foram

comparados com lavados de animais ndo infectados (0 horas).

Metas: Analisar presenca ou translocacdo de NLRs e proteinas envolvidas em

corpusculos lipidicos durante a infeccao
10. Compartimentalizacéo de proteinas em corpusculos lipidicos

Em alguns anos de estudo de corpusculos lipidicos, foi vista a presenca, em
alguns casos, de moléculas envolvidas na resposta inflamatdria, tais como citocinas,
enzimas, mediadores lipidicos, no interior destas organelas (revisado por Bozza et al.,
2009). Mas até o momento nada foi visto sobre proteinas envolvidas na via dos
inflamassomos interagindo com os corpusculos.

Portanto, resolvemos investigar a possivel presenca em corpusculos lipidicos de
proteinas como os receptores Nod1, Nod2 e sua proteina adatadora Rip2; do receptor
NLRP3, da proteina adaptadora ASC, da enzima caspase-1 e da citocina IL-1p.

Para isso, utilizamos o modelo in vivo, com camundongos C57BL/6 sendo
infectados intraperitonealmente, por 48 horas, com 5 x 10° UFC de Mycobacterium
bovis BCG. Outros animais foram inoculados com salina estéril para utilizarmos como
controles. As células peritoneais, constituidas por mais de 90% de macrdfagos, foram
recolhidas e analisadas por microscopia confocal ap6s marcacdo com anticorpos
especificos contra as proteinas de interesse.
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Além das analises de imagens, avaliamos, quando possivel, a presenca das
proteinas de interesse através de uma técnica de fracionamento subcelular. Com os
lisados celulares de macrofagos derivados de medula dssea infectados por 24 horas com
BCG, fizemos gradientes de sacarose, seguido de ultracentrifugacdo, que resulta nas
fracdes celulares descritas no item metodologia. Através de western blot das fracdes,
confirmamos a presenga de corpusculos lipidicos nas fracbes 1 e 2 dos gradientes,
através da marcacdo com anticorpo ADRP (proteina estrutural dos CLs). A partir dai
realizamos marcacOes para as proteinas de interesse, visando estudar sua presenca ou

ndo nas fragdes ricas em corpusculos lipidicos (fracGes 1 e 2).

10.1: NLRP3

Estd bem estabelecido que ocorre cooperacdo entre receptores de imunidade
inata para geracdo de respostas eficazes contra patdgenos, seus PAMPs, ou ainda contra
DAMPs. Essa cooperacdo pode ocorrer entre TLRs e NLRs, mas também entre os
receptores tipo Nod intracelulares (Marina-Garcia et al., 2008). Nesse sentido, ja foi
descrita a cooperacdo entre NLRP3 e Nod2 para o combate a infec¢cbes micobacterianas.
Sendo assim, pesquisamos se este receptor poderia estar presente nos corpusculos
lipidicos.

Vemos na figura 37 que existe presenca de NLRP3 em corpusculos lipidicos de
macrofagos de animais infectados, mas ndo em macrofagos de animais ndo infectados,

onde a expressdo deste receptor é praticamente inexistente.
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Figura 37: Localizacao celular de NLRP3 ap06s ativagdo com BCG. Imagens obtidas com microscépio
confocal, ilustrando a expressdo de NLRP3 (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em macréfagos
peritoneais apds 48 horas de inoculagdo com salina (A) ou BCG (B). Em azul vemos os nicleos das
células, com DAPI. Em a, vemos a marcagdo para NLRP3, em b, marcacdo de ADRP para corpusculos
lipidicos, em ¢ vemos os nlcleos e em d temos a sobreposicdo das imagens, que possibilita ver ou ndo a
co-localizacdo da proteina estudada e dos corpusculos lipidicos. Em C, temos uma imagem ampliada da

co-localizag@o. Barras = Sum.

10.2: ASC

Analisando as imagens geradas por microscopia confocal, podemos ver que ASC
ndo co-localiza nos corpusculos lipidicos (Figura 38). De maneira interessante, vemos

que nas células de animais ndo infectados ASC encontra-se disperso pelo citoplasma,
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mas em macrdfagos peritoneais de animais infectados parece haver uma deslocamento
de ASC do citoplasma para o nucleo das células (Figura 38A e B).

Na figura 38C, podemos observar na marcacao de ASC que, de fato, este ndo se
localiza nos corpusculos lipidicos, uma vez que ndo vemos bandas nas frac@es lipidicas,

que sdo F1 e F2. A proteina ASC esta presente nas fracbes de 4 a 7.
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Figura 38: Localizacdo celular de ASC apds ativacdo com BCG. A e B: Imagens obtidas com
microscopio confocal, ilustrando a expressdo de ASC (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em
macrofagos peritoneais apds 48 horas de inoculagdo com salina (A) ou BCG (B). Em azul vemos o0s
nlcleos das células, com DAPI. Em a vemos a marcacgdo para ASC (24kDa), em b, marcacdo de ADRP
para corpuUsculos lipidicos (anéis verdes), em ¢ vemos os nucleos e em d temos a sobreposicao das
imagens, que possibilita ver ou ndo a co-localizagdo da proteina estudada e dos corpusculos lipidicos. Em
C, temos as bandas obtidas ap6s western blot das fracbes do gradiente de sacarose. F=fracdo. Barras =

Spm.
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10.3: Caspase-1

Em seguida, pesquisamos se a enzima caspase-1, um dos componentes do
inflamassomo, estaria associada aos corpusculos. Como vemos na figura 39 (B e C),
caspase-1 encontra-se nos corpusculos lipidicos de macréfagos peritoneais infectados
por BCG, mas ndo em ceélulas ndo infectadas (figura 39A). Este resultado foi
confirmado através de western blot das fracdes do gradiente de sacarose (figura 39C).
Nesta figura, vemos gque a forma ndo clivada de caspase-1, de 45kDa, encontra-se nos
corpusculos lipidicos (fracdo 2). Ambas as formas, ndo clivada e clivada (10kDa)

encontram-se nas fragcbes 4 a 7.
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Figura 39: Localizacdo celular de caspase-1 apés ativacdo com BCG. A e B: Imagens obtidas com
microscopio confocal, ilustrando a expressdo de caspase-1 (vermelho) e corpulsculos lipidicos (verde) em
macrdfagos peritoneais ap0s 48 horas de inoculagdo com salina (A) ou BCG (B). Em azul vemos os
nlcleos das células, com DAPI. Em a vemos a marcagdo para caspase-1 (vermelho), em b, marcacéo de
ADRP para corpusculos lipidicos (anéis verdes), em ¢ vemos os nucleos e em d temos a sobreposi¢do das
imagens, que possibilita ver ou ndo a co-localizacdo da proteina estudada e dos corpusculos lipidicos. Em
C, temos uma imagem ampliada da co-localizagdo. Em D, bandas obtidas apds western blot das fraces

do gradiente de sacarose. F=fragdo. Barras = Sum.

10.4: IL-1p

O proximo passo foi analisar a localizacdo, em macréfagos, da citocina pro-
inflamatoria IL-1B, que tem sua pro-forma clivada por caspase-1, para geracdo da
citocina madura, pronta para ser liberada para o meio extracelular.

Vemos que células ndo infectadas praticamente ndo mostram marcacao para esta
citocina (figura 40A), mas celulas infectadas com BCG mostram expressao da mesma e
também vemos sua presenca no interior dos corpusculos lipidicos (figura 40B).

Curiosamente, ndo vimos a presenca de IL-1p nas fra¢des lipidicas obtidas com
o gradiente de sacarose (figura 40C). Mas vemos a presenca das formas ndo clivada
(31kDa) e da forma clivada (17kDa) nas fracbes 4 a 7.
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Figura 40: Localizagéo celular de IL-1p apés ativagdo com BCG. A e B: Imagens obtidas com
microscopio confocal, ilustrando a expressdo de IL-1B (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em
macrofagos peritoneais apds 48 horas de inoculacdo com salina (A) ou BCG (B). Em a vemos a marcacgao
para IL-1p, em b, marcacdo de ADRP para corpusculos lipidicos (anéis verdes), em ¢ vemos 0s nlcleos,
corados com DAPI e em d temos a sobreposicdo das imagens, que possibilita ver ou ndo a co-localizacéo
da proteina estudada e dos corpusculos lipidicos. Em C, temos uma imagem ampliada da co-localizacao.

Em D, bandas obtidas apds western blot das fracdes do gradiente de sacarose. F=fragdo. Barras = Sum.
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10.5: Nod1

Apb6s a pesquisa sobre os componentes de inflamassomos cléassicos nos
corpusculos lipidicos, buscamos saber sobre a participacdo de receptores Nod como
envolvidos na resposta a micobactérias e sua localizagdo no interior de células
infectadas e néo infectadas.

Vemos na figura 41, que a expressdo de Nod1l parece ser maior em células de
animais infectados que em células de animais néo infectados (figura 41A.a e B.a). Além
disso, vemos também que em macrofagos de animais infectados temos mais corpasculos

lipidicos e vemos Nod1 associado a estas organelas lipidicas (figura 41B.d).
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Figura 41: Localizagdo celular de Nod1l ap6s ativacdo com BCG. Imagens obtidas com microscopio
confocal, ilustrando a expressdo de Nodl (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em macréfagos
peritoneais apos 48 horas de inoculagdo com salina (A) ou BCG (B). Em a vemos a marcagdo para Nod1,
em b, marcacdo de ADRP para corpusculos lipidicos (anéis verdes), em ¢ vemos 0s nucleos, corados com
DAPI e em d temos a sobreposigdo das imagens, que possibilita ver ou ndo a co-localizacdo da proteina

estudada e dos corpusculos lipidicos. Em C, temos a imagem da co-localizago ampliada. Barras = Spm.

10.6: Nod2

A localizagdo do receptor Nod2 também foi avaliada por microscopia. Um
trabalho de 2011 (Brooks et al.) mostrou a presencga da proteina Nod2 em macréfagos
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derivados de mondcitos, com um padrdo pontual, e 0s autores sugerem que isso pode ser
devido a presenca deste receptor em organelas ou complexos presentes no citoplasma.
Nas imagens mostradas na figura 42A percebemos uma baixa expressao deste
receptor em células de animais ndo infectados e um aumento da presenca desta
molécula em macrofagos de animais infectados por BCG (figura 42B). Além disso,

vemos que uma parte dos receptores encontram-se associados aos corpusculos lipidicos.

A B BCG

Salina

Figura 42: Localizagdo celular de Nod2 apo6s ativacdo com BCG. Imagens obtidas com microscopio
confocal, ilustrando a expressdo de Nod2 (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em macréfagos
peritoneais apds 48 horas de inoculagcdo com salina (A) ou BCG (B). Em azul vemos os nucleos das
células, com DAPI. Em a vemos a marcacdo para Nod2, em b, marcacdo de ADRP para corpusculos
lipidicos (anéis verdes), em ¢ vemos os nucleos e em d temos a sobreposicdo das imagens. Em C, temos a

imagem da co-localizag¢do ampliada. Barras = 5um.
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10.7: Rip2

Rip2 é uma proteina adaptadora dos receptores Nod1 e Nod2. Em associacdo a
estes receptores nao ocorre formacéo de inflamassomo classico, mas sim a inducgéo de
uma via de sinalizacdo intracelular que culmina com a ativacdo de NF-xB e a
transcricdo de genes inflamatorios. Sendo assim, também buscamos avaliar se esta
importante proteina da via dos receptores Nod estaria também presente nos corpusculos
lipidicos.Vemos na figura 43 que Rip2 também encontra-se presente em corpusculos

lipidicos de macrdfagos de animais infectados com M. bovis BCG.
A

..
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Figura 43: Localizagdo celular de Rip2 apds ativagdo com BCG. Imagens obtidas com microscopio
confocal, ilustrando a expressdo de Rip2 (vermelho) e corpusculos lipidicos (verde) em macréfagos
peritoneais apds 48 horas de inoculagcdo com salina (A) ou BCG (B). Em azul vemos os ntcleos das
células, com DAPI. Em a, vemos a marca¢do para Rip2, em b, marcacdo de ADRP para corpusculos
lipidicos, em ¢ vemos os nicleos e em d temos a sobreposi¢do das imagens. Em C, temos a imagem da

co-localizacao ampliada. Barras = Sum.
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Metas: Inibir a sintese de corpusculos e observar se e como isso afeta a formagéo e

ativacdo de inflamassomos e a liberacdo de mediadores inflamatdrios

11. A inibicdo da enzima acido graxo sintase (FAS) reduz corpusculos lipidicos,

sintese e secrecao de IL-1p, e nio interfere na atividade de caspase-1

A principal proposta deste trabalho é investigar a possivel relacdo entre
corpusculos lipidicos e inflamassomos, duas estruturas muito envolvidas em respostas
inflamatorias e anti-infecciosas.

Para isso, uma das ferramentas utilizadas foi diminuir, através do uso de um
inibidor farmacoldgico, o nimero de corpusculos lipidicos. Utilizamos um inibidor da
enzima acido graxo sintase (FAS), o C75 (2ug/mL), conhecido por reduzir parcialmente
a formacéo de corpusculos lipidicos em macréfagos peritoneais (D'Avila et al., 2011).
Com os sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados ou nédo e tratados ou ndo
com C75 fizemos a dosagem de IL-1P por ELISA, buscando avaliar a ativagdo dos
inflamassomos.

A inibicdo da enzima &cido graxo sintase leva a diminuicdo no numero de
corpusculos lipidicos (figura 44A) e reducdo acentuada da secrecdo de IL-1B (figura

44B) em macrofagos derivados de medula 6ssea infectados com BCG por 24 horas.

69



#
157 + 4000-
#
# 3000
(@] ,_-r -
8 101 E
O * [
3) & 2000
s . %
) = 10004
0 [ ' 0-
BCG - + - + BCG - * -
C75 - - + + C75 - - +

Figura 44: C75 diminui a formacg&o de CL e inibe a secre¢do de IL-1B. (A) Numero de corpusculos
lipidicos em macréfagos derivados de medula 6ssea, infectados ou ndo com BCG por 24 horas e tratados
ou ndo com C75 (2ug/mL). (B) Liberacdo de IL-1p em sobrenadantes de macrofagos infectados ou ndo e
tratados ou ndo. Os dados representam as médias + SEM dos resultados obtidos em 3 experimentos
independentes. #, p<0,001, quando células infectadas ndo tratadas com C75 sdo comparadas com células
ndo infectadas ndo tratadas; também quando sdo comparadas células infectadas tratadas com células
infectadas ndo-tratadas em B. *, p<0,01, quando células infectadas tratadas sdo comparadas com células
tratadas ndo infectadas. +, p<0,05, quando células infectadas ndo tratadas sdo comparadas com células

infectadas tratadas com C75.

A pergunta natural apés o achado de que a diminuicdo do numero de
corpusculos pode estar associado a diminuicdo da atividade de inflamassomo é por qual
via isso acontece.

Na tentativa de responder essa questdo, investigamos a ativacdo da enzima
caspase-1 em macrdfagos infectados ou ndo com BCG durante 24 horas e tratados ou
ndo com C75. Para isso, fizemos uma analise de citometria de fluxo, utilizando um
marcador fluorescente de caspase-1, que se liga a enzima somente quando esta esta
ativada.

Podemos ver na figura 45 que o tratamento de macrofagos com C75 ndo
interfere na ativacdo de caspase-1, visto que o percentual de células marcadas para

caspase-1 ativa é similar em células infectadas, tratadas ou ndo com C75.
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Figura 45: Expressdo de caspase-1 ativada em macrofagos infectados por BCG e com a enzima
acido graxo sintase inibida. Macrdfagos derivados de medula éssea foram infectados ou ndo e tratados
ou ndo com C75 (2ug/mL), 30 minutos antes da infec¢do e também durante as 24 horas da infeccdo. As
celulas foram marcadas com o kit Flica Caspase-1 e 10000 células foram lidas em citdmetro de fluxo. (A)
Gréfico representativo com as médias =+ SEM de resultados obtidos em, no minimo, 2 experimentos
independentes. (B) Histograma representativo da analise por citometria mostrando os picos de intensidade
de fluorescéncia nas amostras controle e BCG néo tratadas com C75 e C e BCG nas amostras tratadas
com C75. #, p<0,001, quando células infectadas e ndo tratadas com C75 sdo comparadas com células nédo
infectadas e ndo tratadas; também quando sdo comparadas células infectadas e tratadas com células ndo

infectadas e tratadas.

Como a atividade de caspase-1 ndo foi modulada por C75, continuamos a busca
pelo motivo da acentuada reducdo na liberagéo de IL-1.

A partir de lisados celulares de macréfagos derivados de medula 0Ossea,
infectados ou ndo com BCG e infectados e tratados com C75, realizamos western blot
para IL-1P. Neste caso, estamos avaliando a expressdo desta citocina ainda dentro da
celula, antes de ser liberada.

Podemos ver na figura 46 que células ndo infectadas ndo apresentam bandas para
IL-1pB. Ja células infectadas mostram uma banda de 31kDa, tamanho da citocina em sua
forma ndo clivada, e uma banda mais intensa de 17kDa, referente a forma clivada da
enzima. Células tratadas com C75 e infectadas com BCG também néo tem bandas para
nenhuma das duas formas de IL-1p. Isso mostra que a sintese desta citocina ¢ inibida
por C75.
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Figura 46: C75 inibe expressao de IL-1p induzida por BCG. Macréfagos foram infectados ou ndo com
BCG por 24 horas ou ainda tratados com C75 e infectados. Os lisados celulares foram submetidos a

western blot.

12. Inibicdo de FAS também diminui liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias e de
PGE,, mas ndo de LTB,

Baseados nos resultados anteriores, fomos avaliar se a inibicdo de FAS também
afeta a liberacdo de outros mediadores inflamatdrios, como outras citocinas e
eicosandides. Observamos que células infectadas com BCG por 24 horas liberam
grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias TNFo ¢ KC quando comparadas
com células ndo infectadas. Também observamos liberagdo da citocina anti-inflamatoria
IL-10. Nas mesmas figuras vemos também que o tratamento com C75 reduz a secrecao

dessas trés citocinas em células infectadas por BCG (figura 47 A, B e C).
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Figura 47: Secre¢io de TNFa, KC e IL-10. Macrofagos foram infectados ou ndo com BCG por 24
horas e tratados ou ndo com C75 (2ug/mL). Os dados representam as médias + SEM dos resultados
obtidos em, no minimo, 3 experimentos independentes. #, p<0,001, quando células infectadas e nédo
tratadas com C75 sdo comparadas com células ndo infectadas e ndo tratadas; também quando sédo

comparadas células infectadas e ndo tratadas com células infectadas e tratadas.

No caso de KC, notamos que ainda ocorre uma significativa liberacdo desta
citocina em células infectadas e tratadas com C75, mas mesmo assim a quantidade de
KC liberada por estas células € menor que em células infectadas com BCG e néo
tratadas com o inibidor da acido graxo sintase.

Quanto & liberacao de eicosandides, podemos ver que infec¢do induz secregdo de
PGE; e esta é significativamente inibida por C75 (figura 48A). A liberacdo de LTB,4 nédo
foi modulada pela infec¢do no modelo de estudo empregado (figura 48B).
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Figura 48: Secrecdo de PGE, (A) e LTB, (B). Macrofagos foram infectados ou ndo com BCG por 24
horas e tratados ou ndao com C75 (2ug/mL). Os dados representam as médias + SEM dos resultados
obtidos em, no minimo, 3 experimentos independentes. #, p<0,001, quando células infectadas nédo
tratadas com C75 sdo comparadas com células ndo infectadas ndo tratadas; também quando sdo

comparadas células infectadas ndo tratadas com células infectadas tratadas com C75.

Nosso resultado de inibicdo da liberacdo de PGE, em macrdfagos derivados de
medula infectada com BCG e tratados com C75 estd de acordo com trabalhos ja
publicados que mostram que a inibi¢do de corpusculos lipidicos induzida por C75 leva a
diminuicdo da producdo de PGE,, apesar de C75 ndo inibir ciclooxigenase. Esse
fendmeno foi visto em células de Schwann infectadas por M. leprae (Mattos et al.,
2011b), células de cancer de célon (Accioly et al., 2008) e macrofagos infectados por
micobactérias (Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2008b).
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DISCUSSAO

Apesar da grande importancia das infeccGes micobacterianas na salde publica,
muitos aspectos relativos a interacdo entre o patégeno e o hospedeiro permanecem
nebulosos. Alguns desses aspectos envolvem as funcbes da resposta imune inata na
defesa contra micobactérias. Dentre o arsenal de células e moléculas atuando na
imunidade inata, destacamos os inflamassomos. Muito tem sido estudado sobre o papel
destes complexos moleculares em diversas patologias locais e sistémicas, mas no
conhecimento sobre a participacdo dos inflamassomos nas infeccGes por micobactérias
ainda existem muitas lacunas.

Vem se tornando bem estabelecida a relacdo entre as micobactérias e o
metabolismo lipidico do hospedeiro. Corpusculos lipidicos vem emergindo como
organelas que tem uma fungdo na sobrevivéncia e crescimento destes microorganismos.
Mas até o momento, ndo ha descricdo de interacdo entre corpulsculos lipidicos e
inflamassomos em modelo de infec¢cdo com Mycobacterium bovis BCG.

Trabalhos mostram a participacdo de mecanismos e receptores da imunidade
inata na biogénese dos corpusculos induzida por M. bovis BCG. Sendo os macréfagos
células fagociticas, D'Avila et al (2006) investigaram se o fendmeno da fagocitose por
si s seria capaz de induzir biogénese de corpusculos lipidicos. Para isso, utilizaram
microesferas de latex, Mycobacterium smegmatis (bactéria ndo patogénica) ou M. bovis
BCG, todos sendo fagocitados por macrdéfagos. 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 ndo € suficiente nem essencial para a formacédo
destas organelas.

Para que ocorra fagocitose e outras respostas do hospedeiro frente a uma
infeccdo micobacteriana, existe a necessidade do reconhecimento do patégeno e/ou de
seus componentes. Esse reconhecimento é feito por receptores da imunidade inata,
como TLRs e NLRs. Nosso grupo, usando animais deficientes em TLR2, mostrou que
TLR2 é importante, mas ndo o Unico receptor envolvido na formacdo de CL induzida
por BCG (D'Avila et al, 2006 e 2007). Ha relatos de cooperagdo entre receptores da
imunidade inata no reconhecimento de micobactérias (Ferwerda et al., 2005). Mas até o
momento, nada foi descrito sobre a participacdo de receptores tipo Nod e/ou de
inflamassomos na biogénese de corpusculos lipidicos induzida por M. bovis BCG.

Inicialmente, fizemos uma avaliacdo para verificar se nosso modelo era capaz de

gerar ativacdo de inflamassomos. Fizemos isso através da avaliagdo de caspase-1
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ativada e da quantificacdo dos niveis de IL-1pB secretada por macrofagos derivados de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 infectados ou ndo com M. bovis BCG por 4, 8,
24 e 48 horas. Vimos que ocorre liberagdo desta citocina logo ap6s 4 horas de infeccao.
Essa liberacdo se mantém em 8 horas, com pico maximo de secrecdo ap0os 24 horas de
infeccdo e diminuicdo em 48 horas, mas ainda com quantidades significativas desta
citocina. Paralelamente & secrecdo de IL-1pB avaliamos a cinética da formacéo de CLs.
Notamos que apds 4 horas de infecgdo ja ha aumeno do numero destas organelas e esse
numero aumentado se mostra constante apos 8, 24 e 48 horas.

Em busca de caracterizar a ativacdo de inflamassomos em nosso modelo, além
de avaliarmos a liberacdo de IL-1B, avaliamos também a expressdo desta citocina no
ambiente intracelular e a ativagdo de caspase-1. Mostramos a inducdo da expresséo de
IL-1B em suas formas ndo clivada e clivada em macréfagos infectados por BCG. Além
disso, mostramos a capacidade de BCG induzir ativacdo de caspase-1. Com isso,
caracterizamos a ativagdo do complexo molecular chamado de inflamassomo em
macrdfagos derivados de medula 6ssea murina infectados com M. bovis BCG e
concluimos que a ativacdo de inflamassomos ocorre concomitantemente com a
biogénese de corpusculos lipidicos.

Dando inicio as avaliagdes sobre a influéncia de NLRs e proteinas relacionadas
sobre a biogénese de corpusculos, vimos que os receptores Nod1, Nod2 nédo interferem
na biogénese de corpusculos lipidicos. Receptores Nod tem sido associados a resposta
contra micobactérias. Em 2005, Ferwerda et al mostraram que TLR2, TLR4 e Nod2
desencadeiam vias ndo redundantes de reconhecimento de Mycobacterium tuberculosis,
mas que podem sinergizar para a inducdo de resposta inflamatoria intensa para combater
a infeccdo. Yang et al (2007) constataram que a ativacdo de Nod2 por MDP ou M. tb
leva a poliubiquitinacdo de Rip2 em macrofagos derivados de medula 6ssea. Mais
recentemente, Brooks et al (2011) mostraram que macrofagos humanos pre-estimulados
com MDP aumentam a secre¢do de TNFa e IL-1pB apds infecgdo com M. tuberculosis
ou BCG, de maneira dependente de Nod2 e Rip2. Mas ndo ha relatos sobre a
participacdo dos receptores Nodl e Nod2 na inducdo da formacdo de corplsculos
lipidicos induzida por BCG.

Em nossos experimentos vimos que macrofagos de animais deficientes em Nod1l
ou Nod2 e infectados com BCG tem numero de corpusculos lipidicos similares ao
encontrado em macréfagos de animais selvagem. O fato de Nod1 e Nod2, isoladamente
ndo terem efeito sobre a biogénese de corpusculos lipidicos nos leva a pensar sobre a

interacdo entre estes dois receptores, conhecidamente envolvidos no reconhecimento de
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micobactérias e seus PAMPs. Portanto, serd interessante avaliar a formacéo de CL em
macrdfagos derivados de medula 6ssea de animais Nod1/Nod2-/-. No entanto, é pouco
provavel que a auséncia dos dois receptores leve a alteracdes no numero de corpusculos
lipidicos, visto que em auséncia de Rip2, que € uma importante proteina adaptadora da
via dos Nods, também néo ocorre modulacdo do nimero de corpusculos.

Seguindo a pesquisa sobre a participagdo de componentes da via dos
inflamassomos na biogénese de corpusculos lipidicos, investigamos o papel de ASC e
caspase-1 nesse fendbmeno. Tekippe et al (2010) mostraram que a formacdo de
granuloma e a defesa do hospedeiro na infeccdo cronica por M. tb requer ASC, mas nédo
caspase-1 ou NLRP3. Os autores sugerem que ASC possa exercer um papel
independente de inflamassomo durante infec¢Ges micobacterianas cronicas, colaborando
para a contencdo da bactéria em granulomas. Inflamassomos classicos sdo compostos
por um tipo de NLR, a proteina ASC e caspase-1. Para avaliar a influéncia de ASC e
caspase-1 na biogénese de CLs utilizamos macréfagos derivados de medula de
camundongos deficientes em ASC e caspase-1. Diferentemente do que esperdvamos,
ocorreu uma potencializacdo do numero de CLs em macrofagos ASC-/- e caspase-1-/-
infectados com BCG. Isso mostra que estes importantes componentes da via dos
inflamassomos regulam negativamente a formagdo de CLs em macréfagos infectados
por BCG e estabelece uma relagdo entre essas duas estruturas tdo importantes para a
resposta inflamatoria. O aumento do nimero de CLs em células deficientes em ASC e
caspase-1 ndo parece ser dependente de IL-1p e IL-18, citocinas liberadas pela ativacéo
dos inflamassomas. Isso porque em auséncia dos receptores destas citocinas, IL-1R1 e
IL-18R, respectivamente, ndo hd modulacdo no numero de CLs em macrofagos
infectados.

De maneira similar ao que ocorre com Nod2, ASC e caspase-1 também foi
observada a importancia do receptor NLRP3 no combate a infec¢cbes micobacterianas.
Chen et al (2010) mostraram que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 restringe a
infeccdo por Mycobacterium kansasii em macrofagos da linhagem THP-1. Além disso,
parece que Nod2 e NLRP3 podem cooperar para a geracdo de IL-1pB, citocina
importante na resposta a micobactérias (Marina-Garcia et al., 2008). Em nosso modelo,
observamos, de modo semelhante ao visto em auséncia de ASC e caspase-1, que 0
bloqueio de NLRP3 também favoreceu o aumento do numero de corpusculos lipidicos
em macrdfagos infectados com BCG. Mais uma vez, parece que inflamassomos

regulam negativamente a biogénese de corpusculos lipidicos.
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NLRP3 € um receptor ativado por diversos PAMPs e DAMPs (revisado por
Franchi et al., 2012). Um dos mecanismos descritos para essa ativacdo é através do
efluxo de potéssio intracelular, que pode ocorrer por ativacdo do receptor purinérgico
P2X; através de ATP. ATP pode funcionar como DAMP, sendo liberado de células que
sofreram algum dano. Além do estimulo com BCG, investigamos se a ativacdo do
inflamassomo NLRP3 com ATP ou LPS (1° sinal) + ATP levaria a modula¢do na
formagdo de corpusculos lipidicos. De fato, o proprio ATP sozinho, sem estimulo
prévio, foi capaz de induzir aumento no nimero dessas organelas. Curiosamente, o pré-
tratamento dos macrofagos com LPS, seguido pelo estimulo com ATP também induziu
aumento do nimero de CLs, mas em menor quantidade quando comparada com células
tratadas somente com ATP. Visto que ATP aumenta CLs, a pergunta natural é por qual
via isso ocorreria e 0 candidato mais provavel é o receptor de ATP, P2X;. Entdo,
bloqueamos este receptor e verificamos que, de fato, este receptor purinérgico esta
envolvido na biogénese de CLs mediada por ATP.

Entdo nos perguntamos se o receptor P2X;, que contribui para a ativagcdo do
inflamassomo NLRP3 também poderia estar envolvido na formacdo de CL induzida por
BCG. Novamente blogueamos o receptor P2X; e infectamos os macrofagos com BCG.
De maneira contréria ao observado para ATP, o bloqueio de P2X; levou ao aumento da
formagéo de CLs.

Inicialmente nossa hipotese era de que a auséncia de receptores como Nod2 e
NLRP3 e de outras proteinas estudadas levaria a uma diminuicdo da formacdo de
corpusculos lipidicos. Isso porque na auséncia de TLR2, por exemplo, existe essa
diminuicdo ap6s estimulo com BCG. Para nossa surpresa, em auséncia de ASC,
caspase-1, NLRP3 e P2X; ocorre um aumento do nimero de CL induzido por BCG.
Parece-nos, que a presenca destas proteinas restringe, de alguma maneira, a biogénese
destas organelas lipidicas. 1sso pode mostrar que existe uma regulacdo antagbnica entre
TLRs e NLRs na formagdo de corpUsculos lipidicos. Enquanto TLR2 favorece a
biogénese apds o reconhecimento de BCG, a ativacéo da via de NLRs e inflamassomos
poderia regular negativamente a indugdo de CL. Essa € uma observacdo inédita, visto
que, até hoje nada foi descrito na literatura sobre a interacdo de corpusculos lipidicos e
inflamassomos. Nosso laboratorio vem demonstrando ao longo dos anos que BCG pode
utilizar os lipidios presentes nos CL para favorecer sua replicacdo e sobrevivéncia, por
isso, especulamos que o aumento de CL visto em condigdes de inibicdo de

inflamassomos seja mais uma estratégia micobacteriana para diminuir a resposta imune
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e propiciar condicdes para sua persisténcia. Se esta hipotese esta correta e quais 0s
mecanismos intracelulares associados a este fendmeno sera motivo de intensa pesquisa.

Uma das fungbes descritas dos corplsculos lipidicos é a formagdo de
eicosandides. Diversos componentes envolvidos na biosintese de eicosanodides tem sido
evidenciados nos CLs (revisado por Bozza et al., 2009).

Em nossos experimentos, ndo observamos diferengas significativas na liberacéo
de eicosantides em macrdéfagos derivados de medula 6ssea de animais deficientes em
Nodl, Nod2, ASC, caspase-1, IL-1R1, IL-18R, infectados com BCG, quando
comparados aos macrofagos de animais selvagens.

Um fato observado em nossos experimentos foi a diminuicdo da secrecdo de
PGE,, induzida por BCG, em condi¢des de inibicdo de NLRP3. Nos especulamos que o
aumento dos lipidios intracelulares, gerados pelo aumento do numero de CL em
macrofagos com diminuida atividade de NLRP3 seja utilizado para gerar outros
mediadores lipidicos, por exemplo, os envolvidos nos processos de resolucdo da
inflamacéo, como resolvinas e lipoxinas. Isso porque pode haver alteracdo da funcéo
dos CLs dependendo do estimulo e do tipo celular envolvido.

Uma vez que CL estdo altamente envolvidos na sintese de mediadores lipidicos,
examinamos se 0 aumento do nimero de CL induzido por ATP modularia a liberagdo
dos eicosandides PGE; e LTB,4. Notamos que ndo ha diferenca significativa na secrecdo
destes eicosanodides em macréfagos derivados de medula dssea tratados com ATP
sozinho. Somente quando utilizamos LPS + ATP obtivemos uma resposta positiva para
a liberacdo de PGE; e LTB,4. Um trabalho recente mostrou que LTB, é produzido ap6s
ativacdo de macréfagos com ATP e isso contribui de maneira importante para a
eliminacdo de Leishmania amazonensis (Chaves et al., 2014). Isso ocorre porque P2Xy
ativado por ATP leva ao aumento de cPLA2, que aumenta o &cido araquiddnico
disponivel para acdo de ciclooxigenases e lipoxigenases para a formacdo dos
mediadores lipidicos (Costa-Junior et al., 2011). O fato de ndo termos visto aumento da
liberacdo de LTB, ap6s estimulo com ATP, diferentemente do trabalho citado acima,
nos leva a pensar se, em nosso modelo, a via de ativagcdo de P2X7 nédo estaria levando a
formacéo de outros mediadores lipidicos, como lipoxinas e resolvinas.

von Moltke et al (2012) foram um dos primeiros grupos a mostrar uma ligacéo
entre inflamassomos e eicosanoides. Eles notaram uma rapida indugdo da liberacdo de
diversos mediadores lipidicos, inclusive PGE; e LTB,, em macréfagos peritoneais
residentes tratados por 30 minutos com derivados de flagelina, que ativam o

inflamassomo Naip5/NLRC4. Em contrapartida, nenhuma alteracdo foi vista em
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macrofagos derivados de medula 6Ossea ou macrofagos peritoneais obtidos com
tioglicolato tratados sob as mesmas condig¢des. Os autores sugerem que essa diferenca
pode ocorrer devido a necessidade de resposta rapida em macréfagos de portas de
entrada de patdgenos. Talvez o fato de a grande maioria dos estudos sobre
inflamassomos serem realizados em macrofagos derivados de medula Gssea explique
porque a ligacdo entre inflamassomos e eicosandides ainda ndo havia sido descrita.

Em nosso trabalho observamos um aumento de PGE; e de LTB, induzido pelo
tratamento dos macréfagos com LPS e, em seguida, ATP. Estes estimulos levam a
ativacdo de vias dependentes de TLRs e de NLRP3. No trabalho citado acima vemos
um aumento destes eicosandides ap0s ativacao do inflamassomo Naip5/NLRC4. Ainda,
Amaral et al (2012) mostraram que LTB, induzido pela estimulagdo de macréfagos com
MSU (cristais de urato monosodico monohidratado) leva a geracéo de espécies reativas
de oxigénio, que ativa NLRP3 a produzir IL-1B de maneira dependente de caspase-1.
Sendo assim, confirmamos os dados da literatura no sentido de que a ativacdo de
inflamassomos leva ao aumento da secrecdo de mediadores lipidicos.

Além dessas evidéncias de relacdo entre inflamassomos e mediadores lipidicos
sollveis, recentemente novos trabalhos vem demostrando a relacdo entre inflamassomos
e metabolismo lipidico. Im et al (2011) mostraram que macréfagos deficiente em
SREBP-1a, um regulador chave dos niveis de lipidios intracelulares, ocorreu reduzida
expressao de NLRP1a, da atividade de caspase-1 e da secrecdo de IL-1B apos estimulo
com LPS, comparando com macro6fagos derivados de medula de animais selvagem.

Nosso laboratorio demonstrou que LDL oxidado (Ox-LDL) € capaz de induzir a
formacdo de corpusculos lipidicos (Silva et al., 2009). Seguindo este fato, Liu et al
(2014) mostraram que a secrecdo de IL-1B induzida por Ox-LDL é um dos mecanismos
responsaveis pela formacao de células espumosas. Os autores pensaram em um modelo
onde ox-LDL, estimulando macrofagos de linhagem humanos, leva ndo somente a
secrecdo de IL-1B, mas também a transcricdo e a sintese desta citocina. Os autores
relatam ainda que essa secrecdo foi caspase-1 dependente e também dependente de
ativacdo do inflamassomo NLRP3. A ativacéo deste inflamassomo no modelo proposto
pelo grupo ocorre por 3 das vias principais descritas para formagdo do inflamassomo
NLRP3: producdo de espécies reativas de oxigénio, efluxo de potassio e perturbacéo da
estabilidade dos lisossomos. Além disso, observaram que a producdo de espécies
reativas de oxigénio induzida por Ox-LDL é dependente do receptor scavenger CD36.
Almeida et al (2014) mostraram que CD36 é um dos receptores envolvidos na

biogénese de corpusculos lipidicos induzidos por BCG em macrdfagos.
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Outro trabalho relacionando inflamassomos e metabolismo lipidico mostrou a
deposicao de lipidios em macréfagos estimulados com ATP e esta deposicdo acelera a
formagdo de células espumosas (Li et al., 2014). ATP também se mostrou capaz de
induzir a formacdo e a ativacdo de NLRP3, com ativacdo de caspase-1 e liberacdo de
IL-1B. Também houve deposicédo lisossomal de lipidios e estes acimulos de lipidios séo
dependentes de ASC. Os autores concluem que a ativacdo de NLRP3 mesmo com
estimulos nédo lipidicos, como é o caso do ATP, favorece a deposicdo de lipidios nos
macrofagos e a participacdo destas células na aterosclerose. Nosso dados parecem ter
apoio neste trabalho, pelo menos parcialmente, j& que vimos que ATP é capaz de
induzir a formacdo de CL, mas, se usado, sozinho, ndo induz liberacdo de IL-1B,
diferentemente do que foi descrito pelo grupo de Li.

Corpusculos lipidicos vem sendo descritos como organelas importantes em
diversos fendmenos fisioldgicos e patoldgicos, sendo capaz de compartimentalizar
diferentes proteinas dependendo do tipo celular e do estimulo (revisado por Bozza et al.,
2009). Em 2011, Jiang e Chen mostraram a presenca da proteina viperina na superficie
de corpusculos lipidicos. Esta proteina é produto de um gene estimulado por interferon,
com propriedades antivirais. Neste trabalho, os autores descrevem que viperina na
superficie dos CLs serve como plataforma para reunido de proteinas sinalizadoras da via
de TLRs 7 e 9, que reconhecem PAMPs virais em compartimentos endossdmicos. Essa
via de sinalizacdo desencadeia a geracdo de IFN, que interefere na replicacdo viral.
Ainda em 2011, Saitoh et al encontraram TRAF6, IRAK1 e MyD88 em menor
quantidade em corpusculos lipidicos de maneira dependente de viperina apds
estimulacdo de TLR9 em células dendriticas. Sendo assim, foi mostrada a relacdo entre
CLs e proteinas relacionadas a imunidade inata e isso € um dos fatores que nos leva a
especular sobre a participacdo de CLs em outras vias da imunidade inata, como a dos
inflamassomos.

Portanto, na segunda parte desta tese, buscamos observar a capacidade de
corpusculos lipidicos de servir de sitio de compartimentalizacdo para receptores tipo
Nod e proteinas relacionadas. Observamos a presenca dos receptores Nodl, Nod2 e
NLRP3, além da proteina adaptadora Rip2, da enzima caspase-1 e da citocina IL-1B nos
corpusculos lipidicos de macrofagos infectados com BCG. A proteina adaptadora da via
dos inflamassomos, ASC, ndo co-localiza com os CL. A presenca de caspase-1 nos CL
e a auséncia de ASC nestas organelas foi vista tanto por microscopia confocal, quanto
por analise de fracdes subcelulares, dentre essas, as fracoes lipidicas, através de western
blot. Curiosamente, IL-1B foi vista nos corpusculos por microscopia confocal, mas nao
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nas fracdes lipidicas analisadas por western blot. Nod1, Nod2, NLRP3 e Rip2 foram
vistas somente por microscopia, ainda nos falta realizar as analises da presenca ou nao
dessas proteinas nas fracGes subcelulares, entre as quais, as frac@es lipidicas, onde se
encontram os corpusculos lipidicos.

Em nossos experimentos de co-localizagdo, encontramos somente a forma nao-
clivada (45kDa) de caspase-1 nos corpusculos lipidicos de macréfagos infectados por
M. bovis BCG. As subunidades geradas ap6s ativacdo de caspase-1, com 20kDa e a
subunidade com atividade catalitica, de 10kDa, ndo foram observadas nas fracOes
lipidicas geradas apds gradiente em sacarose e ultracentrifugacdo. Devemos ainda tentar
observar se encontrariamos a forma ativa de caspase-1 no corpusculo em outros
momentos da infecgdo, uma vez que o resultado descrito acima foi avaliado em um
unico ponto, de 24 horas apo6s infec¢do por BCG.

Ainda, sobre os experimentos de co-localizacdo, nos surpreendeu a presenca de
ASC no nucleo de macrofagos peritoneais tanto de animais ndo infectados quanto, de
maneira mais pronunciada, em células de animais infectados por M. bovis BCG. Bryan
et al (2010) descrevem que ASC encontra-se presente no nucleo de células em repouso,
gue uma vez ativadas,levam a migracdo de ASC para o citosol, onde realiza sua funcéo
como proteinas adaptadora de alguns inflamassomos. Além disto, este trabalho também
descreve a existéncia de isoformas de ASC, quatro diferentes, geradas por splicing
alternativo. ASC e ASC-b sdo capazes de se associar a caspase-1 e NLRP3. J& a forma
ASC-c é tida como inibitoria, ndo se associando com NLRP3, somente com caspase-1.
E ASC-d ndo co-localiza com caspase-1 nem com NLRP3 e falta a habilidade de
funcionar como adaptador de inflamassomo e sua fungdo precisa e relagdo com ASC
precisa de mais investigacdo. Maiores investigacGes serdo necessarias para averiguar a
funcdo de ASC no nucleo dos macrofagos estudados em nosso trabalho. Além disso,
podera ser interessante avaliar a questdo de ASC ndo estar nos corpusculos e estar no
nucleo em outros tempos de infec¢do por BCG.

Até hoje, que seja do nosso conhecimento, nada havia sido descrito quanto a
presenca de receptores tipo Nod e proteinas associadas em corpusculos lipidicos.
Maiores investigagGes Sdo necessarias para revelar a relevancia fisiologica e funcional
destes achados.

Apbs o achado de caspase-1 ndo ativa nos CLs, pensamos na hipotese de
corpusculos lipidicos estarem sequestrando esta enzima para impedir a ativacdo dos
inflamassomos. Entdo, investigamos se a inibi¢do da formacdo de corpusculos lipidicos

influenciaria a liberacéo de IL-1B e a ativacao de caspase-1 em macrdofagos derivados de
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medula 6ssea infectados com BCG. Para isso pré-tratamos ou ndo os macrofagos com
C75, um inibidor da enzima acido graxo sintase (FAS), que impede o aumento do
namero de CL em células infectadas com BCG. Vimos que, de fato, a inibicdo da
formacgédo de CLs leva a uma diminuicdo importante na secre¢do de IL-1p, mas sem
alterar a atividade da enzima caspase-1. Desta maneira concluimos que corpusculos
lipidicos ndo sdo importantes para a ativacdo de inflamassomos. O que caspase-1 faz
dentro dos CLs ainda ndo sabemos, mas encaminharemos a pesquisa no sentido de
descobrir se ela poderia atuar sobre outros substratos em nosso modelo de estudo. Além
de também pretendermos avaliar a co-localizacdo de caspase-1 com CLs em outros
tempos de infeccdo.

Além disso, inibindo a formacdo de CLs, mostramos também a reducdo da
liberacdo de outras citocinas envolvidas na resposta inflamatoria, como TNF-a, KC e
IL-10, e do mediador lipidico PGE,. A inibicdo da formacdo de CL e da secre¢do de
PGE; estdo de acordo com alguns trabalhos ja publicados por nosso grupo, em modelos
como macrdfagos peritoneais tratados com C75 e infectados com BCG (D'Avila et al.,
2008) ou Tripanossoma cruzi (D'Avila et al., 2011). Falta avaliar se o inibidor da
enzima &cido graxo sintase também é capaz de reduzir a transcricdo de IL-1p. Parece-
nos que a inibicdo de FAS bloqueia as respostas dependentes da ativacdo de NF-xB, um
dos principais fatores transcricionais associados a resposta inflamatéria e ativado via
TLRs, Nod1 e Nod2 e MAPKSs ap0s infec¢do por BCG em macrdéfagos.

O resultado da reducdo de citocinas pro-inflamatérias em nosso modelo,
encontra apoio em trabalho publicado recentemente, mostrando que C75 é capaz de
reduzir a colite experimental em camundongos por diminuir os mediadores
inflamatdrios envolvidos, principalmente as citocinas TNF, IL-18, MIP2, KC, além de
reduzir a expressdo das enzimas Cox2 e NO sintase induzida (Matsuo et al., 2014).

Citocinas pro-inflamatdrias da familia IL-1 desempenham um importante papel
nos mecanismos de defesa anti-micobacterianos do hospedeiro (Kleinnijenhuis et al.,
2009). A propria IL-1B liberada, sinalizando via seu receptor IL-1R1 pode levar a
producdo de intermediarios de oxigénio e nitrogénio, que tem alto pode microbicida. As
citocinas desta familia favorecem também a ativacdo de linfocitos que liberam IFN-y,
ativando os macrofagos e favorecendo o killing das bactérias. Sendo assim, a inibi¢éo
de inflamassomos, inibiria a geracédo de IL-1, o que seria um dos fatores que dificultaria
o killing e favoreceria a sobrevivéncia bacteriana.

Nosso dados de liberagdo de IL-1B apos estimulo com LPS ou ATP estdo de
acordo com outros trabalhos publicados. Vimos que nenhum desses dois estimulos,
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usados isoladamente, sdo capazes de induzir a secrecdo desta importante citocina.
Quanto ao LPS, He et al (2013), usando a mesma concentracao que nos usamos de LPS,
em macréfagos derivados de medula dssea, ndo observaram secrecao de IL-1B. Quando
administramos LPS e em seguida ATP vemos uma secrecdo intensa de IL-1pB. Isso pode
ser explicado porque o LPS, atuando via TLR4, leva a geracdo de pro-IL-1B e somente
com um segundo sinal, indutor de inflamassomo, como o ATP, ocorre a liberagéo desta
citocina para o meio extracelular, apos clivagem da pro-forma, em forma madura pela
caspase-1.

Fairbairn et al (2001) mostraram que, além de seu papel na ativacdo de
inflamassomos, ATP induz o killing de micobactérias por vias que dependem de P2X5,
fosfolipase D, inducéo da formacdo de fagolissomo e independem da acgdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Os autores sugerem que a ativacao de fosfolipase D
aumente os niveis de acido fosfatidico, um conhecido indutor de fusdo de membranas
endossomais. Além disso, fosfolipase D também ativa outras fosfolipases, como a
fosfolipase A2, que também € induzida em macrofagos tratados com ATP (Balboa et
al., 1999) e promove a fusdo do fagossomo com o lisossomo através da geracdo de
acido araquidénico. Sendo assim, ATP induziria o killing micobacteriano por favorecer
a fusdo fagolisossomal.

O principal desdobramento desta tese vira das pesquisas sobre como a auséncia
das proteinas ASC e caspase-1 ou a inibicdo dos receptores P2X; e NLRP3 levam ao
aumento do numero de corpusculos lipidicos. Além disso, pesquisaremos a implicancia
deste fenémeno para 0 metabolismo lipidico e a resposta inflamatéria. Também merece
ser investigado mais a fundo o fato do aumento de CL, apds inibicdo de NLRP3, ndo
levar ao aumento da liberacdo de PGE;, e, pelo contréario, causar sua diminuicé&o.

Disfuncdes nas vias de sinalizacdo dos inflamassomos sdo cada vez mais
associadas ao inicio de processos inflamatorios, doencas auto-imunes e outras
desordens. A regulacdo da formacéo e funcdos dos corpusculos lipidicos também esta
associada a resposta imune contra patdgenos, tumores e inflamacéo. O entendimento de
como as duas vias, com seus pontos em comum, se associam pode colaborar para a
elaboracdo de estratégias visando combater os danos ao hospedeiro gerado pelas

patologias e ativacdo dos inflamassomos e dos corpusculos lipidicos.
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CONCLUSOES

PARTE 1: Avaliacdo da implicacdo dos receptores nod-like e de proteinas
relacionadas na biogénese dos corpusculos lipidicos

Além de induzir formacdo de corpusculos lipidicos, BCG também induz
ativacdo de inflamassomos em macrofagos derivados de medula 6ssea

Nod1, Nod2, Rip2, IL-1R1 e IL-18R ndo interferem na biogénese de CL, nem
na liberagdo de IL-1p e de PGE;

A auséncia de ASC ou caspase-1 e o blogueio de NLRP3 ou P2X; aumenta a
formacdo de CL induzida por BCG

ASC e caspase-1 ndo modulam a liberacéo de eicosanoides

O blogueio de NLRP3 reduz a liberacéo de IL-1P e de PGE,

ATP induz biogénese de corpusculos lipidicos de maneira dependente de P2X5

A ativacdo de inflamassomos por LPS + ATP leva ao aumento da liberacdo de

eicosanodides

> CONCLUSAO GERAL: Em conjunto, esses dados nos mostram que a
componentes do inflamassomo ou a ativacéo deste complexo molecular
regulam negativamente a biogénese de corpusculos lipidicos, induzida

por BCG, em macro6fagos derivados de medula dssea.
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PARTE 2: Avaliar o papel dos corpusculos lipidicos como sitio de
compartimentalizacdo de proteinas do complexo inflamassomo e o seu
Impacto na ativacdo dos inflamassomos e liberacdo de mediadores
inflamatorios

BCG também induz ativacdo de inflamassomos no modelo in vivo

ASC néo co-localiza com CL

NLRP3, Caspase-1, IL-1B, Nod1, Nod2, Rip2, encontram-se associados aos CL
Além de reduzir a formacdo de CL induzida por BCG, a inibicdo da enzima
acido graxo sintase leva a reducdo da sintese e da liberacdo de IL-1B, mas nao
interfere na atividade de caspase-1

A inibicdo de FAS também diminui liberacdo de citocinas pro e anti-

inflamatérias, além de PGE,

> CONCLUSAO GERAL: Corpusculos lipidicos induzidos por BCG
podem servir como sitio de localizacdo para proteinas do complexo
inflamassomo, mas estas organelas lipidicas parecem ndo influenciar na

na ativacao dos inflamassomos.
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