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CAPITULO 1.



RESUMO

SALINA, ACG. Ativacdo de Macrofagos M1/M2 pela eferocitose de células
apoptoticas infectadas. 2020. 155f. Tese de doutorado. Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Durante os processos infecciosos hd um intenso recrutamento de fagocitos, como
neutréfilos e mondcitos para o tecido afetado, na tentativa de conter a proliferagdo
bacteriana. Estas células, apos exercerem suas fungdes efetoras, entram em processo de
morte celular, resultando em um intenso acimulo de células apoptoéticas infectadas no
tecido. A fagocitose dessas células apoptéticas, denominada eferocitose, € um processo
dindmico e de fundamental importancia para a homeostase dos tecidos impedindo dessa
forma a necrose tecidual. Dentre esses os fagdcitos, os macrofagos sdo importantes
tanto na defesa contra microrganismos como na remocao destas células apoptoticas.
Existem ao menos duas populacdes de macrofagos que se diferem quanto ao
estado de ativacdo e funcdo imunoldgica. Os macréfagos M1 séo pré-inflamatorios e
especializados no combate as infeccGes, enquanto os macrofagos M2 sdo anti-
inflamatdrios e estdo relacionados ao reparo tecidual. Até 0 momento, pouco se sabe
sobre o efeito da fagocitose de células apoptoéticas infectadas na diferenciacdo destas
subpopulacdes de macrofagos M1/M2. Nesse estudo demonstramos que a eferocitose de
células apoptoticas infectadas por Streptococcus pneumoniae (AC-Sp) induz um perfil
misto de polarizacdo dependente das vias de sinalizacdo desencadeadas pelos receptores
TLR2 e TLR4, e a ativacdo de fatores de transcricdo NF-xB, STAT1 e STAT3 bem
como caspase 11. Por outro lado, a fagocitose de células apoptéticas infectadas com
Klebsiella pneumoniae (AC-Kp) induziu a ativacdo de macrofagos M1 via NF-xB e
STATL. A instilacdo de AC-Sp in vivo induz um microambiente menos inflamatorio,
enquanto a instilacdo de AC-Kp resulta na producdo tanto mediadores inflamatdrios
como anti-inflamatérios no microambiente pulmonar. Esse estudo contribui no
entendimento de como a eferocitose de células apoptéticas infectadas por diferentes
bactérias pode promover a ativacéo e diferenciacdo de macréfagos em um perfil M1/M2

e, por sua vez, exercer diferentes funcdes efetoras tanto na resolucéo da infec¢cdo como



no restabelecimento da homeostase tecidual. Palavras-chave: Macrofagos M1/M2,

eferocitose, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, células apoptoticas.



ABSTRACT

SALINA, ACG. M1/M2 macrophage activation by efferocytosis of infected-
apoptotic cells. 2020. 155p. Doctoral thesis. Ribeirdo Preto Medical School —
Universityof Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

During infectious processes, there is intense recruitment of phagocytes, such as
neutrophils and monocytes to the affected tissue, in an attempt to contain bacterial
proliferation. These cells, after exercising their effector functions, enter cell death
process, resulting in an intense accumulation of infected-apoptotic cells in the tissue.
The phagocytosis of these apoptotic cells, called efferocytosis, is a dynamic process of
fundamental importance for tissue homeostasis, thereby preventing tissue necrosis.
Among these phagocytes, macrophages are important both in the defense against
microorganisms and the removal of these apoptotic cells.

There are at least two populations of macrophages that differ in terms of
activation status and immune function. M1 macrophages are pro-inflammatory and
specialized in controlling infections, while M2 macrophages are anti-inflammatory and
are related to tissue repair. To date, little is known about the effect of phagocytosis of
infected and sterile apoptotic cells on the differentiation of these subpopulations of M1/
M2 macrophages. Here, we demonstrated that the efferocytosis of Streptococcus
pneumoniae-infected apoptotic cells (AC-Sp) induces a mixed polarization profile
dependent on the signaling pathways triggered by the TLR2 and TLR4 receptors,
activation of NF-kB, STAT1 and STAT3 transcription factors and caspase 11. On the
other hand, the efferocytosis of of Klebsiella pneumoniae-infected apoptotic cells (AC-
Kp) induces the activation of M1 profile dependent on NF-xB and STATL. In vivo, the
challenge with AC-Sp induces a less inflammatory microenvironment, while the
challenge with AC-Kp results in the production of both inflammatory and anti-
inflammatory mediators in the pulmonary microenvironment. This study contributes to
the understanding of how efferocytosis of infected-apoptotic cells by different bacterias
can directly regular the macrophage activation and differentiation in M1/M2 profile and

effector functions both in resolving the infection and in restoring tissue homeostasis.



Keywords: M1/M2 macrophages, efferocytosis, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella

pneumoniae, apoptotic cells.



1. INTRODUCAO

1.1.Reconhecimento de células apoptéticas e o impacto nas células do sistema
imune

O sistema imune é composto por diferentes tipos celulares, cada qual com
funcBes especializadas. Essas células trabalham juntas no reconhecimento de patdgenos,
de estimulos ambientais, de antigenos proprios, entre outros, para a manutencdo da
homeostasia do nosso corpo. S&o categorizadas em sistema imune inato e sistema imune
adaptativo.

As células do sistema imune inato, como macréfagos e células dendriticas (CD),
sdo imprescindiveis tanto por atuarem como primeira linha de defesa do nosso
organismo contra diferentes patdgenos como também na remocao de células apoptéticas
(D).

O processo apoptotico é caracterizado pela condensacdo e fragmentacdo da
cromatina no interior do nucleo, retracdo celular, formacdo de vesiculas apoptoticas,
perda da adesdo a matrizes celulares e liberacdo de moléculas que sinalizam e facilitam
0 reconhecimento das células apoptéticas por fagocitos (2). Estima-se que, diariamente,
cerca de 300 bilhdes de células entrem em apoptose no nosso corpo como parte do
processo homeostatico natural (3). Entre estas, estdo células senescentes que necessitam
substituicdo por novas células, linfocitos B e T durante o processo de maturacgdo (4, 5),
neutréfilos e hemacias que possuem curto tempo de vida, 24h e 4 meses,
respectivamente, por exemplo (3, 6).

Embora haja essa constante geracdo de células apoptéticas nos diferentes
tecidos, a detec¢do destas, in vivo, € extremamente rara, sugerindo que essas células séo
eliminadas de forma extremamente répida e eficiente (7, 8). Um milhdo de células
apoptoticas injetadas no peritdnio de camundongos sdo capturadas em cerca de 15-30
minutos garantindo, assim, a homeostasia tecidual (3). Estima-se que, a cada segundo,
por volta de 10° células sdo depuradas no nosso organismo (8). A falha na remocao dos
corpos apoptdticos resulta na geracdo de necrose secundaria, liberagdo de DAMPs
(Damage Associated Molecular Pattern) e inflamagéo (3).



Uma das principais moléculas envolvidas no reconhecimento de células
apoptoticas por fagocitos é a fosfatidilserina (PS). Em células viaveis, a PS € expressa
na camada interna da membrana celular. Entretanto, durante o processo apoptotico, as
moléculas de PS passam a ser expressas na superficie celular e dispostas em cluster (9).
O reconhecimento de PS pode ocorrer pela interacdo com receptores como BAI 1 (brain
specific angiogenesis inhibitor 1) (9, 10), stabilin 2 (11, 12), RAGE (Receptor for
advanced glycationend products) (13) e TIM1/3/4 (T cell immunoglobulin mucin
domain) (14, 15). Greenberg, et al. demonstraram que o receptor scavenge CD36
também esta envolvido nos processos de eferocitose via moléculas de PS oxidadas (PS-
0OX), assim como outros receptores scavenger como SR-A, SR-B (16, 17).

A fagocitose de células apoptoticas, denominada de eferocitose, também pode
ser facilitada pela participacdo de moléculas bridge que se ligam a PS exposta na
membrana de células apoptdticas e intermediam a interacdo com 0s receptores em
fagaocitos, como a glicoproteina MFG-E8 que interliga a PS a integrinas avp3 expressas
na superficie de macrofagos, e as opsoninas Gas 6 e a proteina S que ligam-se a PS e
medeiam a interagdo com o receptor da tirosina quinase Mer (MerTK) (7, 18).

Embora a externalizacdo da PS seja o evento mais descrito durante o processo de
apoptose  celular, estudos demostraram que outros fosfolipideos, como
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, proteinas como a calreticulina e a
trombospondina-1 também sdo expostas na superficie da célula durante o processo
apoptotico e colaboram para o reconhecimento das células apoptoticas pelos fagocitos
(19-21). Vale ressaltar, que nem toda a exposicdo de PS na membrana celular esta
relacionada com a inducgéo de apoptose, uma vez que trabalhos demonstram a expressao
transiente dessa molécula durante a degranulagdo de mastocitos (22) e ativacdo de
linfécitos (23). Além disso, moléculas como a galectina 1 também induzem a expressao
de PS néo relacionada com o processo apoptotico (24).

Além das moléculas ancoradas na membrana plasmatica, 0 processo apoptotico
induz a liberagdo moléculas denominadas de sinais find-me que geram um gradiente
quimioatrativo favorecendo o encontro entre células apoptéticas e fagocitos como
ATP/UTP/AMP (adenosine/uridinetriphosphate/adenosinemonophosphate), CX3CL1



(chemokine (C-X3-C motif) ligand 1), LPC (lysophosphatidylcholine) e S1P
(sphingosine-1-phosphate) (7, 21).

Estudos tém demonstrado que os sinais find-me podem também desempenhar
outras fungdes relacionadas a ativacao celular. Por exemplo, CX3CL1 induz a expressao
da glicoproteina MFG-E8 em macrofagos peritoneais (25) enquanto LPC esta
relacionado com aumento da expressdo de MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein
1) e RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted ) em
celulas do endotélio vascular humano potencializando o recrutamento de mondcitos pra
0 encontro com células apoptoticas e aumentando o indice de eferocitose (26). A
molécula de AMP, uma vez metabolizada em adenosina, promove a inibicdo de
mediadores inflamatdrios por macréfagos (27). S1P induz aumento de mediadores anti-
inflamatorios como interleucina (IL)-10 e supressdo de mediadores inflamatdrios como
IL-12 e TNF-a durante a eferocitose por macréfagos tumorais (28).

Os fagocitos profissionais, macréfagos e CDs imaturas, bem como os fagocitos
ndo profissionais, células epiteliais, endoteliais, fibroblastos e outros, sdo responsaveis
pelo processo de eferocitose (29) que pode ocorrer em diferentes cenarios, como
durante a manutencdo da homeostasia natural dos nossos organismos ou durante o
desenvolvimento e controle de doencas envolvendo ou ndo a presenca de
microrganismos. Doencas degenerativas do sistema nervoso como Alzheimer e
Parkinson (30), doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) causada pela inalagdo
crénica de particulas e gases toxicos (31), entre outras, sdo caracterizadas por um
acumulo intenso de células apoptdticas. Essas células sdo oriundas dos tecidos
acometidos pela doenca e, portanto, ndo apresentam nenhum componente ndo proprio
ao organismo.

Por outro lado, durante um quadro infeccioso, com a presenca de bactérias ou
demais microrganismos, tanto células dos tecidos podem ser infectadas como também
neutrofilos e monaocitos que migram para o local da infec¢do na tentativa de conter a
proliferacdo bacteriana apresentam patdégenos em seu interior, resultando em um intenso
acumulo de células apoptéticas infectadas neste tecido.

No entanto, a eferocitose destas diferentes fontes celulares por fagocitos leva a

geracdo de um microambiente com a liberacdo de distintos perfis de citocinas e



mediadores lipidicos que interferem na ativacdo de CDs e macrofagos, assim como na
diferenciacdo de sub populacbes de macrdfagos e linfécitos T (32, 33). Sabe-se que a
fagocitose de células apoptdticas estéreis resulta na producdo de mediadores, tais como
TGF-B (Transforming Growth Factor Beta), IL-10, prostaglandina E, (PGE;) e fator
ativador plaquetario (PAF) assim como a inibicdo de componentes da resposta
inflamatdria, como IL-8, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alfa), bem como leucotrieno C4 e tromboxano
B2 (27, 34, 35).

Por outro lado, a eferocitose de células apoptéticas infectadas por bactérias
promove, além da ativacao via receptores e moléculas citadas acima, a ativacdo celular
decorrente da interacdo de PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), contidos
no interior de células apoptoéticas infectadas, com receptores de reconhecimento de
padrbes (PRR) contidos no interior de vesiculas endociticas. A fagocitose de neutréfilos
apoptoticos infetados com Citrobacter rodentium promove a sintese de IL-23, TGF-B ¢
IL-6 por CDs (36). A interacdo dos PAMPs presentes no interior da célula apoptotica
infectada com PRRs do tipo TLRs (Toll Like Receptors) foi determinante para a geragao
desses fatores sollveis, visto que o padrdo de citocinas liberadas nesse contexto se
mostrou distinto quando comparado com a fagocitose de células apoptoticas estéreis

pelos mesmos fagécitos (36).

1.2. Reconhecimento de patdgenos e ativacao de células da imunidade inata

Células do sistema imune inato utilizam PRRs para detectar PAMPs, DAMPs e
células apoptdticas. Dentre as funcBes dos PRR estdo: estimulacdo da fagocitose,
producdo de citocinas e mediadores inflamatdrios, promocao de quimiotaxia e ativacao
celular (37).

Dentre os PRRs, os receptores do tipo toll sdo moléculas expressas por
diferentes tipos celulares capazes de reconhecer uma ampla gama de PAMPs derivados
dos mais diferentes patdgenos. De maneira geral, 0s TLR1, 2, 4, 5 e 6 sd0 expressos na
membrana celular, enquanto TLR3, 7, 8 e 9 sdo expressos quase que exclusivamente em

vesiculas endociticas no citoplasma (37). Entretanto, TLR4, inicialmente descrito como
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receptor de membrana celular, pode, também, ser encontrado na membrana de
fagossomos ou de endossomos precoces (36, 37).

De maneira geral, a interacdo dos TLR com seu ligante especifico desencadeia a
ativacdo de proteinas adaptadoras como MyD88 (myeloid differentiation factor 88),
TIRAP (TIR-associated protein), MAL (MyD88 adaptor-like protein), TRIF (TIR
domain-containing adaptor protein including interferon) e TRAM (TRIF-related
adaptor molecule) (37). O recrutamento destas proteinas adaptadoras resulta na ativagao
de uma cascata de sinaliza¢des que culmina na translocacdo do NF-xB ou IRF ao nucleo
para ativacdo dos genes de citocinas pro-inflamatorias, TNF-o e IL-1p ou citocinas da
familia de interferon tipo 1, respectivamente (37, 38).

Os receptores TLR1/2 e TLR2/6 estdo presentes na superficie dos fagocitos e
reconhecem lipopeptideos presentes em bactérias Gram-positivas (38). Sabe-se que 0
Streptococcus pneumoniae (Sp) pode desencadear ativacdo das células via TLR2 através
do reconhecimento do &cido lipoteicoico (LTA). Esta interacdo resulta na producdo de
mediadores, como TNF-a, IL-1p, IL-8, IFNo/B, MCP-1 e IL-6, assim como no influxo
de neutrdfilos para o local da infeccdo, migracdo de mondcitos e ativacdo de CDs que
levam a diferenciacdo de células Thl e Th17 (39-41). Durante a infec¢do por S.
pneumoniae, a ativacdo das células do sistema imune também pode ocorrer via TLR4
pela interacdo com toxinas, como a pneumolisina (41). Animais deficientes de TLR4,
quando infectados com S. pneumoniae, apresentam uma maior susceptibilidade a
infeccdo e aumento da carga bacteriana, confirmando a importancia deste receptor no
reconhecimento e na ativacdo celular, o que resulta no controle da proliferacdo
bacteriana (42). Assim, TLR2 e TLR4 parecem agir de forma sinérgica no controle do
S. pneumoniae, uma vez que camundongos deficientes para ambos os receptores
apresentam maior susceptibilidade, maior carga bacteriana, menor influxo de leucécitos
e reducdo da producéo de IL-1p (43, 44).

Bactérias Gram-negativas, como a Klebsiella pneumoniae (Kp), expressam na
membrana celular um polissacarideo denominado LPS (Lipopolysaccharide), capaz de
interagir e ativar moléculas como TLR4 e seus co-receptores, MD2 e CD14 (37).

Animais deficientes de TLR4, quando desafiados com K. pneumoniae apresentam



reducdo na sobrevivéncia e aumento na proliferacdo bacteriana nos pulmdes quando
comparados aos animais selvagens (WT) (42).

Além dos TLRs, os NOD (Nucleotide-binding and oligomerization domain) -
like receptors sdo proteinas presentes no citoplasma celular que atuam no
reconhecimento de PAMPs. Essa familia de receptores € dividida em cinco diferentes
subfamilias de acordo com a estrutura que apresentam: NLRA, NLRB, NLRC, NLRP e
NLRX (45). A ativacdo de NLRs desencadeia diferentes funcbes, como formacao do
inflamassoma, transducéo de diversas vias de sinalizacdo, ativacdo da transcri¢do génica
e autofagia (46, 47). Os membros da familia NLR mais estudados sdo 0s subgrupos
NLRC e NLRP, os quais pertencem NOD-1/2 (NLRC1/NLRC2) e NLRP3,
respectivamente (45, 46).

O receptor NLRP3 é um dos NLR relacionados com a ativagdo do inflamassoma
(46). O inflamassoma é uma plataforma multiproteica presente no citoplasma celular na
forma de complexos inativos pré-montados. Em macrofagos, a ativacdo de NLRP3
requer duas etapas distintas: priming e ativacdo (48). O priming, também denominado
de primeiro sinal, ocorre via estimulos inflamatérios como os derivados de TLRs e
induz a ativacdo de NF-kB e transcricdo de genes relacionados aos componentes do
inflamassoma. A interacdo dos receptores aos seus respectivos ligantes (PAMPs ou
DAMPs), denominado de segundo sinal, induz a ativacdo do inflamassoma promovendo
mudangas conformacionais e a montagem da plataforma multiproteica, levando a
ativacdo da molécula de caspase 1, que é imprescindivel para clivagem de pro-IL-1B e
pro-1L-18 em suas formas maduras e biologicamente ativas, IL-1p e IL-18 (47, 48).

McNeela e colaboradores demonstraram que pneumolisina secretada pelo S.
pneumoniae induz a formacdo de poros na membrana celular do hospedeiro, gerando
efluxo de K+, e desestabilizacdo lisossomal, como liberacdo de catepsina B, ambos os
eventos sdo relacionados com a ativagdo de NLRP3 (49). Animais deficientes para
NLRP3 apresentam maior susceptibilidade a infeccdo por S. pneumoniae produtor de
pneumolisina (50). Animais deficientes de ASC (apoptosis associated speck-like
containing a CARD domain), molécula adaptadora tanto do inflamassoma de NLRP3

quanto de AIM2, sdo mais suscetiveis a infecgdo por essa bactéria também (51). Além



disso, K. pneumoniae via polissacarideo capsular também induz ativacdo do
inflamassoma de NLRP3 e producéo de IL-1B (52).

Além da ativacdo candnica do inflamassoma descrita acima, dados da literatura
demonstram que o inflamassoma também pode ser ativado de forma ndo candnica via
ativacdo de caspase 11, em camundongos (caspase 4 e 5, em humanos). A molécula de
caspase 11 é composta por 3 fragmentos: uma por¢cdo CARD, uma porcdo p20 e a
porcdo C-terminal, p10 (53). Caspase 11 é ativada em resposta ao LPS presente no
citosol celular derivado de bactérias Gram-negativas, independentemente da interacéo
dessa molécula com o receptor TLR4, culminado na formacéo de poros via gasdermina
D (53, 54). Camundongos deficientes de caspase 11, quando infectados com K.
pneumoniae, apresentam uma deficiéncia no recrutamento de neutréfilos e combate
bacteriano nos estagios iniciais da infeccdo (55). Além disso, Zanoni e colaboradores
demonstraram que DAMPs como oxPAPC (Oxidized phospholipids derived from 1-
palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine) produzidos durante o dano
tecidual também podem ativar a via ndo canénica do inflamassoma e producéo de IL-1
sem induzir morte celular por piroptose em CD (56, 57).

Apesar de ser bem descrito quais sdo os PAMPs/DAMPs que interagem com 0S
respectivos PRRs e as cascatas de sinalizacao ativadas, ndo esta claro como a fagocitose
de células apoptoticas infetadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae poderia induzir a
ativacdo de macrdfagos, uma vez que, nesse contexto também teremos a ativacdo de

vias sinalizacdo gerada pelo reconhecimento de PS aos seus respectivos receptores.

1.3. Ativacdo de macréfagos M1/M2 no contexto de eferocitose

Os macréfagos residentes sdo células mieldides que podem ser derivadas tanto
de precursores da medula 6ssea quanto do figado fetal e saco vitelino (58). Desde as
primeiras etapas de vida fetal até a vida adulta, os macrdofagos residem em diferentes
tecidos periféricos do nosso organismo (58). Sabe-se que 0s 6rgdos do Nnosso organismo
sdo povoados por macréfagos derivados de diferentes precursores, como por exemplo,
macrofagos derivados do saco vitelino déo origem principalmente a microglia cerebral,
macrofagos precursores do figado fetal estdo relacionados com a populacéo de células

Kupffer do figado e macréfagos alveolares e, por outro lado, macrofagos derivados da



medula 0ssea sdo importantes para a geracdo de macrofagos residentes do intestino,
derme e coracdo (58, 59). Os mais diferentes macrofagos podem auxiliar tanto na
manutengdo da integridade e remodelamento de tecidos danificados bem como no
cambate & patdgenos e na destruicdo desses tecidos devido a producdo de mediadores
inflamatdrios e enzimas proteoliticas, por exemplo, durante processos inflamatorios
crénicos (60).

Atualmente, sdo descritas ao menos duas populagdes distintas de macréfagos
que diferem quanto ao estado de polarizacdo e funcdo imunoldgica dependente do
microambiente onde essas células estdo inseridas (60, 61) e da interacdo patdgeno-
célula do hospedeiro (62). A polarizacdo de macrofagos € um processo que desencadeia
uma profunda reprogramacdo transcricional, levando essas células a adquirirem um
fendtipo especifico em resposta aos diferentes estimulos presentes no microambiente
tecidual.

A ativacdo de macrdfagos pela via classica desencadeia o desenvolvimento de
macrdfagos tipo | (M1), que se polarizam em resposta a estimulos patogénicos, sinais
enddgenos de perigo e presenca de citocinas como IFN-y e TNF-a (60, 63). A ativacao
ao perfil M1 é decorrente da ativacdo de receptores como TLR, RLR (RIG-I-like
receptors) e NOD-like, que culminam na ativacdo de fatores de transcricdo como NF-
kB, AP-1, C/EBPh, STAT1, PU.1 e IRFs. Essas células possuem alta capacidade de
secretar citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-12, IL-23, IL-1pB, IL-10 e IL-6
(64-68) e podem ser caracterizadas por diversos marcadores, como iNOS, TLR2/4,
CD16, ferritina, SOCS3, CD80 e MARCO (63, 66, 67). Além disso, os macrofagos M1
possuem um papel chave na remocdo e destruicdo de bactérias devido sua capacidade de
produzir fatores microbicidas como éxido nitrico (NO) e reativos de oxigénio (62, 65,
66, 69).

A ativacdo de macrofagos pela via alternativa, por outro lado, promove a
diferenciacdo de macrdfagos tipo 2 (M2). Os macréfagos M2 sdo células com perfil
anti-inflamatorio e producéo de citocinas como IL-10 e TGF-p (64, 65), que exibem
fungdes imunossupressoras como, por exemplo, a inibicdo da proliferagdo de linfocitos

T. As moléculas como Arginase 1, Ym 1/2, Fizz1/2, CD206, receptor de Folato,



SOCS1, Dectina-1, sdo preconizadas como marcadores para essas subpopulacoes (63,
64, 66, 67, 70).

Os macrofagos M2 apresentam alta capacidade de proliferacdo, eferocitose e
remodelagdo tecidual promovendo uma melhor cicatrizagdo de lesdes devido ao
metabolismo da arginase, que desencadeia a producdo de poliaminas e prolinas que
atuam nesse contexto (71).

Martinez e colaboradores demonstraram que a fagocitose de células apoptéticas
ndo infectadas desencadeia uma baixa expressédo de marcadores associados a um perfil
M1 e o aumento na expressdo de moléculas associadas um perfil de ativacdo M2, como
Arginase-1, IL-4, IL-10 (72). Diferentes estudos mostraram que o reconhecimento de
sinais find-me durante a eferocitose de células apoptoticas estéreis por macréfagos,
desencadeia na supressdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-o, IL-12, CXCL1 e
CXCL2) e a regulacdo positiva de fatores pré-resolutivos (Nrdal e Thbsl), IL-10,
PGE,, fator de crescimento endotelial vascular e inibicdo de NF-xB (7, 28, 73-76).
Além disso, a eferocitose de células apoptéticas estéreis promove a ativacdo do perfil
M2 em macrofagos via PPAR-y/6 e receptor X do figado (LXR) (77).

Somado a isso, estudos demonstram que a via ndo candnica de autofagia também
estd relacionada com a remocao de células apoptéticas e ativacdo de macrofagos (78-
80). Cunha e colaboradores demonstraram que a eferocitose induz a ativagdo de
proteinas autofagicas promovendo a rapida fusdo entre fagosomo ao lisossomo e,
consequentemente, eficiente degradacdo da célula apoptotica, liberacdo de mediadores
anti-inflamatorios e polarizacdo de macrofagos M2 (80). Entretanto, pouco se sabe
sobre quais vias de sinalizagdo sdo ativadas durante a fagocitose de células apoptdticas
infectadas e como essa ativacdo direciona a diferenciagdo de subpopulacbes de

macrofagos M1/M2.

1.4. Vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na ativacdo de macrofagos
M1/M2
Estudos demonstram que a ativacdo de macréfagos M1/M2 é dependente da via
de sinalizacdo IRF/STAT/SOCS. Em condigdes de repouso, 0s macrofagos apresentam

baixa expressdo dessas proteinas, entretanto, quando essas células sao ativadas, elas sdo
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rapidamente expressas (67). A interacdo de ligantes de TLR4, como LPS, resulta na
ativacdo da molécula adaptadoras como MyD88 e, consequentemente, do fator de
transcricdo NF-kB. A ativacdo deste fator de transcricdo induz a produgdo de
mediadores inflamatdrios, como IFN-a/Bs, que ativam fatores de transcricdes como
IRF3 e STATL1 e, portanto, levam a ativacdo de macrofagos e diferenciacdo para um
perfil M1 (81, 82).

Por outro lado, a interacdo de IL-4 e IL-10 aos seus respectivos receptores
induzem a ativacdo de macrofagos a um perfil M2, via STAT6 e STATS3,
respectivamente. Wang e colaboradores demonstraram a importancia de STAT3 na
ativacdo de macrdéfagos M2 via PGE; e miRNA-21 (83). IL-4 e IL-13 ativam as
proteinas tirosinas quinases, JAK1 e JAKS, resultando na fosforilagéo e translocacéo de
STATG6 ao nucleo e a transcricdo de genes associado ao perfil de macréfagos M2, como
CD206, Fizz1 e Yml (81, 82). A interacdo de IL-10 ao seu receptor resulta na
fosforilacdo de residuos de tirosina permitindo a ativacdo do fator de transcricdo STAT3
e a reducdo da expresséo de citocinas inflamatdrias, como TNF-a (81).

Como citado, varios fatores sdo descritos como capazes de desencadear a
ativacdo de macrdfagos para um perfil M1/M2, como o microambiente contendo
diferentes citocinas e mediadores lipidicos, a interacdo com patdgenos e a expressao de
diferentes moléculas reguladoras. Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a
eferocitose de células apoptéticas infectadas com S. pneumoniae induz um perfil misto
(M1/M2) de ativacdo em macrdfagos, enquanto a eferocitose de células apoptdticas
infectadas com E. coli induz a ativacdo de macréfagos M1. Entanto, nada se sabe sobre
o efeito do reconhecimento das diferentes células apoptoticas infectadas na ativacdo das
diversas vias de sinalizagdo envolvidos na polarizagdo de macréfagos M1/M2.
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2. HIPOTESE DE ESTUDO
Este estudo foi baseado na hipotese de que a fagocitose de células apoptdticas
infectadas com bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas desencadearia diferentes
vias de sinalizacdo intracelular e de fatores de transcricdo que influenciariam

diretamente na ativacdo de macrofagos M1/M2.

Figura 1. A eferocitose de diferentes fontes de células infectadas promove a polarizagéo
diferenciada de macrofagos MO.

AC-S. pneumoniae AC-K. pneumoniae

\/ s | & [
S [ 4 -
S IR
;7 RE \‘ VVIL-G
o~/ v v
7 ‘ STAT3 i
[ @ T8 \ ,
\@ (4 N {iFx8 STATL "T"""'_/ )
Ve

p )Inflamassoma
\/\ [ C /\ [

Zf\\, \ = _ 3 // N \\

— = ~CitocinasPré-inflamatérias

\Inflamassoma

= _~~ CitocinasPré-inflamatérias

) 2
e Anti-inflamatorias - e Anti-inflamatorias
B2 samus

WV

mM1/mM2 A —— .

As células apoptoéticas infectadas com S. pneumoniae (AC-Sp) ou infectadas com K.
pneumoniae (AC-Kp) seriam reconhecidas tanto por receptores que respondem a sinais
apoptoticos (Receptores eferociticos — RE) quanto receptores especificos para os diferentes
PAMPs expressos por esses patdgenos. Os macrofagos MO fagocitariam esses diferentes tipos
celulares adquiririam perfis distintos de polarizacdo: macréfagos MO que fagocitariam AC-Sp
apresentariam um padrdo misto de polarizagdo, enquanto a fagocitose de AC-Kp desencadearia
um padrdo de polarizagdo de macréfagos M1. Apos a degradacdo destas células apoptoticas
infectadas no interior do fagolisossomo, diferentes PAMPs seriam disponibilizados no interior
dessa vesicula ou transportados para o citoplasma. A interacdo destes PAMPs via diferentes
receptores do tipo TLR, translocados para o interior de fagolisossomo durante o processo de
fagocitose, ou receptores citoplasmaticos do complexo do inflamassoma, resultaria na ativacdo
de diferentes cascatas bioquimicas, com ativacdo de fatores de transcricdo e producdo de
citocinas. Essas distintas vias intracelulares desencadeadas pelo reconhecimento de PAMPS via
PRRs resultariam na producdo de citocinas nesses microambientes e, consequentemente,
promoveriam a ativagdo de STATS, como STAT1 e STATG6/3, direcionando a polarizagio destes
macrofagos em diferentes perfis M1/M2.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos pelos quais a fagocitose de
células apoptdticas infectadas com K. pneumoniae ou S. pneumoniae promove distintos

fenotipos de ativacdo de macrofagos.

3.1. Objetivos especificos

1) Determinar, in vitro, o perfil de ativacdo de macr6fagos na presenca de

células apoptoticas infectadas com S. pneumoniae (AC-Sp) ou K. pneumoniae (AC-Kp);

2) ldentificar os PRRs envolvidos na ativacdo de macr6fagos M1/M2 pela
eferocitose de células infectadas com AC-Sp ou AC-Kp;

3) Avaliar os fatores de transcricdo envolvidos na ativacdo de macrofagos

M1/M2 durante a eferocitose de células apoptéticas infectadas com AC-Sp ou AC-Kp;

4) Determinar, in vivo, o impacto da instilacdo de células apoptéticas infectadas

com S. pneumoniae ou K. pneumoniae no ambiente pulmonar.



13

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Animais C57BL/6, fémeas, com 6 a 12 semanas de idade, foram obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica - CEMIB/UNICAMP ou do
Biotério Geral - USP/Ribeirdo Preto. Animais deficientes para os receptores TLR2
(B6.129-TIr2"™""/3) foram obtidos no Centro de Criagdo de Camundongos Especiais -
FMRP/USP. Animais deficientes para os receptores TLR4 (B6.129-TIr4"™X"/3) foram
obtidos do Biotério de Matrizes de Camundongos - ICB/USP. Animais deficientes em
caspase 11 foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Dario Simbes Zamboni -
FMRP/USP. Todos os procedimentos experimentais passaram por aprovacdo da
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA (nimero: 59-2016), Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™ -

Campus de Araraquara.

4.2. Cultivo de S. pneumoniae

A cepa de S. pneumoniae utilizada nesse trabalho foi a cepa ATCC 49619
gentilmente cedida pela Prof® Dr? Ana Gales. O estoque bacteriano foi mantido em
aliquotas congeladas a -80°C. No dia anterior ao experimento, as aliquotas de Sp foram
descongeladas e cultivadas em 10 mL de TSB (tryptic soy broth) a 37°C e sob agitacdo
por 6h. Apos esse periodo, a solugdo foi centrifugada a 15.000 RPM por 10 minutos a
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, as bactérias foram ressuspensas em 5
mL de PBS 1x e centrifugadas novamente. A concentracdo do inoculo foi confirmada
em placas de agar sangue a partir de diluicdes seriadas na base 10. As placas foram
incubadas por 18h a 37°C e 5% CO, e a solu¢do de indculo mantida a temperatura de
4°C até 0 momento do experimento. Apos esse periodo, as unidades formadoras de
colénias (UFC) foram contadas para a determinacdo da carga real do inoculo e infecgédo
das células HL-60.
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4.3. Cultivo de K. pneumoniae

A cepa de K. pneumoniae utilizada nesse trabalho foi isolada de hemocultura de
paciente internado no Hospital Universitario — Unifesp e cedida pela Prof® Dr* Ana
Gales. O estoque bacteriano foi mantido em aliquotas congeladas a -80°C. Trés dias
antes do experimento as aliquotas foram plaqueadas em agar MacConkey e incubadas
por 18h a 37°C e 5% CO,. Apos esse periodo, uma colbnia bacteriana foi adicionada a
10 mL de TSB e incubada a 37°C por 18h. Em seguida, 100 pL dessa solugéo foi
adicionado a 10 mL de TSB novo e incubada a 37°C sob agitacdo por 5h. Ap0Os esse
periodo, solucédo foi centrifugada a 15.000 RPM por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi desprezado, as bactérias foram ressuspensas em 5 mL de PBS 1x e centrifugadas
novamente. A concentracdo do indculo foi confirmada em placas de 4gar MacConkey a
partir de diluigdes seriadas na base 10. As placas foram incubadas por 18h & 37°C e 5%
CO, e a solugdo de inéculo mantida a temperatura de 4°C até o momento do
experimento. Apos esse periodo, as UFC foram contadas para a determinacdo da carga

real do indculo e infeccdo das células HL-60.

4.4. Obtencdo de Células Apoptoticas Infectadas oriundas da linhagem celular
neutrofilica HL-60

A linhagem celular neutrofilica humana HL-60 obtida no banco de células do
Rio de Janeiro/BCRJ-UFRJ foi mantida em garrafas estéreis de cultura de tecidos (75
cm?) com meio de cultura DMEM (Dulbecco's modified Eagle médium - Lonza),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina, a 37° C em CO; a
5%. As células HL-60 foram tratadas durante 72h com meio DMEM com 1,2% de
DMSO para estimular a maturacdo final a neutréfilos e, em seguida, cocultivadas com
S. pneumoniae ou K. pneumoniae, por 2h horas, com diferentes multiplicidades de
infeccdo (MOI). Uma vez infectados, esses neutrofilos-like foram submetidos ao
protocolo de indugdo apoptose por radiacdo U.V.C., seguida de incubagdo por 4h,
conforme descrito previamente por Torchinsky et al. (33). A porcentagem de apoptose
dessas células foi confirmada por citometria de fluxo (BD FACSVerse™), utilizando a

marcacgdo de Anexina V/7-AAD (BD Biosciences)
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4.5. Diferenciacio de macrofagos MO a partir de precursores de Medula Ossea
Os macrdfagos foram diferenciados a partir da suspenséo celular obtida pela
lavagem da medula 6ssea do fémur e tibia e cultivadas na presenca de 60 ng/mL M-CSF
e 30 ng/mL de GM-CSF (PeproThec) (84, 85). No sétimo dia de cultura, as células
aderentes foram coletadas e avaliadas por gPCR e, o sobrenadante de cultura celular foi

utilizado para a avaliacdo do perfil de citocinas produzido por essas células.

4.6. Determinacdo da eferocitose de células apoptéticas
Macréfagos MO foram cocultivados na proporgdo de 3:1 (3 AC:1 MO0) na
presenca de diferentes fontes de células apoptdticas, AC, AC-Kp ou AC-Sp marcadas
com 5uM de CFSE (Cell Trace™ CFSE Cell Proliferation Kit — Thermo Fisher
Scientific), por 2h ou 4h. Apds esses periodos, as células foram coletadas, tratadas com
azul de tripan 0,01% por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas e analisadas
por citometria de fluxo (BD FACSVerse™) para a determina¢ao do indice de

eferocitose utilizando os parametros de SSC vs CFSE".

4.7. Polarizagdo de macréfagos MO na presenca de diferentes fontes de células
apoptoticas
Macrofagos MO foram incubados por 24h na presenca das diferentes fontes de
células apoptédticas, AC, AC-Kp ou AC-Sp. Apos esse periodo, as células foram
coletadas e analisadas por gPCR e, no sobrenadante de cultura foram avaliadas as
citocinas secretadas. Grupo MO+AC: macréfagos MO incubados na presenca de AC.
Grupo MO+AC-Kp: macréfagos MO incubados na presenca de AC-Kp. Grupo MO+AC-

Sp: macréfagos MO incubados na presenca de AC-Sp.

4.8. Avaliacdo das vias de sinalizacdes envolvidas na polarizacdo de macréfagos
Macrofagos MO derivados da medula 0ssea de animais deficientes para TLR2,
TLR4 e Caspase 11 foram incubados por 24h na presenca das diferentes fontes de
células apoptoticas, AC, AC-Kp ou AC-Sp. Utilizando uma estratégia farmacoldgica, os
macrofagos MO oriundos de animais WT foram pré-tratados por 30 minutos com
inibidores de STAT1 (Fuldarabine, 0,1 e 1uM), STAT3 (BP-1-102, 0,1 e 1uM) e NF-



16

kB (Caffeic acid phenethylester, 5uM). Apds esse periodo, as células foram coletadas e
analisadas por qPCR e no sobrenadante de cultura foram avaliadas as citocinas

liberadas.

4.9. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Os diferentes macréfagos MO foram incubados, por 24h, na presenca das
diferentes fontes de células apoptéticas, AC, AC-Kp ou AC-Sp. Apds esse periodo, as
células foram lisadas e a extracdo de RNA foi realizada conforme as especificagdes do
fabricante do kit (RNAspin Mini RNA Isolation Kit- GE Healthcare) ou atraves do uso
de isopropanol seguido de etanol 75% e aquecimento a 55°C por 10 minutos. O RNA
extraido foi utilizado para a sintese de cDNA conforme as especificaces do fabricante
(iScript™ cDNA Synthesis Kit - Bio-Rad).

4.10. Analise relativa dos niveis de mRNA por PCR em tempo real (qQPCR)

As reaclGes quantitativas de PCR foram realizadas utilizando-se o agente
intercalante Sybr Green (Power SYBR Green PCR Master Mix) no equipamento
Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System. Todas as rea¢Ges foram realizadas
de acordo com as recomendacdes do fabricante, sempre em duplicatas experimentais.
Os dados obtidos foram analisados baseando-se no método de 2" (86), utilizando a

média geométrica do gene de referéncia Gapdh como controle enddgeno.

Tabela 1. Lista de primers utilizados para a fenotipagem dos macro6fagos apés a eferocitose
de AC, AC-Sp e AC-Kp

Gene Oligonucleotideo F (5°-3”) Oligonucleotideo R (5°-3”)
Gapdh AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA
Arg 1 CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG AGGAGCTGCTATTAGGGACATC
CCRY7 TTCCAGCTGCCCTACAATGG GAAGTTGGCCACCGTCTGAG
Cd206 CCACAGCATTGAGGAGTTTG ACAGCTCATCATTTGGCTCA
Fizz1 ACTGCCTGTGCTTACTCGTTGACT | AAAGCTGGGTTCTCCACCTCTTCA
Cd86 CATGGGCTTGGCAATCCTTA AAATGGGCACGGCAGATATG
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4.11. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os sobrenadantes das culturas foram avaliados quanto a presenca das citocinas
TNF-a (limite de deteccdo 31,3 pg/mL), IL-1B (limite de detecgédo 15,6 pg/mL), IL-10
(limite de detecgéo 31,3 pg/mL), TGF-B (limite de deteccdo 31,3 pg/mL), das empresas
BD Pharmingen™ ou R&D System. A quantificacdo foi realizada de acordo com o0s
protocolos dos respectivos fabricantes. Os resultados foram expressos em pg/mL. O

experimento in vivo é representado por pg/ ng de proteina do tecido.

4.12. Quantificacéo de Nitrito
O o6xido nitrico foi quantificado indiretamente pela producdo de NO;" a partir da
reacdo de Griess (solucdo estoque de NEED a 0,1% e sulfanilamida a 1% em H3PQO,
5%) no sobrenadante de cultura celular. Os resultados foram expressos em UM de nitrito
(87).

4.13. Polarizacao de macrofagos in vivo

Animais C57BL/6, com 5-8 semanas de idade foram separados em 3 grupos
experimentais, cada um dos grupos contendo cinco animais. No primeiro dia de
experimento, os animais receberam pela via intranasal (em 30 pL): PBS, ou 10’ AC-Sp,
ou 10" AC-Kp. Ap6s 24h, os animais foram eutanaziados e os dois l6bulos menores do
pulmdo foram utilizados para a quantificacdo citocinas por ELISA (descrito no item
4.11). Os outros l6bulos pulmonares foram macerados (GentleMACS Dissociator,
Miltenyi Biotec) e digeridos por 1,6 mg/mL de colagenase D (Roche) por 1 hora. Em
seguida, as células foram lisadas para a quantificacdo de mRNA como descrito nos itens
4.9 e 4.10.
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Figura 2. Protocolo experimental in vivo de instilacédo de células apoptéticas infectadas.

. Digestdo tecidual
Homogenato: quantificagio e lise: gPCR

de citocinas

Os animais foram inoculados via intranasal com 30 pL PBS, ou 10’ AC-Sp, ou 10" AC-Kp.
Apobs 24h, os animais foram eutanaziados e os dois I6bulos menores foram utilizados para a
quantificagdo citocinas por ELISA e os trés lobulos restante foram utilizados para as analises de
RT-gPCR.
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4.14. Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como média + SEM e foram analisados
utilizando o programa estatistico Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para
as comparacOes entre dois grupos experimentais foi utilizado o teste de Student’s t e
para as comparacgdes entre trés ou mais grupos experimentais foi aplicada a analise de
variancia ANOVA seguido de teste de comparagdo mdaltipla Turkey. Foram

consideradas diferencas estatisticamente significativas se p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinag&o da porcentagem de neutrofilos-like infectados

Neutréfilos-like foram gerados a partir de células de linhagem celular humana
HL-60 (Anexo 1). Para determinacdo da porcentagem de células infectadas, as
diferentes cepas bacterianas (S. pneumoniae e K. pneumoniae) foram conjugadas com 5
uM de CFSE (Anexo 1) e incubadas com neutréfilos-like em MOI de 30, isto é, 30 UFC
para cada neutréfilo-like, por 2 horas. Aproximadamente 90% dos neutréfilos foram
infectados pela K. pneumoniae seguindo esse protocolo. Entretanto, na condicdo
contendo S. pneumoniae cerca de 60% dos neutréfilos-like foram positivos para CFSE
(Figura 3). Quanto a média da intensidade de fluorescéncia (MFI), que representa a
quantidade de bactéria no interior de cada neutrofilo-like, a fagocitose de K.
pneumoniae e S. pneumoniae por neutrofilos-like resultou em um MFI de 1776,78 e
1135,96 respectivamente (Figura 3).

Na tentativa de melhorar a porcentagem de infeccdo com a bactéria S.
pneumoniae aumentamos a propor¢do desse patdgeno na cultura, entretanto, o aumento
do MOI induziu alta taxa de mortalidade nos neutrofilos-like cocultivados com essa

bactéria (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Determinacéo da porcentagem de fagocitose dos neutrdfilos-like cultivados com
S. pneumoniae ou K. pneumoniae.
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Os neutrofilos-like diferenciados na presenca de 1,2% de DMSO por 72h foram cultivados com
as duas cepas bacterianas, MOI de 30, marcadas com 5uM de CFSE. A) Grafico representativo
da fagocitose de K. pneumoniae por neutréfilos-like. B) Gréfico representativo da fagocitose de
S. pneumoniae por neutréfilos-like. C) Grafico representativo do MFI de neutréfilos-like ndo
infectados (histograma cinza), neutrofilos-like infectados com K. pneumoniae (linha vermelha)
ou neutrdéfilos-like infectados com S. pneumoniae (linha azul). D) Somatéria das porcentagens
de fagocitose de S. pneumoniae e K. pneumoniae. Apds 2 horas de fagocitose, as células foram
coletadas e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados séo referentes a um experimento
representativo de dois experimentos realizados individualmente.
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5.2. Inducéo de apoptose celular em neutrofilos-like

Uma vez padronizada a infeccdo dos neutrdfilos-like, a proxima etapa foi
determinar a apoptose das diferentes células infectadas e ndo infectada. Para isso,
neutrdfilos-like oriundos da HL-60 infectados com K. pneumoniae ou S. pneumoniae e
ndo infectados passaram pelo processo de inducéo de apoptose.

Dois protocolos de indugéo de apoptose celular sdo bem estabelecidos em nosso
laboratétio: i) Camptotecina, alcaldide citotoxico de origem vegetal capaz de inibir a
enzima topoisomerase |, prejudicando, assim, o processo de replicacdo celular e
desencadeando a apoptose celular (88) e ii) radiagdo ultravioleta C (UVC) que causa
fragmentacdo da molécula de DNA, ativacdo de caspases e geracao de espécies reativas
que culminam no processo apoptdtico (89). Optamos por utilizar o protocolo de
radiacdo UVC devido a experiéncia prévia do nosso grupo e para evitar possiveis
criticas relacionadas a presenca de residuos do alcaléide na cultura celular durante os
experimentos subsequentes.

Dessa forma, os neutrofilos-like ndo infectados ou infectados com K.
pneumoniae ou S. pneumoniae foram submetidos a 1mJ ou 5mJ de radiagdo. Apds a
exposicao a radiacdo UVC, as células foram incubadas por 4h ou 8h para determinar
intensidade de radiacdo e o melhor tempo de incubacdo para obtencdo do maior nimero
de células apoptoticas e um reduzido numero de células necréticas nas diferentes
condigBes experimentais. A incubacdo dos neutrdfilos-like ndo infectados ou infectados
com K. pneumoniae ou S. pneumoniae por 8h bem como a utilizagdo de 5mJ de
radiacdo UVC se mostraram inaplicaveis, uma vez que, as taxas de apoptose tardia
(anexina V'/7AAD") bem como de necrose (7TAAD") aumentam significativamente nas
celulas em cultura (dados ndo mostrados).

Dentre as diferentes condicdes testadas, a intensidade de 1mJ de radiacdo UVC e
4h de repouso foi a condigdo com maior porcentagem de apoptose celular. Neutréfilos-
like ndo infectados sob essas condicBes apresentam aproximadamente 63% das células
apoptdticas em estagio de apoptose precoce (anexina V'/7AAD") ou de apoptose tardia
(anexina V'/7TAAD") (Figura 4 A).

Neutrofilos-like infectados com K. pneumoniae apresentam uma taxa de

aproximadamente de 50% das células em processo de apoptose, enquanto neutréfilos-
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like infectados com S. pneumoniae apresentam, entre apoptose precoce e tardia,

aproximadamente 76% das células em processo apoptotico (Figura 4B e C).
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Figura 4. Perfil de morte celular dos neutrofilos-like infectados ou ndo infectados apés
1mJ de radiacdo UVC.
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Os neutrdfilos-like foram infectados ou ndo com S. pneumoniae ou K. pneumoniae, por 2h, e,
apos esse periodo, foram submetidos a 1mJ de radiagdo UVC. Apds 4 horas de repouso, as
células foram analisadas por citometria de fluxo através da marcacdo de anexina V e 7AAD. A)
Neutrofilos-like ndo infectados, B) Neutrdfilos-like infectados por S. pneumoniae e C)
Neutréfilos-like infectados por K. pneumoniae. D) Somatéria das porcentagens de 3
experimentos realizados independentemente. Os resultados de A-C sdo referentes a um
experimento representativo de trés experimentos realizados individualmente.
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5.3. Avaliacéo da porcentagem de eferocitose de macréfagos MO

A ultima etapa de padronizacéo experimental foi determinar o melhor tempo de
cocultura entre macréfagos MO e as diferentes fontes de células apoptdticas para que
obtivéssemos uma eficiente eferocitose. Por se tratar de um processo que ocorre
rapidamente no nosso organismo (3), optamos por avaliar tempos curto de eferocitose.
Os macrofagos MO foram cultivados na presenca de células apoptdticas estéreis (AC),
células apoptoéticas infectadas com S. pneumoniae (AC-Sp) e células apoptdticas
infectadas com K. pneumoniae (AC-Kp) por 2 ou 4h.

Embora o MFI em macréfagos ap6s a fagocitose de diferentes fontes de células
apoptoticas apresente variages nos tempos de 2h apés a incubacgédo (AC - 20242.1, AC-
Sp - 11448.6 e AC-Kp - 20676,9) e apds 4h de incubacdo (AC - 23148.6, AC-Sp -
13451.0 e AC-Kp - 19321.3), a porcentagem de macrofagos contendo células
apoptdticas no seu interior (% de células CFSE™) foi semelhante. Em todas as condicdes
experimentais a porcentagem de eferocitose foi de aproximadamente 95%, ou seja,
quase a totalidade dos macréfagos MO continham células apoptoticas em seu interior
nos diferentes tempos analisados (Figura 5). Assim, optamos por realizar 0s
experimentos subsequentes utilizando o tempo de 2h de eferocitose.
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Figura 5. Porcentagem de eferocitose das diferentes fontes de células apoptoticas.
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Os macrofagos MO (histograma cinza) foram cultivados na presenga de AC (linha preta), AC-Sp
(linha vermelha) ou AC-Kp (linha azul) marcadas com 10uM de CFSE na proporgdo de 1
macrofagos para 3 células apoptéticas (1 M0:3 AC), por 2h ou 4h. Apos esse periodo, 0s
macrofagos foram coletados e analisados por citometria de fluxo para a determinacéo do indice
de eferocitose. A) Somatorias das replicatas experimentais no tempo de 2 e 4h. B) Média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) referente a eferocitose por 2h. C) MFI referente a
eferocitose por 4h. Os resultados sdo referentes a um experimento representativo de dois
experimentos realizados individualmente.
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5.4. Perfil de ativacdo de macrofagos MO apos a eferocitose de células
apoptaticas estéreis ou infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae

Para determinar o efeito da eferocitose de células apoptéticas no perfil de
ativacdo de macrofagos, macréfagos MO foram incubados na presenca de AC, AC-Sp e
AC-Kp. Apés 24h de incubacdo, os macrofagos cultivados nas diferentes condigdes
experimentais foram avaliados em relacdo a expressdo de genes relacionados tanto ao
perfil M1 quanto ao perfil M2.

Diferentemente do que esperdvamos, a fagocitose de células apoptoticas estéreis
ndo alterou o perfil de expressdo dos genes analisados, Argl, Fizzl, Cd206, Ccr7,
qguando comparados aos macrofagos MO (Figura 6). Observamos também uma
tendéncia a diminuicdo da expressdo de Cd86 nessa condicdo experimental. Por outro
lado, a eferocitose de AC-Sp por macr6fagos MO resultou no aumento da expressdo de
Fizz1 e Ccr7 quando comparados aos macrofagos na auséncia de AC ou aos macréfagos
que eferocitaram AC. Além disso, também observamos uma tendéncia a diminuicdo da
expressao de Cd86 e Argl quando comparado apenas aos macrofagos MO (Figura 6). A
eferocitose de AC-Kp resultou em uma tendéncia a diminuicdo da expressdo de Cd206 e
uma tendéncia ao aumento da expressdo de Ccr7 e Cd86 quando comparado aos
macrdfagos na auséncia de AC e aos que fagocitaram AC (Figura 6).

Semelhante ao observado em relacdo a expressdo génica, a eferocitose de AC
induziu um padrdo de producdo dos mediadores semelhante ao observado com
macréfagos MO. Por outro lado, a eferocitose de AC-Sp induziu um aumento na
producdo de mediadores inflamatérios como IL-1B e 6xido nitrico quando comparado
aos macrofagos MO ou aqueles que fagocitaram AC. N&o foram observadas diferencas
quanto a producdo de TNF-a e IL-10 nessa condicao experimental (Figura 6).

A eferocitose de AC-Kp induziu a liberacdo de altos niveis de mediadores
inflamatérios, TNF-a, IL-1p e 6xido nitrico, quando comparado tanto a condicdo
experimental contendo apenas macr6fagos MO na auséncia ou presenca de AC (Figura
6). Observamos também uma tendéncia ao aumento na producdo de IL-10 nessa

condicao experimental.
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Figura 6. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macrofagos apos a

eferocitose de AC, AC-Sp ou AC-Kp.
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Os macrofagos MO foram cocultivados com AC, AC-Sp ou AC-Kp na proporgdo de 1
macrofago para 3AC (1MO: 3AC), por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com
meio novo por subsequentes 24h. Ap6s esse periodo as células foram coletadas e a expressao
dos genes foi analisa. A) Argl, B) Fizzl, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes das
culturas celulares foram coletados e avaliados quanto a presenca dos diferentes mediadores. F)
TNF-0, G) IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de polarizagdo
observado nos graficos A-l; macrofagos MO: verde, macréfagos M1: vermelho e macréfagos
com perfil misto: amarelo. Resultados de F-H foram expressos em pg/mL e os resultados de |
foram expressos em uM. Média £+ SEM da quantificacdo referente a 4-10 experimentos
realizados individualmente sem replicatas experimentais. * p < 0,05 vs MO, # p < 0,05 vs AC e
& p < 0,05 vs AC-Sp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no grafico.
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5.5. Participacéo de receptores do tipo Toll no perfil de ativacdo de macroéfagos
MO apéds a eferocitose de células apoptoticas estéreis ou infectadas com S.
pneumoniae ou K. pneumoniae

TLR2 e TLR4 sdo receptores descritos no reconhecimento tanto de S.
pneumoniae (44, 90) como de K. pneumoniae (91). Além disso, prévios estudos
demonstraram que esses receptores podem ser translocados para o fagossomo durante o
processo de eferocitose onde desempenham suas func@es de reconhecimento de PAMPS
e ativacdo das vias de sinalizagcdes aos quais estdo acoplados (92, 93). Nesse trabalho,
avaliamos a participacdo desses dois receptores no processo de ativacdo de macréfagos
apos a eferocitose de células apoptoticas estéreis ou células apoptéticas infectadas com
as duas cepas bacterianas citadas.

A auséncia dos receptores TLR2 durante o processo de eferocitose de AC, de
maneira geral, ndo alterou o perfil de expressdo dos genes relacionados tanto ao perfil
M1 (Ccr7 e Cd86) em macrdfagos quando comparado aos macréfagos MO oriundos de
animais WT que fagocitaram AC (Figura 7). Observamos também um modesto aumento
da expressdo de Argl e uma diminuicdo da expressao de Fizzl. Por outro lado, a
auséncia de TLR4 durante o processo de eferocitose de AC resultou em uma tendéncia
ao aumento da expressao de Cd206, Ccr7 e Cd86 quando comparado aos macrofagos
MO oriundos de animais WT que fagocitaram AC (Figura 7).

A avaliacdo dos mediadores liberados no sobrenadante da cultura de macréfagos
deficientes para os receptores TLR2 e TLR4 apés eferocitose de AC ndo indicou
alteracdo no perfil de mediadores secretados. Néo foi detectada diferencas quanto a
producdo de TNF-a, IL-10 e NO em nenhuma das condi¢des avaliadas. Corroborando
aos resultados anteriores, ndo foi detectado IL-1P nas condi¢des citadas acima (Figura
7).
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Figura 7. Perfil de expressdo génica e de mediadores secretados por macrofagos

deficientes de TLR2 ou TLR4 apds a eferocitose de células apoptéticas estéreis.
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Os macrofagos MO oriundos de camundongos selvagens, camundongos deficientes para TLR2
(TLR2KO) ou camundongos deficientes para TLR4 (TLR4KO) foram cocultivados com células
apoptaticas estéreis na propor¢do 1 macréfago MO a cada 3 AC, por 2h. Em seguida, a cultura
foi lavada e incubada com meio novo por subsequentes 24h. Apds esse periodo, as células
foram coletadas e a expressdo dos genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e
E) Cd86. Os sobrenadantes das culturas celulares foram coletados e avaliados quanto & presenca
de diferentes mediadores. F) TNF-o, G) IL-10, H) NO e 1) Esquema representativo do perfil de
polarizacdo observado nos graficos A-H; macréfagos MO: verde. Resultados de F e G foram
expressos em pg/mL e os resultados de H foram expressos em pM. Média + SEM da
quantificacdo de 4-6 experimentos realizados individualmente. Valores de p entre 0,5 e 0,05
estdo sinalizados no gréfico.
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A eferocitose de AC-Sp por macrofagos de animais deficientes para o receptor
TLR2 ou deficientes para o receptor TLR4 ndo induziu diferencas estatisticamente
significativas na expressdo dos genes avaliados (Fizzl, Ccr7 e Cd86) quando
comparado aos macrofagos oriundos de animais selvagens ap0s a eferocitose de AC-Sp.
Houve um modesto aumento na expressao de Argl e uma tendéncia a diminuicdo da
expressao de Cd206 em macrdfagos deficientes para o receptor TLR2 (Figura 8).

Dentre os mediadores avaliados no sobrenadante de cultura, a eferocitose de
AC-Sp ndo induziu alteracdo no perfil de citocinas liberadas por macrofagos deficientes
tanto para TLR2 quando comparado aos oriundos de animais WT. Por outro lado, a
eferocitose de AC-Sp por macrofagos deficientes de TLR4 induziu uma tendéncia a
aumento na liberagdo de IL-1B quando comparamos aos oriundos de animais WT que

eferocitam AC-Sp (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macréfagos deficientes

de TLRs apo6s a eferocitose de células apoptéticas infectadas com S. pneumoniae.
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Os macrofagos MO oriundos de camundongos selvagens, camundongos deficientes para TLR2
(TLR2KO) ou camundongos deficientes para TLR4 (TLR4KO) foram cocultivados com AC-Sp
na proporcdo 1 macréfago MO a cada 3 AC-Sp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e
encubada com meio novo por subsequentes 24h. Apés esse periodo as células foram coletadas e
a expressdo dos genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os
sobrenadantes de cultura foram coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes
mediadores. F) TNF-a, G) IL-1p, H) IL-10, 1) NO e J) Esquema representativo do perfil de
polarizacéo observado nos gréficos A-1; macréfagos com perfil misto: amarelo, macréfagos com
perfil misto dirigindo-se ao perfil M2: azul claro e macréfagos com perfil misto dirigindo-se ao
perfil M1: laranja. Resultados de A-H sdo expressos em pg/mL e o resultado de | é expresso em
UM. Média £ SEM da quantificacdo referente a 3-7 experimentos realizados individualmente
sem replicatas experimentais. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estéo sinalizados no gréfico.
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Quando avaliamos o perfil génico de macrofagos deficiente de TLR2 e TLR4
que eferocitam AC-Kp notamos uma tendéncia ao aumento da expressdo de Cd206 em
células deficientes para o receptor TLR2 e uma tendéncia a diminuigdo na expressao de
Ccr7 quando AC-Kp foram fagocitadas por macrofagos deficientes de TLR4 comparado
aos macrofagos MO selvagens que fagocitaram AC-Kp (Figura 9). Nao foram
observadas modulacdes no perfil dos outros genes avaliados (Argl, Fizzle Cd86).

A deficiéncia dos receptores TLR2 em macrofagos MO que fagocitam AC-Kp
resultou em uma tendéncia a diminuicéo da producgdo de IL-10 e aumento da liberacdo
de TNF-a quando comparados a eferocitose de AC-Kp por macr6fagos MO oriundos de
animais selvagens. Da mesma forma, a deficiéncia de TLR4 em macr6fagos provocou
uma tendéncia a diminuicdo na producdo das citocinas IL-10 e IL-1p quando
comparado a condi¢do de macréfagos MO oriundos de animais selvagens (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macréfagos deficientes

de TLRs apos a eferocitose de células apoptoéticas infectadas com K. pneumoniae.
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Os macrofagos MO oriundos de camundongos selvagens, camundongos deficientes para TLR2
ou camundongos deficientes para TLR4 foram cocultivados com AC-Kp na proporcdo 1
macrofago MO a cada 3 AC-Kp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio
novo por subsequentes 24h. Apos esse periodo, as células foram coletadas e a expressdo dos
genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de
cultura foram coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G)
IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de polarizacdo observado nos
graficos A-1; macrofagos M1: vermelho. Resultados de F-H sdo expressos em pg/mL e o
resultado de | é expresso em uM. Média £ SEM da quantificacdo referente a 4-6 experimentos
realizados individualmente sem replicatas experimentais. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo

sinalizados no gréfico
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5.6. Participacdo do fator de transcricdo NF-kB no perfil de ativacdo de
macréfagos MO apos a eferocitose de células apoptoticas estéreis ou células
apoptoticas infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae

Além de receptores de superficie, diferentes moléculas adaptadoras e fatores de
transcrigdo influenciam na ativacdo dos diferentes perfis de macrofagos (94). O NF-«xB
é um importante fator de transcri¢do envolvido diretamente na producdo de citocinas
por macréfagos (95). Dessa forma, avaliamos o evolvimento dessa molécula na ativacao
de macréfagos durante aeferocitose de AC, AC-Sp e AC-Kp.

Diversas concentragdes do inibidor de NF-kB foram testadas (5, 10 e 25uM),
entretanto, as concentragdes de 10 e 25uM mostraram-se toxicas, uma vez que
diminuiram a viabilidade celular da cultura apds o tratamento (dados ndo mostrados).
Assim, a concentracdo de 5uM foi utilizada para 0s subsequentes experimentos.

Macr6fagos MO que eferocitam AC na presenca do inibidor apresentaram um
aumento expressdo de Argl e Cd86. Observamos, também, uma tendéncia ao aumento
da expressdo da molécula de Fizz1 e Cd206 na presenca do inibidor quando comparado
a macrofagos MO na auséncia do tratamento. Ndo foram observadas diferencas na
expressdo de Ccr7 apos a eferocitose de AC quando a via de sinalizacdo de NF-«xB
estava inibida (Figura 10).

A avaliacdo do perfil de mediadores liberados apds a eferocitose de AC na
presenca do inibidor de NF-xB demonstrou uma diminuicdo significativa da liberacao
de IL-10 e uma modesta diminuicdo na producdo de TNF-a. Além disso, houve uma
tendéncia ao aumento na liberagdo de O&xido nitrico, quando comparamos aos
macrofagos MO que eferocitaram AC na auséncia do inibidor de NF-xB. Corroborando
aos dados ja obtidos, ndo foi detectada a presenca de IL-1p nessa condigdo experimental
(Figura 10).
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Figura 10. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macréfagos tratados

com inibidor de NF-xB apés a eferocitose de células apoptoticas estéreis.
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Macréfagos MO foram tratados com inibidor de NF-kB (5uM) por 30 minutos. Apos esse
periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC na proporcao 1 macréfago MO a cada 3
AC, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo por subsequentes 24h.
Apds esse periodo, as células foram coletadas e a expressdo dos genes foi analisada. A) Argl,
B) Fizzl, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e
avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G) IL-10, H) NO e I)
Esquema representativo do perfil de polarizacdo observado nos gréficos A-H; macréfagos MO:
verde e macrofagos com perfil misto: amarelo. Resultados de F e G s&o expressos em pg/mL e o
resultado de H é expresso em uM. Média + SEM da quantificacdo referente a 4-7 experimentos
realizados individualmente sem replicatas experimentais. *p<0,05 vs MO+AC. Valores de p
entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no gréfico.
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Por outro lado, a eferocitose de AC-Sp por macrofagos MO induziu um aumento
na expressdo de Cd86 e uma tendéncia ao aumento da expressdao de Argl e Cd206
quando comparado aos macrofagos MO que eferocitaram AC-Sp na auséncia do inibidor
de NF-«kB (Figura 11). N&o observamos diferengas na expressao de Ccr7 e Fizz1 nessa
condicgdo experimental.

Somado a isso, observamos uma tendéncia a diminuicao da producéo de TNF-a
por macrofagos tratados com o inibidor de NF-«kB apoés a eferocitose de AC-Sp quando
comparado aos macrdfagos que eferocitaram AC-Sp sem a presenca do tratamento com
0 inibidor de NF-xB. Nao ocorreram alteracdo no perfil de liberacdo dos outros

mediadores avaliados (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macréfagos tratados

com inibidor de NF-xB apos a eferocitose de células apoptédticas infectadas com S.

pneumoniae.
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Os macrdfagos MO foram tratados com inibidor de NF-kB (5uM) por 30 minutos. Ap6s esse
periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC-Sp na propor¢do 1 macréfago MO a cada
3 AC-Sp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo por subsequentes
24h. Apos esse periodo as células foram coletadas e a expressao dos genes foi analisada. A)
Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e
avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G) IL-18, H) IL-10, I) NO e
J) Esquema representativo do perfil de polarizacdo observado nos graficos A-l; macrofagos com
perfil misto: amarelo e macréfagos com perfil misto dirigindo-se ao perfil M2: azul claro.
Resultados de F-H s&o expressos em pg/mL e o resultado de | é expresso em uM. Média £ SEM
da quantificacdo referente a 3-10 experimentos realizados individualmente sem replicatas
experimentais. *p<0,05 vs M0+AC-Sp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no
grafico.
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A eferocitose de AC-Kp na presenca do inibidor de NF-xB resultou em uma
diminuicdo na expressdo de Cd206 em macrofagos (Figura 12). Além disso,
observamos uma tendéncia & diminuicdo da expressdo de Fizzl, Argl e Ccr7 em
macréfagos MO que eferocitaram AC-Kp na presenca do inibidor de NF-kB quando
comparado aos macréfagos MO que eferocitaram AC-Kp na auséncia do tratamento
farmacologico com o inibidor. N&o foram observadas mudancas no perfil de expresséo
de Cd86 para esta condi¢do experimental.

O tratamento com o inibidor de NF-kB em macréfagos que fagocitaram AC-Kp
promoveu uma diminuicdo na liberacdo de IL-1p quando comparado aos macrofagos
MO que fagocitaram AC-Kp sem a inibicdo dessa via de sinalizacdo (Figura 12). Nao
observamos diferengas na producdo de TNF-a, IL-10 e NO entre macr6fagos MO que
fagocitaram AC-Kp na presenca ou ndo do inibidor de NF-«kB.



40

Figura 12. Perfil de expressao génica e de mediadores secretados por macréfagos tratados

com inibidor de NF-kB apos a eferocitose de células apoptdticas infectadas com K.

pneumoniae.
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Os macréfagos MO foram tratados com inibidor de NF-kB (5uM) por 30 minutos. Ap6s esse
periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC-Kp na propor¢do 1 macrofago MO a
cada 3 AC-Kp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo por
subsequentes 24h. Apds esse periodo as células foram coletadas e a expressao dos genes foi
analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram
coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G) IL-1p, H) IL-
10, 1) NO e J) Esquema representativo do perfil de polarizacdo observado nos graficos A-l;
macrdfagos M1: vermelho e macréfagos com perfil misto dirigindo-se ao perfil M1: laranja.
Resultados de F-H s&o expressos em pg/mL e o resultado de | é expresso em uM. Média £ SEM
da quantificacdo referente a 3-10 experimentos realizados individualmente sem replicatas
experimentais. *p<0,05 vs MO+AC-Kp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no
grafico.
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5.7. Envolvimento dos fatores de transcricdo STAT1 e STAT3 no perfil de
ativacdo de macrdéfagos MO apds a eferocitose de células apoptoticas estéreis
ou células apoptoticas infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae

Além do fator de transcricdo NF-kB, avaliamos também a influéncia de STAT1
e STAT3, uma vez que esses sdo fatores de transcricdo sabidamente envolvidos na
polarizacdo de macrdfagos para o perfil de ativacdo M1 (96) e M2 (97). Lawrence e
Kornblunth demonstraram que a infeccdo causada por S. pneumoniae induz a ativacao
tanto de STAT1 como de STAT3 no ambiente pulmonar (98). Além disso, animais
deficientes de STAT1 sdo mais susceptiveis a infeccbes causadas por esse patdgeno
(99). Por outro lado, o blogueio de STAT1 durante a infeccdo por K. pneumoniae
favoreceu a resolucdo da infeccdo, associado a liberacdo de IL-10, ativacdo de STATS3,
e 0 aumento da eferocitose de neutrofilos apoptéticos no pulméo dos animais (100).

As concentragdes dos inibidores de STAT1 e STAT3 del0, 20 e 30uM, foram
testadas para todas as condigdes experimentais (AC, AC-Sp e AC-Kp), mas estas se
mostraram toxicas, uma vez que diminuiram a viabilidade celular (dados né&o
mostrados). Dessa forma, as concentracdes utilizadas nos experimentos subsequentes
foram 1 e 0,1uM.

O tratamento com o inibidor do fator de transcricdo STAT1 néo alterou o perfil
dos genes M1/M2 (Fizz1, Cd206, Ccr7 e Cd86) expressos por macrofagos MO apds
eferocitose de AC. Observamos apenas uma tendéncia ao aumento da expressdo de
Argl quando a cultura celular foi tratada com 1uM do inibidor de STAT1 (Figura 13).
A eferocitose de AC por macr6fagos MO0 na presenca do inibidor de STAT3 resultou em
um aumento da expressdo de Cd206 quando comparado aos macr6fagos MO que
fagocitaram AC na auséncia de inibicdo farmacoldgica da via de STAT3. Ndo foram
observadas alteracdo na expressao dos outros genes avaliados, sejam eles relacionados
ao perfil M1, Ccr7 e Cd86, ou genes relacionados ao perfil M2, Argl e Fizz1 (Figura
13).

A presenca do inibidor de STAT1 na concentracdo de 1uM durante a eferocitose
de AC resultou na producdo de TNF-a por esses macrofagos quando comparamos aos
macrofagos MO que fagocitaram AC sem a inibicdo dos fatores de transcricdo (Figura
13). O tratamento com os inibidores de STAT1 e STATS3, nas duas concentragdes
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avaliadas, foi capaz de inibir a liberacdo de IL-10 por macrofagos que fagocitaram AC
quando comparado aos macréfagos MO ndo tratados (Figura 13). Observamos uma
tendéncia a diminuicdo da producdo de 6xido nitrico em macrofagos que eferocitaram
AC na presenca dos inibidores de 0,1uM de STAT3 quando comparado aos macrofagos

que ndo receberam bloqueio farmacoldgico (Figura 13).
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Figura 13. Perfil de expressdo génica e mediadores secretados por macréfagos tratados

com inibidores de STAT ap0s a eferocitose de células apoptaticas estéreis.
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Os macréfagos MO foram tratados com inibidor de STAT1 e STAT3 (0,1 e 1uM) por 30
minutos. Apods esse periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC na proporcao 1
macréfago MO a cada 3 AC, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo
por subsequentes 24h. Apoés esse periodo as células foram coletadas e a expresséo dos genes foi
analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram
coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G) IL-10, H) NO
e 1) Esquema representativo do perfil de polarizagdo observado nos gréficos A-H; macréfagos
MO: verde, macrofagos M1: vermelho e macrofagos M2: azul. Resultados de F e G s&o
expressos em pg/mL e o resultado de H é expresso em uM. Média + SEM da quantificacdo
referente a 2-5 experimentos realizados individualmente sem replicatas experimentais. *p<0,05
vs MO+AC. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no gréfico.
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De maneira geral, quando analisamos o impacto da presenca dos inibidores de
STAT1/3 durante a eferocitose de AC-Sp por macréfagos MO, observamos a inibicdo da
expressdo génica de marcadores relacionados tanto ao perfil de ativagdo M1 quanto M2.
A presenca do inibidor de STAT1 na menor concentragdo resultou em uma menor
expressao de Fizzle Cd86 e uma tendéncia a diminuicdo da expressao de Cd206, Argl e
Ccr7 em macrofagos MO que eferocitaram AC-Sp, quando comparado aos macrofagos
que ndo receberam o tratamento farmacolégico (Figura 14). Entretanto, na concetragao
de 1uM do inibidor de STAT1 houve uma diminui¢do da expressdao de genes do perfil
M1 (Ccr7 e Cd86) quando comparado a macr6fagos MO que eferocitaram AC-Sp na
auséncia do inibidor (Figura 14).

Por outro lado, a presenca do inibidor de STAT3 durante a eferocitose de AC-Sp
por macrofagos MO resultou na inibicdo de genes do perfil M1 em ambas as
concentracdes, e na expressdo de Fizzl na concentracdo de 1puM. Observamos uma
tendéncia a inibicdo de Argl e Cd206 em ambas as concentracdes e de Fizzl na
concentracdo de 0,1uM quando comparado aos macréfagos MO cultivados na presenca
de AC-Sp na auséncia de tratamento (Figura 14).

O tratamento com o inibidor de STAT1 em macrofagos MO que fagocitaram
AC-Sp resultou em uma tendéncia a menor liberagéo de IL-1p e redugdo da produgao de
IL-10, principalmente na menor concentracdo utilizada, quando comparado a
macréfagos MO que fagocitaram AC-Sp sem inibicdo dessa via de sinalizacdo (Figura
14). N&o foram observadas mudangas no perfil de liberacdo dos mediadores TNF-a e
oxido nitrico durante o bloqueio de STAT1 quando comparado aos macréfagos MO na
presenca de AC-Sp.

O tratamento com o inibidor de STAT3 em macro6fagos MO que fagocitam AC-
Sp resultou em um modesto aumento da liberacdo de TNF-a e tendéncia & diminuicao
da producdo de IL-10 quando comparado a macrdéfagos que ndo sofreram o blogqueio
desse fator de transcri¢do (Figura 14). N&o observamos diferengas na producgéo de IL-18

e oxido nitrico nessa condigao experimental.
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Figura 14. Perfil de expressao génica e de mediadores secretados por macréfagos tratados
com inibidores de STAT1 e STAT3 apds a eferocitose de células apoptdticas infectadas

com S. pneumoniae.
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Os macrofagos MO foram tratados com inibidor de STAT1 ou STAT3 (0,1 e 1uM) por 30
minutos. Apoés esse periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC-Sp na proporgéo 1
macrd6fago MO a cada 3 AC-Sp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio
novo por subsequentes 24h. Apos esse periodo, as células foram coletadas e a expressdo dos
genes foi analisada. A) Argl, B) Fizzl, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de
cultura foram coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. F) TNF-a, G)
IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de polarizagdo observado nos
gréaficos A-1; macréfagos MO: verde, macréfagos com perfil misto: amarelo e macr6fagos com
perfil misto dirigindo-se ao perfil M1: laranja. Resultados de F-H séo expressos em pg/mL e o
resultado de | é expresso em uM. Média SEM da quantificacdo referente a 3-8 experimentos
realizados individualmente. *p<0,05 vs MO+AC-Sp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo
sinalizados no gréfico.
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A fagocitose de AC-Kp por macréfagos MO na presenca de 0,1uM do inibidor
de STATL resultou em um aumento da expressdo de Cd206 e Ccr7, quando comparado
a fagocitose de AC-Kp por macréfagos MO na auséncia do inibidor de STATL.
Observamos, também, uma modesta inibicdo da expressdo Argl e Cd206 na prdesenca
de 1uM do inibidor de STAT1. Nenhuma modulacdo na expressao de Fizz1 e Cd86 foi
observada durante a inibicdo do fator de transcricdo STAT1 em qualquer das
concentracgdes testadas - 0,1uM ou 1uM (Figura 15).

A eferocitose de AC-Kp por macréfagos MO na presenca de ambas as
concentracdes do inibidor do fator de transcricdo STAT3 resultou em uma tendéncia a
diminuicdo da expressao de Argl, Fizzl e Cd206 e aumento da expressdao de Cd86
quando essas células foram tratadas com 1uM do inibidor quando comparado a
macréfagos MO que fagocitaram AC-Kp na auséncia do tratamento (Figura 15).

A liberacdo de TNF-o ¢ IL-10 por macrofagos cocultivados com AC-Kp foi
inibida na presenca do inibidor de STAT1 (0,1uM e 1puM) quando comparado a
condicdo cocultivada com AC-Kp na auséncia do tratamento farmacoldgico. De forma
semelhante ao observado durante o tratamento com inibidor de STAT1, a presenca do
inibidor de STAT3 durante a fagocitose de AC-Kp por macréfagos MO promoveu a
inibicdo da liberacdo de IL-10 e uma modesta diminui¢do da producdo de TNF-a,
quando comparado aos macrofagos MO que fagocitaram AC-Kp, na auséncia de
tratamento. N&o foram observadas diferengas na producdo de Oxido nitrico e IL-1B
durante o bloqueio da via de sinalizacdo de STAT1 e STAT3 independente da

concentracdo do inibidor utilizada (Figura 15).
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Figura 15. Perfil de expressao génica e de mediadores secretados por macréfagos tratados

com inibidores de STAT apés a eferocitose de células apoptoéticas infectadas com K.

pneumoniae.
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Os macrdéfagos MO foram tratados com inibidor de STAT1 ou STAT3 (0,1 e 1uM) por 30
minutos. Apds esse periodo, as células foram cultivadas na presenca de AC-Kp na proporcéo 1
macrofago MO a cada 3 AC-Sp, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio
novo por subsequentes 24h. ApGs esse periodo, as células foram coletadas e a expressdo dos
genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os sobrenadantes de
cultura foram coletados e avaliados quanto a presenga de diferentes mediadores. F) TNF-a, G)
IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de polarizagcdo observado nos
graficos A-l; macréfagos M1: vermelho e macr6fagos com perfil misto: amarelo. Resultados de
F-H sdo expressos em pg/mL e o resultado de | é expresso em puM. Média + SEM da
quantificagdo referente a 2-5 experimentos realizados individualmente. *p<0,05 vs MO+AC-Kp.
Valores de p entre 0,5 e 0,05 estéo sinalizados no gréfico.
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5.8. Participacdo da via ndo candnica do inflamassoma no perfil de ativacéo de
macréfagos MO apds a eferocitose de células apoptéticas estéreis ou
infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae.

Durante a eferocitose de células apoptoticas infectadas, o patégeno ou
fragmentos deste, podem acessar o citoplasma celular e desencadear a ativacdo PRRs
presentes nesse compartimento celular. O escape de patdgenos, ou seus componentes,
do microambiente fagossomal foi previamente descrito nas infeccdes por K.
pneumoniae (101-106) e S. pneumoniae (49, 107). Flood e colaboradores demonstraram
que no modelo de cancer associado a colite, caspase 11 € necessaria para a ativacdo de
STATL1 e produgdo de citocinas inflamatdrias (108). Assim, avaliamos se a eferocitose
de ceélulas apoptdticas infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae ou AC
modularia a ativacdo de macrofagos MO dependente da ativagdo ndo candnica do
inflamassoma, via ativacdo direta de caspase 11.

A eferocitose de AC por macréfagos deficientes de caspase 11 resultou em uma
diminuicdo e tendéncia a diminuicdo da expressao de Ccr7 (gene relacionado ao perfil
M1) e Argl (gene relacionado ao perfil M2), respectivamente, quando comparado a
eferocitose de AC por macrofagos derivados de animais selvagens. Observamos um
modesto aumento da expressdao de Cd206, porém, houve alteracfes na expressdo de
Fizz1 e Cd86 nessa condi¢do experimental (Figura 16).

A eferocitose de AC por macréfagos deficientes de caspase 11 ndo alterou o
perfil de citocinas liberadas quando comparado a eferocitose de AC por macréfagos
derivados de animais selvagens. N&o foi detectada a producdo de IL-1B durante a
eferocitose de AC como demonstrado anteriormente (dados ndo mostrados).
Macrofagos deficientes de caspase 11, quando eferocitam AC apresentam uma
tendéncia ao aumento da liberacdo de Oxido nitrico e uma tendéncia a diminuicdo na
producdo de TNF-a quando comparado aos macrdfagos oriundos de animais WT
(Figura 16).
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Figura 16. Perfil de expressdo génica e de mediadores secretados por macrofagos

deficientes de caspase 11 ap0s a eferocitose de células apoptoticas estéreis.
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Os macrdfagos MO derivados de animais deficientes de caspase 11foram cultivados na presenga
de AC na proporcdo 1 macréfago MO a cada 3 AC, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e
incubada com meio novo por subsequentes 24h. Apés esse periodo as células foram coletadas e
a expressao dos genes foi analisada. A) Argl, B) Fizzl, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Os
sobrenadantes de cultura foram coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes
mediadores. F) TNF-a, G) I1L-10, H) NO e I) Esquema representativo do perfil de polarizacao
observado nos graficos A-H; macr6fagos MO: verde e macrofagos com perfil misto: amarelo.
Resultados de F e G sdo expressos em pg/mL e o resultado de H é expresso em uM. Média +
SEM da quantificagdo referente a 3-8 experimentos realizados individualmente sem replicatas
experimentais. *p<0,05 vs MO-WT+AC. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no

grafico.
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A eferocitose de AC-Sp por macréfagos deficientes de caspase 11 resultou no
aumento e tendéncia ao aumento da expressao de genes relacionados ao perfil M2,
Cd206 e Argl e diminuicdo e tendéncia a diminuicdo da expressdo de genes
relacionados com o perfil M1, Ccr7 e Cd86 sugerindo uma mudanga do perfil de
ativacdo desses macrdfagos na auséncia de caspase 11 (Figura 17).

A analise do sobrenadante de cultura mostrou que macrofagos MO derivados de
animais deficientes para caspase 11 tém uma tendéncia a inibi¢do da producgéo de IL-10
e uma tendéncia a producdo de Oxido nitrico apds a eferocitose de AC-Sp, quando
comparado a macrofagos oriundos de animais selvagens. Ndo observamos alteracdo na
liberacdo de TNF-a e IL-1 (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de expressdo génica de macrofagos deficientes de caspase 11 apos a

eferocitose de células apoptdticas infectadas com S. pneumoniae.
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Os macrdfagos MO derivados de animais deficientes de caspase 11foram cultivados na presenca
de AC-Sp na proporcdo 1 macrofago MO a cada 3 AC-Sp, por 2h. Em seguida, a cultura foi
lavada e incubada com meio novo por subsequentes 24h. Apds esse periodo as células foram
coletadas e a expressdo dos genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E)
Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e avaliados quanto a presenca de diferentes
mediadores. F) TNF-a, G) IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de
polarizagdo observado nos gréaficos A-I; macrofagos com perfil misto: amarelo e macrofagos
com perfil misto dirigindo-se ao perfil M2: azul claro. Resultados de F-H s&o expressos em
pg/mL e o resultado de | é expresso em puM. Média £ SEM da quantificacdo referente a 3-7
experimentos realizados individualmente. *p<0,05 vs MO+AC-Sp. Valores de p entre 0,5 e 0,05
estdo sinalizados no gréfico.
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A deficiéncia de caspase 11 em macréfagos MO que eferocitaram AC-Kp
resultou em uma tendéncia a diminuicdo na expressdo de Ccr7, Fizz1 e Cd206 quando
comparado aos macrofagos MO oriundos de animais selvagens incubados com AC-Kp.
A auséncia de caspase 11 n&o interferiu na expressdo de Argl e Cd86 nas mesmas
condigdes experimentais (Figura 18).

Macrofagos deficientes de caspase 11 que eferocitam AC-Kp apresentam
inibicdo de TNF-a quando comparado aos macrofagos MO, oriundos de animais
selvagens na presenca de AC-Kp. No entanto, ndo houve altera¢fes quanto a producéao
de IL-10, 6xido nitrico, tdo pouco de IL-1p por macrdéfagos, na auséncia ou presenca de

caspase 11 durante a eferocitose de AC-Kp (Figura 18).



53

Figura 18. Perfil de expressdo génica e de mediadores secretados por macréfagos

deficientes de caspase 11 apOs a eferocitose de células apoptoticas infectadas com K.
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Os macrdfagos MO derivados de animais deficientes de caspase 11foram cultivados na presenga
de AC-Kp na proporgdo 1 macréfago MO a cada 3 AC-Kp, por 2h. Em seguida, a cultura foi
lavada e incubada com meio novo por subsequentes 24h. Apds esse periodo as células foram
coletadas e a expressdo dos genes foi analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206, D) Ccr7 e E)
Cd86. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e avaliados quanto & presenca de diferentes
mediadores. F) TNF-a, G) IL-1B, H) IL-10, I) NO e J) Esquema representativo do perfil de
polarizacdo observado nos graficos A-l; macr6fagos M1: vermelho e macréfagos com perfil
misto: amarelo. Resultados de F-H sdo expressos em pg/mL e o resultado de | é expresso em
MM. Média + SEM da quantificacdo referente a 3-8 experimentos realizados individualmente.
*p<0,05 vs MO+AC-kp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no gréfico.
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5.9. Efeito da instilagdo de células apoptoéticas estéreis ou infectadas com S.
pneumoniae ou K. pneumoniae no microambiente pulmonar.

Durante a fase de resolucdo de uma infeccdo, os mondcitos e neutréfilos que
migraram para o tecido infectado para conter a proliferacdo bacteriana entram em
processo de morte celular, gerando o acumulo de células apoptdticas infectadas que sdo
removidas principalmente por macrofagos. Dessa forma, avaliamos como ceélulas
apoptoticas infectadas com S. pneumoniae ou K. pneumoniae influenciaraim no
ambiente pulmonar. Para isso, AC-Sp ou AC-Kp foram instiladas e, apds 24h, os
pulmdes foram coletados e determinou-se a expressdo de genes relacionados ao perfil
M1/M2 de ativacdo macrofagos e a liberacdo de citocinas no microambiente pulmonar.

A instilacdo dos animais com AC-Sp ndo alterou a expressdo dos genes
avaliados quando comparado aos animais tratados apenas com PBS (Figura 19). Por
outro lado, a instilagdo de AC-Kp induziu aumento da expressdo tanto de genes
relacionados ao perfil M2, Argl, como Ccr7, relacionado com o perfil M1 de ativacao
de macrofagos quando comparamos ao grupo que recebeu apenas AC. Observamos
também uma tendéncia ao aumento da expressdao de Fizzl, Cd86 e Cd206 nessa
condicdo experimental (Figura 19).
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Figura 19. Perfil de expressdo génica de células pulmonares apds a eferocitose dos

diferentes tipos de células apoptdticas.

0.0536 (AC-Sp) -~ 0.10- * — = 0.0674 (Controle)
s 035 % S - g S 0.030- 0.0538 (AC-5p)
T 030 v 5 v 5
3 025 S 0.084 3 0.0254
= 0.20 g i v
g 015 _I_ o 0.06 3 0.
S 010 2 2 i
£ 0.015 = 0.044 . £ 0.015
= Y
& 0.010 - 3 — . & 0.0101
& = 0.
3, 0.005 ! B + o054, . 7
3 X 0.00- X x5
= 0.000 . g ¥} 0.000-—'1—$—|—
{ N Q % () 9 1Q
& F G & P
i A C ol
< 0.08- -
3 3
S *# S
2 0.06- 5 3
=]
o + g
Z 0.044 & g
= 3
£ 0.02 —} e
g o5 s
b . A %
© .00 —7— )
A ) VQ
N ¥
\( ’ ’
CIOQ ?’Q ?’Q

Animais C57BI/6 foram instilados com aproximadamente 10’ células apoptéticas (AC-Sp e AC-
Kp) ou PBS. Ap6s 24h, os animais foram sacrificados, os pulmdes coletados, digeridos com
1.6mg/mL de colagenase D por 1h. As células foram lisadas e a expressdo génica foi avaliada
por gPCR. A) Argl, B) Fizzl, C) Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. Resultado referente a 1
experimento com 4 animais por grupo. *p<0,05 vs PBS e #p<0,05 vs AC-Sp. Valores de p entre
0,5 e 0,05 estdo sinalizados no grafico.
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O desafio com AC-Sp resultou na producdo de IL-10 e uma tendéncia a
diminuicdo de IL-6 no homogenato de pulmdo quando comparado ao grupo instilado
com PBS (Figura 20).

O homogento de pulmé&o dos animais instilados com AC-Kp apresentou maiores
concentragdesde TNF-a, IL-1B, TGF-B, IL-10, IL-4 e IL-12 e uma modesta variacdo na
producdo dos mediadores IL-6 e NO quando comparado a deteccdo desses mediadores
no pulmé&o de animais que receberam apenas PBS (Figura 20). Observamos também um
aumento na liberacdo de IL-12, TGF-p, IL-10, TNF-a, IL-1pB, IL-6 e uma tendéncia ao
aumento na producdo de IL-4 no pulmdo de animais instilados com AC-Kp quando

comparado as citocinas produzidas no pulméo de animais instilados com AC-Sp.
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Figura 20. Citocinas produzidas no pulmao dos animais que receberam células apoptoéticas

estéreis, células apoptoéticas infectadas com S. pneumoniae ou células apoptéticas

infectadas com K. pneumoniae.
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Animais C57BI/6 foram instilados com aproximadamente 10" células apoptéticas (AC-Sp e AC-
Kp) ou PBS. Apds 24h, os animais foram sacrificados, os pulm@es foram coletados, macerados
em solucdo de PBS como inibidor de protease, e os mediadores foram avaliados. A) TNF-a, B)
IL-12, C) IFN-y, D) IL-6, E) IL-1B, F) IL-4, G) IL-10, H) TGF-B e 1) NO. Resultados de A-H
sdo expressos em pg/ ug de proteina e o resultado de | é expresso em UM/ g de tecido.
Resultado referente a 1 experimento com 4 animais por grupo. *p<0,05 vs PBS e #p<0,05 vs
AC-Sp. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estédo sinalizados no grafico.
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6. DISCUSSAO

A morte celular por apoptose nos diferentes tecidos € um processo fisiologico
envolvido no desenvolvimento, manutencdo e remodelamento tecidual (3). A répida
remocdo desses corpos apoptoticos por fagdcitos, como o0s macrofagos, €
imprescindivel para a manutencdo da homeostase tecidual, impedindo a progressdo do
estagio de morte por apoptose para um quadro de necrose celular que resulta em dano
tecidual (3). A remocgdo dessas células promove a liberagdo de mediadores anti-
inflamatorios como IL-10 e TGF-p resultando na ativacdo de macréfagos a um perfil
M2 (34). Entretanto, durante um processo infeccioso, h4& um acumulo de células
apoptoticas que possuem em seu interior o patégeno. Prévios estudos demonstram que a
fagocitose de células apoptdticas infectadas com bactéria (33, 109), virus (110-113) e
parasitas (114-117) acarreta na geragdo de um microambiente inflamatério, diferente do
gerado pela eferocitose de células estéreis (33). Até momento, pouco se sabe se a
natureza da bactéria contida no interior das células apoptética poderia influenciar no
perfil de polarizacdo de macrdfagos. Portanto, nesse trabalho buscamos entender os
mecanismos pelos quais a eferocitose de células apoptédticas infectadas com uma
bactéria Gram-positiva ou uma bactéria Gram-negativa poderiam desencadear a
ativacdo diferenciada de macrdfagos para o perfil M1 ou M2 de ativacao celular.

Prévios relatos demonstram que macréfagos alveolares, BMDM, esplénicos e
peritoneais sdo habeis em fagocitar eficientemente células apoptéticas (106, 118-120),
bem como adquirir tanto o perfil M1 como M2 (121).

Zhong e colaboradores demonstraram que a eferocitose de neutrofilos
apoptoticos estéreis por macrdéfagos peritoneais induz a ativacdo dessas células para um
perfil M2 com aumento da expressdo de Argl, Fizz1l e Cd206 (122). Nossos resultados
demonstram que a eferocitose de AC nao alterou a expressao dos genes relacionados ao
perfil M2, Argl, Fizzl e Cd206, bem como a producdo de IL-10 que é descrita na
literatura (70, 72, 122, 123). Essa incongruéncia de resultados pode ser justificada tanto
pelo tipo de célula escolhida como fonte de células apoptoticas como, também, pelo tipo
de macrdfago utilizando nos estudos. Diversos autores utilizam timocitos murinos ou
humanos (linhagem celular Jurkat T cells) como fonte de células apoptéticas (16, 34,

35, 122, 124). Timdcitos sdo células incapazes de fagocitar microrganismos, dessa
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forma, ndo puderiamos utilizar essa fonte celular para a geracdo de nossas células
apoptoticas infectadas. Resultados prévios do nosso grupo demostram que a fonte de
célula apoptdtica pode influenciar no padrdo de citocinas secretadas por CDs e,
consequentemente, ativar distintos tipos de linfocitos T. CDs que eferocitam neutrofilos
primarios apoptaticos estéreis isolados do peritdnio de ratos induzem a diferenciacéo de
linfécitos Thl ao invés de linfocitos T reguladores, sugerindo que células apoptdticas
derivadas de neutrofilos liberam moléculas que induzem uma resposta mais inflamatdria
(Nifio Castanho, tese de doutorado).

Além disso, o tipo de receptor envolvido no englobamento das células
apoptoticas influencia no padrdo de mediadores liberados pelos fagécitos. Macréofagos
derivados de mondcitos humanos apresentam uma producdo diferente de 1L-10 e TFG-p
quando incubados com neutréfilos humanos apoptoéticos opsonizados ou neutrofilos
humanos apoptoticos ndo opsonizado (34, 125). Experimentos futuros serdo necessarios
para compararmos o efeito da eferocitose, em BMDM, utilizando outras diferentes
linhagens celulares com capacidade fagocitica, como J774A.1 ou AMJ2, ou macréfagos
peritoneais como fonte de células apoptoticas.

Embora diferentes receptores eferociticos atuem durante a eferocitose de células
estéreis promovendo o reconhecimento e internalizacdo das dessas células, a ativacdo
gerada pelas diferentes vias sinalizacéo, receptores TIM e CD36, culminam na produgéo
de mediadores anti-inflamatérios (126, 127). Entretanto, durante a eferocitose de uma
célula apoptética infectada ocorre o reconhecimento tanto de PS, via receptores
eferociticos, como de PAMPs, via PRR. A interacdo desses PRR ocorreria durante a
degradacdo do corpo apoptotico infectado no interior do fagolisossomo desencadeando
a liberagdo de mediadores tanto inflamatérios com anti-inflamatoérios. Estudos prévios
demonstraram que durante o processo de eferocitose de células apoptédticas infectadas
por E. coli ocorre a translocacdo de TLR4 para o interior do fagossomo onde esse
receptor é capaz de promover o reconhecimento do patogenos e/ou PAMPs (33, 92, 93).
Além disso, nds e outro grupo de pesquisa demonstramos que a eferocitose de células
apoptaticas infectadas com Citrobacter rodentium por CDs induz a producdo de IL-6 e
TGF-p, desencadeado pelo reconhecimento de PAMP e PS, respectivamente (33, 109).

No que diz respeito a ativacdo de macrofagos, nos observamos que a eferocitose de
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células apoptoticas infectadas com S. pneumoniae desencadeia um perfil misto de
polarizacdo dos macrofagos com aumento na expressao de Fizzl, relacionado ao perfil
M2, bem como de Ccr7 e mediadores inflamatérios como IL-1p ¢ o6xido nitrico,
marcadores relacionados ao perfil M1 de ativagao.

N&o ha um consenso na literatura sobre o perfil de ativacdo de macrofagos apés
a infeccdo por S. pneumoniae, por si s6. Se por um lado, alguns trabalhos relatam que as
respostas ao S. pneumoniae sdo caracterizadas por uma intensa reacdo inflamatdria e a
polarizacdo de macréfagos ao perfil M1 dependente de TLR2 (128, 129), Knippenberg e
colaboradores demonstraram que a infec¢cdo por S. pneumoniae desencadeia a expressao
de Argl em macrofagos alveolares agravando o quadro de infec¢do (130). Somado a
isso, Koffel e colaboradores demonstraram que macréfagos estimulados com
lipossomos contendo pneumolisina derivada de S. pneumoniae adquirem um fendétipo
CD14" MHCI'™ CcD86"" TLR2" NOD2* com producdo de IL-1B, TNF-o, IL-6. A
regulacdo negativa das moléculas de MHC-I1 e CD86 esta relacionada ao perfil M2 de
macréfagos, porém nesse estudo também ndo foi detectado o aumento da expressao de
moléculas amplamente relacionas ao perfil M2 de macr6fagos, como CD206 e CD163
(131). Estudos envolvendo outra bactéria do mesmo género, Streptococcus pyogenes,
demonstram que a fagocitose desse patdgeno induz a producdo de citocinas
inflamatorias relacionadas ao perfil M1 como também promove a producédo de IL-10 e
arginase, respostas tipicas do perfil M2 (132). Assim, os resultados obtidos nesse
trabalho em relacdo a eferocitose de células apoptéticas infectadas com S. pneumoniae
sugerem que reconhecimento tanto de sinais de eat-me, via receptores eferociticos,
como de sinais mediados pela interacdo PAMP-PRR, pela presenca do patdgeno,
resultam na ativacdo de um padrdo misto de polarizacdo M1/M2 nos macrdfagos
avaliados.

Macrofagos MO na presenca de células apoptéticas infectadas com K.
pneumoniae apresentaram fenotipo M1 predominante, com tendéncia ao aumento dos
genes relacionados ao perfil M1 como Ccr7 e tendéncia a diminui¢do de genes do perfil
M2, como Cd206. Além disso, foi detectado um aumento na producdo de mediadores
inflamatorios, como oOxido nitrico e IL-1p. Nosso grupo de pesquisa demonstrou

recentemente que a fagocitose de K. pneumoniae por BMDM resultou na ativacdo do
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perfil M1, ou seja com um fendtipo caracterizado por baixa expressao de Cd206, Argl e
Fizz1 (relacionados ao perfil M2) e alta expressdo de Nos2 e 116 (relacionados ao perfil
M1) (106). Por outro lado, alguns estudos sugerem que a infec¢do por K. pneumoniae
induz a ativacdo de macrofagos para um fendtipo M2, uma vez que macréfagos passam
a expressar altos niveis de IL-10 resultando na ativacdo de STATS6, relacionado ao perfil
M2 de ativacdo de macrofagos (133, 134). A presenca de K. pneumoniae no interior de
células apoptoticas ndo resultou no aumento de liberacdo de IL-10 por macrofago em
nossas condigdes experimentais. Novos experimentos serdo necessarios para comprovar
o efeito da eferocitose na ativacdo desses macrofagos, como o tratamento com
citocalasina D, que inibe a polimerizacdo da actina, e o tratamento das células
apoptdticas com anexina V purificada. Esses sdo protocolos bem estabelecidos na
literatura para bloqueio de fagocitose de AC e serdo fundamentais para comprovar 0s
efeitos observados na ativacao de macrofagos.

Sabe-se que TLR2 e TLR4 sdo capazes de reconhecer tanto S. pneumoniae como
K. pneumoniae e promover a ativacdo celular quando ativados por LTA e LPS,
respectivamente (39-44, 90, 135). Prévios estudos demonstram que TLR4 também ¢é
importante durante a ativacdo celular apds a ingestdo de células apoptoticas infectadas.
O microambiente gerado pela fagocitose de neutrofilos apoptéticos infectados com E.
coli por CDs é dependente de TLR4 (33). No modelo de infeccdo por Trypanosoma
cruzi, CDs que fagocitam células apoptéticas na presenca de ligantes de TLR4
derivados do parasita (glicoinositolfosfolipideos - GIPL) produzem um microambiente
inflamatdrio capaz de promover a migracdo de neutrdfilos importante para o combate a
infeccéo (117).

Na auséncia de TLR2, os macrofagos que eferocitaram AC-Sp parecem adquirir
um fendtipo mais M2, com uma tendéncia ao aumento da expressdo de Argl. Por outro
lado, na auséncia de TLR4, os macréfagos que eferocitaram AC-Sp apresentam
aumento na producédo de IL-1p. Embora alguns estudos demonstrem que TLR2 e TLR4
atuam de forma sinérgica no reconhecimento e ativacdo por S. pneumoniae (44, 90), 0s
principais componentes envolvidos no reconhecimento desse patégeno sdo LTA e
lipoproteinas via TLR2 (39, 40, 136). Portanto, nossos dados sugerem que a eferocitose

de AC-Sp na auséncia de TLR2 resulta em macrofagos com fenotipo mais M2.
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A eferocitose de AC-Kp por macrofagos deficientes de TLR2 induziu uma
resposta ambigua. Houve tanto uma tendéncia a aumento da expressdo de Cd206, como
uma modesta inibicdo da producdo de IL-10, ambos marcadores do perfil M2. A
auséncia de TLR4 em macrdfagos resultou em uma alteracdo no estado de ativacdo
dessas células. Foi observada uma tendéncia a diminuicdo na expressdo de Ccr7 bem
como na producédo de IL-1p, sem alterar a liberacdo de mediadores inflamatorios como
TNF-a e NO. Sabe-se que TLR4 é um receptor importante pra inducdo do perfil M1 em
macrofagos (137). Além disso, estudos demonstram que esse receptor é imprescindivel
para a sobrevivéncia de animais infectados com K. pneumoniae, uma vez que animais
deficientes para esse receptor apresentam reducdo na sobrevivéncia, danos teciduais
mais severos e aumento na proliferacdo bacteriana (42, 138). Assim, nossos resultados
corroboram com a literatura visto que na auséncia de TLR4 teriamos uma diminuicéo
no perfil M1 de ativacéo.

A eferocitose de AC por macréfagos deficientes de TLR2 ou TLR4 ndo alterou o
estado de polarizacdo dos macrdéfagos. Ndo observamos alteragdes na expressdo dos
genes avaliados e na producdo dos mediadores inflamatorios e anti-inflamatorios. Esse é
um dado esperado, uma vez que se tratava de uma célula apoptotica estéril que nao
possui em seu interior o patdgeno ou fragmentos destes, e, consequentemente, nao
induziria um reconhecimento via TLRs.

Diferentes polissacarideos, como o LPS, sdo capazes de induzir a via de NF-xB
dependente de TLR4 desencadeando na ativacdo de macréfagos para um perfil M1
(139, 140). Estudos demonstram que a inibi¢do da subunidade p65 do NF-«xB prejudica
o desencadeamento do perfil M1 dessas células modulando negativamente a expressao
de IL-12, MHC-II e Nos2 e, consequentemente, favorecendo o perfil M2 (141). Por
outro lado, a subunidade p50 é uma molécula chave para a ativacdo de macréfagos M2
(142). Somado a isso, Szondy e colaboradores demonstraram que a eferocitose de AC
induz a inibicdo de NF-xB via PPARy (143). Diferentes trabalhos demonstraram que a
expressdo de CCR7 e CD86 é regulada positivamente pela ativagdo de NF-xB (144-
147). Em contrapartida, a inibi¢do dessa via de sinalizacdo também é descrita por inibir
a expresséo de Cd206, TGF-p, IL-10, Argl, Fizz1 e a translocagdo da unidade de p65
para o nucleo (148). Nossos resultados demonstram que a inibicdo da via de NF-xB
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durante a eferocitose de AC resultou em um aumento na expressdo tanto de genes
relacionados ao perfil M1, Cd86, quanto de genes relacionados ao perfil M2, Argl. O
mesmo padrdo de resposta foi observado na liberagdo dos mediadores por esses
macrofagos, ou seja, houve uma diminuigdo na producdo de IL-10 assim como uma
tendéncia ao aumento da producéo de 6xido nitrico por essas células. Embora a inibicao
de NF-«xB esteja envolvida nas vias de sinaliza¢do dos diferentes receptores eferociticos
durante o englobamento das células apoptéticas (149-151), outras vias podem tambem
participar desse processo de ativagdo. A perda de PPARS induz uma menor produgio de
IL-10 e aumento de TNF-a ¢ IL-12 em macrdfagos cultivados com AC (152). Rothlin e
colaboradores demonstraram que a inibicdo de STAT1 via TAM/IFN-a também ¢
descrita nesse contexto (153). O bloqueio de receptores nucleares como RXRa e Nrdal
prejudica a eferocitose de AC e favorecem um aumento da ativacdo de NF-kB e
producdo de mediadores inflamatorios (154, 155). Estudos demonstram que na auséncia
da ativacdo de NF-kB, pode ocorrer a ativagdo prolongada de JNK em reposta ao TNF-a.
(156, 157). Assim, a inibicdo de NF-kB em nosso modelo poderia favorecer outras vias
de sinalizacbes como a de JNK. Estimulos provenientes da ligacdo de PAMPs com
TLR3/4/9 e citocinas como TNF-a, IL-1p desencadeiam a ativagdo da via de sinalizagdo
de JNK (158) que por sua vez ativa o fator de transcricdo AP.1. No modelo de artrite, a
via de JNK/AP.1, em macrdfagos, promove a inibicdo de Argl (159) favorecendo o
perfil M1 de polarizacdo de macrofagos. Esses estudos sugerem que durante a
eferocitose de AC-Sp, mediante a inibicdo de NF-«xB, outras vias de sinalizagdo sdo
ativadas favorecendo o aumento na expressdo de Cd206 e Cd86. Da mesma forma,
durante a eferocitose de AC-Kp, o tratamento de macrdéfagos com inibidor de NF-xB
resultou na diminuicdo da expressdo de Cd206, e uma tendéncia a diminuicao de Fizzl e
Ccr7 e liberacdo de IL-1B, sugerindo favorecimento para o perfil M2 (139, 140). Novos
experimentos serdo necessarios para identificar outras possiveis vias de sinalizacdo
intracelular ativadas durante a eferocitose dessas celulas apoptéticas infectadas,
mediante a inibi¢do de NF-«B.

Lawrence e colaboradores demonstraram que 0 reconhecimento de S.
pneumoniae induz a ativacgdo tanto de STAT1 como de STAT3 no ambiente pulmonar

(98). Por outro lado, o blogueio de STAT1, durante a infeccdo por K. pneumoniae,
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favorece a resolucdo da infeccdo e promove aumento de IL-10, assim como a
eferocitose de neutrofilos apoptaéticos e ativagdo de STAT3 (100).

A eferocitose de AC por macréfagos, na presenca do inibidor de STATL,
resultou em um perfil M1 (aumento da expresséo de Argl e TNF-a ¢ diminuigao de IL-
10). Nesse trabalho ndo avaliamos a ativacdo compensatoria de outras vias de
sinalizacdo, entretanto nossos dados sugerem que a ativacdo de outras STATS poderia
ser uma das explicacdes que justificariam o aumento de Argl marcador da populagéo de
macrofagos M2.

A fagocitose de AC-Sp na presenca do inibidor de STAT1 desencadeou uma
diminuicdo na expressao de Fizz1 e uma tendéncia a diminui¢cdo de Cd206, Ccr7 e Cd86
bem como diminui¢do na producdo de IL-10 e IL-1f. Por outro lado, a fagocitose de
AC-Kp na presenca do inibidor de STAT1 desencadeou um aumento na expresséo dos
genes relacionados a ambos os perfis e uma diminuicdo das citocinas também de ambos
os perfis de ativacdo. Esse conjunto de resultados sugere que, na auséncia de STAT1,
macrofagos anteriormente que se polarizavam para um perfil misto de polarizacéo,
passam a adquirir um estado ndo polarizado, com a diminuicdo tanto de marcadores do
perfil M1 quanto marcadores do perfil M2 de ativacdo celular. Pensando em um quadro
infeccioso, a diminuicdo de um perfil inflamatério poderia favorecer o controle e
resolucdo da inflamacdo, uma vez que € descrito que excesso de inflamacdo esta
relacionado ao aumento da liberagcdo de DAMPs que favorecem o dano tecidual (160).

STAT3 é um dos fatores de transcri¢do envolvidos na polarizacdo de macrofagos
M2, portanto, corroborando a literatura, a inibicdo da via de sinalizacdo de STAT3
durante a eferocitose de AC promoveu uma diminuigdo na liberagdo de IL-10,
sugerindo uma manutenc¢do do perfil MO nesses macrofagos. De maneira semelhante ao
que ocorreu durante a inibicdo de STATY, a inibicdo de STAT3 durante a eferocitose de
AC-Sp promoveu uma modulagdo negativa de genes do perfil M2, como Fizz1 e Cd206,
bem como de genes relacionados ao perfil M1 como Ccr7 e Cd86. Esses dados sugerem
que a inibicdo de STAT3 pode estar favorecendo a ativacdo de outras vias relacionadas
a um perfil inflamatorio. A infeccdo por S. pneumoniae induz um aumento da
concentracdo de IL-6 no pulmdo dos animais infectados (161). Essa citocina esta
relacionada tanto a ativacdo de STAT1 como STAT3 (162, 163). A confirmacdo da
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ativacdo dessas STATs bem como a producdo de IL-6 no sobrenadante de cultura serdo
avaliados visto a importancia dessa molécula na ativacdo de STATS.

Além do reconhecimento via receptores do tipo TLR presentes no interior do
fagolisossomo, prévios estudos demonstram o escape do patdgeno ou toxinas para 0O
citoplasma celular favorecendo a interacdo com receptores citosolicos. Essa capacidade
de escape fagossomal ja € descrita pra diferentes patdgenos como Mycobacterium
tuberculosis (101), Staphylococcus aureus (102), Shigella flexneri (103), Listeria
monocytogenes (104), Francisella tularensis (105), K. pneumoniae (106), entre outros. A
desestabilizacdo lisossomal causada pelo M. tuberculosis favorece a liberacdo de
catepsinas que ativam o inflamassoma de NLRP3 (164). Corroborando a esses dados,
alguns estudos demonstraram que pneumolisina secretada pelo S. pneumoniae induz
desestabilizacdo lisossomal favorecendo o escape do patdgeno para o citoplasma celular
onde sdo reconhecidos por NLRP3 (49, 50). Dessa forma, tanto o patdgeno como
fragmentos destes e toxinas presentes no interior de células apoptoticas infectadas
poderiam interagir com receptores citosolicos promovendo a ativacdo do inflamassoma
e polarizacdo de nossos macréfagos. A interacdo PAMPS/PRR induz o aumento da
expressao de inflamassomas como NLRP3 e caspase 11 (165-168). NLRP3 pode ser
ativado por inimeros sinais como PAMPs, DAMPs, cristais, ATP, efluxo de K* e CI,
fluxo de Ca®", ruptura lisossomal, mtROS, cardiolipina, DNA oxidado, entre outros
(169). Kayagaki e colaboradores demonstraram que a ativagdo da via ndo canénica do
inflamassoma se da pela ligacdo direta da molécula de LPS, e, portanto, independente
de TLR4, com caspase 11 no citoplasma celular (170).

A eferocitose de AC-Sp por macréfagos deficientes de caspase 11 induziu um
aumento na expressao de Cd206 bem como uma tendéncia ao aumento da expressao de
Argl. Concomitante a isso, observamos uma diminuicdo ou tendéncia a diminuicdo da
expressdo de Ccr7 e Cd86, respectivamente, sugerindo o favorecimento do perfil M2 de
ativacdo em nossos macrofagos. Zanoni e colaboradores demonstraram que além da
molécula de LPS, lipideos oxidados como os oxPAPC também s&o responsaveis pela
ativagdo da via ndo candnica do inflamassoma e producéo de IL-1B sem induzir morte
celular por piroptose em CDs (56, 57). Essas moléculas também sdo encontradas na

membrana de corpos apoptoticos (171) e colaboram com o processo de eferocitose uma
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vez que o reconhecimento de oxPAPc via CD14 e CD36 promove a eliminacdo de AC
(17, 172). A ativacdo da via ndo canoénica do inflamassoma via lipideos oxidados
durante a polarizacdo de macrofagos que fagocitam AC-Sp parecem ser importante para
o fendtipo final dessas células uma vez que observamos o favorecimento do perfil M2
na auséncia de caspase 11.

A eferocitose de AC-Kp por macréfagos deficientes de caspase 11 resultou em
uma diminuicdo na liberagdo de TNF-a ¢ a tendéncia a diminuicdo da expressdo de
Ccr7, ambas as moléculas relacionadas ao perfil M1. Esses dados corroboram com a
literatura, visto que animais deficientes de caspase 11 tem uma reducdo na ativacdo de
STAT1 no modelo de colite carcinogénica e, portanto, uma diminuicdo no perfil M1 de
ativacdo celular (108). Esses dados sugerem que, na auséncia de caspase 11, esses
macrofagos adquirem um fen6tipo menos M1 tanto pela auséncia de interacdo da
molécula de LPS derivada do patégeno como pelas moléculas de oxPAPC. No entanto,
experimentos adicionais sd0 necessarios avaliar a ativacdo de outros tipos de
inflamassoma como, por exemplo, o inflamassoma de NLRP3 uma vez que estudos
demonstram que tanto S. pneumoniae quanto K. pneumoniae desencadeiam a ativagéo
dessa via (52, 106, 173-175).

Na tentativa de aplicar os resultados obtidos in vitro, desenvolvemos um modelo
in vivo onde poderiamos avaliar o microambiente pulmonar mediante a fagocitose das
diferentes células apoptdticas. A instilagdo de AC-Sp induziu um aumento da expressao
do gene Fizz1 semelhante aos resultados in vitro obtidos pela fagocitose AC-Sp por
BMDM. Observamos também a diminui¢do na liberacdo de IL-6 quando comparado aos
animais tratados apenas com PBS que ndo havia sido observada nos experimentos in
vitro. Esses resultados reforcam a importancia de avaliarmos a produgdo de IL-6 em
nossas condi¢des experimentais.

Por outro lado, a instilacdo de AC-Kp induziu aumento ou tendéncia ao aumento
da expressdo tanto de genes relacionados ao perfil M2, Argl, Fizzl e Cd206, como
Ccr7, relacionado com o perfil M1 de ativagdo de macrdfagos. A instilagdo de AC-Kp
no aumento ou tendéncia ao aumento na a producgdo de todos os mediadores analisados
com excegdo de IFN-y. Enquanto a instilagdo de células infectadas com S. pneumoniae

parece resultar em um perfil de ativacdo menos inflamatorio no ambiente pulmonar, a
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administracdo de células apoptéticas infectadas com K. pneumoniae resulta na geragédo
de altos niveis de mediadores inflamatorios. Experimentos futuros serdo
imprescindiveis para determinar se a instilagdo das diferentes células apoptoticas seria
capaz de modular o microambiente pulmonar favorecendo o cleareace bacteriano ou a
diminuicdo do dano tecidual causado pelo acimulo dessas células durante a infecgédo
sdo importantes.

Vale ressaltar que durante os experimentos in vitro nos utilizamos uma cultura
com quase totalidade de macr6fagos MO (95%, dados ndo mostrados) para a fagocitose
das diferentes células apoptéticas. Porém, nos experimentos in vivo, a andlise da
expressao génica foi realizada a partir de todo o tecido pulmonar, envolvendo, portanto,
tanto celulas teciduais como uma grande quantidade de neutréfilos provenientes do
extravassamento induzido pela instilagcdo. Experimentos analisando a expresséo génica
apenas em macréfagos também sdo fundamentais para caracterizar o perfil dos
macrofagos in vivo apds o contato com as diferentes células apoptéticas.

O conjunto desses resultados contribui no entendimento de como a eferocitose
no contexto da infeccdo poderia influéncia na polarizacdo de macréfagos e nas respostas
contra os diferentes microrganismos. A caracterizagdo das vias de sinalizacdo
envolvidas na ativacdo desses fagocitos durante a eferocitose dessas células apoptéticas
poderia ser utilizada como uma opc¢do de tratamento auxiliando na reprogramacao
desses macrofagos para os perfils M1/M2. Ou seja, apos a reducdo da carga bacteriana
no local da infec¢do, a manutencdo de um perfil de macréfagos M1 pode resultar em
dano tecidual, que poderia ser minimizado mediante a reprogramacdo para um perfil
menos inflamatério, M2, dessas células. No mesmo sentido, a ativacdo precoce de um
perfil M2 de macrofagos poderia favorecer a proliferacdo bacteriana, disseminagdo
sistémica do patdgeno, bem como, inflamacGes cronicas. Dessa forma, o entendimento
das vias de sinalizacdo ativadas durante a eferocitose de células apoptoticas infectadas e
o perfil de ativacdo adquirido por essas células poderia auxiliar no tratamento de

quadros infecciosos.
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7. CONCLUSOES

1) A fagocitose de células apoptoticas infectadas por S. pneumoniae ou K.
pneumoniae induz perfis diferentes de ativacdo de macré6fagos. Enquanto a fagocitose
de AC-Sp resultou em um perfil misto de polarizacéo, a fagocitose de AC-Kp resulta na
ativacdo de macrdéfagos M1.

2) A auséncia de TLR2 favorece o perfil M2 na presenca de AC-Sp, porém a
auséncia de TLR4 ha um aumento de marcadores do perfil M1. Na auséncia e TLR2 e
TLR4 ndo ocorrem alterac6es no perfil de ativagcdo de macréfagos que eferocitaram AC-
Kp.

3) A inibicdo do fator de transcricdo NF-xB favoreceu o perfil M2 de ativagédo
de macrofagos que fagocitaram AC-Sp e AC-Kp.

4) A eferocitose de AC-Sp na presenca do inibidor de STAT3 favorece o perfil
M1. A eferocitose AC-Kp na presenca do inibidor de STAT1 favoreceu o perfil M2 de
ativacdo dos macréfagos.

5) O bloqueio do inflamassoma ndo candnico favorece o perfil M2 em
macrofagos que eferocitam AC-Sp.

6) A instilacdo de AC-Sp in vivo resulta na geracdo de um microambiente menos
inflamatdrio, enquanto a instilacdo de AC-Kp induz um padrdo misto de resposta com a
producdo tanto mediadores inflamatérios como anti-inflamat6rios no microambiente

pulmonar.
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Anexo |

1. Geragdo de macréfagos M0, M1 e M2

Para a geracdo dos macrdéfagos MO, célula medulares extraidas dos fémures e
tibias de animais foram diferenciadas na presenca de M-CSF e GM-CSF por 7 dias.
Apdbs esse periodo, esses macrofagos foram cultivados em meios polarizantes para o
perfil M1 (LPS e IFN-y) e perfil M2 (M-CSF, IL-10 e IL-4), por 24h.

ApoGs esse periodo, macrofagos MO, M1 e M2 foram coletados e analisados
quanto a expressdo de genes relacionados a ambos os perfis M1/M2 (Figura 34).

Como esperado, os macrdfagos M1 apresentam uma tendéncia a aumento da
expressao de genes sabidamente relacionados ao perfil M1, como Ccr7 e Cd86,
moléculas que tem suas expressdes aumentadas durante o processo de ativacao celular,
quando comparados aos macr6fagos MO que ndo receberam nenhum estimulo.
Macrofagos M2 apresentam alta expressdo de genes associados ao perfil M2, como
argl, fizzl e cd206, relacionados com o metabolismo da ornitina (geracao de prolinas,
poliaminas e glutamato), remodelamento tecidual e marcador de superficie (receptor de
manose), respectivamente, quando comparados aos macr6fagos MO nao estimulados
(Figura 21).

Por outro lado, macréfagos M2 produzem altas concentracfes de 1L-10 quando
comparados aos macréfagos MO e baixas concentragdes de TNF-a e NO analogas as
produzidas por macr6fagos MO (Figura 21). Nao detectamos a presenca de IL-1p em
nenhuma das trés condi¢Bes experimentais avaliadas. Além disso, ndo houve diferenca
na producdo de TGF-B entre as condi¢gdes experimentais avaliados (dados nao

mostrados).
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Figura 21. Andlise da expressdo de genes e mediadores secretados por macrofagos

MO/M1/M2.
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Macréfagos MO, M1 e M2 foram coletados e analisados quanto a expressdo de genes
relacionados tanto ao perfil M1 quanto ao perfil M2. Macréfagos MO foram estimulados com
IFN-y e LPS para a ativacdo de macrofagos M1, enquanto o estimulo com IL-4, IL-10 e M-CSF
foi adicionado para a ativagdo de macréfagos M2. Macrdéfagos MO foram coletados apds os 7
dias de diferenciacdo e mantidos em meio novo sem estimulos por 24h. A) Argl, B) Fizzl, C)
Cd206, D) Ccr7 e E) Cd86. O sobrenadante de cultura de macr6fagos M0, M1 e M2 foram
coletados e analisados por ELISA e Reagéo Greiss. F) TNF-a, G) IL-10 e H) NO. Resultados de
F e G sdo expressos em pg/mL e o resultado de H é expresso em puM. Os dados sdo a média +
SEM de 3-8 experimentos realizados independentemente sem replicatas experimentais. *
p<0,05 vs MO. Valores de p entre 0,5 e 0,05 estdo sinalizados no gréfico.
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2. Geracdo de neutrofilos a partir da linhagem celular HL-60

Como fonte de AC, AC-Sp ou AC-Kp optamos pela utilizacdo de uma linhagem
celular humana, a HL-60. Essa célula é um promieloblasto que, mediante ao estimulo
com dimetilsuféxido (DMSO), é capaz de se diferenciar em células com alta capacidade
fagocitica semelhante aos neutrofilos.

Dessa forma, ap6s o tratamento com DMSO por 72h, o perfil de morte celular
das células submetidas ao tratamento de diferenciacéo foi avaliado, de modo a garantir
que a porcentagem de DMSO utilizada para a diferenciacdo a neutréfilos ndo induziria
altas porcentagens de morte celular na cultura basal.

Para determinar o perfil de morte celular, optamos pela técnica de citometria de
fluxo utilizando anexina V, proteina que se liga a molécula de PS exposta na superficie
da membrana celular durante 0 processo apoptéticos, e a molécula de 7
aminoactinomycin D (7AAD), que se intercala ao DNA das células quando a membrana
celular é rompida durante o processo de morte por necrose.

Neutrofilos cultivados na presenca de 1,2% de DMSO por 72h apresentam uma
baixa taxa de apoptose basal, cerca de 20%, sendo que dessas, aproximadamente 16%
das células se encontravam no estagio de apoptose precoce (anexina V positiva e 7-
AAD negativa) enquanto apenas cerca de 4,5% das células se mostraram apoptoticas
tardias (positivas tanto para anexina V quanto para 7AAD). Em torno de 80% de células
mostraram-se viaveis, ou seja, negativas para anexina V e 7ADD. Nao detectamos a
presenca de células necroticas na cultura ap6s o estimulo com DMSO (Figura 22).

Embora tenhamos encontrado uma pequena porcentagem de células em processo
apoptotico, essa quantidade ndo interfere na capacidade fagocitica final dessas células e
nem no processo futuro de apoptose no qual essas células serdo submetidas como

podemos constatar nos experimentos seguintes.



Figura 22. Apoptose basal de neutréfilos gerados a partir das células HL-60.
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Os neutrdfilos foram coletados ap6s 72h de cultivo em meio DMEM com 10% de SBF e 1,2%
de DMSO e analisados por citometria de fluxo para determinacéo do perfil apoptotico basal. A)
Dot Plot representativo de Anexina V vs 7AAD. B) Somatéria das replicatas experimentais

independentes. Os resultados s&o referentes a 3 experimentos realizados individualmente.
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3. Determinacéo da concentracdo de CFSE utilizada para marcagéo bacteriana

Uma vez determinada a porcentagem de morte induzida pela diferenciacdo com
DMSO, a préxima etapa foi avaliar o indice de fagocitose de S. pneumoniae e K.
pneumoniae pelos neutrofilos gerados a partir da linhagem celular HL-60. Para isso, as
duas cepas bacterianas foram marcadas com diferentes concentracbes de CFSE de
acordo com as especificacdes do fabricante. O CFSE € um corante celular que néo altera
a viabilidade e funcgdes efetoras das células analisadas.

Como podemos observar pela anélise de citometria de fluxo, tanto para o S.
pneumoniae (Figura 23) quanto para a K. pneumoniae (Figura 24), a concentragdo de
CFSE de 5uM / 10® UFC/mL foi suficiente para marcar aproximadamente 100% das
cepas bacterianas, sendo, portanto, a concentracdo de escolha para os experimentos

subsequentes.
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Figura 23. Marcacao de Streptococcus pneumoniae com diferentes concentracdes de CFSE.
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Cerca de 10%de unidades formadoras de colnia (UFC) de S. pneumoniae forma incubadas com
as seguintes concentragdes de CFSE, A) PBS 1x; B) 1uM; C) 2,5uM; D) 5uM; E) 7,5uM; F)
10uM, por 20 minutos a 37°C segundo as especificacBes do fabricante. Os resultados séo
referentes a um experimento representativo de dois experimentos individuais.
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Figura 24. Marcacao de Klebsiella pneumoniae com diferentes concentragdes de CFSE.
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Cerca de 10® UFC de K. pneumoniae forma incubadas com as seguintes concentracdes de CFSE,
A) PBS 1x; B) 1uM; C) 2,5uM; D) 5uM; E) 7,5uM; F) 10uM, por 20 minutos a 37°C segundo
as especificacOes do fabricante. Os resultados s&o referentes a um experimento representativo de

dois experimentos individuais.
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4. Perfil de ativacdo de macrofagos MO ap6s a cocultura com células vidveis ou
células apoptoticas ou células necréticas

Embora a maior porcentagem de células adicionadas a cocultura com
macrofagos MO para eferocitose sejam células apoptdticas, infectadas ou ndo infectadas,
também ¢ adicionado a essa cultura quantidades variaveis de células viaveis e células
necroticas (Figura 4).

Portanto, avaliamos o efeito da presenca dessas celulas na cocultura com
macrofagos MO. Utilizamos as células HL-60 ndo infectadas como fonte de células
viaveis. Como fonte de células necroticas, HL-60 foram submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento consecutivo (176), por trés vezes, em meio ndo
apropriado, solucdo salina 1x, para que a membrana das células se rompessem,
caracteristico de células necroticas.

Macrofagos cultivados tanto na presenca de células necréticas como de células
viaveis apresentam uma tendéncia a aumento na expressdo de arginase 1 e uma
diminuicdo na expressdo do receptor de manose (CD206) quando comparados com a
eferocitose de AC. N&o ocorreram mudangas na expressdo dos genes fizzl e ccr?
(Figura 25).

Alem da expressdo génica, avaliamos também o perfil de mediadores produzidos
apos o contato de macréfagos MO com células necréticas e células viaveis. O cocultivo
de macrofagos tanto com células necréticas como com células vidveis ndo induziu
diferencas significativas na producdo de 6xido nitrico quando comparado a condicédo de
cultivo de macro6fagos MO com células apoptdticas estéreis. Por outro lado, a incubagédo
desses tipos celulares com macréfagos MO resultou em uma menor producao de IL-10,
guando comparada a condicdo de cocultivo de macréfagos com AC (Figura 25).

As citocinas IL-1B e TNF-o ndo foram detectadas dentro do limite de
confiabilidade dos kits de ELISA utilizados em nenhuma das trés condicdes
experimentais analisadas. Além disso, a produgdo de TGF- manteve-se semelhante
entre os grupos experimentais testados (dados ndo mostrados).

Tanto os resultados de avaliacdo da expressdo de genes relacionados ao perfil
M1/M2 quanto a quantificagdo de mediadores liberados durante o cultivo de

macrofagos MO com células necréticas e viaveis serdo repetidos posteriormente para a
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publicacdo dos resultados em periodico indexado. Entretanto, de maneira geral,
podemos concluir que o perfil de ativacdo de macréfagos MO cultivados na presenca de
células viaveis ou células necrdticas € diferente do perfil de ativacdo de macr6fagos MO
que eferocitam celulas apoptoticas estéreis, de forma que as pequenas porcentagens
dessas células adicionadas a cultura durante a eferocitose de AC, AC-Sp e AC-Kp nédo

teriam um impacto no perfil de ativacdo de macrofagos MO.
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Figura 25. Perfil de expressdo génica e de mediadores secretados por macrofagos

cultivados na presenca de células apoptoéticas, células viaveis e células necroéticas.
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Macréfagos MO foram cocultivados na presenca de AC, células necroticas (Necrotica) ou
células viaveis (Viavel) na proporcdo de 1 macréfagos MO para 3 células testadas
(1MO0:3células), por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo por
subsequentes 24h. Apds esse periodo as células foram coletadas e a expressdo dos genes foi
analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206 e D) Ccr7. Os sobrenadantes de cultura foram coletados
e avaliados quanto a presenca de diferentes mediadores. E) TNF-a, F) IL-10, G) NO. Resultado
de E-F sdo expressos em pg/mL e o resultado de G é expresso em uM. Média SEM da
quantificacdo de dois experimentos realizados individualmente sem replicatas experimentais.
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5. Perfil de ativacdo de macrofagos M0 ap6s a fagocitose de S. pneumoniae ou K.
pneumoniae

Uma possivel critica em nosso protocolo experimental seria a presenca de
bactérias livres e vidveis na cultura durante a etapa de eferocitose das células
apoptdticas infectadas. Dessa forma, macr6fagos MO foram cultivados apenas na
presenca de bacteérias livres (S. pneumoniae ou K. pneumoniae) em MOI de 30, por 2h,
e posterior analise da expressao de genes relacionados tanto ao perfil M1 quanto ao
perfil M2 de ativagdo dos macrdfagos bem como anélise dos mediadores liberados no
sobrenadante de cultura celular ap6s a fagocitose.

A fagocitose de Sp e Kp induziu um aumento na expressdo de Argl quando
comparado aos macréfagos MO cultivados apenas com meio de cultura. Além disso,
uma tendéncia no aumento da expressao de Fizzl e Cd206 foi observada durante a
fagocitose de ambas as cepas bacterianas. Nao houve diferencas na expressao de Ccr7
nas condicdes avaliadas (Figura 26).

A avaliacdo do perfil de mediadores produzidos ap6s a fagocitose de Sp e Kp
demonstrou que ambas as cepas bacterianas induziram uma alta producdo de 6xido
nitrico ndo observada em macrdfagos incubados apenas com meio de cultura (Figura
26).

A fagocitose de Sp ndo induziu a producdo de quantidades significativas de
TNF-o quando comparado a macrofagos M0. Além disso, observamos uma tendéncia a
aumento na producdo de IL-1p apds a fagocitose de Sp (Figura 26). Por outro lado, ap6s
a fagocitose de Kp, observou-se uma tendéncia a aumento na producdo de citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL-1B. A fagocitose de ambas as cepas bacterianas néo

alterou a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Figura 26).
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Figura 26. Perfil de expressdo génica e de mediadores secretados por macrofagos MO que

fagocitaram S. pneumoniae ou K. pneumoniae.
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Macrofagos MO foram cultivados na presenca de S. pneumoniae (Sp) ou K. pneumoniae (Kp)
em MOI de 30, por 2h. Em seguida, a cultura foi lavada e incubada com meio novo por
subsequentes 24h. Apds esse periodo as células foram coletadas e a expressdo dos genes foi
analisada. A) Argl, B) Fizz1, C) Cd206 e D) Ccr7. Os sobrenadantes de cultura foram coletados
e avaliados quanto a liberacdo dos diferentes mediadores. E) TNF-a, F) IL-1B, G) I1L-10 e H)
NO. Resultados de E-G sdo expressos em pg/mL e o resultado de H é expresso em pM.
Resultados referentes a dois experimentos sem replicatas experimentais.



81

CAPITULO 2.
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MicroRNA-21 prejudica as respostas imune do hospedeiro

contra Staphylococcus aureus

RESUMO

Células residentes dos tecidos e células recrutadas para o foco infeccioso séo as
responsaveis pelas primeiras respostas imunoldgicas frente a infeccdo causada por S.
aureus. O controle da infeccdo € regulado por um balanco entre a resposta inflamatdria
e eliminacdo bacteriana, evitando o dano tecidual. MicroRNAs (miRNAS) sdo pequenos
RNAs ndo codificados que regulam a expressdo génica. Diferentes células do sistema
imune expressam mMiRNAs capazes de regular a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios e anti-inflamatorios, importantes para as respostas contra patdgenos.
Nossos dados demonstram que a infeccdo por S. aureus resulta no aumento da
expressdo de miR-21 ap6s 24h. A infeccdo subcuténea por S. aureus em animais que
ndo expressam miR-21 em células miel6ides (MiR21°™*) resulta na formac&o de lesdes
mais circunscritas, com baixa carga bacteriana, aumento da expressdo de genes
relacionados ao perfil de resolucdo e deposicdo de colageno na cépsula do abscesso
quando comparado a infeccdo em animais selvagens (WT). A auséncia de miR-21
favoreceu a expressdo de MyD88 nas bidpsias de animais infectados. Animais tratados
com pepetideo inibidor de MyD88 e antagomiR-21 ndo apresentam a melhora das
respostas dos hospedeiros e eliminacdo bacteriana observadas em animais tratados
apenas com antagomiR-21. Assim, nossos resultados sugerem que a inibicdo da
expressdao de miR-21 favorece a sinalizacdo de MyD88 desencadeando uma resposta
inflamatoria controlada necesséria para a resolucdo da infecgdo de pele causada pelo S.

aureus.

Palavras-chave: microRNA-21, Staphylococcus aureus, macrofagos e MyD88.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva encontrada na microbiota
da pela humana relacionada tanto a infecgOes oportunistas que ocorrem de forma
assintomatica (177) quanto a quadros de bacteremia associados com alta taxa de
mortalidade, 20-30% (178). Nos ultimos anos, o aparecimento de diferentes cepas de S.
aureus resistente aos antibioticos disponiveis como as cepas de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) estdo associadas as infec¢cdes de pele, endocardites, osteomielites e
sepse (177).

Células residentes dos tecidos e células recrutadas para o foco infeccioso sao as
responsaveis pelas primeiras respostas imunologicas frente a infeccdo causada por S.
aureus. Os macréfagos residentes dos tecidos acometidos juntamente com
queratindcitos reconhecem os patégenos por meio dos PAMP via PRR, como receptores
do tipo toll e receptores scavenger como MARCO e CD36 (179-181), dando inicio a
formacdo de um abscesso (182). O reconhecimento do patdgeno via interacdo entre
PAMPs e PRRs promove a liberagdo de mediadores como citocinas (IL-1a, IL-1, IFN-
Y, TNF-a, IL-17A, IL-17F e IL-22), quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CCL27 e CCL20) e mediadores lipidicos (LTB4 e PGE;), que contribuem
para o influxo de mondcitos e neutréfilos para o tecido infectado (181-185).

Os neutrdfilos sdo indispensaveis para o controle da infeccdo, uma vez que essas
células sdo recrutadas rapidamente ap6s o inicio da infeccdo e atuam tanto na fagocitose
da bactéria como na producao de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio e liberacéo
de NETs (Neutrophil Extracellular Traps) que favorece a eliminacdo do patégeno (182,
185). Por outro lado, macrofagos, além de colaborarem com a aliminagdo bacteriana via
fagocitose, também sdo responsaveis pela eliminacdo de células mortas (processo
chamado de eferocitose) e, juntamente com células do tecido, produzem fibrina e
coldgeno importantes para a formacéo de um abscesso (182, 185).

Os abscessos causados pela infeccao por S. aureus podem ser formados nos mais
diferentes tecidos, como pele (186, 187), rins (188) e cerebro (189), entre outros e,
embora 0s tecidos possuam caracteristicas 6rgdo-dependente a estrutura do abscesso e

etapas de formacdo sdo semelhantes (182). As regides centrais do abscesso sé&o
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compostas por uma grande quantidade de neutréfilos vivos, apoptéticos e necréticos,
debris teciduais, fibrina bem como bactérias viaveis. A maturacdo do abscesso é
associada a proliferacdo de fibroblastos, reparo tecidual e formacdo de uma cépsula
fibrosa na periferia do abscesso (182). Amy Aldrich e Tammy Kielian demonstraram
que macréfagos M2 estdo colocalizados ao longo da parede de abscessos cerebrais
causados por S. aureus colaborando para a formacéo destes (190).

Macrofagos sdo células que possuem alto grau de plasticidade. Atualmente, séo
descritas a0 menos duas populagdes, macréfagos M1 e macrofagos M2. O estado de
polarizacdo desse fagocito direciona suas fungdes efetoras. Enquanto macréfagos M1
sdo descritos como pro-inflamatérios por produzir grandes quantidades de citocinas
inflamatorias e possuirem elevada capacidade de englobamento e eliminagdo de
patdgenos (62, 191-193), macrdéfagos M2 sdo descritos como produtores de mediadores
anti-inflamatoérios como IL-10 e TGF-B. Além disso, a populacdo de macrofagos M2
exibe alta capacidade de proliferacdo e remodelacdo tecidual, promovendo a melhor
cicatrizacdo de lesbes devido ao metabolismo da arginase que € associado a producdo de
colageno e matriz extracelular (76, 194-197).

Além disso, macrofagos M2 expressam receptores eferociticos, como CD36 e
SR-A1 (198, 199). Estudos demonstraram que CD36 possui um importante papel no
reconhecimento de S. aureus, uma vez que atua juntamente com o receptor TLR2
reconhecendo componentes da parede da bactéria, como os diacilglicerideos,
promovendo a fagocitose microbiana e a producdo de citocinas, TNF-o e IL-12, que
auxiliam no controle bacteriano (200, 201). CD36 também contribui na resolucdo da
infeccdo via eferocitose evitando a dermonecrose gerada pelo acimulo de células
mortas no tecido (198).

As respostas inflamatorias desencadeadas pela presenca do S. aureus e pela
producdo de grande quantidade de mediadores liberados em respostas ao patdgeno
devem ser bem controladas tanto em nivel de transcricdo quanto de traducdo génica de
modo a se evitar o dano tecidual. Os microRNAs (MmiRNASs) sédo pequenos RNAs nédo
codificados (~18-25 pares de bases) indispensaveis para a regulacdo da expressdo
génica através da inibicdo da traducdo génica ou por induzir a desestabilizacdo de

MRNA maduros e consequente degradacao (202).
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As infecgdes por S. aureus sdo associadas com a modulacdo da expressdo de
diversos miRNAs tanto in vitro utilizando macréfagos murinos e humanos quanto em
modelos de infeccdo pulmonar, de pele e de glandulas mamaérias (203-207). Porém,
nada se tem descrito correlacionando a presenca de miR-21 com infecgdes de pele
causadas por MRSA.

O miR-21 é o microRNA mais abundante em macrofagos (208) e esta associado
a polarizacéo dessas células a um perfil M2 (209). Xue e colaboradores demonstraram
que miR-21 regula negativamente a via de sinalizacdo de MyD88 dependente de TLR4
em macréfagos RAW 264.7 infectados com o Bacillus Calmette-Guerin (210).

MyD88 é uma proteina adaptadora essencial tanto para a sinalizacdo decorrente
da ativacdo de TLR, exceto TLR3, quanto de receptores de citocinas da familia da IL-1
(211, 212). Esses receptores interagem com a molécula de MyD88 desencadeando a
ativacdo de diversas via de sinalizacdo com a de NF-xB (213). Animais deficientes de
MyD88 quando estimulados com diferentes ligante de TLRs como a LPS,
peptidoglicanos, lipoproteinas, sequéncias de DNA metilado, dSRNA e flagelina nédo
produzem citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-12 (214). Diversos estudos
demonstram que a sinalizacdo MyD88 é importante na regulacéo da inflamacgéo durante
infeccdes causadas por diversos patdgenos, entre eles S. aureus (215).

Putnam e colaboradores demonstraram que tanto a molécula de MyD88 quanto o
receptor de IL-1 sdo imprescindiveis para o controle da carga bacteriana durante
quadros de osteomielite causados por S. aureus (216). Além disso, animais deficientes
de MyD88 sdo mais susceptiveis a infeccdo de pele causadas por essa bactéria (217),
uma vez que a ativagdo da via de sinalizagcdo de MyD88 culmina no recrutamento de
neutrofilos para o foco infeccioso, colaborando para o controle da bacteremia (218).

Entretanto, até 0 momento, ndo ha estudos demonstrando a influéncia de miR-21

na regulacdo das respostas do hospedeiro frente a infeccdo de pele por S. aureus.
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2. OBJETIVO

O objetivo de trabalho foi avaliar os mecanismos pelos quais 0 miR-21 regula as
respostas do hospedeiro durante as infecgdes de pele causadas pelo Staphylococcus

aureus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos selvagens com background em C57BL/6, miR21%™¢ (animais
deficientes para miR-21 em células mieldides, background em C57BL/6) ou MMDTR
(o cruzamento de CsflrL--PTRMCNY com o camundongo LysM®® gerou o animal
Monocyte-macrophage DTR-mCherry - background em C57BL/6), com idade entre 5-
10 semanas, foram mantidos de acordo com o guia de boas praticas experimentais de
animais do NIH (National Institutes of Health) com aprovagdo do IACUC (Institution
Animal Care and Use Committee) da Universidade de Vanderbilt, nimero M1600215-
01.

3.2. Cultivo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

No trabalho relacionado a esse capitulo da tese utilizamos a cepa de MRSA
bioluminescente USA 300 (NRS384 lux) doada pelo Dr. Roger Plaut (Food and Drug
Administration, Silver Spring, Maryland, USA) (219). O estoque bacteriano foi mantido
em aliquotas congeladas a -80°C. As aliquotas de MRSA foram descongeladas e
cultivadas em 10 mL de TSB a 37°C e sob agitacdo por 18h. No dia seguinte, a cultura
bacteriana foi diluida em 10 mL de meio TSB novo na propor¢do de 1:100 e incubada
por 3h a 37°C e agitacdo. Para determinar a densidade bacteriana, a cultura foi diluida
na proporcdo de 1:10, a densidade optica (A=600 nm) foi avaliada e comparada a uma
curva de crescimento bacteriano previamente padronizada (ODgg N0 eixo y vs UFC/mL
no eixo x). Em tubos de 1,5 mL, 1x10° bactérias foram centrifugadas a 15.000 RPM por
10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, as bactérias foram
ressupensas em 1 mL de PBS 1x e o tubo foi centrifugado novamente. Essa etapa foi
repetida duas vezes. ApoOs a lavagem final, as bactérias foram diluidas para a
concentracao final de 1x10® MRSA/mL. A concentragdo dos inéculos utilizados para a
infeccdo de pele dos animais foi confirmada em placas de TSA (tryptic soy agar) a
partir de diluicBes seriadas na base 10. As placas de TSA foram incubadas por 18h a
37°C e 5% CO,. Apos esse periodo, as UFC foram contadas para a determinacéo a carga

real do ino6culo.
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3.3. Modelo de infeccdo de pele por MRSA

Um dia antes do experimento, os pelos das costas dos animais foram aparados
utilizando um aparador de pelos. Em seguida, a pele foi completamente depilada utilizando
creme depilatorio por 20 segundos, seguida da limpeza da area com gaze Umida com agua e
gaze seca para a retirada completa do creme depilatério. No dia do experimento, a pele dos
animais foi desinfectada com alcool 70% e 50 pL do inéculo na concentracdo de 1x10°
MRSA/mL foi injetado utilizando agulha de 30G %. As lesdes e tamanho dos abscessos
foram monitorados diariamente utilizando um paquimetro. A area do abscesso foi

determinada pela equagéo [area = (n/2) X comprimento x largura] (220).

3.4. Coleta de bidpsia na pele dos animais
As bidpsias foram coletadas em diferentes momentos apés a infec¢édo, variando de 6
horas a 9 dias de infeccdo. Para a coleta, os animais foram eutanasiados e as bidpsias com
aproximadamente 8 mm de didmetro foram coletadas. Os tecidos obtidos foram
divididos em 4 partes para as seguintes analises: carga bacteriana, producdo de

citocinas, gRT-PCR e histologia.

3.5. Determinacéo da carga bacteriana nas lesdes de pele
Para a determinacdo da carga bacteriana, os tecidos foram homogeneizados em
200 puL de TSB com o auxilio de uma haste e plagueados em placas de TSA em
diluicdes seriadas na base 10. Apds 18h de incubacdo das placas a 37°C e 5% CO,, as
UFC foram determinadas utilizando a equacgédo: UFC= [(quantidade de coldnias) x (fator
de diluicdo da amostra)] / peso do tecido em mg. Os resultados sdo expressos em média
+ SEM de UFC/mg de tecido.

3.6. Quantificacdo de citocinas
Os tecidos foram homogeneizados em 300 pL de tampédo de TNE [100 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 150 mM NaCl] na presenca de inibidor de protease 1x
(Sigma) com o auxilio de uma haste e, em seguida, centrifugados para remocao dos
debris celulares. Os analitos foram avaliados no sobrenadante (diluicdo de 1:2)

utilizando a técnica de multiplex (R&D Systems) como descrito pelo fabricante usando
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Bio-Rad Bio-Plex MAGPIX multiplex ou pela técnica de ELISA (diluicdo 1:4)
seguindo as recomendacdes do fabricante dos kits de deteccao (BioLegend, San Diego,
CA, EUA). Os resultados séo expressos como média + SEM de citocinas em pg/mg de

tecido.

Tabela 2. Painel de beads magnéticas utilizadas no ensaio de Multiplex

Analito Regido de analise
CCL2/MCP-1/JE (BR 18)
CCL4/MIP-1B (BR 51)
CCL7/MARC (BR 39)
CCL8/MCP-2 (BR 38)
CXCL1/KC (BR 13)
CXCL2/MIP-2 (BR 20)
ICAM-1 (BR 35)
IFN-y (BR 33)
IL-1o (BR 47)
IL-1B (BR 19)
IL-12p70 (BR 15)
IL-33 (BR 43)
MMP-12 (BR 73)
MMP-8 (BR 61)
MMMP-9 (BR 62)
P-Selectina (BR 46)
RAGE (BR 78)
TIM-1/KIM-1 (BR 72)
VEGF (BR 21)

3.7. Extragdo de RNA, geracdo de cDNA e qRT-PCR
As biopsias de pele foram homogeneizadas em 400 pL de tampéo de lise (Buffer
RLT; QIAGEN) com [ — mercaptoetanol utilizando uma haste. As amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante foi adicionado a um tubo novo contendo 400 pL de
isopropanol, seguida de incubacao a temperatura ambiente por 10 minutos. Na proxima
etapa, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante desprezado e ressuspendidas em
800 pL de etanol 75%. Ap6s uma nova centrifugacdo, todo o alcool foi descartado e

evaporado seguido de adicdo de 50 pL de agua ultrapura. Uma vez obtido o RNA, esse
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foi utilizado para a producdo de cDNA com o kit BioRad iScript segundo as
recomendacdes do fabricante. As amostras de cDNA foram utilizadas para o ensaio de
PCR em tempo real. A expressao génica foi determinada pela amplificagdo com primers
especificos com homologia para camundongos e a quantificagdo foi feita utilizando
Sybr Green (BioRad). A expressao relativa dos genes foi calculada utilizando o método

de 274,

Tabela 3. Primers utilizados para a analises das biopsias de pele

Primer

miR21  5°- ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCAGACTGA-3" 5-TGGTGTCGTGGAGTCG-3”

MyD88 5- CTGTAAAGGCTTCTCGGACTC-3 5 - GTGAGGATATACTGAAGGAGCTG-3"
Chi3ll  5- CATCAAAGCCATAAGAACGC-3 5- CCAGAAACACCAACCTGAAGA-3’
Cd36 5- GGACATACTTAGATGTGGAACCCATA-3 5 - TGTTGACCTGCAGTCGTTTTG-3"
Col3al 5- GACCAAAAGGTGATGCTGGACAG-3 5- CAAGACCTCGTGCTCCAGTTAG-3"
Actinb  5-GATTACTGCTCTGGCTCCTAG-3' 5-GACTCATCGTACTCCTGCTTG-3'

3.8. Andlises histopatoldgicas

As bidpsias foram fixadas em paraformaldeido 4% durante 18h e, em seguida,
transferidas para uma solucdo de etanol 70%. A preparacdo dos blocos de parafina,
cortes histoldgicos e as seguintes marcacGes: hematoxilina e eosina, tricromo Masson
para a visualizacdo de colégeno e F4/80 para a determinacdo da populagcdo de
macrofagos nas bidpsias foram feitas pelo centro de histologia da Universidade de
Vanderbilt — TPSR (Translation Pathology Resource Core). As imagens das secdes dos
tecidos foram visualizadas e adquiridas usando Nikon Eclipse Ci e Nikon Ds-Qi2
(Nikon, Tokyo, Japan).

3.9. Deplegdo de neutrofilos
A deplecdo de neutrofilos foi realizada utilizando um anticorpo bloqueador com
especificidade para Ly6G (clone 1A8) e IgG controle (BioXcell) em tampdo de diluigéo

BioXcell pH 7,0. Os anticorpos foram administrados via intraperitoneal 18h antes da
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infeccdo cutanea por MRSA descrita no item 3.3. As bidpsias foram coletas apos 24h de

infeccdo e processadas de acordo com a descri¢do do item 3.7.

3.10. Deplecao de macrofagos

Os mondcitos e macrofagos dos animais MMDTR expressam o receptor da
toxina da diftérica (DTR) associado a proteina de fusdo mCherry, permitindo-nos a
confirmacéo da deplecdo especifica de macrofagos em camundongos tratados com a
toxina diftérica (DT) por citometria de fluxo. Para a deplecdo de macréfagos, os
camundongos MMDTR foram tratados com 100 ng de DT ou PBS (veiculo controle)
durante trés dias consecutivos antes da inoculagdo cutanea de MRSA como descrito
previamente no item 3.3. As biopsias foram coletas apds 24h de infeccdo e processadas

de acordo com a descricdo do item 3.7 (Figura 27).
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Figura 27. Protocolo de deplecdo de macrofagos em animais MMDTR

Infec¢ao Co.lfeta.da

biopsia
|
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Animais MMDTR foram tratados com 100 ng de DT ou PBS (veiculo controle) durante trés
dias consecutivos antes da inoculacdo cutanea de MRSA.
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3.11. Preparacdo das pomadas
Para os experimentos de inibicdo de miR-21 foram preparadas 2 pomadas
diferentes contendo: i) antagomiR-21 e ii) antagomiR controle. Para o experimento de
inibicdo simultdnea de miR-21 e MyD88 foram preparadas 4 pomadas diferentes

contendo: i) antagomiR  controle e peptideo  controle negativo
(DRQIKIWFQNRRMKWKK), ii) antagomiR-21 e peptideo controle negativo, iii)
antagomiR controle e peptideo inibidor de MyD88

(DRQIKIWFQNRRMKWKKRDVLPGT) e iv) antagomiR-21 e peptideo inibidor de
MyD88. Todas as pomadas foram preparadas imediatamente antes do tratamento
utilizando vaselina como base emulsificante. Os tratamentos foram aplicados de forma a
cobrir toda a area de lesdo com auxilio de hastes flexiveis com algoddo. Os animais
foram tratados a cada 24h com o antagomiR-21 / controle negativo de miRNA
(100ng/g) ou a cada 48h com o peptideo inibidor de MyD88 / peptideo controle

negativo (20ng/g) durante os 9 dias de infeccéo.

3.12. In vivo imaging (1VIS)

Para a determinacdo da bioluminescéncia emitida pela bactéria, os animais
foram anestesiados com isoflurano inalatério e escaneados longitudinalmente por no
méaximo 4 minutos de exposi¢do utilizando o equipamento VIS Spectrum/CT (Perkin
Elmer). A area de lesdo foi determinada e desenhada de forma individual para cada
animal. Uma vez delimitada a area de analise, nés avaliamos o fluxo de fétons por
segundo em cada lesdo descontando a interferéncia emitida pelo equipamento
(background). O fluxo total de bioluminescéncia foi avaliado para cada lesdo de forma

independente utilizando o software Living Image®.

3.13. Ensaio de luciferase
Os macrofagos RAW 264.7 de linhagem (1x 10° células/pogo) foram
transfectados utilizando lipofectamina siRNA (diluicdo 1:1000) (Invitrogen) em meio
Opti-MEM™ (ThermoFisher Scientific) com 0.1 pg por pogo de Myd88-3'UTR
luciferase ou plasmideo vetor vazio contendo apenas luciferase. Em seguida, os macréfagos

foram transfectados com 30 nM miR-21 mimic ou miR mimic controle. Ap6s 24h, as
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células foram lisadas e a atividade da luciferase foi avaliada. Cada amostra foi avaliada

em triplicata experimental.

3.14. Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como a media = SEM e analisados utilizando
o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para
comparagOes entre 2 grupos experimentais foi utilizado o teste t Student. Para
comparagOes entre trés ou mais grupos, utilizamos one-way ANOVA ou two-way
ANOVA seguido da comparacdo multipla por Turkey. P< 0.05 foi considerado

significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. miR-21 é expresso durante a infeccdo de pele por S. aureus

Embora trabalhos demonstrem que a infecgédo tanto in vitro de BMDM por
Listeria monocytogenes (221) e Mycobacterium tuberculosis (222) quanto in vivo por
Mycobacterium leprae (223) esta relacionada com o aumento da expressdao de miR-21,
poucos estudos demonstram se esse MiRNA esta envolvido na defesa do hospedeiro
durante a infeccdo de pele causadas por S. aureus. Dessa forma, nds avaliamos, in
vivo, se a infeccdo de pele por MRSA resulta na expressdo de miR-21 em diferentes
periodos de infeccdo. Foi observado um aumento da expressdo de Mir21 nos estagios
iniciais da infeccdo (12h), seguido de um pico de expressdo em 24h, e subsequente
declinio na expresséo de Mir21 apds 48h de infeccdo (Figura 28 A).

Os macrofagos residentes do tecido juntamente com mondcitos e neutrofilos
recrutados para o foco infeccioso sdo as principais células imunes envolvidas nas
respostas contra o S. aureus (182). Dessa forma, nds avaliamos a contribuicdo tanto de
macrofagos residentes como de neutrofilos na a expressao de miR21 na pele de animais
infectados. Para isso, animais MMDTR foram submetidos ao tratamento subcutaneo
com toxina diftérica (DT), resultando na delecdo de macréfagos residentes antes do
estabelecimento da infec¢do. A deplecdo de macrdfagos resulta em uma tendéncia a
diminuicdo da expressdo Mir21 nas bidpsias coletadas apds 24h de infeccdo quando
comparado aos animais que ndo receberam o tratamento com DT (Figura 28 B). O
blogueio do recrutamento de neutréfilos utilizando anticorpos blogueadores anti-Ly6G
ndo interferiu na expressdo global de Mir21 (Figura 28 C). Assim, esses resultados
demonstram que os macrdéfagos sdo as células imunes responsaveis pela expressdo do

microRNA-21 apo6s a infecgdo por MRSA na pele.
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Figura 28. Macroéfagos expressam miR-21 durante a infec¢do de pele por S. aureus.
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Animais foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em 50 pL de PBS e a expressdo de Mir21
foi avaliada nas bidpsias de pele. A) Bidpsia da pele de animais selvagens analisadas em
diferentes tempos. *p<0,05 vs t=0. B) Animais MMDTR foram tratados com 100 ng de DT 1
vez ao dia durante 3 dias, e no quarto dia, os animais foram infectados. Apos 24h, as bidpsias
foram coletadas e analisadas para a expressdo de Mir21. Animais MMDTR ndo submetidos ao
tratamento com DT foram utilizados como controle. C) Animais selvagens foram tratados com
anticorpo bloqueador anti-Ly6G e, ap6s 18h, estes foram infectados. As bidpsias foram
coletadas ap0s 24h de infeccdo e analisadas para a expressdo de Mir21. O grupo controle foi
tratado com um anticorpo IgG controle Resultados referentes a 2 experimentos realizados
individualmente com pelo menos 3 animais por grupo. *p<0,05 vs naive.
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4.2 A expressao de miR-21 prejudica a resposta imune do hospedeiro contra S.
aureus
Diferentes miRNAs estdo envolvidos nas respostas de fagocitose e eliminacéo
de patdgenos, bem como durante a promocdo da cicatrizacdo de feridas, processos
essenciais no controle das infec¢Bes (205, 224). Para avaliar se miR-21 influenciaria a
resposta do hospedeiro contra S. aureus nos utilizamos animais deficientes em miR-

21 em células miel6ides (miR21%™¢

). A escolha desse animal como modelo
experimental esta relacionada com os resultados que demonstraram que 0s macrofagos
sdo células imunes responsaveis pela expressao de miR-21 durante a infeccdo de pele
por MRSA (Figura 28 B). Assim, animais selvagens (WT) ou miR21*™¢ foram
infectados com MRSA e o0s mediadores produzidos na area da infec¢cdo bem como o
tamanho do abscesso foram avaliados em diferentes momentos. Durante todo o curso da
infeccdo, os animais miR21™¢ apresentaram lesdes menores quando comparado aos
animais WT (Figura 29 A e B).

A carga bacteriana presente nas lesdes de WT ou miR21™¢ foi avaliada
utilizando duas estratégias diferentes — contagem de UFC e a intensidade de emissdo de
bioluminescéncia. Animais miR21°™¢' apresentam um menor nimero de UFC nas
lesbes 1 dia ap6s a infeccdo quando comparado a quantidade de UFC presente nas
lesBes oriundas de animais WT (Figura 29 C).

Esses dados foram confirmados através da quantificacdo da bioluminescéncia
emitida pelas bactérias presentes nas lesbes utilizando o equipamento VIS
Spectrum/CT, que avalia a quantidade de fotons por segundos emitidos pela MRSA
bioluminescente presentes nas lesdes de pele dos animais. As andlises das lesbes de pele
de animais miR21°™ demonstraram uma menor intensidade de emissdo de
bioluminescéncia nos dias 1, 3, 6 e 9 ap6s a infeccdo quando comparada com a
intensidade de bioluminescéncia emitida pelas bactérias presentes nas lesdes de WT nos
mesmos tempos (Figura 29 D).

O reconhecimento do S. aureus pelas diferentes células residentes do tecido e
células imunes induz a producéo de diversas citocinas relacionadas com a patogénese da
infeccdo. Dessa forma, avaliamos a influéncia de miR-21 na producdo desses

mediadores durante a infeccdo por MRSA. Os animais miR21°™ apresentam niveis
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elevados de citocinas inflamatdrias, como IL-1p e TNF-a, ¢ diminui¢do da producédo de
IL-6 e IL-1a nos tecidos oriundos das biopsias 1 dia apds a infeccdo quando comparado
as bidpsias oriundas de animais WT. Interessantemente, nés também detectamos um
aumento nos niveis de IL-10 na pele dos animais miR21*™ quando comparado & pele
de animais WT (Figura 29 E-l). Através do ensaio de Luminex® nos detectamos
também um aumento de p-selectina e TNFRI nas biépsias de animais miR214™¢

quando comparado as bidpsias de animais WT (dados ndo mostrados).
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Figura 29. A inibicdo de miR-21 melhora a defesa do hospedeiro durante a infeccéo de

pele por S. aureus
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Animais C57BL/6 selvagens (WT) ou miR21*™*' foram infectados subcutaneamente com 5x10°
UFC de MRSA em 50uL de PBS. A) Animais dos dois grupos experimentais foram
fotografados apds 24h de infec¢do. B) A érea de infeccdo foi medida diariamente durante os
nove dias de infec¢do. C) A quantidade de UFC foi avaliada através do plagueamento, em TSA,
do homogenato das lesdes, nos tempos de 6h, 1 e 9 dias apds a infecgdo. D) Quantificacdo diéria
da bioluminescéncia emitida pelas bactérias presentes nas lesGes durante todo o curso da
infeccdo. Resultados expressos em Fotons/segundos. E-1) Quantificacdo das citocinas presentes
nas biopsias de pele coletadas apos 24h de infeccdo por Luminex® (IL-1a e IL-1B) e ELISA
(IL-10, IL-6 e TNF-a). Resultados referentes a 3 experimentos realizados individualmente com
5 animais por grupo experimental. *p<0,05 vs WT.
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4.3 A inibicdo de miR-21 resulta na melhora das respostas contra S. aureus

Os resultados obtidos com animais miR21“™¢ foram confirmados através da
inibicdo da expressdo do miR-21 utilizando antagomiR-21 apds a infeccdo com S.
aureus. Esse é um dado importante uma vez que abre novos horizontes para o
tratamento de feridas na pele de pacientes infectados com MRSA. Dessa forma,
avaliamos se o tratamento localizado com uma pomada contendo antagomiR-21
resultaria no aumento do controle da infeccdo de pele causada por MRSA. Para isso,
animais WT foram tratados topicamente com uma pomada contendo antagomiR-21 ou
antagomiR controle (scrambled), diariamente, uma vez ao dia. Os animais infectados e
tratados com a pomada contendo antagomiR-21 apresentaram uma diminuicdo no
tamanho das lesdes durante todo o curso da infeccdo quando comparado aos animais
que receberam o tratamento com controle negativo (Figura 30 A e B).

Os animais que receberam o tratamento com o antagomiR-21 apresentaram uma
menor carga bacteriana (UFC) nas lesdes de pele, apds 9 dias de infeccdo (Figura 30 C).
Esses dados foram confirmamos através da avaliagdo da intensidade de
bioluminescéncia emitida pelas bactérias presentes nas lesdes de animais tratados ou
ndo com o antagomiR-21 (Figura 30 D). A figura 30 E, refere-se a imagem
representativa de um animal de cada grupo experimental durante o curso da infeccdo e
sua respectiva carga bacteriana obtida a partir da quantificacdo da intensidade de
bioluminescéncia emitida pelas bactérias presentes nas lesdes de pele. Esses dados
confirmam os resultados obtidos utilizando animais miR21“™¢. A presenca de miR-21

prejudica a eliminacdo bacteriana favorecendo o aumento da lesao tecidual.
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Figura 30. O tratamento cutaneo com antagomiR-21 resulta em uma eficiente eliminagéo

bacteriana e diminuicéo da area de lesdo durante a infec¢éo por S. aureus.
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Animais WT foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em 50 pL de PBS e tratados com
antagomiR-21 ou antagomiR controle (100ng/g emulsificado em 100% de vaselina),
diariamente, durante todo o curso da infeccdo. A) Fotografia da &rea da lesdo ap6s 24h de
infeccdo. B) Area da lesdo durante os 9 dias de infecgdo. C) Quantidade de UFC presente nas
lesbes dos animais ap6s nove dias de infeccdo. D) Avaliacdo da quantidade de bioluminescéncia
emitida pelas bactérias presentes nas lesdes ap6s nove dias de infeccdo. E) Figura representativa
da bioluminescéncia emitida pelas bactérias presentes nas lesdes de pele em diferentes dias.
Resultados referentes a 2 experimentos realizados individualmente com 5 animais por grupo. *
p<0,05 vs WT + veiculo controle.
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4.4 A deficiéncia de miR-21 melhora a formacdo do abscesso durante a infeccéo
de pele por S. aureus

A formacdo do abscesso € um mecanismo do hospedeiro para conter a
disseminacdo e auxiliar a eliminacdo do patogeno (182, 225). Analises
imunohistopatolégicas demonstram que em bidpsias derivadas de animais miR214™
h& um intenso acimulo de macréfagos (células F4/80 positivas) na regido de capsula do
abscesso quando comparado as bidpsias oriundas de animais WT (Figura 31). O
acumulo de macrofagos foi acompanhado por um aumento na espessura da capsula ao
redor da area do abscesso em animais miR21*™¢ quando comparado & espessura da
capsula encontrada em abscessos de WT ap0s 24h de infeccdo (Figura 32 A).

Macrofagos e fibroblastos sdo as principais células responsaveis pela producéo
de colageno durante a reparacdo tecidual (226, 227). A deplecdo de macréfagos no
modelo de ferida estéril resulta em uma diminuicdo na producdo de colageno e um
retardo na cicatrizacdo da pele dos animais (228). Dessa forma, a nossa proxima etapa
foi investigar se a auséncia de miR-21 em células mielGides poderia alterar a producéo
de colageno na pele de animais infectados com MRSA. Animais miR21%™¢ apresentam
um aumento da deposicao de coladgenos (coloracgao de tricromo de Masson) nas capsulas
que circundam os abscessos na pele dos animais ap6s 24h de infeccdo quando

comparado as bidpsias oriundas de animais WT (Figura 32 B).
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Figura 31. A deficiéncia de miR-21 promove acumulo de macréfagos na borda do
abscesso.

miR21%me!

Animais selvagens (WT) e animais miR21*™¢ foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em
50 pL de PBS e, ap6s 24h de infecgdo, as biopsias foram coletadas e marcadas utilizando
anticorpo anti-F4/80. As fotografias foram adquiridas utilizando trés diferentes lentes de
aumento, 40, 100 e 400x. As células coradas em azul sdo neutr6filos corados pelo corante de
hemtoxilina usado como contracoloragao.
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Figura 32. A deficiéncia de miR-21 promove 0 aumento da espessura do abscesso e
deposicao de colageno.
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Animais selvagens (WT) e animais miR21“™¢ foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em
50 pL de PBS e, apo6s 24h de infeccdo, as biopsias foram coletadas e analisadas para A)
Marcagéo de hematoxilina e eosina. Fotografias adquiridas utilizando aumento de 10 e 40 vezes.
B) Marcacéo para tricromo de Masson. Fotografias adquiridas utilizando aumento 40 vezes.



105

Para determinar se 0 aumento da deposicdo de colageno observada em animais
miR21%™¢ estava relacionada com 0 aumento da expressdo de genes responsaveis pela
producdo de colageno, bem como de uma regulacdo do fenotipo de macréfagos para o
perfil M2, n6s avaliamos a expressdo de genes do colageno e marcadores da populagado
M2 de macréfagos nas feridas de WT e miR21°™ apés 24h de infeccdo. Animais
miR21°™¢ apresentam maior expressdo de Colla3 nos tecidos 24h apds a infeccéo
quando comparado a expressdo desses genes nos tecidos oriundos de animais WT
infectados (Figura 33 A). A expressdo de Collal e Colla2 também foi avaliada,
entretanto, ndo detectamos diferencas na expressao desses genes nas bidpsias de pele de

animais WT e miR214™¢!

(dados ndo mostrados).

NOs observamos também um aumento da expressdo de genes relacionados ao
perfil M2 de macréfagos como Chil3ll e Cd36 (229-231) em animais miR21%™¢
qguando comparado a expressdo desses marcadores nas bidpsias de animais WT (Figura
33 B e C). Interessantemente, a analise dos mesmos genes nas biopsias de animais WT
tratados, ou ndo, com a pomada contendo antagomiR-21, revelou 0 mesmo padréo de
resposta encontrado em animais miR21“™. Animais tratados com antagomiR-21
apresentam um aumento na expressdo de Colla3, Chi3l1l e Cd36 nos tecidos apos 9 dias
de infeccdo quando comparado aos tecidos infectados de animais que foram tratados

com o antagomiR controle (Figura 33 D-F).
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Figura 33. A infeccdo por S. aureus induz um perfil génico semelhante em animais

miR21*™* e animais tratados com antagomir-21.
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Animais WT e animais miR21*™ foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em 50 pL de
PBS e, ap6s 24h de infeccdo, as bidpsias foram coletadas e a expressdo dos seguintes genes
foram analisadas por gPCR. A) Colla3. B) Chi3l1l. C) Cd36. Animais WT foram infectados
com 5x10° UFC de MRSA em 50 pL de PBS e tratados com antagomiR-21 ou antagomiR
controle (100ng/g emulsificado em 100% de vaselina), diariamente, durante todo o curso da
infeccdo. Apo6s 9 dias, as bidpsias foram coletadas e a expressdo dos seguintes genes foi
avaliada por gPCR. D) Colla3. E) Chi3ll. F) Cd36. Resultados referentes 2 experimentos
realizados individualmente como pelo menos 3 animais por grupo. * p<0,05 vs WT e # p<0,05
vs WT +antagomiR controle.
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4.5 miR-21 inibe a resolucéo da infec¢é@o por S. aureus cutanea via de MyD88

MyD88 € uma proteina adaptadora que contribui para a defesa do hospedeiro
contra S. aureus, uma vez que essa molécula é essencial tanto para a sinalizacdo de
receptores do tipo toll (215, 232) quanto receptores de citocinas, como IL-1p, IL-1a, IL-
33, produzidas durante as respostas a essa bactéria (216). Animais deficientes para
MyD88 sdo mais susceptiveis a infeccdo por S. aureus (217) uma vez que apresentam
maior carga bacteriana nas lesdes bem como uma menor migracao de neutréfilos para o
tecido infectado (218). Dessa forma, no6s avaliamos se miR-21 poderia regular
negativamente a expressdo de Myd88 durante a infecgdo por S. aureus. Animais
miR21*™ apresentam uma tendéncia ao aumento da expressdo de Myd88 na pele 24h
apos a infeccdo quando comparado a expressao dessa molécula da pele de animais WT
(Figura 34 A). Além disso, macrofagos da linhagem RAW?264.7 foram transfectados
com um plasmideo expressando Myd88-3"UTR e luciferase ou plasmideo vetor vazio
contendo apenas luciferase, seguida da transfeccdo com miR-21 mimic ou miR mimic
controle. Macréfagos transfectados com plasmideo expressando Myd88-3"UTR
luciferase e miR-21 mimic apresentam uma inibicdo da bioluminescéncia emitida
quando comparado aos macrofagos transfectados com o plasmideo expressando Myd88-
3"UTR luciferase e 0 miR mimic controle, demonstrando que miR-21 é capaz de inibir a
expressao de Myd88 (Figura 34 B).

Para confirmamos que miR-21 atua inibindo a via de sinalizacdo de MyD88
durante a infeccdo de pele por MRSA, nos infectamos animais WT e os submetemos a 4
diferentes tratamentos: i) pomada contendo antagomiR controle e peptideo controle
negativo, ii) pomada contendo antagomiR-21 e peptideo controle negativo, iii) pomada
contendo antagomiR controle e peptideo inibidor de MyD88 e iv) pomada contendo
antagomiR-21 e peptideo inibidor de MyD88. O tratamento com antagomir-21 e
peptideo controle negativo resulta na formacdo de lesdes com menor &rea de extensdo
na pele desses animais (linha vermelha) quando comparado ao grupo de animais que
receberam a pomada contendo antagomiR controle e peptideo controle negativo (linha
preta) (Figura 34C).

Corroborando aos dados da literatura que demonstram que a infecgdo por S.

aureus induz maiores lesbes de pele em animais deficientes de MyD88 quando
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comparado a animais WT (218), animais infectados e tratado com a pomada contendo
antagomiR controle e peptideo inibidor de MyD88 (linha azul) apresentam lesbes de
pele maiores que animais tratados com o0s controles negativos, linha preta, ou tratados
apenas com o antagomiR-21, linha vermelha (Figura 34C). Por fim, animais tratados
com antagomiR-21 e peptideo inibidor de MyD88 apresentam as maiores areas de lesdo
na pele quando comparado aos outros trés grupos experimentais (linha verde). Esses
dados sugerem que miR-21 atua inibindo a via de sinalizacdo de MyD88 prejudicando o

controle da infecgéo de pele causada por S. aureus.
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Figura 34. miR-21 inibe MyD88 durante a infec¢do por S. aureus.

A) B)
120 -

—_— ;-

= 2

-; o E 100

< 4_ @ g - . . .

< il -~ miR mimic controle
a £ 2w

e ° g2 . -
o 31 ® = g -~ miR-21 mimic
> @ < 0

z T8

= 2+ s g

2 ST wd

% : 2 =

11 -

2T, -

; 0- U

WT miR212™

O -~ WT
50~ -~ WT + antagomiR-21

_ -~ WT + peptideo inibidor de MyD88
“g 404 —o WT + peptideo inibidor de MyD88
E + antagomiR-21

S 30+

g

S 201

P
< 1 }\}\I

0 T T T
Dias 1 6

A) Animais WT e miR21%™¢' foram infectados com 5x10° UFC de MRSA em 50 pL de PBS e,
apos 24h de infeccéo, as bidpsias foram coletadas e analisadas para a expressdo de Myd88 por
RT-gPCR. Resultado referente a 3 experimentos realizados individualmente. B) Macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram transfectados com plasmideo expressando Myd88-3'UTR
luciferase ou plasmideo vetor vazio contendo apenas luciferase. Em seguida, os macréfagos
também foram transfectados com miR-21 mimic ou miR mimic controle por 24h. Apds esse
periodo as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi avaliada. Resultado de um
experimento realizado em triplicata experimental. C) Animais WT foram infectados com 5x10°
UFC de MRSA em 50 pL de PBS e tratados como 4 diferentes pomadas: i) pomada contendo
antagomiR controle e peptideo controle negativo, ii) pomada contendo antagomiR-21 e peptideo
controle negativo, iii) pomada contendo antagomiR controle e peptideo inibidor de MyD88 e iv)
pomada contendo antagomiR-21 e peptideo inibidor de MyD88. O tamanho da leséo foi
avaliado nos dias 1, 6 e 9 ap6s a infeccdo. Resultado de 1 experimento com 5 animais por grupo
experimental.
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5. DISCUSSAO

O reconhecimento inicial de um microrganismo invasor ocorre tanto por células
do tecido quanto por células imunes residentes desencadeando a producdo de
mediadores inflamatdrios que induzem a migracdo de mondcitos e neutrofilos para o
foco infeccioso colaborando para a eliminacdo do patégeno. Com o declinio da carga
bacteriana e, consequentemente, da infec¢do, as células imunes passam a apresentar um
fendtipo mais resolutivo com a producdo de mediadores anti-inflamatorios, eliminacéo
de células mortas e promoc¢do da remodelacdo tecidual de modo que o tecido afetado
retorne a condicao basal anterior a infeccdo. Todas as etapas desde o inicio da infeccao
até o retorno a homeostasia tecidual podem ser controladas por microRNAs.

A expressdo dos mais diversos miRNAs é descrita durante a infec¢do por S.
aureu. Jingjing e colaboradores demonstraram que a infec¢do por S. aureus resulta em
uma diminuicdo da expressdo de miR-24 em macrofagos murinos e humanos
favorecendo a diferenciacdo dessa células a um perfil M1 de ativacdo celular (203).
Mondcitos bovinos incubados com S. aureus apresentam uma diminuigdo na expressao
de miRNAs inflamatérios como miR-155 e miR-125b (233). Animais deficiente para o
microRNA-223 e infectados com S. aureus apresentam uma maior carga bacteriana nas
lesGes de pele associada a maiores abscessos (207). Além disso, animais deficientes de
miR-142 possuem uma menor taxa de fagocitose de S. aureus bem como uma migracao
anormal de neutrofilos durante as respostas a infeccdo de pele causada por essa bactéria
(205). Células epiteliais das glandulas mamarias quando infectadas com S. aureus
apresentam um aumento da expressdo de miR-21 em 12h de infeccdo (234). Porém, até
0 momento, nada se tem descrito correlacionando a presenca de miR-21 com infeccoes
de pele causadas por MRSA.

NoOs observamos que, durante a infeccdo de pele causada por S. aureus, ocorre
um aumento da expressdo de Mir21 nas primeiras 24h ap6s a infeccdo. Kerckhove e
colaboradores correlacionam a expressdo de miR-21 com a cicatrizagdo de feridas na
pele de animais por si sO, uma vez que foi observado um aumento da expressdo de
diversos miRNAs, entre eles 0 miR-21, em lesbes estéreis (207). Novos experimentos

sd0 necessarios para determinar se gatilho para o aumento da expressdo de miR-21 em
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nosso modelo foi: i) a presenca da bactéria, ii) a formacao da ferida na pele dos animais
ou, ainda, iii) a somatoria das respostas desencadeada pela presenca da bactéria e a
formacdo do abscesso que € a hipdtese em que acreditamos. Os experimentos prévios
que demonstraram aumento da expressdo de miR-21 frente a infecgdo por S. aureus
foram realizados in vitro, e, portanto, sem a formacéo de lesbes teciduais (234). Além
disso, infeccBes por outros patdgenos como Listeria monocytogenes (221),
Mycobacterium tuberculosis (222) e Mycobacterium leprae (223) estdo relacionadas
ao aumento da expressao de miR-21, tanto in vitro como in vivo.

A expressdao de miR-21 esta associada a modulacdo de diferentes processos
fisioldgicos, como proliferacdo e apoptose celular, inflamacdo, angiogénese e respostas
as infeccBes bacterianas (235, 236). Dessa forma, avaliamos se a presenca de miR-21
poderia modular as respostas imunes do hospedeiro contra S. aureus. Para isso, n0s
utilizamos animais que ndo expressam miR-21 em células mieldides, uma vez que foi
detectada a importancia dos macréfagos para a expressdo de miR-21 em nosso modelo
experimental. A auséncia de miR-21 se mostrou benéfica para o controle a infec¢édo de
pele por S. aureus, uma vez que os animais miR21°™ apresentaram menores lesdes
qguando comparado as lesdes apresentadas por animais WT.

O tamanho do abscesso (lesdo) esta relacionado diretamente com a quantidade
de infiltrado celular, bactérias presentes no tecido afetado e necrose tecidual. Nos
observamos que animais miR21“™ apresentaram uma menor carga bacteriana no
decorrer de toda a infeccdo nos abscessos de pele sugerindo que na auséncia de miR-21
ocorre uma melhor eliminacdo do patdgeno. Corroborando aos nossos achados, ha
relatos demonstrando que o aumento da expressdo de miR-21 durante infec¢bes por
Mycobacterium leprae (223), Leishmania infantum (237), Brucella spp (238) e virus da
hepatite C (239) prejudica a eliminacdo desses patdgenos.

A melhora na resolugcdo da infeccdo bacteriana pode estar relacionada a
diferentes fatores como: um aumento da capacidade fagocitica, aumento na producao de
citocinas que podem atuar promovendo a ativacdo de novas células imunes, producdo de
reativos de oxigénio e nitrogénio que favoreceriam a eliminacdo do patdgeno e aumento
da eferocitose de células mortas evitando a liberagdo de DAMPs no tecido. Macrofagos

dermais transfectados com miR-21 mimic ndo apresentaram maior taxa de fagocitose de
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S. aureus in vitro quando comparado a células transfectadas com miR mimic controle
(dados nao mostrados).

As bidpsias da pele de animais miR21°™* infectados com S aureus apresentam
niveis elevados das citocinas IL-1p e TNF-a bem como de IL-10 quando comparado as
biopsias oriundas de animais WT. Estudos prévios demonstraram que tanto TNF-o
como IL-1PB possuem um papel chave no controle da infeccdo por S. aureus (216, 218,
240, 241). A producdo de TNF-a por queratindcitos, mastdcitos e macrofagos dermais
favorecem a eliminagdo do S. aureus (241, 242). Recentes dados obtidos por nosso
grupo de pesquisa demonstraram que a IL-1p produzida durante a infec¢do por MRSA é
imprescindivel para o controle da carga bacteriana na pele dos animais infectados
(artigo em fase de revisdo). Além disso, animais deficientes para o receptor de IL-1 (IL-
1R) apresentam acUmulo de S. aureus e maior dano no tecido 6sseo em caso de
osteomielite causada por esse patogeno (216). Miller e colaboradores demonstraram que
a IL-1p produzida durante a infecgdo por S. aureus dirige o recrutamento de neutréfilos
e a defesa do hospedeiro contra a infeccdo (240). Dessa forma, o aumento de IL-1p ¢
TNF-0 na pele de animais miR21™¢ pode estar favorecendo o controle microbiano em
nosso modelo experimental.

NOs também detectamos um aumento da producéo de IL-10 na pele de animais
miR21°™¢ apés a infeccdo. A literatura existente apresenta divergéncias quanto ao
papel da IL-10 durante a infecgé@o por S. aureus. Stenzel e colaboradores demonstraram
que animais deficiente de IL-10 apresentam um aumento da suscetibilidade a S. aureus
associada a vasculite necrotizante, hemorragia e, consequentemente, desenvolvimento
de edema no modelo de abscesso cerebral (243). Nesse mesmo estudo, os autores
demonstraram que o excesso de inflamagdo observado somado ao recrutamento
descontrolado de leucécitos ndo foram associados a melhora da eliminagédo do patogeno,
sugerindo que esse microambiente pode favorecer o recrutamento de células incapazes
de desempenhar suas funcOes efetoras (243, 244). Por outro lado, Rose e colaboradores
observaram que pacientes que apresentam elevados niveis de IL-10 na corrente
sanguinea em decorréncia de bacteremia causada por S. aureus apresentam maior indice
de mortalidade (245). Leech e colaboradores sugerem que o papel da IL-10 produzida

durante a infeccao é depende do tecido onde esta atuando. Os autores demonstram que a
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IL-10 produzida durante a infeccdo sistémica protege o hospedeiro por controlar as
respostas pro-inflamatorias e, dessa forma, prevenir a inflamacdo excessiva. Por outro
lado, os mesmos autores sugerem que a IL-10 facilita a persisténcia bacteriana durante a
infeccdo subcutdnea aguda. Animais deficientes de IL-10 exibiram menores lesdes e
reduzida carga bacteriana apds a infeccdo por S. aureus quando comparado a animais
WT (246). Assim, novos experimentos sdo necessarios para determinar se a IL-10
produzida durante a infecgdo em nosso modelo experimental favorece ou ndo o controle
da infeccdo causada por S. aureus. Ao que tudo indica a presenca de IL-10 em nosso
modelo é capaz de equilibrar o microambiente inflamatério evitando a inflamacao
excessiva e promovendo uma melhora nas respostas do hospedeiro uma vez que
também observamos uma diminuicdo na liberacdo de IL-1a nas bidpsias oriundas de
animais miR214™¢,

A maioria das infecBes de pele sdo causadas por S. aureus e MRSA. Esses
quadros se iniciam como furdnculos ou abscessos pequenos que podem progredir para
infeccbes graves envolvendo masculos, érgdos, valvulas cardiacas e 0ssos (247). Dessa
forma, a busca por novas estratégias que visam o controle e eliminagdo dessa bactéria
sdo imprescindiveis para a melhora da qualidade de vida dos pacientes. N0ssos
resultados demonstram que o tratamento tépico com o antagomiR-21 induziu um perfil
de resposta semelhante ao apresentado por animais miR21*™<. Animais tratados com
antagomiR-21 apresentaram um quadro mais brando de infeccdo com lesGes mais
circunscritas e uma menor carga bacteriana. Nossos resultados demonstram pela
primeira vez a eficiéncia da adicdo exdgena dessa molécula como opcdo de tratamento
de feridas de pele causadas por MRSA. Experimentos adicionais sdo indispensaveis
para validar a eficiéncia do tratamento topico utilizando o antagomiR-21 em modelos de
infeccdo ja estabelecida como o que ocorre quando os pacientes sdo tratados. Além
disso, é importante determinar se o tratamento topico com essa molécula é capaz que
interferir nos niveis sistémicos de miR-21, o tempo de meia vida do antagomiR, a
posologia necessaria para um tratamento eficaz, possiveis efeitos colaterais in sito ou
em 6rgdos distantes e interacdo com comorbidades.

Além disso, em nosso trabalho, o tratamento de animais WT com a molécula de

antagomiR é uma contraprova de que os efeitos observados em animais miR21™¢ sao
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decorrentes da auséncia de miR-21 e ndo de outras alteracbes que o animal deficiente
dessa molécula possa apresentar.

A formacdo do abscesso é uma resposta do hospedeiro frente a infeccdo por S.
aureus que tem um papel importante tanto na contencgao da infecgdo no local da ferida
impedindo a dispersdo bacteriana a outros tecidos através da deposicdo de fibrina e
colageno na borda do abscesso (185), quanto pelo acimulo de neutréfilos no foco
infeccioso que colaboram para o controle microbiano (182, 225). A deplecdo de
macrofagos no modelo de ferida estéril resulta em uma diminui¢cdo na produgdo de
colageno e um retardo na cicatrizacdo da pele dos animais (228). Nossos resultados

demonstram que animais miR214™¢!

infectados com S. aureus apresentam um
espessamento na borda dos abscessos bem como um acumulo de macrdéfagos na regido
da cépsula do abscesso quando comparado aos abscessos de animais WT. Macrofagos
sdo as principais células imunes responsaveis pela eferocitose de células mortas (76).
Dessa forma, o acimulo de macrofagos na regido de capsula do abscesso reforca a
hipotese de que na pele de animais miR21“™¢ ocorre uma maior eferocitose, evitando a
liberacdo de DAMPs e, portanto, favorecendo uma melhor resolugcdo da infeccdo.
Experimentos adicionais Sdo necessarios para comprova se existe um aumento da
eferocitose e promogcdo do reparo tecidual nos abscessos de animais miR214™!,

A interacdo de macréfagos com sinais find-me liberadas durante o processo de
morte celular desencadeia a polarizacdo dessas células para um perfil M2 com aumento
Arginase-1, IL-4, IL-10 (72), Fizzl, CD206 (122) e PGE,, fator de crescimento
endotelial vascular e inibicdo de NF-xB associada a diminuicdo de citocinas
inflamatorias como TNF-o, IL-12, CXCL1 e CXCL2 (7, 28, 73-76). Animais
miR21°™¢ infectados com S. aureus apresentam um aumento da expressido de genes
relacionados ao perfil M2 de macréfagos nas bidpsias de pele quando comparado as
biopsias de animais WT. Corroborando aos nossos dados, Aldrich e Kielian
demonstraram que durante a infeccdo por S. aureus ocorre um acumulo de macrofagos
M2 na parede de abscessos cerebrais (190).

Muitos trabalhos demonstram que macréfagos M2 sdo células que apresentam
alta capacidade de proliferacdo, remodelacgéo tecidual e cicatrizacdo de lesdes devido ao

metabolismo da arginase que é associado a producdo de colageno e matriz extracelular



115

(76, 194-197). Nesse trabalho, nos detectamos aumento da expressdo de Colla3 bem
como uma maior deposicdo de colageno na borda do abscesso formado na pele de
animais miR21“™ quando comparado a deposicdo de colageno na borda de abscesso
de animais WT. Entretanto, contrdrio aos nossos resultados, diversos estudos
relacionam o aumento da deposicdo de colageno e fibrose tecidual com um aumento da
expressdao de miR-21 (248-251). Assim, novos experimentos S40 Necessarios para
demonstrarmos 0s mecanismos pelos quais 0 aumento da expressdo e deposicdo de
colageno em animais miR21“™ infectados com S. aureus ocorre.

Além da expressdo de Colla3, também observamos um aumento da expressao
de outros genes relacionados ao perfil M2 de macréfagos: Chi3l1l e Cd36 (229-231) na
pele de aniamis miR21°™¢ infectados com S. aureus. Estudos demonstram que 0
receptor CD36 esta envolvido tanto na eliminacdo de S. aureus quanto de células
apoptoticas (124, 126, 252). Animais deficientes de CD36 tem um prejuizo no controle
da infeccdo por S. aureus, desencadeando um aumento da bacteremia e diminui¢do na
producdo de citocinas (253). O aumento de CD36 em fagécitos de animais miR214™"
pode tanto estar relacionado com a diminui¢do da carga bacteriana observada na pele
desses animais quanto estar relacionado com a hipotese de maior eliminacdo de células
mortas e, consequentemente, menor liberacdo de IL-lo observada. Experimentos
utilizando animais deficientes para CD36 ou inibidores de CD36, na presenca ou ndo de
miR-21, poderiam nos ajudar confirmar essa hipotese.

Nossos dados sugerem que a auséncia de miR-21 favorece a resolucdo da
infeccdo de S. aureus por diferentes vias: i) geracdo de macréfagos M2 que atuam no
aumento da espessura da capsula do abscesso (evitando a dispersdo bacteriana a outros
tecidos) e eferocitose de células mortas, ii) aumento da expressdo de CD36
(favorecendo a eliminacdo tanto do patdgeno como de células mortas, inibindo a
liberacdo de DAMPs no tecido) e iii) produgdo tanto com citocinas inflamatorias quanto
anti-inflamatorias que favoreceriam a eliminagdo do patdégeno sem o excesso de
inflamacéo.

Prévios estudos demonstraram que miR-21 modula negativamente a via de
sinalizacdo de NF-kB dependente de MyD88 (83, 210, 235, 254). MyD88 é uma

proteina adaptadora essencial tanto para a sinalizacdo decorrente da ativacdo de TLR,
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exceto TLR3, quanto para receptores da familia de IL-1 (211, 212). Diversos estudos
demonstram a importancia dessa via de sinalizacdo durante a infeccdo por S. aureus nos
mais diferentes modelos. Animais deficientes para a molécula de MyD88 ou para
receptor de IL-1 apresentam quadros mais severos de osteomielite causados por S.
aureus (216). Hanke e colaboradores demonstraram que a molécula de MyD88 controla
a formacéo de biofilmes de S. aureus em cateteres uma vez que animais deficiente de
MyD88 apresentam: i) um aumento do biofilme tanto no cateter quanto nos tecidos
adjacentes a este que coincide com aumento da disseminacgao bacteriana para coracao e
rins e ii) aumento da deposicdo de coladgenos associado com um aumento do
recrutamento de macrofagos M2 na regido do cateter (255). Além disso, animais
deficientes de MyD88 sdo mais susceptiveis a infecgdo de pele causadas por S. aureus
(217). Nos observamos que miR-21 é capaz de inibir a expressdo de MyD88. O
tratamento topico com antagomiR-21 que havia demonstrado uma melhora das
respostas do hospedeiro frente a infeccdo por S. aureus, quando combinado com um
peptideo inibidor de MyD88 perde seu efeito protetor, indicando que a melhora nas
respostas de animais miR21°™' se d& pela ndo inibicdo da via de sinalizagdo de
MyD88.

Assim, nos sugerimos que miR-21 € capaz de inibir a expressdo de MyD88
prejudicando as respostas contra S. aureus em animais WT. Na auséncia da molécula de
miR-21, a via de sinalizacdo de MyD88 é favorecida culmindo na producdo de um
microambiente balanceado com a presencga tanto de IL-1B ¢ TNF-a como de IL-10 que
colaboram para o controle da infeccdo. Além disso, a auséncia da molécula de miR-21
favorece um acumulo de macréfagos M2 contribuindo para 0 aumento da deposi¢édo de
coldgeno na regido de capsula do abscesso que podem estar relacionados com o
aumento da eferocitose via CD36 evitando a liberacdo de DAMPs nesse microambiente.

Entretanto, algumas questbes ainda permanecem abertas em nosso trabalho,
como por exemplo, i) determinar o gatilho para o aumento da expressdo de miR-21 em
nosso modelo, ii) quais 0s mecanismos que levam um aumento da populagcdo M2 de
macrofagos na auséncia da molécula de miR-21 durante a infecgdo por S. aureus, iii) 0
aumento da expressao de CD36 realmente esta associado a eliminagéo de células mortas

evitando um aumento na liberacdo de DAMPs nesse tecido, iv) IL-10 € importante para
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equilibrar o microambiente de forma a controlar o excesso de inflamacdo ou é apenas

uma consequéncia do aumento da populacdo de macrofagos M2 nesse tecido.
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6. CONCLUSAO

O conjunto desses resultados demonstram que a expressdo de microRNA-21
prejudica a resolucéo das infecgdes de pele causadas por S. aureus por inibir a via de

sinalizacdo de MyD88 e a geracdo de macrofagos M2.
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