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Abstract

The scavenger receptors (SR) are the major receptors involved in the Streptococcus
pneumonia phagocytosis by alveolar macrophages (AMs) that act as the first line of defense
in the lung. The increase of susceptibility to bacterial infections has been demonstrated in
chronic inflammatory pulmonary disease in which there is an intense accumulation of
apoptotic cells (ACs). Our hypothesis is that the uptake of ACs by macrophages could
suppress immune responses by releasing anti-inflammatory mediators, such as TGF-f§ and
PGE,. However, the way in which PGE, suppress the effector mechanisms against
Streptococcus pneumonia by SR in alveolar macrophages is unclear. We found that the pre-
incubation with AC inhibited the ingestion and killing of S. pneumonia by AMs. The
inhibition of S. pneumonia phagocytosis by efferocytosis was partially reverted when
endogenous PGE, production was repressed with a COX inhibitor, EP2 antagonist and
likewise with an adenylate cyclase inhibitor. However, this suppressive effect was PKA
independent. Moreover, we demonstrated that the inhibition of S. pneumonia phagocytosis by
efferocytosis was more pronounced in scavenger receptors class B (SR-B). Thus, we suggest
that the presence of ACs in the lungs of patients with COPD could trigger the synthesis of
PGE; and promote the suppression of effector functions of AMs against bacterial infections,
such as S. pneumoniae. Therefore, treatment with COX inhibitors, concomitant-microbial
therapy, could lead to an improvement in the immunosuppression triggered by the action of

PGE; in the lung microenvironment and thus restoration of effector functions of AMs.
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Resumo

Os receptores scavenger (SR) sdo os principais receptores de reconhecimento padrdao
(PRR) envolvidos na fagocitose de Streptococcus pneumoniae por macrofagos alveolares
(AMs), células estas consideradas a primeira linha de defesa no pulmio. Sabe-se que
individuos acometidos por doencas pulmonares obstrutivas cronicas (DPOC) sao susceptiveis
a infecg¢Oes bacterianas recorrentes e apresentam um intenso acimulo de células apoptdticas
(ACs) no parénquima pulmonar. A hipétese deste estudo fundamenta-se em que o actimulo de
ACs e a fagocitose destas por AMs poderia suprimir as funcdes efetores destas células,
através da liberacdo de mediadores anti-inflamatérios, tais como TGF- e PGE,. No entanto,
nada se sabe quanto aos mecanismos pelos quais PGE, poderia suprimir esses mecanismos
efetores de macréfagos alveolares contra S. pneumoniae, via SR. Nossos resultados
demonstram que a presenca de ACs promove a inibicdo da fagocitose e a atividade
microbicida de AMs contra S. pneumoniae. A inibi¢do da fagocitose de S. pneumoniae
mediada pela eferocitose foi revertida pela inibicdo da sintese de PGE, endégena, assim como
pelo tratamento com antagonistas deEP2 e pela inibicdo da enzimaadenililciclase. No entanto,
estes efeitos supressores de PGE, decorrentes da eferocitose por AMs foram independentes da
acdo de PKA. Desta forma, podemos sugerir que a presenca de ACs no pulmao de individuos
com DPOC poderia desencadear a sintese exacerbada de PGE; e contribuir na supressdo das
funcdes efetoras de AMs contra infec¢des bacterianas, como S. pneumoniae. Portanto, o
tratamento com inibidores da COX, concomitante a terapia antimicrobiana, poderia levar a
uma melhora no quadro de imunossupressdo desencadeado pela acdo de PGE, no

microambiente pulmonar e, portanto, restauracao das fungdes efetoras de AMs.
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Capitulo 1
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1. Introducao

Receptores e ligantes associados a eferocitose

A apoptose, ou morte celular programada, € essencial para o controle do crescimento,
diferenciacdo e manutenc¢do da homeostase do tecido (Wyllie et al., 1980; Schmidt e Tuder,
2010). A eliminag@o de células e corpos apoptéticos por fagécitos, denominado eferocitose,
representa um mecanismo pelo qual se previne a exposicao de componentes intracelulares
visando manter a homeostase e solucionar respostas inflamatérias nos tecidos (Inoue et al.,

2012; Schmidt e Tuder, 2010; Donnelly e Barnes, 2012).

O processo de remocdo de células apoptdticas por fagdcitos envolve multiplos
receptores, adaptadores e moléculas quimiotaticas (Fadeel 2003; Grimsley and Ravichandran
2003) (Figura 1). Dentre as mudangas na superficie das células apoptéticas que facilitam a
interacdo e o reconhecimento destas por fagdcitos, a melhor caracterizada € a perda da
assimetria de fosfolipidios de membrana. Essa assimetria resulta na inversio da
fosfatidilserina (PS - phosphatidylserine) do interior para o exterior da bicamada lipidica, um
evento que ocorre logo no inicio do processo apoptético e parece ser crucial para a eferocitose
por fagécitos (Fadok et al., 1998b; Fadok et al., 1992; Schlegel e Williamson, 2001;Gardai et
al., 2006). Varias moléculas soliveis podem facilitar a interacdo com receptores expressos na
superficie de fagécitos com a PS exposta em células apoptéticas. Dentre estas tem-se descrito
proteina S — proteina plasmatica dependente de vitamina K (Anderson, Maylock et al. 2003),

trombospondina (Savill, Hogg et al. 1992).

A exposicdo de PS na por¢do externa da membrana celular € o principal sinal que
permite o reconhecimento da célula apoptética por varios receptores presentes na superficie
de fagdcitos dente eles receptor que reconhecem diretamente ou indiretamente PS (Hoffmann,

deCathelineau et al. 2001).
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Dentre os receptores presentes na superficie de fagdécitos que estdo envolvidos no
reconhecimento direto de PS em células apoptéticas tem-se descrito TIM-4 (T-cell
immunoglobulin domain and mucin domain-4) (Miyanishi, Tada et al. 2007) e as moléculas
BAIl(Brain-specific angiogenesis inhibitor 1)(Park, Tosello-Trampont et al. 2007) e stabilin-
2(Park, Jung et al. 2008) todos expressos em macréfagos e células dendriticas. Por outro lado,
dentre os receptores que interagem indiretamente com PS foram descritos, receptor scavenger
(CD36) através da interacdo de PS associados a proteina oxLDL (oxidized low-density
lipoprotein) (Platt, Suzuki et al. 1996; Todt, Hu et al. 2008), receptor de vitronectina (Vaf33)
utilizando trombospondina como proteina ligante (Savill, Dransfield et al. 1990), CD14
(Devitt, Moffatt et al. 1998) e os receptores de proteinas do sistema complemento — CR3 e

CR4(Mevorach, Mascarenhas et al. 1998).

Figura 1. Fagocitose de células apoptoéticas. Receptores de superficie em fagdcitos, ligantes

soliveis e modificacdes moleculares expressos na membrana celular de células apoptéticas.
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O Impacto de Células Apoptoticas na Resposta Imune

A eferocitose resulta na supressdo da resposta imune através da liberacdo de
mediadores anti-inflamatérios como IL-10, TGF-f, prostaglandina E, (PGE,), assim como
inibicdo da sintese de mediadores pré-inflamatérias como TNF-a, IL-12, IL-1B, IL-18 e
LTC4 (Fadok, Bratton et al. 1998; Kim, Chung et al. 2005; Medeiros, Serezani et al. 2009).
Sabe-se que a interacdo de macréfagos com células apoptdticas via receptor de vitronectina
(VoPB3) e receptor scavenger(Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000) e ou receptores que
interagem com PS (Henson, Bratton et al. 2001; Freire-de-Lima, Xiao et al. 2006) induz a
sintese de PGE, e TGF-f, sendo estes mediadores sabidamente conhecidos como supressores
da resposta imune. As células apoptdticas podem também desempenhar um efeito pro-
inflamatério apds a interagdo com receptores foll-like (TLR) favorecendo o aparecimento de
doencas autoimunes, como por exemplo, o Lipus Eritematoso Sist€émico (SLE)(Barber 2011).
No entanto, existem relatos na literatura que sugerem a regulacdo da inflamacdo e
autoimunidade pelo clearance de células apoptéticas mediado por TLR-2. (de Freitas,

Banerjee et al. 2012)

O impacto da imunossupressao induzida pela fagocitose de células apoptdticas tem
sido demonstrado em diferentes modelos de infec¢@o e processos inflamatérios. No modelo de
infeccao por Trypanossoma cruzi (Lopes, da Veiga et al. 1995) foi demonstrado previamente
que hd uma intensa apoptose de linfécitos durante o curso da infec¢dao. Este mesmo grupo de
pesquisa demonstrou que a interacdo de linfécitos T apoptéticos com macréfagos infectados
promove a proliferacdo descontrolada do parasito de maneira dependente de PGE,, TGF-f3 e
poliaminas. Uma unica inje¢cdo de células apoptéticas em camundongos previamente
infectados com 7. cruzi foi capaz de aumentar a parasitemia nestes animais. Além disso, o

tratamento destes com inibidores de PGs como, indometacina, aspirina € NS398, aboliram a
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parasitemia nestes animais (Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000). O efeito anti-
inflamatério da eferocitose foi também comprovado in vivo, utilizando um modelo de
inflamacdo pulmonar induzida por endotoxina, através da instilacdo de células apoptéticas

(Vandivier et al., 20006).

Sabe-se que durante a fase aguda das infec¢cdes hd um grande acimulo de células
apotéticas no tecido afetado [revisado em (Chung, Kim et al. 2006)]. PGE,, por sua vez, é um
importante mediador envolvido na imunossupressdo € no aumento da suscetibilidade a
infec¢oes (Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000; Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff,
Canetti et al. 2005; Serezani 2007). Desta forma, os estudos referentes aos receptores e sinais
moleculares desencadeados por PGE, na supressdo da resposta imune induzido por células
apoptéticas sdo de grande relevancia para o entendimento da participacdo de eicosandides
como moduladores da resposta imune. Recentemente, nosso grupo de pesquisa (Medeiros,
Serezani et al. 2009) demonstrou que a pré-incubacdo de macréfagos alveolares (AMs) com
células apoptoéticas resulta na inibi¢do da fagocitose mediada por receptores Fc de maneira
tempo-dependente e proporcao de células apoptoticas. Além disso, nés demonstramos in vitro
que o efeito supressor de células apoptéticas na fagocitose e na atividade microbicida em
AMs € mediado por cicloxigenase/PGE,/receptor EP2/cAMP. A participacdo de PGs foi
confirmada através do pré-tratamento de AMs com inibidores de COX e de adenilil ciclase
resultando na reversao da inibi¢ao da atividade fagocitica e microbicida por AMs induzida por
células apoptéticas. Além disso, AMs obtidos de animais deficientes do receptor para EP2
(EP2-/-) foram capazes de reverter a inibicao da fagocitose de IgG-RBC induzida por células
apoptoticas. O papel supressor de PGE,, induzido pela eferocitose por AMs, foi confirmado in
vivo através da instilacdo de animais com células apoptdticas. A prévia instilacao de células
apoptoticas seguido do desafio com Streptococcus pneumoniae resultou na proliferacdo e

disseminag@o para a corrente sanguinea da bactéria. Esse efeito supressor foi revertido em
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animais deficientes do receptor de PGE,, EP2 (Medeiros, Serezani et al. 2009). Visto que
estes camundongos ndo possuem anticorpos pré-existentes contra S. pneumoniae os resultados
obtidos in vivo sugerem que PGE,, parece exercer um importante papel na supressdo induzida
pela fagocitose de células apoptéticas. Esse efeito supressor de PGE, parece ser efetivo ndao
apenas em alvos opsonizados por IgG, mas também na modulacdo da funcdo efetora de
fagdcitos através de outros receptores, como receptor scavenger e/ou TLR-2 (Toll-like
receptor -2), considerados de fundamental importancia na interacao fagécitos-bactérias Gram-

positivas.

Mecanismos de Ac¢do e Sinalizacao Dependente de Prostaglandinas

Dentre os prostandides (prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos), PGE; é o um
dos principais mediadores lipidicos inflamatérios envolvido na patogénese de doencas
inflamatdrias cronicas, como artrite reumatéide (McCoy, Wicks et al. 2002). Esse lipidio é
gerado a partir da acdo da enzima fosfolipase A, (PLA;) que leva a liberagdo do &cido
araquidonico (AA) que pode ser metabolizado pelas cicloxigenases (COX). Existem duas
isoformas de COX, COX-1 que € constitutiva e COX-2 que € induzida e expressa em baixos
niveis em células nao ativadas. O aumento da expressdao de COX-2 ocorre em situacdes de
estresse como processos inflamatdérios ou infecciosos. As principais células responsaveis pela
sintese de PGE; no pulmao sao AECs (Alveolar Epithelial Cell) (Chauncey, Peters-Golden et
al. 1988), macrofagos (Wilborn, DeWitt et al. 1995), e fibroblastos (Wilborn, Crofford et al.
1995). Dentre as PGs, a PGE,, gerada a partir da acdo de PGE; sintase, € um dos principais
mediadores lipidicos sintetizados por macréfagos e outros diferentes tipos celulares na
presenca de LPS (Brock, McNish et al. 2003). Além da atividade edematogénica das

prostaglandinas, a PGE, pode agir indiretamente na modulacdo da sintese de diferentes
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citocinas e quimiocinas (Gualde and Harizi 2004; Sugimoto, Fukada et al. 2005). Apesar da
vasta literatura correlacionando PGE, como um importante mediador inflamatério nos
processos inflamatorios agudos e cronicos, o potencial anti-inflamatérios deste prostandide
vem sendo descrito em diferentes modelos experimentais (Tilley, Coffman et al. 2001;
Serezani, Kane et al. 2012). PGE, inibe a migracao de leucécitos (Armstrong 1995), geracao
de O,- (McLeish, Stelzer et al. 1987; Aronoff, Canetti et al. 2005), sintese de leucotrienos
(Christman, Christman et al. 1993; Aronoff, Canetti et al. 2005) e de varias citocinas, entre
elas IL-12 (Iwasaki, Noguchi et al. 2003), IFN-y (Betz and Fox 1991) e TNF-a (Kunkel,
Spengler et al. 1988; Aronoff, Canetti et al. 2005). Além disso, PGE, aumenta a producao de

citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (Shinomiya, Naraba et al. 2001).

Sabe-se que esse efeito antagbnico de PGE, estd diretamente relacionado ao tipo de
receptor expresso na superficie dos diferentes tipos celulares. Atualmente sdo conhecidas
quatro classes de receptores EP (Prostaglandin E Receptors), os quais sdo acoplados a
proteina G (Figura 2). EP1 € acoplado a G, que resulta no aumento de Ca”* intracelular. EP3
¢ acoplado a G;, cuja ativacdo leva a diminui¢do de cAMP. EP2 e EP4 sdo acoplados a G;,
resultando no aumento de cAMP intracelular. Vérios trabalhos t€ém demonstrado que o carater
supressor da PGE, deve-se ao aumento da cAMP, como resultado da interacdo com os
receptores EP2 e/ou EP4 (Breyer, Bagdassarian et al. 2001; Nataraj, Thomas et al. 2001;

Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff, Canetti et al. 2005).

Os receptores EP2 e EP4 requerem diferentes concentracdes de PGE; devido a sua
baixa ou alta afinidade respectivamente, para exercer seu efeito supressor, em AMs por
exemplo. Por outro lado, EP1 apresenta uma menor afinidade a PGE, quando comparado ao
EP3 com maior afinidade, de modo que em diferentes tipos celulares favorece no
aparecimento de doencas cronicas e autoimunes. (Kalinski 2012). Em contra partida o

envolvimento de PGE, na imunidade adaptativa vem sendo desvendado nos udltimos anos e
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diferente dos efeitos supressores descritos na ativacdo de células T “naive” (Betz 1991;
Baratelli 2005; Kalinski 2012) recentes trabalhos demonstram uma importante funcdo
imunoestimuladora desse mediador lipidico no desenvolvimento de células T produtoras de
IL-17 em vérios modelos de infeccao e autoimunidade. (Yao, Sakata et al. 2009; Kalinski

2012)

Figura 2. Vias de sinalizagdo de receptores de prostaglandina E2 - EP1, EP2, EP3 e EP4

Classicamente, a via de sinalizacdo intracelular do cAMP envolve a ativagdo imediata
da proteina quinase dependente de cAMP ou PKA (protein kinase A), que fosforila alvos
subsequentes como o0 CREB (cAMP response element binding protein). No entanto, outros
alvos envolvidos na sinalizacdo do cAMP que afetam as fun¢des celulares independentemente
de PKA té€m sido descritos. Dentre eles a proteina Epac-1 e 2 (Exchange protein directly
activated by cAMP) (Kawasaki, Springett et al. 1998). Epac-1 é conhecida como uma
importante GEF (guanine nucleotide-exchange factors) capaz de tornar Rapl-GDP, uma
small GTPase da familia Ras, na forma ativa Rap1-GTP. A ativacdo de Rap1-GTP promove a
ativacdo de MEK e ERK. PKA e Epac-1 podem co-existir no interior de um mesmo tipo
celular, e suas acdes podem ser antagdnicas, sinérgicas ou de importancia tnica dependendo
da funcdo efetora (Aronoff, Canetti et al. 2005). Entretanto, os estudos relacionados a essas
moléculas sinalizadoras nas fungdes efetoras de fagdcitos ainda s@o incipientes.

Recentemente, Peters-Golden e colaboradores demonstraram que os efeitos supressores da



21

PGE, em AMs sdo distintamente regulados por PKA (que inibe a sintese de citocina e
atividade microbicida) e Epac-1 que inibe a fagocitose de alvos opsonizados por IgG e
também atividade microbicida (Aronoff, Canetti et al. 2005). No entanto, até o momento nada
se sabe sobre o papel de PGE; na modulag¢do da cascata de sinaliza¢io induzida por receptores
scavenger, especificamente os de classe A (SR-A I/ II e MARCO), descritos como o0s
principais receptores envolvidos na fagocitose de bactérias Gram-positivas, como .

pneumoniae.

Envolvimento de PGE; no Aumento da Suscetibilidade a Infec¢oes.

A producdo exacerbada de PGE, normalmente estd associada ao aumento de
suscetibilidade as infec¢des bacterianas, que acometem os individuos infectados por HIV
(Azzam, Kedzierska et al. 2006), desnutridos (Redmond, Shou et al. 1991), ou submetidos a
transplante de 6rgao (Ballinger, Aronoff et al. 2006). PGE, inibe muitos aspectos funcionais
de macréfagos e neutréfilos atuando diretamente nos mecanismos de defesa antimicrobiana
no pulmio (Greenberger, Strieter et al. 1995). Esse efeito pode ser evidenciado pela
administracao de inibidores de COX em modelos experimentais de infec¢ao por Pseudomonas
aeruginosa. O tratamento destes animais infectados com inibidor de COX resultou numa
dréstica diminui¢do da carga bacteriana e aumento da sobrevivéncia dos animais (Campanile,
Giampietri et al. 1993). Aronoff et al.(2004) demonstraram que PGE,, produzida por AMs,
foi capaz de inibira fagocitose de bactérias mediada pelo receptor Fc. Esta acdo
imunossupressora ¢ mediada pelo aumento nos niveis de cAMP através da interacdo de PGE,
ao receptor EP2 e consequente ativagdao da Epac-1. O mesmo grupo de pesquisa demonstrou
que tanto PGE, enddgena quanto exdgena suprime a capacidade microbicida de AMs

infectados com Klebsiella pneumoniae opsonisada com IgG. A inibicdo da atividade
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microbicida por PGE,; é mediado por EP2 e EP4 através da inibi¢do da ativacdo de NADPHox

e geracao de ROI (reactive oxygen intermediate) (Serezani 2007).

A fagocitose via IgG é uma das principais vias de reconhecimento do patégeno na
resposta contra agentes microbianos. No entanto, outros receptores como TLR, receptor de
complemento e receptores scavenger sao de fundamental importancia no reconhecimento de
microrganismos durante a resposta imune inata. A fagocitose via receptor Fc é uma das vias
extensivamente estudada quando a sinalizacdo intracelular, especialmente quanto ao papel
supressor de PGE,. No entanto, poucos trabalhos descrevem o papel de PGE, na infeccao
pulmonar por S. pneumoniae. Sabe-se que, dentre as toxinas secretadas por S. pneumoniae, a
pneumolisina é um dos principais fatores de viruléncia capaz ndo apenas de promover a
formagdo de poros na membrana celular, mas também de suprimir a resposta imune do
hospedeiro através da inducdo de apoptose, induzir uma intensa reacdo inflamatéria (Marriott,
Mitchell et al. 2008) assim como induzir a secre¢dao de PGE, (Cockeran, Steel et al. 2001).
Além disso, a infeccao pulmonar por S. pneumoniae induz o aumento da expressdao de COX-2
resultando no aumento de PGE; (Szymanski et al., 2012). No entanto, até o momento, poucos

estudos descrevem o impacto de PGE; na modulagdo da funcdo efetora de fagdcitos na

infecgdo por S. pneumoniae via receptor scavenger.

Receptor scavenger na infeccio por S. pneumoniae

As infeccdes do trato respiratdrio inferior lideram entre as principais causas morte de
infec¢des no mundo (Murray and Lopez 1997), principalmente aquelas causadas por bactérias
Gram-positivas, como pneumonia por S. pneumoniae (Paterson e Orihuela, 2010; Dominis-
Kramari€ et al., 2011; Jeong et al., 2011). Os AMs sdo uma das principais c€lulas envolvidas

nos mecanismos de defesa contra microrganismos no pulmdo. Num processo infeccioso estas
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células fagocitam os microrganismos resultando na ativacdo e liberacdo de citocinas,

quimiocinas e mediadores lipidicos (Laskin and Laskin 2001).

Dentre os receptores expressos na superficie de AM, tem-se descrito aqueles que
interagem com a por¢do Fc da IgG (FcyR, denominado FcR), envolvido na fagocitose de
microrganismos opsonizados, o receptor de complemento (Greenberg and Grinstein 2002),
receptor de manose, receptores Toll-like (TLR) e o receptor scavenger (SR) também
envolvidos na fagocitose de microrganismos nao opsonizados (Platt, Haworth et al. 2002). Os
receptores Fc (FcyR) sdo capazes de mediar a ingestdo de microrganismos opsonizados com
IgG, porém esta interacdo in vivo, ndo ocorre durante a resposta imune inata exceto mediante
a presenca de anticorpos pré-existentes de um prévio contato com o patégeno. Além disso, o
CR ¢ expresso em baixa densidade na superficie de AM, especialmente em ratos (Berger,
Norvell et al. 1994). Neste contexto, os receptores scavenger, expressos tanto na superficie de
células dendriticas como de macréfagos, possuem um importante papel na interacio parasita-
hospedeiro na fase inicial da infeccdo. Mas, especificamente em AMs, o0s receptores
scavenger possuem um papel critico na ligacdo e captura de diferentes bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, assim como com seus respectivos componentes de parede celular,
LPS e 4cido lipoteicdico (ALT). Dentre os receptores scavenger existentes, os SR-A 1 e II
(SR-A I, SR-A IT e MARCO) e SR-B I e II (SR-B I e SR-B II ou CD36 e CD 163) s@o os
principais envolvidos no reconhecimento de bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae

(Rennemeier, Hammerschmidt et al. 2007).

Injaria Pulmonar e PGE,

Sabe-se que a apoptose de células da parede dos alvéolos ocorre em grande escala na

Doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) associada a um aumento na suscetibilidade a
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infeccOes bacterianas no trato respiratério. Como descrito anteriormente, a interacdo e
fagocitose de células apoptoéticas resulta na liberacdo de mediadores anti-inflamatérios, como
IL-10, TGF-B e PGE, (Chung, Kim et al. 2006). Apesar de PGE; ser um dos principais
mediadores envolvidos na imunossupressdo € no aumento da suscetibilidade a infecc¢des
(Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff, Canetti et al. 2005; Serezani 2007) até o momento,
pouco se tem descrito quanto a correlacdo existente entre o papel PGE, no aumento a
suscetibilidade a S. pneumoniae no modelo de DPOC. Assim, os modelos experimentais de
DPOC sao de grande relevancia clinica para prevencdo dos processos de supressdo da

resposta imune nas infeccoes.

Baseado nos dados previamente obtidos, que a instilacdo de células apoptéticas in vivo
induz o aumento de PGE,, carga bacteriana no pulmao e disseminacdo do S. pnemoniae na
corrente sanguinea (Medeiros, Serezani et al. 2009), nossa hipétese fundamenta-se que a
PGE, seja um dos principais fatores que medeia o impacto das células apoptdticas na
diminui¢do das fungdes efetoras de AMs, na fagocitose mediada pelo receptor scavenger.
Assim, os estudos in vitro relacionados aos mecanismos de acdo mediados por PGE,; em AMs
sao de grande relevancia clinica para a prevengdo e ou intervencdo do processo de supressiao

da resposta imune.
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1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho visa avaliar os mecanismos pelos quais PGE,, endégena e
exogena, através de seus receptores, modulam sinais moleculares capazes de interferir em
processos fagociticos e microbicidas, via receptor scavenger em AMs previamente incubados

com células apoptéticas.

Objetivos especificos

1. Determinar o efeito da eferocitose por macréfagos alveolares na atividade fagocitica e

microbicida de S. pneumoniae;

2. Investigar o efeito supressor de células apopdticas nos mecanismos efetores de AMs na

infeccdo por S. pneumoniae via receptores scavenger, SR-A e SR-B.

3. Avaliar a participa¢do de PGE,/adenilil ciclase/cAMP/PKA na supressdo dos mecanismos

efetores de macréfagos alveolares pela eferocitose na infec¢do por S. pneumoniae;

4. Determinar o papel de receptores de PGE,, EP2 e EP4, na supressdio dos mecanismos

efetores de macréfagos alveolares pela eferocitose na infec¢do por S. pneumoniae;
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Hipoétese de Estudo e Resultados Esperados

Streptococcus pneumoniat-.?%?%?3
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Figura 3. A eferocitose por AMs resulta na sintese de PGE2 que pode interagir com os
receptores EP2 e EP4 acoplados a proteinas Gs. A interacdo de PGE,, a estes receptores,
induz a ativacdo de adenilil ciclase que catalisa a conversao de ATP ao AMP ciclico
(cAMP). O cAMP promove a ativagdao de PKA e/ou Epac que pode modular a ativagdo da
cascata de sinalizacdo de MAPK que € considerada via de sinalizacdo utilizada na

interacdo via receptor scavenger. Numeracdo em verde corresponde aos objetivos

especificos descritos no texto acima.
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3. Material e Métodos

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, com 6 a 8 semanas de idade, obtidas do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Biologica — CEMIB/UNICAMP. Os animais foram
mantidos em bolhas de pressdo negativa, com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz
claro/escuro controlados e livre acesso a 4gua e racao estéreis. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a ética em experimentagdo animal e com prévia aprovacdo do

Comité de Etica da UNESP — Protocolos CEP/FCF/CAr n° 03/2011 e n°® 28/2011.

Isolamento e cultura de AMs

AMs residentes foram obtidos como previamente descrito por Peters-Golden M. et al.
(Peters-Golden, McNish et al. 1990) e Baile et al.(Bailie, Standiford et al. 1996). Brevemente,
os AMs foram obtidos através do lavado bronco alveolar e mantidos em RPMI-1640 livre de
soro bovino fetal (SBF) por 1 h. Posteriormente, foi adicionado RPMI-1640 completo (10%
de SBF e 50 pg/mL de gentamicina), e as células permaneceram em cultura por 16-18 h a

37°C, 5% de CO,,

Inducio de apoptose célular

Como fonte de células apoptoéticas, a linhagem Jurkat (linhagem humana de células T)
foi submetida ao tratamento com Camptotecina (CPT - 2ug/mL) por 5 h em RPMI 1640-
completo a 37°C, 5% de CO,. A porcentagem de células apoptoticas precoces (Anexina+/PI-)
e tardias (Anexina+/PI+) foi determinada por citometria de fluxo apds marcacao das células

com anexina V/PI, conforme descrito previamente (Medeiros, Bonato et al. 2002).
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Padronizac¢io da curva de crescimento deS. pneumoniae

Para determinacdo da curva de crescimento, a bactéria S. pneumoniae (Cepa ATCC
49619) foi cultivada em meio TSB a 37° C por um periodo de 5h. Nesse periodo, duas
aliquotas foram adquiridas a cada 1 h, sendo uma delas utilizada para leitura de D.O. (A=600
nm) no espectrofotdmetro e a outra para cultivo em dgar sangue para determina¢ao do nimero
de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) ap6s 24 h. A curva de crescimento foi
determinada correlacionando-se o nimero de UFC com a D.O. obtida nos respectivos tempos

de incubacdo (Figura 4).
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Figura 4. Padronizacao da curva de crescimento de S. pneumoniae (ATCC 49619). A
curva de crescimento bacteriano foi determinada através da contagem de UFC e sua
absorvéncia equivalente D.O.(A=600nm). O resultado apresentado equivale a um experimento

representativo de cinco experimentos independentes.
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Ensaio de fagocitose mediada por receptor scavenger

Para o ensaio de fagocitose, S. pneumoniae foram conjugadas com FITC como
previamente descrito (Arredouani, Yang et al. 2004). Brevemente, a suspensdo de S.
pneumoniae na D.O. de ~ 0.4 (~10° UFC/mL - determinado pela curva de crescimento
bacteriano como descrito previamente) foi lavada 2 vezes e ressuspensas em tampao
carbonato/FITC protegido da luz e entdo incubadas por 1h a 37° C. Apds esse periodo a
suspensao de S. pneumoniae + TSB foi lavada trés vezes para remocao do excesso de FITC e

ressuspensa em RPMI-1640 (livre de soro e gentamicina) contento 0,5% de para-formaldeido.

Y foi avaliada

A fagocitose de S. pneumoniae, marcada com FITC (S. pneumoniae
conforme previamente descrito (Aronoff, Canetti et al. 2004). Assim, AMs foram incubados
em placas pretas com fundo translicido de 96 pogos (BD — 353219) por um periodo de 16 h
em RPMI-1640 10% de SBF, 50 pug/mL de gentamicina a 37° C, 5% de CO,. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi retirado e substituido por RPMI-1640 livre de soro. Inibidores e
bloqueadores de receptores scavenger foram adicionados 30 min antes da adicao de células
apoptoticas e/ou da incubagdo com a bactéria. Células apoptéticas foram adicionadas a cultura
numa proporcdo de 3:1(AC:AMs) durante 1h como descrito previamente por (Medeiros,
Serezani et al. 2009), seguido da incubagdo de S. pneumoniae™"“ (1:50, 1:100 e 1:150) por
um periodo de 3 h. Ao final desta incuba¢do foi adicionado a cultura o mesmo volume de
Azul de Trypan (250 pg/mL) por 10 min para inibir a fluorescéncia das bactérias que possam
estar ligadas a membrana do AM. Por fim, a intensidade de fluorescéncia foi determinada por
fluorimetro 485ex/535em (BioTek - Synergy H1) e os resultados foram expressos em

porcentagem de fagocitose em relacdo ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do

controle).
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Para avaliar se a intensidade médxima de fluorescéncia e a eficiéncia do azul de trypan
no “quench” das bactérias ligadas a membrana, as diferentes quantidades de .
pneumoniae” ' utilizadas nos ensaios fagocitose (1:50, 1:100 e 1:150) foram avaliadas
separadamente. Como demonstrado na Figura 5 a intensidade de fluorescéncia, expressa em

Unidade Arbitrdria de Fluorencéncia (UAF), foi proporcional a quantidade de S.

+FITC

pneumoniae adicionada aos pog¢os. No entanto, a adicdo de azul de trypan aos respectivos

e eg . . . AL s e . FITC
pocos inibiu ~96% da intensidade de fluorescéncia emitida por S. pneumoniae™ .
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Figura 5. Efeito do Azul de Trypan no “quench” de S. pneumoniae em ensaio de
microplaca. Diferentes quantidades de S. pneumoniae™ """ (1:50, 1:100 e 1:150) foram
adicionadas aos pog¢os na presenca ou ndo de Azul de Trypan. A intensidade de fluorescéncia
foi determinada utilizando um fluorimetro (BioTek - Synergy H1), comprimento de onda de

485nm excita¢do/535nm emissdo e os resultados sdo expressos como Unidade Arbitrdria de

Fluorencéncia (UAF).
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Avaliacao da atividade microbicida através a recuperacao de unidades formadoras de

colonia (UFC)

A recuperacdo de UFC de S. pneumoniae foi realizada a partir da lise dos macrofagos
utilizando 200 pL de TSB + 0,5 % saponina gelada. Foi feito uma dilui¢do seriada na base
dez com a suspensdo contendo o lisado celular para recuperacdo de UFC de S. pneumoniae
em agar sangue. As placas de dgar sangue foram incubadas em estufa de CO; a 37°C por 24 h

e realizada a contagem de UFC. Os resultados foram expressos em nimero de UFC/mL.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) e estdo apresentados como média + SEM. Para comparagdes entre
dois grupos experimentais foram utilizadas o teste de Student’st e para comparagdes entre trés
ou mais grupos experimentais foi aplicado ANOVA seguido do teste de comparacdo multipla
Bonferroni. Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas se p < 0,05. Todos

os experimentos serdo realizados ao menos trés vezes em diferentes periodos.
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4. Resultados

Validacao da conjugacio do S. pneumoniae com FITC

Para os ensaios de fagocitose de S. pneumoniae por macréfagos alveolares utilizamos
em nossos experimentos S. pneumoniae conjugados com FITC (S. pneumoniae™"'©). Para
validarmos a conjugacdo do fluorocromo 2 bactéria, a suspensdo de S. pneumoniae™ "' foi
avaliada tanto por microscopia de fluorescéncia (Figura 6A) quanto por citometria de fluxo
(Figura 6B). Nossos resultados mostram que em ambas as metodologias empregadas, ~100%
das bactérias apresentaram marcacao positiva para FITC. Além disso, a adicdo do azul de
trypan apds 15 min foi capaz de impedir a emissdo da fluorescéncia em aproximadamente
80%. Além disso, para confirmar o tempo confidvel de utilizacdo de bactérias conjugadas para
os ensaios de fagocitose foi realizada uma cinética de tempo destas bactérias marcadas. Os
resultados obtidos demonstram que apds uma semana da conjugagcdao com o FITC a mediana
da intensidade de fluorescéncia de bactérias conjugadas decaiu em aproximadamente 20%
(dados ndo mostrados). Portanto, para os ensaios de fagocitose, S. pneumoniae™ "' foi

utilizado por aproximadamente cinco dias apds a conjugagdo para que houvesse o minimo de

interferéncia quanto a perda da fluorescéncia destas bactérias.
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Figura 6. Conjugacao de S. pneumoniae com FITC. S. pneumoniae foram conjugadas com
o fluorocromo (FITC) e apds 24 h as amostras avaliadas quanto a porcentagem de bactérias
positivas através de A) microscopia de fluorescéncia; B) porcentagem de bactérias positivas
para FITC na auséncia de azul de trypan; C) porcentagem de bactérias positivas para FITC
ap6s 15 min. de incubacdo com Azul de trypan. Microscopia de fluorescéncia aumento de

1000x. Para os ensaios de citometria de fluxo foram adquiridos 30.000 eventos.
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Efeito da eferocitose por AMs na fagocitose de S. pneumoniae

Resultados obtidos previamente por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
incubagdo de células apoptéticas inibe a fagocitose mediada pelo receptor Fc de maneira
propor¢do e tempo-dependente. No entanto, a proporcao 3:1ou 5:1 (AC:AMs) durante um
periodo de incubacdo maior ou igual a 30 min mostrou-se igualmente eficiente quanto a
capacidade de suprimir a fagocitose via receptores Fc por AMs (Medeiros, Serezani et al.
2009). Além disso, nds e outros grupos demonstramos previamente que a propor¢do de 3:1 é
capaz de induzir a produgdo de altos niveis de PGE, (Medeiros, Serezani et al. 2009 e Fadok
et al., 1998). Portanto, para os ensaios de fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram incubados
na proporcao de 3:1 (AC:AMs) por um periodo de 60 min e a capacidade fagocitica para S.
pneumoniae foi avaliada ap6s 3h de incubacgdo. Inicialmente determinamos se a prévia
incubacdo de ACs era capaz de inibir a fagocitose de S. pneumoniae por AMs
independentemente do MOI (AMs:S. pneumoniae) utilizado. Nossos resultados demonstram
que a prévia incubacdo de AMs com ACs inibiu em 16% a 39.4% a capacidade fagocitica de
S. pneumoniae por AM nas diferentes proporcdes utilizadas, porém de maneira mais
pronunciada na proporc¢do de 1:100 (~39%). Desta forma, nos subsequentes experimentos de

fagocitose utilizamos a propor¢ao de 1:100 (AMs: S. pneumoniae).
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Figura 7. Efeito da eferocitose na fagocitose de S. pneumoniae. AMs foram pré-tratados
por lh com 3:1 (AC:AMs) e entdo incubados com diferentes propor¢des de S.
pneumoniae™ . (A) 1:50; B) 1:100 e C) 1:150. Apés 3h de incubacio, foram adicionados
aos pocos 80uL de Azul de Trypan (250 pg/mL) e apdés 10 min. a intensidade de
fluorescéncia foi determinada utilizando fluorimetro (485ex/535em). Os resultados foram
expressos em porcentagem de fagocitose em relacdio ao controle contendo AM + S.
pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de cinco experimentos independentes

realizados em quintuplicatas. * P < 0.05 versus AMs+Sp.
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PGE, promove a supressao da fagocitose de S. pneumoniae por AMs no contexto de

eferocitose via EP2/adenilil ciclase/cAMP e independente de PKA.

Sabe-se que a fagocitose de ACs por macréfagos diferenciados de mondcitos leva a
liberagdo de mediadores anti-inflamatérios como, PGE,, TGF-§ e IL-10(Fadok et al., 1998a;
Kim et al.,, 2005; Medeiros et al., 2009). Mais especificamente, resultados obtidos
previamente por nosso grupo de pesquisa demonstram que a incubagdo de ACs em cultura de
AMs também promove a sintese de altos niveis de PGE,, TGF-f e IL-10 que resulta na
inibicdo da fagocitose via FcR. Nosso proximo passo foi investigar se a supressdo da
fagocitose de S. pneumoniae por AMs pela eferocitose (na proporcao de 1:100) seria mediada

por PGE,.

Nossos resultados demonstram que a inibi¢do da fagocitose de S. pneumoniae por
AMs pela prévia incubacdo de ACs foi revertida pelo pré-tratamento com indometacina
(inibidor da COX) quando comparado com os AMs incubados apenas com ACs e desafiados
com S. pneumoniae (Figura 8A). Para comprovar que a PGE, é capaz de promover a
supressdo da fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram pré-tratados com PGE, exdgena e
entdo incubados com a bactéria. A adi¢do exdgena de PGE, foi tao eficiente quanto ACs em
inibir a fagocitose de bactérias por AMs quando comparado com o controle de AMs

desafiados com S. pneumoniae (Figura 8A).

Sabe-se que o efeito supressor de PGE; ocorre principalmente via receptores EP2 e
EP4 devido a associagdo destes a proteina Gs. A interacdo de PGE, a EP2/EP4 promove a
ativacdo de adenilil ciclase que catalisa a conversao de ATP a AMP ciclico (cAMP). Para
avaliar a via de sinaliza¢do pelo qual PGE, exerce suas fun¢des efetoras, AMs foram pré-
tratados com SQ 22536, inibidor de adenilil ciclase, incubados com ACs e desafiados com S.

pneumoniae. O prévio tratamento de AMs com o respectivo inibidor foi capaz de reverter o



39

efeito supressor mediado pela eferocitose, quando comparamos com os AMs incubados com
ACs e desafiados com S. pneumoniae sugerindo desta forma a participacdo de adenilil ciclase
na inibi¢do da fagocitose (Figura 8B). Para comprovar que a ativagdo de cAMP pode interferir
no processo de fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram incubados com forskolin, capaz de
aumentar os niveis intracelulares de cAMP, e entdo desafiados com S. pneumoniae. A prévia
incubagdo com forskolin resultou na inibi¢do da fagocitose de bactérias quando comparado
com AMs desafiados com S. pneumoniae porém de maneira ndo tdo eficiente quanto a

observada por incubacdo com ACs (Figura 8C).

Para determinar os receptores de PGE, envolvidos no efeito supressor da fagocitose de
S. pneumoniae, AMs foram pré-tratados com agonistas e antagonistas de EP2 e EP4,
incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae. O efeito supressor induzido pela
presenca com ACs foi revertido na presenga do antagonista de EP2 (Figura 9A), mas ndo de
EP4 (Figura 9B) quando comparado com AMs incubados com ACs e desafiados com S.
pneumoniae. Para confirmar o envolvimento de PGE; via EP2/EP4 na supressao da fagocitose
de S. pneumoniae, AMs foram incubados com agonistas de EP2 e EP4 na tentativa de
mimetizar o efeito supressor induzido pela fagocitose de ACs. A presenca do agonista de EP2
(Butaprost) (Figura 9C), mas nao EP4 (Figura 9D), resultou na inibicdo da fagocitose de
bactérias quando comparamos com AMs desafiados com S. pneumonia, mimetizando desta

forma o efeito supressor mediado pela presenca de ACs.

Para determinar as possiveis vias de sinalizacdo da cascata bioquimica envolvidas na
supressdo da fagocitose de S. pneumoniae mediada pela presenca de ACs, AMs foram
inicialmente incubados na presenca de inibidores de PKA, H-89 e KT5720. Os resultados
obtidos demonstram que independente da concentracdao dos inibidores de PKA utilizados nao

houve reversdo da inibi¢do da fagocitose de S. pneumoniae mediado por ACs quando
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comparado com AMs incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae (Figura 10 A e

B).
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Figura 8. Envolvimento de PGE, na supressao da fagocitose de S. pneumoniae por AMs
no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min com inibidor de
cicloxigenase (INDO) ou PGE; (A), inibidor de adenilil ciclase - SQ 22536 (B) ou Forskolin
(C), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e entdo desafiados com S. pneumoniae”: e (1:100-
AMs:Sp). Apos 3h de incubagdo foi adicionado a cultura 80uL de Azul de Tryan (250
pg/mL) e apés 10 min. a intensidade de fluorescéncia foi determinada utilizando fluorimetro
(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relagdo ao
controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de trés
experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P <

0.05 versus AMs+AC+Sp.
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Figura 9. PGE, promove a supressao da fagocitose de S. pneumoniae por AMs via
receptor EP2. AMs foram pré-tratados por 30 min com Agonista (Butaprost) e antagonista
(AH 6809) de receptores EP2 (A, C), ou agonista (CAY 10598) e antagonista (AH23848) de
EP4 (B, D), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e entdo desafiados com S. pneumoniae+F e
1:100 (AMs:Sp). Ap6s 3h de incubacao foi adicionado a cultura 80uL de Azul de Tryan (250
pg/mL) e apés 10 min. a intensidade de fluorescéncia foi determinada utilizando fluorimetro
(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relagdo ao
controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de trés

experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P <

0.05 versus AMs+AC+Sp.
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Figura 10. Envolvimento da molécula de PKA na supressio da fagocitose de S.
pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min com
inibidores de PKA (KT5720) (A), ou H89 (B), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e entdo
desafiados com S. pneumoniae™""“ 1:100 (AMs:Sp). Apés 3h de incubacio foi adicionado 2
cultura 80uL de Azul de Tryan (250 ug/mL) e ap6s 10 min. a intensidade de fluorescéncia foi
determinada utilizando fluorimetro (485ex/535em). Os resultados foram expressos em
porcentagem de fagocitose em relacdo ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do
controle). Resultado representativo de trés experimentos independentes realizados em

quintuplicatas.® P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 0.05 versus AMs+AC+Sp.
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Avaliacdo dos receptores scavenger envolvidos na supressao da fagocitose de S.

pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose

Sabe-se que a fagocitose de bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae, ocorre
principalmente via receptores scavenger, sendo estes os SR-A (SR-A I, SR-A Il e MARCO) e
SR-B (SR-B I e SR-B II ou CD36 e CD 163) (Greaves e Gordon, 2009; Thelen et al., 2010).
De acordo com os resultados apresentados na Figura 7 e 8, a incuba¢do de AMs com ACs
inibe a fagocitose de S. pneumoniae e PGE, parece ser um dos mediadores envolvidos neste
processo. Sabendo que a expressdao de receptores SR-A e SR-B pode ser diferenciada
dependendo do microambiente em que estes fagdcitos estdo presentes, nosso proximo passo
foi investigar o efeito supressor da eferocitose nas diferentes classes de receptores scavenger

(SR-A e/ou SR-B) expressos em AMs.

AMs foram incubados na presenca ou auséncia de diferentes bloqueadores de
receptores de SR-A (Fucoidan e Poly I), incubados com ACs e entdo desafiados com S.

FITC . ~ . . . . . o .
HIC para determinagdo da fagocitose. Inicialmente avaliamos a importancia

pneumoniae
destes receptores. Os resultados apresentados demonstram que o bloqueio individual dos
receptores SR-A e SR-B (CD36) com Poly I/Fucoidan e anti-CD36, respectivamente, resulta
na inibicdo da fagocitose de S. pneumoniae por AMs (Figura 11 e 12). A importancia dos
receptores SR-A e SR-B na fagocitose de S. pneumoniae pode ser evidenciada quando AMs
foram incubados concomitante com anti-CD36 e fucoidan (bloqueador de SR-A). A
incubacdo concomitante de ambos bloqueadores resultou na inibicdo de ~37% na fagocitose
de S. pneumoniae quando comparado aos AMs desafiados com S. pneumoniae (Figura 12A e
B). No entanto, a incubacdo de AMs com diferentes bloqueadores de receptores de SR-A
(Fucoidan e Poly I) seguido da incubacdo de ACs resultou numa inibicdo mais pronunciada na

fagocitose de S. pneumoniae quando comparado aos AMs apenas tratados com ACs (Figura

11A e B).
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Esses resultados sugerem que a inibicdo da fagocitose de S. pneumoniae por AMs
devido a incubacdo de ACs concomitante ao bloqueador fucoidan resultou em um efeito

sinérgico quanto a inibi¢ao da fagocitose destas bactérias por AMs.
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Figura 11. Avaliacdo dos receptores scavenger envolvidos na supressao da fagocitose de
S. pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min
com diferentes bloqueadores de receptores de SR-A, Fucoidan (A) ou Poly I (B) na presenga

A . ~ . . FIT!
ou auséncia de ACs e entdo desafiados com S. pneumoniae™"'*

na propor¢ao de 1:100
(AMs:Sp). Apés 3 h de incubagdo, foi adicionada a cultura 80uL. de Azul de Tryan (250
pg/mL), e apés 10 min, a intensidade de fluorescéncia foi determinada utilizando fluorimetro
(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relagao ao
controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de trés

experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P <

0.05 versus AMs+AC+Sp.
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Figura 12. Avaliacdo dos receptores scavenger (SR-A e SR-B) envolvidos na supressao
da fagocitose de S. pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-
tratados por 30 min com anticorpo anti-CD36 (A) na presenga ou auséncia de ACs, ou
associado com bloqueadores de SR-A (Fucoidan) (B) e entdo desafiados com S.
pneumoniae” """ na proporcdo de 1:100 (AMs:Sp). Apés 3 h de incubagdo, foi adicionada a
cultura 80uL de Azul de Tryan (250 ug/mL) e ap6s 10 min. a intensidade de fluorescéncia foi
determinada utilizando fluorimetro (485ex/535em). Os resultados foram expressos em
porcentagem de fagocitose em relacdo ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do
controle). Resultado representativo de trés experimentos independentes realizados em

quintuplicatas.® P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 0.05 versus AMs+AC+Sp.



48

Efeito da eferocitose e o envolvimento de PGE, endégena no crescimento de S.

pneumoniae em AMs.

Inicialmente, para que pudéssemos avaliar a melhor propor¢ao de S. pneumoniae a ser
utilizada em nossos ensaios, AMs foram incubados na presenca ou auséncia de ACs na
proporcdo de 1:3. Em seguida, AMs foram desafiados com S. pneumoniae nas proporcoes de
1:50 e 1:100 (AMs:Sp) e apds o periodo de fagocitose as células incubadas por diferentes

periodos de tempo para determinacdo do nimero de UFC de S. pneumoniae.

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento de AMs com ACs resultou um
intenso aumento no nimero de UFC de S. pneumoniae em ambas as proporg¢des testadas, 1:50
(Figura 13A) e 1:100 (Figura 13B) e nos trés diferentes tempos quando comparado com AMs
desafiados apenas com S. pneumoniae. O pico do crescimento bacteriano na presenca de ACs
ocorreu apds 12 h de incubacdo, porém com 24 h ainda observamos o efeito supressor

mediado pela eferocitose.
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Figura 13. Efeito da eferocitose em AMs na recuperacao de UFC de S. pneumoniae. AMs
foram pré-tratados na presencga ou auséncia de ACs na propor¢do 3:1 (AC:AMs). Em seguida,
desafiados com S. prneumoniae em duas diferentes propor¢des (A) 1:50; (B) 1:100 e
incubados por 3 h para a fagocitose da bactéria. Apds esse periodo, os pogos foram lavados
para remocao das bactérias ndo fagocitadas e apds 4, 12 e 24 h as células foram lisadas e a
suspensdo celular adicionada em placas de dgar sangue por um periodo de 24 h. A suspensao
do lisado celular é oriunda de um pool de quintuplicatas experimentais. Os resultados foram
expressos em numero absoluto de UFC. Os dados apresentados sdo referentes a dois

exprimentos independentes.
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Impacto da eferocitose na atividade microbicida de S. pneumoniae via receptores
scavengers

A partir dos resultados obtidos na Figura 13, os experimentos subseqiientes foram
realizados apenas na menor propor¢do de AMs:Sp (1:50) e no periodo 4 h de incubagdo. A
escolha destas condi¢des deve-se ndo apenas pela reprodutibilidade dos resultados individuais
obtidos nos experimentos, mas também por ser o periodo cujo efeito especifico apenas de
PGE,; e ndo outras citocinas € mais pronunciado. Sabe-se que a fagocitose de bactérias Gram-
positivas, como S. pneumoniae, ocorre principalmente via receptores scavenger, tanto os SR-
A le Il como os SR-B Iell (CD36 e CD 163, respectivamente). Para investigar a classe de
receptores scavenger (SR-A e/ou SR-B) envolvidos na supressdo da atividade microbicida de
S. pneumoniae pela fagocitose de ACs foram utilizados bloqueadores de SR-A, fucoidan e
poly I. AMs foram pré-incubados com fucoidan ou poly I, incubados com ACs e entdo
desafiados com S. pneumoniae. Apds o periodo de fagocitose, as células foram lavadas e
incubadas por um periodo de 4 h para determinacao da atividade microbicida.

Os resultados obtidos demonstram que o bloqueio dos receptores SR-A, utilizando
fucoidan e poly I, ndo interfere na recuperacio de UFC quando comparado com AMs
infectados com S. pneumoniae. No entanto, o bloqueio dos receptores SR-A na presenca de
ACs aumentou a atividade microbicida de AMs quando comparado com células incubadas

apenas com ACs e desafiadas com S. pneumoniae (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da eferocitose na atividade microbicida de S. pneumoniae utilizando
bloqueadores de receptores scavengers. AMs foram pré-tratados ou nao com bloqueadores
de receptor SR- A, fucoidan e poly I, por 30 minutos. Em seguida, AMs foram incubados na
presenca ou auséncia de ACs 3:1 (AC:AMs). Os AMs foram entdo desafiados com S.
pneumoniae por 3 h para a fagocitose da bactéria e apds esse periodo, os pocos foram lavados
para remocdo das bactérias ndo fagocitadas. Em seguida, os AMs foram incubados por um
periodo de 4h e lisados para recuperacdo de UFC. A suspensdo do lisado celular € oriunda de
um pool de quintuplicatas experimentais. Os resultados foram expressos em nimero absoluto

de UFC. Os resultados apresentados referem-se a trés experimentos independentes (A, B e C).
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Envolvimento de PGE, na supressao da atividade microbicida de S. pneumoniae por

AMs no contexto de eferocitose

Sabe-se que a fagocitose de ACs por macrofagos leva a liberacio de mediadores anti-
inflamatérios como PGE,;, TGF-B e IL-10 que atuam inibindo as funcdes efetoras de
macrofagos. Esse efeito supressor parece estar diretamente associado com a sintese de PGE;
endégena e ndo com a presenca de TGF-f (Medeiros et al., 2009). Dessa forma, fomos
investigar se a supressao da atividade microbicida de S. pneumoniae por AMs pela eferocitose

¢ mediada por PGE,.

Para tanto, os AMs foram incubados na presenca ou auséncia de indometacina, um
inibidor nao seletivo da enzima COX, e em seguida incubados com ACs e desafiados com S.
pneumoniae. Nossos resultados demonstram que o tratamento com indometacina foi capaz de
inibir o efeito supressor da atividade microbicida de AMs mediado pela incubacao de ACs, ou
seja, na presenca de Indo houve uma diminui¢cdo no nimero de UFC quando comparado com
AMs incubados com ACs (Figura 15).

Sabe-se que PGE; exerce suas fungdes efetores via EP2 e EP4 por estarem acoplados a
proteinas Gs, que aumenta os niveis de cAMP. Para reforcar a participagdo de PGE, e
determinar os receptores envolvidos neste processo, AMs foram pré-tratados com antagonista
de EP2 (AH 6809), e entao incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae. Os
resultados apresentados demonstram que o bloqueio do receptor de EP2 foi capaz de diminuir

o numero de UFC quando comparado com AMs incubados com ACs (Figura 15).
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Figura 15. Eferocitose por AMs suprime a atividade microbicida contra S. pneumoniae
via PGE,/EP2. AMs foram pré-tratados com indometacina ou antagonistas de EP2 por 30
min., incubados na presencga ou auséncia de ACs (3:1 - AC:AMs) e entdo desafiados com S.
pneumoniae por 3h para a fagocitose da bactéria. Apos esse periodo, os pogos foram lavados
para remocao das bactérias ndo fagocitadas e novamente incubados por 4h. Apds esse periodo
AMs foram lisados e o nimero de UFC foi determinado nas diferentes condi¢des. Os
resultados foram expressos em nimero absoluto de UFC. Os resultados apresentados referem-

se a dois experimentos independentes (A e B) realizados em quintuplicas.
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5. Discussao

Em paises em desenvolvimento, as infec¢des do trato respiratério estdo entre as
principais causas de morte de pacientes por ano, segundo dados da Organizacdo Mundial da
Saide (OMS). A sindrome de stress respiratorio agudo (SSRA) e doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) sdo caracterizadas pelo intenso acimulo de ACs no pulmdo e no espaco
bronco-alveolar. Uma vez fagocitadas, as ACs levam a producdo de vérios mediadores anti-
inflamatérios, dentre eles a PGE,, que poderiam promover um cendrio propicio para
supressao da resposta imune. Os resultados aqui apresentados demonstram que a fagocitose de
células apoptdticas por AMs resulta na supressdo dos mecanismos efetores destes fagdcitos

contra S. pneumoniae.

Trabalhos prévios publicados na literatura mostram que a eferocitose de ACs por
macréfagos promove a supressio das fungdes efetoras destes fagdcitos através da inibicdo da
fagocitose de alvos via receptores Fc (Medeiros et al., 2009) e diminuicdo da atividade
microbicida contra 7. cruzi (Freire-de-Lima et al., 2000). Além disso, estes estudos
demonstram que PGE, € um dos principais mediadores soliveis responsdveis pelos efeitos
supressores mediados pela eferocitose (Medeiros, Serezani et al. 2009; Donnelly 2012). Um
dos principais objetivos deste estudo foi investigar se a supressdao das fungdes efetoras no
contexto de eferocitose, observado previamente via receptor Fc, também seria interferir nas
atividades fagociticas e microbicidas de AMs via receptores da resposta imune inata, como
receptores scavenger. Nossos resultados demonstram que eferocitose por AMs resulta na
inibicao da capacidade fagocitica de S. pneumoniae e que PGE,; é um dos principais, mas nao
0 unico, mediador envolvido neste processo de supressdo. Os resultados obtidos demonstram
o tratamento com indometacina, EP2 antagonista e inibidor de adenilil ciclase foram capazes
de promover uma reversao do efeito supressor mediado pela eferocitose, como observado

previamente nos dados descritos na literatura quanto a fagocitose via receptor Fc (Medeiros,



55

Serezani et al. 2009). Corroborando com esses dados, a adi¢cao exégena de PGE; e em menor
intensidade com agonista de EP2 foi capaz de promover uma supressao mais pronunciada na
fagocitose de S. pneumoniae. Esses resultados sugerem que talvez a concentracdo de PGE,
liberada pela eferocitose por AMs ndo seja eficiente, quanto observado previamente para
receptores Fc (Medeiros, Serezani et al. 2009), em promover uma efetiva supressdo da
fagocitose via receptores scavenger. Para comprovar essa hipdtese novos experimentos
poderiam ser realizados utilizando maiores propor¢cdes de ACs:AMs que indiretamente

resultaria no aumento da concentra¢do de PGE,.

Quanto aos mecanismos envolvidos neste processo, nossos resultados demonstram que
cAMP participa na supressdo da resposta mediada por PGE, oriunda da eferocitose.
Classicamente, a via de sinalizacdo intracelular do cAMP envolve a ativacdo de PKA e/ou
Epac-1 e 2. Recentemente, Aronoff et al.(2005) demonstraram que os efeitos supressores da
PGE, em AMs sdo distintamente regulados por PKA (que inibe a atividade microbicida) e
Epac-1 que inibe a fagocitose de alvos opsonizados por IgG e também atividade microbicida
(Aronoff, Canetti et al. 2005). Nossos resultados quanto ao efeito de PGE, na fagocitose,
receptores scavenger estao de acordo com os resultado da literatura demonstrados através da
fagocitose de alvos opsonizados por IgG, ou seja,via receptores Fc. A presenca de inibidores
de PKA nio interferiu na fagocitose de S. pneumoniae por AMs, demonstrando que a PGE,
oriunda da eferocitose promove o aumento de cAMP, mas ndo a ativacdo de PKA. Novos
experimentos serdo realizados para avaliar a participagao de Epac neste processo, porém a
inexisténcia de inibidores especificos requer a utilizacdo de técnicas, como siRNA, para
comprovar a participacdo desta proteina.O conjunto destes resultados sugere que a PGE;
enddgena, oriunda da eferocitose por AMs,é um importante mediador envolvido na supressao

da fagocitose de S. pneumoniae por AMs, e esta funcdo € parcialmente executada via
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EP2/adenilil ciclase/cAMP e por uma via independente de PKA. Outras vias relacionadas com

essa funcao de PGE, ainda serao investigadas.

Virios trabalhos na literatura demonstram a importancia que receptores scavenger
exercem na fagocitose de bactérias Gram-positivas, como por exemplo, S. pneumoniae
(Thelen, Hao et al. 2010; Mukouhara, Arimoto et al. 2011; Ganesan, Faris et al. 2012).
Nossos resultados corroboram com a literatura, visto que o bloqueio concomitante de SR-A e
SR-B resulta na inibi¢do da fagocitose S. pneumoniae. Apesar de uma inibi¢do expressiva da
fagocitose pelo tratamento com os respectivos bloqueadores de SR-A e SR-B, os resultados
apresentados sugerem que além dos receptores scavenger outros receptores provavelmente
participam da fagocitose de S. pneumoniae por AMs. Apesar da importancia destes receptores
na fagocitose de S. pneumoniae, pouco se sabe sobre atuacdo da PGE, interferindo nas
funcdes fagociticas através das diferentes classes de receptores scavenger, SR-A e SR-B.
Nossos resultados demonstram na presenca dos bloqueadores de SR-A, ou seja, favorecendo a
fagocitose de S. pneumoniae via SR-B, a eferocitose por AMs inibiu drasticamente a
capacidade fagocitica de AMs. Essa potencializacdo do efeito supressor, mediado pela
eferocitose por AMs, sugere que a expressdo diferenciada dos receptores SR-A e/ou SR-B
(CD36) na superficie de macréfagos pode refletir no aumento da suscetibilidade a infecc¢ao

por S. pneumoniae.

No pulmao, os AMs, através de receptores scavenger classe A e classe B, possuem um
papel critico ndo apenas na fagocitose, mas também na atividade microbicida contra
diferentes bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae. Inicialmente, utilizamos
bloqueadores de SR-A para determinar a classe do receptor scavenger envolvido na supressao
da atividade microbicida contra S. pneumoniae pela fagocitose de ACs por AMs. Os dados
obtidos demonstram que o bloqueio dos receptores SR-A, via fucoidan e poly I, levou a uma

reversao da supressdo da atividade microbicida de AMs quando comparado as células ndo
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tratadas com esses bloqueadores, evidenciada pela diminuicio do nimero de UFC de S.
pneumoniae. Esses resultados sugerem que uma vez bloqueada a entrada da bactéria via SR-
A, a via de entrada preferencial passa a ser os SR-B, resultando num aumento da capacidade
microbicida destes AMs.

Na tentativa de determinar o papel da PGE, e/ou outros prostandides produzidos pela
eferocitose por AMs na supressdo da atividade microbicida de S. prneumoniae, AMs foram
pré-tratados com indometacina. Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento de
AMs com indometacina resultou na reversdo do efeito supressor da atividade microbicida
decorrente da incubacdo de AMs com ACs. Estes resultados sugerem, portanto, o
envolvimento da PGE,, liberada pela fagocitose de ACs, como um dos principais mediadores

envolvidos na supressao das fun¢des microbicidas de AMs contra de S. pneumoniae.

Sabe-se que para a PGE; exercer suas fungdes € necessario que ocorra a interacao deste
mediador com receptores especificos que sao acoplados a proteinas G, podendo ser EP1, EP2,
EP3 e EP4. Sabendo que EP2 e EP4 sdo receptores acoplados a proteinas G, que promove o
aumento de cAMP, e sabidamente envolvidos nas fung¢des supressoras mediadas por PGE,,
utilizamos inicialmente como ferramenta farmacoldgica, agonista e antagonista de EP2.
Nossos resultados demonstram que a pré-incubacdo de AMs com o agonista de EP2 foi capaz
de mimetizar o efeito supressor resultante da incubagdo com ACs resultando no aumento do
namero de S. pneumoniae recuperadas e, portanto, diminui¢do da atividade microbicida dos
AMs. Corroborando com esses resultados, a utilizacdo de antagonistas de EP2 foi capaz de
bloquear a acdo da PGE, e, dessa forma, restaurar a capacidade microbicida desses
macréfagos, observada pela diminui¢cdo do nimero de UFC. Apesar do receptor EP2 ser o
mais expresso na superficie de AMs, os mesmos experimentos serdo realizados utilizando os

agonistas e antagonistas de EP4.
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Mediante ao conjunto de resultados apresentados, podemos sugerir que a presenga de
ACs no pulmio de individuos com doencas pulmonares obstrutivas cronicas poderia
desencadear a producdo de mediadores lipidicos, como a PGE,, e portanto interferir direta e
indiretamente tanto na capacidade fagocitica como microbicida de AMs contra bactérias
como S. pneumoniae. Dessa forma, o tratamento com inibidores da COX, concomitante a
terapia antimicrobiana, poderia levar a uma melhora no quadro de imunossupressiao
desencadeado pela acdo de PGE; no microambiente pulmonar e, portanto, restauracdo das

fungdes efetoras de AMs na eliminacdo de bactérias como S. pneumoniae.



59

6. Conclusoes

A partir dos resultados encontrados sugerimos que 1) a eferocitose por AMs possui um
efeito imunossupressor na atividade fagocitica e microbicida contra S. pneumoniae; 2) a
PGE,, oriunda da eferocitose, liga-se ao receptor EP, e via cCAMP e independente de PKA
suprime a atividade fagocitica e microbicida de AMs; 3) a presenga de bloqueadores de SR-A
(fucoidan e poly I) e de SR-B inibi a fagocitose S. pneumoniae e esse efeito € potencializado

na presenga de ACs.

Representacao Esquematica da Conclusio:
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process. The altered narber of DO is cavsed by altered cell trafficldey
ater myocardial injury. The functiznal relevance of DCs in the hean,
as well as thelr migration, prolferation and cytokine pattern is
corrently under observation.
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Detection of cytokines in human cell lines stimulated with metal
ions

Z. Vendlikova,* J. Bartova® & J. Belacek

*stiese of Clindcal and Experimental Densal Medivine GUH and 1s
Faculiy of Medicine, Charles University, Pragus, Crech Repdblic
Vinstituse of Siophysics and Informusics GUH and 1st Faculy of
Medicing, Charles University, Prague, Czech Republic

PurposefObjective: Human muacosal surface sepresents a vast area in
which the external and internal environments come into contact. An
important rele in this contact is plaved by epithelal cells and the
chemicals they produce. We therefore concentrated on studying the
production of cytokines in cells stimulated with metal jons that ame
parts of dental allovs and whose corrosion products affect not only the
otal cavity muacosa buat, after ingestion, also the mucosal epitheliom of
the gastrointestinal tract.
Materials and methods: The study was performed on the macr ophage
cell line TEPL and two lnes of homan intestinal epithelial cels
coltivated with Hg and M1 salts and also with other allergens such as T,
Pd, Co and Cr. The cytokines were determined by the Ray Bis®
Fuman Inflammation Antbody Array I11, walch permits the detes-
mination of 40 cytokines.
Besolts: The intestinal epithelial cell lnes DD 1 and HT 29 were
found to respond differently to stimalation with metal jons, Coltive-
tion with lons affected epithelial lines to various degrees of produaction
of pro- as well as anti-inflammatory factoss, growth factors and
chernokines. Coltivation of dae TIIPL tnacrophage cell lne wity metal
lons brought about a higher production of cytokines than that found
with the epithelial cell lines; e g stimuolation with chromiom lons
ciused a significarnly higher production of the pro-inflammatory
fector Rantes. Mickel ions significantly increased the production of
pro-inflamiratory cytokine IL-6, chrominm enhanced the production
of IL-£. Cobalt activated the pro-inflammatory TNE beta
Canclisinns The findings in the nacrophage cell Tine THPD weres in
keeping with the cinicd experience implying the cbservetion of high
proliferative activity of mononudzar cells in patients dagnosed for
undesirable esponse to dental alloys.

This project was suppored by IGA of MH CR No. NT/12206-4.
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Effects of interleulin-33 on phagocytosis and nitric oxide syn-
thesis in macrophages

H. Aksox, E . Bagriacik & V. Bulut
frrrgnology, Gaz Unsveesigy, Ankara, 'flricey

Purpose/Objective: This study is aimed to enlighten effects of IL-33
on MO synthesis and the phagocytosis in macrophage 7741 cell line,
Materials and methods: J774.1 cellline macrophages were used in s
stady. Cells were divided into sevesal groups. n oorder to Indace cells,
low dose LPS (10 ngiml), high dose LPS {1 pgiml), I3N-y {40 Uf
ml)* LPS {10 ngiml], IL-33 in a warlety of concemtrations weme
applied.

In ouar stdy, NO production was measared by Griess reaction.
Phagocytosis tests were done by using fluorometry, Kroskall-Wallis
and Stadent's t statistical tests were applied by wsing SPSS.15.0 v,
software,

Resalts: [L-33 was added into J774.1 cell colteres stimalated by IBN-y
plus LPS or high dose LPS alone ard anstimoalated. Then, nitrite leves

were measared by Grisss reaction. We observed that [L 33 in a variety
of concentrations did notlead to NO production in J774.1 cell line. IL-
33 also did not alter NO levels in]774.1 cells stimulated by [FN-y plos
low dose LPS or high dose LPS alone In a dose dependent manner and
in titne-poitit expetitments.

When added IL-33 into coltares, ot caused to increasement in
rhagocytosis esponse of macrophages compared to negat’ve controls
(B« (L01). Phagncovtosis responses were found € be865% and 792% in
responseto [L-33 (20 ngfml, 100 nglml, respectively). In cells stitmul ated
by IEN-v plus LPS, phagecytosis response was found to be 489%.
Conclusions: Macrophages are critical effectors and repolators of
inflammation and the irnate immone response, Although [L-33 did
not lead to elsvation in NO levels In macropheges, J774.1 cell line, it
cansed to a remarkable eightfold increase in phagocytosis wesponse. In
comparison with cells stimulated by [FM-v and LPS, this phagocytosis
response was Twofold higaer in cells induced by [L- 33 It is a paradigm
of macrophages that [FN-y plus LPS induction leads to fuly activation
of macrophages. However, In our stady we show that [L-33 1s more
potent effector for phagoostosis, Parther experinents have been golng
on in order to elicht mechanisms for the effect of [L-33.

PO239
Efferocytosis by alveolar macrophages inhibit phagocytosis of
Streptococcus pneumonige by PG2f cAMP

T. Picolo-Souza, A C. G. Salina, T. B. Toledo & A I Madeiros
Uriversidade Sstadial Padista ‘Fitlio de Mesquin Filho — UNESP,
Biological Science, Ararageara/5do Pado, Brazil

Purposef Objective: Alveolar mactophages (AMs) are the first line of
defense againet microbial pathogens in the lang, The wptaks of ACs by
mectophages suppresses immune responses by releasing antd-inflam-
metory mediztors such s TGE-ff and PGE;. The Scavenger receptor
AT {8R-ALT) and macropliage receprtor with collagenous structare
(MARCO) ate the major receptors invelved in the Strepococeus
przwnonine phagocytosis However, the role of PGE; produced in
response to efferocytosis In the phagocytosis of Streprococous prew-
moriae by alwolar macrophages 1s anclear.
Materials and methods: To induce early apoptosis, Jarkat cell were
treated for Showith 8 pgiml camptothecin (CPT). AMs were pre-
inenbated for 30 min pharmacalngeal inhibitar and then inenbated
with AC (3:1) for 1 h, fdlowed by FITC-labeled 8. pnevtroniae.
Results: We found that the pre-ircobation for 1 h with AC {3:1)
inhibited the ingestion of different 5. prewnoraae-to-cell ratios by rat
AMs (AMsIp L0} = ~ 43%, P o 05 vemsus AMTIpR). The
inhibition of 8 prewgnonise phagoostosis by efferocytosls was partally
reserted wher endogenous PGE; production wis inhibited with COX
inhibitor indemethacin (AMsSp — L:100 = — 25%, #, P < (L05 versas
AM*Sp) and by adenylate cyclase inhibitor {AMsSp — Li103 = ~ 17%,
versus AM*Sp). The suppressor effect of efferocytosis by AMs on 5.
przwnonine phagooytosis was compared with exogencoas PGEZ and
Borsleolin (1:100 = 41%, #, P « (0L05 wersus AMYEp). Moreower, wwe
investigated whether efferocytosis by Abds are able to inhibit the 5.
preamoniae phagocytosis by scavenger receptor AL (SR-AI/ID) and/
ot mactophage receptor with collagenons strectars (MARCO). The
inhibition of 5. prewnodiae phagooytosis by efferocytosis was more
proncuanced when SE-AFIT were blocked CASE antagondsr, fucoidan.
Canclusions: Conclusion: In the present stady, we demonstrated that
effarocytosis by Abs throogh of PGEZ/adenylate cyclase/cAMEP
pathoway inhibit 5. preamoniae phagocytosis and MARCO is the most
Impontant scavenger receptor involved In this suppresive effects
mediated by efferocytosis

Binanclal Sapport: CMPyq — A71530/2006-0, 3APESP 2011/17611-7,
CAPES and FUNDECIF/UNESP.
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