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RESUMO

A fagocitose, por células dendriticas (CD), de células apoptoticas (CA) infectadas induz a
producao de TGF-B, IL-6 e IL-23, propiciando um microambiente com condi¢des ideais para
diferenciagdo de células Th17. Recentes resultados obtidos por nosso grupo demonstram que a
fagocitose, por CD, de células apoptoticas infectadas resulta também na produgdo de altos IL-
1B e PGE:. A presenca destes mediadores soluveis foi capaz de induzir a diferenciagdo de
células Th17, in vitro, no entanto, a inibi¢ao da sintese de PGE2, pelo tratamento com inibidor
ndo seletivo da COX (Indometacina), resultou no aumento da porcentagem destes linfocitos.
Neste estudo foi avaliado o efeito da fagocitose de células apoptoticas infectadas com
Escherichia coli (CA+Ec) na diferenciacdo de células Th17 in vivo e o efeito de PGE2 neste
processo. A instilacdo de animais com CA+Ec, induziu a produgdo das citocinas IL-6, IL-13 e
TGF-B no pulmao, o que sugere que a presenca de CA+Ec ¢ capaz de gerar um microambiente
favoravel para induzir a diferenciagao Th17. A instilagdo de CA+Ec promoveu a diferenciagao
de células Th17, assim como a produgao de IL-17. Porém, o tratamento com inibidor de COX
resultou no aumento na porcentagem e no niumero de células Th17 no pulmdo. A presenca
destas células resultou no aumento na porcentagem de neutrofilos no tecido pulmonar que
parece refletir na diminuicdo da carga bacteriana recuperada do pulmdo, quando comparado
com animais que ndo receberam o tratamento. Assim, o conjunto destes resultados sugere que
a fagocitose de CA+E. coli promove a diferencia¢do de c€lulas Th17. No entanto, a secre¢ao
de PGE2, pela fagocitose destas CA+Ec suprime a diferenciacdo e/ou migracgao de células Th17
para o pulmao, levando a inibi¢do do recrutamento de neutrdfilos e aumento da suscetibilidade

as infec¢des pulmonares.

Palavras-chave: infeccdo pulmonar; células apoptoticas infectadas; fagocitose; PGE2;
linfocitos Th17; Indometacina.



ABSTRACT

The phagocytosis of infected-apoptotic cells (1IAC) by dendritic cells (DC) induces the
production of TGF-B, IL-6 and IL-23, providing a microenvironment to Thl7 cell
differentiation. Recent data obtained in our group showed that the phagocytosis of infected-
apoptotic cells by CD also results in high levels of IL-1p and PGE2. The presence of these
soluble mediators was able to induce the differentiation of Th17 cells, in vitro. However, the
inhibition of PGE2 synthesis, by non-selective COX inhibitor (indomethacin), result the
increase of percentage of Th17. In this study, it was evaluated the effect of phagocytosis of
infected-apoptotic cells (AC+E. coli) during the Th17 cell differentiation, in vivo, and the effect
of PGE2 in this process. The inoculation of AC+ Ec (in.) into lung induced the production of
IL-6, IL-1PB and TGF-B in lung, suggesting that the presence of AC+Ec is able to induce a
microenvironment favorable to Th17 cell differentiation. The instillation of AC+Ec induced the
differentiation of Th17 cells. However, the treatment of the animals with COX inhibitor resulted
in an increase in the percentage, and number, of Th17 cells in the lung. The presence of these
cells increased in the percentage of neutrophils in the lung and that apparently reflect in bacterial
clearance from the lung, compared to animals that received no treatment. Taken all together,
the phagocytosis of AC+Ec promotes the Th17 cell differentiation. However, the production of
PGE2 by efferocytosis suppresses the differentiation and / or migration of Th17 cells to the

lungs, impair the recruitment of neutrophils and increase the susceptibility to lung infections.

Keywords: lung infection; infected apoptotic cells; phagocytosis; PGE2; Th17 lymphocytes;

Indomethacin.
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1. INTRODUCAO

Enunciado do problema

A fagocitose de células apoptoticas ¢ um processo dindmico e de fundamental
importincia para a homeostase dos tecidos apds uma injuria. Os fagdcitos, dentre estes os
macrofagos e células dendriticas (CD), além de serem uma das células envolvidas na remog¢ao
dessas células apoptoticas, também possuem um papel chave na primeira linha de defesa contra
microrganismos e ativacdo de linfocitos T, respectivamente. A fagocitose por macrofagos de
células apoptdticas estéreis resulta na producdo de mediadores anti-inflamatdrios, tais como
TGF-B (Transforming Growth Factor Beta), interleucina (IL)-10, prostaglandina E> (PGE>) e
fator ativador plaquetdrio (PAF) assim como a inibicdo de componentes da resposta
inflamatéria, como IL-1B, IL-8, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alfa), bem como leucotrieno C4 e tromboxano B2
(Fadok et al., 1998; Kim et al., 2005; Chung et al., 2006; Medeiros et al., 2009; Alam et al.,
2013). Algumas doencas inflamatérias cronicas, como Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC), fibrose cistica, ou a inalagdo de fumaca de cigarro e de gases toxicos resultam em um
grande acumulo de células epiteliais e de neutrdfilos apoptoticos no pulmao destes pacientes

(Hiraiwa e Van Eeden, 2013; He et al., 2015).

O microambiente supressor, gerado pela fagocitose destas células apoptdticas estéreis,
tem sido sugerido como umas das possiveis causas do aumento da suscetibilidade a infec¢des
pulmonares causadas tanto por bactérias, virus e fungos, em individuos acometidos por doencas
inflamatorias cronicas (Sethi e Murphy, 2008; Mccubbrey e Curtis, 2013). A presenca de um
microambiente que favorece a colonizagdo e o estabelecimento dos micro-organismos resulta

no recrutamento tanto de monocitos como de neutrofilos, que migram para o espago bronco-
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alveolar, fagocitam os micro-organismos e, apOs exercerem suas funcdes efetoras, podem

morrer por apoptose por exaustao (pelo excesso de ativacao).

Nas inflamagdes pulmonares cronicas, além do uso de antibidticos, utilizados para o
controle da proliferacdo bacteriana, os corticoides e os NSAIDs (nonsteroidal anti-
inflammatory drugs), como Celecoxib, sdo uma das opg¢des de tratamento nestes pacientes
(Chmiel e Konstan, 2007). O uso de inibidores de ciclooxigenase (COX), como ibuprofeno e
celecoxib, em diferentes modelos de infecgdes pulmonares bacterianas, confere a melhora nos

mecanismos de defesa do hospedeiro e diminuicdo da carga bacteriana.

Portanto, este trabalho visa contribuir no entendimento do processo inflamatorio cronico
pulmonar e o aumento da suscetibilidade a infec¢ao mediante ao acimulo de células apoptoticas

infectadas, assim como o efeito de inibidores de COX, na diminui¢do da carga bacteriana.

Reconhecimento de células apoptoticas por fagdcitos

A apoptose ¢ um processo fisiologico de morte celular programada envolvido no
desenvolvimento e remodelamento dos tecidos para manter a renovacao tecidual homeostatica.
Morfologicamente, a morte celular por apoptose estd associada com redugdo do volume celular,
retragdo de pseuddpode, condensacdo da cromatina, pouca ou nenhuma modificacio estrutural
das organelas citoplasmdticas, com manuten¢do da integridade da membrana plasmatica
(Kroemer et al., 2009). A eferocitose ¢ o termo proposto para designar o processo de fagocitose
de células apoptoticas (CA) por fagocitos como, macrofagos e células dendriticas (Vandivier et
al., 2006). A rapida e eficiente remog¢ao destas células previne a liberagdo de componentes
intracelulares toxicos, denominados DAMPs (Damage-associated molecular pattern

molecules), como ocorre durante o processo de necrose celular (Jeannin et al., 2008).



15

Recentes estudos demonstram que a detecgdo, o reconhecimento e a ingestao de células
apoptoticas envolvem pelo menos trés mecanismos: moléculas “eat-me” expressas na superficie
de células apoptoticas, receptores endociticos expressos em fagdcitos, e moléculas soluveis que
atuam favorecendo essa interacao entre células apoptoticas e fagocitos. Assim, a eferocitose
envolve uma complexa variedade de moléculas sinalizadoras de apoptose e receptores que
cooperam para a homeostase imunologica (Jeannin ef al., 2008). Células do sistema imune
possuem PRRs (Pattern Recognition Receptors) capazes de reconhecer moléculas que passam
a ser expressas na membrana celular, como a fosfatidilserina, permitindo o reconhecimento de
células apoptodticas em fases bem precoces de morte celular (Fadeel ez al., 2010). Além disso,
componentes do sistema complemento, como as colectinas, ficolinas e pentraxinas atuam como
opsoninas facilitando o reconhecimento e remocao de células apoptdticas (Litvack e Palaniyar,

2010).

Um dos primeiros eventos no processo apoptdtico ¢ a perda da assimetria da dupla
camada lipidica celular e, consequente exposicao de fosfolipidios que normalmente estdo
dispostos na por¢do interna da membrana plasmatica, como a fosfatidilserina (PS),
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (Roos et al., 2004). A exposicdo e a oxidag¢do destes
fosfolipideos na membrana celular parece ser imprescindivel no reconhecimento por fagdcitos

como um sinal “eat-me” (Hall et al., 2005).

As células polimorfonucleares (PMN) fazem parte da primeira linha de defesa do
hospedeiro contra os patogenos. Estas células produzem espécies reativas do oxigénio e
enzimas proteoliticas necessarias para eficiente lise bacteriana. No entanto, a liberacdo desses
compostos na matriz extracelular resulta em efeitos deletérios no tecido. O tempo de vida de
um neutrofilo circulante, in vivo, € de ~ 7-12 horas, sendo que na presenga de estimulos

inflamatérios como, LPS e citocinas inflamatdrias, esse tempo pode ser ainda menor (Haslett
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et al., 1991). Portanto, a eficiente e rapida remog¢ao de PMN apoptoéticos do local de inflamagao

¢ fundamental para prevengao deste dano tecidual.

Efeito da eferocitose na modula¢io da resposta imune

A ingestdo de células apoptoticas, ou mesmo a interacao destas células com macrofagos,
promove a liberacdo de moléculas anti-inflamatoérias, entre elas, TGF-f, IL-10, 6xido nitrico
(NO), PGE2, e PAF, enquanto inibe a producdo de mediadores pré-inflamatorios como TNF-

a, IL-1, KC e leucotrieno C4 (Voll et al., 1997); (Medeiros et al., 2009).

Em relacao aos efeitos de PGE2 oriunda da eferocitose, Medeiros et al. (2009)
demonstraram in vivo que a instilacdo de células apoptoticas antes do desafio dos animais com
Streptococcus pneumoniae promove o aumento da carga bacteriana no pulmao e disseminagao
hematogénica. No entanto, a capacidade imunossupressora da PGE2 no contexto da eferocitose
foi comprovada através da instilagao de CA em animais deficientes do receptor EP2, de PGE2.
Os resultados demonstram que, na auséncia de EP2, houve uma diminui¢@o na recuperagao de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de S. preumoniae no pulmao quando comparado com
o animal selvagem, e ndo foi observada disseminacao hematogénica nestes animais (Medeiros

et al.,2009).

Torchinsky et al. (2009) demonstram que a fagocitose de células apoptoticas infectadas,
ou seja, células carreando PAMPs (Pathogens-associated Molecular Pattern) no interior do
fagossoma, promove a sintese de 1L-23, TGF-B e IL-6 por células dendriticas (Torchinsky et
al., 2009). O papel desses mediadores soluveis na diferenciagdo de células Th17 foi
comprovado in vitro através da estimulacao de células T “naive” com meio condicionado

oriundo de CD incubadas com células apoptoéticas infectadas. Os resultados demonstram que a
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presenca de um microambiente inflamatério, com a predominancia de TGF-B e IL-6, gerado
pela fagocitose de células apoptoticas infectadas, promove condigdes ideais para diferenciagao
de células Th17. Por outro lado, a incubacdo de células T “naive” na presenca de meio
condicionado obtido da fagocitose de células apoptdticas sem PAMPs, com predominancia de
TGF-B e IL-10, resulta na diferenciagao de células T reguladoras (Treg). Curiosamente, apesar
de muitos estudos sobre os mecanismos envolvidos na diferenciacao de células Th17, esse foi
o primeiro estudo que propds um modelo fisiologico de diferenciacdo das mesmas. Esse
mecanismo foi comprovado in vivo pelo modelo de infec¢do gastrointestinal por Citrobacter
rodentium, conhecido por induzir resposta Th17, no qual a inibi¢ao da apoptose impediu a

diferenciagdo in vivo deste subtipo celular (Torchinsky et al., 2009).

Resultados preliminares obtidos por nosso grupo demonstram que a fagocitose de
células apoptodticas infectadas promove, além da produgdo de citocinas, a sintese de altos niveis
de PGE2. No entanto, nada se sabe sobre a participa¢do de PGE2 e os mecanismos pelos quais
esse mediador pode colaborar sinergicamente com TGF-f, IL-6 e IL-23, ou inibir o processo

de diferenciacao de células Th17, in vivo.

Envolvimento de células Th17 nas infec¢des bacterianas

A natureza do antigeno, através da interagdo com PRRs presentes nas células
dendriticas, tem um papel chave na ativacao destas células e no padrdo de citocinas produzidas
neste microambiente. Na presenga do primeiro sinal (TCR/MHC) e de moléculas
coestimuladoras, as citocinas promovem a ativagdo de fatores de transcricdes em células T
CD4" “naive” levando a diferencia¢do em subtipos de linfocitos T, Thl, Th2, Th17 e Treg

(Murphy e Stockinger, 2010; Tartar et al., 2010).
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Os linfocitos Th17 estdao envolvidos na protegao do hospedeiro contra infecgdes por
bactérias extracelulares e fungos, mas também tém um papel patogénico em doengas auto-
imunes, tais como artrite reumatoide, esclerose multipla, psoriase e doenga inflamatoéria do
intestino (Van Hamburg et al., 2013). A diferenciacao das células T "naive” em células Th17 ¢
regulada pela presenca das citocinas IL-1p, IL-6, IL-23 ¢ TGF-3 no microambiente (Wei et al.,
2009; Zhou et al., 2009). Células Th17 efetoras sdo caracterizadas como preferenciais
produtoras de IL-17A além de IL-17F, IL-21 e IL-22 e, suas citocinas efetoras, as quais sao
expressas via ativagdo do fator de transcricdo STAT-3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) dependente de RORYt (Retinoid-Acid Receptor-related Orphan Receptor
gamma t), medeiam os mecanismos de defesa do hospedeiro contra vdrias infeccdes,
especialmente infeccdes por bactérias extracelulares. (Yang et al, 2007). Além de serem
identificadas pela expressdo do fator de transcricio RORyt, as células Th17 expressam varios
receptores de trafico, dentre os quais, o receptor de quimiocina CCR6, que € expresso por
células Th17 induzidas in vivo e in vitro, tanto de humanos quanto de camundongos. (Wang ef
al., 2009). Assim, CCR6 ¢ um marcador funcional importante para células Th17 e contribui
para a sua migragdo preferencial para um local de inflamacao em particular. (Hirota et al.,
2007).

Em murinos, TGF-3 e IL-6 iniciam a diferenciacdo de células Th17 através da ativagao
de STAT-3, induzindo a expressdo do receptor de IL-23 (IL-23R). A citocina IL-23,
proveniente das CD, ¢ entdo responsavel pela manutencdo e expansdao das células Thl7
(Veldhoen et al., 2006). Além disso, as cé€lulas Th17 também secretam IL-21 que, de maneira
autdcrina, sustenta e promove a sua propria diferenciacdo mediada por STAT-3 (Korn et al.,
2007). A IL-1PB atua na polarizacdo Th17 em camundongos através da via de p38 MAPK e da
proteina serina-treonina quinase AKT/mTOR. IL-1p induz também IRF-4, que regula a funcao

autdcrina da IL-21 (Chen et al., 2008).
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IL-17A representa a citocina que ¢ a assinatura das células Th17 efetoras, e embora
tenha sido primeiramente identificada em células T CD4", a IL-17A também pode ser produzida
por células T CD8" (Happel et al., 2003) e células da imunidade inata, tais como, células T yd
(Lockhart et al., 2006), neutrofilos (Ferretti ef al., 2003), e macréfagos alveolares (Song et al.,
2008). Uma das primeiras atividades documentadas de IL-17A foi o aumento de G-CSF em
células estromais de medula 6ssea humana, o que resultou na diferenciacdo de células
progenitoras em neutrofilos in vitro (Fossiez et al., 1996). Curiosamente, IL-17F ¢ incapaz de
suportar a proliferacao de precursores de granuldcitos in vitro (Starnes ef al., 2001). Tanto a IL-
17A, como a IL-17F, apresentam semelhante potencial de recrutamento de neutréfilos para o
sitio da infec¢do, sendo este um dos principais mecanismos de agao de células Th17 efetoras

(Liang et al., 2007).

O papel da IL-17A no pulmao pode ser patogénico ou de protecao (Curtis e Way, 2009).
Embora a elevada expressdo de IL-17A esteja relacionada a doengas inflamatdrias das vias
acreas tais como asma (Molet et al., 2001), fibrose cistica (Tan et al., 2011) e doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), este perfil de resposta pro-inflamatoria parece desempenhar um

papel protetor importante contra varios micro-organismos (Mcallister ef al., 2005).

Em relacdo a Streptococcus pneumoniae, a citocina IL-17 tem sido descrita como
relevante fator na defesa do hospedeiro contra tal patdogeno. A imunizagdo com bactérias
integras mortas confere prote¢ao contra a colonizagcdo pneumocdcica através da producao da
citocina IL-17A, a qual induz tanto o recrutamento como uma melhor atividade microbicida
pelos neutrofilos. A protecdo contra a colonizacdo da bactéria foi significativamente
prejudicada em animais deficientes para receptores de IL-17A (Lu et al., 2008). Em outro
estudo, a imunizagao via intranasal (i.n.) com S. pneumoniae induziu uma resposta Th17que foi
protetora contra a colonizacdo destas bactérias nas vias aéreas, impedindo desta forma, o

estabelecimento da infeccao (Moffitt ez al., 2011).
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Utilizando um modelo de infeccdo por K. pneumoniae foi demonstrado que a
sinalizagdo via IL-17R ¢ critica para o recrutamento inicial de neutrofilos e indugao local de G-
CSF e MIP-2. Camundongos deficientes do receptor para IL-17 apresentaram inibicao do
recrutamento de neutréfilos para o pulmao apds a infeccao por K. pneumoniae, e significante
aumento da incidéncia de bacteremia e mortalidade em resposta a infeccdo. Este efeito foi
mediado principalmente através da diminui¢ao da producao de IL-17 e moléculas efetoras

incluindo G-CSF e CXCL21 (Ye et al., 2001).

Em outro estudo, verificou-se uma rapida producdo de IL-17 apds infecgao
intraperitoneal (i.p.) com E. coli. A presenga desta citocina parece ser critica para o
recrutamento de neutrofilos e defesa do hospedeiro contra esta infec¢do bacteriana (Shibata et

al., 2007 Kishihara & Yoshikai, 2007).

PGE2 na modulac¢io da resposta imune

Os prostanoides sao mediadores lipidicos soluveis sintetizados a partir da biossintese do
acido araquidonico (AA) pela acdo das enzimas cicloxigenases (COX) que apresentam duas
isoformas: 1 e 2. A COX-1 ¢ expressa constitutivamente, ja a COX-2 ¢ induzida por estimulos
estressores e ¢ regulada positivamente em casos de inflamagdes e infecgdes locais (Smith et al.,

2000).

A hidrolise de fosfolipidios de membrana, da maioria das células do nosso corpo, pela
enzima fosfolipase A2 resulta na liberagao do acido araquidonico, primordialmente a partir da
membrana nuclear. O AA sofre a agdo de COX-1/COX-2 sendo convertido primeiramente em
prostaglandina (PG) G2 e posteriormente ocorre a conversdo de PGG2 em PGH2. Esse
metabolito pode sofrer a acdo de diferentes sintases, dependendo do tecido ou da célula em

questdo, resultando na formagdo de PGI2, PGF2, PGD2, PGE2 ou tromboxanos Az (TxA»).
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Dentre as PGs, a PGE2 ¢ um dos mediadores mais abundantes produzidos nos diferentes tecidos
e um dos principais mediadores lipidicos sintetizados por macréfagos e outros diferentes tipos

celulares (Brock et al., 2003).

A prostaglandina E2 exerce suas fungdes efetoras por meio da sua interacado com quatro
receptores, sendo eles EP1, EP2, EP3 e EP4. Esses subtipos de receptores variam em sua
estrutura molecular, propriedades de ligacdo a PGE2, distribui¢do tecidual, expressdo e
transducao de sinais (Sugimoto e Narumiya, 2007). Dentre esses, EP1, EP2 e EP4 sdo expressos
em altos niveis em cé¢lulas T “naive” em camundongos, enquanto EP3 sdo pouco expressos ou
inexistentes (Nagamachi ef al., 2007). Boniface ef al. (2009) demonstraram que a ativacdo de
células T humanas aumenta em cerca de duas a trés vezes a expressao dos receptores EP2 e EP4
(Boniface et al., 2009). Ambos EP2 e EP4 estdo acoplados a subunidade alfa estimuladora da
proteina G (Gos), induzindo a ativagdo de adenilatociclase, enzima que converte adenosina
trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato ciclica (AMPc). Esse mensageiro secundario ¢
responsavel pela desfosforilagdo de proteina quinase A (PKA), que resulta na ativacdo de
fatores de transcrigdo que modulam a proliferagdo e diferenciagdo de células T (Hirata e

Narumiya, 2012; Sreeramkumar et al., 2012).

Esses receptores medeiam as funcdes da PGE2 tanto na imunidade inata quanto na
imunidade adaptativa. A atua¢do da PGE2 na imunidade adaptativa vem sendo desvendada nos
ultimos anos e, recentes trabalhos demonstram uma importante fungao imunomoduladora deste
mediador lipidico (Yao et al., 2009). Diversos mecanismos moleculares ja foram propostos para
explicar a acdo da PGE2 na modulacao da diferenciacdo e proliferacdo das células T, e tal
mediador pode agir tanto suprimindo quanto auxiliando a resposta imune. Um dos mecanismos
anti-inflamatorios da PGE2 est4 associado a inibi¢ao de IL-2, IL-12 e IFN-y, e o aumento na
expressao de IL-4 e IL-5, modificando o balanco entre células Thl e Th2 (Snijdewint et al.,

1993; Demeure et al., 1997; Wu et al., 1998).
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No ambito das células Th17, Boniface et al. (2009) demonstraram que PGE2 atua via
receptores EP2 e EP4 através da via de sinalizagdo AMPc — PKA para auxiliar na diferenciagao
de cé¢lulas T “naive” humanas em células Th17. A prostaglandina E2 aumenta a expressao dos
receptores para a IL-1 (IL-1R) e IL-23 (IL-23R) em células T em diferenciacdo e, em
combinagdo com citocinas que promovem a diferenciacdo da subpopulagdo Th17, aumenta a
fosforilagao do fator de transcrigdo STAT3 e induz uma mudancga qualitativa e quantitativa na
funcdo e fendtipo de Th17 para um padrao mais inflamatdrio/patogénico (Boniface et al., 2009).
Em modelos experimentais, a PGE2 atua via receptores EP2 e EP4, e sinaliza via AMPc - PKA
facilitando a expansdo de células Th17 em conjunto com a IL-23. Além disso, a PGE2 pode
aumentar a producao de IL-23 por CD, colaborando indiretamente na expansao de Th17 (Yao
et al., 2009); (Schirmer ef al., 2010), demonstrando assim, ter grande atuacdo na modulagdo da

imunidade adaptativa.

Em contrapartida Valdez ef al. (2012) demonstraram que a adi¢do de PGE2 no inicio da
polarizacao notavelmente reduz a producao de IL-17 por um efeito combinatorio de EP2 e EP4.
Estes resultados indicam que a PGE2 pode atuar via receptores EP2 e EP4 para suprimir a
indugdo de IL-17 durante a diferenciagdo de células T (Valdez ef al., 2012), em contraste com
dados da literatura onde a estimulagdo secundaria das células Th17 anteriormente polarizadas
em combinag¢do com PGE2, IL-23, ou ambos, aumenta a produgao de IL-17. (Chizzolini et al.,

2008; Boniface et al., 2009; Yao et al., 2009).

Além disso, ¢ descrita a agao da PGE2 suprimindo a resposta imune mediada por células
Th17. Células-tronco mesenquimais (MSCs) podem inibir células Th17 através da producao de
diversos mediadores anti-inflamatorios, tais como CCL2, IL-10, TGF-B, PGE2, indoleamina-
2,3-dioxigenase (IDO) (Qu et al., 2012; Sun et al., 2015). Duffy et al. (2011) demonstraram

que MSCs sdo capazes de suprimir a diferenciacdao de células Th17 através de um mecanismo
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que ¢ iniciado pelo contato MSC/célula-T, mas indiretamente por PGE2 atuando através do

receptor EP4. (Dufty et al., 2011).

Sabe-se que durante o processo infeccioso pulmonar ha o recrutamento de um grande
numero de neutrofilos para o local afetado que fagocitam os micro-organismos e apos algumas
horas morrem por apoptose. Recentes resultados obtidos, in vitro, por nosso grupo de pesquisa
demonstram que a fagocitose por CD de células apoptoticas infectadas gera um microambiente
propicio para diferenciagdo de células Thl7, com a produgdo de citocinas como TGF-f e IL-
6, aléem de altos niveis de PGE2. Porém, ao contrario da hipotese inicial, a presen¢ca de PGE?2
neste microambiente leva a uma inibig¢do da diferenciagdo destas células Thl7. No entanto, até
o momento, nada se tem descrito sobre o potencial de células apoptoticas infectadas
promoverem a diferenciac¢do de células Thl17 em modelos de infec¢do pulmonar, tdo pouco o

efeito de PGE?2 neste contexto de eferocitose.
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2. HIPOTESE DE ESTUDO

Linfonodo

A hipoétese deste estudo fundamenta-se em que durante um processo infeccioso ocorra o
acumulo de células apoptoticas infectadas no pulmao que serdo fagocitadas por macrofagos e
células dentriticas. Esta remocao de células apoptdticas infectadas promoveria o microambiente
propicio para diferenciacao de células Th17 através da produgdo de citocinas como TGF-f e
IL-6, por células dendriticas, bem como producao de PGE2, a qual poderia participar auxiliando

ou inibindo a diferenciacao de células Th17 in vivo.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, o impacto de células apoptoticas infectadas
na diferenciagado de células Th17 e a participacao de PGE2 neste processo utilizando um modelo

de infecgdo pulmonar.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/

¢ Avaliar, in vivo, a maturacdo e a capacidade migratoria de células dendriticas apos

fagocitose de CA+Ec;

¢ Investigar o potencial de células apoptdticas infectadas in vivo na diferenciacdo de

células Th17 no ambiente pulmonar;

¢ Determinar o envolvimento de PGE2, oriunda da fagocitose por CD de células

apoptoticas infectadas, na diferenciacao de células Th17;

¢ Avaliar a funcdo efetora das células Th17 quanto ao recrutamento de neutrofilos e

controle da carga bacteriana no microambiente pulmonar.
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5. MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Camundongos C57BL/6, fémeas, com 8 a 14 semanas de idade foram obtidas do Centro
Multidisciplinar para Investigagao Biologica - CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos
em mini-isoladores com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro
controlado e livre acesso a dgua e ragdo. Todos os procedimentos foram julgados e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Araraquara. Numero

do protocolo 45/2013.

Bactérias E. coli

Bactérias Escherichia coli (cepa ATCC 25992) mantidas a -80°C foram reativadas,
recuperadas em meio s6lido (Difco™ LB AGAR, MILLER Luria-Bertani) e mantidas em estufa
5% de COz a 37°C “overnight”. No dia seguinte, as bactérias foram ressuspensas em meio
liquido (Difco™ LB, Broth Luria-Bertani) estéril e mantidas por 24 horas a 37°C sob agitacao.
Ap0s o periodo de incubagdo, foi feita a quantificagdo das bactérias pela leitura da Densidade
Otica (DO), e estas foram centrifugadas e lavadas com solugio salina tamponada (PBS) estéril

gelada para posterior incubagdao com células RAW 264.7 e infec¢cdo dos animais.
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Geracio das células apoptoticas infectadas (CA+Ec)

Células RAW 264.7
+E. coli(1:10)

2h

Remoc3do das bactérias
ndo fagocitadas
Células RAW 264.7
Infectadas
<A | Imadiagio UV WD
(350mJ) - "
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37°C, 5% CO, | 4h

Como fonte de células apoptoticas infectadas, macréfagos da linhagem RAW 264.7
foram incubados com E. coli na propor¢ao 1:10 (MOI 1:10 me:Ec) por 2 horas para fagocitose
das bactérias. Apds periodo de incubacao, as células foram lavadas 3X com PBS, para remoc¢ao
de bactérias ndo fagocitadas, e irradiadas a 350mJ (radiagdo UV, aparelho VilberLourmat,
BLX-254) e novamente incubados por 4 horas para indu¢dao de apoptose. A porcentagem de
células apoptoticas (precoce ou tardia) foi determinada pela marcagdo com Anexina V e lodeto
de Propideo (PI) e analisadas por citometria de fluxo. Células apoptéticas sdo representadas

pela marcagdo da fosfatidilserina externalizada na membrana celular Anexina V', células em
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apoptose tardia, duplo positivas, ou necroticas representadas pela marcag¢io intracelular PI", e

células viaveis duplo negativas. (Resultados Suplementares - Figura 1).

Infeccio com E. coli e instilacdo dos animais com células apoptoticas infectadas

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (i.p.), com xilazina/ketamina
(Ketamina - cloridrato de cetamina 10%, Agener Unido, uso veterinario e Xilazin - cloridrato
xilazina 2%, Syntec, uso veterinario) e instilados (i.n.) com uma suspensio de 1x10° E. coli, e
ou, 1x107 células apoptoticas infectadas em PBS estéril, em um volume final de 30uL, sendo
instilado 15uL por nostrin. Em seguida os animais foram instilados com mais 30uL de PBS

para lavagem do trato respiratorio.

Diferenciacio de células dendriticas in vitro
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Dia & —trocar Meio e adicionar GhM-CEF

Células dendriticas foram diferenciadas a partir da medula 6ssea obtida do fémur e tibia

de camundongos C57BL/6. As extremidades dos ossos foram removidas e com o auxilio de
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uma seringa e agulha a medula foi lavada com meio RPMI completo (suplementado com 10%
de Soro Bovino Fetal - SBF, 50ug/mL de Gentamicina-Gibco®, Piruvato de Sodio e
Aminoacidos Essenciais) para obtengao de células da medula éssea. A suspensao celular obtida
foi lisada, lavada, diluida em Azul de Trypan e entdo realizada a contagem das células viaveis.
O ntimero de células foi ajustado para 1x107 células precursoras em um volume de 10mL de
meio RPMI completo na presenga de 40ng/mL de GM-CSF (Peprotech). A suspensdo celular
foi colocada em placas de Petri (BD Falcon™, 100x20mm) e incubadas por 10 dias em estufa
5% de CO; a 37°C para diferenciacdo em células dendriticas. No terceiro dia de cultura foi
adicionado 10mL de meio RPMI completo contendo GM-CSF e, nos 6° e 8° dias de cultura foi

realizada a troca total do meio com adi¢cdo de GM-CSF.

Marcacao de células apoptéticas com CFSE

Para padronizagao da concentracdao 6tima de CFSE a ser utilizada, células apoptdticas,
infectadas ou ndo infectadas, foram incubadas com 10mL de PBS estéril aquecido contendo
1uM, 2,5uM, 5uM ou 10uM de CFSE (CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, 5SmM - FITC)
por 15 minutos em estufa 5% de COz a 37°C. Posteriormente o sobrenadante foi coletado e foi
adicionado a cultura 10mL de meio RPMI com antibiotico e 10% de SBF aquecido, e as células
foram novamente incubadas por 30 minutos para retirada do excesso de CFSE nao incorporado.

Apo6s a marcagdo com CFSE, a incorporagdo do corante foi avaliada por citometria de fluxo.

Diferenciaciao de células Th17 e tratamento com indometacina, in vivo

Para comprovar os resultados obtidos in vitro, fomos avaliar a diferenciacao de células
Th17 no ambiente pulmonar ¢ o envolvimento de PGE2 nesse contexto. Animais foram

infectados com 1x10° E. coli através de instilagdo i.n. e apds 24 horas foram instilados com
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1x10” CA+Ec. As concentragdes utilizadas e periodos avaliados foram previamente
padronizados por nosso grupo de pesquisa. Para avaliar o envolvimento de PGE2 no processo

de diferenciacdo de células Th17, os animais foram divididos em grupos experimentais:

1) Grupo controle: animais nao infectados com E. coli, nao instilados com CA+Ec,

tratados ou ndo tratados com indometacina.

2) Grupo E. coli: animais infectados com E. coli, ndo instilados com CA+Ec, tratados
ou nao tratados com indometacina.
3) Grupo CA+Ec: animais infectados com E. coli, instilados com CA+Ec, tratados ou

ndo tratados com indometacina.

Os animais receberam 100pg/animal de indometacina, ou PBS via i.p. em dias
alternados (Valdez et al., 2012), por 4 vezes a partir de 48 horas ap0s a instilacdo de CA+Ec.
No dia seguinte ao quarto tratamento, os animais foram novamente instilados com 1x10° E. coli
e apos 24 horas eutanasiados. A diferenciacao de células Th17 foi avaliada no pulmao e nos
linfonodos do mediastino e cervicais. Desse modo, nos avaliamos se na auséncia de PGE2

ocorre diferenciagao de células Th17.

Obtencao de células do parénquima pulmonar, linfonodos cervicais e do

mediastino

Apds procedimentos de infeccdo com E. coli e instilagdo de células apoptoticas
infectadas os animais foram eutanasiados em camara de CO>, os pulmdes foram perfundidos
com 10mL de PBS estéril, por meio de injecdo no ventriculo cardiaco esquerdo, e entdo
removidos para obten¢do de células do parénquima pulmonar. Os l6bulos dos pulmdes foram

fragmentados no aparelho GentleMACS™ Dissociator e digeridos em 13mL de RPMI
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contendo gentamicina e colagenase D (1mg/mL, Roche), mantidos por 45 minutos a 37°C, sob
agitacdo. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume de meio RPMI com antibioético contendo
10% de SBF para impedir a acdo da protease e, portanto, bloquear a digestdo celular. Para
dispersdo das células do parénquima, os fragmentos foram homogeneizados com a ajuda de
uma seringa e passando por peneira, para exclusdo de resquicios de tecidos, a suspensao celular
foi transferida para um novo frasco de 50mL e as células foram centrifugadas por 10 minutos,
1500rpm e 4°C. Os eritrocitos foram removidos por lise celular. As células obtidas foram
fixadas em PBS estéril com 4% de formaldeido por 15 minutos a 4°C, novamente centrifugadas
e ressuspensas em meio de congelamento (SBF com 10% de DMSO). As amostras foram
congeladas em freezer -80°C para posterior analise. O mesmo procedimento de congelamento
celular foi utilizado na suspensdo celular obtida dos linfonodos mediastinais e cervicais. Para
obtencdo de células dos linfonodos, esses orgdos linféides foram macerados em peneira, as
células obtidas foram centrifugadas e fixadas, e em seguida ressuspensas em meio de

congelamento e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise por citometria de fluxo.

Homogenato do pulméio

O lobulo superior esquerdo do pulmao de cada animal foi removido, mantido em tubo
criogénico e congelado em freezer -80°C até a analise das amostras. Para a realizacdo da técnica
de ELISA, para a deteccdo de citocinas, os tecidos foram submetidos & homogeneizagdo em
PBS, contendo inibidor de protease, utilizando o equipamento Homogenizer Workcenter (IKA
T10). Em seguida os tecidos homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 8000rpm
e 4°C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente e mantido a -80°C para posterior

quantificagdo das citocinas.
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Também foi removido o lobulo inferior esquerdo de cada animal para avaliagdo da
sobrevivéncia bacteriana. Os tecidos foram submetidos a homogeneizagdo em PBS utilizando
o equipamento Homogenizer Workcenter (IKA T10), e as suspensdes puras e nas dilui¢des 10",
10? e 10° foram plaqueadas em meio s6lido (Difco™LB AGAR, MILLER Luria-Bertani) e
incubadas em estufa 5% de CO2 a 37°C, apds 24 horas foi feita a contagem da recuperacao de

UFC de E. coli.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O sobrenadante do homogenato pulmonar foi avaliado quanto a presenca das citocinas
IL-6 (limite de detecgdo da curva — 1000 pg/mL), IL-1B (2000 pg/mL), TGF-B (2000 pg/mL),
e PGE2 (1000 pg/mL) (PGE: EIA Kit, Cayman Chemicals). A quantificagdo foi realizada de

acordo com os protocolos dos respectivos fabricantes. Resultados expressos em pg/mL.

Analise da expressao de marcadores de superficie e intracelulares em linfécitos T

CD4 por citometria de fluxo

Linfocitos obtidos do parénquima pulmonar foram estimulados por 4 horas com
0.1pg/mL de PMA (Sigma), 0.5pg/mL de Ionomicina (A23187) e 10pug/mL de Brefeldina A
(Sigma). Apds periodo de incubagdo as células foram incubadas com anticorpos Fcblock (para
bloquear receptores Fc na membrana celular, BD Pharmingen™), anti-CD3 (BD
Pharmingen™- FITC) e anti-CD4 (BD Pharmingen™ -PE) e em seguida permeabilizadas com
PermWash (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus) por 15 minutos e, entdo, incubadas
intracelularmente com anticorpo anti-IL-17 (BD Pharmingen™ - APC). A porcentagem e a

MIF (mediana da intensidade de fluorescéncia) de linfécitos Thl7 foram avaliados em
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citometro de fluxo FACS Canto™ (Becton& Dickinson, San Diego, CA, USA) e analisados

pelo programa FCS 4 Express FlowCytometry.

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média = SD e foram analisados utilizando o
programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para as comparagdes
entre dois grupos experimentais serdo utilizados o teste de Student’s t e para as comparacdes
entre trés ou mais grupos experimentais serd aplicada a analise de varidncia ANOVA seguido
de teste de comparacdo multipla Dunnett ou Tukey. Serdo consideradas diferencas

estatisticamente significativas se p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacio in vivo da capacidade migratoria de células dendriticas apds fagocitose

de CA+E. coli+CFSE

Células dendriticas sdo células residentes distribuidas pelos diferentes tecidos e
apresentam um papel chave na interface ente a resposta imune inata ¢ adaptativa, sendo estas
as mais eficientes na ativac¢ao de linfocitos T “naive”. A habilidade destas células destaca-se
por sua capacidade fagocitica, enquanto imatura e, apds sua ativacdo e maturagdo, tornam-se
eficientes células migratorias para a regido paracortical, rica em linfocitos T, nos linfonodos. O
microambiente gerado por CD tolerogénicas apresentam uma maior produ¢do de TGF-f, IL-10
e indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), necessarias para a diferenciacdo de células T-regs (Li e
Shi, 2015), enquanto que células dendriticas imunogénicas liberam grandes quantidades de
TGF-B, IL-6 e IL-23 necessarias para diferenciacdo e manuten¢do de linfocitos Th17 (Lutz e

Schuler, 2002).

Recentes resultados, in vitro, obtidos por nosso grupo demonstram que, a fagocitose por
CD de CA estéreis (ndo infectadas) impede a maturacdo das células dendriticas, representada
pela baixa expressao de MHC-II, CD86 e CCR7, resultando em uma baixa capacidade
migratoria destas células e na produgdo de mediadores anti-inflamatérios como TGF-f, IL-10
e PGE2. Entretanto, a fagocitose de células apoptoticas infectadas (contendo micro-organismos
no seu interior) resulta na ativacdo e maturagcdo dessas células dendriticas, como pode ser
observado pela maior expressao dos receptores supracitados, e aumenta a capacidade migratoria
dessas células, in vitro, bem como a produ¢do de mediadores pré-inflamatoérios como 1L-23,
TGF-p e IL-6. Portanto, a partir destes resultados podemos sugerir a modulagdo de CD através

da eferocitose de diferentes fontes de células apoptdticas, mimetizando um estado tolerogénico
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e imunogénico da resposta imune em uma situacao de homeostase € em um processo infeccioso,

respectivamente.

Nosso grupo tem como um dos principais focos de pesquisa o entendimento dos
mecanismos efetores da resposta imune no ambiente pulmonar contra bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas. No intuito de tentar reproduzir, in vivo, os resultados obtidos in vitro, em um
modelo de infeccao pulmonar por E. coli foram avaliados tanto o fen6tipo de maturagao, como
a capacidade migratdria de células dendriticas, apds a fagocitose de CA infectadas, no pulmao,

linfonodos cervicais e do mediastino.

Inicialmente, para os experimentos in vivo, foi padronizada a concentracdo 6tima de
incorporagdo de CFSE por CA infectadas, utilizando diferentes concentracdes do corante
fluorescente. Células RAW 264.7 foram infectadas com E. coli e a apoptose celular induzida
por UV. Nao foram observadas diferencas significativas em termos de porcentagem de células
positivas e mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) quando avaliadas as concentragdes
de 5uM e 10uM de CFSE, portanto, a concentracdo de CFSE utilizada nos subsequentes
experimentos foi de SuM (Resultados Suplementares - Figura 3). Em todos os experimentos
realizados a incorporacao de CFSE, por células apoptoticas infectadas, foi confirmada por
citometria de fluxo antes da instilacdo destas nos animais (Resultados Suplementares - Figura

4).

No inicio do processo infeccioso, apds o rompimento de barreiras fisicas e quimicas,
ocorre a invasdao dos micro-organismos patogénicos no tecido, que ativam células residentes
como, macrofagos e CD, e geram um microambiente inflamatorio que favorece o recrutamento
de neutréfilos e mondcitos para o local da infecgdo. Estas células inflamatérias uma vez no
tecido fagocitam estes micro-organismos e apos horas ou dias morrem no local da infecg¢ao

gerando, portanto, as células apodtoticas infectadas. Estas serdo removidas rapidamente por CD
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e macrofagos residentes presentes no tecido acometido. Como descrito anteriormente, as CD
contendo estas células apoptoticas infectadas no interior, in vitro, apresentam um fendtipo de
maturagao que favorece o recrutamento destas células na presenca de CCL19 e CCL2I,

sabidamente expressas na regiao paracortical dos linfonodos, rica em linfocitos T.

Um crescente corpo de evidéncias experimentais indica que o paradigma da fungao
"sentinela" de CD se aplica muito bem ao sistema respiratorio. Isto implica um recrutamento
constante de CD no pulmao, capacidade para detectar e capturar antigenos inalados e, eficiente
transporte de antigenos processados para os linfonodos. A inalagcdo de bactérias ou particulas
virais induz um réapido influxo de CD nas vias aéreas de camundongos, € a resolugcdo da
inflamacdo normalmente restaura os numeros basais de CD pulmonares (Mcwilliam et al.,

1994).

Esses dados da literatura dao suporte para nossos experimentos in vivo. Desse modo,
nos primeiros ensaios in vivo foi avaliado se as células apoptoticas infectadas, marcadas com
CFSE, seriam interiorizadas por células dendriticas imaturas presentes no pulmao e, essa
fagocitose levaria a maturacdo e subsequente migracdo destas células para os linfonodos
proximais. Para provar nossa hipotese, foi utilizado o delineamento experimental demonstrado

na Figura 1, na tentativa de tentar mimetizar o inicio deste processo infeccioso.
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Figura 1: Infeccao com E. coli e instilacao CA+E. coli
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Células Raw 264.7 foram infectadas com E. coli e posteriormente foi induzida a apoptose por radiacdo
de 350mJ de luz UV. CA+E. coli forma marcadas com 5uM de CFSE. Animais C57BL/6 foram
instilados i.n. com 1x10° E. coli ¢ apds 24 h, novamente instilados com 1x107 CA+Ec+CFSE. Apos 48
h os animais foram eutanasiados ¢ os pulmoes e os linfonodos (mediastino e cervicais) foram coletados.
A suspensao celular obtida foi marcada com anti-CD45 (APC), e entdo células CD11c" (PEcy-7) forma

avaliadas quanto a porcentagem de células positivas para CFSE por citometria de fluxo.
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Ap6s 48 h da instilacdo com CA+Ec+CFSE, foi detectado ~ 18% de células dendriticas
(CD45"CD11c¢") no pulmio destes animais. No entanto, em nenhuma das amostras de pulmdes
avaliadas foi observado células CD11¢" positivas para CFSE, que indicam a fagocitose por CD
de células apoptoticas infectadas com E. coli. (Figura 2). Além disso, tanto nos linfonodos do
mediastino (LM) como nos cervicais (LC) foi observado entre 3% a 4% de células
CD45°CDl11c", no entanto, assim como observado nas células do pulmao, ndo foi possivel

detectar qualquer positividade de CA+E.coli+CFSE (Figura 3).

Devido a auséncia de células CD11c¢" positivas para CFSE no pulmao dos animais apos
48 h da instilagdo, foi avaliado a cinética de degradacdo destas CA infectadas conjugadas com

CFSE por CD, in vitro.
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Figura 2: Deteccio de CD contendo CA+Ec marcadas com CFSE no pulméo
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C57BL/6 foram infectados (i.n.) com 1x10°E. coli e apds 24 h instilados com 1x10” CA+Ec marcadas
ou ndo marcadas com CFSE. Apos 48 h os pulmdes foram coletados e a porcentagem de CD
(CD457/CD11c") avaliada por citomtria de fluxo. As células obtidas dos pulmdes foram marcadas
com anti-CD45 e entdo selecionadas para CD11c*. A) Dotplot da porcentagem de células dendriticas
CD45*CD11c¢*, ndo marcadas com CFSE (controle) no pulmio; B) Dotplot da porcentagem de células
dendriticas CD45°CDl11c’, marcadas com CFSE no pulmdo. Dados de um experimento

representativo, de 2 experimentos individuais. N = 3 animais por grupo.
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Figura 3: Deteccio de CD contendo CA+Ec+CFSE nos linfonodos proximais (LLC e LM)
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C57BL/6 foram infectados (i.n.) com 1x10°E. coli e apds 24 h instilados com 1x107 CA+Ec marcadas
ou nao marcadas com CFSE. Apoés 48 h os linfonododos cervicais ¢ do mediastino foram coletados e
a porcentagem de CD (CD45%/CD11c¢") avaliada por citometria de fluxo. As células obtidas foram
marcadas com anti-CD45 e entdo selecionadas para CD11c". A) Dotplot das porcentagens de células
dendriticas CD45°CD11c", marcadas e nao marcadas com CFSE nos linfonodos cervicais (LC); B)
Dotplot das porcentagens de células dendriticas CD45°CD11¢*, marcadas ou ndo marcadas com CFSE
nos linfonodos do mediastino (LM). Dados de um experimento representativo, de 2 experimentos

individuais. N = 3 animais por grupo.
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A fim de tentar elucidar a inexisténcia de marcag¢ao de CFSE em CD isoladas do pulmao,
inicialmente foi realizada in vitro uma cinética de degradacao da marcacao do CFSE em células
apoptoticas infectadas apos 24 h, 36 h e 48 h, para tentarmos extrapolar os periodos a serem
avaliados nos experimentos in vivo. Os resultados demonstram que até 48 h nao houve
mudangas significativas na porcentagem de células positivas para CFSE, ou seja, ~ 40% das
células apoptdticas infectadas eram positivas para CFSE (AC+Ec/CFSE™). No entanto, a partir
de 48 h, foi observada uma diminui¢do em MIF quanto a expressdo de CFSE (Resultados
Suplementares - Figura 5). A partir dos resultados obtidos in vitro, o periodo de 24 h foi o
estipulado para avaliar, in vivo, a presenga de células AC+Ec+CFSE no interior de CD obtidas

do pulmao.

Na tentativa de enriquecer a porcentagem de células CD11c", as células totais obtidas
do pulmao foram isoladas em coluna com "microbeads" magnéticas anti-CD11c. Além disso, a
suspensao celular obtida do pulmao e dos linfonodos foram marcadas com anticorpo anti-Ly6G
(PE) para excluir a contaminacido de neutrofilos em nossa marcagdo, visto que estas células

também expressam CD11c"° (Figura 4).

Devido a etapa de enriquecimento de CD pela selecdo apenas de células CD1l1c*
(utilizando “microbeads”) e exclusdo de neutrdfilos da andlise, 90% da suspensao celular do
pulmao de animais instilados com células apoptdticas infectadas, marcadas ou nao com CFSE,
eram CD45"/Ly6g/CD11c*. Os resultados demonstram que, apos 24 h de instilagdo nos
animais com CA+E. coli+CFSE apenas uma pequena porcentagem das CD foi positiva para
CFSE (~ 0,22%), ou seja, possuiam células apoptdticas infectadas no seu interior (Figura 5A e
B). Em nenhuma das amostras dos linfonodos analisadas, mediastino ou cervical, foi observada

células CD11c¢" positivas para CFSE (Dados ndo mostrados).
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Figura 4: Infeccao com E. coli, instilacio CA+Ec e purificacao de CD
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Células Raw 264.7 foram infectadas com E. coli e posteriormente foi induzida a apoptose por radiagédo
de 350mJ de luz UV. CA+E. coli forma marcadas com SuM de CFSE. Animais C57BL/6 foram
instilados i.n. com 1x10° E. coli e apds 24 h, novamente instilados com 1x10” CA+Ec+CFSE. Apos 24
h os animais foram eutanasiados e os pulmdes e os linfonodos (mediastino e cervicais) foram coletados.
As células obtidas dos pulmdes foram purificadas em coluna com "microbeads" magnéticas anti-CD1 1c.
A suspensio celular obtida dos pulmoes e linfonodos foram marcadas com anti-CD45 (APC), anti-Ly6g
(PE) e anti-CD11c (PEcy-7), e a populagdo de CD CD11c" foi avaliada quanto a porcentagem de células

positivas para CFSE por citometria de fluxo.



Figura 5: Deteccio de AC+Ec+CFSE no interior de CD obtidas a partir de células do pulmao
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Animais C57BL/6 foram instilados i.n. com 1x10° E. coli e ap6s 24h estes foram novamente

instilados com 1x10’CA+Ec marcadas ou ndo com CFSE. Apds 24h da instilagdo com CA

infectadas, os animais foram eutanasiados e os pulmdes e linfonodos do mediastino e cervicais

foram coletados. As células obtidas dos pulmdes foram purificadas em coluna com "microbeads"

magnéticas anti-CD1lc, em seguida marcadas com anti-CD45, anti-Ly6g e anti-CDllc, e a

populagdo de CD foi analisada por citometria de fluxo. A) Dotplot da porcentagem de células

dendriticas CD45"Ly6g'CD11c¢*, ndo marcadas com CFSE (controle) no pulmao; B) Dotplot da

porcentagem de células dendriticas CD45"Ly6g CD11¢* marcadas com CFSE no pulmio. Dados

de um experimento representativo, de 2 experimentos individuais. N = 3 animais por grupo.
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Otimizacdo da incorporacio de CFSE em células apoptéticas infectadas apos

fixacdo com formaldeido

Conforme observado nos resultados da cinética de degradag¢ao de CFSE in vitro (Figura
5, Material suplementar), as CA+Ec marcadas com CFSE, perdem aproximadamente 50% a
marcagdo de CFSE apos 24 h de cultura. Além disso, a MIF de CA+Ec¢/CFSE" diminui apds 36
h e 48 h de incubagdo in vitro. Além disso, in vivo, apds 24 h de instilacdo dos animais foi
observado apenas uma baixa porcentagem de CD (CD45 Ly6g'CD11c") positivas para CFSE,
ou seja, contendo CA+Ec no pulmdo destes animais. Uma vez que a fonte de nossas CA
infectadas ¢ uma linhagem de macrofagos (linhagem de macr6fagos RAW 264.6), ou seja, com
alta taxa de proliferacdo, a diminui¢do de MIF em CA incorporadas com CFSE poderia ser
devido a proliferacao destas células e diluigdo da marcagcdo do corante. Portanto, a fim de
otimizar nosso protocolo de fagocitose de CA+Ec/CFSE", e tentar aumentar a detecgio destas
células no interior de CD in vivo, CA+Ec+CFSE foram fixadas com formaldeido impedindo

desta forma a proliferacdo de CA e diluicao do CFSE.

Para tanto, os resultados obtidos in vitro comprovam que a fixacdo das CA+Ec apos a
marcacao impediu a diluicdo do CFSE, ou seja, ~ 98% das CA+Ec mantiveram-se positivas

para CFSE até 48 h ap6s a marcagao (Figura 6).
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Figura 6: Fixacao de AC+Ec impede a perda da marcacio com CFSE, in vitro
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CA+Ec foram marcadas com 5uM de CFSE, posteriormente fixadas com PBS 4% de formaldeido
e, incubadas em estufa 5% de COz2a 37° C. Ap6s 24 h e 48 h as células foram recuperadas e a
porcentagem de células positivas para CFSE foi determinada por citometria de fluxo. Dados

representativos de 1 experimento individual realizado em triplicata.
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Antes de iniciar os experimentos in vivo, foi realizada uma cinética de fagocitose por
CD, de CA+Ec+CFSE in vitro, para confirmar o melhor periodo para recuperacao de CD no
pulmdo dos animais. As CD, diferenciadas de medula o6ssea, foram incubadas com
CA+Ec+CFSE fixadas, na propor¢ao 1:3, ¢ ap6és 24 h e 48 h de co-cultura estas foram
recuperadas, marcadas com anti-CD11¢ e avaliadas quanto a porcentagem de CD (CDI11c¢")
positivas para CFSE, por citometria de fluxo. Apds 24 h e 48 h, 16 — 20% das CD (CDl11c")
eram positivas para CFSE, ou sejam estas CD fagocitaram CA+Ec, conforme demonstrado na

Figura 7.
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Figura 7: Fagocitose de CA+FEc marcadas com CFSE e fixadas, por CD, in vitro
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CA+Ec foram marcadas com 5uM de CFSE, posteriormente fixadas com PBS 4% de formaldeido e,
incubadas com CD em estufa 5% de COza 37° C por 24 h e 48 h. Apos esses periodos de incubagio
as células recuperadas foram marcadas com anti-CD1 1¢ (PEcy-7) e a porcentagem de células CD11¢*
positivas para CFSE (FITC) foi determinada por citometria de fluxo. Dados representativos de 1

experimento individual realizado em triplicata.
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Avaliacido in vivo da capacidade migratoria de CD apods a fagocitose de CA

infectadas com E. coli + CFSE

A partir das otimizagdes referentes aos resultados obtidos nas Figuras 5 e 6, os
experimentos in vivo foram novamente realizados seguindo o mesmo delineamento
experimental descrito na Figura 4. Os pulmdes e linfonodos dos animais infectados com E. coli
e instilados com CA+Ec+CFSE foram recuperados apos 24 h e 48 h da instilagdo e as células
obtidas do pulmio foram purificadas em coluna com "microbeads" magnéticas anti-CD1 1c.
Apbs 24 h, ~ 43% da suspensdo celular obtida do pulmi3o de animais instilados com
CA+Ec+CFSE ou CA+Ec sem CFSE, eram CD45°CD11c¢". Porém, a fixa¢do das CA+Ec com
CFSE nao foi capaz de otimizar os resultados obtidos previamente, ou seja, ndo houve um
aumento na porcentagem de CA+Ec+CFSE no interior de CD (Figura 8A e B). Em nenhuma
das amostras dos linfonodos analisadas, mediastino ou cervical, foi observada células CD11c"

positivas para CFSE (Dados nao mostrados).

Uma das justificativas quanto as diferengas obtidas dos resultados in vitro e in vivo quanto
ao indice de fagocitose por CD de CA+Ec+CFSE, seria a origem das CD analisadas nos
diferentes experimentos. Nos experimentos in vitro foram utilizadas CD oriundas de células de
medula 6ssea diferenciadas in vitro. Por outro lado, nos experimentos in vivo avaliamos CD
purificadas do parénquima pulmonar, ou seja, CD teciduais. A expressdao de receptores
envolvidos na fagocitose de CA por CD oriundas do pulmao ou da medula 6ssea podem diferir,

justificando a diferenga encontrada da presenca CA+Ec+CFSE no interior destas CD.

Além disso, no pulmao de camundongos foram descritas quatro subpopulagdes: as intra-
epiteliais, as que compde a ldmina propria, € as CD11¢*/CD11b e CD11¢"/CD11b", residentes
no parénquima pulmonar. Além destas sub-populagdes de CD residentes, durante um processo

infeccioso ocorre a migragdo de CD LY6C™ derivadas de mondcitos (Hu e Pasare, 2013). Em
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camundongos, uma pequena porcentagem de CD, CD11C" CD103", parecem ser as células
responsaveis em capturar células apoptdticas no pulmdo e migrarem para os linfonodos
proximais, em um contexto inflamatério induzido pela instilagao prévia com LPS (Desch et al.,
2011). Novos experimentos deverdo ser realizados na tentativa de comprovar, in vivo, a
presenca destas CA+Ec+CFSE utilizando marcadores como CD103 em células do parénquima

pulmonar de animais instilados com CA+Ec+CFSE.

Outra explicacdo para os resultados obtidos seria a disponibilidade ou acesso de
CA+Ec+CFSE aos diferentes compartimentos pulmonares. Trabalhos na literatura demonstram
que o reconhecimento de proteinas antigénicas soltveis (conjugadas com FITC) inoculadas via
intratraqueal promoveram apenas a incorporagdo e migragao de apenas uma sub-populacio de
CD para os linfonodos. Ou seja, uma fragdo consideravel de CD do pulmao nio foram habeis
em capturar macromoléculas ou antigenos inoculados devido a disponibilidade destes nos
diferentes compartimentos do pulmao. Esses dados demonstram que hd uma consideravel
heterogeneidade existente tanto na taxa de rotatividade como nas fungdes de diferentes

subconjuntos de CD pulmonares (Vermaelen et al., 2001).

Portanto, devido a baixa expressao de CFSE em CD isoladas do pulmao dos animais
instilados nossos resultados in vivo nao foram capazes de comprovar a fagocitose de CA+Ec
por CD. Além disso, as diferencas entre CD oriundas de precursores da medula ossea, as quais
foram utilizadas nos experimentos in vitro, ¢ CD pulmonares também poderiam justificar a
baixa deteccao de fagocitose de CA+Ec por CD in vivo. No entanto, os experimentos in vitro
sugerem que a eferocitose por CD ¢ capaz de promover a maturacao e ativagao dessas células,
tornando-se assim habeis em migrar para os linfonodos proximais e desempenhar suas funcdes

efetoras como APC, iniciando uma resposta imune adaptativa.
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Figura 8: Fagocitose por CD de CA+Ec/CFSE™ fixadas, in vivo
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Animais C57BL/6 foram instilados i.n. com 1x10%E. coli e ap6s 24 h 0s mesmos foram novamente
instilados com 1x10” CA+Ec marcadas ou ndo com CFSE e fixadas com PBS 4% de formadeido. Apds
24 h os animais foram eutanasiados e os pulmdes foram coletados e a porcentagem de CD
(CD45%/CD11c") avaliada por citometria de fluxo. As células obtidas foram purificadas em coluna
com "microbeads" magnéticas CD11¢c, marcadas com anti-CD45 e entdo selecionadas para CD11c".
A) Dotplot da porcentagem de células dendriticas CD45°CD11c¢", ndo marcadas com CFSE (controle)
no pulmao; B) Dotplot da porcentagem de células dendriticas CD45"CD11¢" marcadas com CFSE no

pulmao. Dados representativos de 1 experimento individual. N = 3 animais por grupo.
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Analise do padrao de citocinas produzido por CD apds a fagocitose de células

apoptoticas infectadas, in vivo.

Outra maneira de comprovar indiretamente que as células apoptdticas infectadas
instiladas nos animais foram internalizadas por fagécitos residentes no pulmao, seria quantificar
as citocinas produzidas neste microambiente pulmonar. Ou seja, células dendriticas, apds a
fagocitose de células apoptoticas infectadas, seriam ativadas e produziriam citocinas que
favorecem a diferenciacdo de subtipos de linfocitos T. A fagocitose por CD, de células
apoptoticas infectadas, in vitro, resulta na producao de IL-6, devido ao reconhecimento de E.
coli via TLR 4/MyD88 presente no interior do endossomo, assim como de TGF-B, pela
interagdo de fosfatidilserina a receptores especificos presentes na membrana celular. Desse
modo a presenca de IL-6, juntamente com TGF- proporciona um ambiente adequado para

diferenciagdo de células Th17 (Torchinsky et al., 2009).

Desta forma, devido aos resultados nao convincentes obtidos in vivo, ou seja, a baixa
porcentagem de CD contendo no seu interior AC+Ec+CFSE, foi avaliada a produgdo de
citocinas envolvidas na diferenciagcdo de células Th17, a fim de comprovar indiretamente, que
houve a fagocitose por CD de AC+Ec no pulmao destes animais. A instilagdo de CA infectadas
no pulmao dos animais apds 24 h e 48 h resultou em um aumento nos niveis de IL-6, IL-1B e
TGF-B quando comparado com os niveis obtidos no pulmao de animais controle (Figura 9A, B
e C). Esses resultados corroboram com os resultados in vitro obtidos por nosso grupo de

pesquisa.

A presenca de PGE2 apds 24 h e 48 h de instilacdo de CA infectadas também foi
determinada no homogenato pulmonar. No entanto, a dilui¢do das amostras utilizada no ensaio
(3:1) ndo permitiu quantificar os niveis de PGE2, pois os valores de D.O. de todas as amostras

avaliadas extrapolaram os valores do maior ponto da curva padrao (Dados ndo mostrados).
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Outras diluigdes do homogenato pulmonar serao testadas para quantificagdo de PGE2 secretada

nas diferentes condi¢des experimentais.

Desse modo, podemos sugerir que a instilagdo de células apoptdticas infectadas nos

animais promove a secre¢ao de citocinas importantes para a diferenciacao de células Th17.
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Figura 9: Producao de citocinas mediante fagocitose de CA infectadas, in vivo
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Animais C57BL/6 foram instilados i.n. com 1x10° E. coli e apds 24 h novamente instilados com
1x107 CA+Ec marcadas ou ndo com CFSE e fixadas com PBS 4% de formaldeido. Apos 24 h e 48
h os animais foram eutanasiados e os pulmdes foram coletados, processados, centrifugados e o
sobrenadante foi avaliado quanto a presencga de 1L-6 (A), IL-1B (B) e TGF-p (C) por ELISA.

Resultados representativos de 1 experimento realizado em triplicata. Anélise realizada pelo

programa GraphPad Prism 5.0.
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PGE2 na diferenciacdo de células Th17 no contexto de eferocitose

Nosso grupo de pesquisa tem como interesse avaliar o efeito de diferentes fontes de
células apoptoticas (infectadas e/ou nao infectadas) na modulagdo da resposta imune, tanto na
imunidade inata como na adaptativa. Ja ¢ bem estabelecido na literatura que a fagocitose de CA
por macrofagos alveolares (Medeiros et al., 2009), assim como macrofagos isolados do

peritdnio (Fadok et al., 1998) resulta na liberacao de PGE2.

Viarios trabalhos na literatura descrevem os diversos efeitos da PGE2 na diferenciagao
das distintas subpopulagdes de células T CD4", e ja se tem bem descrito o envolvimento desse
mediador lipidico na modulacdo da diferenciacdo de células Th17, podendo estimular ou
suprimir a resposta Th17 em diferentes contextos. No entanto, nada se tem descrito sobre o
envolvimento de PGE2, oriunda da fagocitose de células apoptoticas infectadas, na

diferenciagdo de células do perfil Th17.

Recentes resultados, in vitro, obtidos por nosso grupo demonstram que a PGE2 tem um
papel chave na supressdo da diferencia¢do de células Th17. A fagocitose por CD, de células
apoptoticas infectadas promove a sintese de TGF-, IL-6, IL-13 e PGE2 que resulta na
diferenciacdo de células Th17. No entanto, diferente da hipotese inicial, a inibi¢ao da sintese
de PGE2, pelo tratamento com inibidor ndo seletivo da COX (Indometacina), resultou no
aumento da porcentagem de cé€lulas Th17, assim como a producao de altos niveis de IL-17A
(Figura 10A e B). Corroborando com os dados obtidos, a adi¢ao exodgena de PGE2 foi capaz de
reverte a producao de IL-17A aos niveis produzidos na condi¢do meio condicionado sem
tratamento com indometacina. (Dados nao publicados, referentes a tese dos alunos de doutorado

Felipe e Naiara).
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Figura 10: Envolvimento de PGE2 na diferenciacao de células Th17 a partir de MC, in vitro

A) MC MC + Indometacina
4 % 4
0 wet [ 01 %of
3] Gated 103 Gated
0] Celis « Cells
B ] 1,39 el 440
] 10 | 10
= -
10" 10’
0 0 - —~
e 10" :
10° 10’ 10° 10’
B)
2 PGE2
= !
—
L ] —
=
CM CM/Iindo CM/indo
+
PGE2

Células dendriticas previamente diferenciadas foram colocadas em cultura com CA+Ec ¢ incubadas
por 18 h para formagdo do meio condicionado (CM). Linfocitos T obtidos do bago de camundongos
C57BL/6 foram purificados em coluna com "microbeads" magnéticas CD4"'CD62L" (Miltenyi). As
células T CD4" "naive" foram estimuladas com anti-CD3/anti-CD28 e adicionadas em cultura com
0 MC, e foi ou ndo adicionada indometacina, incubacdo por 4 dias. A) Dotplot da porcentagem de
células Th17 diferenciadas a partir de meio condicionado com e sem indometacina. B) Grafico da
expressdo da citocina IL-17A em trés diferentes condigdes: meio condicionado, meio condicionado
com Indometacina ¢ meio condicionado com Indometacina + PGE2 exdgena (Dados ndo publicados,

Felipe Fortino, Naira Dejani ef al., 2014).
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Efeito supressor de PGE2 na diferenciacao de células Th17, in vivo

Mediante aos resultados promissores obtidos in vitro quanto ao papel supressor de PGE2
na diferencia¢do de Th17 no contexto de eferocitose, o tltimo objetivo deste projeto foi validar
esses resultados utilizando um modelo experimental de infec¢do pulmonar in vivo. Para tanto,
os animais foram infectados (i.n.) previamente com E. coli, na tentativa de mimetizar um
processo infeccioso ou inflamatério, e apds 24 h os mesmos foram instilados com CA+Ec na
presencga ou auséncia do tratamento com indometacina, conforme descrito no delineamento

experimental abaixo (Figura 11).
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Figura 11: Infeccao com E. coli instilacao CA+Ec e tratamento com indometacina
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Animais C57BL/6 foram infectados (i.n.) com 1x10° E. coli ¢ instilados com 1x10” CA+Ec. Os
animais foram divididos em 3 grupos experimentais: Grupo controle: animais nédo infectados com
E. coli e ndo instilados com CA+Ec, tratados ou ndo tratados com Indo; Grupo E. coli, animais
infectados com FE. coli, ndo instilados com CA+Ec e tratados ou ndo tratados com Indo; Grupo
CA + Ec: animais infectados com E. coli, apos 24 h instilados com CA+Ec, tratados ou ndo
tratados com Indo. Os animais foram tratados com Indometacina (100 ug/animal) ou PBS i.p., a
cada 2 dias, por 4X. Apds 24 h do ultimo tratamento os animais foram re-instilados (i.n.) com
1x10° E. coli e no dia seguinte eutanasiados. Foi feita a coleta dos pulmdes e linfonodos cervicais

\

¢ do mediastino, as suspensdes celulares obtidas foram analisadas quanto a porcentagem de

células positivas para Th17 e a MIF para IL-17, por citometria de fluxo.

Th17
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Corroborando com os resultados descritos previamente in vitro, as células isoladas do
pulmao de animais instilados com CA infectadas e tratados com indometacina (CA+E. coli+
Indo) apresentaram um aumento na porcentagem de células positivas para Thl7 (~ 7,8%)
quando comparadas com as células isoladas dos animais que receberam apenas CA+Ec (3,3%)
(Figura 12C). Quando as diferencas sao avaliadas em nimero absoluto de células os resultados
sdo evidentes. Os animais instilados com CA+Ec e tratados com Indo apresentaram um aumento
de ~ 4x no niamero de células Th17 no pulmao, quando comparado com o nimero destas células

obtidas dos animais instilados com CA+E. coli que ndo receberam Indo (Figura 12F).

Além disso, em relagdo aos grupos controles, foi observada uma baixa porcentagem de
células Th17 no pulmdo dos animais (~ 1,5%) que receberam ou ndo tratamento com
indometacina (Figura 12A). No grupo infectado apenas com E. coli foi observado um aumento
(~ 3,15%) de células Th17 e, o tratamento com indometacina promoveu um modesto aumento

dessas células nos pulmdes (~ 4%) (Figura 12B).

Esses resultados demonstram que a instilagdo de células apoptoticas contendo E. coli no
seu interior resultou na diferenciacdo de células Thl7, as quais foram observadas no pulmao
dos animais, quando comparado com o grupo controle. No entanto, quando os animais foram
tratados com indometacina houve um aumento na porcentagem de células positivas e na
quantidade de IL-17 (indiretamente determinada pela intensidade de fluorescéncia — MIF),
assim como em numero absoluto de células Th17 que migraram para o pulmao destes animais

(Figura 12D, E e F).

Torchinsky, et al. (2009) demonstraram que a fagocitose de CA por CD promove a
diferenciacdo de Th17 pela produgdo de IL-6 e TGF-f, no entanto, nao foi avaliada a produgao
e envolvimento de PGE2 nesse contexto (Torchinsky et al., 2009). Dados, in vitro, obtidos

recentemente por nosso grupo mostram que a fagocitose por CD, de CA+Ec induz a producao
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de altos niveis de PGE2 (~ 10x maior) quando comparados com os niveis deste mediador
produzidos por CD na presenca de CA nao infectadas. Portanto, os niveis elevados de PGE2,
produzidos apods a instilagdo de CA+Ec¢, gera um microambiente que inibe a diferenciagao de
células Th17, pela presenca de PGE2, e esse efeito ¢ revertido pelo tratamento com inibidor de

COX, indometacina.

J& se tem bem estabelecido na literatura que bactérias Gram-negativas, como E. coli,
induzem a sintese de PGE2 (Agard et al., 2013) e diferenciacdo de células Th17 (Tsai ef al.,
2013). No entanto, nossos dados sugerem que baixos niveis de PGE2 sdo produzidos pela
infeccdo com E. coli, desse modo, a inibicdo deste mediador lipidico, pelo tratamento com
indometacina, ndo levou ao aumento de diferenciacdo de células Th17 nesses animais. No
entanto, a presenca de E. coli no interior de CA resulta na produ¢do de altos niveis de PGE2

pela eferocitose por CD.

Nossos resultados in vivo demonstram que ha a diferenciagdo de células Th17 no
contexto de CA+Ec e que o tratamento com indometacina potencializa essa diferenciagao,
sugerindo um papel critico da PGE2 na supressdo do desenvolvimento desse subtipo celular no

contexto de eferocitose de células infectadas.
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Figura 12: Efeito supressor de PGE2 na diferenciacao de células Th17 in vivo, no

contexto de eferocitose (Pulmao)
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Animais C57BL/6 foram instilados com CA+E. coli e alguns grupos receberam ou ndo o tratamento
com Indometacina. O tratamento foi realizado a cada 2 dias (i.p.), com 100ug/animal, por 4 vezes.
Um dia ap6s o tltimo tratamento os animais foram novamente instilados com 1x10° E.coli, € apos
24 h eutanasiados para obten¢do das células dos pulmdes, linfonodos cervicais e do mediastino. A)
Grupo controle: animais tratados com indometacina (Controle ¢/ Indo) ou nio tratados (Controle s/
Indo); B) Grupo E. coli: animais infectados com E. coli tratados com indometacina (E. coli ¢/ Indo)
ou nao tratados (E. coli s/ Indo); C) Grupo CA+Ec. animais infectados com E. coli, instilados com
CA infectadas e tratados com Indo (CA+Ec ¢/ Indo) ou ndo tratados com Indometacina (CA+Ec s/
Indo). D) Dotplot da sobreposicao dos histogramas representativos entre os grupos controle, CA+Ec
s/ Indo e CA+Ec ¢/ Indo (MIF); E) Grafico representativo da % de células CD3"CD4" IL-17" nos
pulmdes dos animais dos diferentes grupos experimentais. F) Grafico representativo do niimero
absoluto de células CD3"'CD4" IL-17" em relagdo a contagem de leucdcitos totais dos pulmdes dos
animais dos diferentes grupos experimentais Analise realizada pelo programa GraphPadPrism 5.0.

Dados de um experimento representativo, de 3 experimentos individuais. N= 3 animais por grupo.
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Nos linfonodos cervicais foi observado o mesmo efeito biologico dos resultados
descritos no pulmao. Tanto em animais do grupo controle, como em animais apenas infectados
com E. coli tratados ou nao com Indo, ndo foi possivel detectar células positivas para Th17
(Dados nao mostrados). Nos animais infectados com E. coli ¢ instilados com CA+Ec, que nao
receberam Indo, foi observado um aumento na porcentagem de células Thl17 quando
comparados com animais controles. No entanto, o tratamento com Indo dos animais infectados
com E. coli e instilados com CA+Ec resultou em um aumento em ~ 3x na porcentagem de
células T CD4 positivas para IL-17 (Figura 13A, B e C). Portanto, esses resultados corroboram
com os dados anteriores, demonstrando que a eferocitose leva a produgdo de elevados niveis de
PGE2 por células dendriticas previamente ativadas no pulmao e, a presenca desse mediador nos
linfonodos, parece inibir a diferenciagdo de células Th17. Ou seja, nossos dados sugerem que
o tratamento dos animais com indometacina promove uma maior diferenciag¢ao de células Th17
nos linfonodos, em resposta ao microambiente propicio (com presenca de IL-6 e TGF-f3) gerado

pelas CD que fagocitaram CA+Ec nos pulmdes e migraram para os linfonodos.

Nos linfonodos do mediastino ndo foram observadas diferencas entre os grupos
experimentais (Dados ndo mostrados). A auséncia de detec¢do de células Th17 nos linfonodos
mais proximais ao pulmao, os do mediastino, sugere que o desafio destes animais com E. coli
no pulmao promove o recrutamento destas células Th17, diferenciadas no linfonodo proximal,
para o pulmao, justificando desta forma a auséncia destas células nos linfonodos do mediastino.

Nio foram observadas células T CD4 IFN-y" nos animais infectados e instilados com
CA+Ec com ou sem tratamento com indometacina, sugerindo que nos animais em que a PGE2

nao ¢ inibida, esta ndo auxilia na diferenciacao de células do perfil Th1 (Dados ndo mostrados).
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Figura 13: Envolvimento de PGE2 na diferenciacao de células Th17 in vivo, no contexto
de eferocitose (LC)
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Animais C57BL/6 foram instilados com CA+E. coli e alguns grupos receberam ou nio o tratamento
com Indometacina. O tratamento foi realizado a cada 2 dias (i.p.), por 4 vezes, com 100ug/animal.
Um dia ap0és o tltimo tratamento os animais foram novamente instilados com 1x10° E.coli, € ap6s 24
h eutanasiados para obtencdo das células dos pulmdes, linfonodos cervicais € do mediastino. A)
Animais infectados com E. coli, instilados com CA infectadas e ndo tratados com Indo (CA+Ec s/
Indo); B) Animais infectados com E. coli, instilados com CA infectadas e tratados com Indometacina
(CA+Ec ¢/ Indo); C) Grafico representativo da % de células CD3"CD4" IL-17" nos linfonodos
cervicais dos animais dos diferentes grupos experimentais Analise feita pelo programa
GraphPadPrism 5.0. Dados de um experimento representativo, de 3 experimentos individuais. N= 3

animais por grupo.
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Inibicao de PGE2 no contexto de eferocitose aumenta a diferenciacao de células Th17,

promove o recrutamento de neutrofilos e diminuicio da carga bacteriana no pulmaio.

Embora a elevada expressao de IL-17A esteja relacionada a doencas inflamatorias das
vias aéreas tais como asma (Molet et al., 2001), fibrose cistica (Tan et al., 2011) e doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), este perfil de resposta pro-inflamatoria parece
desempenhar um papel protetor importante contra varios micro-organismos (Mcallister et al.,
2005). Tanto IL-17A como IL-17F apresentam semelhante potencial de recrutamento de
neutrofilos para o sitio da infec¢do. Desta forma, nosso préximo passo foi avaliar se o aumento
no numero de células Th17, observado no pulmio de animais que receberam CA+E. coli e
foram tratados com indometacina, promove uma inibi¢do da carga bacteriana pelo aumento no

recrutamento de neutrofilos para o pulmao.

Os resultados demonstram que animais que foram instilados com CA+E. coli
apresentam um recrutamento de neutrofilos para o pulmdo, quando comparado aos animais
controles que receberam apenas PBS. No entanto, o recrutamento destes neutrofilos para o
pulmdo ndo foi capaz de conter a proliferacdo bacteriana. Por outro lado, o tratamento dos
animais com Indo, apds a instilagdo dos animais com CA+E. coli, resultou no aumento do
recrutamento de neutrofilos e diminuigdo da carga bacteriana para o pulmdo, quando
comparado com animais que ndo receberam tratamento com Indo (Figura 14A e B). Esses
resultados corroboram com dados obtidos de diferenciagdo de células Thl7 in vivo,
demonstrando que os animais tratados com indometacina apresentam maior quantidade de
neutrofilos no pulmao, provavelmente em reposta a maior recrutamento e¢/ou diferenciacao de

células Th17 no pulmao desses animais.
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Um mecanismo bem descrito de células Th17 efetoras, secretoras de IL-17A e IL-17F,
¢ o recrutamento de neutréfilos para o sitio da infecgdao. Porém, além da IL-17, sabe-se que
células Th17 produzem IL-22 (Liang et al., 2006) que, juntamente com IL-17, potencializa o
recrutamento de neutrofilos, estimulando a produgdo de quimiocinas (CXCL1, CXCLS,
CXCLS) (Andoh et al., 2005), assim como a producao de proteinas antimicrobianas como B3-

defensinas (Sabat et al., 2014).

Sabe-se que a inibicdo de PGE2 pode beneficiar o hospedeiro durante infeccdes
bacterianas (Agard et al., 2013). Camundongos deficientes de COX-2 demonstram um
aumento na sobrevivéncia pds-infeccdo contra varios patdogenos bacterianos. Camundongos
deficientes de COX-2"" expostos a doses elevadas de LPS (i.p.) apresentam aumento da
sobrevivéncia quando comparado com os animais selvagens (Ejima ef al., 2003). Além disso,
camundongos COX-2"" também demonstram maiores taxas de sobrevivéncia associada a menor
carga bacteriana no figado e no bago apds infec¢@o intravenosa com S. pyogenes (Bowman e
Bost, 2004). No entanto, nestes estudos nao foi observado qualquer correlagdo da presenca de

PGE2 com aumento de células Th17.

Nossos resultados in vivo comprovam os resultados previamente obtidos in vitro,
demonstrando o papel supressor de PGE2 na diferenciagdo de células Th17, no contexto de
fagocitose de células apoptoticas infectadas. Desse modo, podemos sugerir que a inibicao de
PGE2 promove maior diferenciagdo de células Th17 e estas sdo recrutadas para pulmao
exercendo suas funcdes efetoras, através da liberagao de citocinas do perfil Th17, que resulta
no recrutamento de neutrdfilos para o tecido pulmonar. O aumento na porcentagem de
neutrofilos parece refletir na diminui¢ao da carga bacteriana recuperada do pulmao destes
animais, no entanto, outros experimentos utilizando anticorpos bloqueadores para IL-17/e ou

IL-22 serdo testados para comprovar os resultados obtidos.
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Figura 14: Inibicao de PGE2 promove a diferenciacao de células Thl7 e resulta no
aumento da migracio de neutrofilos e diminuicio da recuperacao de E. coli no pulméo
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Células obtidas do pulmao de animais dos diferentes grupos experimentais foram marcadas com anti-
CD11b e anti-LY6G e o ntimero de neutréfilos foi avaliado por citometria de fluxo (A); Grafico
representativo da porcentagem de neutrofilos LY6G™ no pulméo dos diferentes grupos experimentais.
(B) O lobulo inferior esquerdo do pulmao foi homogeneizado e UFC de E. coli foram recuperadas.
Dados de um experimento representativo, de 3 experimentos individuais. N= 3 animais por grupo

Analise estatistica realizada pelo programa GraphPadPrism 5.0.
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7. CONCLUSOES

> Os resultados in vivo demonstram que a instilagdo de CA+Ec promove um
microambiente favoravel para diferenciagao de células Th17, com presenca de TGF-B, IL-6 e
IL-1B. No entanto, ndo foi possivel comprovar a fagocitose por CD destas CA+Ec/CFSE", tdo

pouco a capacidade migratoria destas CD para os linfonodos.

X A instilagdo de animais com CA+Ec promove a diferenciagdo de células Th17,
porém, o tratamento dos animais com inibidor de PGE2 (Indometacina) resultou no aumento
de células Th17 no pulmao.

o> A inibi¢ao da PGE2, pelo tratamento com indometacina, promove o aumento de
células Th17 no pulmao, associado com um aumento no niimero de neutréfilos e diminuig¢do da

carga bacteriana no pulmao.
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Modelo proposto

Assim, os resultados aqui apresentados sugerem que a fagocitose de CA infectadas
promove a diferenciacdo de células Th17. No entanto, a secrecdo de PGE2, pela fagocitose
destas células apoptoticas infectadas suprime a diferenciacdo de células Th17 nos linfonodos,
impedindo a migracdo destas células para o pulmao resultando num aumento da suscetibilidade

a infecgdes pulmonares.
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9. RESULTADOS SUPLEMENTARES

Geracao de CA a partir de linhagem de macrofagos - RAW 264.7

Inicialmente avaliamos o indice de fagocitose de E. coli por células RAW 264.7 (MO)
utilizando E. coli-GFP em proporgdes e tempos distintos para entendermos a cinética da
infeccdo. Apos a incubag¢do, os M@ foram avaliados quanto a porcentagem de células

infectadas, células GFP™.

Apos a padronizagao do indice de infecg¢ao realizamos a padronizagdo da indugdo de
apoptose nas células infectadas (M@+Ec). As células infectadas foram posteriormente
irradiadas com diferentes propor¢des de luz UV e em seguida analisadas quanto a marcagao da
fosfatidilserina expressa na membrana celular, pela anexina V, e Iodeto de Propideo (PI), que
determina a % de necrose celular pela marcacao de componentes intracelulares expostos devido
a perda da integridade da membrana. Cerca de 87% dos M@ apresentaram positividade para
E.coli, a porcentagem de fagocitose das bactérias pelos MO ¢ expressa pela emissdo de
fluorescéncia GFP (Figura 1A). A porcentagem de apoptose dos MO+E. coli observada foi de
aproximadamente 70% (Figura 1B), apresentando apenas uma pequena porcentagem de células
necréticas (Anexina’/PI"). Para posteriores ensaios experimentais escolhemos como fonte de
células apoptoticas infectadas MO infectados com E. coli na propor¢ao 1:10 e irradiados com

350mJ de luz UV (CA+Ec).
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Figura 1: Taxa de infeccio de células RAW 264.7 (MO) por E.coli-GFP
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M@ foram incubados overnight, em estufa 5% CO, a 37°C para aderéncia celular. Em seguida
0s M@ foram infectados com E.coli-GFP na proporcao 1:10 e as células foram incubadas por 2
h. Apés o periodo de infeccdo, as células foram lavadas para remocdo das bactérias nio
fagocitadas e avaliadas quanto a expressdo de GFP por citometria de fluxo. Os M@ foram
também marcados com PI (marcador nuclear - necrose celular) e Anexina-V (marcador de
fosfatidilseria de membrana - apoptose celular) e o estado de morte celular foi avaliado por
citometria de fuxo. A) Porcentagem de fagocitose das bactérias pelos M@, expresso pela emissdo
de fluorescéncia GFP. B) Dotplot da porcentagem de células apoptoticas (AnexinaV™") e células

em apoptose tardia, duplo positivas (PI*/Anexina V*).
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Fagocitose de células apoptoticas por células dendriticas

O 1ultimo passo da padronizacdo de M@ como fonte de células apoptoticas infectadas
foi avaliar a capacidade de CD fagocitarem M@ apoptoticos. Desse modo, CD foram colocadas
em cultura com M@ apoptdticos infectados marcados com CFSE e incubadas por 4 h, em
seguida as CD foram marcadas com anti-CD11c e a eferocitose foi analisada por citometria de
fluxo. As células dendriticas foram capazes de fagocitar os M@ apoptdticos infectados
(CA+Ec), com taxa de fagocitose proxima aos 50%, conforme demonstrado no dotplot na
populagio duplo positiva CD11¢"CFSE" (Figura 2). Os resultados obtidos com M@ apoptoticos
infectados foram muito semelhantes aos obtidos com neutréfilos apoptodticos infectados,
anteriormente utilizados (Dados ndo mostrados). Ou seja, os macroéfagos apoptdticos infectados
foram tao eficientes quanto neutrofilos apoptoticos em termos de capacidade fagocitica por CD.
Deste modo, conseguimos padronizar uma nova fonte de células apoptoticas infectadas,

minimizando drasticamente o uso de animais durante o desenvolvimento deste projeto.
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Figura 2: Células dendriticas sdo capazes de fagocitar MO apoptoticos infectados
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CD foram incubadas com CA+Ec, irradiadas com 350mJ de luz UV e marcadas com CFSE, e a
co-cultura foi incubada por 4 h em estufa 5% CO;,a 37°C. Apo6s a incubagao as células foram
coletadas e avaliadas quanto aexpressdo de moléculas de superficie celular CD11c. Dotplot

respresentativo da populagdo de CD que fagocitaram CA+Ec - CD11¢*CFSE".
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Incorporacao de CFSE em células apoptéticas infectadas

Para a padronizagao da concentragdo 6tima de incorporagao de CFSE (FITC) por CA,
células RAW 264.7 foram infectadas com E. coli e a apoptose celular foi induzida por UV,
conforme descrito previamente em materiais € métodos. As células foram marcadas com
diferentes concentragdes de CFSE: 1uM, 2,5uM, 5uM e 10uM para determinar a concentragao
ndo toxica e com alta intensidade de fluorescéncia. Na menor concentragdo de CFSE (1uM)
apenas 48% das células foram capazes de incorporar o CFSE. No entanto, nas concentragdes
subsequentes houve um aumento concentracdo dependente tanto quanto a porcentagem de
células positivas quanto de MIF (Figura 3A e B). Como ndo houve diferencas quantitativas em
termos de porcentagem e MIF entre as concentracdes de SuM e 10uM (Figura 3C e D), optamos

pela concentrac¢do de SuM nos experimentos subsequentes.



Figura 3: Determinacio da incorporacao de CFSE em CA infectadas
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CA+Ec foram incubadas com diferentes concentracdes de CFSE e analisadas quanto a porcentagem de

células positivas e a mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF). A) Dotplot da porcentagem de células

CFSE" e analise comparativa da expressdo de CFSE pela sobreposi¢do de histogramas da condigdo

concentragdo 1uM sobre o histograma do controle; B) Doiplot da porcentagem de células CFSE* e andlise

comparativa da expressdo de CFSE pela sobreposi¢do de histogramas da condi¢do concentragido 2,5uM

sobre o histograma do controle; C) Dotplot da porcentagem de células CFSE" e analise comparativa da

expressdo de CFSE pela sobreposicdo de histogramas da condi¢do concentracdo SuM sobre o histograma

do controle; D) Dotplot da porcentagem de células CFSE" e analise comparativa da expressido de CFSE pela

sobreposi¢ao de histogramas da condi¢@o concentragdo 10uM sobre o histograma do controle.
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Confirmacio da incorporaciao de CFSE por CA+Ec

Antes da instilagao de CA infectadas nos animais, a marcagdo com CFSE das diferentes
condi¢des foram confirmadas por citometria de fluxo. Aproximadamente 100% das células
foram positivas para CFSE (5uM) antes da instilacdo nos animais (Figura 4). Confirmada a

eficiéncia da marcagdo das CA+Ec as mesmas foram utilizadas nos experimentos in vivo.
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Figura 4: Comprovacio da marcacao com CFSE

CA+Ec sem CFSE CA+Ec com CFSE
1024 15.00% 0.00%| "*T0.00% 0.00%
768 768 1

512 5121

256 1

0,02% 0,17%

Dotplot representativo da porcentagem de células apoptdticas infectadas marcadas com CFSE

em comparacdo com as células ndo marcadas.
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Cinética da degradacao de CA+Ec + CFSE por células dendriticas in vitro

A fim de tentar elucidar a inexisténcia de marca¢ao de CFSE em CD, foi realizada uma
cinética de degradagdo da marcagao do CFSE em células apoptoticas infectadas, para tentarmos
extrapolar os periodos a serem avaliados nos experimentos in vivo. As CA infectadas foram
incubadas com S5uM de CFSE, em estufa5% de CO» a 37°C, conforme descrito detalhadamente
em materiais e métodos e, apos 24, 36 e 48 h estas células foram avaliadas quanto a expressao
de CFSE, por citometria de fluxo. Apds 24 h de marcacdo com CFSE, ~ 40% de CA+Ec
apresentaram-se positivas para CFSE, comparado a praticamente 100% de marcacdao de CA+Ec
logo ap6s a incubagido com CFSE. A partir de 36 h a porcentagem de células CFSE" manteve-
se, no entanto, houve uma diminuigdo na MIF em ~ 50% em células CFSE" quando comparado
com a condi¢do apds 24 h de marcacao (Figuras SA e B). Apos 48 h observou-se uma modesta
redugdo tanto na porcentagem, como na MIF de células CFSE", quando comparado com células

apos 24 h de marcagao (Figuras 5A e C).



85

Figura 5: Cinética da degradacao de CFSE in vitro
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CA+Ec foram marcadas com 5uM de CFSE e incubadas em estufa 5% de CO,a 37°C. Nos tempos
24, 36 ¢ 48 h as células foram recuperadas e foi feita analise da expressdo de CFSE (FITC) por
citometria de fluxo. A) Dotplot da porcentagem de células marcadas e expressdo da mediana de
fluorescéncia de CFSE (MIF) na condicdo apos 24 h de marcagdo; B) Dotplot da porcentagem de
c¢lulas marcadas e expressao da mediana de fluorescéncia de CFSE (MIF) na condicdo apds 36 h
de marcagdo; C) Dotplot da porcentagem de células marcadas e expressio da mediana de

fluorescéncia de CFSE (MIF) na condicao apos 48 h de marcacao.



