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RESUMO

GABANYI, I. Identificacdo de uma comunicacio bidirecional entre neuronios e
macro6fagos intestinais via receptores P2 adrenérgicos. [Identification of a cross-talk
between neurons and macrophages in the intestine via 2 adrenergic receptors]. 2015. 62 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

O intestino apresenta a maior area do corpo exposta ao ambiente, recebendo constantemente
antigenos provenientes da alimentag¢do e de microrganismos. A fim de manter a homeostase,
evitando respostas inflamatorias desnecessdrias € ao mesmo tempo respondendo
apropriadamente a possiveis ameagas ao tecido, as células intestinas tem que ser capazes de
perceber e responder apropriadamente a uma diversa gama de perturbacdes vindas do
ambiente. Além do seu vasto sistema imune o intestino também abriga o maior nimero de
neurdnios fora do sistema nervoso central, os quais compde o Sistema Nervoso Entérico
(SNE). O SNE ¢ composto por aproximadamente 100 milhdes de neurdnios que sdo capazes
de regular autonomamente diversas fungdes fisiologicas do intestino e também de receber e
enviar sinais para os sistemas nervoso autdbnomo simpatico e parassimpatico. Diversas
evidéncias clinicas correlacionam inflamagdes intestinais com alteragdes no SNE,
demonstrando a importancia de se entender melhor as relagdes neuroimunes presentes no
intestino. Os macrofagos sao células esséncias da imunidade inata que residem tanto na area
do intestino conhecida como lamina propria como também na 4rea conhecida como
muscularis. Essas células fagociticas desempenham um importante papel nas respostas
antibacterianas e também na manutencdo da homeostase do tecido, sendo capazes de adaptar
rapidamente sua fisiologia em resposta aos sinais ambientais. Neste trabalho avaliamos a
existéncia de uma comunicagdo bidirecional entre macréfagos e neurdnios intestinais.
Caracterizamos as duas populacdes de macrofagos presentes no intestino em homeostase e
apos um estimulo com SpiB um mutante de Salmonella, avaliando assim como estas células
respondem a sinais de infec¢do provenientes do limen intestinal. Utilizando abordagens in
vivo € in vitro, observamos que os macrofagos presentes na regido da muscularis respondem
rapidamente a uma possivel infec¢do presente no limen regulando positivamente genes de
protecdo tecidual e reparo de danos, como Argl e Chi3l3. Nossos resultados indicam ainda
que sdo os neurdnios através da liberacdo de norepinefrina capaz de ativar os receptores 2
adrenérgicos presentes nos macrofagos intestinais que induzem a expressdo dos genes
relacionados com a prote¢ao tecidual e reparo de danos. Observamos ainda que esta via

induzida através da ativacdo dos receptores P2 adrenérgicos parece conferir também aos



macrofagos um papel neuro-protetor em caso de danos teciduais. Em conjunto nossos
resultados indicam a presenca de uma comunicagdo neuroimune bidirecional entre os
neurdnios e macrofagos intestinais capaz de modular a resposta dos macrofagos a uma

infecgdo entérica e de proteger os neuronios em caso de danos teciduais.

Palavras-chave: Macrofagos intestinais. Sistema nervoso Entérico. Norepinefrina. Arginase.

Receptores B2 adrenérgico.



ABSTRACT

GABANYI, I. Identification of a cross-talk between neurons and macrophages in the
intestine via B2 adrenergic receptors. [Identificacdo de uma comunicagdo bidirecional entre
neurdnios e macrofagos intestinais via receptores P2 adrenérgicos]. 2015. 62 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

The intestine is the largest area of the body exposed to the environment, which receives food
and microbe antigens. In order to maintain homeostasis, avoiding unnecessary inflammation,
and at the same time responding properly to potential treats to the tissue, intestinal cells must
be able to sense and respond properly to this diverse set of environmental perturbations. In
addition to a vast immune system, the intestine also harbors the largest collection of neurons
outside the central nervous system, which constitute the enteric nervous system (ENS). The
ENS is composed of approximately 100 million neurons that are capable of regulating the
physiological functions of the gut autonomously and also receive input and send signals to the
sympathetic and parasympathetic nervous system. Numerous clinical findings correlate gut
inflammation with abnormalities in the ENS, revealing the importance of a better
understanding of the neuro-immune interactions at this site. Macrophages comprise an
essential innate immune cell residing both in the intestinal lamina propria and muscularis
regions. These phagocytic cells play important roles in anti-microbial responses but also in
tissue homeostasis, being able to quickly adapt their physiology in response to environmental
cues. We evaluated the crosstalk between intestinal macrophages and surrounding enteric
neurons, characterizing how these cells respond to possible infection in the intestinal lumen.
Using in vivo and in vitro approaches, we found that macrophages in the intestinal muscularis
quickly respond to a possible distal luminal infection, up regulating tissue-protective and
wound repair genes, like Argl and Chi3[3. Also, our results indicate that the neurons trough
norepinephrine release and subsequent activation of the B2 adrenergic receptor present on the
intestinal macrophages are the ones up regulating tissue-protective and wound repair genes.
We also observed that this pathway, trough the B2 adrenergic receptor activation seems to
induce a neuro-protective role to these macrophages under tissue damage scenarios. All
together our results indicate that a neuro-immune crosstalk between neurons and macrophages
modulates macrophages response towards enteric infections and confers neuro-protection in

case of tissue damage.



Keywords: Intestinal macrophages. Enteric nervous system. Norepinephrine. Arginase. 2

adrenergic receptors.
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1 INTRODUCAO

O intestino ¢ um 6rgdo que abriga a maior concentra¢do de células imunes do corpo e
o maior nimero de neurdnios fora do sistema nervoso central. Além das mais de 10"
bactérias que vivem no trato gastrointestinal (TGI).

Por estar constantemente exposto a antigenos provenientes tanto destas bactérias
quanto da nossa dieta, o intestino deve regular finamente os sistemas imune e nervoso e a
interacdo entre estes para manter a homeostase evitando inflamagdes desnecessarias ou
exageradas que possam danificar seu tecido.

Os neuronios presentes no intestino compde o Sistema Nervoso Entérico (SNE), além
destes, também sdo encontradas no tecido intestinal extensdes dos sistemas nervoso autdonomo
simpatico (SNS) e parassimpatico (SNP).

Dentre as células do sistema imune presentes no intestino estdo os macrofagos. Estes,
além de sua alta capacidade fagocitica, respondem a estimulos externos alterando sua
fisiologia, modulando seu comportamento e expressdao génica, a fim de melhor proteger o
intestino.

O intestino ¢ composto por diversas camadas, utilizando uma divisdo mais simplista
podemos dividi-lo em duas regides, a lamina propria que engloba as camadas da mucosa e
submucosa mais proximas ao limen e a regido da muscularis na qual estdo presentes as
camadas musculares circular e longitudinal. Os macréfagos intestinais podem ser divididos
em duas populacdes baseado em sua localizacdo, os que ficam na regido da lamina propria
(LpM) e os presentes na regido da muscularis (MM). As fun¢des dos MM sdo muito menos
compreendidas que as dos LpM.

Diversos estudos e relatos clinicos correlacionam inflamagdes no intestino com
alteracdes no SNE, revelando uma importante interacdo neuroimune ai presente, que se
melhor entendida poderia ajudar no tratamento de doencas inflamatorias cronicas como a
doenga de Crohn e a doenga intestinal inflamatoria.

Dadas as diversas evidéncias de uma complexa interacdo entre as células imunes e os
neurdnios presentes no intestino, decidimos neste trabalho analisar a existéncia e as
decorréncias funcionais de uma interagao entre os MM e os neurdnios presentes no intestino.

Analisamos as respostas imediatas dos macréfagos intestinais a exposi¢ao do lumen a

bactérias potencialmente patogénicas. Foram analisadas alteragdes na expressdo génica e
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proteica das duas populagdes de macrofagos, em homeostase e apds o estimulo. Testes in
vitro também foram utilizados para avaliar a capacidade dos neurdnios e neurotransmissores
de ativar a transcrigdo de determinados genes. Investigamos também estas respostas na
presenca de agonistas e antagonistas especificos. Por fim utilizamos camundongos knockout

para genes especificos para avaliar a relevancia dos dados encontrados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Uma complexa interacdo entre sistema nervoso, sistema imune e microbiota ocorre no
intestino. Entre outros aspectos, como a mobilidade e permeabilidade intestinal, a microbiota
também ¢ capaz de afetar as fungdes das células imunes e a atividade do sistema nervoso
entérico (MAYER; TILLISCH; GUPTA, 2015).

O TGI é colonizado por mais de 10'* bactérias divididas em mais de 500 espécies.
Estas bactérias sdo capazes de secretar compostos tanto benéficos quanto danosos ao tecido
intestinal (HOLLANDER, 2003). Sendo constantemente exposto a diversos antigenos,
provenientes tanto das bactérias que residem no intestino, como dos alimentos que ingerimos
este tecido deve ser capaz de regular finamente sua resposta a este antigenos afim de evitar
respostas inflamatdrias desnecessarias que podem ser bastante prejudiciais ao tecido, mas ao
mesmo tempo combater agentes nocivos.

A maior concentracdo de células imunes do corpo ¢ encontrada no intestino. As
células da imunidade inata medeiam a inflamagdo através da liberacdo de citocinas, esta
resposta geralmente tem vida curta e a inflamagdo ¢ resolvida, porém, em alguns casos a
producdo de citocinas pode se tornar excessiva e a inflamagdo ao invés de ser resolvida,
persiste podendo se espalhar causando danos em tecidos adjacentes. Processos inflamatorios
mal resolvidos podem levar a doencas como a doenca intestinal inflamatéria (ROSAS-
BALLINA; TRACEY, 2009). Portanto, para a resposta imune ser o mais benéfica possivel
para o organismo, sua resolucdo tem uma importancia crucial (RAES et al., 2002). O
entendimento dos mecanismos de regulacdo da inflamac¢do pode levar a terapias alternativas
no tratamento de doengas inflamatorias cronicas.

Dentre as células imunes presentes no intestino estdo os macrofagos, que junto com as
células dendriticas e os mondcitos, fazem parte dos fagdcitos mononucleares, uma populacdo
heterogénea de origem hematopoiética encontrada em todos os 6rgdos. Os macrofagos sao
células altamente fagociticas, capazes de responder a estimulos externos alterando sua
fisiologia, modulando seu comportamento, expressdo génica e consequentemente sua resposta
efetora (BOGUNOVIC et al., 2012).

As diversas populagdes de macrofagos residentes nos diferentes tecidos sdo
estabelecidas antes do nascimento e mantidas independentemente dos mondcitos presentes no

sangue, através de sua longevidade e limitada auto-renovagdo. J& os macréfagos intestinais
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constituem uma excegdo, pois eles sdo continuamente reabastecidos por monécitos Ly6C™
presentes na circulagdo sanguinea. Acredita-se que essa diferenca se deva a constante
exposi¢do do tecido intestinal a microbiota luminal e seus produtos que provavelmente
causam uma continua inflamacao de baixo grau neste local (YONA et al., 2013).

Em estado de homeostase os monécitos Ly6C™ que migram para o intestino se
diferenciam em macrdéfagos que apresentam um perfil de expressdo genica nao inflamatorio
que inclui a indugdo da expressdo de /10, Trem2, Tnfaip3,CD163,Mrci,Retnla (FizzI). Ja na
presenca de uma inflamagao de alto grau estes mondcitos se diferenciam em células efetoras
com um perfil pro-inflamatério (ZIGMOND et al., 2012).

Os macrofagos foram classicamente divididos em dois grandes grupos: classically
activated (M1) e alternatively activated (M2). Macrofagos do tipo M1 caracterizados como
pro-inflamatérios liberam citocinas como IL-1B, IL-6 e TNF-a e espécies reativas de
oxigénio. J& os do tipo M2 sdo caracterizados como anti-inflamatorios e reparadores de
tecido, a expressdo de genes como Argl, Retnla, 1110 e Chi3l3 (Ym1) esta altamente associada
a este tipo de macrofago (RAES et al., 2002).

E importante notar que, apesar dessa classificagdo dicotomica, diversos subtipos de
macrofagos ja foram caracterizados, demonstrando que estas células sdo capazes de se
diferenciar dentro de um espectro de fenotipos (HSIEH et al.,, 2013). O surgimento de
diferentes subgrupos de macrofagos deve-se primariamente ao microambiente ao qual estas
células sdo expostas (RAES et al., 2002). Macrofagos diferenciados quando transplantados
para um novo microambiente podem sofrem alteragdes epigenéticas capazes de reprograma-
los. Estas alteragcdes evidenciam a importincia do microambiente como fator capaz de
orquestrar a identidade e a plasticidade dos macrofagos (LAVIN et al., 2014).

Além disso, essa dicotomia classica entre respostas do tipo 1, pro-inflamatoria ligada a
infeccdes bacterianas e do tipo 2, anti-inflamatdria ligada a infecgdes por helmintos, ja vem
sendo contestada. Em modelos de infeccdo bacteriana observou-se que no figado estas
respostas ocorrem sequencialmente e sdo interdependentes, orquestrando a resposta imune € o
retorno para a homeostase (BLERIOT et al., 2015).

No intestino a func¢do principal dos macréfagos ¢ manter a homeostase € o reparo
tecidual. Para tal, sdo capazes de manter a tolerancia a antigenos proprios € a0 mesmo tempo
induzir uma resposta inata e adaptativa a antigenos danosos que invadem o tecido
(BOGUNOVIC et al., 2012). Manter as células T regulatérias no intestino parece ser uma das
fungdes dos macréfagos intestinais que garantem a homeostase do tecido (ZIGMOND;

JUNG, 2013). Estudos em camundongos cujos macrofagos ndo apresentavam receptores para
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IL-10 comprovaram que os macrofagos intestinais desempenham um papel decisivo que
determina a presenca ou auséncia de inflamacgao no tecido intestinal (ZIGMOND et al., 2014).

Porém, os mecanismos moleculares locais que tornam estas células
imunomodulatdrias ainda ndo foi completamente identificado. A ineficiéncia dos macréfagos
em controlar as respostas do sistema imune intestinal pode resultar em inflamagdes excessivas
e desreguladas como as observadas em doengas intestinais inflamatérias (MANTOVANI,
MARCHESI, 2014).

Os macrofagos intestinais podem ser divididos em 2 subpopulagdes, que apresentam
uma morfologia dinadmica e diversificada, sendo uma distribuida mais préxima a mucosa,
associada a camada onde as células epiteliais interagem com os materiais presentes no limen
e a outra localizada mais proxima a parede muscular do TGI, nessa regido os macréfagos
podem ser encontrados na camada da serosa e na interface entre as camadas musculares
longitudinal e circular, onde se localiza também o plexo mioentérico (PHILLIPS; POWLEY,
2012).

O sistema imune ja ndo ¢ mais visto como um sistema autonomo € sim como um
sistema que exibe um comportamento complexo que em muitos casos ¢ orquestrado pela rede
neuronal (ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009).

Todas as superficies do corpo que sdo possiveis alvos de uma invasdo por patdgenos
ou que sdo expostos a antigenos, como a mucosa intestinal, recebem uma extensa inervagao
neural simpdatica que esta intimamente associada a elementos celulares do sistema imune.
Estas fibras nervosas modulam a magnitude e os efeitos da resposta imune tanto inata quanto
adaptativa nos locais de ag@o de patdgenos e antigenos (NANCE; SANDERS, 2007).

Demonstrou-se que em infecgdes agudas com Staphylococcous o sistema nervoso tem
um papel direto na percepcdo e modulagdo da interagdo hospedeiro-patdgeno, essa interagao
neurdnio-patdgenos leva a supressao da resposta inflamatéria local (CHIU et al., 2013).

Os neurdnios presentes no intestino constituem o SNE, por conter o maior nimero de
neurdnios fora do sistema nervoso central, constituem uma rede complexa também conhecida
como o segundo cérebro. No intestino delgado ja foram identificados mais de 14 grandes
grupos de tipos de neurdnios, cada um com suas respectivas propriedades neuroquimicas,
biofisicas e morfologicas (FURNESS, 2000). Estes neurdnios, sdo capazes de regular
autonomamente diversas fungdes fisiologicas do intestino, além de receberem e enviarem
diversas informacdes provenientes e para os neurdnios dos SNS e SNP (BUHNER;

SCHEMANN, 2012).
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Nos ultimos anos o sistema nervoso autonomo tem sido descrito como um
componente essencial do microambiente de uma variedade de tecidos por regular a
homeostase e influenciar diversos processos patologicos (HANOUN et al., 2015).

As ramificagdes do SNS cujo principal neurotransmissor ¢ a noradrenalina (NE) se
conectam com o TGI, cujo agregado mais proeminente ¢ encontrada nos ganglios entéricos.
Estas neurdnios simpaticos sdo capazes de alterar a mobilidade intestinal através da inibi¢ao
da ativacao dos neurdnios entéricos (LOMAX; SHARKEY; FURNESS, 2010).

O SNE contém dois grandes plexos ganglionares que se interconectam, onde podem
ser encontradas quase todas as células nervosas intrinsecas do TGI. O plexo mioentérico,
também conhecido como plexo de Auerbach, se estende por todo o TGI, do eséfago até o
reto, sendo encontrado entre a camada muscular circular e a camada muscular longitudinal
externa, regido conhecida como muscular. Ja o plexo submucoso € proeminente somente no
intestino delgado e grosso, sendo localizado entre a camada de musculo liso e o epitélio da
mucosa, local conhecido como ldmina prépria (FURNESS, 2000; LARANJEIRA; PACHNIS,
2009).

Estudos da inervagdo extrinseca do c6lon de cobaias demonstrou que a inervagdo mais
densa era encontrada no plexo mioentérico, sendo a inervagdo que atingia o plexo submucoso
bastante mais esparsa. Dentre os axonios extrinsecos encontrados no célon 24% expressam
tirosina hidroxilase (TH) um marcador de neurdnios simpaticos e 15% apresentavam um
marcador de neurdnios parassimpaticos (CHEN et al., 2015).

Avangos nas areas de imunologia e neurociéncia estabeleceram bases celulares e
anatomicas para as interacdes bidirecionais entre estes dois sistemas (ROSAS-BALLINA;
TRACEY, 2009). Sendo os neurotransmissores capazes interagir com as células imunes
alterando suas fungdes, regulando assim a magnitude da resposta do organismo a infecgdes e
danos (TRACEY, 2009).

As relagdes neuroimunes presentes no intestino parecem ser bidirecionais, pois células
do sistema imune sdo afetadas por sinais provenientes dos neurdnios entéricos, assim como
sinais provenientes de células do sistema imune sdo capazes de afetar os neurdnios adjacentes.
A homeostase do SNE parece estar intimamente ligada a fisiologia do intestino, mudangas
ambientais, relacionadas com nutri¢do, estabelecimento da microflora intestinal e maturagao
do sistema imune provavelmente afetam a fase pos-natal do desenvolvimento do SNE
(KABOURIDIS; PACHNIS, 2015).

Dados clinicos e estudos com modelos animais evidenciam a presenga e a importancia

de se estudar a regulacdo neuroimune presente no intestino. Estudos relatam anomalias no
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SNE de pacientes com doengas gastrointestinais (GEBOES; COLLINS, 1998; VILLANACCI
et al., 2008). Camundongos submetidos a estresse tem a permeabilidade intestinal aumentada,
porém, em camundongos que ndo produzem células T CD4 ou IFNy o estresse ndo ¢ capaz de
afetar a permeabilidade de seu intestino (HOLLANDER, 2003). Animais que apresentam uma
maior inervacdo no intestino sdo mais susceptiveis a modelos de inflamacdo intestinal
(MARGOLIS et al., 2011). Em modelos de colite induzida por DSS demonstrou-se que o
neuropeptidio Y induz o aumento da expressdo de nNOS, que gera estresse oxidativo e uma
piora na inflamacao subsequente (CHANDRASEKHARAN et al., 2008). Inflamagdo de um
determinado local pode afetar a motilidade de areas distantes ndo inflamadas, sugerindo que a
inflamacdo possa induzir alteragdes nos neurdnios entéricos de areas distantes (COLLINS,
1996).

Apesar dos diversos trabalhos e das relagdes neuroanatomicas fundamentarem a
existéncia de uma conexdo neuroimune bidirecional no intestino (NANCE; SANDERS,
2007), at¢ o momento o entendimento da interagdo entre estes dois sistemas em condi¢des de
homeostase ou doenca ainda corresponde a uma area de pesquisa em intensa atividade e que
pode receber muita contribuicao experimental (KABOURIDIS; PACHNIS, 2015).

Além das interacdes entre SNE e sistema imune ¢é preciso relembrar que o intestino ¢é
um orgdo extremamente complexo, no qual estdo presentes, além destes dois sistemas, a
microbiota e as inervagdes do sistema nervoso autdbnomo. Os neurdnios simpaticos também
sdo capazes de influenciar as respostas inflamatdrias. As interagdes entre neurdnios
simpaticos, entéricos, sistema imune intestinal e inflamagdo sdo complexas e consideraveis
esforcos de pesquisa sdo necessarios para entender a via pela qual s3o mediados os efeitos dos
neurdnios simpaticos na inflama¢do (LOMAX; SHARKEY; FURNESS, 2010).

O papel do sistema nervoso autdnomo regulando respostas a estresse e funcdes basais
jé foi foco de estudo por muitos anos. No entanto, s6 recentemente, a influéncia de sinais
neuronais na inflamag¢ao tem sido vista como uma importante via de regulagdo com possiveis
implicagdes clinicas (HANOUN et al., 2015).

Diversas pesquisas demonstraram que fibras nervosas do sistema simpatico sdo
capazes de liberar NE proximo a células imunes e estes dados induziram trabalhos
subsequentes que comprovaram a presenga de receptores adrenérgicos nestas células. A
presenca destes receptores € necessaria para que os neurotransmissores possam induzir uma
cascata de sinalizagdo nas células imunes (NANCE; SANDERS, 2007).

Existem dois tipos de receptores capazes de se ligar a NE, os receptores adrenérgicos

alfa e os beta, que tem uma expressao diferencial dependendo do tecido e exibem afinidades
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diferentes pela NE. As células imunes exibem preferencialmente os receptores do tipo beta,
sendo sua expressdao variavel dependendo do tipo de célula analisada e de fatores externos
como citocinas, hormdnios, neurotransmissores entre outros. A ativacdo destes receptores
leva a uma cascata de sinais capaz de modular a expressdo génica e portanto a atividade
celular (NANCE; SANDERS, 2007).

A ativacao dos receptores B2 adrenérgicos (adrb2R) de macrofagos peritoneais in vitro
levou a uma mudanga em seu fenotipo, sendo que estas células passaram a apresentar um
fendtipo mais caracteristico de macroéfagos M2, e o uso de antagonistas dos adrb2R in vivo,
levou os camundongos a apresentarem uma maior taxa de mortalidade no modelo de
endotoxemia e uma piora no quadro de inflamacdo em modelos de injuria do pulmao
(GRAILER et al., 2014).

Entender os mecanismos pelos quais a NE regula a atividade das células imunes
levard, um dia, ao desenvolvimento de terapias capazes de alterar a progressdo de doengas
relacionadas com o sistema imune (NANCE; SANDERS, 2007), como por exemplo doencas
inflamatoérias intestinais.

Trabalhos ja evidenciaram a possivel relagdo entre os neurénios presentes no intestino
com os macrofagos encontrados na regido da muscular. Estas células sdo frequentemente
encontradas associadas aos ganglios, conexdes do plexo mioentérico e a inervagdo simpatica
presente no intestino. As evidéncias anatomicas sugerem que os macréfagos contribuem para
a homeostase das sinapses e contatos entre os diversos elementos da rede neural entérica. As
caracteristicas observadas sdo consistentes com a ideia de que, em alguns casos, 0s neuronios
se conectam diretamente com os MM e potencialmente influenciem sua fisiologia
(PHILLIPS; POWLEY, 2012).

Além das evidencias anatOomicas, evidencias funcionais desta interagdo também ja
foram encontradas, em estado de homeostase os MM regulam a atividade peristaltica do
colon, através da liberagdo de BMP2. Esta proteina também ¢ capaz de induzir os neurdnios
entéricos a produzir o CSF1, um fator de crescimento essencial para o desenvolvimento de
macrofagos. A regulacdo da expressao de BMP2 pelos MM e CSF1 pelos neuronios entéricos
¢ ainda regulada por estimulos provenientes da microbiota comensal (MULLER et al., 2014).

Dado o papel central na manutenc¢do da inflamagao intestinal, os macrofagos tem sido
vistos como alvos para tratamentos alternativos da doenga intestinal inflamatoria, entender os
sinais que levam a gera¢do de macrdéfagos ndo-inflamatérios tem o potencial de gerar tais

tratamentos (ZIGMOND; JUNG, 2013).
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3 OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a existéncia de uma interacdo entre neurdnios e macréfagos presentes no

intestino e uma possivel decorréncia na vigéncia de um estimulo inflamatorio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* (aracterizar os macrofagos intestinais em homeostase e frente a um estimulo inflamatorio.

* Avaliar se as alteragdes observadas nos macréfagos poderiam ser provenientes de um
estimulo neuronal.

* Recriar in vitro condigdes para analise de uma possivel interagdo neuroimune presente no
intestino.

¢ (Caracterizar a via de sinalizagdo neur6nio-macrofago.

* Entender a funcao bioldgica desta interagao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Utilizamos camundongos C57BL/6 fémeas em torno de 8-10 semanas de idade
provenientes do Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ/USP ou do Laboratorio
Jackson (EUA). Os animais eram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da
FMVZ/USP ou no Centro de Biociéncia Comparativa da Universidade Rockefeller (NY,
EUA). Provenientes do Laboratorio Jackson utilizamos também camundongos knockout para
os adrb2R (b2KO), camundongos reporter para o gene da Arginase (Arg' ) e camundongos

flox

com sitios /oxP flanqueando o gene da Arginase (Arg ). Estes ultimos foram cruzados com
camundongos LysM“® (CLAUSEN et al., 1999) gentilmente cedidos pelo laboratério do Dr
Nussesweig (Universidade Rockefeller, NY, EUA), gerando camundongos Arg™*LysM®™.
Camundongos NSE-Noggin que apresentam uma maior inervagdo no intestino
(CHALAZONITIS et al., 2004) foram gentilmente doados pelo Dr. John Kessler
(Universidade Northwestern, IL, EUA).

Os animais eram mantidos em ambiente livre de patdgenos com condi¢des controladas de
umidade e temperatura, com ciclo de claro e escuro de 12 horas cada, com luzes acesas as
6:00. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as instrugdes do comité de ética

da FMVZ/USP, do Instituto Nacional de Saude dos EUA (NIH) e aprovado pelo The

Rockefeller University Animal Care and Use Committee.

4.2 INFECCAO BACTERIANA

Para as infec¢des agudas (andlise até 24h pds-infec¢do) utilizavamos Salmonella do
tipo selvagem e os mutantes SpiB cuja capacidade de proliferagdo intracelular ¢
comprometida e /nvA que apresenta um capacidade de invasdo celular diminuida, ambos
apresentam mutacdes no seu sistema de secrecdo tipo III (GALAN; GINOCCHIO;
COSTEAS, 1992; OCHMAN et al., 1996). Estas eram crescidas a 37°C — 230 rpm por 5h,

apos este periodo faziamos uma sub-cultura (1:1000) que foi crescida por 18h a 37°C. Os
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camundongos eram infectados com 10° unidades formadoras de colonia por gavagem. Para
infecgdes cronicas (analise 5-7 dias pos-infec¢do) utilizavamos Salmonella do tipo selvagem
crescida por 12-15h a 37°C — 230 rpm, ap0s este periodo faziamos uma sub-cultura (1:30) que
era crescida por 3h e 30 min a 37°C — 230 rpm. Os camundongos eram infectados com 10’

unidades formadoras de colonia por meio de gavagem.

4.3 SEPARACAO DAS CAMADAS INTESTINAIS

Apds a eutandsia do animal, retiravamos cuidadosamente o intestino delgado,
removendo a gordura e as fezes presentes neste o0rgdo. O intestino era entdo cortado
longitudinalmente e lavado 2x em HBSS (Gibco), realizdvamos mais uma lavagem em HBSS
+ ImM DTT (Sigma-Aldrich), o 6rgdo era entdo cortado em 2 e mantido em HBSS + 5% soro
fetal bovino (SFB), sob leve agitagdo. As camadas eram separadas com o auxilio de duas
pingas. Cada camada era entdo cortada em pequenos pedagos e colocada para digerir em
HBSS + 5% SFB + 1X piruvato de sodio + 25 mM Hepes + 50 pg/ml DNasel + 1/10
Collagenase D + 1/20 Dispase a 37°C. As camadas correspondentes a muscularis e a lamina
propria eram digeridas por 45 e 20 min respectivamente. Ao final da digestdo as células eram
passadas através uma agulha de 18g por 3x e filtradas, no caso da mucosa o tecido que nao
passava pelo filtro era ainda macerado e passado novamente pelo filtro. Finalmente as células
eram lavadas e marcadas com anticorpos especificos para serem analisadas por citometria de
fluxo e entdo sorteadas. Exceto no momento da digestdo, o 6rgdo e as células provenientes

deste eram sempre mantidos resfriados.

4.4 CITOMETRIA DE FLUXO E SORTEIO DAS CELULAS DE INTERESSE

Macréfagos eram sorteados baseados na sua expressdo de CD45", MHCII', F480",
CDI11b", CD1lc", CD103", SiglecF, CD19". As células eram coletadas diretamente em
TRIZol (Invitrogen, EUA) e seu RNA extraido segundo o protocolo descrito em ImmGen.org

(HENG et al., 2008).
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4.5 ISOLAMENTO E DIFERENCIACAO DE NEURONIOS ENTERICOS IN VITRO

Fémeas que estavam aproximadamente no dia 18 de gestacdo eram eutanasiadas, os
fetos encontrados eram removidos e colocados em uma placa com HBSS gelado e
eutanasiados de maneira apropriada. O cérebro e o intestino destes eram removidos. Cada
6rgdo era colocado em um tubo de 1,5 ml contendo 1 ml de meio (HBSS + 2% SFB). Apods
picotar o 6rgdo dentro do tubo este era centrifugado por 4 min a 400g e o sobrenadante
removido. Esse processo era repetido pelo menos 3 vezes. Os tecidos eram entdo colocados
em uma placa de 48 pocos contendo 1 ml de HBSS + 0,05% tripsina + 1/200 DNAse, o
intestino era digerido por 15 min e o cérebro por 5 min a 37°C. Apos o tempo determinado as
células eram dissociadas mecanicamente e coletadas em um tubo de 15 ml contendo DMEM
+ 10% SFB. Apoés a centrifugagdo o sedimento proveniente das células do intestino era
ressuspendido em DMEM/F12 + N2 (1/100) + EGF e FGF (20ng/ml) + antibidtico/antifungo
e as células eram semeadas em placas ndo-aderentes. Novo meio era adicionado no dia
seguinte. A partir de entdo, o meio era apenas trocado a cada 4-5 dias, dependendo do
crescimento das células. EGF e FGF (20ng/ml) eram adicionados todos os dias. Apos a
expansdo dos progenitores neurais (2-3 semanas), estas células eram colocadas para
diferenciar em placas aderentes previamente revestidas com fibronectina em meio
NEUROBASAL (Gibco, EUA) + 2% B27. Ja as células provenientes do cérebro eram
colocadas diretamente nas placa aderentes previamente revestidas com fibronectina em meio

NEUROBASAL + 2% B27.

4.6 COCULTURA E MEIO CONDICIONADO

No caso dos neurdnios provenientes do intestino, os experimentos de cocultura, eram
realizados ap6s 15 dias do inicio da diferenciagdo dos progenitores neurais. Ja no caso dos
neurdnios cerebrais a cocultura era iniciada assim que estes atingiam aproximadamente 80-

A e ’ . . 5 .
90% de confluéncia na placa. Macrdéfagos peritoneais (10°) ou da linhagem RAW 264.7
4 . . A .
(5x10") eram adicionados as placas nas quais se encontravam os neurdnios. Estes eram
mantidos em cocultura por 24h em meio NEUROBASAL. Apo6s este periodo os macrofagos

eram sorteados como descrito no item 4.3. O meio no qual as células foram mantidas em
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cocultura (meio condicionado) era recolhido apés as 24h de cocultura e este entdo era
adicionados a uma placa contendo macréfagos plaqueados no dia anterior. Os macréfagos
eram mantidos no meio condicionado por 24h e entdo coletados diretamente em TRIZol para
posterior extragdo de seu RNA. O meio condicionado caso nao fosse utilizado imediatamente

era guardado a -80°C.

4.7 TRATAMENTO COM FARMACOS

Para os testes com Butoxamina (btx), antagonista dos adrb2R, utilizamos 5mg/kg
injetados intraperitonialmente, 5-10 min antes da gavagem com bactéria. Nos experimentos
de cocultura adicionava-se 100uM de btx a placa contendo os macrofagos 30 min antes destes
serem adicionados a placa contendo os neurdnios. Os macrdéfagos eram expostos 100uM de

NE ou Salbutamol, agonista dos adrb2R, por 1h, para entdo serem analisados.

4.8 DENERVACAO DO PLEXO MIOENTERICO

Realizamos denervacdo do plexo mioentérico de acordo com um protocolo
previamente descrito e validado (HANANTI et al., 2003). Resumidamente os camundongos
eram submetidos a cirurgia na qual parte de seu intestino era exposto a 0,05% Cloreto de
benzalconio por 15 min, apds este periodo o intestino era lavado com salina. A incisdo era

suturada e o animal eutanasiado 15 dias depois para analise do intestino.

4.9 ANALISE DA INFLAMACAO NAS FEZES

Avaliamos a presenca de um marcador inflamatorio nas fezes conforme descrito

previamente (CHASSAING et al., 2012) empregando para tanto um kit de ELISA para
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detecgdo da Lipocalin 2 (Lcn2) murina (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) seguindo as

informagdes do fabricante.

4.10 CONTAGEM DE BACTERIAS NOS TECIDOS E FEZES

Pedacos dos tecidos e/ou fezes eram recolhidos e pesados. Estes eram macerados e
ressuspendidos em 500ul de PBS. Uma diluicdo seriada era realizada e 5ul das respectivas
dilui¢des eram colocados em placa contendo meio seletivo para crescimento da bactéria. No
dia seguinte o nimero de coldnias era contado. Dada a dilui¢@o e o peso inicial obtinhamos o

numero de unidades formadoras de coldnia por grama do 6rgdo ou fezes.

4.11 IMUNOFLUORESCENCIA

Ap0s a separacdo e a lavagem das camadas intestinais estas eram fixada por 15 min
em 4% PFA, em seguida o tecido era submetidos a duas lavagens de 10 min em PBS. Para a
marcacdo com o anticorpo desejado o tecido era incubado em uma solug¢do de PBS contendo
5% BSA e 10% Soro por lh a temperatura ambiente. O anticorpo primario era incubado por
12h a 4°C, ap6s duas lavagens de 20 min o tecido era incubado com o anticorpo secundario
por 1h a temperatura ambiente no escuro, o tecido era entdo lavado novamente e as laminas

eram montadas. Os anticorpos eram usados na concentracdo de 1:200.

4.12 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DO RNA TOTAL

Resultados do sequenciamento do RNA foram alinhados usando STAR versao 2.3.0
usando parametros customizados (outSAMstrandField intronMotif and
outFilterMultimapNmax 1) e o banco de dados Mouse Ensembl genes como referéncia.
Expressdao diferencial foi calculada usando Cufflinks com os pardmetros padrdes. Para
designar uma categoria do GENE ONTOLHOGY aos genes diferencialmente expressos e

analisar sua relevancia utilizamos a base de dados Visualization and Integrated Discovery
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utilizando os parametros padroes (HUANG DA; SHERMAN; LEMPICKI, 2009).

4.13 PCR QUANTITATIVO

Apods a extragdo do RNA com descrito no item 4.4 o cDNA era obtido usando
Superscript 11 system (Invitrogen, EUA) seguindo as orientacdes do fabricante.
Subsequentemente o cDNA era submetido ao PCR quantitativo usando SYBR green (Bio-
RAD Laboratories, EUA). A expressdo dos genes era sempre calculada relativamente a
expressido de Rpl32, sendo o valor final obtido de AAct multiplicado por 10°. Foram utilizados

0s seguintes primers:

Rpl32 Arg 1
F: ACA ATG TCA AGG AGC TGG AG F: CTC CAA GCC AAA GTCCTT AGA G
R: TTG GGA TTG GTG ACT CTG ATG R: AGG AGC TGT CAT TAG GGA CAT C

Chi3l3 Retnla
F: AGA CTT GCG TGA CTA TGA AGC ATT F: CTG GAT TGG CAA GAA GTT CC
R: GCA GGT CCA AACTTC CATCCTC R: CCA GGA TGC CAA CTT TGA

Inf Nos2
F: AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT F: GTT CTC AGC CCA ACA ATA CAA GA
R: CCA CCA CGC TCT TCT GTC TAC R: GTG GAC GGG TCG ATG TCA C

1112p40 Adrb?2
F: TGG TTT GCC ATC GTT TTG CTG F: TAG CGA TCC ACT GCA ATC AC
R: ACA GGT GAG GTT CACTGTTTCT R:ATTTTG GCA ACT TCT

1110 111b
F: CCC ATT CCT CGT CAC GAT CTC F: TCG TGC TGT CGG ACC CAT AT
R: TCA GAC TGG TTT GGG ATA GGTTT R: GTC GTT GCT TGG TTC TCCTTG T

16
F: ACC AGA GGA AAT TTT CAA TAG GC
R: TGA TGC ACT TGC AG
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4.14 TESTES ESTATISTICOS

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o GraphPad Prism software. Os
dados foram analisados através de teste t de Student ndo pareados. Valores de p menores que

0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS MACROFAGOS INTESTINAIS

Para caracterizar os macrofagos presentes no intestino, separamos este 6rgao em duas
camadas, uma interna contendo a ldmina prépria e uma externa contendo a muscular. Dadas
as diferencas entre estes dois microambientes decidimos analisar, em estado de homeostase e
apos o estimulo por 2h com Salmonella (SpiB e invA), as carateristicas dos macréfagos
localizados nestas regides.

Primeiramente confirmamos que com o nosso método de separagdo das camadas
intestinais éramos capazes de obter populagdes puras e vidveis de macrofagos tanto na lamina
propria como na muscular (Figura 1A).

Em seguida, com o intuito de caracterizar as diferencas entre estes dois tipos de
macrofagos, os presentes na lamina propria (LpM) e os presentes na muscular (MM),
submetemos amostras destas células tanto em homeostase quanto apos o estimulo ao
sequenciamento de RNA total. Primeiramente, através do Gene Ontology, comparamos quais
vias eram ativadas ou suprimidas, utilizando os genes diferencialmente expressos entre LpM e
MM em homeostase. Observamos que os genes pertencentes a via de resposta a dano estavam
positivamente regulados nos MM e que a resposta de defesa era uma das vias cujos genes que
estavam negativamente regulados nos MM em relagdo aos LpM (Figura 1B).

No caso dos macrofagos coletados 2h apds a gavagem com SpiB, observamos que para
os LpM nenhuma via era significativamente representada pois ndo havia um nimero
suficiente de genes diferencialmente expressos antes e apds o tratamento para esta andlise ser
realizada. J& no caso dos MM observamos que as vias da resposta imune, resposta
inflamatoria e resposta a dano eram diferencialmente reguladas (Figura 1C). Neste caso a
andlise foi feita com todos os genes diferencialmente expresso, tanto os que eram
positivamente ou negativamente regulados, pois ndo seria possivel a andlise caso
separassemos essa duas categorias.

Decidimos entdo analisar a expressao de alguns genes relacionados com macrofagos
do tipo M1 e M2 nestas duas populagdes de macrofagos intestinais. Observamos, ja em

homeostase, uma tendéncia dos MM serem mais relacionados a macréfagos anti-
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inflamatorios e os LpM serem mais pro-inflamatérios, observamos ainda, que esta tendéncia
era acentuada apds o estimulo com SpiB. Observamos uma expressao preferencial de alguns
marcadores tipicos de M2 nos MM, como por exemplo, em homeostase, Retnla, Cd163, 1110
Mrcl e o aumento da expressao de Argl, Chi3l3, Retnla e Aldhla2 na presenca da SpiB. J&
genes tipicos de macrofagos M1 como Nos2 e [112h estavam mais expressos nos LpM tanto
em homeostase como na presenca da SpiB (Figura 1D).

Para confirmar os dados obtidos, comparamos estes resultados com o banco de dados
da ImmGen (GAUTIER et al., 2012) e realizamos experimentos de citometria de fluxo e RT-
qPCR. Por citometria de fluxo observamos que em homeostase os LpM apresentam uma
expressdo diferencial das moléculas coestimulatérias CD86 ¢ CD80, ¢ um maior burst
oxidativo (Figura 1E), por RT-qPCR confirmamos que os genes caracteristicos de M1, I/1b e
1112bh, estavam mais expressos nos LpM e os genes Retnla e 1110, caracteristicos de M2
estavam mais expresso nos MM (Figura 1F). Confirmamos também o aumento da expressao
de Nos2 apos o estimulo por 2h com SpiB e observamos ainda o aumento da //6 (Figura 1G).
No caso dos MM confirmamos o aumento da expressdao dos genes Argl e Chi3/3 utilizando
dois mutantes de Samonella: SpiB e invA (Figura 1H). Utilizamos camundongs axénicos, que
ndo apresentam microbiota intestinal, para avaliar se a diferenca entre os MM e LpM
observada em homeostase era devido a proximidade com a microbiota, nossos resultados
apontam que a microbiota ndo deve ser o fator determinante na diferenga observada entre
estas duas populagdes de macrofagos, visto que as diferencas encontradas para a expressao
dos genes anti-inflamatérios Retnla e 1110 sdo as mesmas observadas nos camundongos na

qual a microbiota esta presente (Figura 11I).
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Figura 1 - Caracterizagdo dos macrofagos intestinais
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Legenda:

Caracterizagdo, por citometria de fluxo dos macrofagos intestinais, apds selecionar as
células Aqua” CD45" SiglecF” CD19” MHCII', selecionamos as células CD11b" F4/80" e
destas as CD11c¢” CD103", as diferencas encontradas entre as populacdes provenientes da
lamina propria e da muscularis confirmam que nossa separagdo e digestdo foram
eficientes (A). Utilizando esta estratégia, selecionamos os LpM e MM e submetemos
seus respectivos RNA a analise por sequenciamento (B,C,D), citometria de fluxo (E) e
RT-qPCR (F,G,H). Analise no Gene Ontology dos genes diferencialmente expressos
entre LpM e MM em homeostase (B) ¢ dos genes dos MM apo6s 2h de estimulo com SpiB
(C). Nos LpM esta analise ndo se mostrou significativa dado o niimero insuficiente de
genes diferencialmente expressos antes ¢ depois do estimulo com SpiB (C). Heat map de
alguns genes caracteristicos tanto de M1 como M2 demonstram os fenotipos
preferenciais dos MM e LpM tanto em homeostase quanto ap6s estimulo (D). Expressdo
das moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 e capacidade de burst oxidativo foram
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analisados através de citometria de fluxo em MM (barra azul clara) e LpM (barra azul
escura) em homeostase (E). Expressdo dos genes caracteristicos de M1, 1l1b e 1112b e de
genes carateristicos de M2, Retnla e 1110 por RT-qPCR em MM (barra azul clara) e LpM
(barra azul escura) em homeostase (F). Aumento da expressdo de Nos2 e [/6 em LpM
apos 2h de estimulo com SpiB (barra vermelha escuro) (G). Aumento da expressdo de
Argl e Chi3l3 nos MM apos 2h de estimulos com SpiB (barra vermelha) ou invA4 (barra
rosa) (H). Diferenca de expressdo dos genes Retnla e 1110 nos MM (barra verde clara) e
LpM (barra verde escura) provenientes de camundongos axénicos em homeostase (I). *
p <0.05.

5.2 RECAPITULACAO IN VITRO DA REGULACAO NEUROIMUNE PRESENTE NO
INTESTINO

Visto que os MM que se localizam distantes do limen, onde o estimulo esta presente,
alteram sua expressdo génica rapidamente apds a chegada da SpiB no intestino, decidimos
avaliar se esta alteracdo poderia estar sendo dada através de estimulos neuronais.

Utilizando o modelo de cocultura pudemos recriar in vitro condigdes para avaliar se
células neuronais seriam capazes de induzir a expressdo de genes caracteristicos de
macrofagos M2. Apds 24h de cocultura analisamos a expressdo génica dos macrofagos da
linhagem RAW (RM) e observamos que a presen¢a dos neuronios era capaz de estimular a
expressdo da Argl, e ndo tinha efeito sobre a expressdo de 7nf e Nos2 (Figura 2A).
Reproduzimos os experimentos de cocultura também com macroéfagos peritoneais (PM)

. YFP
provenientes dos camundongos Arg

. Por RT-gPCR e citometria de fluxo confirmamos a
inducdo da expressdo da Argl nestes macrofagos quando estes estavam em contato com
células neuronais (Figura 2B), por RT-qPCR observamos também o aumento da expressao de
Chi3l3 nos macrofagos submetidos a cocultura (Figura 2G). Observamos ainda que o cultivo
de RM em meio condicionado proveniente da cocultura também induzia a expressdo da Arg/
(Figura 2C), indicando que esta inducdo nao era contato dependente.

Como uma espécie de controle positivo cultivamos RM com neurdnios provenientes
do cérebro, nestas condigdes observamos as mesmas respostas obtidas quando estes
macrofagos eram cultivados com neurdnios provenientes do intestino (Figura 2D).

Sabendo que a indugdo de genes relacionados aos macréfagos do tipo M2 como a Argl e
Chi3l3 pode ocorrer via adrb2R (GRAILER et al., 2014), decidimos analisar se a alteragdo da
expressao génica que observamos estaria ocorrendo via ativagao destes receptores.

Primeiramente confirmamos que a ativacao dos adrb2R induziria a expressdo de Arg/ em

nossos macréfagos. Tratamos estas células por 1h com NE ou Salbutamol (salb), um agonista
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especifico do adrb2R e confirmamos que a ativag@o deste receptor induz a expressao de Arg!/
e ndo afeta a expressdo de 7nf (Figura 2E). Para avaliar se este receptor era relevante em
nosso modelo de cocultura, procurando entender melhor como as células neuronais poderiam
estar induzindo a expressao de Arg/ adicionamos btx, um antagonista dos adrb2R, a
cocultura. Confirmamos com isso que a ativa¢ao do adrb2R era relevante, pois observamos
que na presenca de btx, a indug¢do da Arg/ era inibida (Figura 2F). Outro resultado que apoia
a ideia de que a ativagdo do adrb2R ¢ relevante ¢ a expressdo de Chi3/3 nos macrofagos
peritoneais provenientes de camundongos b2KO submetidos a cocultura, quando comparamos
esta expressao aquela observada em macrofagos peritoneais provenientes de camundongos
C57BL/6, percebemos que indugdo de Chi3l3 ¢é significativamente menor nos macroéfagos que
ndo apresentam adrb2R funcionais (Figura 2G). Estes dados corroboram a ideia de que a
indugdo dos genes caracteristicos de macrofagos M2 estaria ocorrendo através da ativagao dos

adrb2R.
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Figura 2 - Confirmagao in vitro do papel dos neurdnios nas alteragdes de expressdo gé€nica dos macrofagos
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Fonte: (GABANYTL, L., 2015).

Legenda: Experimentos in vitro confirmaram que o aumento da expressdo dos genes Argl e Chi3I3 poderia estar
sendo induzida por neurdnios. Os macrofagos da linhagem RAW (RM) foram analisados por RT-
qPCR apds a permanéncia em cocultura com neurdnios provenientes de percursores neuronais
intestinais (EN). Comparando a cultura de RM sozinhos (barra azul) e a cocultura (barra rosa)
observamos, nestes macrofagos, a indugdo da expressdo de Argl e que a expressdo de Nos2 e Tnf ndo
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era alterada (A). Macrofagos peritoneais (PM) de camundongos Arg"'" foram submetidos a cocultura e
a expressdo da Arg foi analisada por citometria de fluxo. Observamos um aumento da expressdo,
representado pela intensidade media de fluorescéncia + erro padrao quando estes PM eram cultivados
junto com os EN, por RT-qPCR observamos o aumento de Argl e Chi3l3 quando PM eram
submetidos a cocultura (PM+EN) (B,G). A expressio de Argl/ era também induzida quando
cultivavamos RM em meio condicionado proveniente da cocultura (CC) (barra rosa clara), esta
indugdo ndo era observada quando estes macrofagos eram cultivados com meio condicionado
proveniente da cultura de RM sozinhos ou de EN sozinhos (C). A cocultura de RM com neurdnios
extraidos do cérebro (BN) (barra vermelho escuro) também induziu a expressdo de Arg/ e ndo alterou
a expressdo de 7Tnf (D). A adicdo de NE (barra verde clara) ou Salbutamol (barra laranja) por 1h,
também induziram um aumento na expressdo de Arg/ e ndo tiveram efeito sobre a expressdo de Tnf
(E). A adig@o da btx durante a cocultura (barra verde) inibiu o aumento de expressdo observado em
cocultura (barra rosa) (F). Macréfagos peritoneais proveniente de C57BL/6 (B6; barra rosa) quando
em cocultura tinham a expressdo de Chi3/3 induzida, j4 os macrofagos peritoneais provenientes de
b2KO (barra roxa) submetidos as mesmas condi¢gdes ndo apresentavam uma indugdo tdo expressiva
(G).

*p<0.05.

5.3 PAPEL DOS RECEPTORES f2 ADRENERGICOS NA REGULACAO DE GENES
ANTI-INFLAMATORIOS NOS MACROFAGOS INTESTINAIS

O répido aumento da expressdo de Argl e Chi3l/3 nos MM que estdo distantes do
estimulo e o aumento da expressdo destes genes em macrofagos cultivados com células
neuronais, indicam a presenc¢a de um estimulo neuronal na regulacdo destes genes. A indugdo
destes genes na presenca de NE ou Salbutamol reforcam esta ideia e ainda indicam que o
adrb2R também esta envolvido nesta regulacdo. A inibicdo deste aumento na presenca de btx
ou em macrofagos que ndo expressam adrb2R, evidencia ainda mais o papel deste receptor.
Como estes ultimos dados foram obtidos in vitro, decidimos avaliar, in vivo, o papel destes
receptores.

Primeiramente analisamos quais receptores de estimulos neuronais estariam presentes
nos macrofagos intestinais e quais teriam uma expressao diferencial entre as duas populacdes
estudadas. Observamos que dentre os genes correspondentes aos receptores de estimulos
neuronais, poucos tinham uma expressao consideravel nestas células e que o Adrb2 era o mais
expresso deles, apresentando uma diferenca significativa entre as duas popula¢des sendo mais
expresso nos MM (Figura 3A). Esta diferenca foi confirmada no banco de dados do ImmGen
e por RT-qPCR (Figura 3B). Os adrb2R respondem a NE, portanto fomos investigar se a NE
poderia estar sendo liberada na regido da muscularis do intestino. Os neurdnios que produzem
NE expressam a enzima tirosina hidroxilase (TH), através de imunofluorescéncia pudemos

confirmar a presenca desta enzima nos neurdnios presentes na muscularis € que estes se



38

encontravam proximos aos MM (Figura 3C). Com o intuito de analisar se este receptor
desempenhava de fato um papel importante na inducao de genes anti-inflamatorios nos MM
utilizamos novamente a btx, desta vez in vivo. Ao injetar a btx nos camundongos
imediatamente antes da gavagem com SpiB éramos capazes de inibir o aumento da expressao
de Argl e Chi3l3 nos MM destes animais (Figura 3D). Finalmente, utilizando camundongos
b2KO, que ndo expressam adrb2R funcionais, observamos que na auséncia deste receptor a
inducdo da expressdo dos genes Argl, Chi3l3 e Retnla, 2h apos a gavagem com SpiB, ndo

ocorria (Figura 3E).
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Figura 3 — Papel do adrb2R na interagdo neurénio-macr6fago no intestino
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Fonte: (GABANYTL L., OLIVEIRA. Y. T., 2015).

Legenda: Analise dos dados do transcriptoma revelaram que dentre os receptores de estimulos neuronais o
adrb2R era o mais expresso e que havia uma expressdo diferencial do gene Adrb2, sendo este mais
expresso nos MM do que nos LpM (A). Por RT-qPCR confirmamos que este gene era mais expresso
nos MM (barra azul clara) que nos LpM (barra azul escura) (B). Imunofluorescéncia da camada da
muscularis do intestino, demonstrando a presenga de TH marcado em vermelho, os neurdnios
marcados com anti-tubulina B3 em branco e em verde os macrofagos marcados com anti-MHCII, foto
representativa, aumento de 200x (C). Adi¢do de btx inibe o aumento de expressdo da Argl e Chi3l3
(barra verde) observado apos o estimulo por 2h com SpiB (barra vermelha) (D). Os MM dos
camundongos b2KO (barra roxa) tem uma expressdo muito menor dos genes Argl, Chi3l3 e Retnla,
apos o estimulo por 2h com SpiB, quando comparados com MM dos C57BL/6 (B6; barra vermelha)
(E). * p<0.05.
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5.4 CAMUNDONGOS NSE-NOGGIN OU ARG™*LYSM“®E NAO APRESENTAM UMA
RESPOSTA ALTERADA A INFECCAO POR SALMONELLA

Visto que a presenga de SpiB induz a expressdo de genes ligados ao reparo tecidual
nos MM e que os resultados obtidos neste trabalho levam a crer que esta indugdo se da por via
neuronal, decidimos verificar se o aumento do nimero de neurdnios entéricos ou a auséncia
da enzima Arginase nos camundongos poderia provocar uma alteragdo na resposta a uma
infec¢do por Salmonella. Para tal, utilizamos os camundongos NSE-Noggin que apresentam
uma maior rede neuronal no intestino ¢ os camundongos Arg"*LysM®® que ndo expressam
Argl especificamente em macrofagos.

Acompanhamos o curso da infec¢do por Salmonella comparando estes camundongos
com seus respectivos controles. Nos camundongos NSE-Noggin observamos que a perda de
peso era muito similar ao controle (Figura 4A) e que no momento da eutanasia o nimero de
unidades formadoras de colonia (CFU) encontradas nas fezes, figado e linfonodos
mesentéricos (mLN) era também muito similar (Figura 4B). Nos Arg"™*LysM®também nio
observamos nenhuma diferencga significativa na perda de peso (Figura 4C) nem na CFU
coletadas dos diferentes locais (Figura 4E). Nestes animais verificamos, pela presenga da
Lcn2, a inflamagao intestinal ao longo do curso da infecg¢do, porém, também nao encontramos

diferengas significas entre as duas linhagens de camundongos infectados (Figura 4D).
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Legenda: Infec¢do por Salmonella em camundongos NSE-Noggin (A,B) e Arg “LysM™ (C,D,E). Ndo foram
observadas diferengas na resposta a infec¢do nestes camundongos quando comparados aos respectivos
controles. Ndo houve diferenca na perda de peso durante o curso da infecgdo. Em A e C os graficos
mostram a perda de peso relativa nos respectivos dias pds-infeccdo. Em B e E esta representado o
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numero de CFU por grama dos respectivos 0rgios que foram analisados ao fim do curso da infecgao.
Em D, demonstramos que a expressdo da proteina Len 2, um marcador de inflamagdo, nos dias 1,3 e 5
pos-infecgdo é similar entre 0 Arg™LysM™ e o controle.

5.5 MACROFAGOS INTESTINAIS DESEMPENHAM PAPEL PROTETOR EM
NEURONIOS INTESTINAIS

Uma das hipdteses que investigamos era a de que estes macréfagos presentes na
regido da muscularis poderiam ter um papel neuroprotetor, visto que frente a uma eminente
injuria do tecido, dada pela presenca da Salmonella no limen, estes passam a expressar genes
ligados ao reparo tecidual.

Para verificar se estes MM poderiam proteger os neurdnios da injuria, utilizamos um
modelo quimico de denervagdo do plexo mioentérico e avaliamos a recuperagdo neuronal em
diferentes linhagens de camundongos. Passados 15 dias da injuria avaliamos por
imunofluorescéncia o nivel de regenera¢do dos neurdnios, que quando comparados com o
controle (Figura 5A) variavam entre danos médios (Figura 5B) e severos (Figura 5C). A
quantifica¢do da densidade neuronal apos a injuria identificou que em camundongos tratados
com anti-Csfl1R (AFS98) capaz de eliminar os macrofagos intestinais (MACDONALD et al.,
2010) a recuperacdo dos neurdnios do plexo mioentérico parece estar comprometida, porém,
apesar da clara tendéncia, essa diferenca ndo chega a ser significativa (Figura 5D). J4 na
presenca de macrofagos que nao produzem a enzima Arginase a recuperacdo neuronal ndo ¢
alterada (Figura 5E). No entanto na presenca de macrofagos que niao expressam adrb2R
funcionais pudemos observar que a recuperacdo neuronal fica comprometida (Figura 5F)
demonstrando que os MM podem sim desempenhar um papel neuroprotetor e que para

cumprir esta func¢ao € necessario a presenga do adrb2R.
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Figura 5 — Recuperagéo neural de camundongos submetidos a denervag@o do plexo mioentérico
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Fonte: (GABANYIL, I, MULLER, P.A ., 2015).

Legenda: A camada da muscularis intestinal dos camundongos submetidos a denervagdo do plexo mioentérico
foram analisados por imunofluorescéncia 15 dias ap6s a indug@o do dano e a densidade neuronal foi
analisada. Imagens representativas de um local que ndo sofreu dano (A), um local com dano médio
(B) e um severo (C). Os neurdnios que aparecem em vermelho foram marcados com o anticorpo anti-
tubulina b3, em azul o nucleo destes aparecem através da marcagdo com anti-HU e os macrofagos
marcados em verde com anti-MHCII. A quantificagdo do dano foi analisada através da densidade de
neurdnio observada, em camundongos tratados com anticorpo anti-CSF1 (AFS98; pontos vermelhos)
que leva a morte dos macrofagos observamos uma tendéncia forte de uma piora na recuperagdo dos
neurdnios intestinais, porém ndo significativa (D), em camundongos Arg ™LysM™ (Argfl; pontos
rosas) a recuperagdo era bastante similar ao controle (E), utilizando camundongos b2KO (pontos
roxos) observamos que sua recuperagdo era pior do que a observada nos camundongos controle
(quadrados azuis) (F). * p <0.05.
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6 DISCUSSAO

O conjunto de dados obtidos neste trabalho indica a presenca de uma relacdo
bidirecional entre os neurdnios presentes no intestino e os MM, na qual neurdnios ao
perceberem a presenca de uma bactéria potencialmente patogénica no limen intestinal
liberam NE. Esta catecolamina inicia uma cascata de sinais através da ativa¢ao dos adrb2R
que induzem os MM a exibirem um fenotipo anti-inflamatério e reparador de tecido, esta
alteracdao de fenotipo poderia entdo ajudar na protegdo destes neurdénios em caso de injuria
tecidual.

Os resultados aqui apresentados reforcam ainda que as populagdes de macréfagos
encontradas no intestino, LpM e MM, além do perfil de expressdo genica distinto em
homeostase, ndo respondem da mesma forma a presenca de bactérias potencialmente
patogénicas no lumen. Portanto estas populacdes devem ser estudadas em separado e
generalizagdes a respeito do comportamento dos macrofagos intestinais devem ser vistas com
cautela, dado a existéncia de duas populagdes de macrofagos que podem responder de forma
oposta a determinados estimulos.

As interagdes que ocorrem no intestino se tornam ainda mais complexas quando
consideramos a microbiota que esta presente no limen intestinal, por exemplo, a colonizacdo
e a homeostase das células da Glia na mucosa intestinal sdo controladas pela microbiota
(KABOURIDIS et al., 2015). Poderiamos supor que os LpM apresentam um perfil mais
relacionado aos macrofagos M1 pois estdo mais proximos e expostos as bactérias comensais e
seus produtos, porém a diferenga de expressdao génica dos LpM e MM ndo parece estar
relacionada com a microbiota pois observamos que em camundongos axénicos essa diferenca
de perfil entre as duas populagdes de macrofagos intestinais continua a existir. Uma outra
explicagdo que ndo fomos capazes de testar neste trabalho, seria a de que esta diferenca se
deva a densidade neuronal relativa a qual estas células estdo expostas, a maior densidade
neuronal na muscularis poderia levar os macréfagos ai presentes a um perfil mais M2.

Os macrofagos intestinais exibem uma fungdo tolerogénica no intestino mediada pela
expressao do receptor de IL-10, na auséncia destes receptores os macréfagos se tornam mais
pro-inflamatérios e geram colite nos camundongos (ZIGMOND et al., 2014). Pela analise do
transcriptoma, comparando as duas populagdes de macréfagos presentes no intestino

observamos que os MM tem uma expressao maior dos ///0R, refor¢cando a nossa ideia de que
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estes macrofagos se assemelham mais aos macrofagos anti-inflamatorios do que os LpM.
Poderiamos fazer uma analogia entre o papel da IL-10 e da NE, pois durante a homeostase a
IL-10 mantem os macréfagos em um estado tolerogénico, evitando uma resposta inflamatoria
desnecessaria, porém, na presenca de uma eminente infeccdo sua influéncia sobre os
macrofagos se tornaria menos relevante, quando estes passariam a responder a NE que os
manteria em um perfil anti-inflamatorio, prevenindo assim uma resposta inflamatoria
excessiva, prejudicial as células do tecido, incluindo os proprios neurdnios pois inflamacao
aguda severa interfere com a neurogénese e a capacidade regenerativa do sistema nervoso
(KABOURIDIS; PACHNIS, 2015).

Escolhemos utilizar neste trabalho um tempo curto entre estimulo e anélise (2h pos-
gavagem) e mutantes de Salmonella (SpiB e invA) que dificilmente atingem a regido da
muscularis intestinal, para avaliar a possivel existéncia de uma transmissdo de sinal neuronal
proveniente do lumen que atingisse os MM. Ao verificar que os MM respondiam rapidamente
ao estimulo presente no limen, utilizamos um sistema de cocultura entre neuronios e
macrofagos cujos resultados obtidos in vitro reforcam a hipdtese que implica os neurdnios
como indutores das alteragdes de expressao génica observadas nos MM. Fomos capazes ainda
de estabelecer, segundo nosso resultados in vitro e in vivo que estas alteragdes eram mediadas
pelos adrb2R em resposta a liberacdo de NE proxima a estes macrofagos.

Nao podemos afirmar de forma definitiva que a inducdo da alteragdo da expressdo
génica nos MM ¢ de fato neuronal, pois outros tipos celulares sdo também capazes de liberar
NE. Como exemplo, células T e B do baco sdo capazes de produzir catecolaminas em
resposta ao estresse (LAUKOVA et al., 2013), e macrofagos do tipo M2 encontrados no
tecido adiposo sdo responsaveis pela expressdo de catecolaminas em resposta ao frio
(NGUYEN et al., 2011).

Porém em nosso trabalho, ao analisar no intestino a presenca da enzima TH
responsavel por catalisar a conversdo de (L-) tirosina em L-DOPA, precursor para a geragao
de NE, observamos sua presen¢a somente nas células neuronais. O padrdo de marcagdo
encontrado indica a presenca de TH nas ramificagdes neuronais € ndo nos corpos neuronais
sugerindo que a NE estaria sendo produzida pelos neurdnios simpaticos que inervam o
intestino.

Para confirmar definitivamente que sdo os adrb2R presentes nos MM e ndo em algum
outro tipo celular, como por exemplo, os neurdnios entéricos que também expressam estes

receptores, teriamos que utilizar camundongos cuja expressao do adrb2R seja inibida somente

cre 2ﬂ0x

em macréfagos, cruzando por exemplo um camundongos LysM™ com adrb2™", porém
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infelizmente estes camundongos ndo estavam disponiveis a tempo durante para a realizacdo
deste trabalho. Contudo nossos resultados in vitro, utilizando macréfagos peritoneais
provenientes de camundongos b2ko indicam que de fato sdo os adrb2R presentes nos
macrofagos que tem um papel essencial na inducdo da expressdo de genes relacionados com
macrofagos do tipo M2.

A ideia de que a NE possa induzir alteragdes nas células imunes ndo ¢ nova, sabe-se
que o sistema nervoso auténomo pode agir como um importante modulador de respostas
imunes, exercendo papel tanto pré como anti-inflamatério através de sua influéncia nas
células imunes efetoras (HANOUN et al., 2015). As catecolaminas ja foram implicadas em
diversos aspectos da imunidade inata e adaptativa, incluindo a capacidade de modular a
eficiéncia da apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, a expansdo clonal de
linfécitos entre outros (TRACEY, 2009).

Camundongos que ndo sdo capazes de produzir NE exibem uma resposta alterada apds
infeccdo ou desafio imunolégico, apesar destes camundongos apresentarem um sistema
imunologico normal em condi¢des SPF (Specific Pathogen Free) (ALANIZ et al., 1999). Em
nosso trabalho, descrevemos mais um aspecto da imunidade inata na qual a NE estaria
atuando, a modula¢do de uma resposta anti-inflamatoria e reparadora de tecido nos MM frente
a uma possivel infeccdo intestinal bacteriana.

A importancia da regulacdo de diversos processo via SNS vai além de sua atuagdo
sobre as células do sistema imune. A influéncia dos neurdnios simpaticos ja foi descrita nos
mais diversos sistemas, incluindo por exemplo o tecido dsseo, onde a sinalizacdo via adrb2R
presente nos osteoblastos controla a formacao 6ssea (TAKEDA et al., 2002).

Nossos resultados indicam que no caso da imunidade inata, especificamente nos
macrofagos presentes na regido da muscularis intestinal, a auséncia de adrb2R funcionais
impede uma resposta apropriada a estimulos provenientes do lumen, enfatizando a
importancia destes receptores na via de ativagcdo de genes ligados a macréfagos M2 apos o
desafio com bactérias potencialmente patogénicas.

A implicagdo dos adrb2R em vias de resposta anti-inflamatéria também nao ¢
novidade, porém ¢ possivel encontrar na literatura uma diversidade em relagdo ao papel dos
receptores B adrenérgicos, cuja resposta a sua ativagdo parece depender de quais estimulos
estdo presentes e das caracteristicas intrinsecas das células analisadas.

Em modelos de injuria aguda experimental no pulmao o uso de agonistas do adrb2R
apresentou um efeito anti-inflamatdrio, reduzindo os niveis de mediadores pro-inflamatorios e

neutrdfilos acumulados nos pulmdes. Neste mesmo trabalho observou-se também os efeitos



47

anti-inflamatorios da ativagdo dos adrb2R in vitro em macrofagos peritoneais, sendo que estes
efeitos pareciam ser mediados pela fosforilagdo da quinase Jun-N-terminal (JNK)
(BOSMANN et al., 2012). Outros trabalhos in vitro corroboram a ideia de que a ativagao dos
adrb2R induza uma resposta anti-inflamatéria no macréfagos de diversos tecidos. Os
macrofagos provenientes do bago ou dos linfonodos tem a expressdo de Tnf suprimida em
resposta ao LPS quando estimulados com agonistas do adrb2R (IGNATOWSKI; GALLANT;
SPENGLER, 1996). Em células U937 diferenciadas em macrofagos observa-se a diminuicao
ndo s6 do TNF como também da IL6 e um aumento da produ¢do de IL10, quando estas sdo
desafiadas com LPS na presenc¢a de agonistas do adrb2R (IZEBOUD et al., 1999).

No entanto, outros trabalhos indicam que a sinalizagdo via adrb2R pode ocorrer de
distintas maneiras o que pode levar a resultados opostos, como por exemplo, a ativagdo destes
receptores na auséncia de outro estimulo como o LPS pode levar a uma regulacdo positiva da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1f e IL-6 (TAN et al.,, 2007) e na
presenca de PMA a ativacao dos receptores  adrenérgicos leva a um aumento da producgdo de
Tnf, 1112 e NO, sendo que na presenga de LPS a producdo de mediadores inflamatérios ¢
diminuida. E importante notar que neste trabalho também ficou demonstrado que a presenca
de agonistas dos receptores B adrenérgicos suprimi a fosforilagio de ERK1/2 e p38 induzida
pelo LPS porém exacerba a fosforilagdo induzida pelo PMA (SZELENYI et al., 2000).
Resultados opostos também foram observados na secrecao de IL-6, na auséncia de TNF a NE
via receptores B adrenérgicos induz a produgdo de IL-6, enquanto na presenca de TNF a
mesma via inibe esta produgdo, sendo que estes resultados sdo observados somente no tecido
intestinal normal e ndo no inflamado (STRAUB et al., 2005). Portanto apesar do nosso e de
diversos outros trabalhos implicarem a NE e os adrb2R em processo anti-inflamatorios, ¢
importante lembrar que os macréfagos dos diferentes tecidos exibem um fendtipo especifico e
estdo expostos a um microambiente especifico (DAVIES et al., 2013; LAVIN et al., 2014) o
que pode fazer com que a ativagdo dos adrb2R nas diferentes condigdes nem sempre leve a
uma resposta de perfil anti-inflamatorio.

Vale lembrar também que em alguns trabalhos que indicam um efeito pré-inflamatorio
da NE em macrofagos ndo fica claro por qual via a NE estaria atuando (XIU; STANOJCIC;
JESCHKE, 2013). Tendo em vista a descricio de efeitos antagonicos na ativacdo dos
receptores o e 3 adrenérgicos (SZELENYT; KISS; VIZI, 2000) ¢ possivel imaginar que a NE
possa estar atuando via os receptores o nos casos onde este neurotransmissor induz uma

resposta pré-inflamatoria.
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Os receptores adrenérgicos do tipo a parecem ter um papel importante na regulagao da
producdo de NO e no desenvolvimento do ileo pds-operatorio, no qual, os mondcitos
recrutados apo6s a operacdo expressando os receptores o € ndo os macrdofagos residentes do
tecido, parecem produzir NO a partir da ativagdo destes receptores e piorar o quadro
inflamatorio observado (KREISS; TOEGEL; BAUER, 2004). Nosso resultados mostram que
a expressdo de receptores adrenérgicos do tipo o ¢ extremamente baixa nos macréfagos
intestinais. A diferenca de expressdo dos diferentes tipos de receptores adrenérgicos nas
distintas populagdes de macréfagos deve ser avaliada a fim de entender melhor os efeitos da
NE nas populagdes de interesse.

Nao analisamos o porque dos LpM nao responderem a liberagdo de NE de forma
similar aos MM, porém algumas evidéncias aqui encontradas podem explicar este fendmeno.
Em primeiro lugar a expressdo dos adrb2R nos LpM ¢ muito mais baixa que nos MM, em
segundo lugar o microambiente ao qual os LpM e os MM estdo expostos sdo diferentes. Os
LpM se localizam préximos as bactérias intestinais e seus produtos, em um local que parece
receber uma inervagdo simpatica menos densa que a observada proxima aos MM (CHEN et
al., 2015). Portanto, provavelmente os LpM nao respondem de forma similar a NE pois em
seu entorno a liberagdo deste neurotransmissor seria menos expressiva e sua capacidade de
responder a este sinal também seria menos eficiente devido a uma menor expressdo dos
receptores 3 adrenérgicos.

Fomos capazes de descrever neste trabalho pela primeira vez uma interagdo entre os
neurdnios e os macrofagos intestinais, na qual a liberacdo de NE induzida pela presenga de
uma bactéria potencialmente patogénica no limen intestinal induz nos MM um fen6tipo mais
similar aos macréfagos M2 via adrb2R. Visto que na literatura trabalhos sugerem que a
interacdo hospedeiro-patdgeno presente no intestino talvez tenha que ser vista de outra forma,
na qual ao invés do hospedeiro estar produzindo mecanismos de defesa em resposta a uma
possivel infeccdo, poderia ser o proprio patdogeno a estar alterando sua viruléncia e
invasividade por vias que envolvam neurotransmissores (LOMAX; SHARKEY; FURNESS,
2010). E que ¢ possivel que bactérias altamente patogénicas possam ter evoluido a habilidade
de explorar a via de regulacdo neuroimune capaz de suprimir a resposta imune para facilitar
sua viruléncia e disseminagdo nos tecidos infectados (CHIU et al., 2013).

Decidimos portanto, avaliar se a indugdo da liberagdo de NE e a consequente elevagao
na expressao dos genes anti-inflamatérios ap6s o estimulo com SpiB poderiam ser benéficas
para o patdgeno, pois a capacidade de neurotransmissores atuarem no curso de infeccdes

bactérianas ja foi demonstrada. Em modelo de peritonite induzido por E.Coli o tratamento
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com nicotina levou a uma maior mortalidade, por reduzir a expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias e o influxo de neutréfilos (VAN WESTERLOO et al., 2005). Ja em infecgdes
por Salmonella o tratamento sub-cronico com inibidores da enzima Acetilcolinesterase, que
gera um acumulo de acetilcolina, aumentou a sobrevida destes animais (FERNANDEZ-
CABEZUDO et al., 2010). Visto que o Oxido nitrico tem um alto poder microbicida e que a
enzima iNOS esta altamente relacionada com atividade antimicrobiana, o aumento da enzima
Arginase, enzima que compete com iNOS por terem o mesmo substrato (L-arginina) pode ser
benéfica para o sucesso da infeccdo (LAHIRI et al., 2010).

Sendo a Argl um dos genes cuja indugdo era mais expressiva, apos a exposicdo dos
animas a SpiB, decidimos submeter camundongos Arg™LysM“® & infeccdes com
Salmonella. Porém, comparando com seus respectivos controles, fomos incapazes de detectar
alteracdes nas respostas dos Arg"™*LysM“ durante o curso da infeccdo por Salmonella,
indicando que esta via ndo ¢ beneficial para a Salmonella. Porém ¢ importante ressaltar que
neste modelo fomos capazes somente de avaliar a importancia de um unico gene, como a
resposta a Salmonella depende de diversos fatores, poderia ser esperado que a auséncia de um
unico gene ndo altere o curso da infec¢do, portanto estes resultados ndo apoiam ou refutam a
ideia de que a Salmonella possa estar induzindo a liberacdo de NE para beneficio proprio.
Idealmente gostariamos de testar a resposta dos camundongos b2ko a este tipo de infec¢ao,
pois na auséncia destes receptores diversos genes seriam inibidos, porém estes camundongos
sdo gerados a partir de uma mistura de genotipos que impedia o uso de controles apropriados.

Visto que a indugdo dos genes anti-inflamatorios parece ser via neuronal avaliamos
também se seriamos capazes de encontrar respostas alteradas a infec¢des por Salmonella no
camundongos NSE-Noggin, no entanto apesar de ja haver sido demonstrado que os NSE-
Noggin sdo mais susceptiveis a modelos de inflamacgao intestinal (MARGOLIS et al., 2011),
nossos resultados demonstraram que frente a uma infec¢ao bacteriana estes camundongos nao
apresentam uma resposta diferente do controle.

Decidimos entdo avaliar a relevancia desta via anti-inflamatéria e destes macrofagos
em outro contexto, visto que a importancia dos macréfagos intestinais, por exemplo, como
reparadores de tecido ja foi demonstrada em modelos de injuria do tecido epitelial intestinal,
no qual a auséncia de neutroéfilos ou citocinas Th1 ndo influenciou a resolu¢do final da injuria,
porém em camundongos cujos macréfagos ndo expressavam o gene ligado ao reparo tecidual,
Trem?2 a injuria ndo era resolvida (SENO et al., 2009), gene este que apresenta uma maior

expressao nos MM que nos LpM.
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Apoiados na ideia de que as relagdes neuroimunes podem ser bidirecionais, sendo o
sistema nervoso capaz de regular células do sistema imune, assim como estas células sdo
capazes de afetar neurdnios, modulando por exemplo a formacdo e/ou remodelamento de
redes neuronais (ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009), e fazendo uma analogia com a
micrdglia, os macrdéfagos residentes do cérebro, que parecem desempenhar um papel de
monitoramento do bem estar dos neurdnios e serem capazes de alterar seu comportamento
quando percebem mudangas no nivel de atividade neuronal e responder prontamente a injurias
no cérebro (NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). Decidimos analisar se esta
comunicagdo que haviamos observado entre neurénios e macréfagos intestinais, ndo seria na
verdade uma comunicacdo bidirecional, onde os neurdnios induziram a expressio de
determinados genes nos MM, afim de que estas células executassem um papel neuro-protetor
frente a um potencial dano no tecido.

Outros dados descritos na literatura corroboravam essa ideia, dentre os genes
responsivos a NE que descrevemos aqui o Retnla ja foi implicado em modular a expressao
génica de neurdnios periférico sensorias no pulmao (HOLCOMB et al., 2000) e a ativacao da
enzima Arginase esta implicada em processos de reparo de danos teciduais através da geracdo
de prolina que leva a um aumento na sintese de coldgeno (MUNDER, 2009) e geragdo de
poliaminas, que desempenham um papel importante no aumento de proliferacdo celular, no
desenvolvimento do sistema nervoso, axogénesis e efeitos antiapoptoticos e regenerativos nos
neurdnios (CAI et al., 2002), além de também afetarem diretamente a polimerizacdo e
organiza¢cdo de microtubulos durante a recuperacdo da mucosa gastrica (MCCORMACK;
JOHNSON, 1991; BANAN; MCCORMACK; JOHNSON, 1998). Em modelos animais de
esclerose amiotrofica lateral, uma doenca neurodegenerativa, o tratamento com L-arginina e a
geracdo de poliaminas via arginase, foram capazes de proteger os neurdnios motores da
medula espinhal, retardando o aparecimento dos sintomas da doenga e prolongando o tempo
de vida destes animais (LEE; RYU; KOWALL, 2009). O papel da arginase em suprimir a
produgdo de NO por consumir arginina, produto inicial da sintese de NO, parece também ter
um papel importante na protegdo dos neurdnios entéricos visto que em modelos de colite
induzida por TNBS demonstrou-se que o principal fator que gerava a morte neuronal era a
producdo de NO pelas células imunes que infiltravam o tecido durante a inflamagdo. A
inibi¢do da enzima iNOS levou a uma redugdo significativa na morte neuronal neste modelo,
enquanto a inflamacdo permaneceu inalterada, demonstrando o papel especifico do NO em
induzir a morte «celular ¢ n3o outros eventos relacionados a inflamacgao

(VENKATARAMANA et al., 2015).
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Com o intuito de elucidar o possivel papel neuro-protetor dos MM utilizamos um
modelo quimico de injuria neuronal nos neurOnios presentes na muscularis intestinal.
Aplicamos este quimico em 3 situagdes distintas: na auséncia de macrofagos, na auséncia de
Arginase nos macréfagos e na auséncia de adrb2R em todas as células do animal e avaliamos
a recuperacdo neuronal nestes 3 contextos 15 dias ap6s a inducdo dos danos neuronais
comparando-os com seus respectivos controles.

Para eliminar os macrofagos presentes no intestino, tratamos o camundongos com
anti-CSF1R, ao comparar a injuria destes com animais ndo tratados observamos uma
tendéncia forte porém nao significativa de que a auséncia dos macrofagos levava a uma piora
na recuperacao dos neurdnios, a falta de significancia pode ser devido ao ntimero reduzido de
animais que utilizamos visto que ha uma grande variagdo nos controles, um niimero maior de
animais poderia nos ajudar a determinar se essa diferenca era de fato significativa ou nao.
Entretanto, o uso do anti-CSF1R ndo garante a total eliminagdo dos macrofagos presentes no
intestino pois este anticorpo ndo é capaz de eliminar os mondcitos Ly6C"™, somente os
Ly6C", (MACDONALD et al, 2010) visto que os macréfagos intestinais sdo
constantemente repopulados pelos monocitos Ly6Chi (YONA et al., 2013), com o uso deste
anticorpo provavelmente estdvamos conseguindo apenas uma deplecdo parcial dos
macrofagos intestinais, visto que eles podiam ser repopulados pelos mondcitos.

Testamos entdo a resposta de camundongos Arg"™LysM®® a injuria intestinal, visto
que diversos trabalhos citados anteriormente implicam a arginase em processos neuro-
protetores, porém observamos que a auséncia somente desta enzima nos macréfagos, nao ¢
capaz de alterar a recuperagdo neuronal, novamente como o observado no caso das infecg¢des
com Salmonella acreditamos que em processos tdo complexos a auséncia de um Unico gene
ndo deve ser suficiente para alterar todo o processo, considerando tal hipotese, analisamos se
a auséncia dos adrb2R que poderia impedir a expressdo de uma gama de genes relacionados a
protecdo tecidual poderia dificultar a recuperacdo dos neurénios intestinais. Corroborando a
nossa hipotese, observamos que na auséncia destes receptores a recuperagao neuronal se torna
deficiente.

Uma funcdo neuro-protetora foi descrita também para as células musculares em
modelos de colite induzida por TNBS onde estas células demonstraram a capacidade de
induzir a regeneracdo e proliferacdo dos axodnios dos neurdnios intestinais de através da
producdo de GDNF (HAN et al., 2015). Em nosso trabalho descrevemos e pela primeira vez
uma via de interagdo neuroimune que induz a expressao de um fenotipo de protecao tecidual

nos macréfagos que também ¢ benéfico para os neurdnios.
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Neste trabalho ndo fomos capazes de analisar como se da a percepc¢do inicial do
estimulo. Podemos supor que esta percep¢do poderia ocorrer de forma direta, visto que os
neurdnios entéricos apresentam receptores para acidos graxos de cadeia curta que sdo
produzidos por diversas bactérias (MAYER; TILLISCH; GUPTA, 2015), e que em um
modelo de infec¢do cutanea observou-se que as bactérias, no caso Staphylococcus aureus,
ativavam diretamente os neurdnios que induziam a sensa¢do de dor nos camundongos. Estes
mesmo neurdnios liberavam peptideos que modulavam a resposta imune inata durante a
infeccdo, sendo que sua inibicdo levava a um aumento na inflamagdo local. Este trabalho
ainda testou outras seis espécies de bactérias e todas elas foram capazes de ativar neurénios
do ganglio da raiz dorsal, estes neurdnios apresentavam um padrdo de resposta especifico para
cada bactéria oque indica que cada espécie bacteriana utilize moléculas especificas para ativar
os neurdnios por diferentes mecanismos (CHIU et al., 2013). Infelizmente dentre as bactérias
testadas ndo estava a Salmonella, portanto ainda ndo somos capazes de afirmar que estas
bactérias sdo capazes de ativar neurdnios diretamente. Seria possivel imaginar uma via
indireta na qual os neuronios percebem a presenca da bactéria por citocinas geradas pelas
células imunes em resposta a presenca deste patogeno, dado que neurénios como por exemplo
0 nervo vago nervo vago ¢ capaz de perceber uma resposta inflamatdria através de receptores
da citocina I11b (GOEHLER et al., 2000).

Além da percep¢ao inicial também ndo investigamos neste trabalho qual seria a fonte
de NE, especulamos a partir de dados da literatura e da marcag¢do para TH que obtivemos na
muscularis intestinal que a NE seria proveniente dos neurdnios simpatico que inervam o
intestino. Dado que os axdnios dos neurdnios intestinais da classe intestinofugal formam
sinapses com o corpo celular de neurdnios do ginglio paravertebral simpatico, cujos axonios
se projetam para o intestino (FURNESS; KUNZE; CLERC, 1999), ¢ possivel propor um
modelo que inclua uma comunicagdo entre os neurdénios do sistema nervoso entérico e
simpatico que estejam atuando na percepg¢do das bactérias no lumen e consequente sinalizagdo
e ativacdo dos MM via adrb2R. Um modelo similar foi proposto nos casos de infec¢do
cutanea por Staphylococous, neste caso foi observado uma supressdo da resposta imune nos
linfonodos por via neuronal. Este 6rgao ¢ inervado tanto pelos como por neurénios do sistema
nervoso auténomo, portanto a imunossupressdo pode ser mediada diretamente pelos
neurdnios nociceptivos ativados pelas bactérias ou por um circuito que envolva também a

ativacdo dos neuronios do sistemas autdbnomo (CHIU et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados indicam a existéncia de uma comunicagdo bidirecional no
intestino entre neurdnios ¢ macrofagos (Figura 6). Esta comunicagdo ocorreria através da
ativagdo dos adrb2R presentes no MM pela presenga de NE liberada pelos neurdnios
simpaticos que inervam o intestino. Com isso estes macrofagos passariam a regular
positivamente a expressdo de genes anti-inflamatérios e reparadores de tecido, sendo capazes
assim de proteger os neurdnios no caso de uma injuria tecidual.

Aumentar o entendimento da modulagdo do sistema nervoso nas células imunes abre
caminhos para novas opg¢des terapéuticas para controlar doencas inflamatdrias intestinais
(HANOUN et al., 2015). Portanto, um maior entendimento da comunica¢do neuroimune
proposta neste trabalho poderd num futuro levar ao desenvolvimento de tratamentos

alternativos aqueles frequentemente empregados atualmente no controle de tais doengas.
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Figura 6 — Esquema proposto da comunicagio bidirecional neurénio-macréfago
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Legenda: Os neurénios por via direta ou indireta percebem a presenga de bactérias ndo-comensais no intestino
(1). Este sinal é retransmitido em varios niveis podendo culminar com a ativacdo de neurdnios simpaticos que
inervam o intestino (2). Estes neurdnios liberam NE proximo aos MM (3). Estes macrofagos liberam moléculas
que colaboram na prote¢@o dos neurdnios intestinais (4).
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