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RESUMO

Mycobacterium bovis € um membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, um
grupo de microorganismos com a capacidade de causar tuberculose em humanos. A
caracteristica marcante das micobactérias patogénicas é a sua habilidade para
sobreviver e replicar dentro do fagossomo do macrofago. A apoptose dos
macréfagos infectados pode ser uma alternativa de defesa do hospedeiro, capaz de
eliminar o ambiente de suporte para o crescimento da micobactéria. No presente
trabalho investigamos, in vivo, a influéncia da viruléncia e da carga bacteriana na
ocorréncia da apoptose de macréfagos durante a fase inicial da infecgdo pulmonar
experimental por M. bovis. Camundongos BALB/c foram infectados
intratraquealmente com alta ou baixa carga das cepas virulenta (ATCC 19274) e
atenuada (BCG Moreau) de M. bovis. Apés 3 e 7 dias de infeccdo, avaliamos a
frequéncia da apoptose dos macréfagos alveolares e sua correlagdo com o
crescimento da micobactéria e com os niveis in situ das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-
12 e da proteina anti-apoptoética Bcl-2. Foi observado um aumento da apoptose de
macréfagos apds a infeccdo com ambas as cepas. Entretanto, a cepa virulenta
induziu menos apoptose do que a cepa atenuada, sendo que, no 3° dia houve
reducéo da apoptose na infecgdo com alta carga, enquanto que no 7° dia uma maior
inibicdo ocorreu em baixa carga. Essa inibicdo da apoptose, promovida pela cepa
virulenta, foi associada com o aumento da producao de IL-10, redugédo da producao
de TNF-a e aumento da expressdao de Bcl-2. Observamos ainda uma menor
producéo de IL-12 nos pontos de menor apoptose dos macréfagos o que reforca a
hip6tese de que a apoptose das células infectadas contribui para o desenvolvimento
de imunidade especifica contra o patdégeno. Em conjunto esses dados sugerem que
a cepa virulenta de M. bovis é capaz de modular a apoptose em um modo carga-
dependente de acordo com suas necessidades de crescimento intracelular e
disseminacgao para células adjacentes.

PALAVRAS CHAVES: Apoptose. Macréfagos. M. bovis. TNF-a.. IL-10. Bcl-2.



ABSTRACT

Mpycobacterium bovis is a member of the Mycobacterium tuberculosis complex, a
group of organisms with the capacity to cause tuberculosis in humans. The hallmark
of pathogenic mycobacteria is their ability to survive and replicate inside macrophage
phagosome. The apoptosis of macrophages infected can be a host defense
alternative capable of removing the environment supporting bacterial growth. In this
work we investigate, in vivo, the influences of virulence and bacterial load on the
apoptosis of macrophages during the initial phase of experimental pulmonary M.
bovis infection. BALB/c mice were infected intratracheally with high or low doses of
the virulent (ATCC19274) and attenuated (BCG Moreau) strains of M. bovis. The
frequency of apoptosis and the growth of mycobacteria in macrophages from lung
tissue, and the in situ levels of the cytokines TNF-a, IL-10 and IL-12 and of the anti-
apoptotic protein Bcl-2 were measured at day 3 and day 7 postinfection. An increase
of macrophage apoptosis was observed after the infection with both strains, but the
virulent strain induced less apoptosis than the attenuated strain. On the 3rd day of
infection there was a reduction of apoptosis in the infection with high dose, whereas
on the 7th day we found more inhibition in the lower dose. This inhibition of apoptosis
was associated with the increased production of IL-10, reduced production of TNF-a
and increases of Bcl-2. In addition, the production of IL-12 was reduced at the points
of lowest apoptosis of macrophages, which suggests that the apoptosis of the
infected cells contributes to the development of specific immune response against
the pathogen. Our results indicate that the virulent strain of M. bovis is able to
modulate apoptosis in a dose dependent fashion in accordance with its necessities
for intracellular growth and dissemination to adjacent cells.

KEY WORDS: Apoptosis. Macrophages. M. bovis. TNF-a.. IL-10. Bcl-2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Tuberculose

A tuberculose é uma doenca de importancia mundial e ha alguns anos, em
muitos paises, foi quase erradicada. No entanto, a ampliacdo da miséria das
populacées desfavorecidas, bem como, a estreita relagdo da doenca com a
pandemia do HIV, facilitaram o recrudescimento da tuberculose em todo o mundo,
contribuindo também para isso o surgimento de cepas multidroga-resistentes (DYE,
2000).

A tuberculose é reconhecida como emergéncia global pela Organizacéao
Mundial de Saude (OMS) desde 1993, por ser a maior causa de morte de adultos
por doenca infecciosa (LAVOR, 2008). Estima-se que um terco da populacdo mundial
esteja infectada com a micobactéria causadora da tuberculose. Aproximadamente,
5% desses infectados desenvolvem a doencga ativa durante os primeiros anos apds
a exposigao, o que representa oito milhdes de novos casos e trés milhdes de mortes
a cada ano (ROOK e HERNANDEZ, 1996; RAJA, 2004; KAUFMANN, 2008).

O Brasil, segundo a OMS, ocupa o 152 lugar entre os 22 paises responsaveis
por 80% do total de casos de tuberculose no mundo (RAVIGLIONE, 2003) e,
segundo dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN/MS),

sao registrados, anualmente, 85 mil novos casos no pais e cerca de 6 mil ébitos.
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1.2 O Complexo Mycobacterium tuberculosis

Os bacilos que causam a tuberculose (Fig. 1A) estao agrupados no complexo
Mycobacterium tuberculosis, composto por espécies altamente relacionadas. Este
complexo inclui: M. tuberculosis, principal agente etioldégico da tuberculose humana;
M. africanum, causador de tuberculose em humanos na Africa sub-Saara; M. microti,
causadora de tuberculose em ratos; M. bovis, o qual infecta varias espécies de
mamiferos incluindo o homem; M. bovis BCG, uma variante atenuada do M. bovis e
M. canetti, descendente rara do M. tuberculosis, que causa tuberculose em humanos
(COLE, 2002). Todos os membros do complexo M. tuberculosis apresentam
crescimento lento com um tempo de duplicacdo de aproximadamente 24 horas. A
lentiddo do crescimento parece estar relacionada a absorcao mais demorada de
nutrientes, provavelmente devido a complexidade de sua parede celular que

apresenta grande quantidade de lipideos (BRENNAN, 2003) (Fig. 1B).

A B Geidos micdlicos livres e polipeptideas

lipiozrabi nomananas

acido micdico

arabinogal actanas

peptidecglicanas

fosfatidilinositol
manosideos

membrana
citoplasmitica

s . B
www, wadswoi ,.5@&'bank/mycotubr.f:pn
P = e e

Adaptado de student.ccbcmd.edu/.../prostruct/utfig11.html

Figura 1: (A) Micrografia eletrénica de transmissao do bacilo da tuberculose. (B) Esquema representativo
da parede celular de micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. A parede celular desses
bacilos é constituida de grande quantidade de glicolipideos. A camada de peptideoglicana esta ligada a
arabinogalactanas as quais estdo ligadas a &cidos micélicos de alto peso molecular. Esta camada
arabinogalactanas/acido micélico é ainda coberta com uma camada de polipeptideos e acidos micélicos

livres. Outros glicolipideos incluem lipoarabinomananas e fosfatidilinositol manosideos.
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1.3 Infeccao e resposta do macrofago

O Mpycobacterium tuberculosis, bem como, o Mycobacterium bovis, sao
bacilos intracelulares facultativos estritamente aerdbicos, que apresentam uma
predilecdo pelo tecido pulmonar o qual é ricamente suprimido de oxigénio. O bacilo
entra no organismo principalmente pela via respiratéria e a fagocitose da
micobactéria pelos macréfagos alveolares é o primeiro evento na relagao patégeno-
hospedeiro (KAUFMANN, 1993; RAJA, 2004). Apés a fagocitose, a micobactéria é
retida dentro do vacuolo fagocitico e escapa da resposta imune inibindo a maturagao
do fagossomo e evitando sua fusdo com o lisossomo (RUSSEL, 2001; KAUFMANN,
2001; WANER e MIZRAHI, 2007; AXELROD et al., 2008) (Fig. 2A). Dessa forma, a
micobactéria sobrevive no interior do fagossomo do macr6fago mesmo depois que a
imunidade mediada por células T foi estabelecida. Este ambiente endossomal
protege o bacilo dos mecanismos efetores do hospedeiro e permite sua replicacao.

(MCDONOUGH et al.,, 1993; SCHAIBLE et al., 2003) (Fig. 2B).

Fagossomo

ycobaclerium

Py
. i’y - i o
C?:)p.a)‘nialm. 161 g,zgs-gw_s =

Figura 2: (A) Esquema ilustrativo mostrando a inibicdo da fusdo do fagossomo-lisossomo pelo
Mycobacterium tuberculosis, que sobrevive e replica-se no interior do fagossomo do macréfago.
(B) Micrografia eletrbnica mostrando a micobactéria (BCG) contida dentro de um vacuolo circundado
por membrana. Barra 0,2 um.
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Na tuberculose a resposta do macréfago € muito importante, pois a
micobactéria persiste no interior dessa célula (RUSSEL, 2003). Os macréfagos
infectados promovem o recrutamento de linfécitos T CD4", os quais se diferenciam
em efetores Th1 sob a influéncia da citocina IL-12 produzida por macréfagos e
células dendriticas (DEMANGEL et al., 2001). Os linfécitos Th1, por sua vez,
promovem a ativacao dos macréfagos principalmente através da secrecao de IFN-
v.Os macréfagos ativados dispdéem, entdo, de diversos mecanismos para tentar
controlar e eliminar a bactéria intracelular, incluindo a producao de espécies reativas
de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (FLYNN e CHAN, 2001) (Fig. 3). A
ativacdo das células T CD4" ocorre aproximadamente 2 a 6 semanas apds a
infeccdo (RAJA, 2004). Portanto, durante os estagios iniciais da infec¢do, quando a
imunidade especifica por células T ainda ndo foi estabelecida, o controle da
proliferacao da micobactéria depende principalmente da resisténcia natural mediada
por macrofagos (FENTON e VERMEULEN, 1996; MARTINO, 2008). Além dos
mecanismos efetores inatos utilizados por essas células, tem sido demonstrado que
a apoptose dos macréfagos infectados constitui uma estratégia alternativa, que pode
contribuir para a defesa do hospedeiro (MOLLOY et al., 1994; KEANE et al., 2000;
BOCCHINO et al., 2005; LEE et al., 2006).

CélulaT
CcD4+
naive

~ficizl>>40)

Macréfago
ativado

1
&
Bactérias fagocitada Vv

nas vesiculas Y
A IFNYE

Célula T efetora Ativacdo de
) ) (célula Tu1 2 Secregio de
Adaptado do livro Imunologia diferenciada) macrofagos citocinas

Celular e Molecular (TNF, IL-1, IL-12,
quimiocinas)

Expressao
aumentada de MHG
e co-estimuladores

(moléculas B7)

Figura 3: Ativacdo dos macréfagos na imunidade contra micobactérias. A IL-12, produzida por APC’s
estimula a diferenciagdo das células TCD4" naives em célulasTy1. Células Ty1 produzem IFN-y que
aumenta a atividade microbicida dos macréfagos.
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A apoptose é processo de morte celular geneticamente programado e

altamente controlado. Um dos aspectos marcantes da apoptose, que a distingue da

necrose, € a preservacao da integridade da membrana plasmatica que evita a

liberagdo dos constituintes celulares para o meio extracelular (Fig. 4).
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Na apoptose ocorre a ativacado de proteases enddgenas, conhecidas como
caspases. Um dos resultados da ativacao dessas cisteino-proteases é a clivagem de
proteinas estruturais, o que compromete a integridade do citoesqueleto. Ocorre
contracdo do volume citoplasméatico, formam-se projecdes (blebs) na membrana

s

celular e o posicionamento de seus lipidios constituintes € alterado. Em células
vidveis a distribuigcdo de fosfatidilserina se faz primariamente no folheto interno da
membrana plasmatica, mas durante o processo de apoptose esse lipidio se expde

no folheto externo da membrana. O novo posicionamento da fosfatidilserina serve

como sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os

extravasamento do  conteudo
intracelular e desintegracdo de
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fragmentos celulares e completem o processo de degradacéo. Durante a apoptose
ocorrem, também, alteragdes caracteristicas no nucleo celular gragas a ativacao de
endonucleases que degradam o DNA em fragmentos oligonucleossomais. Por fim o
nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear e as projecdes
que se formam no citoplasma separam a célula em fragmentos circundados por
membrana, denominados corpos apoptéticos, que contém partes do nucleo e
organelas intactas e sao fagocitados pelos macréfagos teciduais ou células
adjacentes (CREE et al.,1987; PAROLIN e REASON, 2001; AMARANTE-MENDES,

2003) (Fig. 5).

Interagies Ligante-Receptor A
«FAS Via Extrinseca

» TNF Receptores
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[
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Membros da
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Fatnilia Bcl-2
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Figura 5: Formagao dos corpos apoptéticos e sua remogéo pelos fagécitos. A ativacdo de caspases
iniciadoras pela via dos receptores de morte e/ou mitocondrial leva a ativacdo de caspases executoras
que ativam endonucleases e proteases as quais degradam proteinas nucleares e do citoesqueleto,
resultando em uma cascata de degradacao intracelular, incluindo a fragmentagcédo da cromatina nuclear e
0 colapso do citoesqueleto. Por fim, ocorre na formagao de corpos apoptéticos contendo organelas
intracelulares e outros componentes citosélicos. Estes corpos apoptéticos expressam novos ligantes para
que sejam reconhecidos e englobados por células fagociticas.



18

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos, através de receptores
especificos localizados na superficie celular, denominados receptores de morte, ou
por estimulos internos de estresse intracelular que resultem em disfuncao
mitocondrial. (GREEN, 1998; PAROLIN e REASON, 2001; AMARANTE-MENDES,
2003). Essas diferentes vias culminam na ativacdo das caspases que estdo
presentes no citosol sob a forma de pro-enzimas inativas, tornando-se ativas apés
clivagem proteolitica a altura de residuos do &cido aspartico (Fig. 6).

Na via de sinalizacdo pelos receptores de morte (via extrinseca) o sinal é
fornecido pela interagdo entre o ligante e o receptor de morte (GUPTA, 2003).
Grande parte dos receptores de morte pertencem a superfamilia de receptores para
o fator de necrose tumoral (TNFR) que inclui diversos receptores, entre eles o
TNFR1 cujo ligante é o TNF-a.. Os membros da familia TNFR sao caracterizados por
apresentar uma porcao extracelular rica em cisteina e uma regido citoplasmatica,
chamada cadeia de morte ("death domain"), essencial para transducgao intracelular
do sinal apoptético e ativacdo da cascata de caspases (GUPTA, 2003).

A apoptose pode também ser iniciada por sinais de estresse intracelular que
resultem em disfuncdo mitocondrial (via intrinseca), tais como lesdo do DNA,
estresse oxidativo e privacao de fatores de crescimento. Na presenca desses sinais
ocorre translocacao de proteinas pré-apoptoticas do citosol para mitocéndria, que
alteram a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa resultando na
liberagdo do citocromo c, presente no espaco existente entre a membrana
mitocondrial externa e interna. No citosol, o citocromo ¢ associa-se ao fator ativador
da apoptose 1 (APAF-1) e a pro-caspase 9 para formar um complexo conhecido
como apoptossomo que, por sua vez, ativarq caspases executoras, tal como a

caspase 3 (HENGARTNER, 2000).
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Figura 6: Vias de inducao da apoptose. A via extrinseca (1) é desencadeada por membros da super-
familia de receptores de morte celular (tal como TNFR1 e Fas). Quando os ligantes especificos (TNF-
o e FaslL) se acoplam aos seus receptores, as moléculas individuais do receptor se trimerizam
formando um agregado de cadeias de morte. Este permite que as mesmas se liguem a uma proteina
adaptadora presente no citosol, chamada cadeia de morte associada ao receptor TNF (TRADD) ou ao
Fas (FADD). A ligacao do complexo a pré-caspase 8 resulta na ativagdo dessa enzima por clivagem
proteolitica. A caspase-8 pode entdo, diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3
(efetora). A ativacdo da caspase-8 pode ser bloqueada por um competidor denominado c-FILP que
apresenta homologia estrutural com as caspases porém com o sitio catalitico inativo. A via intrinseca
€ ativada por sinais de estresse intracelular que resultem em disfungéo mitocondrial (tal como danos
no DNA). Ocorre a ativagéo de proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2 (Bax, Bid) que permitem a
liberagao do citocromo ¢ da mitocdndria para o citosol e também de outras proteinas que podem
interferir no processo apoptético tais como SMAC/Diablo, AIF (Fator indutor de apoptose), IAPs
(Proteinas inibidoras de apoptose). No citosol, o citocromo ¢ associa-se com Apaf-1 (Fator ativador de
apoptose 1) e pro-caspase-9, formando apoptossomo que por sua vez ativara a caspase 3. Ambas as
vias de ativagdo da cascata de caspases culminam na clivagem de substratos especificos que levam
a morte celular por apoptose.
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1.5 Apoptose durante a infeccao pela micobactéria

A ocorréncia da apoptose durante a infeccdo pela micobactéria foi
inicialmente demonstrada por Molloy et al. (1994), os quais constataram que a
apoptose, mas nao a necrose, de mondcitos infectados reduzia a viabilidade da
micobactéria, sendo sugerido por Keane et al. (1997) que a apoptose dos
macréfagos poderia favorecer o hospedeiro por privar o patdégeno de seu refugio
intracelular. A apoptose também impede a propagacdao da micobactéria por
sequestrar e reter o patégeno dentro dos corpos apoptoticos (FRATAZZI et al.,
1999). Além disso, macréfagos apoptoéticos infectados podem ser fagocitados por
macréfagos nao infectados que, por sua vez, conseguem eliminar a micobactéria
intracelular considerando que a ingestdo dos bacilos contidos nos corpos
apoptoticos resulta em aumento do efeito microbicida (FRATAZZI et al., 1997).

Keane et al. (2000) em estudo in vitro com macréfagos alveolares humanos,
testaram um painel de cepas de Mycobacterium de diferentes viruléncias e
constataram que cepas virulentas tais como M. tuberculosis H37Rv e M. bovis
selvagem induzem, significativamente, menos apoptose do que as cepas atenuadas
M. tuberculosis H37Ra e M. bovis BCG. Verificaram ainda, que o aumento da
apoptose nao foi devido a alta taxa de replicacdo da micobactéria, pois cepas
virulentas cresceram mais rapidamente do que cepas atenuadas, apesar de
causarem menos apoptose nos macrofagos. Sugeriram, entdo, que a inibicdo da
apoptose das células do hospedeiro é um fator de viruléncia associado a
micobactéria, e que a apoptose dos macréfagos contribui para a imunidade na

tuberculose.
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A capacidade das cepas virulentas de inibir a apoptose dos macréfagos
alveolares pode, razoavelmente, ser relacionada a preservacdo de um ambiente
intracelular de suporte para o crescimento da bactéria. Inibindo a apoptose dos
macréfagos, a micobactéria também evita seu aprisionamento nos corpos
apoptoéticos, que sao submetidos a fagocitose secundaria por novas células
mononucleares recrutadas e consequentemente a um processamento microbicida
mais efetivo (FRATAZZI et al., 1997; KEANE et al., 2000).

Zhang et al. (2005), trabalhando com macréfagos J774 infectados com
M. tuberculosis virulento (H37Rv) e atenuado (H37Ra), também constataram que a
cepa virulenta induziu menos apoptose do que a cepa atenuada. Verificaram ainda,
que bacilos da cepa virulenta foram liberados no sobrenadante da cultura em taxas
maiores do que bacilos da cepa atenuada, sendo este fato simultaneamente
acompanhado por aumento da necrose das células infectadas. Sugeriram entao, que
o crescimento mais eficiente dos bacilos da cepa virulenta pode ser melhor
relacionado com a necrose do que com a apoptose, pois a necrose dos macréfagos
infectados nao elimina a micobactéria e ainda possibilita sua liberacdo para o meio
extracelular.

Outro fator que parece influenciar na morte celular dos macréfagos infectados
€ a carga bacilar. Lee et al. (2006), avaliando, in vitro, o efeito da alta carga
intracelular de M. tuberculosis na viabilidade dos macréfagos, verificaram que a
apoptose em alto MOI (>25 bacilos/macr6fago) difere notadamente da apoptose em
baixo MOI (5-10 bacilos/macréfago), uma vez que é TNF-o independente e
potencialmente induzida pelo M. tuberculosis virulento. Além disso, constataram que

a apoptose em alto MOI, progride rapidamente para necrose e nao reduz a
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viabilidade da micobactéria e, portanto, pode constituir um mecanismo para que a
bactéria escape da célula hospedeira.

Além de seu papel na imunidade inata, a apoptose de macréfagos infectados
também parece contribuir para o desenvolvimento da imunidade especifica contra a
micobactéria, através da apresentacao de antigenos. Conforme ja mencionado, apés
a infeccao do macrofago, a micobactéria inibe a fusdo fagolisossomal, sobrevivendo
no interior do fagossomo. Este ambiente, além de proteger o patégeno dos
mecanismos efetores do hospedeiro, afasta seus antigenos das vias de
processamento, 0 que consequentemente prejudica a ativacdo de células T
(SCHAIBLE et al., 2003).

Entretanto, Schaible et al. (2003) demonstraram que ao entrar em apoptose,
macréfagos infectados com a micobactéria, liberam corpos apoptéticos contendo
antigenos micobacterianos (proteinas e lipideos). Essas vesiculas apoptéticas sao
entdo fagocitadas por APCs néo infectadas, incluindo células dendriticas, e dentro
dessas APCs profissionais os antigenos sado processados e subsequentemente
apresentados via MHC |, possibilitando, através de um mecanismo de apresentacao
cruzada, a ativacdo de células T CD8*. Constataram ainda que a inibicdo da
apoptose dos macroéfagos infectados, com o inibidor de caspases (ZVAD-fmk),
reduzia a transferéncia de antigenos para as células apresentadoras, bem como a
ativacdo de células T CD8*. Sugeriram entdo, que a apoptose dos macréfagos
infectados constitui uma via alternativa para a ativagdo de células T CD8" contra a

micobactéria intracelular (SHAIBLE et al., 2003).
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Embora as células T CD8" possam contribuir na protecdo contra a
micobactéria, sdo as células T CD4" que desempenham papel critico na imunidade
contra este patégeno, o que é confirmado pela grande susceptibilidade de individuos
HIV positivos ao M. tuberculosis (SELWIN et al.,1989). A diferenciacao das células T
CD4" para o fendtipo Th1 é essencial para que ocorra essa protecao (FAIRBAN,
2004; RAJA, 2004).

Yrlid et al. (2000) observaram, in vitro, que na infecgdo com Salmonela
typhimurium, antigenos desta bactéria, derivados de macréfagos infectados que
sofreram apoptose, foram apresentados associados a moléculas MHC-I e MHC-II
apos internalizacao dos macréfagos apoptéticos por células dendriticas. Portanto, é
possivel que na infeccdo com a micobactéria, a apresentagdo cruzada de antigenos
micobacterianos derivados dos macréfagos apoptoticos, também possa contribuir
para a ativagdo das células TCD4" naives através da apresentacdo de antigenos via
MHC-II por células dendriticas. Para que células TCD4" naives se diferenciem para o
fenétipo Th1, protetor na tuberculose, € necessario, além da apresentacdo de
antigenos, a estimulacao pela citocina IL-12 que é produzida por APC’s.

Alguns estudos tém destacado o papel das citocinas Fator de Necrose
Tumoral o (TNF-o) e Interleucina 10 (IL-10), e das proteinas da familia Bcl-2 na
modulacdo da apoptose durante a infeccdo pela micobactéria (KLINGLER et al.,
1997; ROJAS et al., 1999; SLY et al., 2003).

As citocinas TNF-a e IL-10 possuem efeitos opostos nas muitas funcdes dos
macréfagos, inclusive durante a infeccao por micobactérias, onde o TNF-a parece
estar associado com a atividade micobactericida do macréfago enquanto a IL-10
atua inibindo as funcdes dos macréfagos. Em relacdo a apoptose induzida pela

infeccao, tem sido observado que o TNF-a e a IL-10 também apresentam papéis
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antagdnicos (ROJAS et al, 1999). O TNF-a atuaria como promotor da apoptose,
sendo que a sua producao parece ser necessaria para a inducao da apoptose dos
macréfagos alveolares infectados com a micobactéria (KEANE et al., 1997; SPIRA et
al., 2003). Como anteriormente destacado, a transdugdo de sinais através do
receptor TNFR1 pode induzir a ativagdo de caspases, as quais sdo mediadoras da
apoptose. Além disso, o TNF-a também aumenta a sintese de 6xido nitrico (NO) em
diferentes células e esta molécula pode estar associada com a inducéao de dano ao
DNA e apoptose (MACMICKING et al., 1997; CHAN et al., 2001). A citocina IL-10,
por sua vez, possui efeito anti-apoptético e parece atuar principalmente na inibicao
do TNF-a. (BALCEWICZ-SABLINSKA et al.,1999).

Rojas et al. (1999) estudando o efeito da infeccdo pela micobactéria em
macréfagos resistentes (B10R) e macréfagos susceptiveis (B10S), constataram que
macréfagos resistentes foram mais propensos a sofrer apoptose do que o0s
susceptiveis, apos a infeccdo com a cepa virulenta. Esta apoptose foi associada com
altos niveis de producdo de Oxido Nitrico (NO) pelos macréfagos resistentes.
Verificaram ainda, que macrofagos resistentes produziram mais TNF-o apés a
infeccao, e que macrofagos susceptiveis produziram mais IL-10. O bloqueio do efeito
do TNF-a com anti-TNF inibiu a apoptose e reduziu a ativacdo de caspase-1, bem
como, a producao do NO, e ainda, aumentou a expressao de Bcl-2. Ja o tratamento
com anti-IL-10 aumentou a apoptose e a ativacdo da caspase 1 e reduziu a
expressao de Bcl-2.

Essas observacbes sugerem que alteragcdes no balanco de TNF-a e IL-10
podem influenciar tanto nas fungbes efetoras e acessérias dos macréfagos como na
inducdo da apoptose ou sobrevida da célula, influenciando consequentemente na

susceptibilidade do hospedeiro a infeccao.
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Outro mecanismo que pode estar envolvido na modulacdo da apoptose
durante a infeccdo com a micobactéria, é a regulacdo da expressao de proteinas da
familia Bcl-2 (KLINGLER et al., 1997; SLY et al., 2003). As proteinas da familia Bcl-2
constituem um grupo de reguladores apoptéticos que podem tanto inibir como
promover a apoptose. A regulagdo exercida por essas proteinas ocorre,
basicamente, a nivel mitocondrial, uma vez que a mitocondria guarda no espaco
intermembranoso elementos, tais como o citocromo c, capazes de deflagrar o
processo apoptotico (ARDJOMANDE-LUCKEN e MARTINOU, 2005).

Os membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2, localizam-se principalmente na
membrana mitocondrial e inibem a morte da célula atuando na manutencdo da
integridade da mitocondria e na regulacao da permeabilidade de sua membrana a
pequenas moléculas pré-apoptoticas (AMARANTE MENDES e GREEN, 1999). Ja
os membros pré-apoptoéticos, sdo normalmente encontrados no citosol e quando
ativados, translocam-se para a mitocdndria e alteram a permeabilidade de sua
membrana, permitindo o extravasamento das proteinas pré-apoptéticas (PAROLIN e
REASON, 2001; DLUGOSZ et al., 2006).

Estudos recentes tém demonstrado o aumento de expresséo da proteina anti-
apoptoética Bcl-2 em macrofagos infectados com cepas virulentas de micobactéria,
bem como, a reducdo dessa proteina em macrofagos infectados com cepas
atenuadas, sendo que o nivel de Bcl-2 nas células infectadas parece estar
diretamente relacionado com a maior viruléncia da cepa. Por outro lado, tem sido
verificada a reducao da proteina pré-apoptoética Bax em macréfagos infectados com
cepas virulenta ou hipervirulenta de M. tuberculosis (MOGGA et al, 2002;

DANELISHVILI et al., 2003; ZHANG et al., 2005; RIOS-BARRERA et al., 20086).
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Enfim, os mecanismos envolvidos na modulagédo da apoptose dos macréfagos
durante a infeccao pela micobactéria sdo complexos, e parecem incluir tanto sinais
de inducao como sinais de inibicao da apoptose da célula hospedeira. Muitos
investigadores tém focado sua atencdo para tentar elucidar essas questdes.
Entretanto, a maioria dos estudos avaliando a importancia da apoptose dos
macréfagos durante a infecgdo pela micobactéria foram feitos in vitro (RIOS-
BARRERA et al., 2006), permanecendo a duvida de qual a relevancia da modulacao
da apoptose dos macréfagos para o ciclo de replicacdo e disseminacdo da
micobactéria e as conseqiiéncias dessa modulacdo na resposta imune inata e
adaptativa. Neste trabalho foi avaliado a influéncia da viruléncia e da carga
bacteriana na ocorréncia e modulacao da apoptose dos macréfagos durante a fase
inicial da infeccao pulmonar experimental por M. bovis em camundongos, bem como,
a sua contribuicdo no desenvolvimento da resposta imune especifica contra a

micobactéria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar, in vivo, a freqiiéncia e a modulacdo da apoptose dos macréfagos
alveolares, durante a fase inicial da infeccao pulmonar experimental pelas cepas

virulenta e atenuada de Mycobacterium bovis.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia da viruléncia da cepa de Mycobacterium bovis e da carga

bacteriana na frequéncia da apoptose dos macréfagos.

e Avaliar o papel das citocinas TNF-a, IL-10 e da proteina anti-apoptética Bcl-2 na
inducao/inibicdo da apoptose dos macréfagos, durante a infeccdo dos

camundongos com as cepas virulenta e atenuada de M. bovis.

e Avaliar a contribuicao da apoptose dos macréfagos para o desenvolvimento da

imunidade especifica contra a micobactéria.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, machos, 8-
10 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducao (CBR-UFJF). Os animais foram mantidos no setor de experimentagao
do Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF dentro de microisoladores
acondicionados em estantes ventiladas (Alesco, Monte Mor, SP - Brasil) e
receberam racado e agua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com o0s principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA e foram aprovados pelo Comité de Etica de

Experimentacao Animal da UFJF, através do protocolo n® 019/2006-CEA.

3.2 Bactérias

Foram utilizadas duas cepas de Mycobacterium bovis de diferentes
viruléncias: 1) Cepa atenuada: M. bovis Bacilo Calmette-Guérin (BCG) (subcepa
Moreau), gentilmente cedida pela Fundacao Ataupho de Paiva e 2) Cepa Virulenta:
M. bovis tipo selvagem (ATCC 19274), gentilmente cedida pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS/Fiocruz/RJ). Ambas as cepas foram
cultivadas em meio Lowenstein-Jensen (DIFCO Laboratories, Detroit, MI - USA) por
21 dias. Apos este periodo, as coldnias foram coletadas, agitadas vigorosamente por
5 minutos em tubo contendo pérolas de vidro estéreis e ressuspendidas em PBS
estéril (Phosphate-Buffered Saline). A concentracdo da suspensao bacteriana foi

ajustada para 1 x 10°ou 1 x 10’ bactérias em 50 pl de PBS usando a escala padrdo
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de McFarland. A viabilidade do inéculo foi determinada através de diluicao da

suspensao e plagueamento em meio Lowenstein-Jensen.

3.3 Infeccao por via intratraqueal

Para cada experimento, os camundongos foram divididos em 5 grupos com 6
animais cada. As cepas atenuada e virulenta de M. bovis, foram administradas sob
duas cargas bacterianas 1x10° (baixa carga) ou 1x10’ (alta carga) (BEKKER, et al.,
2000). Animais controles foram inoculados apenas com PBS. Portanto, foram
constituidos o0s seguintes grupos:

e cepa atenuada/baixa carga
e cepa atenuada/alta carga

e cepa virulenta/baixa carga
e cepa virulenta/alta carga

e controle

Para estabelecimento da infeccao pulmonar, a micobactéria foi injetada por
via intratraqueal de acordo com Soares et al. (2003). Os animais foram anestesiados
por via intraperitoneal com 0,2 ml de solugado anestésica contendo 0,9% NaCl, 2%
xilazina e 5% ketamina. A traquéia foi exposta através de uma pequena incisdo na
pele e um total de 1 x 10° ou 1 x 107 bacilos em 50 ul de PBS foram injetados
usando uma microsseringa de 50 ul. A incisdo na pele foi fechada com linha
cirirgica e os camundongos foram mantidos em posicao vertical até o término do
efeito da anestesia. Animais infectados foram colocados em gaiolas com
microisoladores. Camundongos controles foram submetidos aos mesmos

procedimentos recebendo como inoculo apenas 50 ul de PBS.
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3.4 Obtencao de células pulmonares

Trés animais de cada grupo foram sacrificados no 3° e no 7° dias apés a
infeccao, por superdose de anestesia (0.9% NaCl, 2% xilazina, 5% ketamina). Os
pulmdes foram entao perfundidos por infusdo de 10 ml de PBS através do ventriculo
direito do coracdo, a fim de minimizar a contaminacdo por sangue. Os pulmdes
perfundidos foram assepticamente removidos e divididos de acordo com o0s
diferentes objetivos. O l6bulo esquerdo do pulmao foi colocado em placa de Petri
contendo meio RPMI-1640 (Sigma) contendo 10% SFB e mantidos no gelo. Logo
apos, foi cortado em pequenos pedacos com auxilio de um bisturi e incubado a 37°C
por 40 minutos em 5 ml de RPMI contendo 2,5 mg/ml de colagenase tipo | (Gibco).
Apés o periodo de incubagéo, a acao da enzima foi interrompida pela adicao de 10
ml de RPMI. A suspensao contendo o pulméao digerido foi filtrada através de uma
tela de nylon de 70 um (BD), sendo entédo transferido para um tubo plastico cénico
de 50 ml. A suspenséo celular foi entdo lavada e centrifugada a 1200 rpm/min por 10
min. Para lisar as hemacias contaminantes, as células foram ressuspendidas em 1
ml de tampao de lise contendo NH,CI 0,16 M e Tris-HCI 0,17 M pH 7,2 (9:1) e
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Logo apds, as células foram
lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em RPMI e mantidas no gelo. A contagem

de células viaveis do pulmao foi feita pelo método de exclusédo por azul de Trypan.
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3.5 Avaliacao do crescimento e disseminacao da bactéria

As micobactérias sdo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), o que significa
que durante os procedimentos de coloracao pela fucsina, ndo se deixam descorar
por uma mistura de alcool e 4cido cloridrico. Esta propriedade parece ocorrer devido
a firme fixacao da fucsina a certos lipideos da parede. O método para se verificar se
uma bactéria € um BAAR ¢é o de Ziehl-Neelsen. Este método consiste em se tratar o
esfregaco por fucsina e, em seguida por uma mistura de &alcool (97%) e &cido
cloridrico (3%). Depois de lavado com agua, o esfregaco é corado com azul de
metileno. As bactérias que retém a fucsina (BAAR) adquirem a cor deste corante
(vermelho), e as demais estruturas celulares se coram pelo azul de metileno.

Como alternativa para mensurar o crescimento e a disseminacdo da
micobactéria, realizou-se a coloragdo de Ziehl-Neelsen em laminas preparadas por
citocentrifugacdo das células pulmonares obtidas pela digestdo enzimatica. O
namero de macréfagos contendo a micobactéria de um total de 100 macréfagos por
amostra foi registrado e o numero de bacilos em cada macrofago infectado foi
pontuado em 1 a 5 bacilos/macréfago, 5 a 10 bacilos/macréfago e >10
bacilos/macrofago. A partir desses dados, a porcentagem de macréfagos infectados
e a porcentagem de macréfagos infectados com os diferentes numeros de bacilos
por célula foram calculados. A ocorréncia de disseminag&o da bactéria entre 0 3° e 0
7° dias foi verificada com base na alteracdo da porcentagem de macréfagos

infectados entre os dois pontos (ZHANG, et al., 1998).
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3.6 Analise da apoptose de macréfagos

Para avaliar a freqiéncia da apoptose dos macréfagos no pulmao dos
camundongos infectados e controles, foi utilizada a técnica de detecgdo com
Anexina-V, que permite identificar as células apoptéticas com base na exposicao da
fosfatidilserina. A fosfatidilserina € um aminofosfolipideo normalmente presente no
folheto interno da membrana plasmatica que altera seu posicionamento, sendo
exposto no folheto externo da membrana, logo no inicio da cascata apoptética
(MARTIN et al., 1995). A Anexina-V, por sua vez, é uma proteina de 35 kDa com alta
afinidade pela fosfatidilserina. A exposicdo da fosfatidilserina ocorre tanto nos
estagios iniciais da apoptose como nas células em necrose. O que torna possivel a
diferenciacao entre esses dois processos € a reagao entre o iodeto de propideo (PI)
e 0 DNA nuclear, que ocorrera de acordo com o estado de integridade da membrana
plasmatica. O Pl € um corante fluorescente que cora DNA e ndo cruza a membrana
plasmatica de células vidveis ou nos estagios iniciais da apoptose, pois nestas
células a integridade da membrana plasmatica € mantida. Em células necréticas,
ocorre a perda da integridade da membrana, que se torna permeavel, permitindo
assim a entrada do Pl e sua reacdo com o DNA nuclear.

Através do uso do citbmetro de fluxo com analise bivariada, € possivel avaliar
simultaneamente as diferentes populag¢des de células: aquelas coradas com Anexina
V marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), que mostra fluorescéncia verde
e aquelas coradas com iodeto de propideo (Pl), que possuem fluorescéncia

vermelha. Assim, identificam-se trés populagdes celulares distintas: as células

vidveis (ANEX V/PI), as células apoptéticas (ANEX V'/PI) e as células necréticas

(ANEX V*/PI*).
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Apébs 3 e 7 dias de infeccdo, as células pulmonares obtidas por digestao
enzimatica, como anteriormente descrito, foram lavadas com 500 ul de solucao
tampao de Anexina (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1,8 mM
CaCl,) e posteriormente ressuspendidas em 100 ul de tampao Anexina contendo
Anexina-V FT° a uma concentracao final de 1:500. A solucéo foi agitada suavemente
e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apds este periodo,
foram adicionados em cada tubo, 400ul de solugdo tampao Anexina e 40 pl
(100ug/ml) de Pl. As amostras foram entdo mantidas no gelo e imediatamente
analisadas em citbmetro de fluxo (FacScalibur-BD). Para a populagdo controle,
foram utilizadas células ndao marcadas (autofluorescéncia), células marcadas

V FITC ¢ células marcadas somente com PI. Foram adquiridas

somente com Anexina-
50.000 eventos para a analise.

A populagdo de macréfagos foi selecionada segundo suas caracteristicas de
tamanho (FSC = Foward Scatter) e granulosidade (SSC = Side Scatter) (Fig. 7A). Dot

plot Anexina-V e Pl desta populacao foram gerados e a porcentagem de macrofagos

apoptoticos (Anexina V*/ PI') foi determinada (Fig. 7B).
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Figura 7: Andlise da apoptose por citometria de fluxo. (A) Dot plot FSC/SSC das células pulmonares. A
regido R1 representa a populagdo de macrofagos. (B) Dot plot AnexinaV/Pl da regidao R1 (macro6fagos).
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3.7 Determinacao da concentracao de citocinas no pulmao

Para avaliar a correlacdo entre a apoptose e as citocinas produzidas no
pulmao durante a infeccao pelo Mycobacterium bovis, foi realizada a dosagem da
concentracdo de TNF-a, IL-10 e IL-12p40 no pulmado dos animais infectados e
controles, usando o método de ELISA de acordo com as instru¢des fornecidas pelo
fabricante (BD OptEIA, CA, USA) e conforme a técnica descrita em Soares et al.
(2003). O lébulo apical e o Il6bulo cardiaco do pulmdo foram coletados e
armazenados a -20°C. Posteriormente, as amostras foram descongeladas e 100 mg
de pulmdo de cada animal foram homogeneizados em 1 ml de PBS-Tween 20
(0,05%) contendo antiproteases (0,1 mM PMSF, 0.1 mM cloreto de benzeténio, 10
mM EDTA e 20 Kl aprotinina A). As amostras foram entdo centrifugadas por 10
minutos a 3000 x g e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para
posterior detec¢ao das citocinas através da técnica de ELISA de captura, descrita a
sequir.

Placas de ELISA (NUNC) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura,
anti-TNF, anti-IL-10 ou anti-IL-12p40, diluidos em tampéao fosfato pH 6.5 segundo as
normas do fabricante (BD OptEIA, CA, USA), e incubadas por 18h a 4°C. Apds este
periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e
os sitios inespecificos foram blogueados com PBS contendo 10% SFB, por 1 hora.
Novamente, as placas foram lavadas em PBST e as amostras de homogeneizados
de pulmao, diluidas na razdo de 1:5, foram adicionadas e incubadas por 18h a 4°C.
Terminada a incubacéo as placas foram lavadas. Em seguida o complexo detector
formado pelo anticorpo de deteccédo biotinilado mais o conjugado estreptavidina-

peroxidase foi adicionado e as placas incubadas por mais 1 hora a temperatura



35

ambiente. Apds lavagens adicionais, a reagao foi revelada pela adicdo da solucao
substrato contendo TMB e peréxido de hidrogénio. A reacao foi interrompida com
acido sulfurico 1M e a leitura foi realizada em leitor de placas (SPECTRAMAX 190,
Molecular Devices, USA) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a
partir das curvas-padrdo, obtidas pelas diferentes concentracbes das citocinas

recombinantes.

3.8 Deteccao imunohistoquimica da proteina anti-apoptética Bcl-2

Para investigar o envolvimento da proteina anti-apoptética Bcl-2 na
modulacdo da apoptose dos macrofagos alveolares, durante a infec¢cdo pelo
Mycobacterium bovis, foi realizada deteccao imunohistoquimica dessa proteina no
pulmao dos animais infectados e controles. O Iébulo diafragméatico do pulmé&o de
cada animal foi fixado em solucao de formol tamponado 10% por 24 horas. Apds 0s
procedimentos rotineiros para inclusdo em parafina, foram obtidos cortes de 4um de
espessura, 0s quais foram capturados em laminas silanizadas e submetidos ao
procedimento imunohistoquimico pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase
conforme descrito nas etapas a seguir: (1) desparafinizacao e rehidradratacdo dos
cortes de pulmao; (2) recuperacao antigénica em forno de microondas utilizando
tampéo citrato 10mM, pH 6,0 por 2 ciclos de 9 minutos (3) bloqueio da peroxidase
endogena com H.O» 3% por 10 minutos; (4) bloqueio de reacdes inespecificas pela
incubagdo com PBS/BSA 2% (5) incubacao com anticorpo primario policlonal coelho
anti-Bcl-2/camundongo (BD Biosciences Pharmigen) na diluicdo 1:1000 por 18h a
4°C em camara umida; (6) incubacao com anticorpo secundario biotinilado cabra

anti-coelho (BD Biosciences Pharmigen) na diluicdo 1:200 por 30 minutos; (7)
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incubagdo com o complexo estreptavidina-peroxidase por 30 minutos a temperatura
ambiente; (8) revelacdo utilizando-se o substrato cromégeno diaminobenzidina
(DAB) por 2 a 5 minutos; (9) contracoloracdo com Hematoxilina de Harris e (10)
desidratacdo e montagem das laminas.

Para quantificacdo dos macréfagos alveolares expressando a proteina anti-
apoptoética Bcl-2, foram analisados cinco campos aleatérios (aumento x400) do
pulmdo de cada animal. Considerou-se marcacao positiva a coloracao distinta em
marrom (coloracdo com DAB) no citoplasma celular em contraposicao ao azul/violeta
da contracoloracao (coloragdo com hematoxilina). Os macréfagos positivos para Bcl-
2 (citoplasma fortemente corado de marrom) e negativos (citoplasma azul) foram
contados manualmente e os dados expressos em porcentagem de macréfagos

positivos para Bcl-2.

3.9 Analise estatistica

Os resultados aqui apresentados representam pelo menos dois experimentos
independentes e foram expressos como média + SEM. As variaveis numéricas foram
avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de D’Agostino & Pearson
para distribuicAo gaussiana dos dados. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para determinacédo das diferencas significativas entre os grupos de
camundongos, com nivel de significancia menor que 5% (p<0,05). Para todas as

analises foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.00.
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4 RESULTADOS

4.1 Multiplicacao e disseminacao da micobactéria em macroéfagos alveolares

Para avaliar a multiplicacdo e disseminacao da micobactéria, as células
pulmonares obtidas por digestao enzimatica foram citocentrifugadas e coradas pelo
método de Ziehl-Nielsen, e a porcentagem de macréfagos infectados com diferentes
nuameros de micobactéria foram calculados no 3¢ e 7° dias ap6s a infeccéo.

Na infeccdo com a cepa virulenta observou-se que no 3° dia a porcentagem
de macro6fagos infectados foi semelhante tanto na infeccdo com baixa carga como
na infeccdo com alta carga (Tabela 1). Em ambas as condi¢des de carga bacteriana,
a maioria dos macréfagos infectados continham menos de 5 bacilos (Fig. 8A).
Entretanto, a porcentagem de macro6fagos infectados com mais de 5 ou mais de 10

bacilos foi 5 vezes maior na infecgdo com alta carga (Fig. 8A).

Tabela 1: Porcentagem de macréfagos infectados
com a cepa virulenta de M. bovis

Tempo de .
infeccdo Baixa carga Alta carga
3 dias 32 34
7 dias 34 50

No 7°¢ dia de infeccdo com baixa carga, a porcentagem de macrofagos
infectados néo alterou expressivamente, subindo de 32% para 34% (Tabela 1).
Constatou-se ainda que a maioria (84%) dos macréfagos infectados continha de 5 a
10 bacilos (Fig. 8B), indicando que entre o 32 e o 7° dia de infeccdo com baixa carga
da cepa virulenta houve multiplicacao, mas nao disseminacao da micobactéria para

macréfagos adjacentes. Ja& na infeccdo com alta carga, a porcentagem de
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macrofagos infectados, aumentou de 34% para 50% entre o 3% e 0 7° dias de
infeccao (Tabela 1). Além disso, foi observado que a maioria (67%) dos macréfagos
infectados continham mais de 10 bacilos e que 29% dos macrofagos apresentavam
menos de 5 bacilos (Fig. 8B), indicando que entre o0 3% e o 72 dias de infeccdo com
alta carga, além da multiplicacdo ocorreu disseminacao da micobactéria para outros
macréfagos.

Na infeccdo com a cepa atenuada a porcentagem de macroéfagos infectados
foi semelhante em ambas as condicdes de carga bacteriana, tanto no 3° como no 7°
dias de infeccao, ficando em torno de 20% (Tabela 2) e a maioria dos macréfagos
infectados continham um Unico bacilo.

Tabela 2: Porcentagem de macrofagos infectados
com a cepa atenuada de M. bovis

Tempo de .
infeccéo Baixa carga Alta carga
3 dias 19 20

7 dias 18 21
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Figura 8: Numero de bacilos em macrofagos infectados com baixa ou alta carga da cepa
virulenta de M. bovis 3 (A) e 7 (B) dias apds a infeccao. Células pulmonares obtidas por digestédo
enzimatica foram citocentrifugadas e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen. Aproximadamente 100
macréfagos por amostra foram contados e o nimero de bacilos (setas) em cada macréfago infectado
foi pontuado em 1 a 5 bacilos/macréfago (C), 5 a 10 bacilos/macréfago (D) e > 10 bacilos/macrofago
(E). (C, D e E x1000)
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4.2 Efeito da alta e baixa carga bacteriana na inducao da apoptose de

macrofagos pelas cepas virulenta e atenuada de M. bovis.

Para avaliar in vivo a influéncia da viruléncia e da carga bacteriana na
freqiéncia da apoptose dos macréfagos, camundongos foram infectados i.t. com a
cepa virulenta ou com a cepa atenuada de M. bovis, em duas cargas bacterianas
1x10° (baixa carga) e 1x10’ (alta carga). Apds 3 e 7 dias de infeccdo, a porcentagem
de macrofagos alveolares apoptéticos foi determinada por citometria de fluxo.
Observou-se que nos grupos infectados com ambas as cepas de M. bovis ocorreu
um aumento significativo (p<0,05) da apoptose dos macréfagos quando comparado
aos controles nao infectados, tanto no 3° dia como no 7° dia de infec¢gdo com baixa
ou alta carga (Fig. 9).

Ao comparar os grupos infectados, constatou-se que em geral as taxas de
macrofagos apoptéticos foram menores na infeccdo com a cepa virulenta quando
comparado com a cepa atenuada, exceto no 3° dia de infeccdo com baixa carga,
onde a cepa virulenta induziu mais apoptose do que a cepa atenuada, 52% e 37%
respectivamente. Entretanto, no 7° dia, a taxa de macréfagos apoptéticos na
infeccdo com a cepa virulenta reduziu para 25% enquanto que na infec¢cao com a
cepa atenuada aumentou para 56% (Fig. 9).

Analisando o efeito da carga bacilar sobre a apoptose dos macréfagos,
observou-se que no 3° dia de infeccdo com a cepa virulenta, houve reducdo da
apoptose na infeccao com alta carga e inversamente no 7° dia uma maior inibicao foi
observada na infeccdo com baixa carga. Em conjunto esses resultados sugerem que
a inibicdo da apoptose promovida pela cepa virulenta é carga-dependente e pode

estar relacionada com seu ciclo de replicagéao.
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Figura 9: Apoptose de macrofagos alveolares induzida pelo M. bovis 3 e 7 dias apds a infec¢ao
com baixa ou alta carga das cepas atenuada e virulenta de M. bovis. Células pulmonares de
camundongos BALB/c infectados com baixa (105) ou alta (107) carga de micobactéria atenuada (M.
bovis BCG) e virulenta (M.bovis tipo selvagem) foram obtidas por digestdo enzimatica e marcadas
com Anexina-V e iodeto de propideo (Pl) para andlise através de citometria de fluxo. Macréfagos
foram selecionados com base em suas caracteristicas de tamanho e granulosidade. Dot plots
Anexina V/Pl destas populagbes de macréfagos foram gerados. Células plotadas no quadrante
inferior esquerdo (Anexina V/PI) sdo viaveis, no quadrante inferior direito (Anexina V*/PI) sdo
apoptéticas e células no quadrante superior direito (Anexina V*/PI*) sdo necréticas. (A) Cada barra
representa a media aritmética £ SEM de 6 camundongos e os resultados sao representativos de dois
diferentes experimentos. * infectado x controle, ** cepa atenuada x cepa virulenta, p<0,05. (B) Dot
plots de amostras representativas sdo mostrados.



42

4.3 Producao de TNF-a e IL-10 no pulmao, apds infeccao com cepas virulenta e

atenuada de M. bovis

A fim de avaliar a participacdo das citocinas TNF-oo e IL-10 na
inducao/inibicdo da apoptose durante a infeccdo pela micobactéria, foi realizada a
dosagem dessas citocinas em homogeneizado do tecido pulmonar. Como mostra a
figura 10A, a producao de TNF-a aumentou significativamente (p<0,05) apés a
infeccdo com as cepas atenuada e virulenta de M. bovis. No 3° dia de infeccdo com
baixa carga a cepa virulenta induziu significativamente mais TNF-o. do que a cepa
atenuada. Inversamente, no 7° dia de infeccdo com baixa carga, a cepa virulenta
induziu significativamente menos TNF-a do que a cepa atenuada.

Em relacdo a producédo de IL-10, observou-se um aumento expressivo na
producédo dessa citocina somente na infeccdo com a cepa virulenta, enquanto que
na infeccdo com a cepa atenuada o nivel de IL-10 permaneceu proximo ao do
controle n&o infectado (Fig. 10B).

Ao correlacionar a producdo de TNF-a e IL-10 (Fig. 10) com as taxas de
apoptose observadas no 3% e 7° dia de infeccao (Fig. 9), foi constatado que, na
infeccdo com a cepa atenuada, ocorreu aumento significativo de TNF-a mas nao de
IL-10 e altos indices apoptoticos foram observados. Ja na infeccdo com a cepa
virulenta, embora tenha ocorrido aumento significativo de ambas as citocinas,
observou-se reducdo dos indices apoptoéticos nos pontos onde foram registrados

altos niveis de IL-10 e niveis menores de TNF-a.
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Figura 10: Producao de TNF-o (A) e IL-10 (B) apos 3 e 7 dias de infeccdo com baixa ou alta
carga das cepas atenuada e virulenta de M. bovis. As citocinas TNF-a e IL-10 em homogeneizado
do pulméao de camundongos infectados e controles foram mensuradas pelo método de ELISA. Cada
barra representa a media aritmética + SEM de 6 camundongos e os resultados sao representativos de
dois diferentes experimentos. * infectado x controle, ** cepa atenuada x cepa virulenta, p < 0,05.
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4.4 Aumento da expressao de Bcl-2 na infeccao com a cepa virulenta de M.

bovis

A expressao da proteina anti-apoptética Bcl-2 em macréfagos, foi avaliada no
pulméo dos animais infectados e controles através de imunohistoquimica, a fim de
investigar a participacdo dessa proteina na regulacdo da apoptose induzida pelo
M. bovis. Observou-se que a expressao de Bcl-2 ndo foi alterada apds a infecgcéo
com a cepa atenuada, mas aumentou significativamente na infeccdo com a cepa
virulenta no 3° dia de infeccdo com alta carga e no 7° dia de infeccdo com baixa
carga (Fig. 11). E interessante notar que, na infecgdo com a cepa virulenta, os niveis
de Bcl-2 foram maiores nos pontos nos quais foram registrados niveis elevados de
IL-10, sugerindo uma possivel influéncia dessa citocina na expressao dessa proteina

anti-apoptética.
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Figura 11: Expressao de Bcl-2 em macrofagos do pulmdao de camundongos controles e
infectados com baixa ou alta carga das cepas atenuada e virulenta de M. bovis apés 3 e 7 dias
de infeccdo. A expressdo de Bcl-2 em macrofagos alveolares foi avaliada através de
imunohistoquimica. (A) Cada barra representa a media aritmética + SEM de 6 camundongos e 0s
resultados sdo representativos de dois diferentes experimentos. * p<0,05. Imunohistoquimica para
Bcl-2 em secgdes representativas do pulmao de camundongos controles (B) e infectados (C e D).
Macréfago negativo (ponta de seta) e macréfagos positivos (seta) para Bcl-2 séo facilmente
detectados no tecido pulmonar (X1000).
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4.5 Producao de IL-12 apés a infeccao com a cepa virulenta e atenuada de

M. bovis

Estudos prévios, in vitro, mostraram que vesiculas apoptéticas de macréfagos
infectados com a micobactéria estimulam a producdo de IL-12 por células
dendriticas (WINAU et al., 2006). Portanto, a seguir foi realizada a dosagem de IL-
12p40 no pulmao dos camundongos infectados e controles.

A infeccdo com a cepa atenuada nao elevou significativamente os niveis de
IL-12. Entretanto, na infeccdo com a cepa virulenta registrou-se aumento significativo
na produgao dessa citocina, exceto no 72 dia de infecgdo com baixa carga (Fig. 12).
E interessante notar que na infecgdo com a cepa virulenta, a producédo de IL-12 foi

maior nos pontos onde foram registrados altos indices de apoptose de macréfagos e

menor nos pontos onde os indices apoptéticos foram mais baixos.
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Figura 12: Producao de IL-12 apos 3 e 7 dias de infeccao com baixa ou alta carga das cepas
atenuada e virulenta de M. bovis. A citocina IL-12 em homogeneizado do pulm&o de camundongos
infectados e controles foi mensurada pelo método de ELISA. Cada barra representa a media
aritmética £+ SEM de 6 camundongos e os resultados sao representativos de dois diferentes
experimentos. * p < 0,05
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foi investigada, in vivo, a influéncia da viruléncia do
Mpycobacterium bovis e da carga bacteriana sobre a inducdo da apoptose de
macréfagos do pulmao e sua correlagdo com os niveis in situ das citocinas TNF-q,
IL-10 e IL-12 e da proteina anti-apoptotica Bcl-2.

Foi observado um aumento da apoptose de macréfagos no pulmao dos
animais infectados em relacdo aos controles ndo infectados, indicando que a
infeccdo com o M. bovis constitui um estimulo para indu¢cdo da apoptose dos
macréfagos. Recentes estudos sugerem que este mecanismo de morte celular pode
contribuir na defesa do hospedeiro, uma vez que a apoptose do macréfago infectado
significa a perda do ambiente de protecao e replicacdo da micobactéria (KEANE et
al., 2000; RIOS-BARRERA et al., 2006). Foi constatado in vitro que a apoptose, mas
nao a necrose, de macréfagos infectados reduz a viabilidade da micobactéria e limita
seu o crescimento (MOLQY et al., 1994; ZHANG et al., 2005). Além disso, impede a
disseminagdo da infeccdo por sequestrar e reter o bacilo dentro dos corpos
apoptéticos que sdo ingeridos por fagécitos nao infectados e assim eliminados
(FRATAZZI et al., 1999).

Constatou-se in vivo que a cepa virulenta induziu menos apoptose de
macréfagos do que a cepa atenuada, confirmando a capacidade de inibicdo da
apoptose dos macréfagos infectados como fator de viruléncia associado ao
Mycobacterium (KEANE et al., 2000; ZHANG et al., 2005). Adicionalmente, foi
verificado pela primeira vez in vivo que essa modulacdo da apoptose promovida pela

cepa virulenta foi carga-dependente, visto que, nos diferentes tempos de infeccéao
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avaliados ocorreu uma variacdo das taxas apoptéticas em funcdo da carga
bacteriana.

Diferentes estudos in vitro forneceram evidéncias de que a carga bacteriana
pode influenciar na apoptose de macrofagos induzida pela micobactéria.
Primeiramente foi relatado que em baixo MOI (5-10 bacilos por macréfago) cepas
virulentas induzem menos apoptose do que cepas atenuadas (KEANE et al., 2000).
Entretanto, posteriormente foi verificado que em alto MOI (> 25 bacilos por
macréfago) a cepa virulenta apresenta igual ou maior citotoxidade do que a cepa
atenuada (LEE et al., 2006). Foi constatado ainda que a apoptose em alto MOlI,
diferente da apoptose em baixo MOI, ndo reduz a viabilidade da micobactéria e
progride rapidamente para necrose, permitindo a liberacdo e disseminacao
extracelular do Mycobacterium virulento no hospedeiro. Lee et al. (2006) sugeriram
entao, que uma vez que a infeccao dos macréfagos foi estabelecida e o crescimento
intracelular 6timo alcancado, a prioridade do M. tuberculosis virulento deve mudar
para favorecer o crescimento extracelular.

Neste estudo, avaliou-se, in vivo, o efeito de duas cargas de bacilos em dois
tempos de infeccao diferentes, o que possibilitou a formulacédo de hipbteses sobre a
relacao entre quantidade de bacilos e a modulacao da apoptose de macréfagos.

Os resultados obtidos sugerem que a inibicdo ou inducdo da apoptose do
macréfago promovido pela cepa virulenta pode refletir suas necessidades de
crescimento intracelular e saida da célula hospedeira durante a fase de replicacao e
disseminacgao inicial no hospedeiro, sendo essa inibicdo ou inducdo da apoptose
estritamente dependente do nimero de bactérias no interior da célula. Assim, no 3°
dia de infeccdo com baixa carga, constatou-se que a maioria dos macrofagos

estavam infectados com menos de 5 bacilos e ndo foi observada inibicdo da
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apoptose pela cepa virulenta, possivelmente, porque nesta condicdo, o numero de
bacilos no interior do macréfago ainda era insuficiente para promover 0 mecanismo
de inibicdo. Entretanto, neste mesmo dia, na infeccdo com alta carga, onde a
porcentagem de macréfagos infectados com mais bacilos foi maior, ja se observa
uma reducao da apoptose dos macrofagos. No 7° dia de infeccdo com baixa carga
foi observada maior inibicAdo da apoptose e a predominancia de macréfagos
infectados com 5 a 10 bacilos, sugerindo que este seria um momento onde estaria
ocorrendo grande replicagcdo da bactéria e portanto a necessidade de prolongar a
viabilidade da célula hospedeira. Em contraste, na infeccdo com alta carga, a
maioria dos macréfagos infectados continham mais de 10 bacilos, nuamero
provavelmente suficiente para promover a disseminagdo da bactéria para outros
macréfagos. Neste caso, € possivel que os mecanismos de inibicdo da apoptose,
atuantes quando a carga intracelular ainda é baixa, sdo cessados, o que explicaria o
aumento das taxas apoptoticas, e conforme demonstrado por Lee et al. (2006) a
ocorréncia de necrose secundaria favoreceria a saida da bactéria da célula
hospedeira.

Portanto, é provavel que durante a fase inicial da infeccao pelo M. bovis
virulento, quando a carga bacilar intracelular ainda é baixa, € fundamental para a
micobactéria promover a inibicdo da apoptose dos macréfagos, pois ao manter a
viabilidade dessas células o patdégeno garante o ambiente intracelular para seu
crescimento, que permitira uma replicacdo intracelular mais prolongada. Entretanto,
quando a carga bacilar intracelular torna-se suficientemente alta, o que pode ser
atingido apds um determinado periodo de replicacao, a prioridade do bacilo passa a
ser a disseminacado extracelular. Neste momento, uma morte celular apoptética com

rapida progressdo para necrose serve como um mecanismo de escape da
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micobactéria, ja que na necrose, diferente da apoptose, a integridade da membrana
celular ndo é mantida.

A participacao das citocinas TNF-a e IL-10 na modulagdo da apoptose
induzida pela micobactéria tem sido demonstrada in vitro (ROJAS et al., 1999;
SPIRA et al., 2003; ARCILA et al., 2007). Neste estudo, observou-se in vivo que a
inducdo da apoptose dos macréfagos foi associada a maior producdo de TNF-q,
enquanto a inibicdo foi dependente do aumento da producdo de IL-10. Foi
constatado que sempre que o aumento da producao de TNF-o foi maior do que o de
IL-10, o que ocorreu principalmente nos grupos infectados com a cepa atenuada,
houve uma maior inducao de apoptose. Inversamente quando a producéo de IL-10
aumentou e a de TNF-o reduziu, observou-se uma tendéncia de inibicdo da
apoptose dos macréfagos. A maior inibicdo da apoptose, na infeccado com a cepa
virulenta, ocorreu justamente no ponto onde foi observado aumento significativo de
IL-10, mas ndo de TNF-a. Em conjunto esses resultados reforcam a hipétese de
que o balang¢o na produgdo de TNF-a e IL-10 influencia a inducdo ou inibicdo da
apoptose de macréfagos durante a infeccao pela micobactéria (ROJAS et al., 1999),
sendo que o aumento da producdo de IL-10 promovido pela cepa virulenta, pode
representar um mecanismo chave para promover a inibicdo da apoptose dos
macréfagos.

Consistente com os resultados obtidos neste trabalho, Balcewicz-Sablinska et
al. (1998) constataram, in vitro, que a cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv
induziu maior producéo de IL-10 do que a cepa atenuada H37Ra e que apesar de
ambas as cepas induzirem niveis comparaveis de TNF-a, a bioatividade do TNF-a
foi reduzida na infeccdo com H37Rv. Posteriormente, sugeriu que a IL-10 reduz a

apoptose dos macrofagos através da inibicdo da producao de TNF-a e por induzir a
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liberagdo de sTNFR2, o qual leva a inativagdo do TNF-a (BALCEWICZ-SABLINSKA
et al., 1999). Esses autores verificaram ainda que inibi¢cao significativa da producéo
de TNF-a pela IL-10 produzida endogenamente comecgou 12 horas apds a infeccao
dos macrofagos, possivelmente porque a producdo de IL-10 inicia-se
aproximadamente 8 horas mais tarde do que a producéao de TNF-a.

O efeito anti-apopt6tico da IL-10 pode ter sido exercido ndo sé pela inibicao e
inativacdo de TNF-o0, mas também pelo aumento da expressdo da proteina anti-
apoptoética Bcl-2, pois, conforme observado, o nivel de expressao dessa proteina
aumentou na infeccdo com a cepa virulenta nos pontos onde foi observada maior
producéo de IL-10. Em contraste, na infeccdo com a cepa atenuada, a expressao de
Bcl-2 permaneceu em nivel basal semelhante ao observado em relagao a produgao
de IL-10. O aumento da expressao de Bcl-2 ap6s a infecgdo com a cepa virulenta de
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) também foi constatado por outros autores
(MOGGA et al, 2002; ZHANG et al, 2005; RIOS-BARRERA et al., 2006).
Adicionalmente, foi demonstrada que a IL-10 é capaz de aumentar a expressao de
Bcl-2, impedindo a apoptose espontanea de células T (COHEN et al.,, 1997) e de
células B dos centros germinativos. (LEVY e BROUET, 1994). Além disso, Rojas et
al. (1999) relatou que o tratamento com anti-IL-10 reduziu a expressao de Bcl-2 em
macréfagos resistentes (BR10) infectados com M. tuberculosis virulento.

Além de sua importancia na imunidade inata, a apoptose de macréfagos
infectados também parece contribuir para o desenvolvimento da imunidade
especifica contra a micobactéria, pois foi demonstrado que ao entrar em apoptose,
macréfagos infectados liberam corpos apoptéticos contendo antigenos
micobacterianos que sao fagocitados por células dendriticas nao infectadas,

processados e subsequientemente apresentados via MHC |, possibilitando através
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de um mecanismo de apresentacdo cruzada, a ativacdo de células T CD8"
(SHAIBLE et al., 2003; WINAU et al., 2005).

No presente trabalho, para avaliar se a apoptose dos macrofagos infectados
também pode contribuir para a ativagdo de linfécitos T CD4*, foi realizada a
dosagem de IL-12p40 no pulmao. Esta citocina é produzida por APC’s quando estao
apresentando antigenos a células T, sendo essencial para a polarizacéo da resposta
de linfécitos T CD4" para o perfil Ty1, protetor contra micobactérias (DEMANGEL et
al., 2001; HICKMAM et al., 2002). Constatou-se que a producao de IL-12 aumentou
significativamente somente na infeccdo com a cepa virulenta. Além disso, notou-se
que a producéao dessa citocina foi menor nos pontos onde os indices de macréfagos
apoptoéticos foram mais baixos e maior nos pontos de maior apoptose, sugerindo que
a apoptose dos macréfagos infectados com M. bovis também pode contribuir para a
producao de IL-12, favorecendo a ativacao e desenvolvimento de células Th1.

Recentes estudos tém demonstrado que, em resposta a infeccdo com o
M. tuberculosis, células dendriticas liberam grandes quantidades de IL-12, enquanto
que em macréfagos a secrecado dessa citocina é limitada, sendo sugerido que a IL-
10 é responsavel por essa falha na producao de IL-12 por macréfagos (HICKMAM et
al., 2002; POMPEI et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que células dendriticas
sao as principais APCs responsaveis pela apresentagdo cruzada de antigenos
associados aos corpos apoptéticos de macréfagos infectados com a micobactéria
(SCHAIBLE et al., 2003; WINAU et al., 2004). Essas células produzem quantidades
significativas de IL-12 quando em contato com essas vesiculas apoptéticas, sendo
essa producao diretamente proporcional a quantidade de vesiculas disponiveis
(WINAU et al., 2006). Entdo, com base nos resultados aqui encontrados, pode-se

especular que uma porcao significativa da IL-12, detectada no pulmao dos animais
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infectados com a cepa virulenta de M. bovis, foi produzida por células dendriticas
durante a apresentacdo cruzada de antigenos derivados de vesiculas apoptéticas,
visto que a producao dessa citocina nao foi anulada pela IL-10 e foi estimulada pela
ocorréncia da apoptose dos macréfagos. Portanto, é possivel que a inibicdo da
apoptose dos macréfagos promovida pela cepa virulenta de M. bovis, reduza a
apresentacdo cruzada de antigenos e consequentemente a producdo de IL-12,
prejudicando a ativacao e diferenciagdo de células T CD4" para o perfil Th1.

Consistente com esses resultados, Shaible et al. (2003), ao demonstrar o
papel da apoptose na ativacao de células T CD8", observaram in vitro que a inibigao
da apoptose dos macréfagos infectados apds tratamento com o inibidor de caspases
Zvad-fmk, reduzia a transferéncia de antigenos para as células apresentadoras, bem
como a ativacao de células T CD8".

Na infeccdo com a cepa atenuada, nao foi observado elevacgao significativa da
producéo de IL-12. Outros ja haviam descrito que a capacidade para expressar IL-12
em resposta ao BCG ¢é deficiente em camundongos BALB/c quando comparados
com C57BI/6, embora ambas as cepas exibam fendtipo de susceptibilidade ao BCG

(YOSHIDA et al., 1995).
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6 CONCLUSAO

1. A infeccdo pulmonar com M. bovis constitui um estimulo para a inducdo da

apoptose de macréfagos alveolares;

2. A cepa virulenta parece dispor de estratégias para modular essa apoptose. Ao
inibir a apoptose ela favorece sua replicacdo intracelular ao prolongar a
sobrevivéncia da célula hospedeira. Ap6s um periodo de replicacao e crescimento
intracelular suficiente, essa inibicao parece ser cessada e neste cenario a ocorréncia
da apoptose pode favorecer a saida da bactéria da célula hospedeira e

disseminacgao para células adjacentes;

3. O aumento da producdo de IL-10 é fundamental para promover a inibicdo da
apoptose do macrofago. A IL-10 parece atuar inibindo o fator pro-apoptoético TNF-a. e

estimulando o fator anti-apoptético Bcl-2.

4. A reducédo da producédo de IL-12 nos pontos de menor apoptose dos macrofagos
reforca a hipétese de que a apoptose das células infectadas contribui para a
apresentacao de antigenos e desenvolvimento de resposta especifica frente a

micobactéria.
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