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| Crbnicas 29: 11-13

Teus, 6 Senhor,

sdo a grandeza, o poder,

a gléria, a majestade e o esplendor,
pois tudo o que ha

nos céus e na terra é teu.

Teu, 6 Senhor, é o reino;

tu estas acima de tudo.

A riqueza e a honra vém de ti;

tu dominas sobre todas as coisas.
Nas tuas maos estao a forca e o poder
para exaltar e dar forca a todos.

Agora, nosso Deus, damos-te gracas,
e louvamos o teu glorioso nome.



Dedico esta Tese a DEUS,
ao meu amado esposo
Pedro Ivo e filhos André e

Lucas.
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Resumo
Os corpos lipidicos (CL) sé@o organelas ricas em lipidios, altamente reguladas e
dindmicas, mas pouco entendidas. CL estdo presentes em quase todas as
células realizando diferentes funcées. Em macréfagos seu numero e volume
podem ser alterados em consequéncia de infeccfes. Nesse trabalho essa
organela foi estudada em macrofagos peritoneais murinos cultivados com soro
de camundongo (SC), potente indutor de CL, analisando a alteracdo da
capacidade microbicida destas células, a natureza dos indutores de CL
presentes nesse soro, génese e inducdo de CL pelo SC em outras linhagens
de macrdéfagos murino, de rato e de galinha. Macréfagos peritoneais murinos
cultivados com SC apresentaram CL, os quais diminuiram a capacidade
microbicida destas células frente a Toxoplasma gondii. Além disso, associacdo
de CL a vacuolos parasitéforos foi observada. A submissdo do SC a diferentes
tratamentos como aquecimento progressivo, submissdo a ciclo de
congelamento e descongelamento e didlise, mostrou diminuicdo na capacidade
indutora de CL, assim como o0 uso em cultura de C75, inibidor da acido graxo
sintase, indicando possivel existéncia de mais de um indutor de natureza
lipidica e/ou proteica. Ademais, SC induziu CL ndo s6 em macrofagos
peritoneais murinos, mas também nas linhagens RAW 264, J774A-1, medular e
alveolar como também em macréfagos de rato e galinha (HD11). Esses
resultados mostram grande poder de inducéo de CL pelo SC. Esse estudo traz
contribui¢gdes importantes sobre como CL podem ser induzidos e gerados em
macrofagos, seus efeitos na morfologia destas células e na funcionalidade
microbicida. Acreditamos que o SC pode ser utilizado para gerar bom modelo
de estudo, importante para o entendimento da funcionalidade e génese dessa
organela.

Palavras-chave: macrofagos, soro de camundongo, corpos lipidicos,
oxido nitrico, prostaglandina E,, capacidade microbicida, Toxoplasma gondii,

inducéo e génese.
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Abstract

Lipid bodies (LB) are lipid-enriched organelles, highly regulated and dynamic,
but little understood. LB are present in almost all cells performing different
functions. In macrophages LB number and volume can be altered in
consequence of infections. In this work this organelle was studied in murine
peritoneal macrophages cultured with mouse serum (MS), a potent LB inductor,
analyzing the change of the microbicidal capacity of these cells, the nature of
the LB inductors present in serum, the genesis and the induction of LB by MS in
other lineages of murine macrophages, rat and chicken. Murine peritoneal
macrophages cultured with MS presented many LB, which decreased the
microbicidal capacity of these cells against Toxoplasma gondi. Besides, the
association of parasitophorous vacuole to LB was observed. The submission of
MS to different treatments like progressive heating, freeze-thaw cycle and
dialysis showed a decrease in LB inducing capacity, as well as the use in
culture of C75, fatty acid synthase inhibitor, indicating the possible existence of
more than one inductor of lipid and / or protein nature. Furthermore, MS
induced LB not only in murine peritoneal macrophages but also in RAW 264,
J774A-1 lineages, derived bone-marrow and alveolar, as well as rat and
chicken (HD11) macrophages. These results show great power of LB induction
by MS. This study brings important contributions on how LB can be induced and
generated in macrophages, their effects on these cells morphology and on
microbicidal functionality. We believe that the SC can be used to generate good
study model, important for understanding the functioning and genesis of this

organelle.
Keywords: macrophages, mouse serum, lipid bodies, nitric oxide,

prostaglandin E2, microbicidal capacity, Toxoplasma gondii, induction and

genesis.
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1. Introducéo

O corpo lipidico (CL), inclusao lipidica citoplasméatica, ndo membranosa,
tem sido descrito como organela ou dominio celular especializado, presente em
pequeno numero nos neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, mastécitos e
mondcitos/macréfagos em condi¢cdes ndo patolégicas (Bozza et al.,, 2009).
Diversas funcfes tém sido relatadas para esta organela (Bozza et al., 2007,
Beller et al., 2010; Farese Jr. & Walther, 2009), no entanto, varios aspectos sao
desconhecidos. O CL esta envolvido na geracdo de mediadores inflamatérios
funcionando como sitio de producdo de eicosandides (D’Avila et al., 2006;
Bozza et al., 2007; D’Avila et al., 2011; Bandeira-Melo et al., 2011). Em doenca
infecciosa observa-se a presenca de leucécitos, incluindo macréfagos,
contendo grande numero de CL o que reforca o envolvimento desta organela
na inflamacdo (Melo et al., 2006). No entanto, pouco se sabe sobre como a
presenca de CL altera a acao microbicida de macrofagos.

O mecanismo de geracdo de CL ocorre de maneira extremamente
regulada dependendo do estimulo extracelular. Este(s) estimulo(s) dispara(m)
diferentes vias de sinaliza¢do, pouco caracterizadas e entendidas, culminando
na geracdo de CL que podem variar nos conteudos lipidico e proteico (Bozza et
al., 2009). Esta heterogeneidade reflete a gama de relacbes que o CL exerce
sobre a funcionalidade celular. De forma geral, a infecg&o in vivo e in vitro com
patdgenos intracelulares aumenta o numero de CL em macréfagos, assim
como seus metabolitos secundéarios (Melo & Dvorak, 2012). Outras moléculas
como triacilgliceréis (Zweytick et al.,, 2000; Farese et al.,, 2009; Walther e
Farese Jr., 2009; Beller et al., 2010), &cido oleico (Suzuki et al., 2011), citocinas
(Melo et al., 2013), quimiocinas e hormonios (Bozza et al., 2009), dentre outras,
também sdo responsaveis pela génese de CL. Apesar de diversos estimulos, a
génese dos CL ainda é questdo de debate. Existem varios modelos
experimentais de génese desta organela, muitos envolvendo reticulo
endoplasmatico (RE) e também o aparecimento de CL direto no citosol (Thiele
& Spandl, 2008; Bozza et al., 2009; Suzuki et al., 2011).

O CL é um dominio intracelular induzivel, multifuncional envolvido na
sinalizacdo e ativacdo celular, regulacdo do metabolismo e trafego lipidico,
além de controlar a sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios. Entender

melhor como a presenca de CL altera a funcionalidade de macrofagos e o que
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dispara a génese desta organela ajudara no entendimento de mais uma faceta
de CL.

2. Reviséo Bibliografica
2.1. Macrofago

O macrofago, célula derivada de mondcitos, € a célula mais diferenciada
do sistema mononuclear fagocitério, que representa um subgrupo de leucécitos
originalmente descritos como uma populacéo de células mieldides derivadas da
medula déssea (van Furth et al., 1972) extremamente efetivo na resposta
primaria a patdgenos, na coordenagdo da resposta imune adaptativa,
inflamacédo, resolucdo e reparo (Martinez et al., 2009). Nos tecidos, essas
células exercem funcdo fagocitaria efetora na primeira linha de defesa da
imunidade inata fagocitando microrganismos. Macrofagos fagocitam também
restos celulares contribuindo para a homeostase do organismo (Geissmann et
al., 2010; Davies et al., 2013).

Macrofagos possuem vasta distribuicdo no organismo (Dougherty &
McBride, 1984; Auger & Ross et al., 1992; Mosser & Edwards, 2008; Davies et
al., 2013; Fu et al.,, 2014) exibindo grande heterogeneidade, resultante, em
parte, da especializacdo de macrofagos teciduais em microambientes
particulares (Gordon & Taylor 2005). Yona et al. (2013) demonstraram que as
principais populacdes de macréfagos residentes de tecidos, incluindo células
de Kupffer do figado e alveolares do pulmdo, baco e os macréfagos
peritoneais, s&do estabelecidos antes do nascimento e mantém-se
subsequentemente durante a vida adulta independente de reposicdo pelos
monaocitos do sangue.

Macréfagos séo ativados apoOs contato com patdgeno ou moléculas
provenientes desses, assim como moléculas da resposta do sistema imune do
hospedeiro o que Ihe confere diferentes perfis de ativacédo e fendtipos (Gordon
& Taylor 2005; Geissmann et al., 2010). Estas células reconhecem sinais de
perigo através de seus receptores capazes de induzir programas de ativacdo
especializados (Martinez et al., 2008). Macrofagos denominados de “M1”
sofrem ativacdo classica, induzida por interferon- gamma (IFN-y), que dispara
severa resposta pro-inflamatoéria. Essa ativacdo confere aos macréfagos M1

capacidade microbicida ou tumoricida aumentada, além da secrecdo de altos
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niveis de citocinas, como interleucina (IL)-6, fator de necrose tumoral-alfa e IL-
1) bem como mediadores inflamatdrios (como eicosanoides), requerida para
eliminacdo de patégenos intracelulares. Ja os macréfagos denominados M2
sofrem ativacdo alternativa por IL-4 e IL-13, a qual dispara um fenotipo
diferente importante para as respostas imunes a helmintos decorrente da
inducao de producéo de Imunoglobulina E (Martinez et al., 2009).

Oxido nitrico (NO), um poderoso agente microbicida gerado por
macrofagos M1, desempenha importante papel citotoxico nos processos de
defesa do hospedeiro contra microorganismos invasores e células neoplasicas
(Jacobs & Ignarro, 2003). Este radical livre enddégeno € importante na reducéo
do crescimento de Toxoplasma gondii, parasito intracelular obrigatorio (Adams
et al.,, 1990), porém T. gondii inibe parcialmente a producdo de NO,
provavelmente como uma estratégia de escape (Seabra et al., 2002).

2.2. Corpos Lipidicos

CL sao organelas ricas em lipidios, altamente reguladas, presentes em
toda a gama de organismos biolégicos de archaea e bactérias, células
eucarioticas, indo desde levedura, protozoarios e Drosophila até vertebrados,
incluindo seres humanos (revisto por Murphy et al., 2012). Numerosas
proteinas, muitas das quais desempenham papéis funcionais na biologia do
CL, decoram sua superficie. As primeiras descricbes de goticulas lipidicas
datam do século XIX. Tanto Altmann (1890) quanto Wilson (1896) descreveram
goticulas de gordura nas células e especularam sobre sua origem (Altman,
1890; Wilson, 1896; revisto em Farese et al., 2009). Logo no inicio, as
propriedades de alta difracdo dos CL facilitaram sua identificacdo por
microscopia de luz. Com o seu reconhecimento como um componente da
maioria das células no inicio do século XX esta organela passou a ser
chamada de lipossoma. No entanto, no final da década de 60, lipossomas
artificiais foram inventados e rapidamente usurpou o nhome. Desde entdo, essas
organelas foram chamadas por muitos nomes, incluindo goticulas lipidicas,
goticulas de gordura, adipossomas e CL (Martin & Parton, 2006).

2.2.1- Composicéo e Estrutura do CL

Esta organela consiste de um centro de lipidios neutros altamente
hidrofébicos, formado principalmente de tri e diacilglicerol (Farese Jr. &
Walther, 2009; Beller et al., 2010; Ohsaki et al., 2014; Wilfling et al., 2014),
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esterois, ésteres de colesterol (Zweytick et al., 2000; Farese et al., 2009) e
colesterol livre (Tauchi-Sato et al., 2002) assim como outros esterdis. Em
alguns tipos celulares diacilglicerdis, precursores da sintese de triacilglicerois e
um dos produtos de sua quebra (Ohsaki et al., 2014), também sdo encontrados
no interior desta organela (Farese Jr.& Walther, 2009). O cerne desta organela
€ cercado por uma monocamada lipidica complexa de fosfolipidios e acidos
graxos (Murphy, 2001; Tauchi-Sato et al., 2002; Bartz et al., 2007; Farese et al.,
2009). A porcéo hidrofilica desta monocamada é virada para o citoplasma e a
hidrofébica interage com o interior do CL (Murphy & Vance, 1999; Brown,
2001). Apesar de variacbes morfolégicas e composicdo molecular nos
diferentes tipos celulares, a estrutura e organizacdo desta organela sao
altamente conservadas (Beller et al., 2010).

Proteinas estruturais pertencentes a familia perilipina, outrora homeada
PAT (perilipina, ADRP - adipose related protein, e TIP-47 - tail interacting
protein — 47 KDa) (Murphy & Vance, 1999; Brown, 2001; Sztalryd & Kimmel
2014) estdo presentes nesta organela (Saka e Valdivia, 2012). Em 1991, no
laboratorio de Constantine Londos, foram identificadas as perilipinas em
adipécitos (Greenberg et al., 1991). As perilipinas recobrem os CL e estéo
relacionadas ao estoque, utilizacdo de lipidios e protecdo contra lipllise nas
células (Sztalryd & Kimmel, 2014). J4 as ADPR estéo relacionadas a génese e
crescimento destas organelas (Robenek et al., 2006), servindo como centro de
nucleacdo para acumulacdo de lipidios e/ou agindo como ancora dentro da
célula (Heid et al.,1998; Nakamura & Fujimoto, 2003; Brasaemle et al., 2004).
Esta proteina é descrita como marcadora especifica de CL (Brasaemle et al.,
1997; Heid et al.,1998).

Outras proteinas podem estar presentes no CL dependendo da funcao
desempenhada pela organela em determinado tipo celular. A constituicdo
proteica da membrana dos CL pode variar dentro de uma mesma célula
(Wilfling et al., 2014). Dentre as enzimas encontradas nos CL vale ressaltar a
presenca de enzimas metabdlicas, quinases (MAP quinases — do inglés -
mitogen activated protein; PI3K - fosfatidilinositol-3-quinase; PKC- proteina
quinase C) (Yu et al.,, 1998, 2000), proteinas da familia Rab (Ozeki et al.,
2005), GTPases (Liu et al., 2004; Fujimoto et al., 2004), enzimas relacionadas
a formacédo de eicosandides (Dvorak et al., 1993; Bozza et al., 1997, 1998;
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Pacheco et al., 2002; Bozza & Bandeira-Melo, 2005) e caveolina (Fujimoto et
al., 2001; Brasaemle et al., 2004; Pol et al., 2004, Wan et al., 2007; Martin &
Parton, 2005).

2.2.2. FuncOes dos CL e doencas relacionadas a esta organela

Durante a ultima década, tem havido uma mudanca de paradigma na
compreensao dos papéis dos CL. Novas tecnologias genéticas, bioguimicas e
de imagem tém sustentado esses avancos, que estdo revelando muita
informac&o nova sobre essas organelas (Murphy & Vance, 1999; Tauchi-Sato
et al., 2002; Brasaemle et al., 2004; Fujimoto et al., 2004; Umlauf et al., 2004;
Wan et al., 2007; Bartz et al., 2007).

O CL provavelmente evoluiu originalmente em microorganismos como
estoques temporarios de excesso de lipidios na dieta, importante para as
necessidades imediatas de formacdo de membrana (Ducharme e Bickel, 2008).
CL também atua no armazenamento de fosfolipidios e esterdis necessarios
para a sintese de membranas biolégicas, hormonios e sais biliares (Pol et al.,
2014). Com o passar do tempo a aquisicdo de papéis como estoque de
carbono em longo prazo permitiu a sobrevivéncia de organismos a episédica
falta de nutrientes. Em organismos multicelulares, CL passaram a adquirir
varias fungbes adicionais, incluindo homeostase de lipidios (Zweytick et al.,
2000; Brasaemle et al., 2000), protegendo a célula contra efeitos téxicos da
possivel internalizacdo aumentada de lipidios (Farese et al., 2009; Suzuki et al.,
2011), sequestro de proteina, servindo como plataformas para deposicao e
degradacdo de algumas proteinas em proteassomos (Farese et al., 2009;
Wilfling et al., 2014); trafico de membrana e vesicular (Brasaemle et al., 2004;
Liu et al., 2004; Fujimoto et al., 2004; Martin et al., 2005), na sinalizacéo, na
ativacdo e no metabolismo celular, bem como em processos inflamatérios
(sintese e secrecdo de mediadores) (Weller et al., 1999; Pacheco et al., 2002;
Bandeira-Melo et al., 2002; Melo et al., 2003, 2006; Bozza et al., 2007; D’Avila
et al., 2008; Bozza et al., 2009) e neoplasicos (Bozza & Viola, 2010).
Finalmente, as avarias em CL, e proteinas associadas estdo envolvidas em
varias doencas degenerativas do homem moderno tais como obesidade
(Martinez-Botas et al., 2000), deslipidemia e resisténcia a insulina (Konige et
al., 2014), que esta associada a sindrome metabolica (Al-Farai et al., 2014;
Bahrami et al., 2014).



Devido a importancia de lipidios em diferentes atividades celulares, o
trafego lipidico envolvendo CL é altamente regulado, pois a alteracdo deste
pode levar a estoque excessivo de lipidios culminando no desenvolvimento de
doengcas metabodlicas como arteriosclerose (Ross 1995; Larigauderie et al.,
2004; Xu et al, 2006; Schmitz & Grandl 2008), esteatoses (Heid et al.,1998), e
obesidade (Martinez-Botas et al., 2000). Estudos de protedmica tém mostrado
que a presenca de proteinas ndo esperadas na superficie do CL em condi¢des
patolégicas estédo ligadas ao mau funcionamento do metabolismo de CL (Cole
et al., 2002). Por outro lado, a incapacidade de estocar lipidios também resulta
em problemas sistémicos multifacetados (Herranz et al., 2008; Suzuki et al.,
2011). A aparente necessidade de um balanco energético altamente controlado
nos organismos demanda uma regulacdo fina do estoque e mobilizacdo de
lipidios que pode ser traduzida em génese e crescimento da massa dos CL
recém-formados, bem como da mobilizacdo dos lipidios presentes nesta
organela. O entendimento da biologia do CL poderia indicar alvos terapéuticos
potenciais para prevenir a acumulacdo de CL e complicacBes associadas a
este evento.

CL esta presente em adipécitos e células esterodoigénicas (Heid et al.,
1998), células do epitélio da glandula maméaria (durante o periodo de gravidez
e lactacdo) e células hepaticas em numero elevado (Arisqueta et al., 2013).
Também vem sendo observada a presenca desta organela em neutrdfilos,
eosindfilos, linfocitos, mastocitos, mondcitos/macréfagos, normalmente em
namero limitado (Dvorak et al., 1983; Galli et al., 1985; Weller et al., 1985;
Weller et al.,1991a; Weller et al., 1991b; Melo et al.,, 2006). Estudos tém
demonstrado que havendo sinalizacédo especifica, a quantidade de CL pode ser
altamente alterada (Dvorak et al., 1993; Bozza et al., 2007, 2009). Muitos
fatores sé@o responsaveis pelo disparo da génese de CL.

A acumulacéo de CL dentro das células é observada tanto em condi¢des
clinicas patolégicas, experimentais, desordens metabdlicas, infecciosas,
neoplasicas e inflamatorias (Weller et al., 1989; Bozza & Bandeira-Melo, 2005;
Bozza & Viola 2010). O aumento no numero e tamanho de CL em macréfagos
relacionados a doencga infecciosa (Weller et al., 1999; Pacheco et al., 2002;
Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2006; Bozza et al., 2009), reforca a ideia da
formacédo do CL como resposta das células a inflamacao (Melo et al., 2006).



Muitos estudos relacionam a presenca desta organela com a producao
de mediadores inflamatorios (Dvorak et al., 2003; Bozza et al., 1997, 1998;
Pacheco et al., 2002), porém pouco é conhecido a respeito desta organela e
sua influéncia na modulacéo da capacidade microbicida de células.

Infeccdo in vivo (Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2011) e in vitro (D’Avila
et al.,, 2011) com patégenos intracelulares aumenta o numero de CL em
macréfagos. A formacdo de CL foi observada em células infectadas por
Trypanosoma cruzi (Melo et al.,, 2003; Melo et al.,, 2006; Bozza et al., 2007;
D’Avila et al., 2012), Plasmodium falciparum (Jackson et al., 2004) e
Toxoplasma gondii (Gomes et al., 2014). A presenca desta organela foi
detectada no interior de T. gondii (Coppens et al., 2000), e extensa
caracterizacdo realizada mostrando desvio de lipidios da célula hospedeira
(Coppens et al.,, 2000, 2006; Charron & Sibley, 2002; Gupta et al., 2005) e
estoque destes em CL para sua propria manutencdo bem como de sua
progenia (Sonda et al., 2001; Charron & Sibley, 2002; Quittnat et al., 2004).

Esta organela localiza enzimas que sintetizam eicosandides e seu
aumento se correlaciona com maior producédo destes mediadores inflamatorios
lipidicos tais como prostaglandina E, (PGE;) (Pacheco et al., 2002; Melo et al.,
2003; D’Avila et al., 2006). Esta correlacdo direta foi observada em macréfagos
infectados com T. cruzi (Bozza et al., 2009, D’Avila et al., 2011). PGE, pode
inibir a resposta imune tipo Thl e desativar macrofagos através da reducéo de
TNF-a e da producdo de NO (Renz et al., 1998; Betz & Fox, 1991; Freire-de-
Lima et al.,, 2000). Porém dependendo do parasito em questdo, cepa e do
hospedeiro, a presenca do CL pode auxiliar tanto na sobrevivéncia quanto na
morte do parasito intracelular. (Melo & Dvorak, 2012).

2.2.3.- Acumulacgéo de CL em macréfagos

Todas as respostas imunoldgicas sdo decorrentes da interacdo receptor-
ligante. Dentre a grande gama de fatores que atuam nos macréfagos estdo os
IRFs (fatores reguladores de interferon). Estes fatores desempenham
importante papel na polarizacdo de macrofagos, como revisto por Gunthner &
Anders (2013), e regulacdo da maturacdo de células do sistema imune
(Tamura et al., 2008). Os macréfagos respondem a lipopolissacarideo (LPS),
componente da membrana externa de bactérias gram-negativas, via receptor

Toll-Like (TLR). O TLR-4 expresso em macréfagos reconhece patogénos
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microbianos, bem como suas moléculas, tais como LPS, o que gera um sinal
intracelular que induz a secrecédo de citocinas pro-inflamatérias (Chow et al.,
1999), expressao da NO sintase induzida culminando na producdo de NO e
aumento do metabolismo lipidico incluindo geracdo de CL (Li et al., 2005). Em
adicdo aos agentes patogénicos exdgenos, TLR-4 reconhece lipoproteina de
baixa densidade (LDL) minimamente oxidada, o que conduz a maior captacao
de lipoproteinas em macréfagos que contribuem para o acumulo de CL e
formacdo de células espumosas (“foam cells”) e aterosclerose (Choi et al.,
2009; Miller et al., 2012).

A LDL € um importante transportador extracelular de colesterol e, como
tal, desempenha papéis fisioldgicos importantes na funcdo celular e regulacao
das vias metabdlicas. No entanto, em condicbes patoldgicas de hiperlipidemia,
estresse oxidativo e/ou disturbios genéticos, componentes especificos do LDL
se tornam oxidados ou modificados (Miller et al., 2010). Com isso o transporte
do colesterol por LDL modificada € desviado de seus objetivos fisiologicos
induzindo acumulo excessivo de colesterol em macrofagos e a consequente
formacdo de células espumosas na parede vascular contribuindo para o
desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas (Miller et al., 2010). A formacao de
células espumosas é um processo essencial durante o desenvolvimento da
aterosclerose, conduzindo a inflamacédo vascular e crescimento da placa
ateroesclerotica. No modelo de peixe-zebra hipercoleristémico foi demonstrado
que a deficiéncia de TLR-4 reduz significativamente a taxa de acumulacao de
lipidos in vivo nos macrofagos de lesGes vasculares nos estagios iniciais (Miller
et al;. 2009). Outra evidéncia que TLRs podem contribuir na aterosclerose esta
na diminuicdo da placa aterosclerética em modelos de camundongos que
sofreram a delecdo dos genes TLR-2 e TLR-4 (Mullick, et al., 2005). Em ratos
deficientes em TLR-4 também foi observada diminuicdo significativa da
acumulacdo de CL em mondcitos circulantes apds injecdo de LDL
minimamente oxidada (Miller et al., 2012). De maneira intrigante a expressao
de TLR-1, TLR-2, e TLR-4 ¢é marcadamente aumentada em placa
aterosclerdticas de humanos (Edfeldt et al., 2002). Estes resultados fazem a
conexdo do desenvolvimento de aterosclerose a cascatas de sinalizagao pro-
inflamatoria, a qual também é acionada por patégenos microbianos. De fato a

ativacdo de macréfagos por LPS causa aumento de concentracdes
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intracelulares de colesterol livre e esterificado, sugerindo papel potencial de
infeccbes, em particular LPS na aterogénese (Funk et al., 1993).

A acumulacdo de CL dentro de leucécitos € observada tanto em
condi¢cBes clinicas, experimentais, metabdlicas, infecciosas, neoplasicas e
outras condi¢des inflamatorias (revisto por Bozza & Viola, 2010). O aumento no
namero e tamanho de CL em macréfagos relacionados a doenga infecciosa
(Weller et al., 1999; Pacheco et al., 2002; Melo et al., 2003; D’Avila et al.,
2006), reforca a ideia da formacdo do CL como um evento natural em células
envolvidas na inflamacédo (Melo et al., 2006). Além disso, a presenca desta
organela esta relacionada a producao de eicosanoides (Pacheco et al., 2002;
Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2006), dentre outras funcbes (Bozza et al.,
2009; Khor et al., 2013).

2.2.4- Biogénese de CL

Muitos avancos tém sido realizados no estudo da génese do CL em
células eucaridticas, embora os mecanismos celulares e moleculares que
participam deste processo ndo sejam completamente compreendidos, sendo
apresentados diversos modelos de génese (Murphy & Vance, 1999; Zweytick et
al., 2000; Murphy 2001; Ploegh 2007; Robenek et al., 2006; Bozza et al., 2009;
Guo et al., 2009; Wilfling et al., 2014, Pol et al., 2014). Evidéncias sugerem que
os CL se originam do RE (Tauchi-Sato et al., 2002; Blanchette-Mackie et al.,
1995), porém ainda ha controvérsias se a geracao desta organela ocorre entre
os folhetos da membrana do RE (Brown, 2001; Murphy, 2001; Martin & Parton,
2005, 2006; Suzuki et al., 2011) ou ao longo dele (Robenek et al., 2006; Bozza
et al., 2009; Wilfling et al., 2014). Entretanto, em todos os modelos existe a
transferéncia de proteinas e lipidios do RE (Wilfling et al., 2014) para o CL
nascente o que explicaria a organizacdo do CL, com cerne de lipidios neutros
circundados por uma monocamada de fosfolipidios (Brown, 2001; Murphy,
2001; Tauchi-Sato et al., 2002). Bozza et al., (2009) propuseram a formacao de
CL a partir da incorporacédo de por¢cdes membranares derivadas do RE, o que é
reafirmado pela presenca de proteinas integrais de membrana funcionais no
interior dessas organelas. Este modelo foi corroborado por evidéncias recentes
(Melo et al., 2013), porém os modelos existentes ndo passam de hipoteses.
Outros modelos de geracdo de CL vém sendo propostos tendo o RE como

local de geracdo desta organela, porém é controversa a origem da
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monocamada derivada do RE, que pode ser da porcao citosoélica da membrana
do RE ou da porcdo oposta, que esta virada para o lumem do RE (Guo et al.,
2009; Sturley & Hussain, 2012), ou até mesmo ambas as faces da membrana
do RE (Guo et al., 2009). Pol et al. (2014) e Wilfling et al. (2014) descreveram
um modelo similar aos anteriores, no qual ocorre acumulo de lipidios entre a
bicamada que circunda o RE.

Em procariotos, CL s&o derivados da membrana plasmatica
(Waltermann et al., 2005; Waltermann & Steinblichel, 2005; Farese Jr. &
Walther, 2009). Entretanto, em bactérias os CL se formam no citoplasma, e a
origem da monocamada lipidica que envolve essa organela é desconhecida
(Stehr et al.,, 2012). Em leveduras, a fissdo de CL existentes também foi
descrito como mecanismo de formagao de novos CL (Pol et al., 2014).

2.2.5- Associacdes de CL dentro da célula

Associacdes de CL com mitocondria (Pu et al., 2011), fagossomo (Anes
et al., 2003; van Manen et al., 2005; Bougneres et al., 2009; Melo & Dvorak
2012), peroxissomo (Binns et al., 2006; Pu et al., 2011; Liu et al., 2013),
ribossomo (Dvorak et al., 2003; Dvorak 2005; Wan et al., 2007), membrana
perinuclear (D’Avila et al., 2006) tém sido descritas. As interacdes melhores
caracterizadas sao relativas as cisternas do RE liso (Dvorak et al., 1991; Bozza
et al., 1997, Ozeki et al., 2005; Martin & Parton, 2005). Regides especializadas
do RE, conhecidas como membranas associadas a mitocondrias, s&o
entendidas como centros de sintese de lipidios, as quais também estdo
associadas com CL (Murphy et al., 2009). Esses subdominios do RE facilitam o
trafego ndo vesicular de fosfatidilserina a partir do RE e em CL de hepatdcitos
gue estdo em brotamento os quais retornam a regides especificas do RE para
transferir lipidios para a formacéo de lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL) (Murphy et al., 2009). A sintese de novos fosfolipidios de membrana
ocorre a partir de enzimas derivadas do RE, que estdo presentes na superficie
dos CL, mas também necessita de processos que ocorrem em mitocéndrias e

em peroxissomos (Pol et al., 2014).
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2.3. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, possui
vasta distribuicdo mundial. Infecta uma grande variedade de animais
domésticos e selvagens, ocorrendo infeccdo também em seres humanos. A
infeccdo em individuos imunocompetentes € usualmente assintomatica, porém
em individuos imunocomprometidos diferentes 6rgdos podem ser afetados
levando ao desenvolvimento de encefalites, miocardites e pneumonia. A
infeccdo aguda é caracterizada por formas rapidas de reproducéo, taquizoitos,
0s quais podem levar a lise da célula hospedeira dentro de 24 a 48h. Em
resposta a presséo do sistema imune estes parasitos se diferenciam em formas
lentas de reproducdo, bradizoitos, os quais residem no interior de cistos
intracelulares (Sibley, 2011).
2.3.1- Ciclo de vida

O ciclo de vida deste parasito pode ser sexuado ou assexuado. A fase
sexuada ocorre exclusivamente no epitélio intestinal de felinos, hospedeiros
definitivos, no qual os oocistos sdo gerados e liberados nas fezes
contaminando o ambiente e, consequentemente, outros hospedeiros (revisto
por Holliman, 1997). E no hospedeiro definitivo que ocorre a gamogamia,
diferenciacdo das formas replicativas em gametas, onde apods fecundacdo
gera-se 0 oocisto. Os oocistos em contato com o ar atmosférico sofrem
esporogonia — esporulacédo (Dubey et al., 1998) com o aparecimento de dois
esporocisto contendo quatro esporozoitos.
2.3.2- Sucesso do parasito

A infecgéo por T. gondii causa a toxoplasmose que afeta em torno de um
terco da populacdo humana (Tenter et al., 2000). Esse parasito € intracelular
obrigatério e se multiplica em um vacuolo da célula hospedeira conhecido
como vacuolo parasitéforo (VP) (Sinai, 2008). O metabolismo lipidico celular é
de extrema importancia para a replicacdo de T. gondii. Esse parasito é
auxotréfico para colina e colesterol. A falta desses lipidios, bem como seu
blogueio por intervengéo farmacoldgica é desfavoravel para o crescimento do
parasito (Coppens & Joiner, 2003). Em células infectadas a endocitose de LDL,
mediada por receptor, aumenta significativamente quando comparada com
células nédo infectadas (Foussard et al., 1991), assim como o0 namero deste

receptor (Portugal et al., 2008) resultando no aumento do numero de CL no
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citoplasma do parasito (Robibaro et al., 2002). Este parasito também desvia
colesterol de derivados de LDL que tenham transitado através de lisossomos
da célula hospedeira (Coppens et al., 2000; Coppens 2006).

Experimentos com o uso de sondas lipidicas fluorescentes ou
radioativas foram realizados para analisar o trafego lipidico da célula
hospedeira para T. gondii, possibiltando o entendimento da captacdo e
interconversdo de lipidios exdgenos. Muitas estruturas esféricas contendo
lipidios foram observadas no espaco intracelular de T. gondii (Sonda et al.,
2001; Charron & Sibley, 2002; Quittnat et al., 2004), confirmando a habilidade
do parasito em estocar colesterol em CL (Nishikawa et al., 2005). Além disso,
este parasito possui deficiéncia enzimatica para a sintese de moléculas de
esterol (Coppens et al., 2000) e apesar de possuir capacidade autbnoma pra
sintetizar fosfolipidios, ndo sintetiza de novo algumas classes (Azzouz et al.,
2002). Portanto, é necessario o desvio destes lipidios do citoplasma da célula
hospedeira para o parasito e até mesmo de precursores destes lipidios com o
intuito de construir lipidios mais complexos (Charron & Sibley, 2002; Gupta et
al., 2005; Laliberté & Carruthers, 2008).

Parasitos extracelulares expressam receptores Unicos de superficie que
seletivamente se ligam e captam lipoproteinas do meio de cultura ou da célula
hospedeira (Seghal et al., 2005). Uma das estratégias utilizadas pelo parasito
intracelular com o intuito de acessar nutrientes da célula hospedeira é a
relocalizagdo de organelas celulares. Mitocondrias, RE e complexo de Golgi
(Sinai et al.,1997; Sinai & Joiner, 2001; Goldszmid et al.,, 2009) da célula
hospedeira passam a se localizar ao redor do VP. Este posicionamento de
mitocondria e RE ao redor do VP pode representar zonas privilegiadas de troca
de lipidios.

Coppens et al.,(2006) mostraram que o VP de T. gondii capta material
do sistema endolisossomal da célula hospedeira. Para isto o parasito recruta
microtubulos da célula hospedeira que invaginam a membrana do VP levando
vesiculas com material do sistema endolisossomal. Dessa forma o parasito tem
acesso a diversos componentes de baixo peso molecular produzidos por este
sistema.

Além disso, T. gondii se utiliza de um mecanismo dependente de ATP
para obter lipidios da célula hospedeira (Ehrenman et al., 2010). As proteinas
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que sdo constitutivamente liberadas dentro do VP pelos parasitos em
crescimento desempenham papel fundamental na aquisicdo de lipidios da
célula hospedeira. Magno et al., (2005) sugerem que a membrana do VP sofre
modificacdes no decorrer do processo de infeccao para facilitar a sobrevivéncia
e a proliferacdo do patdgeno dentro da célula hospedeira, garantindo assim o
curso da doenca. Schwab et al., (1994), mostraram que a habilidade de T.
gondii de modificar a permeabilidade da membrana do VP permite livre difusédo
de pequenas moléculas como aguUcares, aminoacidos, bases nucleares e co-
fatores provenientes do citoplasma da célula hospedeira para o0 espaco
vacuolar. Tem sido observado que o repertério de atividades da membrana do
VP é bem plastico, refletindo mudancas temporais associadas com a fase
replicativa do crescimento do parasito (Sinai, 2008). Alguns estudos mostram o
envolvimento de organelas tais como a mitocéndria e, principalmente, RE da
célula hospedeira como fornecedores de lipidios, contribuindo assim para o
aumento da area da membrana de vacuolos durante o desenvolvimento do
parasito (Sinai, 2008). Recentemente foi demonstrado que a célula hospedeira
€ 0 maior contribuinte de lipidios para a rede intravacuolar do VP contendo T.
gondii (Caffaro & Boothroyd, 2011). Perturbacdo de proteinas do parasito que
medeiam a retencdo de mitocondria e RE na membrana do VP, como a ROP2,
resulta na falha do recrutamento dessas organelas pelo VP evitando a
aqguisicao de lipidios da célula hospedeira, reduzindo o crescimento do parasito
tanto in vitro quanto em camundongos (Nakaar et al., 2003).

Gomes et al.,(2014) demonstraram que a infeccdo de células
musculares com T. gondii dispara a génese de CL nestas células,
correlacionada positivamente com o aumento da geracdo de PGE; e citocinas
como IL-12 e IFN-y. Uma vez que, T. gondii desvia grande variedade de
precursores de lipidos do citoplasma do hospedeiro e transforma-os de forma
eficiente em lipidios complexos para seu proprio beneficio (Charron & Dibley,
2002; Coppens et al., 2006; Caffaro & Boothroyd, 2011), ha necessidade de
verificar se existe alguma associacédo de CL de macrofagos ao VP contendo T.
gondii e se a presenca desta organela deixariam os macréfagos menos

microbicidas contra este parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Analisar o efeito do SC no cultivo de macrofagos peritoneais de

camundongos verificando ac¢do microbicida, buscando identificar qual (S)

fator(es) presente(s) no SC dispara(am) a geracdo de CL em macrofagos e

determinar o poder indutor de CL do SC em outras linhagens de macréfago.

3.2- Objetivos especificos

Analisar a natureza das vesiculas que aparecem nos macrofagos
peritoneais de camundongos cultivados com SC,;

Estudar a acdo microbicida dos macrofagos cultivados com SC e SFB
analisando producdo de NO, PGE;, e multiplicacdo de taquizoitos de T.
gondii;

Utilizar inibidor da via ciclooxigenase para bloquear a producéo de PGE;
e testar a acao microbicida destes macrofagos;

Verificar a associacao de CL ao VP,

Verificar se ocorre a geracdo de CL em macrofagos peritoneais de
camundongos com plasma sanguineo de camundongo;

Submeter o SC a diferentes tratamentos e verificar indu¢do de CL em
macréfagos;

Analisar o conteudo lipidico e proteico do SC e do SFB para elucidar os
possiveis indutores de CL no SC;

Verificar se ocorre a geracdo de CL em diferentes linhagens de
macrofagos murino, de rato e de galinha cultivados com SC;

Analisar a génese dos CL nos macrofagos peritoneais de camundongo.
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Resumo

Corpos lipidicos (CL) sédo organelas delimitadas por monocamada de
fosfolipidios e cerne composto por lipidios neutros. CL sao reconhecidos como
organelas multi-funcionais que afetam muitos aspectos da biologia e
metabolismo celular. A inducdo de CL é altamente regulada e especifica,
podendo ocorrer por diversos fatores. Macréfagos peritoneais de camundongo
cultivados com soro de camundongo (SC) apresentam grande numero de CL.
Na tentativa de identificar os indutores de CL pelo SC, diversos procedimentos
foram realizados neste soro, analisando também o plasma sanguineo. Plasma
de camundongo gerou CL de maneira similar ao SC, porém apds inducdo de
agregacao plaquetéaria no plasma a geracao desta organela foi menor. Soros
de camundongos submetidos a restricdo alimentar por 24 e 48 h geraram
menos CL em comparacdo ao SC sem restricdo. SC submetido a aumento
continuo da temperatura perdeu progressivamente a capacidade de induzir CL.
O congelamento e descongelamento do SC induziu leve queda da capacidade
de geracao de CL. SC submetido a dialise diminui a geracdo de CL. O SC tem
o dobro de lipidios e proteinas comparado com o soro fetal bovino. Apos
deslipidacdo ambas as porcdes lipidica e proteica do SC apresentaram menor
inducdo de CL que o SC normal, porém semelhantes entre si. O cultivo de
macrofagos peritoneais de camundongo com SC juntamente com C75, inibidor
da enzima acido graxo sintase, resultou em menor geracdo de CL, indicando
participagdo no metabolismo lipidico através de nova sintese e néo
incorporacao direta de lipidios em CL. Na cromatografia em camada delgada
foi revelada maior diversidade e quantidade de lipidios no SC. Esses resultados
indicam que o poder de inducdo de CL pelo SC &, provavelmente, proveniente
de mais de um fator, podendo ser lipidico e/ou proteico. Uma analise mais
aprofundada dos constituintes do soro e testes posteriores em cultivo deve ser

realizada.

Palavras-chaves: corpos lipidicos, macréfagos, soro de camundongo, plasma,

lipidios e proteinas.
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4.2.1- Introducéo

Corpos lipidicos (CL) sdo estruturas intracelulares que estocam lipidios
neutros. Avangos recentes tém revolucionado o entendimento dos CL outrora
visto como granulos de estoque de energia, ora aumentando ora decrescendo
dependendo do requerimento energético (Suzuki et al., 2011). Os CL sé&o
reconhecidos como organelas multifuncionais que afetam muitos aspectos da
biologia e metabolismo celular, incluindo a sintese e mobilizacdo de lipidios,
trafego de membranas, estoque e degradacéo de proteinas (Murphy, 2012).

Muitos fatores sdo responsaveis pelo disparo da génese de CL em
células, desde acidos graxos insaturados (Weller et al., 1991b; Huang & Chen,
2006), lipoproteinas (McGookey & Anderson 1983; Schmitz & Grandl, 2008) até
quimiocinas (Bandeira-Melo et al.,, 2001; Pacheco et al., 2007) e fator de
ativacéo de plaquetas (PAF) (Bartemes et al., 1999).

O soro em cultura é a principal fonte de fatores de crescimento e de
nutricdo crucial para o desenvolvimento de células in vitro. A suplementacao
classica de um meio geral de cultivo € o soro fetal bovino (SFB), usado
frequentemente para todos os tipos de cultura. Além do SFB, outros soros
como de cabra tém sido testados em culturas de diversos tipos celulares
(Paranjape, 2004). A inducdo de CL nos modelos celulares estudados se da a
partir da adicdo de fatores indutores dessa organela ao meio de cultura
suplementado com SFB. No entanto, recentemente nosso trabalho mostrou
que esta inducdo também pode acontecer em macréfagos peritoneais de
camundongo cultivados com soro de camundongo (SC), sem a necessidade de
enriguecimento do meio com fatores exdgenos (Mota et al., 2014). Apés 24
horas de cultivo em meio suplementado com SC, macréfagos apresentam
grande numero de CL, produzem mais prostaglandina E,, menos 6xido nitrico e
ficam menos microbicidas ao Toxoplasma gondii (Mota et al., 2014). Portando,
o cultivo de macrofagos com SC gera um fenétipo que pode ser modelo de
estudo desta organela. No entanto, ndo se sabe o que existe no SC que induz
CL em macréfagos.

Este trabalho teve como objetivo apontar a possivel fonte indutora de CL
em SC. SC, obtido de camundongos submetidos a regime de restricdo
alimentar, e plasma de camundongos alimentados normalmente foram testados

no cultivo de macréfagos. Ademais, SC foi aquecido, submetido a ciclos de
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congelamento e descongelamento, e dialisado. Para verificar a participacdo do
metabolismo lipidico na génese de CL induzido por SC, C75, inibidor da enzima
acido graxo sintase, foi utilizado em cultura juntamente com esse soro. O SC
foi caracterizado por cromatografia em camada delgada (TLC), apos
deslipidacéo, e as fracdes lipidicas e proteicas foram testadas no cultivo.

4.2.2- Material e métodos

4.2.2.1- Obtencéo do soro de camundongo e de plasma sanguineo, cultivo
de macrofagos e quantificacdo de corpos lipidicos

4.2.2.1.1- Obtencao de soro e de plasma sanguineo de camundongo

O SC foi obtido a partir da coleta de sangue de camundongos Suicos,
machos adultos (6 a 8 semanas/ 30 a 40 g), por punc¢do cardiaca utilizando
seringa de 3 mL e agulha 26G ap0és eutanasia por CO, em camara de gas. O
sangue obtido foi mantido na seringa por 2-3 h a 25 °C para coagular.
Posteriormente, as seringas foram acondicionadas na geladeira por 1 h. O soro
foi coletado com uma pipeta Pasteur, transferido para tubos coénicos (15 mL) e
centrifugado a 600 g por 10 min. O soro foi inativado (30 min, 56 °C),
aliquotado (200 uL) e estocado no freezer a -20 °C. Os soros obtidos de
camundongos submetidos a restricdo alimentar por 24 e 48 h foi realizado da
mesma maneira, porém cada grupo foi dividido em 3 grupos de 5
camundongos obtendo-se 3 amostras diferentes de soro por grupo.

Para obtencdo de plasma sanguineo a coleta de sangue foi realizada
também por punc¢do cardiaca, utilizando como anticoagulante citrato de sodio a
0,38% em PBS. O sangue obtido foi centrifugado a 600 g por 10 min para
obtencdo do plasma. O plasma foi coletado e dividido em dois grupos. Uma
parte do plasma foi inativado, aliquotado e armazenado como descrito no
paragrafo anterior. A outra sofreu choque térmico, ao ser incubado em gelo
com agua por 20 min, seguido de incubacdo em banho a 37 °C até obter um
agregado de plaquetas, e consequente liberacdo de varias substancias de
plaguetas ativadas, incluindo o PAF. O plasma resultante foi entdo inativado,
aliguotado e armazenado.

O uso dos camundongos neste trabalho foi aprovado pela CEUA —
UENF em junho de 2010, protocolo 87.
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4.2.2.1.2- Obtencéao e cultivo de macréfagos

Os macréfagos foram obtidos apds lavado peritoneal em camundongos
Suicos, machos, adultos (6 a 8 semanas/ 30 a 40 g) utilizando 10 mL de Hank’s
por animal, eutanasiados como descrito no item 4.2.2.1.1. Para plaqueamento
em placa de 24 pocos foram usados 4 animais por experimento. A suspensao
celular do lavado foi centrifugada a 500 g por 10 min a 4° C. O sedimento foi
ressuspenso em 4 mL de solugdo de Hank’s e semeados 150 uL por poco.

Apoés aderéncia de 1 h a 37° C, atmosfera de 5% de CO,, as células foram

lavadas 2 vezes com solucdo de Hank’s e cultivadas em Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) com 2% de SC ou SFB, ou 2% dos produtos da
ultracentrifugacéo, da dialise e do aquecimento do soro por 24h. Com o intuito
de verificar a participacdo da via de sintese do &cido graxo na geracgao de CL,
C75, inibidor da acido graxo sintase, foi usado nas concentracdes 0,5; 1 e 5
ug/mL no cultivo destas células com 2% de SC por 24h. Nesse caso foi
realizado um teste de Vviabilidade verificando a liberacdo celular da
desidrogenase latica através da quantificacdo da atividade dessa enzima por
um kit comercial da marca Doles.
4.2.2.1.3- Marcacao e quantificacdo de corpos lipidicos

Macréfagos cultivados por 24 h com 2% de plasma, SFB, SC normal ou
submetido a diferentes processos (ultracentrifugacdo, dialise, aguecimento e
ciclos de congelamento e descongelamento) foram fixados por 10 min com 4%
de formaldeido recém-preparado em PBS. ApGs esse periodo as células foram
lavadas em PBS por 2 vezes, incubadas por 15 min com o corante Vermelho
de Nilo a 1 pg/mL, e lavados novamente em PBS (Greenspan et al., 1985). A
seguir, as laminulas foram montadas em 10 pL de ProLong Gold (Invitrogen
P36931) e seladas com esmalte, sendo observadas no dia seguinte em
microscopio de fluorescéncia Axioplan Zeiss equipado com contraste
interferencial de Nomarski, lampada HBO 100 e camera digital AxioCam Mrc5
gerenciada pelo programa Axiovision. Todo o processo de manipulagdo do
marcador fluorescente foi feito ao abrigo de luz.

Para a quantificagdo de CL, os macréfagos foram classificados em
categorias que variaram de acordo com a quantidade de CL que cada um

possuia. Estas categorias compreenderam macréfagos sem CL, com 1 até 3,
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com 4 até 6, com 7 até 9 ou com 10 ou mais CL. Em cada laminula 100 células
foram contabilizadas e distribuidas nas categorias de acordo com a quantidade
de CL observados; pelo menos 3 laminulas em cada variante experimental por
experimento foram quantificadas para obtencdo de média e desvio padréo.

Os resultados foram representados graficamente utilizando-se o programa
GraphPad Prism 5. Os gréaficos utilizados foram do tipo ordenada e abscissa.
No eixo das abscissas estdo as diferentes categorias de macrofagos baseadas
no namero de CL presentes; no eixo das ordenadas esta a quantidade de
células referente a cada categoria. Os graficos foram testados estatisticamente
com o uso do programa GraphPad Prism 5 pelo teste ANOVA, utilizando o
método de Bonferroni sendo o valor de P representado na legenda quando
houve diferenca estatistica.
4.2.2.2- Aguecimento do soro

Aliquotas de 200 puL de SC foram submetidas a temperaturas de 70, 80, 90
ou 100 °C por 5 min. Os soros tratados com diferentes temperaturas foram
testados separadamente no cultivo de macrofagos por 24 h na concentracéo de
2%, seguindo preparo para observacao e contagem de CL (item 2.1.3).
4.2.2.3- Ciclo de congelamento e descongelamento

Aliguotas de 200 pL de SC foram submetidas ao processo de
descongelamento em banho-maria a 37 °C. Em seguida foram congeladas em
freezer por 30 min. O ciclo de congelamento e descongelamento foi realizado
por 2, 4, 6, e 8 vezes. Macréfagos foram cultivados por 24 h com 2% de SC
submetido ao ciclo e preparado para observacdo e contagem de CL como
descrito no item 2.
4.2.2.4- Dialise do soro

Duas aliquotas de 1 mL de SC foram submetidas ao processo de dialise
com membranas de celulose com poros que excluem massa molecular de
1.000 (Sigma-Aldrich D7884-10FT) e 12.400 Da (Sigma-Aldrich D0530-100FT)
para baixo em agua destilada. As aliquotas foram colocadas nos sacos de
didlise e deixadas em agua destilada (meio de troca) por 24 h. A agua foi
trocada 3 vezes e a por¢ao retida no saco de dialise foi coletada e testada no
cultivo de macréfagos apos leitura de proteinas, pelo método do &acido

bicinconinico, para normatizacao da concentragao.
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4.2.2.5- Determinacdo da concentracdo de proteinas com o meétodo do
acido bicinconinico

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi analisada
indiretamente pela leitura colorimétrica de Cu® através do kit de leitura de
proteina usando acido bicinconinico (Sigma). Para isto, 1 uL de amostra do
produto das dialises e de SC (ndo submetido a dialise) foi misturado com 24
uL de agua destilada separadamente em placa de 96 pocos, acrescido
posteriormente de 200 uL do reagente &cido bicinconinico. A placa foi agitada
em agitador orbital durante 30 seg, coberta e incubada a 37 °C durante 30
min. Apoés esfriamento da placa, foi feita a leitura num leitor de placa utilizando
562 nm como comprimento de onda. A concentracdo foi calculada por uma
curva padrao pré-calibrada usando albumina sérica bovina (BSA) em agua
destilada como padréo.
4.2.2.6- Deslipidagéo do soro

Para cada 5 mL de SC foram adicionados 10 mL de solugédo éter di-
isopropilico:n-butanol (60:40 v/v) (Vetec) e 10 uL de EDTA (50 mg/mL) em tubo
conico de 15 mL. A solucéo foi misturada por 30 min em aparelho orbital (Arsec
HOMO030). Em seguida foi centrifugada (2 min, 800 g, temperatura ambiente).
As duas porcOes resultantes (proteica e lipidica) foram coletadas com pipeta
Pasteur e aliquotadas em eppendorfs para secagem de solventes com 0 uso
de arraste de nitrogénio. As porcdes secas foram ressuspensas em SFB no
mesmo volume inicial da amostra de soro e testadas separadamente (porcao
lipidica ou proteica) ou conjuntamente (porc¢ao lipidica e proteica) no cultivo de
macréfagos peritoneais de camundongo (Cham e Knowles, 1976).
4.2.2.7- Pesagem de lipidios totais (gravimetria)

Tubos de polipropileno de 1,5 mL novos e vazios foram pesados 5 vezes.
As amostras de lipidios extraidas (item 4.2) foram secas por arraste de
nitrogénio e ressuspensas em 300 pL de cloroférmio e 300 puL de metanol.
ApOs a solubilizacdo, as amostras foram transferidas para os tubos ja pesados.
As amostras foram secas através de arraste de nitrogénio e os eppendorfs
foram novamente pesados. A diferenca entre a média aritmética de 5 pesagens
dos eppendorfs com as amostras secas e das 5 pesagens dos eppendorfs

vazios foi calculada.
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4.2.2.8- Extracao total de lipidios

As amostras de 400 pL de SFB ou SC foram colocadas em tubos de vidro
de fundo cdnico (15 mL) e foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio e 1 mL de
metanol. A solucéo foi misturada com o uso de aparelho vortex de 5 em 5 min
durante 1 h. Em seguida a solucao foi centrifugada (1000 g, 30 min, 25°C) e 0
sobrenadante coletado. O sedimento da solugc&o sofreu uma segunda extracéo,
com a mesma solugdo. O sobrenadante foi coletado e misturado ao
sobrenadante da primeira extracdo. Foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio e
0,5 mL de agua aos sobrenadantes coletados. A solucao foi misturada com o
uso de aparelho vortex e centrifugada (1000 g, 30 min, 25 °C). O sedimento
resultante (fase orgéanica) foi coletado e colocado em novo tubo (Bligh e Dyer,
1959).
4.2.2.9- Cromatografia em camada delgada (TLC)

Uma placa de silica para TLC foi marcada para inser¢cdo de 400 uL das
amostras de SFB, SC e dos padrbes. As amostras sofreram extracdo de
lipidios (item 2.8), foram secas por arraste de nitrogénio e ressuspensas em 50
puL de cloroférmio. Os seguintes padrdes foram utilizados: monoacilglicerol,
diacilglicerol, triacilglicerol, colesterol, colesterol esterificado e fosfolipidio.

Apés aplicacdo das amostras e padrdes, a placa foi eluida em béquer,
parcialmente embebida, em posicéo vertical, com 60 mL de hexano, 40 mL de
éter etilico e 1 mL de acido acético. A seguir a placa de TLC foi deixada para
secar em temperatura ambiente. ApGs secagem a placa foi borrifada com
agente revelador (10% CuSO,, 8% H3PO, em agua destilada), e foi deixada
novamente para secar em temperatura ambiente. Em seguida foi colocada sob
uma placa aguecedora a cerca de 200 °C por 5 min. A andlise densitométrica
foi realizada com o programa TotalLab, utilizando-se a imagem obtida da placa
de silica apds revelacdo e escaneamento.

4.2.3. Resultados
4.2.3.1- Plasma sanguineo de camundongo submetido ou ndo a choque
térmico induz corpos lipidicos em macréfagos peritoneais de
camundongo

Plasma obtido com sangue coletado com citrato de sédio foi capaz de
gerar CL em macrofagos de camundongo de maneira semelhante ao SC

(Figura 1). Com a agregacdo das plaquetas, induzida através do choque
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térmico culminando na liberacdo de fator de agregacdo de plaquetas — PAF,

houve perda de 20% na capacidade de gerar CL (Figura 1).

100- =
8 SC2%

80 3 Plasma

704 t 3 Plasma + Choque Térmico

N de células
(4]
o
1

0- T

Q \:5 Vb '\9 \Qx

Categorias de macrofagos definidas por numero de corpos lipidicos

Figura 1. Plasma sanguineo de camundongos gera corpos lipidicos. Numero de
células (N de células) por categoria de macréfagos peritoneais de camundongo
definida por nimero de corpos lipidicos apés cultivo por 24 h com 2% de soro de
camundongo (SC) plasma submetido ou ndo a choque térmico. Média e desvio padrao
de trés experimentos.***Valor significativamente diferente entre os soros de acordo
com o teste ANOVA (P<0,001).

4.2.3.2- Soro de camundongos submetidos a restricdo alimentar induz
menos corpos lipidicos em macréfagos do que soro de camundongo
alimentados normalmente
A geracdo do CL pode ser induzida por diferentes vias de sinalizacéo
celular. Uma dessas vias é a da leptina, que é um hormonio/citocina. A leptina
funciona como sensor de nutriente celular, niveis de energia e status redox. Ela
€ produzida em altos niveis ndo somente durante a inflamacéo, mas também
apos estado alimentado (Lam & Lu, 2007; La Cava & Matarese, 2004).
Portanto, camundongos foram submetidos a periodos de restricdo alimentar de
0, 24 e 48 h para estudar o possivel efeito da leptina na geracao de CL a partir
do soro obtido destes camundongos.
Macréfagos cultivados com SC submetidos a restricdo alimentar por 24 e
48 h apresentaram menor nimero de CL quando comparado aos macrofagos
cultivados com SC provenientes de camundongos ndo submetidos a restricéo
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(0O h) (Figura 2). Nao houve diferenca na génese de CL entre os dois soros
submetidos a restricdo (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da restricdo alimentar em camundongos na geracdo de corpos
lipidicos. Numero de células (N de células) por categoria de macréfagos peritoneais de
camundongo definida por nimero de corpos lipidicos apds cultivo por 24 h com 2% de
soro de camundongo submetido a restricdo alimentar por 48, 24 e 0 h. Média e desvio
padrdo de trés experimentos.***Valor significativamente diferente entre os soros de
acordo com o teste ANOVA (P<0,001).

4.2.3.3- Diferentes tratamentos do soro de camundongo buscando
reconhecer o(s) fator(es) responsavel(veis) pelo disparo da génese de
corpos lipidicos

Diferentes abordagens experimentais foram realizadas com o intuito de
identificar o fator, ou fatores, envolvidos no disparo da génese do CL em
macrofagos peritoneais cultivados com SC. O SC foi submetido a aquecimento,
ciclos de congelamento e descongelamento, dialise, deslipidacédo, e extracao
total de lipidios.
4.2.3.3.1- Aquecimento do soro de camundongo

O SC foi submetido a diferentes temperaturas e a capacidade de

inducao de CL verificada. SC aquecido a 70 e 80 °C nao sofreu alteragcdo em
sua capacidade indutora de CL, comparado ao SC nédo submetido a nenhum
tratamento (Figura 3). A partir de 90 °C pode ser observada claramente a

diminuicdo na capacidade indutora de CL pelo soro tratado (Figura 3). Apoés
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tratamento em 100 °C a capacidade de geracdo de CL foi quase eliminada
(Figura 3).

* ¥ %k

100' I e
90- Hm 37 °C
4

80+ [ 70°C
‘_‘g 70- B 80 °C
S 60- 1 1 90°C
QO | l
: 50 B 100 °C
hel 40'
Z 304

20- ]

10+ |

0 I Arﬁ'_é allg iﬂ‘llﬂ M [

L]
Q \,"5 NQ) ’\,Q) \Qx

Categorias de macroéfagos definidas por numero de corpos lipidicos

Figura 3. Efeito do aquecimento do soro na geracado de corpos lipidicos. Namero de
células (N de células) por categoria de macréfagos peritoneais de camundongo
definida por niumero de corpos lipidicos apds cultivo por 24 h com 2% de soro de
camundongo submetido a aquecimento de 70, 80, 90 ou 100 °C. Média e desvio
padrdo de trés experimentos.***Valor significativamente diferente entre os soros de
acordo com o teste ANOVA (P<0,001); *Valor significativamente diferente entre os
soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,05).

4.2.3.3.2- Leve diminuicdo do niumero de corpos lipidicos de macréfagos
cultivados com soro de camundongo submetido a ciclo de congelamento
e descongelamento

Outra abordagem utilizada com o intuito de identificar a natureza do
possivel fator indutor do SC foi a submissédo do SC a ciclos de congelamento e
descongelamento. A submissdo do SC ao congelamento e descongelamento
afetaria citocinas e proteinas em geral, as quais podem ter alguma relacdo com
0 processo da génese de CL. O numero de CL teve ligeira queda ao longo do

ciclo de congelamento e descongelamento (Figura 4).
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Figura 4.Ciclo de congelamento e descongelamento do soro de camundongo.
Numero de células (N de células) por categoria de macrofagos peritoneais de
camundongo definida por nimero de corpos lipidicos apés cultivo por 24 h com 2% de
soro de camundongo (SC) e SC submetido a ciclo de congelamento por 2, 4, 6 e 8
vezes. Média e desvio padréo de trés experimentos.*Valor significativamente diferente

entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,05).

4.2.3.3.3- Dialise no soro diminui a capacidade de geracdo de corpos
lipidicos

O SC foi submetido a dialise em membranas de 1.000 e 12.400 Da e sua
capacidade de gerar CL foi verificada. Ambos o0s soros dialisados
apresentaram menor capacidade indutora de CL comparados com 0 soro néo
dialisado, porém esta reducao foi maior no macréfago cultivado com o material

da dialise de poro menor (Figura 5).
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Figura 5. Didlise do soro de camundongo. Numero de células (N de células) por
categoria de macrofagos peritoneais de camundongo definida por nimero de corpos
lipidicos apds cultivo por 24 h com 2% de soro de camundongo (SC) nao dialisado ou
filtrado ou produto da dialise do SC em membrana de 1.000 Da ou 12.400 Da. Média e
desvio padrdo de trés experimentos.***Valor significativamente diferente entre os
soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).

4.2.3.3.4- Deslipidacao do soro

Apos a deslipidacdo de SFB e SC observou-se que o SC tem maior
fracdo lipidica e menor proteica em relacdo ao SFB (Figura 6). A andlise da
gravimetria dos lipidios extraidos demonstrou que a composicéo lipidica do SC
€ cerca de 2 vezes maior do que a composicao lipidica do SFB (Tabela 1). O

mesmo foi observado com relacdo a composicéo proteica (Tabela 2).
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Figura 6. Soro fetal bovino (SFB - esquerda) e soro camundongo (SC - direita) apds
serem submetidos a deslipidacdo. Nota-se que o SC apresenta maior fracao lipidica
(seta vermelha) e o SFB possui maior volume na porgao proteica (seta preta).

Tabela 1. Gravimetria de 400 pL de soro fetal bovino (SFB) e de camundongo (SC)
apoés extracao total de lipidios.

Soros Peso em miligramas
SFB: 0,90
SC: 2,00

Tabela 2. Dosagem de proteinas através da técnica do acido bicinconinico em soro
fetal bovino (SFB) e soro camundongo (SC).

Soros | Concentracdo (pg/mL)
SFB 24,30
SC 46,65

As diferentes fracbes resultantes da deslipidacdo, lipidica e proteica
foram utilizadas no cultivo de macréfagos peritoneais de camundongo. A
porcao lipidica e proteica gerou numeros semelhantes de CL. A mistura das

duas por¢des nao retornou a capacidade de geracao de CL (Figura 7).
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Figura 7. Efeito das frac6es do soro de camundongo na geragdo de corpo lipidico.
Numero de células (N de células) por categoria de macrofagos peritoneais de

camundongo definida por nimero de corpos lipidicos apds cultivo por 24 h com 2% de
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soro fetal bovino (SFB) ou de soro de camundongo (SC), 2% de porcéo lipidica do SC
solubilizada em 2% de SFB (LIP SC + SFB2% FILTRADO), 2% de porc¢éo proteica do
SC solubilizada em 2% de SFB (PTN SC + SFB 2% FILTRADO) e 2% de porcéo
proteica e lipidica do SC solubilizadas em 2% de SFB (LIP/PTN SC + SFB 2%
FILTRADO). Média e desvio padréo de trés experimentos.***Valor significativamente
diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).

4.2.3.4- C75 diminuiu a geracdo de corpos lipidicos em macrofagos
cultivados com soro de camundongo

C75, inibidor da acido graxo sintase, levou a diminuicdo no namero de
CL em macrofagos cultivados com SC. Quanto maior a concentracéo de C75,
menor o numero de CL (Figura 8). Apds o tratamento com C75 nas diferentes
concentracfes a viabilidade das células estava similar ao do controle nao

tratado (dados ndo mostrados).
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Figura 8. Efeito de C75 na geragdo de corpos lipidicos. Numero de células (N de
células) por categoria de macrofagos peritoneais de camundongo definida por numero
de corpos lipidicos apés cultivo por 24 h com 2% de soro de camundongo (SC) e C75
em diferentes concentracdes. Média e desvio padrdo de trés experimentos.***Valor
significativamente diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).
*Valor significativamente diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA
(P<0,05).
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4.2.3.5- Soro de camundongo possui maior diversidade e quantidade de
lipidios que o soro fetal bovino revelada pela cromatografia de camada
delgada

A comparacdo da composicao lipidica do SFB e do SC através de TLC
revelou claras diferencas entre os dois soros. O perfil lipidico do SC se mostrou
mais diversificado (Figuras 9 e 10). O SC apresentou menor concentracao de
colesterol esterificado (Choe) quando comparado ao SFB (Figuras 9 e 10). Os
dois soros apresentaram concentracfes equivalentes de colesterol (Cho) e
fosfolipidios (PL). Maiores concentracfes de triacilglicerdis (TG) e acido oléico
(Ac. oléico) foram detectadas em SC. O SC apresentou diacilglicerol (DAG) e
dois grupamentos de lipidios ndo determinados (ND1 e ND2), ausentes no SFB
(Figuras 9 e 10). E importante ressaltar que a figura 10 expressa os resultados
em porcentagem dentro de cada soro exclusivamente. Considerando, portanto,
o volume total, o SC tem mais lipidios em todas as classes observadas em

relacdo ao SFB.
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Figura 9. Cromatografia de camada delgada mostrando a composicao lipidica

do soro fetal bovino (SFB) e do soro de camundongo (SC). Ctrl: controle; PL:

fosfolipideo; MG: monoacilglicerol; Cho: colesterol; DAG: diacilglicerol; Ac.
oléico: acido oléico; ND1, ND2, ND3 e ND4: ndo determinado 1, 2, 3, 4; TG:

Triacilglicerol; Choe: Colesterol esterificado. A e B séo repeticdes do mesmo

experimento.
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Figura 10. Porcentagem da composicéao lipidica do SFB e do SC derivada da
densitometria da cromatografia de camada delgada. SFB: soro fetal bovino;
SC: soro de camundongo; Ctrl: controle; PL: fosfolipidio; Cho: colesterol; DAG:
diacilglicerol; Ac. oléico: acido oléico; ND1, ND2, ND3 e ND4: n&o determinado
1, 2, 3, 4; TG: Triacilglicerol; Choe: Colesterol esterificado. Analise feita com o
uso do programa Total Lab 1D. Os graficos exprimem a média das

cromatografias de camada delgada da figura 9.

4.2.4. Discussao

CL sdo organelas lipidicas altamente heterogéneas, dinamicas e
reguladas. Sua geracao ocorre em diversos tipos de células decorrente de
estimulos especificos. Mota et al., (2014) demonstraram que o cultivo de
macrofagos peritoneais de camundongo com SC gera grande namero de CL,
mas ndo se sabe o que no SC induz esse fator. Neste trabalho foi observado
que plasma de camundongo induziu CL e que soro proveniente de
camundongos em restricdo alimentar diminuiu a geracao desta organela com o
aumento do periodo de restricdo. Além disso, tratamentos dos SC como
aquecimento, submissdo do SC a ciclos de congelamento e descongelamento

e dialise alteraram o numero de CL. O SC também foi submetido ao processo
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de deslipidacédo e TLC revelando grande diversidade e quantidade de lipidios,
possiveis indutores de CL neste soro.

Sabendo do poder de geragédo de CL pelo SC, sangue de camundongo
foi coletado tendo o plasma separado para analisar a geracdo de CL. A
geracdo de CL pelo plasma foi similar ao SC, porém ao ser submetido ao
choque térmico levando a agregacédo de plaquetas, diminuicdo na geracdo de
CL foi observada. Esse resultado foi contrario & ideia de que a agregacdo de
plaquetas liberasse PAF (fator de ativacdo de plaquetas), um dos indutores de
CL (Bozza et al., 1996, 1997; Bartemes et al., 1999; deAssis et al., 2003; Melo
et al., 2003; D’Avila et al., 2008). Isso indica que o fator indutor de CL esta
presente tanto no plasma quanto no soro independente da ativacdo de
plaguetas. Além disso, o PAF liberado por choque térmico parece nao ter tido
concentracdo suficiente para alterar o nivel de inducdo de CL. Por outro lado,
esse processo poder ter contribuido para sequestro ou degradacdo de algum
componente presente no plasma responsavel pela geracdo de CL. Outra
possibilidade é de que a separacdo do plasma seguido de choque térmico
tenha interferido na liberacdo dos elementos da cascata de coagulacdo sendo
diferenciada ou inadequada para geragéao de CL.

Camundongos foram submetidos a regime de restricdo alimentar com o
intuito de verificar se seus soros induziriam CL de forma diferente. Foi
observada diminuicdo no numero de CL com o aumento do periodo de
restricdo. Isto pode ser devido a diminuicdo dos niveis séricos de nutrientes e
lipidios, bem como modulacdo de hormdnios envolvidos no metabolismo.
Leptina, horménio/citocina secretado pelo tecido adiposo, é um dos fatores que
disparam a génese de CL em macrofagos (Maya-Monteiro et al., 2008; Maya-
Monteiro & Bozza, 2008). Altos niveis de leptina sdo encontrados em animais
alimentados sofrendo diminuicdo das concentracdes de leptina sérica em
animais submetidos a escassez de alimentos (Zhao et al., 2014). A possivel
queda dos niveis de leptina, presentes no SC sob restricdo alimentar pode ter
levado a diminuigdo do numero de CL, bem como a disponibilidade lipidica.

Aquecimento do SC levou a diminuicdo do numero de CL com o
aumento progressivo da temperatura. Isso demonstra que o fator indutor sofre
influéncia da temperatura. Proteinas sofrem desnaturacdo e consequente

perda de atividade ao serem submetidas a mudancgas térmicas (Levitsky et al.,
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2008; Bock & Peralta, 2009; Cerasoli et al., 2014). SC submetido a altas
temperaturas diminuiu drasticamente sua capacidade de disparo da génese de
CL. Também foi observado mudanca no aspecto do soro, o qual se tornou
gelatinoso. Essa mudanca dificultou a coleta do soro para utilizacdo em
cultura, o que pode também ter modificado a concentracdo do fator indutor de
CL, ou sequestro deste em consequéncia da alteracdo da consisténcia do
soro. Essa mudanca pode ser devida ao cozimento das proteinas e mudanca
na viscosidade dos lipidios (Bock & Peralta, 2009). Dependendo da natureza
do indutor, lipidica ou proteica, a mudanca conformacional pode alterar a
capacidade de geracédo de CL, diminuindo desta forma a geracéo de CL.

No soro também estdo presentes citocinas, além de proteinas,
vitaminas, acidos graxos e lipidios. Algumas citocinas tém o poder de disparar
a génese de CL em leucdcitos (Melo et al., 2013). Citocinas sédo mais estaveis
se mantidas a baixas temperaturas (Aziz et al., 1999; de Jager et al., 2009).
SC submetido a ciclo de congelamento e descongelamento apresenta menor
namero de CL que SC ndo submetido a tal processo. Proteinas também
geralmente sdo desnaturadas ao serem submetidas a ciclos de congelamento
e descongelamento (Pierce, 2005). Portanto a submisséo do SC ao ciclo pode
estar ndo somente afetando citocinas, proteinas como também lipoproteinas, o
gue pode ser indicador da participacdo destes elementos como possiveis
indutores de CL no SC.

No sentido de verificar se a formac@o de CL em macréfagos peritoneais
de camundongos era através da incorporacao de lipidios e estoque intracelular
em CL, ou por nova sintese de acidos graxos, principal constituinte do cerne do
CL, C75, inibidor da enzima acido graxo sintase (Kim et al., 2004), foi utilizado
no cultivo de macréfagos com SC. C75, promoveu reducdo significativa na
formacao de CL, induzidos pelo cultivo com SC. A capacidade de C75 de inibir
geracdo de CL foi descrita anteriormente relacionando a diminuicdo desta
organela com o declinio na geracdo de PGE; (Accioly et al., 2008; DAvila et al.,
2011). Em leveduras, a dele¢édo de enzimas que realizam a sintese de ésteres
de lipidios resulta no desaparecimento de CL, o que indica a necessidade da
sintese de lipidios para o surgimento de CL (Ohsaki et al., 2014). Isto indica
gue o processo de biogénese de CL induzido por SC envolve o metabolismo de

lipidios, particularmente acidos graxos. Adicionalmente, para verificar se a
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adicdo de C75 ao meio de cultura estava reduzindo a inducdo de CL por SC
por morte dos macrofagos, foi feita uma leitura de deidrogenase lactica do
meio. Os resultados indicaram que os macréfagos estavam vivos, e que a
queda do nimero de CL contabilizados ocorreu devido a acdo do C75, e nédo
devido a morte das células.

O SC foi submetido a dialise em membranas de 1.000 e 12.400 Da e sua
capacidade de gerar CL foi verificada. Ambos o0s soros dialisados
apresentaram menor capacidade indutora de CL comparados com 0 soro ndo
dialisado, porém esta reducédo foi maior no macréfago cultivado com o material
da dialise de poro menor. Isso mostra que o possivel fator indutor possui
massa maior que 12.400 Da, podendo ser algum complexo proteico ou
lipoproteina. Além disso, 0 poro maior permitiu a saida de outros fatores, ndo
responsaveis pela génese de CL, levando a concentracdo do fator indutor de
CL, presente no SC.

Na tentativa de descobrir o fator que dispara a génese de CL, SFB e SC
foram submetidos ao processo de deslipidacédo tornando possivel a separacao
dos soros em porcdes proteica e lipidica. Apos deslipidacéo, foi observada
grande quantidade de lipidios e proteinas em SC, a qual foi confirmada pela
gravimetria e dosagem de proteinas, além do resultado gerado apés analise de
TLC. A inducdo de CL em macréfagos peritoneais de camundongo, a partir das
porcdes obtidas dos soros, mostrou maior geracdo de CL no cultivo com os
lipidios obtidos, comparado as proteinas, porém esta diferenca nao foi
significativa. Ao reunir as porg¢des lipidica e proteica novamente no cultivo de
macrofagos néo foi restaurada a capacidade de disparo, sendo menor que a
porcao lipidica e similar a proteica. A porcao lipidica do SC parece ter um papel
importante no disparo da génese de CL. A geracéo de CL pode ser estimulada
pela presenga no meio extracelular de lipidios agonistas como acidos graxos
insaturados (Weller et al., 1991; Bozza et al., 1996; Pol et al., 2004; Pu et al.,
2011), acido oléico (Chen et al., 2002; Huang & Chen, 2006; Suzuki et al.,
2011), acido oleico conjugado com albumina de SFB (Brasaemle et al., 2000;
Robenek et al., 2004), acido araquiddnico (van Manen et al., 2005;Bozza et al.,
1996; Weller et al., 1989) e triacilgliceréis (Zweytick et al., 2000; Farese et al.,
2009; Walther & Farese Jr., 2009; Beller et al., 2010). Outros compostos
lipidicos como lipoproteina de baixa densidade (LDL) acetilada (Greenspan et
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al., 1985; Robenek et al., 2005; Klinkner et al., 1995; Suzuki et al., 2011), LDL
oxidada (Pacheco et al.,, 2002; Xu et al., 2006; Silva et al., 2009) dispara a
geragao de CL, ao passo que a LDL em sua forma nativa ndo causa esta
geracdo (Pacheco et al., 2002, Silva et al., 2002), assim como &acidos graxos
saturados (Weller et al., 1989, 1991; Bozza & Weller, 2001). Isso reflete a
complexidade e especificidade da regulacdo de estimulos que disparam a
geracdo desta organela. Fosfolipidios parecem ter um papel conservado no
crescimento dos CL (Yang et al., 2012). Lipidios neutros de armazenamento,
como triacilglicerol (TG) e ésteres de esterol, compdem o nucleo de CL, que
séo envoltos por uma monocamada de fosfolipidos e de outros lipidios polares.
Assim, é concebivel que tanto lipidios e fosfolipidos de armazenamento
possam ter papéis estruturais e reguladores da geracédo e do crescimento de
CL. Isso pode ser corroborado pela existéncia de uma cepa de levedura sem
CL, onde a sintese de TG e éster de esterol € suprimida devido a auséncia de
diacilglicerol (DAG) e acyltransferases esterois (Oelkers et al., 2002; Sandager
et al.,, 2002). Grande parte dessas classes de lipidios, responsaveis pela
geracado de CL, foi encontrada em maior quantidade em SC, comparado a SFB
por TLC. Na andlise densitométrica de TLC do SFB e SC, o volume percentual
de colesterol no SFB foi maior do que no SC. Entretanto, o volume total de
colesterol no SC é maior, assim como de todos os lipidios encontrados, com
excecdo de monoacilglicerol (MG). Haja vista a participacdo de colesterol na
geracdo de CL em macrofagos, importado de LDL oxidada por radicais livres
(Ross, 1993). Além disso, o SC apresentou maior quantidade e diversidade de
lipidios que o SFB. A soma destes fatores ajudam a explicar porque o SC tem
grande poder de gerar CL em macrofagos peritoneias de camundongo.
Algumas proteinas como citocinas (Melo et al., 2013), quimiocinas e
horménios (Bozza et al.,, 2009) também disparam a génese de CL. A parte
proteica do soro obtida apo6s deslipidacao induziu poucos CL. Isso mostra que
apesar de pequena inducdo, proteinas do SC podem, juntamente com o0s
lipidios, estarem envolvidas no processo da geracdo de CL. Esse resultado
pode conceber a participacdo de lipoproteinas no disparo da génese, além de
citocinas, quimiocinas e hormdnios, visto que o aumento da temperatura e a
submissdo do soro a ciclos de congelamento e descongelamento levam a

declinio na geracdo desta organela. E importante ressaltar que o método de
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deslipidacéo utilizado ndo causa a desnaturacéao das proteinas do soro (Clam e
Knowles, 1976), porém se o fator indutor for uma lipoproteina, a separagédo do
complexo lipidio-proteina resulta na diminuigdo do nimero de CL nas porgdes
obtidas apds deslipidacéo e a juncdo das porcdes ndo possui capacidade de se
reorganizarem novamente, sendo necessaria a utilizacdo de plasma fresco

Nesse processo.

4.2.5. Concluséo

SC tem grande poder indutor de CL, sendo possivel sua utilizacdo em
modelos de estudo de geracdo desta organela. Todas as abordagens
realizadas, com o intuito de descobrir os fatores indutores de CL presentes no
SC, apontam a existéncia de mais de um possivel indutor, de natureza lipidica
ou mista (lipidica/proteica), além da possivel participacdo do horménio leptina.

Mais estudos sao necessarios para certificacdo dos fatores indutores de CL.
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Resumo

Avancos recentes tém transformado nosso entendimento sobre os corpos
lipidicos (CL). Uma vez considerados granulos de estoque lipidico, CL s&o
agora reconhecidos como organelas multifuncionais que afetam muitos
aspectos da biologia celular e metabolismo lipidico. Contudo, questdes
fundamentais no que tange a biogénese desta organela permanecem sem
resposta. Soro de camundongo (SC) induz grande numero de CL em
macrofagos peritoneais de camundongo, no entanto, ndo sabemos se esta
inducdo pode ocorrer em outras linhagens de macréfagos. A génese de CL em
macréfagos peritoneais de camundongo ocorre com aumento progressivo do
namero desta organela ao longo de 24h de cultivo com SC, apresentando
crescimento notavel nos tempos de 8, 12 e 24 h. Além disso, associacao de CL
com o reticulo endoplasmatico e variacdo de osmiolfilia foram observadas. SC
também induz geracdo de CL em macréfagos murinos RAW264, J774-Al,
medular e alveolar apos cultivo de 24 h. Esse soro também tem poder de
inducdo de CL em macréfagos peritoneais de rato e em uma linhagem de
macrofago de galinha (HD11). Porém, soro de rato também foi capaz de gerar
CL nos macrofagos de rato, ressaltando que a homologia soro versus célula é
um fator relevante. O poder indutor de CL pelo SC mostra a possibilidade deste
soro ser utilizado em modelo de estudo da génese desta organela em
diferentes tipos de macréfagos contribuindo para entendimento da biogénese e

funcionalidade desta organela.

Palavras chaves: macréfagos, corpos lipidicos, soro de camundongo, génese.
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4.3.1- Introducéo

Corpos lipidicos (CL) sao as organelas celulares pouco caracterizadas
(Walther & Farese Jr, 2009). Consideradas por muito tempo como simples
depdsitos de armazenamento de lipidios, estas organelas dindmicas e notaveis
foram recentemente implicadas em muitos processos biologicos. CL estdo
presentes em muitas células, incluindo adipdcitos, células esteroidogénicas,
hepatécitos e células engajadas em processos inflamatorios (revisto em Farese
Jr & Walther, 2009; Murphy, 2012; Bozza et al.,2009). CL estédo envolvidos no
armazenamento e mobilizacdo de lipidios (Murphy et al., 2009), bem como no
desenvolvimento de doenca (Melo et al., 2013). Estas organelas possuem uma
arquitetura peculiar formada por uma monocamada de fosfolipidios de
composi¢do Unica (Tauchi-Sato et al., 2002), o que Ihe confere diferenciacédo
das demais organelas. Além disso, nao € facil preservar estas organelas e uma
vez submetidas a processos rotineiros de preparacdo da amostra ha extracao
de conteudo lipidico, requerendo preparacdo especifica (Ohsaki et al., 2005;
Melo et al., 2011). Diversos indutores s&o utilizados no estudo da génese de
CL (Bozza et al.,2009). O aumento do numero de CL é observado em
inflamacéo (Bozza et al., 2009), células cancerigenas (Accioly et al., 2008;
Bozza & Viola 2010) e em condicbes de excesso de lipidios (Suzuki et al.,
2011). Macrofagos peritoneais de camundongos cultivados com soro de
camundongo (SC) geram muitos CL, produzem mais prostaglandina E, (PGEy)
e menos oxido nitrico (NO), sendo menos eficiente no controle do crescimento
de Toxoplasma gondii (Mota et al.,, 2014). Ainda ndo se sabe o fator
responsavel pelo disparo da génese de CL em macréfagos cultivados com SC,
mas resultados preliminares indicam que SC tém muito mais constituintes
lipidicos do que o soro fetal bovino. Nossa hip6tese é que o SC pode induzir CL
em diferentes tipos de macréfagos e de diferentes espécies.

Diferentes modelos de biogénese de CL tém sido propostos. O primeiro
e mais aceito modelo de geragcédo de CL sugere brotamento desta organela a
partir do reticulo endoplasmatico (RE) para o citoplasma, circundado por uma
monocamada de fosfolipidios provenientes da membrana citosélica do RE
(Martin & Parton, 2006; Murphy & Vance 1999). Contudo, hipéteses alternativas
sugerem a formacéo de CL ao longo e ndo dentro do RE (Robenek et al., 2004;

2006). A revelagdo de um sistema complexo de membranas dentro do CL
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suporta 0 modelo de formacao de CL por incorporacdo de membranas do RE
(Melo et al., 2013), sendo corroborado pela presenca de proteinas
transmembrana no interior de CL (Wan et al., 2007; Bartz et al., 2007). Até o
momento ndo ha nenhuma evidéncia concreta dos modelos de geracao de CL.
Portanto, ndo existe consenso no modelo de génese de CL. O estudo temporal
da génese de CL no modelo de macrofagos murinos cultivados com SC pode
ajudar no melhor entendimento desse processo.

Neste presente estudo a ocorréncia da geracdo de CL em macrofagos
murinos e de outras espécies como rato e galinha cultivados com SC foi
investigada. Aqui mostramos que o cultivo de macrofagos murino de linhagem
RAW 264, J774-A1, macrofago medular, alveolar com SC apresentam grande
namero de CL. A geracdo desta organela também ocorre em macréfagos
peritoneais de rato e macréfagos de galinha (linhagem HD11). Sabendo do
grande poder indutor de CL pelo SC, este soro foi utilizado para observacéo
temporal da génese de CL e sua possivel associacdo com RE. Nossos
resultados mostram o SC como um potente indutor de CL, capaz de disparar a
génese desta organela ndo somente em espécies murinos como também em
diferentes espécies, ademais, existe associacdo do RE com o CL nascente.
Portanto, o0 uso de SC em cultura € alternativa para modelo de estudo da

génese de CL.

4.3.2- Material e métodos

4.3.2.1- Obtencao e cultivo de macréfagos
4.3.2.1.1- Macrofagos peritoneais de camundongo

Os macréfagos foram obtidos apés lavado peritoneal em camundongos
Suicos, machos, adultos (6 a 8 semanas/ 30 a 40 g) utilizando 10 mL de Hank’s
por animal, eutanasiados por CO, em camara de gas. Para plagueamento em
placa de 24 pocos foram usados 4 animais por experimento. A suspensao
celular do lavado foi centrifugada a 500 g por 10 min a 4 °C. O sedimento foi
ressuspenso em 4 mL de solugdo de Hank’s e semeados 150 pL por pogo.

Apo6s aderéncia de 1 h a 37 °C, atmosfera de 5% de CO,, as células foram

lavadas 2 vezes com solucdo de Hank’s e cultivadas em Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) com 2 ou 10 % de SC ou soro fetal bovino (SFB), ou
soro de rato (SR) ou soro de galinha (SG).
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4.3.2.1.2- Macrofagos Murinos RAW 264, J774-Al e Alveolares

As linhagens de macréfago murino RAW 264 (Sigma-Aldrich —
91062701), J774-Al e alveolares (ATCC — CRL-2019) foram cultivadas em
garrafas de 25 cm? com meio DMEM suplementado com 5% de SFB a 37 °C,
atmosfera de 5% de CO,. Atingindo confluéncia, as células foram removidas da
garrafa utilizando 1 mL de tripsina por poucos segundos seguida da adi¢ao de
4 mL de DMEM suplementado com 5% de SFB. As células soltas foram
centrifugadas a 500 g, 10 min, 20 °C, ressuspensas em 1 mL de DMEM,
contadas na camara de Neubauer e plaqueadas na concentracdo de 1 x 10°
células sobre a laminula em placa de 24 pogos com 500 pl de DMEM
suplementado com 2 e 10% de SFB e SC.
4.3.2.1.3- Macrofago Medular

ApoOs eutanasia em camara de CO, camundongos Sui¢cos machos de 3
semanas de idade tiveram seus o0ssos fémures removidos e todo tecido
muscular adjacente foi raspado. Para remocdo das células utilizou-se uma
seringa de 10 mL com agulha e meio de cultura DMEM-F12 (Sigma-Aldrich —
85020C) sem soro (20 mL por cada animal). A suspenséo celular foi colocada
diretamente em placa de petri e os grumos celulares foram desfeitos por
vigorosa pipetagem. As células foram incubadas por 1h a 37 °C e 5% CO,,
lavadas e cultivadas por 7 dias. Para realizacdo do experimento as células
foram raspadas e semeadas sobre laminulas redondas de vidro e cultivadas
em DMEM-F12 suplementado com 2 ou 10% de SC ou SFB e 20% do MCSF
(macrophage colony-stimulating factor). Este fator foi obtido a partir da cultura
de 1X10° células L929 (Sigma-Aldrich — 85011425) viaveis, verificadas pela
coloracdo de azul de tripan (0,1% de azul de tripan em PBS por 5 minutos na
proporcdo 1:1 — célula: solucdo de azul de tripan). Essas células foram
cultivadas em garrafas de 25 cm? com meio DMEM-F12 suplementado com
10% de SFB. Apos 7 dias, este meio condicionado foi centrifugado (1000g ,4
°C), e o0 sobrenadante aliquotado e estocado a -20 °C (Seabra et al., 2002).
4.3.2.1.4- Macrofagos de rato

Macrofagos de rato foram apds lavado peritoneal em ratos wistar,

machos, adultos (20 mL de Hank’s/animal), pesando 250 gr. O processamento

seguinte foi igual ao realizado em macréfagos peritoneais de camundongos
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(item 1.2). As células de rato foram cultivadas em DMEM com 2% e 10% de SR
ou de SC por 24 h.
4.3.2.1.5- Linhagem de macro6fagos de galinha transformados HD11

A linhagem de macréfagos de galinha transformada HD11 foi cultivada
em garrafas de cultura de células de 25 cm? contendo DMEM suplementado
com 10% de soro de SFB, incubados a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Na
passagem anterior a experimentacdo as células eram cultivadas com 5% de
SFB. Para experimentacdo as células foram retiradas das garrafas de cultura
com tripsina-versene (0,2%:0,02%), centrifugadas (500 g, 10 min, temperatura
ambiente), colocadas sobre laminulas em placas de 24 pocos nas propor¢des
de 1 x 10* e 1 x 10° células por poco e cultivadas em DMEM contendo 2% ou
10% de SFB (REF 12657-029) ou SC ou SG ( CAT- 16110-082) da gibco.
4.3.2.2- Obtencéao de soro
4.3.2.2.1- Soro de camundongo e de rato

O SC foi obtido a partir da coleta de sangue de camundongos Suicos,
machos adultos (6 a 8 semanas/ 30 a 40 g), por puncdo cardiaca utilizando
seringa de 3 mL e agulha 26G ap0és eutanasia por CO, em camara de gas. O
sangue obtido foi mantido na seringa por 2-3 h a 25 °C para coagular.
Posteriormente, as seringas foram acondicionadas na geladeira por 1 h. O soro
foi coletado com uma pipeta Pasteur, transferido para tubos conico (15 mL) e
centrifugado a 600 g por 10 min. O soro foi inativado (30 min, 56 °C),
aliquotado (200 pL) e estocado no freezer a -20 °C.

O SR foi obtido da mesma maneira que SC, porém ratos wistar adultos,
pesando 250 g foram utilizados no processo.
4.3.2.2.2- Soro fetal bovino e de galinha

O SFB (REF: 12657-029) e de galinha (CAT: 16110-082) utilizados nos
experimentos sédo da linha comercial Gibco, enquanto do SC foi preparado em
nosso laboratério (Monteiro et al.., 2005; Mota et al., 2014).
4.3.2.3- Marcacao e quantificacdo de corpos lipidicos

Macréfagos cultivados por 24 h com 2 ou 10% de SFB, SC, SR e SG foram

fixados por 10 min com 4% de formaldeido recém-preparado em PBS. Apés
esse periodo as células foram lavadas em PBS por 2 vezes, incubadas por 15
min com o corante Vermelho de Nilo a 1 pg/mL, e lavados novamente em PBS
(Greenspan et al., 1985). A sequir, as laminulas foram montadas em 10 uL de
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ProLong Gold (Invitrogen P36931) e seladas com esmalte, sendo observadas
no dia seguinte em microscopio de fluorescéncia Axioplan Zeiss equipado com
contraste interferencial de Nomarski, lampada HBO 100 e camera digital
AxioCam Mrc5 gerenciada pelo programa Axiovision. Todo o processo de
manipulacdo do marcador fluorescente foi feito ao abrigo de luz. Esse processo
também foi realizado para andlise da génese de CL, sendo os macréfagos
cultivados por 0,1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h com 2% de SC.

Para a quantificacdo de CL, os macrofagos foram classificados em
categorias que variaram de acordo com a quantidade de CL que cada um
possuia. Estas categorias compreenderam macrofagos sem CL, com 1 até 3,
com 4 até 6, com 7 até 9 ou com 10 ou mais CL. Em cada laminula 100 células
foram contabilizadas e distribuidas nas categorias de acordo com a quantidade
de CL observados; pelo menos 3 laminulas em cada variante experimental por
experimento foram quantificadas para obtencédo de média e desvio padrao.

Os resultados foram representados graficamente utilizando-se o programa
GraphPad Prism 5. Os graficos utilizados foram do tipo ordenada e abscissa.
No eixo das abscissas estdo as diferentes categorias de macréfagos baseadas
no numero de CL presentes; no eixo das ordenadas estd a quantidade de
células referente a cada categoria. Os gréaficos foram testados estatisticamente
com o uso do programa GraphPad Prism 5 pelo teste de Anova sendo o valor
de P representado na legenda quando houve diferenca estatistica.
4.3.2.4- Anédlise ultraestrutural

Para analise da geracdo dos CL macréfagos foram cultivados por 5, 10, 15,
30,45 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h em 2% de SC para realizacdo da cinética da
génese de CL. As células foram fixadas com 2,5% de glutaraldeido em tampéao
fosfato (0,1M, pH 7,2), lavadas em tampdes fosfato e imidazol (0,1M, pH 7,5) e
pés-fixadas em 2% de tetréxido de 6smio em tampéo imidazol por 2 h,
protegido da luz. Lavadas novamente seguindo desidratacdo em série alcodlica
e embebido em resina epo6xi (Epon ®). Cortes semi-finos foram contrastados
com acetato de uranila e examinados no microscopio eletrénico de transmissao
900.
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4.3.3- Resultados
4.3.3.1- Andlise da Génese de Corpos Lipidicos

A geracdo de CL é disparada por muitos indutores em leucdcitos (Bozza
et al.,, 2009). A génese de CL tem sido observada em diversos modelos
(Murphy & Vance 1999; Robenek et al., 2006; Fujimoto & Parton 2011; Melo et
al., 2013), em que a inducédo de CL se da pela suplementacdo do meio de
cultivo com lipidios exbégenos. Macréfagos peritoneais de camundongo
cultivados com SC geram muitos CL, sendo possivel sua utilizacdo no estudo
desta organela (Mota et al., 2014).
4.3.3.1.1 — Cinética da geracdo de corpos lipidicos

Sabendo que o SC dispara a génese de CL (Mota et al.,, 2014) uma
cinética de geracao de CL foi realizada cultivando macréfagos peritoneais com
2% de SC por 24h, seguido de marcacao com Vermelho de Nilo e contagem de
CL (Figura 1). A cinética de geracao de CL em macréfagos peritoneais mostrou
aumento progressivo do numero de CL ao longo de 24h de cultivo, mostrando

aumento notavel nos tempos de 8, 12 e 24 h de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Cinética da geragdo de corpos lipidicos em macréfagos cultivados por 24
horas com 2% de soro de camundongo (SC). No eixo das coordenadas temos o
namero de macrofagos e no das abcissas temos a disposicdo destas células em
categorias de macrofagos definidas pelo niumero de corpo lipidico (CL) em cada

célula.
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4.3.3.1.2- Associacao de corpo lipidico com reticulo endoplasmatico

A geracdo de CL foi analisada verificando provéavel co-localizacdo com o
RE, sendo possivel observar intima relagdo do RE com CL (Figura 2). Também
foi possivel observar por¢cées da membrana do RE rodeando o CL (Figura 2 A,
B, C, E, F e H), bem como de apenas uma das faces da membrana do RE
(Figura 2 D), n&do permitindo, portanto, a clara observacéo se a formacgao do CL
ocorre dentro ou ao longo do RE. Além disso, pode ser vista claramente
diferenca na osmiofilia (atracdo a oOsmio e, portanto, diferente
eletrondensidade) destes CL (Figura 2); CL com alta eletrondensidade (Figura
2 A e G), média (Figura 2 C e E) e baixa (Figura 2 B, F e H) foram observados.
Ademais, na Figura 2 H, pode ser observado estruturas semelhantes a

membranas e por¢des amorfas internamente.
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Figura 2. Analise ultraestrutural de corpo lipidico (CL) de macrofagos peritoneais de
camundongo cultivados por 5 min (A e B), 45 min (C, D), 1 (Ee F),2 (G)e 4 h (H) em
2% de soro de camundongo (SC). RE - reticulo endoplasmético; CG: complexo de
Golgi. Seta reta mostrando dupla membranda do RE; seta angulada mostrando por¢ao

amorfa no interior do CL (H).
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4.3.3.2 — Soro de camundongo induz corpos lipidicos nas diferentes
linhagens de macro6fagos murinos testadas

Sabendo do grande poder indutor de CL pelo SC, macréfagos murinos
RAW 264, J774-Al, medular e alveolar foram cultivados com SC. Com o
intuito de verificar se a inducdo de CL ocorreria em outras espécies que nao
murinos, macréfagos de rato e de galinha (HD11) foram cultivados com SC.

Todas as linhagens de macrofagos murinos testadas (RAW 264, J774-
Al, medular e alveolar) apresentaram maior numero de CL quando cultivadas
com SC em relacdo as cultivadas com SFB (Figuras 3 a 6). Também foi
observado em todas as linhagens que 2% de SC geraram significativamente
mais CL que 10% de SFB (Figuras 3 a 6). Nas linhagens J774-Al e alveolar
nao foi observada maior geracdo de CL ao aumentar a concentracdo do SC de
2 % para 10% (Figura 4 e 6). No entanto, para as linhagens RAW 264 e
medular o aumento da concentracdo de SC aumentou o numero desta

organela (Figura 3 e 5).
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Figura 3. Corpos lipidicos em macréfagos RAW 264. Numero de células (N de células)
por categoria de macréfagos RAW 264 definida por nimero de corpos lipidicos (CL)
apos cultivo com 2 e 10% de soro fetal bovino (SFB) ou soro de camundongo (SC) por
24 h. Média e desvio padrdo de trés experimentos. ***Valor significativamente

diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).
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Figura 4. Corpos lipidicos em macréfagos J774-A1l. Numero de células (N de células)
por categoria de macréfagos J774-Al definida por nimero de corpos lipidicos (CL)
apos cultivo com 2 e 10% de soro fetal bovino (SFB) ou soro de camundongo (SC) por
24 h. Média e desvio padrdo de trés experimentos. ***Valor significativamente

diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).
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Figura 5. Corpos lipidicos em macrofagos medulares. Numero de células (N de
células) por categoria de macrofagos medulares definida por nimero de corpos
lipidicos (CL) apos cultivo com 2 e 10% de soro fetal bovino (SFB) ou soro de
camundongo (SC) por 24 h. Média e desvio padrdo de trés experimentos.***Valor

significativamente diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).
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Figura 6. Corpos lipidicos em macrofagos alveolares. Numero de células (N de
células) por categoria de macréfagos alveolares definida por niamero de corpos
lipidicos (CL) apds cultivo com 2 e 10% de soro fetal bovino (SFB) ou soro de
camundongo (SC) por 24 h. Média e desvio padrdo de trés experimentos.***Valor

significativamente diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001).

4.3.3.3 — Soro de camundongo € capaz de induzir corpos lipidicos em
macrofagos de rato e de galinha

4.3.3.3.1 - Macrofagos de rato

O SC gerou CL em macrofagos de rato (MoRt) de maneira proporcional
a quantidade de soro utilizada na cultura (Figura 7 B). Macrofagos de
camundongo (MoCam) cultivados com 2% de soro de rato (SR) apresentaram
poucos CL, porém utilizando 10% desse soro em cultura esse disparo foi mais
expressivo (Figura 7 A). SC disparou menor génese de CL nos MoRt do que o
SR (Figura 7 B). Apesar de haver geracao de CL em MoRt cultivados com SR,
a geracdo de CL pelo SC em macrofagos de camundongo (MoCam) foi maior
(Figura 7 A e B). Este fato pode ser constatado em MoCam cultivados com
10% de SR quando comparado ao MoRt cultivado com 10% de SC (Figura 7 A
e B). O grande poder indutor de CL pelo SC também pode ser observado no
cultivo de MoCam com 10% de SC comparado ao cultivo de MoRt com 10%
de SR e no cultivo de MoCam com 2% de SR comparado ao cultivo de MoRt

com 2% de SC (Figura 7). MoRt cultivados com 10% de SC apresentou um
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pouco mais da metade do numero de CL, comparado a MoCam cultivados
com 2% de SC (Figura 7 A e B). O SR também possui capacidade de disparar
génese de CL, sendo mais notdvel em macrofagos de rato. Isto pode ser
claramente observado quando comparado o numero de CL de MoRt cultivado
com 2% de SR com MoCam cultivados com a mesma concentracdo de SR
(Figura 7 A e B). Ambos os soros possuem capacidade de gerar CL sendo
maior quando ocorre homologia do soro com a célula como em MoCam
comparado com MoRt cultivados com 10% de SR ou MoCam cultivado com
2% de SR ou de SC (Figura 7). Ao cultivar MoCam com 10% de SC e MoRt
com 10% de SR houve geracdo de grande numero de CL em ambos os
macréfagos, ndo havendo nenhuma diferenca significativa entre eles, ou seja,
quando ocorre homologia do soro com as células (Figura 7). O poder da
homologia, entre soro e macréfagos, na geracdo de CL também pode ser
observado em MoRt cultivados com 10% de SC comparado a MoRt cultivado
com 2% de SR, onde também ndo houve nenhuma diferenca significativa
(Figura 7).
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Figura 7. Corpos lipidicos em macréfagos peritoneais de camundongo e de rato.
Numero de células (N de células) por categoria de macrofagos peritoneais de
camundongo (A) ou de rato (B) definida por nimero de corpos lipidicos (CL) apés
cultivo com 2 e 10% de soro de camundongo (SC) ou soro de rato (SR) por 24 h.
Média e desvio padrédo de trés experimentos.***Valor significativamente diferente entre
0s soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001). **Valor significativamente diferente

entre os soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,01)

4.3.3.3.2- Macroéfago de galinha (HD11)

O SC induziu CL na linhagem HD11 de macrofagos de galinha (Figura
8). A inducdo de CL em células HD11 foi maior com 2% de SC comparada a
2% de SG (Figura 8). Aumento no numero de CL foi observado com aumento

na concentracdo de 2 para 10% em ambos 0s soros. A inducdo de CL
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utilizando 10% de SC e SG foi similar (Figura 8). SFB induziu muito pouco CL
na linhagem HD11 (Figura 8).
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Figura 8. Corpos lipidicos em macrofagos de HD11. Namero de células (N de células)
por categoria de macréfagos HD11 definida por nimero de corpos lipidicos (CL) apés
cultivo com 2 e 10% de soro de camundongo (SC) ou soro de galinha (SG) por 24 h.
Média e desvio padrdo de trés experimentos. ***Valor significativamente diferente
entre 0s soros de acordo com o teste ANOVA (P<0,001); **Valor significativamente

diferente entre os soros de acordo com o teste ANOVA ( P<0,01).

4.3.4- Discusséo

SC dispara a génese de CL macréfagos peritoneais de camundongo, o
gue provavelmente leva a alta producéo de PGE,, decorrente baixa producéo
de NO, diminuindo, consequentemente, o poder microbicida destes macrofagos
(Mota et al., 2014). O grande poder indutor de CL pelo SC possibilita a
utilizacédo desse soro como modelo de estudo da génese desta organela, a qual
vem ganhando destaque. O estudo da génese desta organela tem se mostrado
importante para o entendimento dos mecanismos que levam a sua geracao,
bem como mobilizacdo dos lipidios presentes em seu interior, crucial para

controle desse processo, auxiliando no tratamento e prevencdo de doengas
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relacionadas ao metabolismo lipidico. A cinética de geracdo de CL em
macréfagos peritoneais cultivados com SC mostrou aumento progressivo do
namero de CL ao longo de 24h de cultivo, notavel nos tempos de 8, 12 e 24 h
de cultivo. Ainda ndo se sabe se a inducédo de CL pelo SC se deve a um ou
mais fatores presentes neste soro. A presenca de CL em macréfagos recém-
obtidos do peritdbnio de camundongos confirma a presenca destas organelas
como constitutivas de células envolvidas em processos inflamatoérios (Bozza et
al., 2009). Todos os modelos de biogénese de CL apresentam o RE como
ponto de partida (Robenek et al., 2006; Bozza et al., 2009; Ohsaki et al., 2009;
Beller et al.,, 2010; Melo et al., 2013). Em macréfagos peritoneais de
camundongos a associacdo de CL ao RE foi claramente observada. Foi
possivel observar ndo somente por¢cdes da membrana do RE rodeando o CL
(Figura 2 C- seta) como também apenas uma das faces da membrana do RE
(Figura 2 D- seta), ndo permitindo, portanto, a clara observacéo se a formacao
do CL ocorre dentro (Ohsaki et al., 2009) ou ao longo do RE (Robenek et al.,
2006). Também foi observada a presenca de uma estrutura no interior do CL
semelhante a membranas e por¢cbes amorfas (Figura 2 H - seta), validando a
geracdo de CL por possivel incorporacdo de membrana (Melo et al., 2013).
Além disso, foi observada claras diferencas na osmiofilia de CL, em que CL
apresentaram diferentes contrastes. Isso pode ser referente a diferentes
estagios de maturacéo do CL, bem como variacédo do conteudo lipidico (Cheng,
et al., 2009; Fujimoto & Parton, 2011).

Métodos de preparacdo de amostra especificos para observacédo do CL
sao essenciais para seu estudo (Ohsaki et al., 2005; Melo et al., 2011). Haja
vista que os métodos tradicionais com reagentes a base de solventes
organicos resultam na remocao de lipidios destas organelas impossibilitando o
estudo (Ohsaki et al., 2005). Alguns métodos de fixacdo e coloracdo para
microscopia (Cheng et al., 2009; Melo et al., 2011 a e b; Melo et al., 2013) tém
sido desenvolvidos permitindo melhor estudo da biogénese de CL. Mesmo
utilizando os métodos tradicionais de preparacdo para microscopia eletronica,
especifica para lipidios, a extracdo de lipidios pode ocorrer (Figura 2 G).
Portanto, € importante o estudo de métodos que permitam preparacdes
melhores para que o estudo da génese ocorra obtendo mais informacdes sobre

esta organela.
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O cultivo de macréfagos de origem murina com SC tém sido relatado
desde a década de 80. Crocker et al., (1988) observaram que SC aumenta a
expressdo de hemaglutinina em macréfagos murinos in vitro. Nosso grupo
também relatou que o cultivo de macrofagos peritoneais de camundongo com
SC apresenta aumento na expressao de sialoadesina, receptor do acido sialico
(Monteiro et al., 2005). Isto facilitou ndo s6 a associacdo aumentada de, como
também invasdo facilitada em macréfagos murinos por Trypanosoma cruzi,
cuja superficie é coberta por acido sialico (Monteiro et al., 2005). O cultivo de
macrofagos peritoneais de camundongo com SC além de apresentar aumento
de sialoadesina também apresentou grande numero de CL (Mota et al.,2014).
Sabendo disso, levantamos a hipétese de que o cultivo de outras linhagens de
macrofagos murinos com SC levaria a génese de CL. A formacdo de CL em
macrofagos murinos tem sido observada em estudos para demonstracdo da
formacéo de células espumosas. Dentre as linhagens murino utilizadas estéo
RAW 264 (Berg & Petty, 1988; Chen et al., 2002), J774-Al (Tabas et al., 1985;
Mahlberg et al., 1990; Mori et al.,, 2001; Choi et al., 2009), macrofagos
peritoneais de camundongos (Brown et al., 1979, Pataki et al., 1992; Klinkner et
al., 1995; Hakamata et al., 1998, a e b; Choi et al., 2009). A formacédo de CL
também foi observada em macréfagos medulares em infec¢bes por
Mycobaterium avium que induziam a formacdo de células espumosas (Caire-
Brandli,et al., 2014). J& a formacao de CL em macréfagos alveolares tem sido
relacionada a doencas do sistema respiratorio (Koksal et al., 2005). Para que a
geracdo de CL seja possivel nestas células, indutores de natureza lipidica
(Klinkner et al., 1995; Chen et al.,, 2002; de Assis et al.,, 2003; Schmitz &
Grandl, 2008; Choi et al., 2009; Silva et al., 2009), hormbnios (Maya-Monteiro
et al., 2008) e outros indutores sédo utilizados (Bozza et al., 2009).

Sabendo do poder indutor de CL em macré6fagos peritoneais de
camundongos e que estas células, sob inducado, sado capazes de gerar CL, o
cultivo das linhagens RAW 264, J774-Al, macréfagos medular e alveolar com
SC foi realizado. Todas essas linhagens de macréfagos murinos testadas
apresentaram maior numero de CL quando cultivadas com SC em relacao ao
SFB. Também foi observado em todas as linhagens que 2% de SC gerou
significativamente mais CL que 10% de SFB. Isto demonstra o poder indutor de

CL pelo SC em outras linhagens de macréfagos murinos além do macrofago
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peritoneal. Nas linhagens J774-Al e alveolar nao foi observada maior geracao
de CL ao aumentar a concentracdo do SC de 2 % para 10%, pois
provavelmente o uso de 2% de SC disparou inducdo de CL muito proxima a
capacidade limite destes macréfagos. No entanto, para as linhagens RAW 264
e medular o aumento da concentracdo de SC aumentou o numero desta
organela, indicando que existe sensibilidade de concentracdo na capacidade
indutora de CL pelo SC.

Com a inducdo de CL em diferentes linhagens de macrofagos murinos
pelo SC foi levantada a questdo do poder de indugcdo em espécies mais
distantes filogeneticamente. Partindo de MoRt, mais proximos a camundongos,
e de galinha, mais distantes. SC disparou menor génese de CL nos MoRt do
qgque o SR indicando especificidade de espécies entre os macréfagos e o0s
soros. O transporte de lipidios é realizado através de proteinas carreadoras
(Mahley et al., 1984). Devido a homologia soro versus célula o reconhecimento
destas proteinas pelos receptores presentes nas células facilitaria a
internalizacdo de lipidios culminando na geracdo de CL. Em homologia MoRt
cultivado com SR ou MoCam cultivado com SC, a inducédo de CL pelo SC em
MoCam é maior. O SR também possui capacidade de disparar génese de CL,
sendo mais notavel em macréfagos de rato (espécie-especifico — homologia
entre 0 soro e célula). Ambos os soros possuem capacidade de gerar CL
sendo o SC um indutor de CL mais potente de acordo com as linhagens
testadas.

O SC induziu CL na linhagem HD11 de macréfagos de galinha. A
inducdo de CL em células HD11 foi maior com 2% de SC comparada a 2% de
SG. Isso demonstra o poder indutor de CL pelo SC ndo somente em linhagens
murino e de rato como também em espécies filogeneticamente mais distantes,
inclusive de outras classes de vertebrado, como macréfagos de galinha HD11.
Portanto, o SC tem fatores indutores de CL que podem ser mais genéricos

atuando em linhagens de macréfagos de espécies homoldgas ou néo.

4.3.5. Concluséo
SC tem grande poder indutor de CL. Macrofagos peritoneais de
camundongo apresentam grande numero de CL ap6s 24 h de cultivo em SC. A

facilidade de disparo da génese de CL pelo SC, torna possivel sua utilizagdo
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em modelos de estudo de geracdo de CL. A biogénese de CL ocorre nao
somente em linhagens murino, como também em macrofagos de espécies de
rato e galinha. SR também dispara a génese de CL em MoRt cultivado com
SR, favorecendo a homologia soro X células como fator facilitador do processo
geracdo de CL. Porém SC € o maior indutor de CL em todas as linhagens

testadas.
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5. Consideracdes Finais

Macréfagos sé@o células importantes para a defesa e homeostasia dos
organismos (Gordon, 2002; Geissman et al., 2010). Estas células
desempenham papel central em processos aterogénicos como moduladores
tanto do metabolismo lipidico como da resposta imune (Lusis, 2000; Glass &
Witztum, 2001; Shibata & Glass, 2009). Tem sido observado acumulo de
lipidios em macréfagos, em estruturas intracelulares denominadas CL,
responsaveis pela formacéo de placas ateroscleréticas na parede de artérias
(Martin e Parton, 2005) e em resposta a patdgenos intracelulares e em
inflamacéo (Gomes et al., 2014; Elamin et al., 2012; Bozza et al.,2009). Apesar
do avanco dos Ultimos anos em varios aspectos do estudo da origem,
constituicdo e funcionalidade dos CL, estas organelas sdo pouco entendidas
(Yang et al., 2012; Gross & Silver, 2014). Portanto, o estudo de macrofagos
ricos em CL é crucial para melhor entendimento de sua biologia. Em nosso
modelo, macréfagos sao cultivados com SC o que gera grande nimero de CL.
Usando esses macréfagos, avaliamos a capacidade microbicida apos infeccao
com T. gondii e sua interacdo com CL, caracterizamos parcialmente o SC em
relacdo ao SFB na tentativa de desvendar fatores responsaveis pela geracdo
de CL, e verificamos o potencial do SC em induzir CL em outras linhagens de
macrofagos e sua associacdo com RE durante a génese. Dito isto, algumas
colocacdes sobre as perspectivas futuras foram elaboradas.

5.1- Alteracdes dos macréfagos pelo cultivo com soro de
camundongo

Macrofagos cultivados com SC tem a tendéncia de se espalharem em
uma Uunica direcdo apresentando aparéncia tipo fibroblasto, enquanto os
macréfagos cultivados com SFB apresentam espalhamento mais estrelado.
Também foi verificado que o macréfago cultivado com SC € menos microbicida
qgue o macrofago SFB, gerando menos NO e mais PGE,. Isso resulta em
menor crescimento de T. gondii nesses macréfagos, quando comparado aos
macrofagos cultivados com SFB.

Em 2000, Mills et al., mostraram diferentes perfis de ativacdo de
macrofagos denominando-os de M1 e M2, nos quais os macrofagos M1 foram
ativados classicamente respondendo com producdo de NO, enquanto oS

macrofagos M2 aumentam o metabolismo de arginina, com consequente
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conversao em ornitina. Nesse trabalho foi utilizado TGF-B1, inibidor da resposta
imunologica, resultando na inibicdo da producdo de NO (Ding et al., 1990;
Vodovotz et al.,, 1993), na cultura de macrofagos levando estas células a
diferentes espalhamentos (Mills et al., 2000). Macré6fagos cultivados com fator
de transformacé&o do crescimento-1 (TGF-B1) em meio sem soro apresentam
morfologia de células tipo fibroblasto. Essa transformacédo eventualmente
ocorre em macréfagos em cultura devido a drastica redugdo de arginina no
meio (Carrel & Eveling, 1926; Godoy et al., 1989). Além disso, estas células
apresentaram menor producao de NO (Mills et al., 2000). Esses resultados se
assemelham ao macrofago cultivado com SC, tanto na morfologia, quanto na
producdo de NO. Portanto, o fenétipo de espalhamento e producdo de NO
descrito apés o cultivo dos macréfagos com SC pode envolver TGF-1. Com
isso iremos verificar a participacdo de TGF-B1 nas diferentes morfologias dos
macréfagos cultivados com SC e SFB, utilizando anticorpo anti-TGF-f1
(neutralizante) e meio sem soro, com SC ou SFB com o intuito de verificar a
influéncia desta citocina no espalhamento e producdo de NO destes
macrofagos.

Outra caracteristica observada nos macrofagos SC era a permanéncia
de sua morfologia intacta por mais tempo em cultura, comparados aos
macrofagos SFB (dados ndo mostrados). Isso pode ser devido ao perfil de
ativacdo observado nos macréfagos SFB, os quais sdo mais microbicidas
provavelmente levando-o a uma exaustdo e consequente destruicdo destes
macrofagos. Macrofagos M1 e M2 ndo somente diferem na habilidade de
serem ativados no sentido classico, mas também geram respostas
qualitativamente diferentes ao mesmo estimulo, em que linhagens do tipo M1
sdo mais facilmente ativadas para produzir NO que macréfagos de linhagens
do tipo M2 (Mills et al., 2000). Verificar o perfil de citocinas destes macréfagos
seria interessante, uma vez que macréfagos cultivados com SC possuem
numerosos CL, os quais sao locais de geracdo de PGE,. Este mediador
inflamatorio inibe a producdo de linfocitos Thl, mas ndo de Th2 (Betz & Fox,
1990). PGE, também inibe a capacidade microbicida de macrofagos reduzindo
a producdo de fator de necrose tumoral-alfa e NO (D’Avila et al., 2008). Gomes
et al. (2014) demonstraram que a infeccdo por T. gondii dispara a génese de

CL em células musculares, correlacionada positivamente com o aumento da
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geracdo de PGE,, altos niveis de IFN-y e reducado gradual de IL-12 durante o
cultivo. Isso sugere que os macrofagos cultivados com SC podem também
apresentar um perfil de citocinas similar.

Sabendo da necessidade lipidica de T. gondii e dos diversos
mecanismos de desvio de lipidios da célula hospedeira para esse parasito
(Charron & Sibley, 2000; Coppens, 2006; Coppens et al., 2006) é importante
verificar nos macréfagos cultivados com SC a associacdo de CL ao VP
contendo T. gondii de forma mais contundente utilizando tomografia (Kroster et
al., 1997) e reconstrucdo 3D (Schatten & Ris, 2004). Estas técnicas tém sido
utilizadas na reconstrucédo da arquitetura interna de CL de leucdcitos (Melo et
al., 2013) e de fatores de replicacdo viral (Paul & Bartenschlager, 2013) o que
tem contribuido de maneira singular no esclarecimento de varias questdes.
Apesar de termos descrito a associacdo de CL de macrofagos cultivados com
SC com o VP, as técnicas utilizadas foram rotineiras (Mota et al., 2014).
Portanto, a caracterizacao espacial de CL e VP no citoplasma dessas células e
como essa localizacdo espacial entre essas estruturas é alterada ao longo da
infeccédo pode revelar aspectos importantes de como T. gondii modula em seu
favor constituintes das células hospedeiras. Outra abordagem importante seria
utilizacdo de lipidios exdégenos marcados, tomando como ponto de partida
lipidios presentes no SC, identificados através da TLC, tracando seu caminho
desde sua captacdo até o aparecimento em CL dos macrofagos e
eventualmente em T. gondii.

Varios compostos e inibidores, como drogas ndo esteroidais, tém sido
descritos como capazes de inibir a formacéo de CL (Bozza et al., 1996 a e b,
2002; Vieira-de-Abreu et al., 2005), porém nenhum inibidor especifico foi ainda
identificado, possivelmente pelo fato da geracdo de CL poder ocorrer por
diversas vias de sinalizacdo dependendo de varios estimulos e do tipo celular.
Algumas vias de sinalizacao intracelular que disparam a geracdo de CL em
leucocitos estdo descritas na literatura (Bozza et al., 2009; Maya-Monteiro et
al., 2008; de Assis et al., 2003; Pacheco et al., 2002 ; Bandeira-Melo et al.,
2001; Bozza et al.,, 1996, 1997, 1998). Macrofagos cultivados com SC e
tratados com indometacina, inibidor ndo esteroidal da producdo de PGE,,
aumentou a capacidade microbicida deste macrofago (Mota et al., 2014).

Outras drogas nao esteroidais, como aspirina e NS-398 podem ser utilizadas
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pra certificar a modulacdo negativa da capacidade microbicida de macréfagos
cultivados com SC. Esse raciocinio é baseado nos resultados obtidos utilizando
indometacina, a qual reverte a redugdo da capacidade microbicida dos
macréfagos cultivados com SC apos infecgdo com T. gondii (Mota et al., 2014),
e com a correlacao direta como inibidores da geracédo de CL e da producao de
PGE; de maneira independente da ciclooxigenase-2 (Bozza et al., 1996; 2002).
A verificagdo da capacidade microbicida dessas células seria realizada n&o
somente pela medicdo da producdo de NO, como também de PGE, e
crescimento de T. gondii. Realizar a localizacdo da enzima formadora de PGE,
(D’Avila et al., 2006) nos CL também seria outra maneira de verificar a funcéo e
participacdo do CL na modulacéo da agdo microbicida do macréfago cultivado
com SC. Ademais, a andlise de outros fatores microbicidas como a producao
de radical de oxigénio via citometria de fluxo por marcacdo com
Diidrorrodamina 123 (Richardson et al., 1998) seria importante na
caracterizagdo do potencial microbicida de macréfagos cultivados com SC e
SFB.

Prosseguindo a andlise da capacidade microbicida do macréfago
cultivado com SC, podemos utilizar outro microorganismo intracelular
obrigatério como Chlamydia trachomatis. Essa bactéria também se utiliza de
CL (Cocchiaro & Valdivia, 2009) e tem sido descrita em diversos estudos
gendbmicos, assim como tem sido identificadas e caracterizadas proteinas
envolvidas em seu mecanismo de evaséo (Cocchiaro & Valdivia, 2009). Foi
observada proliferacdo de CL na periferia da inclusdo contendo a bactéria
(Kumar et al., 2006) e a sua translocacdo intacta para o limen da inclusédo
(Cocchiaro et al., 2008). Estas observacfes indicam que a absorcdo do CL
como um todo, e seu material associado, pela inclusdo pode ser uma
alternativa geral estratégica para a aquisicdo de nutrientes, contornando a
necessidade de fusdo da membrana. Sabendo, portanto, da interacdo de
Chlamydia spp. com CL, esta bactéria seria importante na confirmagdo da
capacidade microbicida de macrofagos cultivados com SC, bem como estudo
de seu comportamento e reproducdo. Outros microorganismos, COmo 0S
protozoarios Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi, assim como bactérias
extracelulares (Escherichia coli, Staphylococcus aureus) e intracelulares
(Mycobacterium bovis), também podem ser utilizados para confirmar a reducao
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da capacidade microbicida dos macrofagos cultivados com SC observada apés
interacdo com T. gondii (Mota et al., 2014).

5.2- Fatores do soro de camundongo que induzem corpos lipidicos

A leptina, horménio/citocina derivada de adipdécito, também gera CL em
macréfagos via sinalizagdo envolvendo PISK e mTOR (mammalian target of
rapamycin - alvo da rapamicina em mamiferos). A leptina ativa células do
sistema imune e modula o metabolismo e estoque lipidico destas células
induzindo a geragdo de CL (Maya-Monteiro et al., 2008). Em estado
alimentado, os niveis deste horménio encontram-se aumentados, em
contrapartida a estados de restricdo alimentar. Dito isto, uma andlise da
participacdo direta da leptina através do uso de inibidores via mTOR (como
rapamicina), bem como sua medicdo diretamente do plasma sanguineo de
camundongos submetidos ou ndo a restricio e a diferentes ciclos de
alimentagao/restricao alimentar/retorno da alimentacéo, verificando juntamente
a geracdo de CL, pode revelar a participagdo desse hormonio/citocina na
geracédo de CL por SC.

Diversos fatores sdo responsaveis pelo disparo da génese de CL em
leucdcitos (Bozza et al., 2009). Muitos destes fatores séo lipidicos como acido
oleico, acido aracdonico, dentre outros (Bozza et al., 1996; Weller et al., 1989;
Chen et al.,, 2002; Huang & Chen, 2006; van Manen et al., 2005). Uma
abordagem elucidativa seria a purificacdo de CL dos macrofagos cultivados
com SC e a caracterizacdo de seu conteudo lipidico bem como correlacéo
entre o conteldo destas organelas com a composicdo do SC. Varias
abordagens de purificacdo desta organela foram realizadas e a mais recente foi
descrita por Mannik et al.,(2014).

Outra abordagem experimental seria o cultivo de macréfagos peritoneais
de camundongo com outros soros como de cabra (Paranjape, 2004) e até
mesmo meio sem soro (Gstraunthaler, 2003) utilizando os lipidios ja
conhecidos da constituicdo do SC, nas mesmas propor¢des, com 0 intuito de
verificar a geracdo de CL. Além disso, outra abordagem € variar a proporcao
dos lipidios em meio sem soro e avaliar o poder da génese de CL.

Haja vista o poder de geracdo de CL pelo SC, o cultivo de macroéfagos
murinos como macrofago alveolar, medular, RAW e J774A-1, e até mesmo de

outras espécies como rato, coelho e galinha com SC seria uma maneira de

78



testar o poder de inducdo desta organela pelo SC. O cultivo de macréfago
RAW com acido oleico tem sido utilizado como modelo de estudo de
aterosclerose (Chen et al., 2002).

Portanto, o estudo mais aprofundado do conteudo e dos possiveis
indutores de CL presentes no SC é relevante na utilizacdo de macréfagos
cultivados com SC como modelo de estudo da génese desta organela,
composicado protéica e possiveis fun¢cdes desempenhadas por esta organela.

5.3- Génese e poder indutor de corpos lipidicos pelo SC

Embora varias hipoteses sobre o processo de formacédo de CL tenham
sido propostos e discutidos (Murphy et al, 1999.; Zweytick et al. 2000;
Waltermann et al., 2005 a; Bozza et al., 2009; Murphy 2012) nenhum destes
modelos ¢é suficientemente comprovado pelos instrumentos de analise
disponiveis. Novas técnicas tém emergido (Ohsaki et al., 2005; Cheng et
al.,2009; Melo et al., 2011; Melo et al., 2013) com o intuito de desvendar o
processo de génese desta dindmica organela, envolvida em diversos
processos no interior da célula bem como em algumas doencas (Murphy 2012;
Bozza & Viola et al., 2010; Reue 2011). No entanto, é possivel que ndo exista
apenas um modelo de génese de CL, j& que possivelmente ocorre alteracdo
com o tipo celular e o indutor utilizado.

Vérias moléculas tém sido descritas como indutores de CL, importantes
em modelos de estudo desta organela (Bozza et al., 2009; Walther & Farese,
2009). SC induz grande numero de CL em macréfagos peritoneais de
camundongo (Mota et al., 2014). No intuito de verificar a génese de CL no
modelo usado nesse estudo, observamos envolvimento do RE. No entanto, as
observacdes ainda sédo preliminares e mais analises localizando a glicose-6-
fosfatase, marcador citoquimico especifico para RE, contribuirdo para o
esclarecimento do envolvimento desta organela na génese de CL. Ainda dentro
do melhor entendimento da génese de CL no modelo de estudo, a analise do
complexo de Golgi com a localizacdo da tiaminopirofosfatase também pode
mostrar como se da a participagdo desta organela nesse processo, ja que um
dos modelos propostos elicita a secrecdo de CL via complexo de Golgi (Murphy
& Vance, 1999).

Verificamos que a inducdo de CL pelo SC em macréfagos vai além das

espécies murino, alcangando macrofagos de rato e de galinha. O fator indutor

79



de CL presente neste soro ainda ndo é conhecido, apesar do conjunto de
tratamentos aplicados no SC sugerir participagdo da indugcao de CL tanto por
fatores proteicos quanto por fatores lipidicos, haja vista que variagdes na
temperatura do SC (por aquecimento ou por ciclos de congelamento e
descongelamento) leva a queda na inducdo desta organela; enquanto que
cultivo com lipidios extraidos do SC levam ao aumento de CL. O fato da
inducdo da génese ocorrer em outras linhagens de macréfagos murinos e de
espécies como rato e galinha mostra que o fator indutor de CL presente no SC
pode ser uma molécula conservada entre vertebrados como uma lipoproteina
ou até mesmo multiplos fatores podem estar envolvidos neste processo, como

a participacao da leptina.

6. Concluséo

e O cultivo de macréfagos peritoneais de camundongo com SC induz
muitos CL.

e A presenca desta organela torna os macréfagos cultivados com SC
menos microbicidas possivelmente pela desativacdo celular como
consequéncia da alta producdo de PGE, e menor de NO ou
disponibilidade de suprimento lipidico, decorrente da associacdo de CL
ao VP, proporcionando maior crescimento de T. gondii.

e O fator indutor de CL também esta presente no plasma de camundongo.

e SC obtido de camundongos submetidos a regime de restricdo alimentar
apresentou diminuicdo na indugéo de CL, assim como a submisséo do
SC a diferentes temperaturas.

e O uso de C75, inibidor da acido graxo sintase, diminuiu a formacédo de
CL.

e A analise de lipidios por TLC mostrou maiores concentracbes e
variacdes lipidicas no SC, comparado ao SFB.

e A génese de CL em macréfagos cultivados com SC € progressiva
alcancando pico em 24 h.

e Observacao ultraestrutural do CL mostrou associacdo ao RE, sendo
possivel local de génese de CL, assim como varia¢cdes na osmiofilia do
CL.
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e SC é capaz de disparar génese de CL em macréfagos murinos RAW
264, J774-Al, medular e alveolar e em macréfagos de ratoe de galinha
(linhagem HD11).

e SC é um potente indutor de CL podendo ser utilizado em estudos de

génese e funcionalidade desta organela.
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