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RESUMO

ISHIZUKA, E. K. Modulacao da funcao de macréfagos pela Nattectina: uma lectina tipo
C do veneno de Thalassophryne nattereri. 2011. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A Nattectina é uma toxina isolada do veneno de Thalassophryne nattereri com massa
molecular de 15 kDa que possui homologia com lectinas do tipo C. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a capacidade da Nattectina de ativar as fun¢des de macréfagos e a influéncia de
citocinas Th1/Th2 na ativagdo polarizada de macrofagos induzida por essa toxina. Nossos
resultados mostram que a Nattectina foi capaz de induzir a ativagdo de macréfagos
F4/80°°CD11bP*CD14"*Ly6C" derivados da medula Gssea mediante o aumento na
expressdo de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86) e MHC de classe II, na
expressdo de integrinas e da capacidade endocitica. Verificou-se uma dependéncia positiva da
ligacdo da Nattectina a estruturas glicosiladas expressas nos macréfagos para a indugdo da
expressdo de MHC de classe II, da integrina CD49a e para o aumento da capacidade
endocitica. A expressdao de moléculas co-estimuladoras nos macréfagos foi dependente das
vias de sinalizacdo MAPK p38, e principalmente PI3K, enquanto a capacidade endocitica e a
producdo de MMP-9 foi positivamente regulada pela via ERK1/2. Verificamos ainda que
alteracoes fenotipicas em macréfagos peritoneais e derivados da medula dssea induzida pela
Nattectina em camundongos C57BL/6 sdo consistentes com a ativagdo cldssica M1
dependente das citocinas IL-12 e IFN-y, e regulada negativamente por 1L-4, 1L-10 e IL-13.
Por fim, demonstramos uma a¢do coadjuvante da citocina IL-4 com IFN-y na mobilizac¢do de
SPMs (Small Peritoneal Macrophages) na cavidade peritoneal e na ativacdo (expressao de
MHC de classe II e CCR7) de macréfagos derivados de medula 6ssea. Dessa forma, a
Nattectina pode ser considerada um importante agente imunomodulador, capaz de modular as

funcdes de macréfagos, ttil no desenvolvimento de vacinas e com aplicacdes terapéuticas.

Palavras-chave: Nattectina. Lectina tipo C. Macréfagos. Thalassophryne nattereri.



ABSTRACT

ISHIZUKA, E. K. Modulation of macrophage function by Nattectin: a C-type lectin from
Thalassophryne nattereri fish venom. 2011. 78 p. Masters thesis (Immunology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Nattectin is a 15 kDa toxin isolated from Thalassophryne nattereri fish venom that has
homology with C-type lectin. The aim of this study was to evaluate the Nattectin ability to
activate macrophage functions and the influence of Th1/Th2 cytokines in polarized activation
of macrophages induced by Nattectin. Our results show that Nattectin was able to induce
F4/80P*CD11b°*CD14**Ly6C'" macrophage derived from bone marrow activation through
CD40, CD80 and CD86 costimulatory molecules and MHC class II upregulation, and also an
increase in integrins expression and endocytic capacity. It was found a positive dependence of
Nattectin binding to glycosylated structures expressed in macrophages for induction of MHC
class II, CD49a integrin expression and an increase in endocytic capacity. The expression of
costimulatory molecules in macrophages was dependent the p38 MAPK signaling pathway
and primarily PI3K signaling, while endocytic capacity and MMP-9 production was
positively regulated through ERK1/2 signaling. We also demonstrated that phenotypic
modifications in peritoneal and bone marrow-derived macropahges induced by Nattectin in
CS57BL/6 mice are consistent with classical (M1) activation of macrophages dependent on IL-
12 and IFN-y cytokines, and negatively regulated by IL-4, IL-10 and IL-13. Finally, it was
demonstrated an adjuvant role of IL-4 with IFN-y in mobilization of SPMs (Small Peritoneal
Macrophages) to peritoneal cavity and also in activation (expression of MHC class II and
CCR7) of bone marrow-derived macrophages. Thus, Nattectin can be considered an important
immunomodulatory agent able to modulate macrophage functions, useful in vaccines

development and with therapeutic applications.

Key words: Nattectin. C-type lectin. Macrophages. Thalassophryne nattereri.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € uma resposta homeostdtica, dindmica e protetora que o hospedeiro
lanca mao contra as diversas agressoes a que € submetido. Dentre as diversas células atuantes
neste processo, os macréfagos desempenham um importante papel, incluindo a eliminagao de
antigenos, a regulacdo da regeneracdo e a iniciacao da resposta imune adaptativa (SIMON e
GREEN, 2005; FUJIIWARA e KOBAYASHI, 2005). Estas células iniciam o processo
inflamatorio pela secrecao de citocinas pro-inflamatérias ou “de alerta” (IL-1, TNF-o e IL-6)
que desencadeiam uma série de reagdes humorais e celulares, tanto no sitio da inflamagao
quanto a distancia. A ativacdo das células do estroma (como fibroblastos e células endoteliais)
pelas citocinas IL-1 e TNF-o provoca a secreciao de quimiocinas, principalmente IL-8 (ou KC
em camundongos) e MCP-1, que sdo quimiotdticas para neutréfilos e células mononucleares,

respectivamente (CAMPBELL e BUTCHER, 2000; HANADA e YOSHIMURA, 2002).

Macréfagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear, que representa um
subgrupo de leucdcitos originalmente descrito como uma populacdo de células mieldides
derivadas da medula dssea, e sao células da imunidade inata com fun¢des bem estabelecidas
na resposta primdria a patégenos, mas também na homeostase do tecido, coordenacdo da
resposta imune adaptativa, inflamacao, resolucdo e reparo. Essas células reconhecem sinais de
perigo através de receptores capazes de induzir programas de ativacdo especializados

(GEISSMANN et al., 2010; MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009).

Os macréfagos tém sido considerados por muito tempo importantes células imunes
efetoras, visto que Elie Metchnikoff, que ganhou o prémio Nobel 100 anos atrds por sua
descricdo de fagocitose, propds que a chave da imunidade era ‘“‘estimular a fagocitose”
(NATHAN, 2008). Desde esta descoberta, os imunologistas se ocuparam com o conceito dos
macréfagos como células imunes efetoras e com a compreensdo de como estas células
participam na defesa do hospedeiro. Entretanto, por focar somente nas fun¢gdes imunes dos
macréfagos, ignoraram seu papel vital na homeostasia, que € independente de sua

participa¢ao em respostas imunes.

Macréfagos detectam os sinais de perigo exdgenos e enddgenos que estdo em restos de
células necréticas através de receptores Toll-like (TLR); receptores Nod-like (NLR) e
receptores RIG-I-like (RLR) (KONO e ROCK, 2008; PARK et al., 2004), os quais sinalizam
muitas vezes através de MyD88 (CHEN et al., 2007). Esta fungcdo faz dos macréfagos
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sensores primdrios de perigo no hospedeiro. A fagocitose de componentes por macréfagos
conduz a mudangas dramdticas na sua fisiologia, incluindo alteragdes na expressdo das
proteinas de superficie e na producdo de citocinas e de mediadores pré-inflamatérios. As
alteracdoes na expressdo de proteinas de superficie nos macr6fagos em resposta a estes

estimulos podem ser usadas como marcadores fisiolégicos tnicos destas células alteradas.

Uma caracteristica importante dos macréfagos refere-se a sua notédvel plasticidade, o
que permite que essas células respondam eficientemente aos sinais ambientais e mudem seu
fendtipo; e sua fisiologia pode ser marcadamente alterada pelas respostas imunes inata e
adaptativa. Em humanos, a distinta expressao de CD14 e CD16 permite a diferenciacdo de
macréfagos em dois subtipos: um do tipo cldssico CD14™€"CD16™¢ ¢ uma populacio
minoritdria, ndo-classica CD14°"CD16"* (PASSLICK; FLIEGER; ZIEGLER-HEITBROCK,
1989; ZIEGLER-HEITBROCK et al, 1993). Em camundongos, duas populacdes de
mondcitos em processo final de maturagdo continua foram identificadas e denominadas como
inflamatdrias ou residentes baseadas primeiramente na quantidade de tempo que gastam no
sangue antes de migrar para os tecidos para se tornarem macréfagos (GEISSMANN; JUNG;
LITTMAN, 2003). Estas populagdes de mondcitos estdo representadas aproximadamente
igual no sangue dos camundongos (PASSLICK; FLIEGER; ZIEGLER-HEITBROCK, 1989)
e podem ser diferenciadas baseadas na expressdo de marcadores de superficie celular. Os
mondcitos inflamatérios sdo definidos como CCR2P*
CX3CR1™™ (CX3C-chemokine receptor 1) e GRIP® (também conhecido como Ly6),

enquanto os mondcitos residentes sdo definidos como CCR2"™CX3CRI1"®"GR1™®

(GEISSMANN et al., 2003).

(CC-chemokine receptor 2),



18

Bone Blood Tissues
marrow Fractalkincl Resident cells
> Spleen M®?
Kupffer cell?
CX3CR1 Microglial cell?
Langerhans cell?
Resident dendritic cells?
high ' Alveolar M®?
CX3aCR1 L ”
CCR2- ; Osteoclast?
CD6&2L- '
]
(]
1
]
CR2 '+ Pathogen
-!ant|gen
T J@—’#,d%
CX3CR1|°W "l Lymphoid
CCR2+ h DC ymp
CD62L+ ?"*\‘? Tissues
“V .
Antigen-specific
@ T-cell proliferation
CX3CR1

Figura 1- Modelo para a dicotomia funcional dos subtipos de macréfagos.
Fonte - Geissmann et al. (2003)

Em um esfor¢o para equiparar-se a literatura dos linfécitos T, os macréfagos foram
classificados, de maneira linear, como macréfagos M1 (classicamente ativados) em um
extremo e macréfagos M2 (alternativamente ativados) em outro. Os macréfagos M1 sofrem
ativacdo cldssica induzida por IFN-y, que desencadeia uma potente resposta pré-inflamatéria
necessdria para matar patégenos intracelulares, enquanto os macréfagos M2 sofrem ativagcdo
alternativa induzida por IL-4 e IL-13, que desencadeiam um fendtipo importante para a
resposta imune aos parasitas (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; MOSSER e
EDWARDS, 2008). Mas de maneira mais global, envolvendo as fun¢des na homeostasia e na
inflamacdo, os macréfagos podem ser classificados como: macréfagos de defesa, de
cicatrizacdo e reguladores. Esta classificacao ajuda também a ilustrar como os macréfagos
podem evoluir para exibir as caracteristicas que sdo compartilhadas por mais de uma

populacdo de macréfagos.

Os macréfagos de defesa sdo aqueles classicamente ativados que sdo produzidos
durante respostas imunes mediadas por células. Na caracterizacdo original de macréfagos
classicamente ativados, a combinacdo de dois sinais, interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose

tumoral (TNF) gera uma populacdo de macréfagos que tem aumentada capacidade
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microbicida ou tumoricida e secreta niveis elevados de citocinas e de mediadores pro-

inflamatérios (MACKANESS, 1977; O'SHEA e MURRAY, 2008).

Os macréfagos da cicatrizacdo podem se desenvolver em resposta aos sinais inatos ou
adaptativos. Um dos primeiros sinais inatos a ser liberado durante a injuria do tecido € a
citocina IL-4 (LOKE et al., 2007). Basofilos e mastdcitos sdo fontes recentes importantes da
producdo inata de IL-4, embora outros granuldcitos possam também contribuir (BRANDT et
al., 2000). IL-4 estimula a atividade da arginase nos macréfagos, permitindo que convertam a
arginina em ornitina, um precursor das poliaminas e do coldgeno, contribuindo desse modo a
producdo de matriz extracelular (KREIDER et al., 2007). Os macréfagos da cicatrizagao
podem também ser prejudiciais ao hospedeiro quando sua atividade de producdo de matriz é
desregulada, similarmente a desregulacao da atividade de macréfagos classicamente ativados

na auto-imunidade.

Similarmente as duas populacdes de macréfagos descritos acima, os macréfagos
reguladores também estdo presentes em ambas as respostas imunes. Embora as respostas de
estresse ndo sejam consideradas tipicamente parte da imunidade inata, o eixo (HPA)
hypothalamic-pituitary-adrenal pode exercer efeitos marcantes em macréfagos.
Glucocorticéides sdo liberados por células adrenais em resposta ao estresse e podem inibir a
defesa do hospedeiro dependente de macréfagos e suas funcdes inflamatdrias inibindo a
transcricdo de genes de citocinas pré-inflamatérias e diminuindo a estabilidade do RNA
mensageiro (STERNBERG, 2006), gerando uma populacdo de macréfagos reguladores. Os
macréfagos reguladores podem também aparecer durante os estdgios mais tardios das
respostas imunes adaptativas com papel de limitar a inflamacao cronica (MOSSER, 2003). Ha
maneiras diferentes de gerar macréfagos reguladores, porém um tnico mecanismo molecular
que medeia este processo de diferenciacdo fenotipica ainda nao foi identificado, embora a
sinaliza¢do via MAP quinases (extracellular-sinal-regulated kinase - ERK) apare¢a como um
potencial candidato (LUCAS et al., 2005). Ao contrario dos macréfagos de cicatrizagdo, estes
macréfagos reguladores nao contribuem para a produ¢do de matriz extracelular, e muitas
destas células reguladoras expressam niveis elevados de moléculas co-estimuladoras (CD80 e
CD86) e podem consequentemente apresentar antigenos a linfécitos T (EDWARDS et al.,
2006).

Em resumo, os sinais oriundos da resposta inata ou adaptativa podem influenciar a
fisiologia de macrofagos, e estas alteragdes permitem que os macrdéfagos participem em

processos homeostdticos, tais como remodelamento tecidual e fechamento de feridas e
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também na defesa do hospedeiro. A resposta dos macréfagos aos sinais de perigo endégenos €
somente um exemplo de quantos estimulos diferentes provocam a ativacdo dos macréfagos
nos tecidos e por isso pesquisas vém sendo realizadas com imunoterdpicos indutores ou

supressores capazes de estimular macréfagos, modulando suas funcoes.

Para que o macréfago exerca suas atividades, é necessario que ele migre para outros
sitios através da matriz extracelular, que é uma rede intricada de macromoléculas que ocupam
o espago extracelular nos tecidos. Além de estabilizar a estrutura fisica dos tecidos, a matriz
influencia o desenvolvimento, a migracdo, a proliferacdo, as fungdes e a sobrevivéncia das
células (VU e WERB, 2000). As moléculas que constituem a matriz extracelular sdo geradas
localmente por diferentes tipos celulares, particularmente por uma familia de células
denominados fibroblastos. Trés classes principais de macromoléculas constituem a matriz:
cadeias polissacaridicas de glicosaminoglicanos (GAGs) unidas covalentemente a proteinas
formando os PROTEOGLICANOS (agrim, perlecam, sindecam, glipicam, CD44 e
betaglicam), as PROTEINAS FIBROSAS como a familia dos coldgenos e elastina, e as
GLICOPROTEINAS como, por exemplo, a laminina e a fibronectina (ORLANDO e
CHERESH, 1991; MEREDITH; FAZELI; SCHWARTZ, 1993).

Para a progressdo celular pela matriz extracelular intersticial, € necessaria uma série
coordenada de etapas que incluem a adesdo/liberacdo e a degradacdo focal da matriz
(BIANCHI et al., 1997; LAUFFENBURGER e HORWITZ, 1996; BASBAUM et al., 1996).
As integrinas de leucdcitos t€ém um papel importante nas interacdes com as proteinas da
matriz extracelular durante o processo de transmigracdo (SHIMIZU e SHAW, 1991;
MOSTAFAVI-POUR et al., 2003; SCHWARTZ e GINSBERG, 2002). As integrinas sao
glicoproteinas transmembrana, compostas por dois heterodimeros ndo-covalentes designados
subunidades o e 3, cada uma com grande dominio extracelular e pequena, porém importante,
extensdo citoplasmatica. Existem 15 cadeias o e 8 cadeias [ que ja foram clonadas e
seqiienciadas. Os leucdcitos expressam 13 diferentes integrinas as quais medeiam a ligacao
com as células endoteliais. As mais importantes para adesdo endotelial sdo as integrinas 1
(CD29), B2 (CD18) e B7. A subfamilia B2 é expressa em todos os leucdcitos e consiste em
uma subunidade B2 ligada a uma das quatro subunidades o: CDlla (aL), CD11b (aM),
CDll1c (aX) ou CD11d (aD). Os linfécitos produzem primariamente CD11a/CD18 (LFA-1 ou
lymphocyte function associated antigen-1), enquanto os eosinéfilos, neutréfilos e mondcitos

produzem todas as quatro 2 integrinas (IMHOF e AURRAND-LIONS, 2004).
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Apés a marginacdo dos leucdcitos ao longo do endotélio vascular, as integrinas sio
ativadas por pelo menos uma de uma variedade de quimiocinas € citocinas quimiotaticas
associadas a superficie endotelial, e a firme adesdo ao endotélio ocorre pela ligacdo de
integrinas 1 e B2 expressas nos leucdcitos com os varios membros da superfamilia das

imunoglobulinas expressas no endotélio (ICAM-1, ICAM-2 e VCAM-1).

Durante a adesdo firme, a combinacdo da sinalizacdo via integrinas e exposicdo a
quimiocinas imobilizadas na por¢do apical das células endoteliais induz uma alteracdo
marcante na morfologia dos leucécitos. Os leucdcitos estendem de frente para trds uma
extensdo apical larga (lamellipodium) rica em filamentos F-actina, a qual constitui a
extremidade principal de movimento celular. Algumas células do sistema imune como as
células dendriticas (dendritic cells, DCs) e os macréfagos apresentam estruturas adesivas
especificas conhecidas como podossomos. Estas células apresentam-se como um exemplo das
poucas células do sistema imune que formam fibras de estresse ou adesdo focal — uma
caracteristica que pode explicar a sua alta mobilidade dependente de integrina nos substratos,
diferentemente das células aderentes como fibroblastos e células endoteliais. Enquanto a
formacdo da extensdo lamellipodium € regulada pelos processos de polimerizagdo da actina e
contragdo da actomiosina, a desadesdo parece ser dependente da contracdo e da acdo de
metaloproteinases de matriz (DIAKONOVA; BOKOCH; SWANSON, 2002; VICENTE-
MANZANARES e SANCHEZ-MADRID, 2004).

Sabendo do papel das integrinas na adesdo focal dos leucdcitos, vdrios estudos tém
sido realizados para o entendimento dos mecanismos envolvidos na degradacdo focal da
matriz extracelular durante a transmigracao dos leucécitos. Recentes trabalhos sugerem um
importante papel para as metaloproteinases de matriz (matrix metalloproteinases, MMPs) na
degradacdo da matriz extracelular (STERNLICHT et al., 2000; PARKS; WILSON; LOPEZ-
BOADO, 2004; VU e WERB, 2000). MMPs sao uma familia de endopeptidases dependentes
de zinco capazes de degradar todos os componentes da matriz extracelular e que t€m sido
classificadas de acordo com a especificidade pelo substrato em gelatinases, estromelisinas,
colagenases (BIRKEDAL-HANSEN, 1995) e metaloproteinase transmembrana (MT-MMP),
expressa na superficie de células tumorais invasivas ou em células estromais (SATO et al.,
1994). A degradagdo controlada da matriz extracelular € uma caracteristica importante em
uma variedade de processos bioldgicos, tais como o desenvolvimento do embrido e o
remodelamento e reparo tecidual. O reparo de feridas inicia-se com a agregacdo de plaquetas,

formacdo de codgulos de fibrina e liberacdo de fatores de crescimento a partir de vias de
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coagulacdo ativadas, células danificadas, plaquetas e componentes da matriz extracelular,
seguido pela migracdo de células inflamatorias para o local da ferida (RAVANTI e KAHARI,
2000). Metaloproteinases sao sintetizadas na forma inativa com um pré-peptidio
aminoterminal que deve ser clivado para tornarem-se ativas (GOETZL; BANDA; LEPPERT,
1996; BIRKEDAL-HANSEN, 1995). Entre estas, MMP-2 ¢ MMP-9 sdo consideradas
responsaveis pela degradagdo de laminina, coldgeno tipo IV, este dltimo o maior constituinte

da membrana basal (PARKS; WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004).

MMP-2 € expressa constitutivamente em vdrias células, enquanto MMP-9 € induzida
principalmente por estimulos inflamatérios como TNF-o, endotoxinas e IL-1, por varias
células como também por macrdéfagos. Outros estudos sugerem que MMP-9 é um forte
candidato para a inducdo/ativacdo das funcdes de macréfagos, estas relacionadas com a
resposta inflamatéria (PARKS; WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004). Além disso, MMP-9 esta
associada aos processos de re-epitelizacdo e eventos reparadores agudos (VU e WERB,
1998), enquanto MMP-2 é importante durante a fase de remodelamento prolongado (AGREN,
1994; STRICKLIN; LI; NANNEY, 1994). As metaloproteinases afetam a sobrevivéncia e a
proliferacdo ou a morte celular, efeitos regulados por sinais gerados em eventos adesivos
especificos. Estas diferencas de efeitos das MMPs refletem diferencas nos substratos das
enzimas envolvidos em cada resposta. Assim, a regulacdo das fung¢des inflamatérias
leucocitdrias pela interacio com os componentes da matriz extracelular pode fornecer

informagdes importantes a respeito de como a resposta inflamatdria serd resolvida.

Considerando, portanto, que os macréfagos sdo células importantes no sistema imune
tendo em vista a sua participagdo em diversos processos como inflamacdo, eliminacdo de
antigenos e regeneragdo, € importante modular as suas fungdes através do uso de substancias
como citocinas, agonistas de receptores do tipo Toll, galectinas e lectinas derivadas de plantas

€ animais como, por exemplo, peixes.

No Brasil, o peixe Thalassophryne nattereri destaca-se entre os animais pe¢onhentos
de importancia médica pelo nimero de acidentes que provoca, principalmente nas regides
Norte e Nordeste (ALMEIDA et al., 1989; AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA,
2000; HADDAD JR et al., 2003;: FACO et al., 2005). T. nattereri € considerado um peixe
peconhento por apresentar glandulas cutineas especializadas na produgdao de veneno
conectadas a ductos excretores canaliculados (espinhos) localizados em cada um dos lados
das regides dorsal e lateral (FROES, 1933a, b, ¢). Os acidentes provocados pelo T. nattereri

ocorrem principalmente nas regides plantar ou palmar das vitimas apds a introdugdo dos
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espinhos canaliculados na pele com conseqiiente ruptura das glandulas. As principais
caracteristicas do quadro clinico em humanos sdao dor e edema intensos e duradouros
desencadeados imediatamente apds o acidente. Em conseqiiéncia, pode haver o
desenvolvimento de necrose, que em casos graves acomete todo o membro, levando a
seqiielas irreversiveis como a hipertrofia muscular e a perda da fun¢ao (FONSECA e LOPES-

FERREIRA, 2000).

O veneno de T. nattereri e suas toxinas vém sendo amplamente estudados quanto a
diferentes aspectos como: os efeitos toxicos causados nas vitimas humanas (FONSECA e
LOPES-FERREIRA, 2000) e em modelos experimentais (LOPES-FERREIRA et al., 1998,
2001, 2002; FACO et al., 2003), os aspectos bioquimicos e farmacolégicos (LOPES-
FERREIRA et al., 2004; MAGALHAES et al., 2005, 2006), e a capacidade de indugao de
anticorpos neutralizantes para os principais efeitos téxicos em camundongos € 0s mecanismos
imunolégicos envolvidos nesta resposta (LOPES-FERREIRA et al., 2000; LIMA et al., 2003;
GRUND et al., 2006; PIRAN-SOARES et al., 2007). O trabalho de Lima et al. (2003)
demonstra que o veneno é capaz de induzir uma resposta inflamatdria localizada na pata de
camundongos, rica em citocinas de fase aguda, porém com raros leucdcitos presentes na
lesdo. Assim, o estudo deste veneno tornou-se importante para o entendimento do processo de
lesdo e regeneracdo tecidual visto no envenenamento como também para o entendimento da
relacdo entre a adesdo de leucdcitos e a matriz extracelular e os mecanismos de sobrevivéncia

decorrentes desta relacdo.

Comprovadas as inimeras atividades bioldgicas do veneno de 7. nattereri, tornou-se
fundamental o estudo de suas toxinas. Assim, Magalhdes et al. (2006) identificaram grupos
de toxinas no veneno: a familia das proteases Natterinas, constituida por cinco toxinas, 1, 2, 3,
4 e P, com massa molecular em torno de 35 kDa e com homologia entre si, mas ndo com
proteinas existentes nos bancos de dados, e a Nattectina com massa molecular de 15 kDa e
com homologia com lectinas do tipo C. Através da andlise do dominio CRD (QPD, GIn-Pro-
Asp) e N-terminal da seqiiéncia de aminodcidos, foi observado que a Nattectina apresenta
afinidade por estruturas terminadas em galactose ou glicanas terminadas em N-
acetilgalactosamina (GalNAc), semelhante as galectinas (LOPES-FERREIRA et al., 2011).
Além disso, a Nattectina também apresenta homologia com outras lectinas descritas como a
echinoidina, uma lectina mitogénica e quimiotdtica isolada do veneno do ouri¢o-do-mar
(Toxopneustes pileolus) e a miotoxina TmC4-47.2, isolada do veneno do peixe

Thalassophryne maculosa (SOSA-ROSALES et al., 2005).
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Lectinas formam um grupo de proteinas ligantes de carboidrato estruturalmente
heterogéneo que compreende distintas familias de proteinas evolutivamente relacionadas. Sua
principal caracteristica consiste na capacidade de se ligar especificamente e de forma
reversivel a moléculas de carboidratos. O termo tipo C refere-se a dependéncia dessas lectinas
pelo fon cdlcio para exercer suas atividades e também por apresentarem homologia estrutural
com o dominio de reconhecimento para carboidratos tipo C (DAY, 1994). As lectinas sdo
particularmente interessantes por suas caracteristicas bioldgicas, farmacoldgicas e
bioquimicas. Embora sejam descritas principalmente por possuirem atividade hemaglutinante,
vale ressaltar seu importante papel no sistema imune. Destacam-se como moléculas
promotoras de comunicacdo entre células do sistema imune, como reguladoras da migragdo
celular, na captacdo e apresentacdo de antigeno e na adesdo celular (WILSON; CHEN;

RATCLIFFE, 1999).

Muitas lectinas, especificamente aglutinadoras de bactérias ou parasitas t€m sido
identificadas em animais marinhos invertebrados, especialmente em espécies comercialmente
importantes como mexilhao, molusco, camarao, caranguejo e ostra (COMINETTI et al., 2002;
DENIS et al.,, 2003; LUO et al., 2006; NAGANUMA et al., 2006; UTARABHAND;
RITTDACH; PADIT, 2007; WANG et al., 2007). Desde a identifica¢do e caracterizacdo da
primeira lectina Electrolectin isolada da enguia Electrophorus electricus, um numero
substancial de lectinas t€m sido também identificado em peixes elasmobranquios e teledsteos,
principalmente no plasma, na pele € no muco com funcio de defesa contra virus e bactérias
(VASTA et al., 2004). Entretanto, ndo existe nenhum trabalho identificando ou mostrando a
relevancia de uma lectina isolada do veneno de peixe na regulacdo do sistema imunolégico.
Sendo assim, a Nattectina foi recentemente estudada por nosso grupo e demonstramos sua
capacidade de induzir resposta imune inata e especifica do tipo Thl em camundongos,
mediante a diferenciacdo e ativacdo de células dendriticas derivadas de macréfagos

(SARAIVA et al., 2011).

Sabendo da importancia dos macréfagos em processos homeostaticos assim como na
defesa do hospedeiro e contando com a possibilidade de obtencdo de agentes terapéuticos de
fontes naturais capazes de modular o sistema imune, especificamente macréfagos, o objetivo
deste trabalho é a verificagdo da capacidade da Nattectina na ativacdo das funcdes de
macréfagos, importantes para a resposta imune inata bem como na indug¢do da resposta

adaptativa.
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2 OBJETIVO

Verificacdo da capacidade da Nattectina de ativar as fungdes de macréfagos como
fagocitose, producdo de mediadores inflamatdrios, expressao de moléculas co-estimuladoras e
integrinas e da influéncia de citocinas Th1/Th2 na ativacdo polarizada de macréfagos

induzida pela Nattectina.
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3 ETAPAS REALIZADAS

e Obtencdo da Nattectina;

e Caracterizacdo fenotipica de macréfagos derivados de medula 6ssea;

e Avaliagdo da influéncia da ligacdo da Nattectina a aglcares na ativagdo de
macréfagos;

e Avaliagdo da capacidade da Nattectina de induzir aumento na expressao de integrinas
em macrofagos;

e Avaliagdo do papel da ativagao de MAPKs na modulacdo de macréfagos induzida pela
Nattectina;

e Avaliagdo da capacidade da Nattectina de induzir a sintese de metaloproteinases;

e Verificacdo da influéncia da ligagdao da Nattectina a agucares e das vias de sinalizacdo
na capacidade endocitica de macréfagos;

e Verificagdo da capacidade de inducdo da resposta imune inata pela Nattectina;

e Verificacdo da influéncia de citocinas Th1/Th2 na ativag¢do polarizada de macréfagos

induzida pela Nattectina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a obten¢do da medula dssea femoral, foram utilizados camundongos BALB/c
fémeas e C57BL/6 machos fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan, e
camundongos machos C57BL/6 deficientes nos genes das citocinas IL-4, IL-12 ou IFN-y
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB-USP), todos pesando entre 18 - 22 g. Antes da realizacdo dos experimentos, 0s
animais foram mantidos em estantes ventiladas sob condi¢des controladas de temperatura,
umidade e iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas), com édgua e racdo ad libitum. Os
experimentos foram realizados conforme as leis da Comissdo Brasileira de Experimento
Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica Animal do Instituto Butantan (634/09) e
pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB-USP) registrado sob n° 106 nas fls. 91 do livro 02 para uso de animais de

experimentacao.

4.2 Isolamento da Nattectina do Veneno de T. nattereri

A Nattectina foi isolada utilizando-se um sistema de cromatografia de fase-reversa
HPLC (Akta, Amersham Biosciences, Suécia) e protocolo padronizado por nosso laboratério.
Para este ensaio foi utilizado um pool de veneno coletado em diferentes meses do ano.
Imediatamente antes da cromatografia, 10 mg de veneno foram diluidos em 800 pl de tampao
A (H,O 0,1% TFA - 4cido trifluoroacético) e centrifugado a 14.000 g por 5 min. Esta solugdo
foi aplicada a um sistema de cromatografia liquida de proteina (HPLC - Amershan
Biosciences, Suécia) em uma coluna de extracao de fase s6lida C;s (Shim-pack PREP-ODS —
Shimadzu) semi-preparativa equilibrada com tampao A. As proteinas retidas na coluna foram
eluidas com um gradiente linear de tampao B (90% ACN 10% H,O 0,1% TFA) de 10% a
80% em 60 min sob fluxo constante de 5,0 ml/min. O pico obtido na C;s correspondente a
Nattectina foi recromatografado em uma coluna Cg (Beta Basic-8 — Thermo). O gradiente
inicial utilizado foi de 15% a 70% de solvente B por 50 min, sob fluxo constante de 1,0
ml/min. Os perfis das elui¢des foram determinados pela medida de absorbancia a 220 nm e

apresentados em um cromatograma. A pureza do material foi determinada por espectrometria
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de massa tipo MALDI-TOF em um sistema Ettan MALDI-TOF/Pro (Amersham Biosciences,
Suécia), usando o-CHCA como matriz e por coloracdo de prata de gel SDS-PAGE a 15%
como descrito por Laemmli (1970). O material foi liofilizado, ressuspenso em dgua e estocado
a -20 °C até o momento do uso. Além disso, as amostras foram levadas a Secao de Controle

Bioldgico do Instituto Butantan e apresentaram resultado negativo quanto a contaminagao

com LPS (< 0.8 pg).

4.3 Obtengdo de Macréfagos Derivados da Medula Ossea (BMMo)

A cultura primdria de macréfagos foi obtida da medula 6ssea femoral de camundongos
BALB/c fémeas e C57BL/6 machos normais (WT) ou deficientes nos genes das citocinas IL-
4, IL-12 ou IFN-Y, como descrito por Falk et al. (1995) e Muller (2003). Células dos fémures
foram isoladas por perfusdo e cultivadas na concentracio de 2 x 10° células/ml em DMEM
(Sigma-Aldrich) suplementado com soro de cavalo a 2% adicionado de 1% vitaminas, 1%
piruvato de sodio, 1% aminodcidos ndo-essenciais, 1% L-glutamina e 1%
penicilina/estreptomicina mais 30% de sobrenadante da cultura de células L.929 transfectadas
com o gene murino de M-CSF. O meio foi trocado nos dias 2 e 4, e no sétimo dia a populacdo
homogénea de macréfagos (>95% BMMo = CDI11b"*F4/807) foi determinada por
citometria de fluxo. Primeiramente, as células foram mantidas a 4 °C por 20 min com 2 ul de
soro normal de camundongo e entdo 100 pl de células foram incubadas por 30 min a 4 °C no
escuro com anticorpos especificos marcados com distintos fluorocromos: FITC anti-mouse
CDll1c, FITC anti-mouse CD14, FITC anti-mouse Ly-6C, PE anti-mouse CD11b. Foram
também utilizados os anticorpos de rato ndo marcados anti-mouse F4/80 like R seguido da
incubacdo com segundo anticorpo FITC anti-rat IgG. Apds nova lavagem e centrifugacao, as
células foram ressuspensas em 1 ml de formaldeido 3% e mantidas a 4 °C até o momento da
aquisicdo dos dados (10.000 eventos) no citometro de fluxo FACSCalibur de trés cores (BD-
Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os dados foram analisados usando o programa Cellquest
(BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). As células foram analisadas inicialmente quanto ao
tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC) e os resultados expressos como a média de

intensidade de fluorescéncia (MIF).
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4.4 Estimulacdo de BMMo com a Nattectina

BMMo foram distribuidos em placas de cultura na concentracdo de 2 x 10° células/ml
e estimulados 24 h com Nattectina na concentracdo de 10 pg/ml. Apdés a estimulagdo, o
sobrenadante celular foi coletado e estocado a —20 °C para dosagens de MMPs, e as células
foram processadas para andlise por citometria de fluxo. Para avaliarmos se a funcdo da
Nattectina estd relacionada a sua capacidade de ligacdo ao carboidrato, a Nattectina foi

previamente incubada por 1 h na presenca de D-galactose a 10 nM.

Apo6s o cultivo, as células foram lavadas, desaderidas com 4 mL de Accutase (MP
Biomedicals, LLC) durante 30 a 50 min a 37 °C e processadas para marca¢do com anticorpos
conjugados a fluorocromos para andlise por citometria de fluxo. Primeiramente, as células
foram mantidas a 4 °C por 20 min com 2 pl de soro normal de camundongo e entdo 100 ul de
células foram incubadas por 30 min a 4 °C no escuro com anticorpos especificos marcados
com distintos fluorocromos: PE ou PE-Cy5 anti-mouse CDI11b, anticorpo de rato ndo
marcado anti-mouse F4/80 like R seguido da incubacdo com segundo anticorpo FITC anti-rat
IgG, PE anti-mouse CD40, PE anti-mouse CD80, PE anti-mouse CD86, PE anti-mouse MHC
de classe II, PE-Cy5 anti-mouse CCR7, anticorpos de rato ndo marcado anti-mouse TLR2 e
anti-mouse CD16 (FcyRIII), anti-mouse CD44 biotinilado seguido da incubagdo com
streptavidin-PE. Apds nova lavagem e centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 1 ml
de formaldeido 3% e mantidas a 4°C até o momento da aquisi¢do dos dados (10.000 eventos)
no citdometro de fluxo FACSCalibur de trés cores (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA).
Os dados foram analisados usando o programa Cellquest (BD-Pharmingen, San Diego, CA,
USA). As células foram analisadas inicialmente quanto ao tamanho (FSC) e a granulosidade

(SSC) e os resultados expressos como MIF.

4.5 Avaliacdo da Ativagao de Vias de Sinalizacdio em BMMo Estimulados com Nattectina in

Vitro

BMMo foram distribuidos em placas de cultura na concentracdo de 2 x 10° células/ml
e tratados por 1 h a 37 °C com 1 ul de DMSO, PD 98059 a 2 UM que previne a ativacdo de
ERK1/2, SB 203580 a 0,05 uM que inibe a ativacdo de MAPK p38 ou Wortmannin a 0,005
UM, um inibidor de PI3K. Apds incubagdo por 1 h, os macréfagos foram lavados e incubados

por mais 24 h com 10 pug/ml de Nattectina. Apds a estimulacdo, os sobrenadantes foram



30

coletados e estocados a —20 °C para dosagens e as células processadas para marcacdo com
anticorpos especificos conjugados com distintos fluorocromos e andlise por citometria de

fluxo.

4.6 Efeito da Nattectina na Capacidade Endocitica de BMMo in vitro

BMMo previamente tratados ou ndo com inibidores de vias de sinaliza¢do (PD 98059
a2 uM, SB 203580 a 0,05 uM ou Wortmannin a 0,005 uM) foram estimulados com 10 pg/ml
de Nattectina previamente incubada ou ndo com D-galactose a 10 nM por 24 h, e em seguida,
incubados com 0,1 mg/ml de particulas sélidas de 0,431-um de dextran acoplado com FITC
(Sigma—Aldrich, St Louis, MO, USA) a 37 °C por 30 min (fagocitose dependente de energia)
em placas de cultura celular. Apés a incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS
gelado contendo 1% FCS e 0,01% NaN3 para a remocgao das particulas livres. Em seguida, as
suspensoes celulares foram centrifugadas a 544 g por 10 min, fixadas com formaldeido a 3%
e analisadas por citometria de fluxo quanto a expressdo de moléculas de dextran-FITC
(FACSCalibur de 3 cores, BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os dados foram
analisados usando o programa Cellquest (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4.7 Efeito da Nattectina na Expressao de Integrinas em BMMo in vitro

Para avaliar a expressdo de integrinas em cultura de BMMo, células cultivadas na
presenga de 10 pg/ml de Nattectina por 24 h foram incubadas por 30 min a 4 °C no escuro
com anticorpos especificos marcados com distintos fluorocromos (PE, FITC, PECy5): anti-1
(CD29), anti-B2 (CD18), anti-al (CD49a), anti-o2 (CD49b), anti-a5 (CD49e) (Invitrogen
Co., CA, USA). Apés nova lavagem e centrifugacdo, as células foram ressuspensas em
formaldeido 3% e mantidas a 4 °C até o momento da aquisi¢do dos dados (10.000 eventos) no

citometro de fluxo FACSCalibur de trés cores cores (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4.8 Avaliagao do Papel da Nattectina na Indu¢ao da Resposta Imune Inata

Para avaliar o papel da Nattectina na inducio da resposta imune inata, foi utilizado o

protocolo descrito por Lima et al. (2003), no qual camundongos foram injetados por via
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intraperitoneal com 500 pl de salina 0,9% estéril ou 500 pl de Nattectina a 20 pg/ml diluida
em salina. Em diferentes periodos de tempo (6 e 24 h) apds a administracdo da toxina, os
animais foram mortos e a cavidade peritoneal lavada com 5 ml de tampao PBS + EDTA 10
mM para obtenc@o da suspensao celular. Em seguida, o material coletado foi centrifugado a
378 g a 4 °C por 10 min, o sobrenadante separado e congelado a -20 °C para a dosagem de
citocinas, enquanto o botao celular foi ressuspenso em PBS 0,1% BSA para anélise celular. A
contagem de leucdcitos totais foi efetuada em camara de Neubauer na diluicdo de 1:10 em
solucdo Turk (0,2% azul de cristal de violeta em 30% de 4cido acético). Para a contagem
diferencial, aliquotas contendo 100 pl das suspensodes celulares foram aplicadas em laminas
de vidro, submetidas a centrifugacdo em centrifuga Cytospin e coradas com Hema-3 para a
contagem de neutrdfilos e macréfagos em microscépio optico Nikon ECLIPSE E200 com
objetiva de 40x, de acordo com os aspectos morfolégicos como descrito em Cook et al.
(2003). As micrografias representativas de cada grupo foram obtidas por meio do microscépio
optico Carl Zeiss Axio Imager Al acoplado a mdquina fotografica Zeiss AxioCam IcC1 em

objetiva de 40x.

4.9 Determinagdo dos Niveis de Citocinas e MMPs por ELISA

Para a dosagem de citocinas e MMPs, placas de 96 pocos (Costar) foram
sensibilizadas durante 1 h a 37 °C com 100 pl de anticorpos monoclonais especificos para
cada citocina e MMP: anti-IL-1f, anti-IL-6, anti-MMP-2 e anti-MMP-9 diluidos em tampao
carbonato 0,1 M pH 9,6; e anti-IL-10, anti-IL-12p70 e anti-TNF-a diluidos em tampao fosfato
0,2 M pH 6,5. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS + 0,05% Tween e incubadas
com 200 ul de PBS Tween + 10% BSA em cada pogo durante 18 h a 37 °C. Apds novo ciclo
de lavagens, 100 ul das amostras e dos padrdes das citocinas e das MMPs recombinantes
foram adicionados e as placas foram incubados durante 3 h a 4 °C. Posteriormente, as placas
foram novamente lavadas e, a seguir, foram acrescentados 100 pl de anticorpos de detec¢do
biotinilados especificos para cada citocina e MMPs (IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a,
MMP-2 e MMP-9). Apés serem mantidos por 1 h em temperatura ambiente e em seguida
lavadas, as placas receberam 100 pl de estreptoavidina-peroxidase em cada pogo. Finalmente,
ap6s 1 h em temperatura ambiente, as reagdes foram reveladas pela adicao de 100 pl de
tetrametilbenzidina (TMB) e interrompidas pela adi¢do de 50 pl de acido citrico 0,2 M em

cada um dos pogos. A leitura da reacdo foi realizada a 450 nm em espectrofotometro Victor 3
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(Multilabel Counter, PerkinElmer). As concentra¢des das amostras foram calculadas a partir
das curvas-padrdo obtidas com as citocinas € MMPs recombinantes. O limite de detec¢do foi
de 15,6 pg/ml para IL-1B, IL-10 e IL-12p70; de 7,8 pg/ml para IL-6 e TNF-a; de 1,5 ng/ml
para MMP-2; e de 1,25 ng/ml para MMP-9.

4.10 Avaliacdo da Atividade das MMPs por Zimografia

A atividade proteolitica de MMP-2 e MMP-9 no sobrenadante da cultura de BMMo
foi analisada por zimografia utilizando gelatina como substrato. Para isso, aliquotas de 10 pl
do sobrenadante de BMMo estimulados ou ndo com Nattectina foram diluidas em um mesmo
volume de tampao de amostra e, em seguida, as amostras nao-fervidas foram submetidas a
eletroforese (180 V, 20 mA) em gel de poliacrilamida 12% contendo SDS e 5 mg/ml de
gelatina durante 1 h e 30 min. Em seguida, o gel foi incubado por 30 min a 37 °C em 100 ml
de Triton X-100 2,5% e, apés lavagem com dgua destilada, foi acrescentado 100 ml de
tampdo de incubacdo para zimografia. Apds 18 h de incubagdo a 37 °C, o gel foi corado com
Coomassie Blue e as MMPs foram detectadas como bandas claras visualizadas no gel corado
e comparadas com as bandas geradas pelas MMPs recombinantes (apresentando-se com 80 a

105 kDa, sob condi¢des nao-redutoras).

4.11 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como a média aritmética acrescida do desvio
padrdo. As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas apds andlise
de variancia (One-Way ANOVA) seguida do teste paramétrico Bonferroni. Valores de p <
0,05 foram considerados significativos. O programa SPSS (Release 8.0, Standard Version,

1997) foi empregado.
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5 RESULTADOS
5.1 Obtencdo da toxina Nattectina do veneno de T. nattereri

Para obten¢ao da Nattectina, inicialmente amostras contendo 10 mg de veneno de 7.
nattereri foram aplicadas em coluna semi-preparativa C;g fase reversa equilibrada em tampao
H,0 0,1% TFA (tampao A) e eluidas com gradiente de 10 a 80% de ACN sob fluxo constante
de 5 ml/min de acordo com metodologia padronizada por nosso laboratério. O resultado do
fracionamento encontra-se na Figura 2A: foram identificadas 3 fra¢des, denominadas de 1 a 3,
que foram submetidas ao sistema MALDI-TOF para andlise das massas moleculares e
determina¢do de pureza. Com base no trabalho de Magalhaes et al. (2006) que mostra que a
Nattectina apresenta uma massa molecular de 15 kDa e ponto isoelétrico em torno de 9,73,

determinamos que a toxina estava contida na fragao 1.

Para isolar a Nattectina, a fracdo 1 foi aplicada em coluna analitica Cg fase reversa
equilibrada no mesmo tampdo A. O material retido na coluna foi eluido com um gradiente de
15 a 70% de ACN sob fluxo constante de 1 ml/min e a fracdo de interesse foi quantificada
pela medida da absorbancia a 280 nm. Posteriormente, a pureza da fracdo obtida apds as duas
cromatografias seqiienciais foi confirmada pelo aparecimento de uma banda tnica em torno
de 15 kDa em gel de poliacrilamida a 15% na presenga de SDS (SDS-PAGE, Figura 2B)
corado com nitrato de prata, e irrefutavelmente, pela determinacdo da massa de 15.064,472

Da no espectrometro de massa (Figura 2C).
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Figura 2- Obtencao da Nattectina do veneno de 7. nattereri. Amostras de 10 mg do veneno de T. nattereri
diluida em tampao A (H,O 0,1% TFA) foram aplicadas em coluna semi-preparativa C,gfase reversa
e eluidas com gradiente de tampao B (90% ACN 10% H,0 0,1% TFA) de 10 a 80% sob fluxo
constante de 5,0 ml/min (A). A fragdo 1 foi recromatografada em uma coluna analitica Cg de fase
reversa e as proteinas foram eluidas em gradiente de tampdo B de 15 a 70% sob fluxo constante de
1,0 ml/min (B). A fracdo obtida na segunda cromatografia correspondente a Nattectina foi avaliada
por espectrometria de massa revelando uma massa de 15.064, 472 Da (C).
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5.2 Caracterizagdo Fenotipica de Macréfagos Derivados de Medula Ossea

A descoberta do fator de crescimento especifico para a diferenciacdo de macréfagos —
M-CSF, também conhecido como CSF-1, associada as técnicas de transfeccdo de genes em
tipos imortalizados de células vem possibilitando a geracdo fécil de produtos destinados a
diferenciacdo de células de medula Ossea, sem a necessidade de uso de moléculas
recombinantes caras ou de células teciduais como as da cavidade peritoneal ou de outros
orgdos. Com isto, tendo acesso as células L.929 produtoras de M-CSF cedidas pelo Dr.
Bernard Ryffel do Instituto Transgenose (Orleans, Franga) foi possivel no laboratério a
producdo de sobrenadantes ricos em fatores de crescimento para macréfagos. Macréfagos sao
identificados pela expressdo concomitante das moléculas CD11b e F4/80 e a diferenciacdo
entre subtipos individuais é ainda possivel pela identificacdo conjunta de outros marcadores
da linhagem monocitica como Ly6C e CDI14. Os resultados apresentados na Figura 3
mostram que apos 7 dias de cultura na presenca do sobrenadante contendo M-CSF, as células
de medula 6ssea diferenciaram-se em uma populacdo positiva para CD11b com expressdo
intermedidria e alta de F4/80 (Fig. 3A), alta expressao de CD14 (Fig. 3B) e baixa expressao de
Ly6C (Fig. 3C).

Recentes estudos tém demonstrado que macréfagos murinos com o fendtipo
CD11bP*F4/80P*Ly6C™e" e que expressam dectina-1 e o receptor de manose usam arginase-1
e/ou iNOS para regular a fun¢do de linfécitos T, induzindo morte ou inibindo a proliferagao,
apresentando, portanto, um papel supressor (HUANG et al., 2006; MARHABA et al., 2007;
MAKARENKOVA et al., 2006). Dessa forma, a utilizagao do sobrenadante de células 1.929
mostrou-se adequado para a diferenciacio de macréfagos com fendtipo ativador,

caracterizado como CD11bP*F4/80™&"™CD14"¢"Ly6C'Y.
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Figura 3- Obtenciao de macrofagos de medula 6ssea femoral pelo uso de sobrenadante de células 1.929
produtoras de M-CSF. Células da medula dssea femoral de camundongos BALB/c fémeas foram
cultivadas por 7 dias na presenca do sobrenadante de cultura de células L929 transfectadas com o
gene de M-CSF. Apés o cultivo, as células CD11b”* foram marcadas com distintos anticorpos
conjugados com fluorocromos FITC, PE ou PE-Cy5 e analisadas quanto a expressao de F4/80 (A),
CD14 (B) e Ly6C (C) em FACSCalibur de trés cores (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA).
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5.3 Avaliagdo da Acdo da Nattectina e a Influéncia da Ligacdo a Acticares na Ativacdo de

Macroéfagos

Inicialmente, avaliamos em células da cultura de medula 6ssea obtido com o
sobrenadante das células 1.929 produtoras de M-CSF, a capacidade da Nattectina de ativar a
populacio de macréfagos CD11bP*F4/80P*CD14"*Ly6C" . Avaliamos a expressio de
moléculas co-estimuladoras e moléculas envolvidas na fagocitose, tais como FcyRIII e TLR2.
Em seguida, avaliamos a dependéncia da ligagdo da Nattectina ao carboidrato na indugao da
expressdo destas moléculas em macréfagos, uma vez que é conhecida a afinidade da
Nattectina por estruturas terminadas em galactose ou glicanas terminadas em N-

acetilgalactosamina (GalNAc).

Para isto, macréfagos CD11bP*F4/80P*CD14P*Ly6C"" foram estimulados por 24 h
com 10 pg/ml de Nattectina previamente tratada ou ndo com D-galactose por 1 h a 37 °C. De
acordo com a Figura 44, podemos observar que a Nattectina foi capaz de induzir aumento na
expressao das moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86) e de MHC de classe II nos
macréfagos em comparacdo ao grupo controle, porém, o bloqueio do seu dominio CRD pela
ligacdo prévia ao carboidrato ndo alterou a sua capacidade de induzir a expressdo das
moléculas CD80 ou CD86. De forma interessante, a Nattectina na presenca de D-galactose
acentuou a expressao de CD40, e ao contrdrio, induziu diminui¢do na expressao do MHC de
classe II. Estes resultados indicam uma dependéncia positiva da ligagdo da Nattectina a
estruturas glicosiladas expressas em macréfagos para a inducdo da expressio de MHC de

classe II e negativa para CD40.

Receptores do tipo Toll-like (TLRs) e a formagdo de imuno-complexos e a
subseqiiente ligacdo aos receptores Fcy em macrofagos representam mediadores centrais da
eliminagdo de patogenos. Quanto as moléculas FcyRIII (CD16) e TLR2, podemos observar
que a Nattectina tratada ou ndo com D-galactose ndo alterou a expressao desses receptores na
superficie de macréfagos (Fig. 4B). Ademais, na Figura 5 observamos que a Nattectina
induziu um aumento na expressdo de CD44 (receptor de hialuronan) e este efeito ndo foi
alterado pela incubagdo prévia com D-galactose, indicando que a expressdo dessa molécula
nos macréfagos CD11bP*F4/80PCD14P*Ly6C"" ¢ independente da ligacdo da Nattectina a

estruturas glicosiladas expressas nestas células.
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Figura 4- Influéncia da ligacio da Nattectina a aclicares na ativacio de BMMo. Macréfagos
F4/80P*°CD11b"* foram estimulados por 24 h com 10 pg/ml de Nattectina previamente incubada
ou ndo com D-galactose a 10 nM. Em seguida, as células foram marcadas com os anticorpos
monoclonais anti-CD40 PE, anti-CD80 PE, anti-CD86 PE, anti-MHC de classe II PE e analisados
por citometria de fluxo. As barras representam a expressdo de moléculas co-estimuladoras (A) e de
FcyRIII e TLR2 (B) nos macréfagos duplo-positivos (F4/80°*CD11b) em termos de MIF
acrescida do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relacdo ao controle e # p < 0,05 em relacdo a Nattectina.
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Figura 5- A ligacdo da Nattectina a aclicares nio altera a expressio de CD44 em BMMo. Macréfagos
F4/80P*°CD11b"* foram estimulados por 24 h com 10 pg/ml de Nattectina previamente incubada ou
nio com D-galactose a 10 nM. Em seguida, as células foram marcadas com o anticorpo monoclonal
anti-CD44. As barras representam a expressdo de CD44 nos macréfagos duplo-positivos
(F4/80°*CD11b"*) em termos de MIF acrescida do desvio-padréo. *p < 0,05 em relac@o ao controle.
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5.4 Nattectina Induz Aumento na Expressao de Integrinas em Macréfagos

Integrinas sdo glicoproteinas transmembranosas que funcionam como receptores de
adesdo em interagdes célula-matriz extracelular, ligando proteinas da matriz ao citoesqueleto

celular, regulando a migracao celular (GU e TANIGUCHI, 2004).

Na Figura 64, podemos observar que a Nattectina induziu aumento na expressao das
integrinas CD49e e principalmente de CD49a, sendo esta ultima parcialmente modulada apds
a estimulacio dos macréfagos CD11bP*F4/80P*CDI14"*Ly6C"™ com a Nattectina
previamente tratada com D-galactose a 10 nM. Por outro lado, o tratamento prévio da
Nattectina com o seu ligante especifico levou ao aumento na expressao das integrina CD29 e
CD49b, o que nao foi verificado na cultura de macréfagos estimulados apenas com a
Nattectina. Em relagdo a integrina CDI18, nao houve diferenca estatistica em relagdo ao
controle na cultura de macréfagos estimulada com a Nattectina tratada ou ndo com a
galactose. Estes resultados sugerem que a ligacdo da Nattectina a estruturas glicosiladas

expressas em macrofagos induz sua ativagdo, favorecendo aumento na expressdo de

moléculas de aderéncia como as integrinas CD49e (a5) e principalmente de CD49a (o).

Considerando que os macréfagos sdo células capazes de migrar para sitios de infec¢ao
ou lesdao e que tal capacidade é dependente ndo sé de integrinas, mas também da acdo de
MMPs, avaliamos a capacidade da Nattecina de induzir a produ¢do de MMP-2 e MMP-9
pelos macréfagos. Nas Figuras 6B e 6C podemos verificar a presenca de MMP-2 e MMP-9 no
sobrenadante da cultura dos macréfagos CD11bP*F4/80P*CD14P*Ly6C"" apés 2 h de cultivo
com a Nattectina. Verificou-se ainda uma dependéncia positiva da ligacdo da Nattectina ao
seu agucar especifico na produ¢do de MMP-9, porém este efeito ndo foi observado em relagao

a MMP-2.
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Figura 6- Nattectina induz a expressao de integrinas e a producao de MMPs pelas BMMo. Macréfagos
F4/80°*°CD11b** foram estimulados por 24 h com 10 pg/ml de Nattectina previamente incubado ou
ndo com D-galactose a 10 nM. As células foram marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD18
PE, anti-CD29 PE, anti-CD49a FITC, anti-CD49b FITC, anti-CD49e e analisadas por citometria de
fluxo. As barras representam a expressdo de integrinas (A) em BMMo (F4/80°°CD11b"**) em termos
de MIF acrescida do desvio-padrdo. O sobrenadante da cultura foi analisado por ELISA quanto a
presenga de MMP-2 (B) e MMP-9 (C). A linha tracejada representa o limite de deteccdo do método
para MMP-2 (1,5 ng/ml) e MMP-9 (1,25 ng/ml). *p < 0,05 em relagdo ao controle e # p < 0,05 em
relacdo a Nattectina.
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5.5 A Ativagdo de Macrofagos Induzida pela Nattectina é Mediada por MAPK p38 e PI3K

Em mondcitos e macréfagos, varios estimulos inflamatérios podem desencadear a
fosforilagdo de MAP quinases (RAO, 2001), as quais exercem importante papel na regulacao
da funcdo efetora dessas células inflamatdrias. Nosso préximo passo foi investigar o
envolvimento de diferentes vias de transducdo de sinal dependentes de MAPK na modulagdo

da ativacdo de macréfagos CD11bP*F4/80P*CD14**Ly6C'" induzida pela Nattectina.

Os resultados na Figura 7 mostram que a estimulacdo com a Nattectina foi capaz de
induzir um grande aumento na expressao das moléculas co-estimuladoras, as quais ndo foram
alteradas pelo tratamento com um inibidor das quinases MEK1 e MEK2 responsaveis pela
fosforilagao de ERK1/2 (PD98059 a 2 uM). J4 o tratamento com o inibidor farmacolégico da
MAPK p38 (SB203580 a 0,05 uM) conseguiu inibir a inducdo da expressdao de CD40 em
aproximadamente 23%, de CD80 em 19%, e de CD86 em 21%.

Outra via de transdu¢do de sinal analisada foi a dependente de PI3 quinase (PI3K), e
neste caso também verificamos que o tratamento com o inibidor Wortmannin a 0,005 uM
conseguiu inibir em torno de 36% a inducao da expressdo de CD40, de 31% a expressao de
CD80 e 26% a expressao de CD86. Estes resultados mostram que a regulagdo da expressao de
moléculas co-estimuladoras pela Nattectina é mediada positivamente pelas vias de sinalizacao

MAPK p38 e PI3K.
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Figura 7- Avaliacdo do papel da ativacio de MAPKs na modulacdo de BMMo induzida pela Nattectina.
BMMo foram previamente incubados com inibidores farmacolégicos especificos como PD98059 a 2
UM, que previne a ativacdo de ERK1/2; SB203580 a 0,05 uM que inibe a ativagdo de MAPK ou
Wortmannin a 0,005 uM, inibidor de PI3K por 1 h a 37 °C e, em seguida, estimulados com 10 pg/ml
de Nattectina por 24 h. Em seguida as células foram marcadas com os anticorpos monoclonais anti-
CD40 PE, anti-CD80 PE, anti-CD86 PE e anti-MHC de classe II PE e analisados por citometria de
fluxo. As barras representam a expressio de moléculas co-estimuladoras em BMMo
(F4/80P*CD11b"**) em termos de MIF acrescida do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagéo ao controle e
# p < 0,05 em relacdo a Nattectina.
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5.6 Nattectina Induz Sintese de Metaloproteinases Dependente de ERK1/2

Para a progressdo celular pela matriz extracelular intersticial, € necessdria uma série
coordenada de etapas que incluem a adesdo/liberacdo e a degradacdo focal da matriz. MMP-2
e MMP-9 sao consideradas responsaveis pela degradacao de laminina e coldgeno tipo IV, este
dltimo o maior constituinte da membrana basal endotelial (PARKS; WILSON; LOPEZ-
BOADO, 2004). A expressio de MMPs pode ser analisada através de uma técnica
denominada zimografia, que identifica a atividade proteolitica das MMPs por meio da
degradacdo do substrato de sua preferéncia. Varios substratos, tais como gelatina, caseina e
coldgeno podem ser utilizados para detectar a atividade proteolitica das MMPs, e com esta
técnica é possivel determinar se estas se encontram sob a forma latente ou ativa (SNOEK-

VAN BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005).

A zimografia em gelatina € utilizada principalmente para a deteccdo de gelatinases,
tais como MMP-2 e MMP-9. Na Figura 8, podemos observar a presenca de atividade
gelatinolitica das formas latente e ativa da MMP-9 proveniente do sobrenadante de
macréfagos estimulados com Nattectina por 24 h (linha 3), o que indica que a lectina induz a
producdo de ambas as formas de MMP-9 pelos macréfagos. Quando os macréfagos foram
tratados com os diferentes inibidores de vias de sinalizacdo e posteriormente estimulados com
a Nattectina, observou-se uma diminui¢do da atividade proteolitica de ambas as formas de
MMP-9 pelo inibidor PD98059 (linha 4). Por outro lado, este efeito ndo foi verificado apds o
tratamento dos macréfagos com SB203580 ou Wortmannin (dados ndo-mostrados), sugerindo
que a producdo de MMP-9 induzida pela Nattectina é dependente da via de sinalizagcdo

mediada por ERK1/2.
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Figura 8- Avaliacdo da atividade das MMPs no sobrenadante de BMMo tratados com inibidores de vias
de sinalizacdo. BMMo foram previamente incubados com o inibidor PD98059 a 2 uM, que previne a
ativagdo de ERK1/2, por 1 h a 37 °C e, em seguida, estimulados ou ndo com 10 pg/ml de Nattectina.
Ap6s 24 h, os sobrenadantes foram coletados e aliquotas de 10 pl foram submetidos a zimografia em
gel de poliacrilamida 12% contendo gelatina. Em seguida, ap6s incubagdo em Triton-X 100 a 2,5%
por 30 min, o gel foi incubado por 18 h em tampao de desenvolvimento. Por fim, apds a coloracdo
com Azul de Coomassie, as bandas gelatinoliticas foram comparadas com MMP-9 murina
recombinante.
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5.7 Influéncia da Ligacdo da Nattectina a Acucares e de Vias de Sinalizacdo na Capacidade

Endocitica de Macroéfagos

Dextran € um antigeno representativo de endocitose e, em menor escala, de pinocitose
por células apresentadoras de antigenos primariamente via o receptor de manose
(SALLUSTO et al., 1995). Cultura de macréfagos estimuladas com 10 pg/ml de Nattectina
tratada previamente por 1 h a 37 °C com D-galactose a 10 nM foram avaliadas quanto a
capacidade endocitica. De acordo com a Figura 9A, observa-se que a Nattectina induziu
aumento na capacidade endocitica de particulas de dextran pelos macréfagos, e esse efeito foi
revertido apds o cultivo dos macréfagos estimulados com a Nattectina previamente tratada
com a D-galactose, ou seja, os macrofagos ficam mais dvidos para endocitar particulas de

dextran quando a Nattectina se liga a acticares na sua superficie.

Em relacdo as vias de sinalizacdo envolvidas na capacidade endocitica dos
macréfagos, verifica-se que o tratamento prévio das células com o inibidor das quinases
MEKT1 e MEK?2 responséveis pela fosforilacio de ERK1/2 (PD98059 a 2 uM) levou a uma
diminui¢do da capacidade endocitica de macréfagos estimulados com a Nattectina (Fig. 9B),
o que indica o envolvimento da sinaliza¢cdo mediada por ERK1/2 na endocitose de particulas

de dextran pelos macréfagos ativados pela Nattectina.
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Figura 9- Influéncia da ligacdo da Nattectina a aciicares e da sinalizacio de MAPKs na capacidade
endocitica de BMMo. Macréfagos F4/80°°CD11b"* foram estimulados por 24 h com 10 pg/ml de
Nattectina tratados previamente com D-galactose a 10 nM (A) ou com os inibidores PD98059,
SB203580 e Wortmannin por 1 h a 37 °C (B). Em seguida, as células foram lavadas e incubadas com
particulas de FITC-dextran a 37 °C e, depois de 30 min, a captura de dextran fluorescente foi
determinada por citometria de fluxo. BMMo incubados apenas com FITC-dextran a 37 °C foram
consideradas controles positivo. O resultado representa a média acrescida de desvio-padrdao de dois
experimentos independentes e estdo expressos como MIF. *p < 0,05 em relacdo ao controle e # p <
0,05 em relagdo a Nattectina.
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5.8 Inducgdo da Resposta Imune Inata pela Nattectina

O perfil da resposta inflamatéria induzida pela Nattectina foi avaliado através da
inducdo de peritonite em camundongos. Para tanto, camundongos C57BL/6 WT, IL-4 KO ou
IFN-y KO foram injetados por via intraperitoneal com 500 pl de Nattectina a 20 pg/ml diluida
em salina 0,9% estéril. Apds diferentes periodos de tempo (6 e 24 h), os animais foram
mortos para obtencao do lavado peritoneal. Foi realizada a andlise do influxo leucocitario para
a cavidade peritoneal e a determinacdo dos niveis de citocinas (IL-1f, IL-6, IL-10 e IL-12p70)

no sobrenadante da suspensao celular.

5.8.1 Peritonite Induzida pela Nattectina

Nossos resultados na Figura 104 indicam que a Nattectina foi capaz de induzir um
intenso influxo leucocitdrio para a cavidade peritoneal dos camundongos C57BL/6 WT, se
comparado ao grupo controle, caracterizado principalmente pelo recrutamento de neutréfilos
em 6 h, que foi substituido por macréfagos no periodo de 24 h. O recrutamento de neutréfilos
induzido pela Nattectina nos animais C57BL/6 WT foi completamente abolido nos animais
deficientes nos genes de IL-4 ou de IFN-Yy. Ja o recrutamento de macréfagos em ambos os
grupos de animais IL-4 KO ou IFN-y KO foi positivo em relacdo aos controles, porém
parcialmente diminuido em relagdo aos animais C57BL/6 WT, indicando uma regulacdo
positiva de ambas as citocinas no recrutamento tanto de neutréfilos quanto de macréfagos

induzido pela Nattectina.

De acordo com Ghosn et al. (2010), existem dois subtipos de macréfagos derivados da
cavidade peritoneal de camundongos, denominados de SPMs (Small Peritoneal
Macrophages) e LPMs (Large Peritoneal Macrophages). Dessa forma, levando-se em
consideragdo a diferenca de tamanho a partir da medida do diametro das células estabelecidas
por imagem de microscopia, podemos observar na Figura 10B a presenca de LPMs com baixa
relac@o nucleo/citoplasma e didmetro médio de 20 wm nos animais controle injetados somente
com salina, ao passo que no periodo de 6 h apds a injecdo dos animais com a Nattectina,
observa-se um aumentado numero de neutréfilos e SMPs com alta relagdo nucleo/citoplasma
e diametro médio de 12 um, os quais foram posteriormente substituidos pelos LPMs em 24 h.
Nos animais IL-4 KO e IFN-y KO, podemos observar um influxo predominante de LPMs no

lugar dos SPMs em 6 h, indicando, portanto, que IL-4 e IFN-y regulam positivamente o
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influxo recente dos SPMs induzido pela Nattectina. Ademais, foi observada também uma
substituicdo dos neutréfilos por eosindfilos nos animais IFN-y KO. O influxo de LPMs no

periodo de 24 h nao foi alterado pela auséncia funcional de ambas as citocinas.

5.8.2 Sintese de Mediadores Inflamatorios Induzidos pela Nattectina

z

A peritonite € uma reacdo inflamatéria aguda caracterizada por um influxo
leucocitario acompanhado da produgdo e liberacao de diversos mediadores inflamatdérios. Na
Figura 11, podemos observar que, 1 h apds a injecdo da Nattectina, houve a liberacao somente
de IL-6 na cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT em relacdo aos animais
controle. Ja os animais deficientes em IL-4 apresentaram uma produ¢io maior de IL-6, o que
indica que a liberagdo desta citocina induzida pela Nattectina na cavidade peritoneal é
negativamente regulada pela IL-4. Nos animais IFN-y KO, por sua vez, a auséncia da

producdo de IL-6 induzida pela Nattectina indica uma regulagdo positiva desta citocina.
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Figura 10- Neutrofilia induzida pela Nattectina é dependente de IL-4 e IFN-y e o subtipo de macroéfagos
por IFN-y. Camundongos C57BL/6 WT, IL-4 KO ou IFN-y KO machos foram injetados com 500 pl
de Nattectina a 20 pg/ml por via intraperitoneal . Os animais mortos apds 6 e 24 h da injecdo
tiveram a cavidade peritoneal lavada com salina 0,9% EDTA 10 mM para a coleta da suspensdo
celular e contagem de neutrdfilos em 6 h e macréfagos em 24 h (A). Imagem das laminas das
suspensdes celulares obtidas da cavidade peritoneal dos animais injetados com a Nattectina e do
diametro dos subtipos de macréfagos (B). *p < 0,05 em relag@o aos controles. # p < 0,05 em relagdo
aos animais C57BL/6 WT injetados com a Nattectina.
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Figura 11- A producio de IL-6 induzida pela Nattectina é dependente de IFN-y. Camundongos C57BL/6
WT, IL-4 KO ou IFN-y KO machos foram injetados com 500 pl de Nattectina a 20 pug/ml por via
intraperitoneal . Os animais mortos apds 1 h da aplicacdo tiveram a cavidade peritoneal lavada com
salina 0,9% EDTA 10 mM para a coleta da suspensdo celular, que foi analisada para a presenga de
IL-6 por ELISA. A linha tracejada representa o limite de detec¢do para IL-6 de 7,8 pg/ml. *p < 0,05
em relag@o aos controles e # p < 0,05 em rela¢@o aos animais WT injetados com a Nattectina.
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5.9 Influéncia de Citocinas Th1/Th2 na Ativagdo Polarizada de Macréfagos Induzida pela

Nattectina

As atividades pré-inflamatéria e citotoxica de macréfagos classicamente ativados
(M1) sao aumentadas na presenca de agentes microbianos e/ou de citocinas Th1l como IFN-y
ou IL-12, enquanto a ativagdo alternativa de macréfagos (M2) acontece na presenga de
citocinas Th2 como IL-4 ou IL-13 (GORDON, 2003; MOSSER e EDWARDS, 2008;
MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Para avaliar a influéncia destas citocinas na
ativacdo e expressdo de moléculas co-estimuladoras induzida pela Nattectina, foram
realizados experimentos utilizando macréfagos CD11bP®F4/80°*CD14"*Ly6C" de

camundongos C57BL/6 WT, IL-4 KO, 1L-12 KO ou IFN-y KO.

Na Figura 12 podemos observar que a Nattectina induziu um aumento na expressao de
CD40 (ativagdo), MHC classe II (apresentacao) e CCR7 (migracdo) nos macréfagos obtidos
de animais WT, porém na auséncia de IL-4, os macréfagos estimulados com a Nattectina
apresentaram um maior aumento na expressio de CD40 e diminuida expressao de MHC
classe Il e CCR7 em relagdo aos animais WT. Isto indica uma regulagcao negativa de IL-4 na
expressdo de CD40 e positiva na expressdo de MHC de classe 1 e CCR7. Macréfagos
proveniente de animais IL-12 KO ou de IFN-y KO apresentaram apds a estimulagdo com a
Nattectina diminuida expressio de CD40, MHC de classe II e CCR7, indicando que a

expressao dessas moléculas € fortemente regulada positivamente por citocinas do tipo Thl.

Para confirmar o papel de citocinas Thl na ativacdo polarizada dos macréfagos (M1)
induzida pela Nattectina, adicionamos citocinas recombinantes ao sistema in vitro de cultura

de macréfagos derivados de animais deficientes de IL.-12, IFN-y ou IL-4.

Os resultados mostrados na Figura 134 e 13B indicam que em macréfagos de animais
WT, o tratamento das células com IL-10 ou IL-13 induziu uma grande diminui¢do na
expressdo de CD40 e MHC de classe II a niveis semelhantes ao observado em células de
animais WT ndo estimuladas, enquanto nas células obtidas dos animais IL-12 KO e IFN-y KO
tanto IL-10 quanto IL-13 ndo alteraram a baixa expressdo destas moléculas apds a
estimulagdo com a Nattectina. Diferentemente do que ocorre com as moléculas CD40 e MHC
de classe II, o tratamento das células de animais WT com IL-10 ndo alterou a expressdao de
CCR7, sendo diminuida somente por IL-13. Porém, na auséncia de IFN-y ou de IL-12, as
citocinas IL-10 ou IL-13 induziram a expressdo de CCR7, respectivamente. Estes resultados

confirmam a regulacdo positiva de IL-12 e IFN-y na polarizacdo M1 dos macréfagos ativados
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pela Nattectina e revelam um controle negativo das citocinas IL-10 ou IL-13 na polarizagao

M1 (Fig. 13C).
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Figura 12- Modulacdo por citocinas da expressio de CD40, MHC de classe II e CCR7 em BMMo
ativados pela Nattectina. Macréfagos F4/80°P”CDI11b" derivados da medula &ssea de
camundongos C57BL/6 WT, IL-4 KO, IL-12 KO ou IFN-y KO machos foram estimulados com
Nattectina a 10 pg/ml por 24 h a 37 °C. Apés o estimulo, as células foram processadas e marcadas
com os anticorpos monoclonais anti-CD40 PE, anti-MHC de classe II PE, anti-CCR7 PE-Cy5 e
analisados por citometria de fluxo. As barras representam a expressdo de CD40 (A), MHC de classe
II (B) e CCR7 (C) nos macréfagos em termos de MIF acrescida do desvio-padrdo. *p < 0,05 em
relacdo aos controles e # p < 0,05 em relacdio aos animais C57BL/6 WT injetados com a Nattectina.



7a0+

MIF CD40
(9}
o}
T

250+

7504

200+

MIF MHC 1l

2504

7504

500+

MIF CCR7Y

250+

(A)
CCHETELE WT
B CH7TELE IL-12 KO
H C57ELE IFN-y KD
D # i ¢ op * 2 #
Controle NTC MTC +I1L-10 MNTC +1L-13
(B)
#
#
# ro# *
in s om s
Controle MTC NTC +I1L-10 NTC +1L-13
©
% 8§

*
&
#é .
DII # i i

Controle

NTC MTC +IL-10 NTC +1L-13

55

Figura 13- Modulacao por IL-10 e IL-13 da expressao de moléculas induzida pela Nattectina em BMMo.
Macréfagos F4/80P°CD11b" de camundongos C57BL/6 WT, IL-12 KO ou IFN-y KO machos
foram estimulados com 10 pg/ml de Nattectina por 24 h na auséncia ou presenca das citocinas
recombinantes IL-10 e IL-13, ambas a 5 ng/ml. Em seguida, as células foram marcadas com os
anticorpos monoclonais anti-CD40 PE, anti-MHC de classe II PE, anti-CCR7 PE-Cy5 e analisados
por citometria de fluxo. As barras representam a expressdo de CD40 (A), MHC de classe II (B) e
CCR7 (C) em BMMo em termos de MIF acrescida do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao
controle, # p < 0,05 em relagdo aos animais C57BL/6 WT injetados com a Nattectina e §p < 0,05 em
relacdo aos animais KO injetados com Nattectina.
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6 DISCUSSAO

Os sinais oriundos da resposta inata ou adaptativa podem influenciar a fisiologia de
macréfagos, e estas alteracdes permitem que eles participem em processos homeostaticos, tais
como remodelamento tecidual e fechamento de feridas como também na defesa do hospedeiro
contra patdgenos. A resposta dos macréfagos aos sinais de perigo endogenos € somente um
exemplo de quantos estimulos diferentes podem provocar a ativacdo de macréfagos nos
tecidos. Neste sentido, diversas pesquisas vém sendo realizadas na busca de drogas ou

componentes que de alguma maneira consigam modular as fun¢des de macréfagos.

O veneno de T. nattereri e suas toxinas vém sendo amplamente estudados quanto a
diferentes aspectos e recentemente foi caracterizada uma toxina monomérica de 15 kDa da
familia das lectinas tipo C, denominada Nattectina, que apresenta afinidade por estruturas
terminadas em galactose ou glicanas terminadas em N-acetilgalactosamina (GalNAc). Neste
trabalho, nosso objetivo foi avaliar a capacidade desta lectina de ativar as funcdes de
macréfagos como fagocitose, producdo de mediadores inflamatorios, expressao de moléculas
co-estimuladoras e integrinas, e verificar a influéncia de citocinas Th1/Th2 na ativacdo

polarizada dos macréfagos induzida pela Nattectina.

Macréfagos sdo tipicamente caracterizadas como células grandes que expressam a
glicoproteina de superficie F4/80 e CD11b, uma das cadeias da integrina Mac-1 (GORDON e
TAYLOR, 2005). Além destes, outro marcador de diferenciagdo para os macréfagos é o
CD14, uma glicoproteina associada a membrana que inicialmente foi descrita por apresentar
LPS ao ligante TLR4 (ULEVITCH e TOBIAS, 1999). Dados recentes mostram que CD14
também apresenta vérios ligantes para outros receptores tipo Toll, incluindo 4&cido
lipoteicéico, ceramida e Poly(I:C)/dupla fita de RNA (SCHMITZ e ORSO, 2002; LEE et al.,
2006; AKASHI-TAKAMURA e MIYAKE, 2008). Além disso, CD14 tem sido proposto
mediar a endocitose de Poly(I:C) nos endossomos contendo TLR3, promovendo assim a
ativacdo de TLR3 (LEE et al., 2006). Recentemente, Baumann et al. (2010) demonstraram em
diferentes tipos celulares, incluindo macréfagos e DCs obtidos de medula dssea, macréfagos
RAW264.7, células Hek293, Vero e HelLaS3, que CD14 promove a endocitose seletiva de
acidos nucléicos virais e age como um co-receptor da ativacao endossomal de TLR7 e TLRY.
Em nossos estudos, a utilizacdo do sobrenadante de L.929 contendo M-CSF foi capaz de gerar
células caracterizadas pela expressdo intermedidria ou alta de F4/80, alta expressao de CD11b

e CD14, e baixa expressao de Ly6C.
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Recentemente, Arikawa et al. (2010) utilizaram em seus estudos macréfagos murinos
provenientes do lavado broncoalveolar com o fenétipo CD11bP*F4/80P*Ly6C"e", capazes de
suprimir a proliferacao e ativacdo de células T. Em nossos estudos, porém, foram utilizados
macréfagos CD11bP*F4/80P“CD14P*Ly6C"" com fendtipo ativador. Nossos resultados
mostram que nesta sub-populacdo, a Nattectina foi capaz de induzir aumento na expressao de
MHC de classe II e das moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 e CD86, indicando
ativacdo celular. O aumento na capacidade de apresentacdo antigénica (MHC de classe II)
com aumentada expressdo da integrina CD49a, producdo de MMP-9 e capacidade endocitica
sdo dependentes da fungdo lectina da Nattectina. O efeito da Nattectina na maturacdo dos
macréfagos (CD40, CD80 e CD86) é dependente das vias de sinaliza¢cdes mediadas por PI3K

e MAPK p38, as quais ndo interferem na expressao de MHC de classe II.

Durante o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a eficiente ativagdo de
linfécitos T necessita de um conjunto de sinais como (1) a ligagdo do receptor do antigeno
(TCR) do linfécito as moléculas de MHC complexadas ao antigeno na APC, (2) a interacao
das moléculas CD80 e CD86 ou CD40 expressas na APC com as moléculas CD28 ou CD40L
expressas nos linfécitos T, respectivamente, e (3) a a¢do de citocinas como IL-12 produzidas
pelas APCs que podem promover a diferenciacdo para resposta Thl ou de receptores Notch
para Th2. O que podemos dizer de nossos resultados € que a Nattectina foi capaz de induzir a

maturacao dos macréfagos, fazendo-os expressarem mais moléculas de co-estimulagao.

Galectinas sdo lectinas tipo C com afinidade para galactose e sdo encontradas nas
formas soldveis ou expressas em membranas e desenvolvem importante papel na imunidade
inata por modificar a fun¢do de células efetoras. Por exemplo, a galectina-3 exibe atividade
quimiotdtica para macréfagos (SANO et al., 2000) e a galectina-9 para eosin6filos
(MATSUMOTO et al., 1998). O efeito da galectina-9 em eosindfilos é dependente de sua
atividade lectina (MATSUSHITA et al., 2000) e em contraste, a habilidade da galectina-9 em
induzir maturagdo de DCs independe desta propriedade. Ainda, Dai et al. (2005)
demonstraram que a galectina-9 induz maturacdo de DCs com baixa producdo de TNF-a, o
que vem sendo aceito como um fator caracteristico de células supressoras derivadas de
precursores mieldides (MDSC) ou de DCs reguladoras (DCreg) (HUANG et al., 2006;
MARHABA et al., 2007; YOUN et al., 2008).

No nosso estudo, a Nattectina, que possui homologia com lectinas tipo C e apresenta
afinidade por estruturas terminadas em galactose ou glicanas terminadas em N-

acetilgalactosamina (GalNAc) semelhante as galectinas, foi capaz de induzir macréfagos a
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produzirem mediadores inflamatérios tais como a MMP-2 e MMP-9, sem contudo induzir a
sintese das citocinas TNF-a, IL-6 ou IL-12p70 (dados ndo-mostrados). Citocinas controlam a
producdo de MMP através de elementos reguladores negativos ou positivos a nivel genético
(WOESSNER, 1991), assim como influenciam também a produ¢do de enzimas proteoliticas
que ativam ou inibem as MMPs (GALBOIZ et al., 2002; RIES e PETRIDES, 1995). Embora
citocinas inflamatdrias ndo tenham sido detectadas no sobrenadante das culturas de
macréfagos estimulados com a Nattectina podemos inferir que esta lectina gerou um

microambiente favoravel a produ¢do de MMPs com atividade pelos macréfagos.

Adesdo e migracdo sdo funcdes celulares integradas essenciais de varios processos
como organogénese, tumorigénese e inflamagcdao. Em células em migracdo, integrinas sao os
receptores transmembranicos principais que providenciam interagdes dindmicas entre o
citoesqueleto de actina e ligantes na matriz extracelular. Além de integrinas, outros receptores
medeiam este processo, incluindo receptores multifuncionais como sindecans e CD44. Este
ultimo é uma glicoproteina transmembrana ligante do acido hialurénico, um polissacarideo
encontrado na matriz extracelular de mamiferos (ICZKOWSKI, 2010; GOODISON;
URQUIDI; TARIN, 1999; RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006). Sua expressiao
membranosa € aumentada com a polimerizacdo da actina que se dd apds a ativacdo do
leucdcito, que também promove uma alteracdo espacial da molécula, promovendo maior
acessibilidade a acdo da pr6-MMP-9 e a sua conseqiiente ativacdo e secrecio (SAMANNA et
al., 2007; REDONDO-MUNOZ et al., 2008). Nossos resultados que mostram a Nattectina
gerando aumento na expressao das integrinas ol e a5, CD44 e MMP-9 suportam a idéia de
que ocorreu polarizacdo das integrinas na membrana, alteragdo de citoesqueleto de actina,
maior acessibilidade de CD44, formacdo do complexo CD44/integrinas, liberagdo de MMP-9
ativa e degradacdo da matriz extracelular pela MMP-9. Assim, macréfagos ativados pela
Nattectina adquirem um competente complexo molecular de migra¢do que os habilita a ter

acesso aos tecidos.

Ademais, a presenca das formas latente e ativa da MMP-9 no sobrenadante da cultura
de macrofagos estimulados com a Nattectina € depende da via de sinalizagdo mediada por
ERK1/2, semelhante aos estudos realizados por Lai et al. (2003), que demonstraram a

dependéncia desta via na producdo de MMP-9 por mondcitos estimulados com LPS.

Macréfagos sdo conhecidos por expressarem VAarios receptores que reconhecem

componentes antigénicos ou ligam opsoninas aderidas a eles (UNDERHILL e OZINSKY,

2002). Entre estes, os receptores FcyR e de complemento servem como receptores de
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opsoninas para IgG e C3b, respectivamente (GARCIA-GARCIA e ROSALES, 2002;
KWIATKOWSKA e SOBOTA, 1999). FcyRI (CD64), FcyRIIl (CD16) e FcyRIV sdo
receptores de ativacdo, enquanto FcyRII (CD32) possui fungdes inibitérias (GESSNER et al.,
1998). Nossos resultados mostram claramente que a Nattectina induziu aumento na
capacidade endocitica dos macrofagos sem, contudo, aumentar a expressao de receptores
FcyRIII ou TLR2 (implicado na ligacdo de componentes de bactérias gram-positivas),

sugerindo que a endocitose é promovida por outros tipos de receptores.

Estudos realizados por Coltri et al. (2008) mostraram que a lectina KM(+) isolada da
planta Artocarpus integrifolia e com capacidade de ligagdo a manose, pode-se ligar
diretamente aos residuos de N-glicana em TLR2, levando a produ¢do de IL-12. Por sua vez,
Kammanadiminti et al. (2004), estudando o mecanismo de regulacdo de TLRs pela lectina de
superficie amebiana Gal/GalNAc, descobriram que esta lectina € capaz de induzir uma grande
expressdo de TLR2 em macréfagos murinos. Embora em nosso estudo a Nattectina ndo tenha
levado a um aumento na expressdo de TLR2 nos macréfagos, ndo podemos descartar a
possibilidade de que a ativacdo seja dependente da ligacdo da Nattectina aos residuos de
galactose presentes em receptores do tipo Toll, uma vez que eles expressam 15 potenciais
sitios de glicosilacdo localizados na superficie concava do dominio extracelular rico em

leucina (BELL et al., 2003).

Ainda, nossos estudos demonstraram que o aumento da capacidade endocitica dos
macréfagos promovido pela Nattectina € dependente da sua ligacdo a estruturas glicosiladas
expressas nestas células e também depende do envolvimento da sinalizagdo mediada por

MEK1/2 - ERK1/2.

PI3K/AKT envolvem uma familia conservada de enzimas transdutoras de sinais que
estdo implicadas na regulacdo de uma variedade de processos celulares, incluindo
sobrevivéncia, proliferacao e ativagdo (CANTLEY, 2002). Dados mostram também que esta
sinalizacdo participa de maneira importante na regulacdo negativa de respostas imunes
excessivas mediadas por TLR (KIM et al., 2005). PI3K é um heterodimero que consiste de
uma subunidade catalitica (p110) associada ao polipeptideo regulador p85. Produtos lipidicos
gerados pela atividade de PI3K podem mediar efeitos acima ou abaixo da molécula small
GTPase Racl (CARPENTER e CANTLEY, 1996). PI3K catalisa a fosforilacdo de vérias
espécies de fosfatidilinositol que sd@o importantes no recrutamento de moléculas sinalizadoras
como Akt/PKB para regides especificas na membrana. Isto estd envolvido na extensdo da

membrana, fusdo das vesiculas fagociticas e endossomais e insercdo de nova membrana ao
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sitio de internalizag¢do da particula (UNDERHILL e OZINSKY, 2002). As diferentes classes
de PI3K (y, B, o, 8) sdo reguladas positivamente em células imunes apés a ativagdo de

receptores acoplados a proteina G, como receptores de quimiocinas (ROMMEL; CAMPS; J1,
2007).

Em conjunto, nossos resultados mostram que a ativa¢do de macréfagos com inducdo
de moléculas co-estimuladoras € dependente ndo sé da sinalizagdo PI3K, mas também da via
mediada por MAPK p38, a qual € fortemente ativada pelo estresse do ambiente e por citocinas
inflamatérias. Vdrias evidéncias indicam que a atividade p38 € critica para respostas imunes
normais e inflamatdrias. A isoforma p38 ¢ ativada em macréfagos, neutréfilos e células T por
varios mediadores da inflamacdo como citocinas, quimiocinas e LPS, participando da
quimiotaxia, exocitose de granulos, aderéncia e apoptose, além de mediar a diferenciacao de

células T através da regulacdo da producdo de IFN-y (ROUX e BLENIS, 2004).

Citocinas recombinantes (IL-4, IL-13 ou IFN-y) ou produtos microbianos
desencadeiam a diferenciacdo in vitro de precursores de macrofagos em dois tipos
polarizados, um com caracteristicas reparativas (chamado ativacao alternativa ou M2) e outro
com caracteristicas inflamatérias, M1, especializado na defesa contra patdégenos
intracelulares. Porém, os sinais que dirigem a diferenciagdo de precursores no tecido em
condi¢Oes de infeccdo, injuria estéril ou transformacdo neopldsica sdo ainda mais complexos e
vem sendo alvo de intensa investigacdo. Neste contexto, a proxima etapa de nosso estudo
consistiu na avaliagdo em modelo in vivo e in vitro do papel de citocinas Thl ou Th2 na

ativacao polarizada de macréfagos induzida pela Nattectina.

A peritonite é uma reacdo inflamatéria aguda do peritdnio, a membrana serosa que
reveste parte da cavidade abdominal e visceras. J4 a cavidade peritoneal € um compartimento
unico que seletivamente atrai e mantém células especializadas do sistema imune, incluindo os
macréfagos, que sdo facilmente isolados por lavagem peritoneal (GHOSN et al., 2010; LIU et
al., 2006). Estudos realizados por Saraiva et al. (2011) demonstraram que a Nattectina € capaz
de induzir uma resposta inflamatdria aguda na cavidade peritoneal murina com grande influxo
leucocitario, caracterizado pelo influxo de neutréfilos nos periodos mais recentes (até 6 horas
apoés a inje¢do) e de macréfagos mais tardiamente em 24 horas. Nossos estudos corroboram
esses resultados, porém revelam que o influxo de neutréfilos e macréfagos induzido pela
Nattectina € totalmente dependente de IL.-4 e IFN-y e que a indugdo da liberacdo de IL-6 é

regulada parcial e negativamente por IL.-4 e positiva e totalmente por IFN-y. Estes resultados
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demonstram que a lectina Nattectina é capaz de induzir o recrutamento de macréfagos
dependente de um microambiente misto, contendo as citocinas IL-4 e IFN-y e ativa-los

mediante a acdo exclusiva de IFN-y, demonstrando uma ativagao cldssica M1.

Recentemente, duas sub-populacdes de macréfagos peritoneais denominados SPMs
(Small Peritoneal Macrophages) e LPMs (Large Peritoneal Macrophages) foram
identificadas. Essas duas sub-populagdes diferem quanto ao tamanho e também do ponto de
vista fenotipico e do desenvolvimento, além de apresentarem diferencas em relac@o a resposta
in vivo e in vitro a estimulo inflamatério (GHOSN et al., 2010). Em nossos estudos, foi
possivel identificar apds a injecdo com a Nattectina ambos os subtipos de macréfagos baseado
na diferenca de tamanho, e identificar que IL-4 e IFN-y regulam positivamente o influxo
recente dos SPMs e ndo exercem efeito modulador sobre o influxo de LPMs no periodo
tardio. Porém, avalia¢cdes fenotipicas destas sub-populagcdes de macréfagos no nosso modelo
sdo ainda necessarias, por exemplo, determinar os niveis de MHC de classe II (SPM) e Grl

(LPM) nas sub-populagdes isoladas.

Para confirmar o papel de citocinas Thl na ativacdo polarizada dos macréfagos (M1)
induzida pela Nattectina, adicionamos citocinas recombinantes ao sistema in vitro da cultura
de macroéfagos derivados da medula dssea de animais deficientes de IL-12, IFN-y ou IL-4.
Nossos resultados confirmam a regulacido positiva de IL-12 e IFN-y na polarizacio M1 dos
macréfagos ativados pela Nattectina e revelam um controle negativo das citocinas IL-10 ou

IL-13.

Entretanto, um aspecto interessante observado em nosso estudo € o papel duplo da
citocina IL-4 na polarizagdo de macréfagos M1 apds o estimulo com a Nattectina.
Observamos uma atuagdo coadjuvante de IL-4 com IFN-y no i) recrutamento dos SPMs no
periodo mais recente, uma vez que animais deficientes no gene da IL-4 apresentaram
macréfagos LPM, e também ii) na indu¢do da expressdo de MHC de classe Il e CCR7 em
macréfagos CD11bP*F4/80P*CD14P*Ly6C"". Entretanto, um papel regulador negativo de
IL-4 foi observado em algumas situagdes, como na expressdo de CD40 (in vitro) e na sintese

de IL-6 (in vivo).

Estudos demonstram que citocinas podem alterar as respostas de macréfagos, tendo
em vista que atividades inflamatérias e citotoxicas dessas células apresentam-se
qualitativamente e quantitativamente acentuadas na presenca de IFN-y, ao passo que o

tratamento dos macréfagos com IL-4 induz um fenétipo caracterizado por elevada expressao
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de receptores de manose e um padrdo unico de fungdes que estdo em nitido contraste com
aqueles induzidos por macréfagos tratados com IFN-y (STOUT et al., 2005). Neste trabalho,
porém, conseguimos ampliar a visdo dicotomica M1 versus M2 fortemente influenciada pela
acdo de citocinas mutuamente inibitdrias, uma vez que demonstramos que a lectina tipo C
Nattectina gera um microambiente onde a participacao conjunta de IL-4 e IFN-y serd decisiva

para o recrutamento de macréfagos SPM que serdo classicamente ativados.

Em conjunto, podemos dizer que a Nattectina é capaz de induzir a ativacdo de
macrofagos mediante o aumento na expressao de moléculas coestimuladoras dependente das
vias de sinalizacdo PI3K e MAPK p38 e independente da ligacdo da toxina a residuos de
galactose, e ainda um aumento na capacidade endocitica e apresentagdo antigé€nica
influenciada pela sinalizagdo ERK1/2 e pela ligacao da Nattectina a residuos de galactose na
superficie dos macréfagos. Ademais, a Nattectina induz a formacdo de um complexo de

migracdo que permite ao macréfago se deslocar através da matriz extracelular (Figura 14).

Portanto, o conjunto de resultados obtidos neste trabalho nos permitiu uma ampliacao
dos conhecimentos sobre a regulacao da ativagcao de diferentes subtipos de macréfagos, assim
como permitiu confirmar a capacidade da Nattectina, membro da familia das lectinas tipo C,
como um importante agente imunomodulador, abrindo desta forma a possibilidade de uso de
agentes sintéticos derivados de secre¢des de animais marinhos como candidatos antigénicos

imunomoduladores, tteis no desenvolvimento de vacinas e com aplicagdes terapéuticas.
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7 CONCLUSOES

Este estudo nos permitiu concluir que a Nattectina, uma lectina tipo C do veneno de
Thalassophryne nattereri é capaz de induzir maturacdo de macréfagos obtidos de medula
Ossea que apresentam aumentada expressdo de moléculas co-estimuladoras e de MHC de
classe II, aumentada capacidade endocitica e maior capacidade de migragdo pela matriz
extracelular (ECM). Verificamos ainda que a capacidade aumentada de expressdo de
moléculas co-estimuladoras dos macréfagos ativados pela Nattectina € dependente da
sinalizacdo PI3K e MAPK p38. Ademais, as alteragdes fenotipicas nos macréfagos
peritoneais € obtidos de medula 6ssea induzida pela Nattectina sd@o consistentes com a
ativacdo cldssica M1, dependente das citocinas Thl, IL-12 e IFN-v, e regulada negativamente
por IL-4, IL-10 e IL-13. Ainda, também demonstramos uma a¢@o coadjuvante de IL.-4 na acdo

de IFN-y na mobilizacdo do subtipo SPM na cavidade peritoneal e na ativacdo (expressao de

MHC de classe Il e CCR7) de macréfagos derivados de medula dssea.
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