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Resumo

FILARDY, Alessandra D’Almeida. Papel da fagocitakeneutréfilos apoptoticos na diferenciacéo de
células dendriticas e macréfagos. Rio de Janedd).2Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas)-
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Uniigasle Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010

Os neutrofilos estdo entre as primeiras célulasensrecrutadas para os sitios de infec¢do ou
areas de inflamagédo. Apds ativados, os neutrGditdsam em apoptose constitutiva e sdo rapidamente
removidos por DCs e macrofagos. Inicialmente, itigamos as consequéncias imunoldgicas da
remocao fagocitica de neutréfilos inflamatérios @pticos, no processo de maturagdo de células
dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDDC) aeiigdongos BALB/c ou B6, induzido por LPS.
NOs observamos um bloqueio no aumento da expressimoléculas de MHC-1I e CD86 induzida
por LPS, nas iDCs que interagiram com neutréfilogpadticos. A eferocitose de neutréfilos inibiu
drasticamente a producdo das citocinas pré-inflanaet IL-12p40 e IL-12p70, enquanto que
aumentou a secrecdo de IL-10. Os efeitos regubat@ios neutréfilos apoptéticos na secrecao de IL-
12 eram estritamente dependentes de contato, @nquad a secrecdo de IL-10 dependia de fatores
soltveis liberados pelas células apotéticas. Araglio entre iDCs e neutrofilos apoptéticos inibiu a
capacidade dessas células em induzir a proliferdedinfocitos T alorreativos. Em conjunto, estes
dados indicam que a eferocitose de neutréfiloslaagegativamente as respostas imunes adaptativas,
atuando na modulacéo do fenédtipo das DCs. Numandagatapa, verificamos se a fagocitose de
células apoptoéticas era capaz de induzir um feodigtavel em macréfagos derivados de medula
0ssea (BMDM), evidenciado por uma re-estimulacédidacom LPS. A eferocitose anti-inflamatoria,
representada pela fagocitose de neutrofilos premées de camundongos BALB/c, ndo imprimiu
nenhum fenotipo particular nos BMDMSs. Por outroolad eferocitose pré-inflamatéria de neutrofilos
de B6 induziu a diferenciacdo de BMDMs para o figmdM2b, caracterizado pela baixa producéo de
IL-12 e por elevada secregdo de IL-10, T&NE-NO, além da expressédo aumentada dos marcadores
LIGHT/TNFSF14 e SPHK1. Os macrofagos resultantegortceram respostas Th2 e eram
permissivos a replicagéo intracelularldeajor. A indug¢éo do fen6tipo M2b necessitou da atividade
de NE e dependeu em parte, da sinalizacdo de TNBgsos resultados sugerem que, nos casos de
eferocitose proé-inflamatoria, a diferenciacdo dendiagos para o fendtipo M2b tem importante papel
na resolucéo da inflamacao, mas poderia contrara aumentar a resposta humoral de anticorpos e a

persisténcia parasitaria em individuos infectados.



Abstract

FILARDY, Alessandra D’Almeida. Papel da fagocitakeneutrofilos apoptéticos na diferenciacéo de
células dendriticas e macrofagos. Rio de Jane0d).2Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas)-
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Uniwdasle Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010

Neutrophils are among the first cells to be reediito the sites of infection or areas of
inflammation. Once activated, neutrophils undergmstitutive apoptosis and they are quickly
removed by DCs and macrophages. Here, we firststigated the consequences of phagocytic
removal of apoptotic inflammatory neutrophils onS-Briven maturation of bone marrow-derived
dendritic cells (BMDDC) from BALB/c or B6 mice. Wabserved a blockade on MHC-Il and CD86
upregulation in iDCs that interacted with apoptateutrophils. Neutrophil efferocytosis markedly
inhibited the production of the proinflammatory @iines IL-12p40 and IL-12p70, whereas increased
the secretion of IL-10. The regulatory effects anlP secretion required cell contact, while IL-10
secretion required on soluble factors released fapmptotic cells. Interactions between iDCs and
apoptotic neutrophils inhibited the ability of tkeexells to induce alloreactive T lymphocyte
proliferation. Together, these data indicate thatitrophil efferocytosis negatively regulates the
adaptive immune responses, acting on the DCs pymmohodulation. We then investigated whether
phagocytosis of apoptotic cells induces a stablenptype in bone marrow-derived macrophages
(BMDM), as evidenced through late restimulation hwitPS. Antiinflammatory efferocytosis,
represented by the phagocytosis of BALB/c neutrdgpldid not imprint any particular phenotype in
BMDMs. On the other hand, proinflammatory efferasjs of B6 neutrophils induced differentiation
of BMDMs into the M2b phenotype, characterized bwIIL-12 and high IL-10, TNF: and NO
secretion, in addition to increased expressionlGHT/TNFSF14 and SPHK1 markers. The resulting
macrophages favored Th2 responses and were parenissiintracellular replication oE.major.
Induction of M2b phenotype required NE activity amds dependent in part, on TLR4 signaling. Our
results suggest that, following proinflammatoryeedficytosis, macrophage differentiation to a M2b
phenotype has an important role in the resolutibmftammation, but could contribute to increased

humoral antibody responses and parasite persisietice infected host.
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Introducdo

O interesse na resposta imune inata, frequentendestzita como primeira linha de
defesa contra patdégenos invasores, tem crescidanb@asios ultimos anos, levando a uma
melhor compreensédo de sua importancia na protegéecetibilidade a uma gama de agentes
infecciosos, em adicdo a comunicacdo complexa eststemas imunes inato e adaptativo

(MEDZHITOV, 2007).

Todos os organismos metazoarios possuem um sisterdafesa capaz de garantir a
sua integridade funcional, repelindo microrganisnimgsores. A imunidade inata € o
mecanismo de defesa filogeneticamente mais antigais rapidamente acionado e
considerado, por muitos autores, como o tipo nmortante de imunidade, uma vez que a
maioria dos organismos sobrevive apenas pelos nsetas da imunidade inata; e apenas 0s
vertebrados mandibulados possuem mecanismos &iNesgpara o reconhecimento e
eliminacdo de microrganismos, coletivamente chasade imunidade adaptativa. O
reconhecimento imune adaptativo se baseia na gesagaatica de um repertorio randémico
e altamente diverso de receptores de antigenasalaiente distribuidos nos linfécitos. No
caso dos linfécitos T, esse repertério é subsegoaite selecionado por complexos
formados entre peptideos préprios e moléculas dplkexo principal de histocompatibilidade
(MHC), expressos no timo. Desta forma, a repregéotgeral do sistema imune adaptativo é
baseada na selecdo e expansdo clonal de linfé@tgeessando receptores com

especificidades particulares, o que leva a gerdedmemadria imunoldgica, fornecendo uma

significante adaptacdo aos animais vertebrados JNIRA & KASAHARA, 2010;



MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; JANEWAY & MEDZHITOV, 198; MEDZHITOV,

2001).

A estratégia de reconhecimento do sistema imurte ic@nsiste na combinagéo de
receptores codificados pela linhagem germinativa censervados somaticamente,
denominados receptores de reconhecimento de padFRiRRs), os quais reconhecem
estruturas moleculares constitutivas e evolutivdmertonservadas, expressas em
microrganismos patogénicos ou ndo, denominadasd@admoleculares associados a
patdogenos (PAMPs) (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; JANEAY & MEDZHITOV,
2002; TAYLOREet al., 2005). Mais recentemente, foi verificado queesssceptores também
reconhecem moléculas enddgenas que séo liberaddscalos danificados sob condi¢des
infecciosas ou ndo, denominadas padrdoes molecwdasegiados a danos ou lesbes (DAMPS)

(RIFKIN et al., 2005; WAGNER, 2006; MIYAKE, 2007).

O sistema imune inato € composto por barreiras mesi e elementos quimicos e
celulares e ndo é capaz de gerar memoria imunalolias vertebrados, a imunidade inata é
amplamente dependente das células mieldides glieinas fagocitos mononucleares e 0s
polimorfonucleares (PMN). Os fagocitos sado capadesiniciar respostas imunes inatas
efetivas contra microrganismos através do reconteto de PAMPs, com consequente
internalizacdo microbiana, o que pode levar a dgsto e geracdo de peptideos antigénicos
que serdo apresentados aos linfocitos T, e seckgamtocinas, iniciando e instruindo a
ativacdo adequada da resposta imune adaptativa ZMHIDV & JANEWAY, 1997,

BEUTLER, 2004; POZZkt al., 2005).

O sistema imune inato colabora com o sistema inagia@tativo através de mdultiplas

interacdes, onde a participacdo de um grupo ddasélooletivamente denominadas células



apresentadoras de antigenos (APCs), que incluencékdas dendriticas (DCs) e os

macroéfagos derivados de mondcitos de sangue peoifé&xibe um importante papel.

1.CELULAS DENDRITICAS

Primeiramente visualizadas como células de Langserh@a pele em 1868, a
caracterizacdo funcional de DCs apenas teve imiaicdécada de 70, com os trabalhos
publicados de STEINMAN & COHN (1973) e STEINMAN elaboradores (1974). As DCs
representam um tipo especial de leucocito capatetdar o sistema imune para a presenca de
infeccdes e sdo responsaveis pela ativacao e das respostas imunes inatas e adaptativas
(STEINMAN, 2001; ZITVOGEL, 2002). Inicialmente faitribuida origem mieldide as DCs
devido as suas similaridades funcionais, fenotfpeanorfoldgicas com macrofagos (VAN
FURTH & COHN, 1968), porém, atualmente sabe-seaguBCs podem ser geradas a partir
de precursores hematopoiéticos, tanto mieldidespdinféides na medula 6ssea, e migram
para os sitios de potencial entrada de patégendBICBIEREAU & STEINMAN, 1998;
MANZ et al., 2001; ARDAVIN, 2003; FOGGt al., 2006), onde atuam como componentes
cruciais do sistema imune, com papel essenciahaizcéo e controle da imunidade mediada
por células T, bem como na modulacdo de resposiasgiulas B e célulasatural killer

(NK).

As funcdes de DCs estdo correlacionadas com osségi@ de diferenciagéo. As DCs
imaturas (iDCs) possuem uma enorme capacidade pieirag internalizar e processar
antigenos devido a presenca de muitos PRRs coraptoees do tipaoll (TLR), lectinas tipo
C e receptores da por¢cdo Fc de imunoglobulinagR(fecF€R), bem como de proteinas do
sistema complemento (CRs) (VAN KOOYK & GEIJTENBEEX03; BAJTAYet al., 2006;

NIMMERJAHM & RAVETCH, 2008; ADEMA, 2009). Por outrolado, sédo fracas



estimuladoras de células T, pois apresentam bap@ssdo de moléculas MHC de classe Il

(MHC-Il) na membrana e quantidades baixas de mi@é@o-estimulatérias.

O processo de maturacado de DCs altera radicalnaestm fisiologia, e pode iniciar
uma resposta imune adaptativa. A exposicdo a alésgeomponentes bacterianos ou virais,
citocinas pro-inflamatoérias (como 131 TNF-a, IFN-a, GM-CSF) e dano tecidual séo
alguns dos estimulos que iniciam o processo derag@a (BANCHEREAU & STEINMAN,
1998; BELL et al., 1999; SHORTMAN & LIU, 2002; MACAGNGet al., 2007). Em um
modelo bem elucidado, o engajamento de TLRs por h&3eriano inicia a maturacao de
DCs, caracterizada pelo aumento da expressdo dicuted co-estimulatorias como CD80,
CD86, CD40, CD54 e MHC-II na superficie celularcessarias para a ativacao de células T
virgens, especificas para os peptideos antigérdoogplexados a moléculas de MHC-II,
expressos na mesma célula (MEDZHITOV & JANEWAY, 2DAlém disso, o processo de
maturacao regula o processamento de antigenos#jcarido o pH de vacuolos endociticos,
ativando a protedlise e transportando complexogigempMHC para a superficie celular.
Apos interacdo com antigeno, DCs passam a expressaeptor de quimiocinas CCR7 que
promove a migracdo de DCs aos orgaos linféidesnséins, mais especificamente nas areas
de células T, onde as quimiocinas-ligantes CCLT8C&21, estdo sendo produzidas e onde
0s peptideos podem ser apresentados aos linf@citns TCR especifico (VILLADANGOS

& SCHNORRER, 2007).

Nessa etapa, as DCs apresentam um fendtipo maolugoal € caracterizado pela
perda da competéncia fagocitica, aumento da camidmunoestimulatéria, como
consequéncia da elevada expressdo de complexosdgepHC e moléculas co-
estimulatérias, além da habilidade de secretacio@s que irdo influenciar na qualidade e

direcionamento da resposta imune adaptativa (MORELlal., 2001; GRANUCCIet al.,
2



2005). Apenas poucas DCs séo necessarias paraukestuma forte resposta de células T
(BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; SHORTMAN & LIU, 2002) Devido a essas
caracteristicas, as DCs representam as mais potegliidas entre as definidas como APCs
profissionais se comparadas aos macréfagos e séBIIFONG & ENGLEMAN, 2000;

JONULEIT et al., 2001).

As DCs sao importantes ndo somente na inducacedpestas imunes, como também
na manutencao da tolerancia. A apresentacao dgenas teciduais por iDCs aos linfocitos T,
na auséncia de sinais de perigo (MATZINGER, 200&u seja, sem co-estimulacdo
apropriada, induz um estado de anergia ou deleg@eldlas T, ou ainda o desenvolvimento
de células T regulatérias CO@D25" induzidas g, secretoras de IL-10 e TGF-0 que
leva a tolerancia ao antigeno apresentado (BANCH®RE PALUKA, 2005; KUSHWAH
et al., 2009). Da mesma forma, a fagocitose de célylaptaticas por DCs, na auséncia de
sinais estimulatérios, ndo induz a ativacao desslatas (GALLUCCIet al., 1999; SAUTER
et al.,, 2000; URBANet al., 2001; STUARTet al., 2002). Sendo assim, as DCs também
contribuem para a tolerancia periférica, promovemdexpansdo clonal de célulgBeq
(FERGUSON & KAZAMA, 2005; BLANDER, 2007; MAHNKEet al., 2007; KUSHWAH

etal., 2009; YAMAZAKI & STEINMAN, 2009).

Considerando a plasticidade de DCs, os sinais giggndinam a sua funcéo particular
e, consequentemente, o tipo de resposta imune aidaptdependem principalmente do
microambiente local, do microrganismo e da subpagéid de DC envolvida. Essas interagdes
sdo complexas e muito diferentes de um patdgena patro (DILLON et al., 2004 ;
REDECKEg et al., 2004; GRANUCCIt al., 2005). Apesar de todas as DCs compartilharem

caracteristicas relacionadas com o processamenémtiEeno e maquinaria de ativacdo de



células T, existem evidéncias de que elas diferanlinmhagem de origem, fenotipo e em
aspectos funcionais (ARDAVINt al., 2001; MANZ et al., 2001; SHORTMAN & LIU,

2002; ARDAVIN, 2003; FOGGt al., 2006).

As DCs derivadas de camundongos sao caracterizaatagxpressar a molécula
CD11c (STEINMAN, 1991; BANCHEREAU & STEINMAN, 199ANJUEREEt al., 1999;
BELL et al., 1999; HENRIet al., 2001) e de uma maneira geral, as DCs séo claskifs
como convencionais (cDCs) e plasmacitéides (pD&sEDCs diferem das pDCs néo apenas
por seus marcadores fenotipicos, mas também pos srapriedades funcionais
(BANCHEREAU ¢t al., 2003; DALODet al., 2003; SATO & FUJITA, 2007). Enquanto que
as cDCs séo potentes APCs e estdo tipicamenteiada®aom a ativacdo de célula T e
iniciagdo de uma resposta imune adaptativa, as plp@sentam antigenos ineficientemente a
células T e possuem apenas uma modesta capaddadivar essas células. Essa atividade
de APCs deficiente é justificada pelo fato das pD@e endocitarem antigenos tdo bem
quanto as cDCs (GROUARIet al., 1997), devido a sua baixa expressdo de proteases
lisossomais envolvidas no processamento de andgéiBBIGERet al., 2001), e também
por sua expressao minima de moléculas co-estimiaaté de MHC-II, se comparadas as
cDCs (CHEHIMIet al., 1989; GROUARDet al., 1997; ASSELIN-PATURELet al., 2001).
Adicionalmente, pDCs séo consideradas como umaoguitgzdo de DCs especializadas em
secretar grande quantidade de IFN-tipo | se estidad por diversos virus, possuindo também
a capacidade de produzir IL-12 em resposta a einlggodeoxinucleotideos CpG, mas nao a
produtos bacterianos (ASSELIN-PATUREt al., 2001; NAKANOet al., 2001; DALODet
al., 2002; MARTIN et al., 2002; ASSELIN-PATURELat al., 2003; KRUGet al., 2004;
BARCHET et al., 2005). Também tem sido proposto que essas sdéatariam envolvidas na

manutencao de tolerancia de célula T por indudiferenciagéo de células Ted as quais
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podem bloquear a ativacdo de células T virgensupprmecanismo dependente de IL-10

(GILLIET & LIU, 2002; BILSBOROUGHEt al., 2003).

Ainda podemos classificar uma outra subpopulacdd®@s, as DCs derivadas de
mondcitos. Diferentes subpopulagfes de monécitdemaser precursoras de DCs no estado
de repouso e de DCs em qualquer tecido inflamatardtuéncia de GM-CSF (INABAet
al., 1992; YRLIDet al., 2006; LANDSMANZet al., 2007; WU & LIU, 2007). DCs intestinais
migratorias podem ser derivadas de mondgiiasvo, na auséncia de estimulos inflamatorios
(YRLID et al., 2006), enquanto que mondcitos de sangue pedfée diferenciam em DCs
nos pulmdes sob condi¢cdes inflamatérias ou ndo @BMAN et al., 2007). Elas
representam o tipo mais comum de DCs utilizadags&dos da biologia dessas células em
camundongos e humanos, e na imunoterapia utilizaadmas de DCs (WU & LIU, 2007;

GEISSMANNEet al., 2008).

2. M ACROFAGOS E SEUSSUBTIPOS FUNCIONAIS

Elie Metchnikoff propés que a chave da imunidadeasestimular os fagécitos
(NATHAN, 2008). Desde entdo, os imunologistas témscado compreender como essas

células participam da defesa do hospedeiro.

Os macrofagos séo células amplamente distribuidassg diferenciam a partir de
células mononucleares circulantes derivadas deusapgriférico (PBMCs), de origem
mieldide, que migram para os tecidos no estado aown em resposta a inflamacgéo
(GORDON & TAYLOR, 2005). Possuem funcgdes vitaisgpar homeostase do individuo,
como a remocao de restos celulares que sédo gedadaste a embriogénese, e a rapida e
eficiente remocao de células apoptoticas, adicoeate ao seu envolvimento nas respostas

imunes (ERWIG & HENSON, 2007).
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Os macrofagos tém papel indispensavel no sisteraagrmom fungdes decisivas em
ambas as respostas imunes inatas e adaptativasuNiaade inata, os macrofagos residentes
fornecem uma defesa imediata contra microrganisimeagsores e coordenam o infiltrado
leucocitico (GORDON, 2003). Uma vez ativados pardptos microbianos, os macréfagos
adquirem competéncia microbicida que, frequenteendava a eliminacdo microbiana
(HOEBE et al., 2004). Esses fagocitos também colaboram comasélli e B, através de
interacOes celulares e liberacao de citocinas, igoimas, enzimas, metabdlitos derivados do
acido araquidonico e espécies reativas de oxig@h@S) e nitrogénio (DUFFIELD, 2003;

GORDON, 2003; STOU®t al., 2005).

A heterogeneidade dos macréfagos € determinadacpelstituicdo genética, bem
como por estimulos teciduais e imunes (MIL&Sl., 2000; GORDON & TAYLOR, 2005).
A plasticidade dessas células € refletida por splaripacdo fenotipica em resposta aos
estimulos ambientais, o que culmina em distintdades funcionais (GORDON, 2003;
MARTINEZ et al., 2008; MOSSER & EDWARDS, 2008), relevantes emagdoencas
parasitarias e inflamatdrias (ANTHON& al., 2006; HOLSCHER al., 2006; WEBERet
al., 2007). De uma maneira geral, os macrofagos ct@ssificados como macréfagos
classicamente ativados e alternativamente ativiideseLA 1) (GORDON, 2003; MOSSER,

2003; MARTINEZet al., 2008; MOSSER & EDWARDS, 2008).
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Tabela 1.CARACTERIZACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DAS SUBPOPULAQES DE MACROFAGOS

Subpopulacdes M2
de macrofagos M1
M?2a M2b M2c
complexos-imunes
receptorescavengers
GC
IFN-y ou do complemento
. : TGF$
- produtos histamina
Sinais microbianos IL-4 prostaglandina IL-10
ativadores IL-13 : células apoptéticas
ligantes de TLRs/ vitamina D3
TNF-o/IL-1R
Principais Ym1/2
marcadores N.D MMR TLIGHT N.D
biolégicos o Flzz1 1SPHK-1 o
Citocinas IL-10
. TNF-o IL-10 IL-10
produzidas IL-12 TNF-u TGF$
. ROS
Moleculas NO arginase NG arginase
efetoras
Resposta de Thi Th2 Th2 Treg
células T tipo
Apresentacao
de antigenos ++ + +++ -
ity
fungéo microbicida & regulatéria regulatéria

reparo tecidual

TLR, receptores do tiptoll; IL-1R, receptor de IL-1; GC, glicocorticoides; MRV receptor de manose; SPHK-1, esfingosina
quinase 1; ROS, espécies reativas do oxigénio; &@o nitrico. +, baixa estimulacédo; ++, boa estapéo; +++, elevada
estimulacédo; -, incapaz de estimular. N.D. , n&erd@nado.
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2.1 MACROFAGOS CLASSICAMENTE ATIVADOS

Os macrofagos classicamente ativados ou M1 saa@eem resposta a estimulagéo
concomitante com as citocinas IfN TNF@a ou ainda com IFNre ligantes de TLRs como
LPS (ADAMS, 1989), que induzem a transcricao de INEMOSSER & EDWARDS,
2008). O IFNy é secretado por linfécitos TCD4la subpopulagdo Thl e TCD& também
por células NK, enquanto as APCs constituem a ipahdonte de TNFa (MARTINEZ et
al., 2008). Adicionalmente, a producéo de IBNnduzida por agonistas de TLRs, de forma
dependente da proteina adaptadora TRIF (YAMAMGQT@l., 2003), pode substituir o IFiX-

e ativar classicamente os macréfagos (MOSSER & EBRDS, 2008).

Os macréfagos M1 apresentam morfologia variadaentignte de sua localizagéo,
mas sdo caracterizados por sua habilidade em aeguentidades significantes de citocinas
pro-inflamatérias como IL-12, TNB; IL-13, IL-6, IL-23, IL-15, IL-18 e baixas
concentracdes de citocinas anti-inflamatoérias cantiL-10 e TGFB. Também secretam
quimiocinas que coordenam o recrutamento de céllN&s e Thl, orquestrando e
amplificando as respostas do tipo 1 (GORDON, 20MANTOVANI et al., 2004,
ROSENKILDE & SCHWARTZ, 2004; MANTOVANIet al., 2005; MARTINEZet al., 2006;
O'SHEA & MURRAY, 2008). Além disso, células M1 exgmsam niveis elevados de
moléculas de MHC-II e moléculas co-estimulatori@38a e CD86, bem como baixos niveis
de receptores de manose (MMRs) g (BOEHMet al., 1997), o que as tornam, do ponto
de vista funcional, boas APCs, capazes de estinuélatas T virgens (EDWARDSt al.,
2006). Os macrofagos M1 também sdo caracterizadiosya eficiente fungdo endocitica e
habilidade de eliminar patdégenos intracelulares HEGWITZ & GORDON, 1984;

MARTINEZ et al., 2008). O aumento da atividade microbicida é numlipor diferentes
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mecanismos incluindo a restricdo de ferro ou outroBientes para 0S microrganismos,
acidificacdo do fagossoma, sintese de ROS (CARdtIAl., 1989; GRUENHEID & GROS,

2000), e liberacao de oxido nitrico (NO) a partr Idarginina em virtude da atividade da
enzima oOxido nitrico sintase induzida (INOS), ursaférma de NO sintase que é induzida

por IFNy em macrofagos (GRANGE®& al., 1990; MACMICKINGet al., 1997).

As citocinas pré-inflamatérias produzidas por adul M1 sdo importantes
componentes da resposta imune do hospedeiro, maspeldem causar danos teciduais
extensos, como por exemplo, promover o desenvohtine expansio de células TCDia
subpopulacdo Th1l7, que estdo envolvidas em divpedatogias autoimunes (LANGRISéd
al., 2005; BETTELLIet al., 2006; YAWALKAR et al., 2009).

2.2MACROFAGOS ALTERNATIVAMENTE ATIVADOS

Os macroéfagos alternativamente ativados ou M2 septam um grupo de células
heterogéneo, fenotipica e funcionalmente relaciamadcom um importante papel nas
respostas imunes do tipo 2, na fase de resolucanfldmacao, reparo tecidual e regulacéo
das respostas imunes. Dependendo do estimulo, as$fagos M2 podem se diferenciar em,
pelo menos, trés subpopulagdes: M2a, M2b e M2c (BHN al., 2008; MARTINEZet al.,

2008).

2.2.1MACROFAGOS M2a

Os macrofagos M2a correspondem aos macréfagos M2ymeléncia e foram os
primeiros a serem caracterizados (GORDON, 2003jiférenciacdo de M2a é obtida pela
estimulacdo de macréfagos com as citocinas IL-4LelB, principalmente produzidas por
células Th2, mastécitos e basofilos (STEIN., 1992). O macréfagos M2a estédo envolvidos

nas respostas imunes a infec¢bes parasitérias riglasi (HESSEet al., 2001), doencas

14



alérgicas (ZHUet al., 2004) e contribuem para a producdo de matriaesiular, na fase de
resolucéo da inflamacao (ALBIN& al., 1990).

Macréfagos M2a produzem elevadas concentracfes LeE0,l sob condicbes
inflamatodrias, e quantidades minimas de citocirmasinflamatérias, como a IL-12, TNé&-e
IL-1B (WANG et al., 1998), além de expressarem altos niveis de quinds que coordenam
o recrutamento de eosinofilos, basofilos e alguoghdas Th2 polarizadas (MANTOVANG
al., 2004). Essas células também expressam varieptoFesscavengers e lectinas tipo C,
incluindo SR-A, MMR (MRC-1), Dectina-1 e DC-SIGN ARTINEZ et al., 2006).
Também expressam fibronectina 1 e protglia-H3, associada de matriz, que promove
fiborogénese (GRATCHEWt al., 2001), fator de coagulacdo Xlll e fator de cresnto
similar a insulina 1 (IGF-1), que fornecem sinaasgoo reparo tecidual e proliferacdo celular
(TOROCSIK et al., 2005). Apenas as células M2a expressam o marédddl (Found in
Inflammatory Zone), uma proteina secretada, encontrada na zona mitifaia,
frequentemente associada a inflamacgéo alérgicéneopar (HOLCOMBEet al., 2000; RAES
et al., 2002). A IL-4 também é capaz de induzir a exgiesde Ym1/2, proteinas similares a
quitinase, também encontradas na zona inflamafBL&AU et al., 1999; ZHUet al., 2004)

e PPAR, receptor nuclear que ao ser ativado, previne caes&o de citocinas pro-
inflamatdrias e a expressédo de INOS nesses maodfd¢ANG & DHIB-JALBUT, 1998;
RICOTEet al., 1998).

Além disso, macrofagos M2a ndo sdo eficientes c#R€s e em muitos casos,
inibem a proliferacdo de células T, pois expresbamos niveis de moléculas de MHC-II e
moléculas co-estimulatérias (EDWARRSal., 2006).

Diferentemente das células M1, as células M2a ngmessam iINOS, mas sim

elevados niveis de arginase 1 (ARG1), enzima qoeerte a L-arginina em uréia e ornitina.

15



Consequentemente, essas células falham em prodN@ir e sdo significantemente
comprometidas na sua habilidade microbicida parageaos intracelulares (MODOLELét

al., 1995; HESSEt al., 2001), entretanto, elas sintetizam poliamingsaréir de ornitina, que
estimulam o crescimento celular; enquanto que dinprce hidroxiprolina estimulam a

formacao de colageno e o reparo tecidual (HEQSE, 2001).

2.2.2M ACROFAGOS M2b

Os macrofagos do tipo Il ou M2b apresentam um fpadtlaramente distinto das
demais células M2 e aproximado dos macrofagos NDMW(BERDS et al., 2006). Essas células
sdo induzidas apés o reconhecimento de complexosempor FgR em conjunto com a
estimulacao de TLRs por LPS ou acido lipoteicédm receptor da citocina IL-1 (IL-1R) por
IL-1B, de CD40 por CD40L ou até mesmo de CD44 por coemtes de matriz extracelular
(SUTTERWALA et al., 1998; BOWIE & O’NEILL, 2000; GERBER & MOSSER, Q0
ANDERSON & MOSSER, 2002a; ANDERSON & MOSSER, 20028l¢ém disso, os CRs
(YOSHIDA et al., 1998; SOHNet al., 2003) e receptoresavengers (SUTTERWALA et al.,
1998; MOSSER & EDWARDS, 2008) podem substituir osplexos imunes na inducdo do
fendtipo M2b, bem como prostaglandinas (STRASSMAHIE ., 1994) e histamina (SIROIS
et al., 2000). Esses macrofagos sédo caracterizadosefeMada expressao de IL-10 e baixa
producdo de IL-12, um perfil de citocinas que faeer o desenvolvimento de respostas
imunes adaptativas do tipo 2 (SUTTERWAL&A al., 1998; BOWIE & O’NEILL, 2000;

ANDERSON & MOSSER, 2002a; ANDERSON & MOSSER, 2002b)

Os macréfagos M2b também sdo capazes de secratatidpdes significantes de
TNF-a, IL-1B, IL-6 e NO, e ndo apresentam atividade arginasene estao envolvidos no

reparo tecidual, como as células M2a. Ao invésodiapresentam atividade regulatéria ou
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anti-inflamatoéria, como discutido adiante (GERBERVEOSSER, 2001; EDWARDEt al.,

2006).

Do ponto de vista funcional, os macroéfagos M2b esgam niveis elevados de MHC-
Il e moléculas co-estimulatérias e séo eficientedBC8, promovendo a proliferacdo e
diferenciacdo de células Th2 (ANDERSON & MOSSER)Z() EDWARDSet al., 2006).
Essas células também induzem a producéo de ardggopncipalmente o isotipo 1IgG1, que
esta associado a respostas Th2 (ANDERSON & MOSSHER?2b). Além disso, os
macrofagos M2b produzem a quimiocina CCL1/I-308n@o agonista de CCR8, que parece

ser de relevancia para o recrutamento de célWgéVIARTINEZ et al., 2008).

As células M2b expressam dois marcadores que pseemtilizados para identificar
essa subpopulacéo no tecido: esfingosina quingSPHK1) e LIGHT ou TNFSF14, membro
da superfamilia do TNF. E caracteristico o aumeatdoexpressdo dessas proteinas em
macrofagos M2b comparado com uma modesta expressaelulas M1 (EDWARDSEt al.,

2006).

Os macrofagos M2b podem ser induzidos por microsgaos, o que reflete na
supressdo da secrecao da citocina pro-inflamaisil2 e producgéo de IL-10, permitindo aos
patégenos escaparem das respostas imunes efetimaasxemplo é a infecgdo pbeishmania
spp., que opsonizada por IgGs do hospedeiro, induzragrama de diferenciacdo de
macrofagos em células M2b, mais permissivas a@ionesto microbiano intracelular, o que
culmina na progressao da doenca (KANE & MOSSER12MILES et al., 2005; YANGet
al., 2007). Por outro lado, as células M2b suprimemeapostas inflamatorias exacerbadas,

prevenindo o choque téxico (SUTTERWAL& al., 1998), a remissao da nefrite observada

17



no ldpus eritematoso (SCHIFFER al., 2008) e a reversdo da autoimunidade na esclerose

multipla (WEBEREet al., 2007).

2.2.3MACROFAGOS M2c

O fendtipo de macréfagos M2c é induzido atravésstamulacédo por IL-10, TGB;
horménios como os glicocorticoides (GC) e vitanid@aou células apoptéticas (GOERDT &
ORFANOS, 1999; GOUGHt al., 2001). As células dy constituem a principal fonte das
citocinas IL-10 e TGH, enquanto que os GC séo liberados pelas célulgtddula adrenal
em resposta a situacdes de estresse como depridacaotrientes, dor, trauma e infeccao

(VALLEDOR & RICOTE, 2004).

Os macrofagos M2c produzem elevadas concentragbegatinas anti-inflamatorias
como IL-10 e TGH3, o que faz dessas células, potentes reguladossedpostas imunes
inflamatorias iniciadas por células M1, além de sSogortdncia na eliminacdo, por
fagocitose, de restos celulares (MARTINEZI., 2008). Os macréfagos M2c sao deficientes
na funcdo microbicida, pois a acdo de GC nessatasgkuprime fortemente a transcricédo de

genes pro-inflamatérios como o de iINOS (VALLEDORRECOTE, 2004).

Adicionalmente, essas células assumem funcbes ssupressoras que podem ser
mediadas pelas citocinas que produzem. A IL-10T&G& tém papel critico em limitar a
duracao e intensidade das reac¢des imunes e inflaagtatravés da inibicdo da producéo de
citocinas pro-inflamatérias como TNE-IL-6, IL-12 e IL-18 e reduzir a apresentacdo de
antigenos por macroéfagos, através da diminuicéxgdeessao de moléculas de MHC-II e co-
estimulatérias (BODGANet al., 1992). Essas células também sdo capazes de aibi
proliferacdo de células T através de contato celdieeto, o que pode envolver um

mecanismo mediado por receptor (LOKEal., 2000), além de promover o desenvolvimento
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de células &y (FRANCHIMONT, 2004). Da mesma forma que a IL-10TGF{} também
contribui na imunorregulacdo mediada por M2c, asada regulacdo da ativacdo e
quimiotaxia de células do sistema imune e inibiglo producdo das citocinas pro-
inflamatorias TNFe, IL-10 e IL-18, induzidas por LPS, além de atuar comoragulador
negativo da expressao de CD163 em macrofagos, oeptoe envolvido na remocédo de
hemacias (BODGANt al., 1992). A producdo de TGFpor macréfagos apds a fagocitose
de células apoptéticas, em presenca de estimulamatorios, também pode contribuir para
a funcéo regulatéria dos macrofagos M2c (FAD@K., 1998; FREIRE-DE-LIMAet al.,
2000; HUYNHet al., 2002; LUCASet al., 2006).

Sob condi¢cdes normais, os macréfagos M2c sdo @adms na placenta, pulmdes e
sitios imunoprivilegiados. Essas células tambémfreiuentemente encontradas em doencas
inflamatdrias crénicas como, artrite reumatoéider@dclerose e psoriase, sugerindo que essas
células assumem importante fungcdo no encerrament@sposta imune e na limitacdo da
inflamacgé&o, protegendo os 6rgdos e tecidos adgeedas respostas imunes deletérias

(MOSSER, 2003; VAN GINDERACHTETRt al., 2006).

3. NEUTROFILOS

Os neutrdfilos sé@o as células do sistema imune imais abundantes e as primeiras a
serem recrutadas para o sitio de infeccédo ou desadglamacéo, constituindo a defesa celular
primaria contra infeccbes por bactérias, fungos retopoarios (FAURSCHOU &

BORREGAARD, 2003).

Os neutréfilos se desenvolvem a partir de precassoiieléides presentes na medula
0ssea. O processo de diferenciacdo e maturacaasdedslas € induzido por varias citocinas,

incluindo GM-CSF, IL-3 e G-CSF. A medula 6ssea neindividuo saudavel produz mais de
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10" neutréfilos por dia e essa producdo aumenta patd rid inflamacdo aguda. Os
neutréfilos maduros sdo liberados para a correrdagwnea, onde circulam por
aproximadamente 10 a 24 horas até serem recrupada®s tecidos inflamados (ATHENS

al., 1961; APPELBERG, 2007; LASKAYt al., 2008). A sobrevida dessas células nos
tecidos é de aproximadamente 1 a 2 dias, sendaamtpida por apoptose constitutiva

(SAVILL etal., 1989; HASLETT, 1997).

A resposta imune mediada por neutréfilos é um @ESTEUE ocorre em varias etapas,
comecando pela rolagem e adesao ao endotélio eastivado, extravasamento e migracao
para o foco inflamatério ou &reas de dano tecidealiminacdan situ do microrganismo,
através da fagocitose, geracdo de ROS e liberagdo substancias microbicidas
(FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). A maioria dessaspsts € dependente da
mobilizacdo de granulos e vesiculas secretériaseptes no citoplasma dos neutréfilos. A
capacidade microbicida dessas células é atribufgl@senca de diferentes tipos de granulos
em seu citoplasma, como o0s granulos primarios owrofiicos, os secundarios ou
especificos, de gelatinase e vesiculas secretaes,contém em seu interior ndo apenas
substancias proteoliticas, bactericidas e sidevéfomas também receptores de membrana
como Mac-1, CD14 e KR, importantes na adesao dos neutréfilos ao endotélatriz
extracelular, produtos bacterianos e mediadores/sisl da inflamagcéo (SENGELO# al.,
1993; DETMERSet al., 1995; BORREGAARD & COWLAND,1997; FAURSCHOU &

BORREGAARD, 2003).

O recrutamento e ativacdo de neutrofilos podem isduzidos por moléculas
quimiotaticas, derivadas do hospedeiro ou de ngamsmos, que sdo reconhecidas por
receptores, presentes na superficie celular ddasifitas. Dentre essas moléculas, encontram-

se a IL-8, LPS e peptideos N-formil (fMLP). Alénssld proteases, citocinas/quimiocinas e
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agonistas/ligantes de TLRs, como elastase, praei®a TNFe, IFN-y, PAF e RANTES
também estdo envolvidas na ativacdo de neutrééitomvés da inducdo de moléculas de
adesdo no endotélio, ativacdo de integrinas e qtaxia dos neutrofilos (COHEN, 1994;

BERGEREet al., 1996).

Considerados como fagdcitos profissionais, os nélas sdo capazes de reconhecer e
ingerir microorganismos, processo que pode selittad pela opsonizacdo prévia dos
microorganismos com fragmentos circulantes do corapte C3 do sistema complemento e
imunoglobulinas. A fagocitose também pode ser egtida pela sinalizacdo gerada através
do reconhecimento direto de PAMPs pelos PRRs nestalas (OFEKet al., 1995; BROWN
& GORDON, 2001; UTHAISANGSOOKet al., 2002; UNDERHILL & GANTNER, 2004,

KENNEDY et al., 2007).

Frequentemente, a fagocitose é seguida pela fig&dagossoma com os gréanulos
citosélicos, convertendo o fagossoma em fagolisnasalentro dos quais a morte microbiana
€ alcancada por uma combinacdo de mecanismos ridatieas e oxidativos (NATHAN,
2006). Potentes mecanismos de morte nao oxidafivdsem a liberagdo de peptideos
antimicrobianos, como as catelicidinas e defensieagimas hidroliticas e a atividade das
catepsinas e outras proteases, enquanto que o isreoadependente de oxigénio, também
chamado de “explosao” oxidativa, envolve a geragimmitocondrial de ROS através de um
complexo enzimatico, ligado a membrana dos vacufagsciticos, o NADPH oxidase. A
partir da reducdo do oxigénio molecular, NADPH asie cataliza a formagdo de anions
superoéxido (@), os quais podem rapidamente dismutar para perdechidrogénio (bD,) e
diversas outras ROS (DINAUER al., 2000; REEVESt al., 2002; SEGAL, 2005). Um
mecanismo microbicida adicional envolve a ac¢édo deloperoxidase (MPO), uma

hemoproteina presente nos granulos azurofilicog, mage com ¥D,, aumentando o
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potencial toxico deste oxidante. Através da oxidagéd anion cloreto, tirosina e nitrito, o
sistema HO,-MPO induz a formacé&o de acido hipocloroso (HCitros produtos clorados,
radicais tirosina e intermediarios reativos do agiénio, todos capazes de atacar as

membranas de microorganismos (KLEBANOFF, 1999).

Em 2004 foi descrito um novo mecanismo microbicidadiado por neutréfilos,
baseado na liberacdo de “armadilhas” extracelulpogsessas células, denominado NETs
(Neutrophil Extracellular Traps) (BRINKMANN et al., 2004). As NETs séo extrusdes da
membrana plasmatica de neutrofilos ativados, caotéNA, histonas e proteases derivadas
dos granulos azurofilicos, que se ligam e matantéhas, fungos e parasitos no meio
extracelular. As NETs sdao liberadas por neutréfitiéados, o que culmina em um processo
de morte celular que é distinto da apoptose e seceodepende da geracdo de ROS pela
NADPH oxidase. Essa nova descricdo de morte depénde ROS, é também chamada de
NETose e permite aos neutréfilos uma completa fumg&robicida, mesmo apds a sua morte
(BUCHANAN et al., 2006; BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2007; FUCHSet al., 2007,

STEINBERG & GRINSTEIN, 2007; GUIMARAES-COST#t al., 2009.

A duracdo da resposta imune e da acao toxica deasééfetoras sdo finamente
controladas (LENARDGet al., 1999). Os neutréfilos produzem uma grande vadedde
moléculas toxicas que podem causar dano signiécams tecidos e 6rgaos do hospedeiro se a
resposta inflamatéria ndo for fortemente regul@deesolucéo da resposta inflamatoria € um
processo complexo e inclui a producdo de mediadantisinflamatérios e a apoptose de
neutréfilos, seguido da remocéo de corpos apopielos macréfagos, com o objetivo de
restabelecer e manter a homeostase do sistema i(BUNALL et al., 1989; WHYTE et

al.,1993; KOBAYASHIet al., 2005).
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4. APOPTOSE EREMOCAO FAGOCITICA DE CELULAS APOPTOTICAS

A apoptose é um tipo de morte celular programadfinida como uma forma auto-
controlada de morte celular, que tem importanteplicacbes no desenvolvimento e
homeostase do organismo, e também pode ser indapidaurso das respostas imunes e
inflamatorias. A renovacao normal de células, imtelente do tipo celular e localizagédo
tecidual é governado pela apoptose, e defeitosenmagsanismo de morte celular levam a
condi¢des patologicas, incluindo o cancer e doeagésimunes (LENARDGe al., 1999;

MEIER et al., 2000; SAVILL & FADOK, 2000).

Durante a apoptose, a célula sofre alteracbes Mgifas caracteristicas. Tais
alterac@es incluem reducado do volume citoplasméticoélula e perda da aderéncia a matriz
celular e células vizinhas, com a consequente iggoisle um forma esférica; e condensacao
da cromatina, que se concentra junto a membrankarudormando o nucleo picnético.
Inicialmente, a membrana plasmatica permanecerinteg@s organelas bem preservadas com
excecdo, em alguns casos, das mitocondrias, quenp@presentar permeabilizacdo da
membrana externa. Mais tardiamente, a membrandacdlrma vesiculagbesblgbs) e a
célula pode se fragmentar, originando os chamadgsos apoptéticos. A fragmentacdo do
DNA, com padrao oligonucleossomal é um dos par&sdiioquimicos caracteristicos da
apoptose, facilmente observado em gel de agarafieioAalmente, a exposicao precoce de
fosfatidilserina (PS) no folheto externo da membratasmatica e a ativacdo de caspases
podem ser utilizadas para identificar células eoptgse (STRASSER al. 2000; ZIEGLER

& GROSCURTH, 2004; KENNEDY & DELEO, 2009).

A maioria das alteracdes morfolégicas observadaspuptose é causada por uma

série de caspases, cisteino-proteases evolutivarmenservadas que possuem um residuo de
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cisteina em seus sitios ativos, o que é critica paatividade proteolitica que ocorre nos
residuos de acido aspartico das proteinas-alvond@uas caspases sao ativadas, elas clivam
substratos especificos, podendo ativa-los ou iadtis (COHENet al., 1997; MINKOet al.,

2001).

O processo de apoptose pode ser deflagrado pasds/estimulos como a ligagdo de
moléculas a receptores de membrana, agentes gerapatos, radiacao ionizante, danos no
DNA, choque térmico, deprivacdo de fatores de aremtto e niveis aumentados de ROS
(HENGARTNER, 2000). A ativagdo da apoptose podeisieiada pela via intrinseca ou
mitocondrial ou pela via extrinseca, que envolMarailia dos receptores de morte celular,
incluindo receptor de TNF e Fas (CD95). Entretanto, essas vias convergema e
magquinaria de execucao de morte comum, culminamadativacdo da enzima efetora neste

processo, a caspase-3 (THORNBERRY & LAZEBNIK, 199&NGARTNER, 2000).

Durante as respostas inflamatdrias agudas, um @ramignero de neutréfilos é
mobilizado e recrutado para os tecidos. Como diterirmente, os neutréfilos inflamatoérios
secretam proteases, citocinas, quimiocinas e meaiadsoliveis que regulam a inflamacao.
Entretanto, essas células tém vida curta, e enéramapoptose constitutiva ou espontanea

como um mecanismo de manter a homeostase (HASLEIOB,; SAVILL et al., 1989).

Os neutrofilos apoptéticos apresentam um decrés@eral na funcédo celular e
capacidade pro-inflamatoria, bem como uma redumdponsividade a estimulos externos
(DRANSFIELD et al., 1995). Adicionalmente, a membrana plasmaticanaatém integra,
limitando a liberacdo do contetdo celular téxicodds essas caracteristicas sdo essenciais
para a remocdo nao inflamatéria dessas célulasscames (WHYTEet al., 1993;

KOBAYASHI et al., 2005).
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A apoptose de neutréfilos pode ser iniciada petainirinseca (ROS) ou extrinseca
(TNF-a ou ligante de Fas- FasL/CD95L) (TSUYU#lal., 1995; MURRAYet al., 1997). Os
neutréfilos também entram em apoptose apds a fagecium processo também conhecido
como morte celular induzida por fagocitose (PICBhagocytosis-induced cell death)

(KENNEDY & DELEO, 2009).

Ao contrario da necrose, a apoptose dos neutréflosonsiderada uma “morte
silenciosa”, uma vez que células apoptoéticas sémnfecidas e rapidamente fagocitadas por
macroéfagos teciduais, ndo induzindo lesdo tecidualiberagdo de moléculas toxicas que
estariam desta forma, danificando os tecidos dpduero (HENSON & JOHNSTON, 1987;

SAVILL & FADOK, 2000).

A remocao imediata e eficiente de células apomsétipor fagocitose, também
chamada de eferocitose (GARDAt al., 2005), € crucial para evitar a perda da integied
celular e extravasamento do conteudo intracelelgror limitar as respostas imunes contra
auto-antigenos derivados dessas células. A elidinalg células apoptédticas € mediada
principalmente, por fagocitos profissionais comocratagos e DCs, mas fagocitos néo-
profissionais também podem participar deste pracéBAVICHANDRAN & LORENZ,

2007).

A importancia do reconhecimento e ingestdo de aglapoptdticas por fagocitos é
corroborada pelo vasto numero de ligantes e remptenvolvidos (SAVILLet al., 2002;
MOREIRA & BARCINSKI, 2004; RAVICHANDRAN & LORENZ, ®07; ERWIG &

HENSON, 2008).

As células apoptéticas apresentam diversas mudangasomposi¢cdo de suas

membranas plasmaticas. Dentre as mudancas de isiggedf mais universal e melhor
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caracterizada € a perda da assimetria fosfolipiglieatranslocacdo de PS do folheto interno
para o folheto externo da bicamada lipidica, o go&re muito precocemente no processo
apoptotico (FADOKet al., 1992; MARTIN et al., 1995). Adicionalmente a PS, outras
moléculas que estdo normalmente confinadas no tdsolico da membrana celular,
aparecem na superficie da célula, como a anexigael,co-localiza com PS (ARU& al.,
2003), calreticulina, uma proteina do reticulo e@ematico, ICAM-3 e DNA
(PALANIYAR et al., 2004). Também podem ocorrer modificacdes de ecntdé de
superficie por oxidacdo (ARROY@ al., 2002; GREENBERGt al., 2006) e alteracdes nas
cadeias de acucares resultando em sitios simitaqgarticulas de lipoproteinas oxidadas e
sitios de ligacdo de opsoninas, como os que ligamkospondina, lectinas, as proteinas do
complemento C1q e C3b e véarias colectinas (TAKIZAWAI.,1996; CHANGet al., 1999;
VANDIVIER et al.,, 2002). As moléculas expostas em células apapstiforam
coletivamente chamadas de padrdes molecularesiads®@ células apoptoticas (ACAMPS)
(FRANC et al., 1999), e sdo reconhecidas por um grupo diveesib de PRRs presentes em
macréfagos e iDCs (REN & SAVILL, 1998; FRAN& al., 1999; GREGORY, 2000;

ERWIG & HENSON, 2008).

Os ACAMPs sao reconhecidos simultdnea ou altermainte por distintos PRRs,
incluindo as lectinas (ligam acUcares alterado2EEROWITZ et al., 1990), o receptor de
vitronectinao,fs (liga trombospondina-1) (SAVILIet al., 1990) pela lactaderina ou MFG-
E8, que funciona como uma ponte entyps e PS (HANAYAMA et al., 2002), receptores
scavengers (ligam motivos similares a lipoproteina de baixensldade oxidada-LDL)
(GORDON, 1999), CD14 (liga ICAM3) (GREGORY, 1998)GD91 (liga Clqg através da
calreticulina) (OGDEN&t al., 2001; GARDAIet al. 2005), porém nao é necessario que todos

esses ACAMPs sejam expostos nas células apoptpacagjue haja sua remocgdo, bem como
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nem todos os receptores sdo necessarios para mediaonhecimento celular e fagocitose.
Ainda, o mesmo ligante pode ser reconhecido paerehites receptores, amplificando as
possibilidades de reconhecimento, 0 que visa garannaxima eficiéncia na remocéo de

células apoptoticas (MOREIRA & BARCINSKI, 2004).

Entretanto, o reconhecimento de células apoptitiaesce ser dependente da colecéo
de receptores que estdo sendo expressos e o detatlvacdo do fagdcito durante o processo
e também da célula que esta sendo ingerida (FABCHK, 1992; PRADHANEet al., 1997;
SAVILL et al., 2002). Nesse sentido, o comportamento diferedomfagocitos profissionais
diante do material apoptético pode ser explicadaspdiferencas dos receptores usados na
internalizacdo de células apoptéticas, ou por gliesrsas habilidades intrinsecas como
APCs, o que poderia ativar distintas vias de singho (RUBARTELLIet al., 1997). A
ingestao de células apoptéticas por iDCs, por ekgnepvolve a participacdo dos receptores
avPs e ayPs dependendo da subpopulagdo envolvida, enquantmagienacréfagos, somente
h& o envolvimento de,3 (RUBARTELLI et al., 1997; ALBERTet al., 1998a; ALBERTet
al., 1998b). Adicionalmente, iDCs ndo somente intéezam as células apoptéticas, mas
também geram epitopos peptidicos derivados dataséipopoticas, que sdo apresentados,

via MHC classe | e classe Il, para os linfécitof BERT et al. 1998a; INABAet al. 1998).

Macréfagos que reconhecem ou ingerem leucdcitoptépcos sao capazes de liberar
citocinas anti-inflamatoérias como IL-10 (VOLdt al., 1997) e TGH (FADOK et al., 1998;
FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e sua habilidade de secretar citocinasnl@matdrias como
IL-12 (VOLL et al., 1997) e TNFe (FADOK et al., 1998) é suprimida (VOLIt al., 1997;
FADOK et al., 1998; FADOKGet al., 2000). Essa supressédo é mediada pela secre@oirza
e paracrina de prostaglandina (PGE,) e TGF$ (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA

et al., 2000).
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O efeito anti-inflamatoério de células em apoptésecompanhado da inducdo de um
programa alternativo de diferenciacdo nos macr&fagdletido pela inducdo da atividade de
ornitina descarboxilase (ODC), producado de poliasine inibicdo da producdo de NO
(FREIRE-DE-LIMA et al. 2000; RAESet al., 2007), bem como a promoc¢éo de angiogénese
(GOLPON et al., 2004). A injecdo de células apoptoéticas aceterasolucdo do processo
inflamatorioin vivo (HUYNH et al., 2002), desta forma, a remocao de células apoasot
parece disparar uma via bioquimica envolvida naluego da inflamacéo e reparo tecidual

(GOLPONGet al., 2004).

A remocao fagocitica de neutrofilos apoptéticovaatim programa metabdlico em
macroéfagos, caracterizado pela secrecdo de fatoesnflamatorios e fibrogénicos como
TGF$ e PGE, que atuam na resolucdo da inflamacdo e repardutdc Esses mesmos
fatores sao capazes de regular negativamente ngoatpré-inflamatério dos macréfagos que
ingeriram essas células apoptoticas, através doodemla sintese e secrecdo de citocinas pré-
inflamatérias como IL-12, IL{1 e IL-8 (FADOK et al. 1998; HASLETT, 1999; SAVILLet
al. 2002; RIBEIRO-GOMESet al., 2004). Em paralelo, a fagocitose de neutrdfilos
apoptéticos por iDCs inibe sua maturacéo pelo deoréd da secrecao de IL-12, expressao de
moléculas co-estimulatérias e de moléculas de MHQ@-Ique reduz sua habilidade de
estimular células T virgens (URBAM al. 2001; STUARTet al. 2002). Uma vez que 0s
neutréfilos sdo células potencialmente téxicas entamente recrutadas em processos
inflamatoérios, sua eficiente eliminacdo parece teonsequéncias adicionais na

imunorregulacao.

A eliminacdo de células apoptéticas também € umamsmo da imunidade inata,

uma vez que Varios patdégenos apresentam estrugjuasreagem cruzadamente com
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moléculas enddgenas alteradas pela apoptose,recidecidas por macrofagos e iDCs pelo

mesmo conjunto de PRRs como 0 CD14 e TLR2 (FR/AN., 1999).

5.REMOCAO PRO-INFLAMATORIA DE CELULAS APOPTOTICAS

A remocado fagocitica de células apoptéticas fretpmeante gera um poderoso
ambiente anti-inflamatério e imunossupressor (SAVIE FADOK, 2000), porém sob
determinadas circunstancias, também pode induagdes inflamatorias (BORGE& al.,
2001; HOHLBAUM et al., 2002; ZHENGet al., 2004; FRANSENet al., 2009). Os
mecanismos capazes de gerar inflamacfes pos-apoplosestdo bem definidos e podem
variar de acordo com a antigenicidade intrinsecacétulas alvo em apoptose, a historia de
ativacao ou estresse antes da morte celular, aematdo indutor, bem como a via de morte
celular e a disponibilidade de células do sistemane capazes de responder ao estimulo

apoptoético (HOHLBAUMet al., 2002; GREENMNt al., 2009).

A molécula FasL parece mediar tanto as reacest@mas quanto as inflamatorias.
O FasL é constitutivamente expresso em epitéliopldaenta, testiculo, globo ocular e
cérebro, locais onde sua potente atividade protapoa parece contribuir para o estado de
imunoprivilégio desses 6rgdos (GRIFFITadal., 1995; FERGUSON & GRIFFITH, 2006;
STEIN-STREILEIN, 2008). Adicionalmente, a apoptaosediada pela interacdo entre Fas e
FasL possui um papel critico na homeostasia demsstimune (KRAMMER, 2000). A
molécula FasL tem papel integral na regulacao u@sacdes entre linfécitos, uma vez que
sua expressao em linfécitos T ativados, é o pralaipecanismo molecular responsavel pelo
processo de morte celular programada induzida fpaacdo (AICD,Activation-Induced Cell

Death), que esté implicado na eliminacéo de linfocitoatiVados ao final de uma resposta
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imune e na deplecao periférica de clones de célllasto-reativos (VAN PARIJ®t al.,

1996; KRAMMER, 2000).

Tem sido relatado um papel pré-inflamatério paralFam estudos com implante de
tumor e rejeicdo de transplantes. A expressdo dk, BEpos transfeccdo génica em células
tumorais (ARAlet al., 1997; SEINOet al., 1997) e em células de tecidos transplantados
(KANG et al., 1997), parece facilitar a destruicdo dessadalpor disparar uma resposta
inflamatoéria mediada por neutréfilos (ARAt al., 1997; SEINOet al.,1997; MIWA et al.,

1998; SHIMIZUet al., 1999; RESTIFO, 2000).

No modelo de silicose, foi demonstrado que a sihicaz a expressédo de FasL e a
apoptose dos macrofagos pulmonares. A injuria tetiddo parénquima pulmonar é
decorrente do extravasamento de neutrofilos, quespa vez é induzido pela expressédo de
FasL nos macréfagos. Alem disso, camundorgidsdeficientes em FasL, ndo desenvolvem

silicose (BORGESt al., 2001).

O reconhecimento concomitante de PAMPs e ACAMPsspeElulas do sistema
imune pode determinar a diferenca entre a mortelagetsilenciosa” e a inflamatéria ou
imunogénica (induzida por patégenos) (GREENal., 2009). A apoptose de neutréfilos
induzida por bactérias tem papel relevante na imatlulacdo de macréfagos (PERSKVIST
et al., 2002; ZHENGet al., 2004). Dados publicados por ZHENG e colaborad(2664)
revelaram que macréfagos que fagocitaram neutsdfilee sofreram apoptose induzida por
bactérias, apresentaram uma maior producdo deol Mias ndo de TGB; se comparados
aos que fagocitaram neutréfilos, cuja apoptosdnidizida por radiacdo ultravioleta (UV).
Adicionalmente, foi observada uma ligacdo entrepaptose de neutrofilos induzida por

bactérias e a liberagdo de proteinas de choquécté{MSP,Heat Shock Proteins) HSP60 e
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HSP70, e ainda que a inclusdo dessas proteinas\bg@ntes em cultura potencializou a
producao de TNFestimulada por LPS nos macrofagos. No entantanskgeste trabalho, a
ativacdo pro-inflamatéria dos macrofagos nédo € mlente da presenca de bactérias nos
neutréfilos apoptoticos, mas sim pela liberacdo sdwis de perigo por essas células,
representados pelas HSP. Da mesma forma, DCs goeittram neutrofilos apoptoticos
infectados por bactérias, apresentaram um aumensecrecdo das citocinas IL-23, IL-6 e
TGF{$ e promoveram a diferenciacdo e expansao de cé&olasperfil inflamatério, Th17

(TORCHINSKY et al., 2009).

Macréfagos murinos expostos a uma combinacao dedfitas apoptoticos e ligantes
de TLR4, TLR2 e TLR9 sao capazes de elaborar unsposta de citocinas que é
gualitativamente diferente das respostas a estiesuéss administrados individualmente. Os
neutrofilos apoptéticos, quando co-administradas estimulos imunes inatos como o LPS,
sdo capazes de induzir uma rapida e elevada secreed&mo que temporariamente limitada,

de mediadores pré-inflamatérios como THNFMIP-1a e MIP-2 (LUCASet al., 2003).

Como anteriormente discutido, é notéria a impotitaos neutrofilos nos processos
inflamatorios. No sitio de inflamacéo, as proteadersvadas dos granulos de neutrofilos sdo
capazes de recrutar e ativar macréfagos a proaudiberar citocinas pro-inflamatorias,
incluindo IL-1 e TNFe, além de aumentarem a capacidade fagocitica desdakas

(RIBEIRO-GOMESet al., 2007; MEYER-HOFFERT, 2009; SOEHNLEIN, 2009).

A elastase neutrofilica (NE) é uma das principasne-proteases presentes nos
granulos azurofilicos de neutréfilos, constitutivrte liberada nos sitios de inflamacgéo
(RAINGER €t al., 1998; PHAM, 2006). A NE é capaz de clivar glaasnoglicanas de

matriz extracelular e liberar proteoglicanos qudgwo funcionar como ligantes endégenos de
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TLRs (KEY et al., 1992; KLEBANOFFet al., 1993; JOHNSONMNt al., 2004; BRUNN &
PLATT, 2006). Foi relatado que o heparan sulfatagaz de induzir a maturacédo de DCs, de
forma dependente da expressédo de TLR4 (JOHNSCAN, 2002), da mesma forma que o
acido hialurdnico, liberado ap6s injuria teciduacessita de TLR4, TLR2 e MyD88 vitro
einvivo para iniciar respostas inflamatérias, na injuaérpnar aguda (JIANGt al., 2005).
Contudo, ndo € possivel descartar o efeito diratmtdracdo de NE nas moléculas de TLRA4.
Dados da literatura mostram que a NE induz a s@&orde IL-8 por células epiteliais através
do engajamento de TLR4 (DEVANE# al., 2003) e que nas células musculares lisas, a NE
induz a rapida associacdo de MyD88 com IRAK, segpiela ativacdo de NFkB (LEE al.,
2006). Além disso, a ativacdo de macréfagos potréios inflamatérios também necessita
da expressdao de TLR4 (RIBEIRO-GOMESal., 2007). Adicionalmente, a prépria NE é
capaz de sinergizar com o0 LPS e aumentar a express@iLR4 em mondcitos derivados de

sangue periférico humano (TSUJIMOECaI., 2005).

Outras proteases derivadas de neutrdfilos também cd@pazes de ativar
monaocitos/macréfagos. Os HNRs$ufman Neutrophil Peptides), também conhecidos come
defensinas, sdo capazes de aumentar a secrecadFae § IL-1o, contudo, 0s mondcitos
imaturos somente expressam essas citocinas, eenpeedestaphylococcus aureus ou PMA
(Forbol 12-miristato 13-acetatdCHALY et al.,2000). A azurocidina é capaz de sinergizar
com o LPS na inducdo de TNFe IL-6 (RASMUSSENet al., 1996), enquanto que o
peptideo derivado de catelicidina, LL-37, é capaandiuzir o processamento e liberagdo de
IL-1p em mondcitos pré-estimulados com LPS (ELSSNER., 2004; TOMASINSIGet al.,

2008).

Todos esses dados em conjunto revelam como a patumeunossupressora da

eliminacdo de células apoptéticas pode co-exisbm ca natureza necessariamente
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inflamatoria dos processos infecciosos. Nessedsgrdiapoptose pro-inflamatoria assume um
importante papel nos eventos iniciais da infecghsparados por estimulos imunes inatos
derivados de bactérias ou dano tecidual, ambosigess de sinais de perigo, contribuindo
assim, para o recrutamento e ativagao da respustaeiinata, quando a morte celular ocorre
em tecidos infectados ou inflamados. Além dissejsao simplistica de neutréfilos como
células que cegamente destroem microrganismos eemomuito rapidamente para

influenciar mecanismos imunes subsequentes, é agdmmente, desatualizada.

6. IMPORTANCIA DA REMOCAO FAGOCITICA DE NEUTROFILOS NA INFECCAO POR UM

PROTOZOARIO PARASITA INTRACELULAR

As infeccbes parasitarias em hospedeiros mamifeydem ter como consequéncia, a
apoptose tanto de parasitas, quanto das propriatasérospedeiras, o que poderia ter
implicacbes imunopatogénicas (DOSREIS & BARCINSKR001). Em infeccdes
acompanhadas de intensa apoptose, a remocdo fegodé células apoptéticas pode
influenciar a sobrevivéncia de patdégenos intraeedd, devido a inativacdo funcional de

macréfagos e a secrecao do fator supressivo F@OPES & DOSREIS, 2000).

A infeccdo de camundongos colnypanosoma cruz, induz a apoptose de células T
(LOPES et al., 1995), através do receptor de célula T ou recege¢ morte Fas, o que
exacerba a replicagdo decruzi em macréfagos co-cultivados com essas célulast@prgs
(NUNES et al., 1998). Dados publicados por FREIRE-DE-LIMA e atmradores (2000)
confirmaram que of. cruzi é capaz de explorar essa via fagocitica “sileafigsara
amplificar a sua replicacdo no hospedeiro. Macidgaggerem os linfécitos apoptoéticos por
um mecanismo dependente da integrings, e essa ligacdo, por si s6, é suficiente para

promover a replicacdo exacerbadaldaruz. Foi também identificada, uma via bioquimica
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iniciada pela ingestao das células apoptéticaseecqusiste na producdo de RGETGF$,
seguida pelo aumento da atividade ODC e da proddgdmliamina putrescina. A PG& o
TGF{3 apresentam um efeito supressor sobre a producabQleinibindo a atividade
microbicida do macr6fago, enquanto que a putrespioaove o crescimento db. cruz

(FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

Apesar da significancia da apoptose de linfécitesnmodulacdo da resposta imune ao
T. cruzi, nas etapas iniciais de um processo infecciosagagéfilos sdo as primeiras células
recrutadas e rapidamente entram em apoptose apacaat, sendo removidos por macréfagos
teciduais, eventualmente infectados (SAVkilal., 1989; HASLETT, 1999).

A remocao fagocitica de neutrofilos apoptéticosgtahto exacerbar o crescimento,
quanto induzir a morte déeishmania major dentro dos macréfagos, dependendo da
constituicdo genética do hospedeiro (RIBEIRO-GOMESI., 2004; RIBEIRO-GOME St
al., 2005; RIBEIRO-GOMESet al., 2007). Nesse sentido, a co-cultura de macrofagos
neutréfilos mortos, provenientes de animais BALBascetiveis a infeccdo par major,
exacerbou o crescimento parasitario de forma degppgadie contato e producdo de R@GE
TGFf, enquanto que a co-cultura de macrofagos com dfdosr de animais C57BL/6
proporcionou o controle do crescimento parasitateoforma dependente de NE e producédo
de TNFe e independente de contato celular. A deplecadcedgdfilosin vivo reduziu a carga
parasitaria em animais BALB/c infectados, enquangiee exacerbou a infeccdo em
camundongos resistentes C57BL/6, sugerindo quesodiilos protegem contra a infeccéo

nesses camundongos (RIBEIRO-GOM&Sl., 2004; RIBEIRO-GOMESt al., 2007).

Adicionalmente, a inje¢cdo de um peptideo inibider NE (MeOSuc-AAPV-cmk)
exacerbou a infeccdo pbr major nos animais C57BL/6, sugerindo um papel para anAlE

funcéo pro-inflamatéria e microbicida de neutrdille C57BL/6, 0 que pode ser corroborado
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pela diminuicdo da atividade leishmanicida dos Wfagos de camundongos C57BL/6 que
foram co-cultivados com neutréfilos mortos de angmautantesallid, incapazes de liberar
NE para o meio (RIBEIRO-GOMES#& al., 2007). Apesar das diferencas funcionais entre os
neutréfilos de BALB/c e C57BL/6 ndo estarem comgisnte elucidadas, os neutrdfilos
inflamatorios de C57BL/6 liberam mais NE no sobdamde do que neutréfilos de BALBI/c.
Esses dados sugerem que polimorfismos genéticamrpatketar interacées entre macrofagos
e neutrofilos, podendo ter um importante papelesésténcia inata a infeccao pasishmania

em humanos (RIBEIRO-GOME& al., 2007).

Esses resultados indicam um papel importante daidade inata nas respostas do
hospedeiro a infeccdo pdr. major, especialmente o papel da NE nas interacdes entre

macrofagos e neutréfilos mortos.
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Objetivos

Uma vez elucidado o papel da remocéo fagociticaedgréfilos mortos/apoptoticos
por células da imunidade inata, e seu reflexo madigma de resisténcia/suscetibilidade. a
major em camundongos, 0 presente estudo inicialmenttiaty investigar a natureza das
interacBes entre células dendriticas derivadas ddula 6ssea (BMDDCs) e neutroéfilos
inflamatorios apoptoéticos. Este estudo correspoades primeiras etapas de uma resposta
imune adaptativa. Num segundo momento, objetivamasstigar se a remocéao fagocitica de
neutréfilos inflamatérios apoptéticos, era capaz idéuzir a maturacdo de macrofagos

derivados de medula 6ssea (BMDMSs) para um fenduigparizado e estavel.
Pelo exposto, 0s objetivos especificos desta teaent

1. Investigar os efeitos da endocitose de neubsHfdpoptoticos na maturagdo de
BMDDCs, através da expressao das moléculas codatiinia CD86 e MHC-Il, bem como,

da sintese das citocinas IL-12p40, IL-12p70 e It.-10

2. Investigar a dependéncia de contato entre BM®B@eutrofilos apoptéticos para

a sintese de citocinas;

3. Investigar os efeitos da endocitose de neubtdfdpoptéticos por BMDDCs na

proliferacdo de células T alogénicas;

4. Investigar os efeitos tardios da endocitose dmitrafilos apoptéticos na
diferenciacdo de BMDMs, através da andlise do Ipdefsecrecao das citocinas I1L-12p40, IL-
12p70, TNFe, IL-10 e TGFB, bem como de nitritos apds desafio com LPS e fendtipo

induzido é dependente de contato entre neutr@iloscrofagos;
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5. Investigar se o fendtipo induzido pela efers@tale neutréfilos por BMDMs

favorece uma resposta imune Thl ou Th2;

6. Investigar a expressao de marcadores fenotipieasibpopulagbes de macrofagos

M1 ou M2, apds a fagocitose de neutroéfilos apopbdti

7. Investigar os mecanismos moleculares (TiNH--10, NE e TLR4) envolvidos na

inducdo do fendtipo obtido apds eferocitose derdélas;

8. Comparar os efeitos agudos e tardios da efesmciha inducdo da capacidade

microbicida de macro6fagos.
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Material & Métodos

1. CAMUNDONGOS E PARASITAS

Camundongos isogénicos das linhagens BALB/c e CEYBB6) de ambos 0s sexos,
com idade entre 6-8 semanas, foram fornecidos @elotro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIQZR Rio de Janeiro) e mantidos
em nosso biotério, sob condi¢cbes sanitérias comwesis. A utilizagdo dos animais foi
baseada em normas estabelecidas pelo Comité Etitastituto de Biofisica Carlos Chagas

Filho.

A linhagem delLeishmania major (L. major) LV39 (MRHO/Sv/59/P) utilizada, é
isolada mensalmente das lesdes de patas de arBihB/c infectados, e mantidan vitro
como promastigotas proliferantes em meio Schnedé¢Bigma Chemical Co., EUA)
completo, isto é, suplementado com 2 mM de L-glitam2% de urina humana estéril, 10
ug/mL de gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SE&Ebco BRL, EUA). As formas

promastigotas sdo mantidas em cultura por até arsasnsem perder sua infectividade.

2. OBTENCAO DE CELULAS DENDRITICAS |IMATURAS E MACROFAGOS DERIVADOS DE

MEDULA OSSEA

Para obtencédo de células dendriticas, célulasediila 6ssea foram cultivadas por 9
dias em presenca de GM-CSF recombinante (rmGM-@8&D Systems, EUA), seguindo
metodologia descrita por LUTZ e colaboradores (198&sumidamente, as células foram
obtidas a partir da medula 6ssea de tibias de cdwngos com idade entre 6-12 semanas,

cultivadas em placas de Petri com 100 mm de dig@P, Suica), na concentracdo de
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2x10° células por mL em meio RPMI 1640 (Gibco BRL) conpl€ mM de L-glutamina, 50
UM de -mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 1@/mL de gentamicina, aminoacidos nao
essenciais, suplementado com 10% de SFB) e 20 nddninGM-CSF. O meio da cultura
foi trocado e suplementado com 20 ng/mL de rmGM-@%&da 3 dias. No 9° dia, as células
ndo aderentes foram recolhidas, contadas e diftdbuna concentracdo de®b@lulas/mL
nos pogos de microplacas de 24 (TPP), 48 ou 9é{@pinc, EUA) orificios para cultura de

células.

Para obtencdo de macrofagos, células de medula dssem cultivadas em meio
RPMI completo por 7 dias em presenca de M-CSF (2@sobrenadante de cultura de
células L929, como fonte de M-CSF) (ENGLENal., 1995), em placas de 24, 48 ou 96
orificios na concentracdo de 5X1€&lulas/mL, seguindo protocolo adaptado, desgin
SUTTERWALA e colaboradores (1997). ApGs 7 diasgc@turas foram estimuladas com 0,5
ng/mL de IFNy recombinante (rmIFN) (R&D) por 18 horas. Ao final da diferenciacao,
estima-se que as células atinjam uma concentrag@o aproximadamente 2x10

macrofagos/mL.

3.0OBTENCAO DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS

Os neutrdfilos inflamatérios foram obtidos a padidr lavagem da cavidade peritoneal
de camundongos BALB/c ou B6, 7 horas apos injecdi@peritoneal de 1mL de meio
contendo 3% de tioglicolato de sddio (Sigma)dilLal.,1997; COOKet al., 2003). Células do
exsudato peritoneal foram lavadas com Hanks’ (GBBt.) e incubadas em meio DMEM
(Sigma) incompleto, suplementado com 2 mM de Laghibha, 50uM de 3-mercaptoetanol,
100 mM piruvato, 10ug/mL de gentamicina e aminoacidos ndo essenciaisga&rrafas

plasticas para cultura de células (25°cPP) por 1 hora a 37°C em atmosfera contendo 7%
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de CQ, com o objetivo de remover macréfagos aderentas #inducdo de apoptose, células
ndo aderentes (80-90% de neutréfilos) foram lavadascubadas em meio DMEM
incompletopor 18 horas a 37°C em atmosfera contendo 7% de(SAVILL et al., 1989).

Seguindo esta metodologia, o percentual de nelasGlipoptdticos obtido € superior a 85%

(Figura 1).
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FIGURA 1. Percentual de neutréfilos apoptoticos. Analise
de citometria de fluxo de neutréfilos apoptéticos érivados
de camundongos B6, obtidos pela técnica daging. As
células analisadas foram selecionadas por suassgurele Grl
e dentro dessa populacéo, foi analisado o perdestueélulas
anexina positivas. Os neutrdfilos foram marcades anexina-
V-FITC. Foi obtido um percentual de 85,2 % de n#ilts

apoptaoticos.
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4. INTERACAO ENTRE CELULAS DENDRITICAS E NEUTROFILOS APOPTOTICOS

BMDDCs de camundongos B6 (BMDDCs-B6) ou BALB/c (BlDs-BALB) foram
co-cultivadas ou ndo com neutrofilos apoptéticogénicos (proporcdo 1:5) e apos 2 horas,
foi adicionado jfig/mL de LPS derivado d&almonella enterica sorotipo typhimurium
(Sigma) por 24 horas a 37°C, em atmosfera contg8dade CQ. Nas culturas onde foi
avaliada a participagéo do contato fisico, os 0éilds foram separados ou ndo das BMDDCs
por uma membrana impermeavel a células, com diantetrporo de 0,2m (Nalge Nunc,
EUA), sendo o conjunto equilibrado com 1 mL de mirMI completo. Ao final do tempo
de incubacao, as células foram avaliadas fenotéictecionalmente através da expressao de
moléculas co-estimulatdrias por citometria de fluxtnsagem de citocinas pré e anti-
inflamatdérias no sobrenadante da co-cultura poaiengnunoenzimatico (ELISA) do tipo

sanduiche e capacidade de induzir uma respostaatoa em linfocitos T.

5.INTERACAO ENTRE CELULAS DENDRITICAS E LINFOCITOS ALOGENICOS

Para avaliar a capacidade de BMDDCs em induzirifpratdo de linfocitos T,
BMDDCs-B6 foram previamente estimuladas com meiBSLou neutréfilos apoptéticos
singénicos em presenca ou nao de LPS. Apés 24, tawa=lulas foram lavadas com Hanks’
e passadas em gradiente de Ficoll 1083 (Sigma), cafjetivo de eliminar totalmente os
neutrofilos, de acordo com as instrugcbes do fabtecaAs BMDDCs-B6 foram entdo,
contadas, ajustadas para as concentracdes dé @xiad células/mL e co-cultivadas com
3x10 células T, provenientes de linfonodos mesentérieoanimais BALB/c, em placas de
96 orificios de fundo chato (Corning Inc) por 5diRara avaliar a capacidade de regulagéo
direta dos neutréfilos nas células T, foram coicattos 16 neutréfilos com 3x10células T
por 24 horas. Para verificar a capacidade protifeaale linfocitos T, foi adicionado a cultura,

1uCi de timidina tritiada GH]-TdR) (Ammersham Bio Sciences, Inglaterra). Aféshoras,
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as ceélulas foram coletadas em filtro de fibra dérosi em um coletor semi-automatizado
(PHD™ Cell Harvester, Cambridge Technology, INC.). Alifevacdo foi medida através da
incorporacdo de’H]-TdR ao DNA, por espectroscopia de cintilacaailia (LS 6500 Multi-
Purpose Scintillation Counter, Beckman CoulfelEUA) e os resultados foram expressos em

contagem por minuto (cpm).

6.INTERACAO ENTRE M ACROFAGOS E NEUTROFILOS APOPTOTICOS

Foi estabelecido um protocolo composto por duagsastacultura e diferenciacao de
macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs), degie re-estimulacdo com LPS. Os
BMDMs de camundongos B6 (BMDMs-B6) ou BALB/c (BMDMBALB) foram tratados
com 0,5 ng/mL de rmIFN-por 18 horas. ApOs etapa de lavagem com Hankstéhdas
foram cultivadas por 3 dias a 37°C em atmosferatertmlo 7% de C@Ocom os diferentes
tratamentos que incluiam a administracdo de mesoag 100 ng/mL de LPS; 5 ng/mL de
IL-4 recombinante (rmlL-4) (R&D), neutréfilos apdpicos (proporcdo de macrofagos:
neutréfilos de 1:5) ou particulas de latex®(por poco; Sigma). Em alguns experimentos, os
macrofagos e neutrdfilos foram separados ou ndaupar membrana com diametro de poro
de 0,2um, e esta esteve presente nos primeiros 3 diagleac Em outros, as co-culturas de
BMDMs e neutrofilos apoptoticos foram tratadas cbdrug/mL de anticorpos monoclonais
neutralizantes anti-IL-10 (JES052A5, R&D), anti-TNF(MP6-XT3, R&D), anti-TLR4
(MTS510, eBioscience, EUA) ou os isotipos-contrdigGl (eBioscience) ou Ilg
(eBioscience), 1qug/mL de inibidor de NE (MeOSuc-AAPV-cmk, Calbioche®BUA) ou
inibidor de colagenase (Z-Pro-D-Leu-D-Ala-NHOH, Giathem) por 3 dias. Na segunda
etapa, apés 3 dias, as monocamadas de BMDMs fanaadds com Hanks’ e desafiadas com

meio ou elevada dose de LPSi@AmL) por mais 48 horas a 37°C em atmosfera caolot&@fo
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de CQ. Apos tempo de incubacéo, os sobrenadantes fovaliedos para a dosagem de

citocinas e nitritos.

7.OBTENCAO E PURIFICACAO DE CELULAS T CD4"

Bacos de animais BALB/c ou B6 foram coletados e ¢geneizados em meio DMEM
incompleto, no interior de placas de Petri de vidwatendo malha de aco inoxidavel estéril.
O material obtido foi centrifugado a 1600 rotagpes minuto (rpm) por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e as células forarmspmssas em solucdo ACHKmmonium
chloride-potassium- 0,82% cloreto de amoénio, 0,1% bicarbonato de gsdae 0,003%
EDTA) para lise de hemécias por 5 minutos a tentpexaambiente. Apds lavagem com
Hanks’ contendo 10% de SFB, a solucdo ACK foi reih\e o material foi centrifugado a
1600 rpm por 10 minutos a 4°C. O botao celularéesuspenso em meio DMEM completo e
em seguida, as células passaram por um procegsarifieacdo, utilizando colunas de 1a de
nylon, como descrito por JULIUS e colaboradores/8)9As colunas de |4 de nylon foram
lavadas e incubadas com Hanks’ contendo 10% de &mBestufa por 1 hora a 37°C em
atmosfera contendo 7% de €@\pos este periodo, a suspenséo de células fimiadpl na
coluna numa relacdo de®@lulas para cada 0,6 g de I& de nylon compaetadseringas de
10 mL, e apd6s 1 hora a 37°C em atmosfera contetidde’ CQ, foram eluidas com 10 mL
de Hanks’contendo 10% de SFB, centrifugadas e spessgsas em DMEM completo. A
contagem das células viaveis foi feita em camardlegbauer pela técnica da exclusao do
corante Azul de Trypan. Para obtencdo de célulad®4t@s células T obtidas por filtracdo
(2x1P/mL), foram tratadas com 1g/mL de anticorpos monoclonais anti-CD8, anti-B220,
anti-Mac-1, anti-MHC-II (BD-Pharmingen, EUA) por 4@inutos a 4 °C. Em seguida as
células foram lavadas e incubadas com esferas mieagéobertas com anticorpos anti—Ig de

rato (BioMag perseptive Biosystems, EUA) numa radéd esferas:1célula por 20 minutos a
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temperatura ambiente. A selecdo negativa foizad# através de um separador magnético
(Advanced Magnetics Inc., EUA) apos 3 ciclos deasagdo magnética, resultando em um

percentual de células TCDgurificadas de 92,1 %-{gura 2).
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FIGURA 2. Purificacdo de células TCD"
esplénicas Andlise de citometria de fluxo de
células TCDZ esplénicas derivadas de
camundongos C57BL/6, marcadas com
anticorpo anti-CD4-FITC. Foi obtido um
percentual de 92,1 % de células TCD4

8.INTERACAO ENTRE MACROFAGOS E CELULAS TCD4"

Os BMDMs foram cultivados por 3 dias a 37°C em af@@ contendo 7% de GO
com meio ou neutréfilos apoptéticos (proporcéo).1Bosteriormente, 20BMDMs/poco
foram co-cultivados por 7 dias, com 5%1d#lulas TCD2 alogénicas esplénicas, altamente
purificadas, como descrito em secéo anterior. Ndi@ e cultura, foi adicionado 1 ng/mL de
IL-2 recombinante (rmiL-2) (BD-Pharmingen). As dési TCD4 diferenciadas foram

removidas e re-cultivadas na concentracdo de 2°%é&0las/poco em placas de 96 orificios,
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fundo chato, contendo 1Qg/mL de anticorpo monoclonal anti-CH3145.2C11, BD-
Pharmingen), previamente imobilizado em placassd@senadantes foram coletados apos 48

horas para a pesquisa das citocinas yfN-4 e IL-10 por ELISA do tipo sanduiche.

9.INTERACAO ENTRE M ACROFAGOS E PARASITOS L. MAJOR

BMDMs-B6 (2x10) foram estimulados com rmlIF{lavados e infectados com 2X10
formas promastigotas de. major em meio RPMI completo. Apdés 4 horas, os parasitas
extracelulares foram removidos e as monocamadamfog-incubadas com meio, 100 ng/mL
de LPS; 5 ng/mL de rmlL-4 ou neutréfilos apoptésig¢proporcéo de macréfagos: neutréfilos
de 1.5) por 3 dias a 37°C em atmosfera contendd@%Q. Alternativamente, os BMDMs
foram cultivados por 3 dias com meio, LPS, rmiL-41 meutréfilos apoptéticos,
posteriormente, lavados e infectados dammajor por 4 horas, e apds remocao dos parasitas
extracelulares por lavagem com Hanks’, foram indokaa 37°C em atmosfera contendo 7%
de CQ. Apés 3 dias de incubacao, todas as monocamadas favadas e transferidas para o
meio Schneider’'s suplementado com 2 mM de L-glutam2% de urina humana estéril, 10
ug/mL de gentamicina e 20% de SFB, e incubadas &€ 28n estufa BOD por mais 3-4 dias
adicionais. A carga parasitaria intracelular rgkatde formas amastigotas tde major foi
verificada através da contagem do numero de fopnamastigotas extracelulares liberadas

(RIBEIRO-GOMESet al., 2004).

10.CITOMETRIA DE FLUXO

Células dendriticas foram recuperadas dos pocosiideplacas de experimentos,
contadas e ajustadas para 0,5-1,8xElulas/tubo de citometria. Anticorpos conjugados
fluorocromos FITC ou PE foram utilizados para oscpdimentos de citometria de fluxo. As

células foram lavadas com tampédo de FACS, tratadas 50uL de anti-CD16/CD32 (Fc
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Block) (BD-Biosciences, EUA) (diluicdo 1:50) para blogu®s receptores Fc presentes nas
células, minimizando ligacdes inespecificas, e badas por 15 minutos a 4 °C. Apos
incubacao foram adicionados os anticorpos anti-Cxbhjugado com PE (marcador de DC
murina), anti-MHC-II conjugado com FITC e anti-CD8&6njugado com FITC na diluicdo de
1: 50 em tampdo de FACS e incubados por 30 mirauth8C, protegidos da luz. As células
(10" por aquisicdo) foram analisadas no citdmetro de&oflBD FACS-Calibur. Células
CD11c positivas foram eletronicamente inseridas iamgate, e o percentual de células
positivas foi determinado utilizando o programaaddlises de citometria de fluxo, WinMDI

verséo 2.8 pardindows.

11.DOSAGEM DE CITOCINAS

Citocinas (IL-12p40/IL-23, IL-12p70, TNEk; IL-10, TGF$, IFN-y e IL-4) foram
quantificadas no sobrenadante de cultura celulés @@ ou 48 horas de incubacao através da
técnica ELISA do tipo sanduiche, de acordo com dwtgia preconizada pelos fabricantes
(R&D; e-Bioscience). Os sobrenadantes foram cemgaflos com o objetivo de eliminar
restos celulares, podendo ser armazenados a -&t@°dDa utilizacdo. Resumidamente, placas
de 96 pocos com fundo chato foram sensibilizadas aoticorpos monoclonais de captura
diluidos em PBS ou tampéao de captura (fornecido faddricante) e incubadas a 4°C por 18
horas. Apés etapa de lavagem com PBS contendo OT9&én 20 (PBS-T) (Sigma), a placa
foi bloqueada com PBS contendo 10% de SFB por ashartemperatura ambiente, seguida
de nova etapa de lavagem com PBS-T. Os sobrenadab&n como as citocinas
recombinantes (curva-padréo) foram adicionadoscabiados a 4°C por 18 hordBara a
dosagem de TGB; PBS contendo 10% de SFB foi substituido por PB&endo 1% de
albumina sérica bovina (BSA) e os sobrenadantesdlatas foram acidificados com HCI 1N
por 1 hora a temperatura ambiente, etapa seguidzedt@alizacdo com NaOH 1N. Apos
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lavagem com PBS-T, foram adicionados os anticogezsindarios de deteccdo, marcados
com biotina, diluidos em PBS contendo 10% de SFBmuampéo de ensaio (fornecido pelo
fabricante). A placa foi incubada por 3 horas aperatura ambiente e lavada com PBS-T. A
reacdo foi revelada com fosfatase alcalina conjagad estreptoavidina (Southern
Biotechnology Associates INC, EUA) diluida na prog@m de 1:2000 em PBS contendo 10%
de SFB, seguida de incubacéo a 37°C por 1 horas Apapa de lavagem, foi adicionado o
substrato paranitrofenol fosfato (PNPP) (Sigma)idio em tampéo TRIS-Mg&(pH 9,8) A
densidade O6ptica foi obtida através de leitura epeetrofotbmetro de placa (VERGA
Microplate Reader, Molecular Devices, EUA), contrdilde 405 nm. As concentracdes das
citocinas foram calculadas a partir dos valoresidobt da curva padrdo de citocinas

recombinantes e os resultados foram expressos &nipg

12.DosAGEM DE Oxipo NiTRICO (NO)

O NO produzido pelos macréfagos foi determinadoirgtdmente, a partir da
quantificacao de nitritos (NQ, um metabdlito estavel. O sobrenadante da culturdiluido
em uma propor¢cao de 1:1 com o reagente de Griessp(@sto por 0,1% dihidrocloreto
naftiletilenodiamina, 1% sulfanamida e 2,5% de acidsférico) e homogeneizado. A
densidade Optica foi lida em espectrofotbmetro d@cgp com filtro de 540 nm. A
determinacao da concentracdo de nitrito foi cattaula partir de uma curva padr&o de nitrito
de sodio (NaN@) e os resultados foram expressos &Wh(GREENet al 1982; STUEHR &

NATHAN, 1989).

13.MARCAGAO DE MOLECULAS CELULARES POR ELISA
A expressdao dos marcadores de subpopulacbes da®fagas foi avaliada pela
técnica de ELISA celular (BORGES al., 2001). Os BMDMs (1%200uL) foram cultivados

em microplacas de 96 orificios, pré-tratados coniFNvy e estimulados com rmiL-4 ou
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neutréfilos apoptoticos (proporcéo 1:5) por 3 didd7°C em atmosfera contendo 7% de,CO
como descrito acima. Apos periodo de incubacama@scamadas foram fixadas com PBS
contendo 4% de paraformaldeido por 30 minutospgudadas com PBS contendo 10% de
SFB por 2 horas, a temperatura ambiente. Em segasdzelulas foram lavadas com PBS-T, e
incubadas com hg/mL de anticorpo monoclonal anti-LIGHT/TNFSF14 (Bgou 5ug/mL

de anticorpo policlonal anti-SPHK1 (Santa Cruz Babtinology, EUA) por 18 horas. Apos
lavagem com PBS-T, foi adicionado ®/mL de anticorpo anti IgG de rato biotinilado
(Vector, EUA) ou 5ug/mL de anticorpo anti IgG de cabra biotinilado i) diluidos em
PBS contendo 10% de SFB, para detectar LIGHT ouk3Ptéspectivamente. A placa foi
incubada por 3 horas a temperatura ambiente edas@d PBS-T. A reacao foi revelada com
fosfatase alcalina conjugada a estreptoavidinaiddiltna proporcdo de 1:2000 em PBS
contendo 10% de SFB, seguida de incubacao a 37¢C pora. Apos etapa de lavagem, foi
adicionado o substrato PNPP diluido em tampé&o TWiE1, A densidade Optica foi obtida
através de leitura em espectrofotdmetro de plama, filtro de 405 nm. Resultados sdo a

media e erro padrao (SE) das leituras de absoibdasitriplicatas de cultura.

14.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + deadi@p (SD). A andlise estatistica
foi realizada no program&@gmaPlot paraWindows, empregando o testede Student para
amostras independentes. Diferencas com um valprd®5 oup<0,01 foram consideradas

significantes. Todos os experimentos mostradosrfoepetidos, com resultados semelhantes.
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Resultados

PARTE |

1. DIFERENCIACAO DE CELULAS DENDRITICAS A PARTIR DE CELULAS DE MEDULA OSSEA

As BMDDCs-B6 ou BMDDCs-BALB foram cultivadas pordas em presenca de
rmGM-CSF. No 9° dia as células ndo-aderentes formolhidas, contadas e distribuidas na
concentracdo de 1@élulas/mL nos pocos de microplacas para culturaéliglas Figura
3A). Como controle do processo de diferenciacdo, %x#ulas foram marcadas com
anticorpo anti-CD11c conjugado a PE e o percertieatélulas CD1Icfoi avaliado por
citometria de fluxo. Os experimentos subsequenteanf feitos, considerando validas,
culturas com um percentual de no minimo, 80 % tdastdendriticas diferenciaddsiduras

3B e3C).

2. INGESTAO DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS INIBE O AUMENTO DA EXPRESSAO DE

MoLEcuLAs CD86E MHC DE CLASSE Il EM CELULAS DENDRITICAS

Para avaliar os efeitos da eferocitose de neldsofna maturacdo de BMDDCs
induzida por LPS, foi investigada a expressao décatas de MHC-II e moléculas co-
estimulatérias Kigura 4). As BMDDCs-B6 foram estimuladas com LPS por 24akp
resultando em um aumento da expressdo das molé&mdasérias MHC-IIRigura 4A) e de
CD86 (igura 4B). Porém, quando essas células foram co-cultivaaas neutrofilos
apoptoéticos singénicos e concomitantemente estidaalacom LPS, foi observado um

bloqueio no aumento da expressao dessas moléculas.
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FIGURA 3. Diferenciagdo de células dendriticas a partir de d¢dlas de medula Osse:
utiizando rmGM-CSF. (A) Coloragdo de BMDDCs-B6 resultantes do processo de
diferenciacadn vitro com o kit panético rapido. Aumento de 400 RB. € C) Andlise de
citometria de fluxo para células resultantes, n@asaom o anticorpo CD11c-PE de animais

(B) C57BL/6 e C) BALBIc.
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FIGURA 4. Neutrofilos apoptoticos bloqueiam o aumento da expssdo de moléculas «
estimulatérias em células dendriticas As BMDDCs-B6 foram selecionadas por sua
expressao de CD11c e dentro dessa populacao, foralisadas a expressao é¢ MHC-II e

de B) CD86 por FACS. DC-célula dendritica de camundo@$YBL/6; PMN-neutréfilo

apoptotico; I-Ad/I-Ed-MHC-II.
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3. INGESTAO DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS MODULA A SECRECAO DE CITOCINAS

INDUZIDA POR LPS EM CELULAS DENDRITICAS

A secrec¢do de citocinas em BMDDCs induzida po8 lg3t4 representada Rigura
5. Os dados permitiram observar que as BMDDCs-Bfetaam IL-12p40Kigura 5A), IL-
12p70, a isoforma de IL-12 biologicamente ativg(ra 5B), e IL-10 Figura 5C) em
resposta ao LPS. A presenca de neutrofilos apopsthibiu drasticamente a producdo das
citocinas pro-inflamatorias IL-12p40 e IL-12p70,geanto que aumentou a secre¢do de IL-
10. Em varios experimentos independentes, a proddeadlL-12p70 foi sempre maior em
BMDDCs-B6 (igura 5B) do que BMDDCs-BALB Figura 5E), mas a producgédo de IL-

12p40 foi similar em ambas as linhagens de camwgaoiiguras 5A e 5D).

4.EFEITOS REGULATORIOS DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS SAO EM PARTE, DEPENDENTES

DE CONTATO

Os resultados apresentados Rigura 6 demonstram os efeitos regulatérios de
neutrofilos apoptéticos na secrecdo de citocinasodea dependente ou independente de
contato. As BMDDCs-B6 foram co-cultivadas com néfilivss apoptoticos em um sistema
onde as células sdo separadas ou ndo por uma nmentdman um didmetro de poro de 0,2
pum. Para controlar o efeito da presenca da membmnanaultura, as BMDDCs-B6 e
neutrofilos foram também cultivados juntos, porém presenca da membrana. Como
mostrado naFigura 6, a simples presenca da membrana inibiu a secreéeath-12p70
(Figura 6A) e IL-12p40 Figura 6B), mas nao de IL-10F{gura 6C), por BMDDCs-B6 em
resposta ao LPS. Por outro lado, a presenca deofies apoptéticos somente inibiu a
secrecdo de IL-12p40 e IL-12p70 na auséncia da mzerabNotavelmente, a inibicdo da
secrecdo de IL-12p40 e IL-12p70 induzida por LPS BWDDCs-B6 que interagiram

diretamente com neutrofilos apoptéticos foi de apnadamente, 3,5 e 3,9 vezes,
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respectivamente, enquanto que a separacdo daascadsultou numa inibicdo menor do que
1,5 vezes na secrecao de IL-12p40 e 1,0 vez nh-ti2d70. Esses resultados sugerem que o
contato direto entre essas células € necesséaria pardular a secrecdo de IL-12.
Curiosamente, a secrecdo de IL-10 foi parcialmeliteinuida quando as ceélulas foram
separadas pela membrana, sugerindo que este éfgitnbém mediado por fatores sollUveis

liberados pelas células apoptéticas.

5. INTERACAO DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS COM CELULAS DENDRITICAS INIBE A

PROLIFERACAO DE LINFOCITOS T ALOGENICOS

Adicionalmente, estudamos o efeito dos neutréfilesptoticos sobre a capacidade co-
estimulatéria de BMDDCs-B6 em linfocitos T alogé@sdFigura 7). Os dados mostram que
o pré-tratamento das BMDDCs-B6 com neutrofilos apigos de mesma linhagem inibiu a
capacidade dessas células de induzir a proliferdgatinfécitos T alorreativos. Também
observamos que a co-cultura de neutréfilos apap®tndo foi capaz de inibir a ativacdo de
linfécitos Tinduzidapor anti-CD3 imobilizado em placa, na auséncia DBCs (Figura

8).
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FIGURA 5. A interagdo com neutrofilos apoptéticos modula a seecdo de citocinas por células
dendriticas. BMDDCs-B6 ou BMDDCs-BALB foram co-cultivadas coneutréfilos apoptoticos em presenca
ou nao de LPS (Ig/mL) por 24 horas. Sobrenadantes foram coletasodrifugados e testados para as citocinas
soltveis A) IL-12p40, B) IL-12p70 e C) IL-10 derivadas de BMDDCs-B6 ®) IL-12p40 e E) IL-12p70
derivadas de BMDDCs-BALB, por ELISA tipo sanduich@S-lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apoptético
**p < 0,01 comparado ao LPS. Dados comparativos @enpehos, trés experimentos independentes.

54



800 IL-12p70 (pg/mL)

50C-

40¢-

200 ﬁ J
1. I

s/membrana c/membrana

4000- IL-12p40 (pg/mL) — e

DC+PMN
I DC+LPS

2000] I DC+LPS+PMN
10004 H ﬂ
C |

s/membrana c/membrana

30004

20C- IL-10 (pg/mL)

300C- T
20(H -

10C-

Lomll

s/membrana c/membrana

FIGURA 6. O contato de neutrofilos apoptéticos coneélulas dendriticas pode ser necessério para a secéio de
citocinas. BMDDCs-B6 e neutrdfilos apoptéticos singénicos foraultivados por 24 horas, separados por uma
membrana impermeavel a células. Sobrenadantes fa@tados, centrifugados e testados para citosiolaseis A)
IL-12p70, B) IL-12p40 e C) IL-10 por ELISA tipo sanduiche. DC-células detidas; LPS- lipopolissacarideo;
PMN-neutréfilo apoptdtico. *p<0,01 comparado com LPS. Dados representativo®ldenpenos, trés experimentos
independentes.
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FIGURA 7. A interacdo entre neutrdfilos apoptoticose células dendriticas
inibe a proliferacdo de células de linfonodo meseéitico. BMDMs-B6 foram
pré-tratadas com ou sem LPS (10 ng/mL), neutrofilpsptéticos ou ambos. A
RLM foi realizada co-cultivando diferentes concagéres de BMDDCs-B6 com
MLN (3x10°) derivadas de camundongos BALB/c. O efeito initiit6dos
neutréfilos apoptéticos na proliferacdo de MLN domparado pela incorporacao
de timidina fH]. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apojt6t RLM-
reacdo linfocitaria mista; MLN-células de linfonodaesentérico. *P<0,01 ou
*p<0,05 comparado com LPS. Dados representativos ale menos, trés
experimentos independentes.
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FIGURA 8. A proliferacdo de MLN induzida por anti-CD3

ndo é inibida pela interagcdo com neutrdéfilos apoptéos.
MLN (3x10°) derivadas de camundongos BALB/c foram co-
cultivadas com neutréfilos apoptéticos de camundeng
C57BL/6 (10) por 24 horas em presenca ou ndo de anti-CD3
aderido aos pocos de microplacas de 96 pocos. Kepagdo

foi avaliada pela incorporacdo de timidindH]] LPS-
lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apoptético; Midélulas

de linfonodo mesentérico.
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PARTE Il

6. INGESTAO DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS INDUZ UM FENOTIPO M2b EM MACROFAGOS

I MATUROS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA

A fagocitose de neutréfilos apoptéticos € capazindiizir respostas anti ou pro-
inflamatdrias em macrofagos inflamatorios infeceadomL. major, dependendo da linhagem
murina utilizada (RIBEIRO-GOME®t al., 2004). No entanto, ainda n&o foi investigado se
estas respostas induzem um fenoétipo estavel emofagos. Para avaliar esta questéao,
utilizamos BMDMs-B6 obtidos pelo cultivo de célulde medula 6ssea por 7 dias em
presenca de M-CSF. No 8° dia as células foramrptéeas com rmIFN-e posteriormente,
submetidas a diferentes estimulos por 3 diEgufa 9), como meio de cultura apenas
(Figura 9A), rmlL-4 (Figura 9B) ou neutrdfilos apoptoticog-igura 9C). NOs observamos
gue os BMDMs-B6 tratados com rmlL-4 apresentarana umorfologia mais espraiada
(Figura 9B), enquanto que os BMDMs-B6 tratados com neutréfiipoptéticos estavam mais

aderidos, porém com formato fusiforntggura 9C).

O desafio com uma elevada dose de LPS em BMDMs&®lou o padrdo de
citocinas e nitritos secretados no sobrenadanteulfiera Figura 10). Nossas tentativas de
gerar macrofagos M1 utilizando rmIFNe LPS foram infrutiferas devido a ocorréncia do
fendbmeno de tolerancia a endotoxina durante a etlpae-estimulacdo, revelado pela
diminuicdo da capacidade de secrecdo de citocimasmftamatorias como IL-12 e TNE;
bem como nitritosKigura 10). Esse fendmeno ja havia sido anteriormente obderpor

outros autores (SEVER®St al., 1993; STOUTet al., 2005).

Alternativamente, os macréfagos assemelhados advéiinf gerados a partir de um
sinergismo entre as citocinas rmlNe rmIL-4, como j& descrito na literatura (BOGDAN
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al., 1991; D'ANDREAet al., 1995). Os BMDMs-B6 que foram pré-tratados contFiiay e
cultivados com rmiL-4 exibiram um fenotipo M1 apdssafio com LPS, caracterizado pela
elevada producéo de IL-12pdBidura 10A), IL-12p70 Eigura 10B), TNF-a (Figura 10C) e
nitritos (Figura 10F) e baixa secrecéo de IL-1Bigura 10D), se comparados aos BMDMs-
B6 cultivados apenas com meio. Por outro lado, BMEBS que fagocitaram neutrofilos
apoptoticos de mesma linhagem e foram re-estimaladm LPS, foram capazes de secretar
pequenas quantidades de IL-12pFig@ra 10B), mas elevadas concentracfes de IL-10
(Figura 10D) e nitritos Figura 10F) quando comparados aos controles. A eferocitose de
neutréfilos € capaz de induzir a secrecao IL-12pd0 BMDMs-B6, porém a quantidade
secretada correspondeu a aproximadamente, metadseaatada por macrofagos M1
(BMDMs-B6 tratados com rmiL-4). Da mesma forma,reedo de IL-12p70 correspondeu a
menos de 15% da quantidade secretada pelos mawsdféy e mais que o dobro de IL-10 e
nitritos em relagcdo aos BMDMs-B6-controle, tratadpenas com meio. Conforme mostrado
por EDWARDS e colaboradores (2006), além de ouwaaacteristicas, macroéfagos com esse

perfil de secrecdo sao classificados como macrs&fdgdipo 1l ou M2b.

Adicionalmente, verificamos o perfil de secrecaocdecinas como TNFe (Figura
10C) e TGF$ (Figura 10E) pelos BMDMs-B6 e observamos que a eferocitose dadfdos
também foi capaz de aumentar a secrecdo de amluit®esas, especialmente a de TGF-
constitutiva, ou seja, independente do re-estinndmm LPS. Essas propriedades foram

igualmente observadas nos macrofagos M1.
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BMDMs-B6 pré-tratados com rmiIFiN-apés 3 dias de tratamento cowh) (meio; (B) rmiL-4 ou () neutrofilos
apoptéticos. Aumento de 200 X.
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FIGURA 10. A eferocitose de neutréfilos induz o fenétipo M2em BMDMs-B6. BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-(0,5 ng/mL) e estimulados com meio, LPS (100 ng/milL-4 (5 ng/mL) ou neutréfilos
apoptoticos por 3 dias e desafiados com LP®/(hL). Sobrenadantes foram coletados ap6s 48 horas,
centrifugados e testados para citocinas soluyeisL(-12p40, (B) IL-12p70, C) TNF-u, (E) TGF$, (D) IL-10

por ELISA tipo sanduiche &) nitritos. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfilpogtético. **p<0,01 ou
*p<0,05 comparado com meio ou meio em presenca de DRA8os representativos de pelo menos, trés
experimentos independentes.
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Dados publicados por RIBEIRO-GOMES e colaborad(2684) mostraram que, diferente da
resposta gerada em camundongos B6, a fagocitoseeutedfilos apoptoticos induz uma
resposta anti-inflamatdria em macréfagos de cammgmo BALB/c. Estabelecendo o mesmo
protocolo utilizado para os BMDMs-B6, objetivamosvestigar os efeitos tardios da

fagocitose de neutrofilos apoptoticos singénicoBAMDMs-BALB.

Como mostrado n&igura 11, de forma similar aos BMDMs-B6, a estimulagdo de
BMDMs-BALB com rmlL-4 também foi capaz de induzimuendtipo M1 apds desafio com
LPS, caracterizado pelo aumento da secrecao depialEigura 11A), IL-12p70 EFigura
11B) e nitritos Figura 11F) e baixa secre¢do de IL-1FFigura 11D). O contato com
neutréfilos apoptéticos ndo foi capaz de induzifenétipo polarizado M2b em BMDMs-
BALB, ja que essas células, quando desafiadas d@8) kecretaram IL-12p40, IL-12p70 e
IL-10 de maneira similar aos BMDMs-controle, aperadtivados com meio. Nao foi
possivel observar diferencas na secrecédo de d {fgura 11C) entre os BMDMs-BALB-
controle e os M1 ou os BMDMs tratados com neuwéfinpopoéticos. Por outro lado,
eferocitose de neutréfilos induziu um aumento dé=PB&onstitutivo e induzido por LPS,

igualmente observado nas células M1.

A Figura 12 sumariza duas das principais caracteristicas emia@sas por macréfagos
M2b. Observamos que BMDMs-B6 que interagiram coeutrdfilos apoptoticos foram
capazes de secretar elevadas concentracfes dedlnititos em comparacdo aos controles,
0 que nao foi observado em BMDMs-BALB. Esses dalaggerem que o fenotipo M2b foi
induzido em decorréncia da eferocitose de neubdfile B6 por BMDMs-B6, mas nao por

BMDMs-BALB.
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FIGURA 11. A eferocitose de neutrofilos ndo induz o fengd M2b em BMDMs-BALB . BMDMs-
BALB foram pré-tratados com rmIFN{0,5 ng/mL) e estimulados com meio, LPS (100 ng/milIL-4

(5 ng/mL) ou neutroéfilos apoptéticos por 3 diasesafiados com LPS (#y/mL). Sobrenadantes foram
coletados ap0Os 48 horas, centrifugados e testaml@sgitocinas sollveisA] IL-12p40, (B) IL-12p70,

(C) TNF-u, (E) TGFf, (D) IL-10 por ELISA tipo sanduiche &) nitritos. LPS-lipopolissacarideo;
PMN- neutréfilo apoptético. *»<0,01 ou P<0,05 comparado com meio ou meio em presenca de LPS
Dados representativos de pelo menos, trés expausierdependentes.
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FIGURA 12. A eferocitose de neutrofilos induz o fefitipo secretor de IL-10 e nitritos

em BMDMs-B6, mas ndao em

BMDMs-BALB.BMDMs-B6 ou BMDMs-BALB foram pré-

tratados com rmIFN-(0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutréfdpsptoticos por 3
dias e desafiados com LPSu@¢ImL). Sobrenadantes foram coletados apés 48 horas,
centrifugados e testados para a citocina soltAell(-10 por ELISA tipo sanduiche e para
(B) nitritos. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfiggoptotico. Simbolos vazadod ()

representam o0s controles e

simbolos chems ( reseptam os BMDMs tratados com

neutréfilos apoptéticos. Dados de trés experimetimoiependentes, onde cada simbolo
representa uma triplicada de um experimento isolado
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Também foi possivel verificar que a fagocitosendetrofilos apoptéticos foi capaz de
induzir um fenotipo secretor de IL-10 em BMDMs-Bias ndo em BMDMs-BALB, até

mesmo na auséncia do pré-tratamento dessas cebmasnIFNy (Figura 13).

7. A DIFERENCIACAO DE MACROFAGOS M2b NAO E INDUZIDA PELA FAGOCITOSE DE

PARTICULAS INERTES

Para verificar o efeito da fagocitose na indugdopdograma M2b em BMDMs,
testamos se a ingestao de particulas inertes, pamticulas de latex era capaz de polarizar os
BMDMs-B6 (Figura 14). Verificamos que os BMDMs-B6 foram capazes deotagr
prontamente as particulas de latex. De acordo @rap de secrecdo de citocinas e nitritos,
observamos que a fagocitose de particulas de tgtexnduziu a secrecao de IL-1Bigura
14C) ou nitritos Figura 14D) por BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN-enquanto que a
interacdo com neutréfilos apoptéticos induziu dipst2b (Figura 10). Estes dados sugerem

que a atividade fagocitica apenas, ndo € capamdeir o fenotipo M2b.

8. A INDUCAO DO FENOTIPO M2b E PARCIALMENTE DEPENDENTE DO CONTATO ENTRE

MACROFAGOS E NEUTROFILOS APOPTOTICOS

Para determinar se o contato celular direto ergtgréfilos apoptéticos e BMDMs-B6 é
necessario para a inducdo do fenoétipo M2b, utilzamm sistema onde os macréfagos preé-
tratados com rmIFN-foram co-cultivados com os neutréfilos apoptétiseparados ou ndo
por uma membrana com um diametro de poro deu®.2Durante os 3 dias de co-cultura, a
membrana esteve presente em todo o sistema, velnes pogcos onde os BMDMs-B6 e 0s
neutréfilos mantiveram contato direto, com o objetile eliminar possiveis interferéncias da

presenca da membrana na cultura.
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Como mostrado ngigura 15, o desafio com LPS revelou que a capacidade deareg
a secrecao de IL-12p4@igura 15A) e IL-10 Figura 15B) ndo € dependente de contato
prévio entre neutréfilos e BMDMs-B6, enquanto qumpacidade de secretar TGEFigura
15C) e nitritos Figura 15D) é estritamente dependente do contato entre estalas. Os
resultados sugerem que a diferenciacdo M2b deptrde de fatores sollveis liberados,

como do contato com os neutrofilos apoptéticos.

9. MACROFAGOS M2b INDUzZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS

| NDUZEM UMA RESPOSTA DECELULAS TCD4" po TiPo Th2

Macréfagos M2b sdo capazes de induzir a difere@oiade células Th2 (ANDERSON
& MOSSER, 2002a; EDWARD#®t al., 2006). Para investigar se o fenétipo M2b, gelzela
fagocitose de neutrofilos apoptoticos, € capazaderécer respostas Thl ou Th2, BMDMs-
B6 foram pré-tratados com rmIFN-estimulados com meio ou neutréfilos apoptétiecspos
periodo de 3 dias, lavados e co-cultivados comla®ll CD4 alogénicas, altamente
purificadas, juntamente com rmiL-2. Apds 7 diascékilas T CD24 foram re-estimuladas
com anticorpo anti-CD3, imobilizado. A secrecdo déscinas IFNy, IL-4 e IL-10 foi
avaliada por ELISAFRigura 16). Células TCD2 que foram co-cultivadas com BMDMs-B6
que fagocitaram neutrofilos apoptoticos apresemtavan perfil de secrecdo de citocinas
enviesado para o perfil Th2, se comparados congélatas TCD4 incubadas com BMDMs-
B6-controle, uma vez que observa-se um aumentqleezes na secrecao de ILHgura
16A), 3,5 vezes na secrecao de IL-E@gy(ra 16B), e apenas 1,4 vezes na secrecao deylFN-
(Figura 16C). Os dados sugerem que a interacdo com neutr@pogptoticos induziu um

fendtipo que favorece respostas Th2.
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FIGURA 13. A fagocitose de neutréfilos apoptéticosnduz o fenétipo secretor de IL-10 em BMDMs-B6
independentemente do tratamento com rmIFNe. (A e B) BMDMs-B6 ou C e D) BMDMs-BALB foram
estimulados com meio ou neutréfilos apoptéticosddias e desafiados com LP$i@imL). Sobrenadantes foram
coletados ap0s 48 horas, centrifugados e testadas qitocinas sollUveis por ELISA tipo sanduicheSLP
lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apoptético.p&0,01 comparado com meio em presenca de LPS. Dados
representativos de pelo menos, trés experimentiepéndentes.
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FIGURA 14. O fenétipo M2b ndo é induzido pela fagdtose de particulas de latex por BMDMs-B6.
BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFNE,5 ng/mL) e estimulados com meio, rmiL-4 (5 ngfrmeutréfilos
apoptdticos ou particulas de latex por 3 dias af@as com LPS (idg/mL). Sobrenadantes foram coletados apo:
48 horas, centrifugados e testados para as ciwsmldveis A) IL-12p40, 8) IL-12p70 e C) IL-10 por ELISA
tipo sanduiche e par®) nitritos. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfiggpoptético; PL-particulas de latex.
** n<0,01 comparado com meio em presenca de LPS. Dagossentativos de pelo menos, trés experimentc
independentes.
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FIGURA 15. A geracao do fenétipo M2b é parcialmentelependente de contato entre os neutréfilos
apoptéticos e BMDMs-B6.BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN{0,5 ng/mL) e estimulados
com meio ou neutréfilos apoptoticos por 3 diasasagos ou ndo por uma membrana impermeavel a
células e subsequentemente desafiados com LE#En{ll). Sobrenadantes foram coletados apés 48
horas, centrifugados e testados para as citocimasess @) IL-12p40, (B) IL-10 e C) TGF{ por
ELISA tipo sanduiche e parB) nitritos. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutrofdpoptético. *p<0,01
comparado com meio em presenga de LPS. Dados eepatigos de pelo menos, trés experimentos
independentes.
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FIGURA 16. BMDMs-B6 que fagocitaram neutréfilos favorecem uma resptes Th2. BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-(0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrofdpsptéticos. Apds 3 dias, BMDMs-B6
foram co-cultivados com células TCDde animais BALB/c em presenca de rmiL-2. Apdsasdie interacéo, as
células TCD4 foram recuperadas e estimuladas com anti-CD3 Ponotas. Sobrenadantes foram coletados,
centrifugados e testados para as citocinas sol(¢ifL-4, (B) IL-10 e C) IFN-y por ELISA tipo sanduiche.
PMN- neutrdfilo apoptético. *p<0,01 comparado com meio. Dados representativopale menos, trés
experimentos independentes.
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10. MACROFAGOS M2b INDUZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS

EXPRESSAM NiVEIS AUMENTADOS DE LIGHT/TNFSF14 E SPHK-1

Macréfagos M2b expressam preferencialmente LIGINFH$F14 e SPHK-1 como
marcadores de diferenciacdo (EDWARESal., 2006; MOSSER & EDWARDS, 2008).
Para investigar se a fagocitose de neutrdfilos tépiops € capaz de induzir a expressao
desses marcadores, BMDMs-B6 pré-tratados com rnmylfdtam cultivados sob diferentes
condicdes, e testados para a expressao de LIGHIHKS pela técnica de ELISA celular.
Os dados apresentados Figura 17 mostram que a expressao de LIGHFg(Qra 17A) e
SPHK-1 Figura 17B) foi significantemente aumentada em BMDMs-B6 qagotitaram
neutrofilos apoptéticos de B6. Similar ao controten meio, BMDMs-B6 cultivados com
rmiL-4 ou neutrofilos apoptéticos de BALB/c apretsgam baixa expressao de LIGHT e

SPHK-1.

11.IL-10 E TNF-a APRESENTAM ACOES OPOSTAS EDISCRETAS NA | NDUGAO DO FENOTIPO

M2b

Curiosamente, observamos que na presenca de estppmédio com rmIFNy, o
contato com neutréfilos apoptoéticos, mas ndo coh-#ninduziu um aumento na producgdo
de TNFe e também de IL-10 por BMDMs-B6 apés 3 dias deucaltmesmo na auséncia do
desafio por LPSKigura 18). Para investigar se a secrecdo de BN# IL-10 tem algum
papel na indugdo do fendtipo M2b, BMDMs-B6 foramtireslados com neutréfilos
apoptoéticos singénicos em presencga ou ndo de graEomonoclonais neutralizantes anti-IL-

10 (Figura 19) ou anti-TNFe. (Figura 20).
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FIGURA 17. A eferocitose de neutrofilos aumenta axpressao de marcadores de células M2b em
BMDMs-B6. BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN(0,5 ng/mL) e estimulados com meio, IL-4
(5 ng/mL) ou neutréfilos apoptéticos de B6 ou BAERJor 3 dias. A expressao d&)(LIGHT e (B)
SPHK1 foi verificada por ELISA celular. LPS-lipojesacarideo; PMN- neutrdfilo apoptético; SPHK1-
esfingosina quinase 1. (%¢0,01 ou H<0,05 comparado com meio. Dados representativpgldemenos,
trés experimentos independentes.
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FIGURA 18. O contato com neutréfilos apoptoéticos ngpresenca de rmIFNy
induz a producdo de TNFe e IL-10. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFiN-
(0,5 ng/mL) e estimulados com meio, rmiL-4 (5 ngjnou neutréfilos apoptoticos.
Sobrenadantes foram coletados apés 3 dias, ceattifis e testados para citocinas
soliveis por ELISA tipo sanduiche. LPS-lipopoliggddeo; PMN- neutrdfilo
apoptoético. *p<0,01 ou P<0,05 comparado com meio. Dados representativos de
pelo menos, trés experimentos independentes.
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FIGURA 19. A IL-10 modula parcialmente o fen6tipo M2. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFN{0,5
ng/mL) e estimulados com meio ou neutréfilos aptigdd em presencga de anticorpos monoclonais ah@-IL
ou seu isotipo por 3 dias e desafiados com LR®/L). Sobrenadantes foram coletados apds 48 horas,
centrifugados e testados para a citocina soltVell(-10 e por ELISA tipo sanduiche e paB) fitritos. LPS-
lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apoptético.p®0,01 ou p<0,05 comparado com o isotipo controle em
presenca de LPS. Dados representativos de pelosiie@® experimentos independentes.

74



|L-1O /mL Nitritos M 1 Controle
50 (pg ) . 30-_ (IJ ) . L PS

40( 251 ok
30(- 201
J 15_
ZOC'_ 101
10(H 5_-
Aisl Iml 1INl Im N

Meio - IgG1 aTNF-a Meio - IgG1l aTNF-a

PMN PMN

FIGURA 20. O TNF-a modula parcialmente a geracédo do fenétipo Mz. BMDMs-B6 foram tratados com
rmIFN-y (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrofdpsptoticos em presenca de anticorpos monoclonais
anti-TNFa por 3 dias e desafiados com LPSug/inL). Sobrenadantes foram coletados apds 48 horas,
centrifugados e testados para a citocina soltAglll(-10 por ELISA tipo sanduiche e parB)(nitritos. LPS-
lipopolissacarideo; PMN- neutrofilo apoptoticop0,01 comparado com o isotipo controle em presdedaPS.
Dados representativos de pelo menos, trés expausierdependentes.
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Os dados expostos Igura 19 mostram que a neutralizacdo de IL-10 foi capaz de
reduzir parcialmente a secrecao de IL-Eig@ra 19B) e aumentar a secrecdo de nitritos
(Figura 19B) apos desafio com LPS, se comparado com o seudsobiptrole. Por outro
lado, a neutralizacdo de TNF{Figura 20) aumentou parcialmente a secrecdo de IL-10
(Figura 20A) e reduziu a secrecédo de nitritésgura 20B) apds desafio com LPS. Os dados
sugerem que, apesar de discretas, a IL-10 e ool Bkercem funcbes modulatorias opostas

na indugéo do fendtipo M2b.

12. O FENOTIPO M2b E BLOQUEADO PELO INIBIDOR DE NE E PARCIALMENTE POR

ANTICORPO ANTI-TLR4

A fagocitose de neutrofilos apoptoticos induz ureaposta pro-inflamatoria em
macrofagos de B6, resultando na morteLdenajor por um mecanismo que necessita da
atividade de NE e sinalizacdo via TLR4 (RIBEIRO-GE®et al., 2004; 2007). Para
investigar o papel da atividade de NE na inducadeddtipo M2b, BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-e cultivados por 3 dias com meio ou com neutrsfdpoptoticos em
presenca do peptideo inibidor de NE (MeOSuc-AAP\Kxou em presenca de um peptideo
controle, inibidor de colagenase (Z-Pro-D-Leu-D-AIEHOH); e posteriormente desafiados
com LPS. Os dados apresentado$-igaira 21 mostram que o tratamento com o inibidor de
NE, mas ndo com o inibidor controle, reduziu sigaiivamente a capacidade de BMDMs-
B6 de diferenciar para o fenétipo M2b, como evidame pela secrecdo de IL-1Bigura

21A) e nitritos Figura 21B).

Varios estudos tém sugerido que a NE é capaz deesxefeitos pré-inflamatorios
através da interacao direta com TLR4 (DEVANEYal., 2003; RIBEIRO-GOMEStt al.,
2007) ou indiretamente através da clivagem de fragede matriz, que por sua vez podem

funcionar como ligantes endogenos de TLR4 (JOHNSOAI., 2002; JIANGet al., 2005).
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Para avaliar a participacdo de TLR4 na inducaoetdtipo M2b, BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-e posteriormente estimulados com neutrofilos agmats em presenca
ou ndo de anticorpos monoclonais neutralizantasTaR4 ou seu isotipo controld=jgura

22). Os dados apresentados mostram que o bloqueisinddizacdo via TLR4 inibiu
parcialmente, a diferenciacdo de BMDMs-B6 em M2his ppcorreu marcante reducdo da
secrecdo de IL-10F{gura 22B) nos macrofagos que fagocitaram neutrofilos apmo®, se
comparados ao seu isotipo controle. Curiosamergecr@cao de nitritos ndo foi afetada pela
neutralizacdo de TLR4. Em conjunto, os dados sugegee a NE exerce um efeito
importante na diferenciacdo M2b, e que a sinalzaga TLR4 esta parcialmente envolvida

neste processo.

13. MACROFAGOS M2b INDUZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTROFILOS APOPTOTICOS

SAO PERMISSIVOS A REPLICACAO POR LEISHMANIA

A fagocitose de neutrofilos apoptoticos por meaagos peritoneais, derivados de
camundongos B6 infectados colm major induz atividade microbicida nessas células
(RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Com o0 objetivo de investigar 0 que ocaams a
diferenciacdo M2b, verificamos o efeito agudo editarda fagocitose de neutrofilos

apoptéticos na fungdo microbicida de BMDMs-B6.

Na infeccdo agudaF{gura 23A), os macrofagos foram pré-tratados com rmigN-
infectados conlL. major e cultivados com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrdfilmgoptéticos.
Apés 3 dias, a carga parasitaria foi avaliada. BMEBG cultivados com LPS, rmiL-4 ou
com neutréfilos apoptoéticos foram capazes de elimos parasitak. major (Figura 23A),

confirmando resultados anteriores (BODGAMN., 1991; RIBEIRO-GOMESt al., 2004).
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Ao mesmo tempo, investigamos o efeito da difer@@cade BMDMs-B6 na
eliminacdo parasitaria Fjgura 23B). BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN- foram
cultivados com meio, LPS, rmiL-4 ou neutréfilos ppigicos por 3 dias e entdo infectados
com L. major, e reincubados por mais 3 dias adicionais. Venifios que os BMDMs-B6
estimulados com LPS néo foram capazes controlaephcacao intracelular dé.major,
corroborando a ocorréncia da tolerancia a endospxbservada anteriormente atraves da
secrecdo de citocinas e nitritos. A incubacdo pré&som rmiL-4 induziu um estado
microbicida estavel nos macréfagos, evidenciada pwlrte dd.. major. Entretanto, a cultura
com neutrofilos apoptoéticos por 3 dias, o que pnena diferenciacdo de células M2b,
induziu um estado permissivo nos macréfagos mastipelo aumento da replicacao

intracelular de.. major (Figura 23B).

78



B 1 Controle
IL-12p40 (pg/mL) IL-10 (pg/mL) —
100(H 40(-
7504 30C-
5001 * 20(CA %
1 iiml 1INl =
Meio COL NE Meio COL NE
OMSO PMN+inibidor OMSO PMN+inibidor
C - -
Nitritos (UM)
3 -
254
20-.
15-.
10-. %
X B
G. —— ]
Meio COL NE
OMSO PMN-inibidor

FIGURA 21. A inducédo do fenétipo M2b em BMDM-B6 necessita da atividade de NEBMDMs-B6
foram tratados com rmIFM{0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutréfdpeptéticos em presenca de
solvente para inibidores de proteases, DMSO ou nentrofilos apoptéticos na presenca de inibidor de
colagenase Z-Pro-D-Leu-D-Ala-NHOH (COL) ou inibidie elastase MeOSuc-AAPV-cmk (NE), ambos a 10
ug/mL. As citocinas &) IL-12p40 e C) IL-10 e (C) nitritos secretados foram avaliadas ap6s 3 dias @®m
estimulos e desafio com LPS (ih/mL). LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfilo apatico; DMSO-
dimetilsulfoxido. **p<0,01 ou P<0,05 comparado com PMN em presenca de inibiddC@e+LPS. Dados
representativos de pelo menaos, trés experimentdepéndentes.
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FIGURA 22. O bloqueio de TLR4 inibe a secrecdo delL10 em BMDMs-B6 que fagocitaram neutrofilos
apoptoticos. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFN-(0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrofilos
apoptéticos em presenca de anticorpos monoclondtisTaR4 por 3 dias e desafiados com LPSugfinlL).
Sobrenadantes foram coletados apés 48 horas,fagatios e testados para a citocina solU&glli(-10 por ELISA
tipo sanduiche e par8) nitritos. LPS-lipopolissacarideo; PMN- neutréfdapoptético. *p<0,01 comparado com o
isotipo controle em presenca de LPS. Dados repiases de pelo menos, trés experimentos indepeeasien
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FIGURA 23. O fendtipo M2b gerado em BMDMs-B6 ap6s 3lias da fagocitose de
neutrofilos apoptéticos ndo é capaz de controlar ocrescimento parasitario
intramacrofégico de L. major. BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN{@,5 ng/mL) e
(A) infectados com formas promastigotasldemajor por 4 horas e entdo submetidos aos
tratamentos com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrdéfilosmpticos singénicos por 3 dias ou (B)
submetidos aos tratamentos com meio, LPS, rmIL-feutréfilos apoptéticos singénicos
por 3 dias e entdo infectados com formas promdasgdelL. major por 4 horas. Apds a
infeccdo, os macrofagos foram cultivados por maig8 adicionais e a carga parasitaria foi
medida apoOs aproximadamente 7 dias em cultura, pedalugcdo de promastigotas
extracelulares em meio Schneider’'s. LPS-lipopotiagdeo; PMN- neutréfilo apoptético.
** n<0,01 ou P<0,05 comparado com meio. Dados representativopette menos, trés
experimentos independentes.
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Discussdao

E essencial que o balanco entre a ativacio e desati das respostas imunes seja
mantido para permitir ao hospedeiro elaborar unspasta eficiente contra potenciais
patdgenos, causando o minimo de dano possivelrééeme trabalho, nés mostramos que a
eferocitose de neutréfilos € um importante mecamismdulador do fendtipo e funcdes de
DCs e macréfagos derivados de medula Ossea. Osbfilest e seu conteudo toxico séo
importantes para os mecanismos de defesa do haspedas também estdo envolvidos no
dano tecidual, em uma variedade de doencas inBaie/ou inflamatérias. Durante as
respostas inflamatérias agudas, um grande niumerweudieédfilos € mobilizado e recrutado
para os tecidos, onde sobrevivem por apenas ura parfodo de tempo, antes de entrarem
em apoptose. Os neutréfilos apoptéticos sao ramdearemovidos por DCs e macréfagos
(NEWMAN et al., 1982; SAVILLet al., 1989; STEINMANEt al., 2000; CLAYTONEet al.,
2003). De uma maneira geral, a eferocitose de @fdas ou de outras células induz a
liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, o queoface a resolucdo da resposta inflamatéria
(COX et al., 1995; HUYNHet al., 2002), assumindo um importante papel na regoldgd
respostas imunes (GALLUCGt al., 1999; SAUTERet al., 2000; HARTet al., 2008) e nas
infeccdes parasitarias intracelulares (FREIRE-DEAl et al., 2000; LOPESet al., 2000;

RIBEIRO-GOMESet al., 2004).

Dados prévios publicados por nosso grupo demoastrague dependendo da
linhagem genética do hospedeiro, a eferocitoseedérdfilos por macréfagos poderia gerar
respostas pro ou anti-inflamatdrias, resultandcetgiios opostos na resposta subsequente do

hospedeiro a infeccdo pdr. major. Foi verificado que a co-cultura de macréfagos e
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neutréfilos mortos proporcionou o controle do ci@ento parasitario em macrofagos da
linhagem B6, o que ndo ocorreu quando foram utiizacélulas da linhagem BALB/c
(RIBEIRO-GOMESEet al., 2004). Para explicar as diferencas encontrddasyugerido que a
maior liberacdo de NE pelos neutrofilos de B6 piadativar macrofagos, através de algum
produto resultante de sua acdo enzimatica (RIBEBGMES et al., 2007). Vale ressaltar
que a neutralizacdo de NE, bem como a de &NFei capaz de reverter o efeito da
eferocitose de neutrofilos por macréfagos de B@ parcomportamento anti-inflamatério

observado em células de BALB/c (RIBEIRO-GOM&Sl., 2004).

A partir dos resultados obtidos com macrofagos,céimes investigar se essa
dicotomia da eferocitose de neutréfilos se aplidamabém na imunidade adquirida utilizando
BMDDCs, uma vez que as DCs ocupam uma posi¢caoaterdrimunidade, atuando como
verdadeiras “pontes” entre o0 sistema imune inatadaptativo. Além da capacidade de
fagocitar células apoptéticas (RUBARTELdtlal., 1997; SAUTERet al., 2000; KUSHWAH
et al., 2009), as iDCs expressam uma colecdo de TLR&cedmente TLR4, capazes de
regular o seu processo de maturacdo (FEARON & LAGKRS 1996; SCHNAREet al.,
2001; EDWARDSet al., 2003) e induzir respostas do tipo Thl (BELLOMEal., 1997;
BARTON & MEDZHITOV, 2002). No presente estudo, istigamos as consequéncias
imunoldgicas da remocao fagocitica de neutrdfitdgmatdrios apoptéticos, no processo de
maturacdo de BMDDCs derivadas de camundongos BADB/B6, induzido por LPS. Nés
observamos um bloqueio no aumento da expressaandéculas de MHC-Il e CD86
induzida por LPS, nas DCs que interagiram com oélas apoptéticos. Além disso, a
eferocitose de neutréfilos foi capaz inibir drestiente a produgdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-12p40 e IL-12p70, enquanto que antou a secre¢do de IL-10. Nossos
dados estdo de acordo com dados da literatura arfidgocitose de neutréfilos apoptéticos
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por iDCs também inibe o seu processo de matur&BIART et al., 2002; ALEMAN et al.,
2007) e mostram ainda, que a eferocitose de ndosr@f capaz de reverter a ativagcdo em DCs

provocada por LPS.

N6s também analisamos as consequéncias funciomaisnmiidancas fenotipicas
observadas em iDCs estimuladas com LPS, que im@magom neutréfilos apoptoticos e
observamos que essa interacao inibiu a capacide$asicélulas em induzir a proliferacédo de
linfécitos T alorreativos, o que também foi vistor putros autores (CLAYTONN al., 2003;
ALEMAN et al., 2007). Esta reducdo da capacidade co-estimidaggrovavelmente esta
relacionada com a redugcdo da expressao de molddi&s!l e CD86, bem como com a

producao de citocinas anti-inflamatorias observaqes o contato com células apoptéticas.

A IL-12 é uma citocina capaz de estimular e dineaforespostas imunes pro-
inflamatorias mediadas por células. A inibicdo destocina tem sido correlacionada com a
ligacdo de células apoptoticas a um grande numeneckptores fagociticos utilizados por
macrofagos, incluindo alguns que sdo compartilhadoDCs (SUTTERWALAet al., 1997;
SUTTERWALA & MOSSER, 1999). A ingestédo de célulgmptéticas por iDCs envolve a
participacdo do complexo CD36/integrina es/trombospondina dependendo da
subpopulacéo envolvida (RUBARTELEt al., 1997; ALBERTet al., 1998a; ALBERTet al.,
1998b), o que culmina com a inibicdo da maturagid@s humanas (URBAM al., 2001).
Apesar desses estudos nao esclarecerem se a lintgy@@a das células apoptoéticas é
necessaria para inibir a maturacdo de iDCs, emotdancia com dados da literatura
(STUART et al., 2002; KIMet al., 2004; ALEMAN et al., 2007), nossos dados sugerem que
€ necessario o contato direto entre iDCs e nelasadipoptéticos para que haja a supresséo da
liberacdo de IL-12 estimulada por LPS, porém aesgar de IL-10 é parcialmente dependente

de fatores sollveis liberados pela célula apotoutros estudos mostraram que as células
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apoptoticas sdo capazes de secretar fatores solkkmaio esfingosina-1-fosfato (WEIGERT
et al., 2007; WEISet al., 2009), TGH (CHEN et al., 2001) e proteina quelante de célcio
(DELORENZOet al., 2009), capazes de induzir uma resposta anéifArdtoria em fagaocitos,
representada pela inibicdo da producédo de citogr@mflamatérias e aumento da liberacao
de IL-10, VEGF entre outros (CHE# al., 2001; WEIGERTet al., 2007; DELORENZGCet

al., 2009; WEIGERTet al., 2009; WEI&et al., 2009).

No presente trabalho, nés ndo observamos diferemias as respostas geradas pela
eferocitose de neutrofilos de BALB/c ou B6 em iD€smo anteriormente verificado em
macrofagos (RIBEIRO-GOMESt al., 2007). Em primeiro lugar, esta diferenca poderia
resultar da composicao distinta de proteinas deizvattracelular e glicosaminoglicanos de
superficie celular em DCs e macréfagos (HAIDL & BERIES, 1996; WEGROWSKI &
MAQUART, 2006; TROTTEINet al., 2009). A consequéncia seria a liberacdo deatifes
produtos de clivagem pela NE em DCs, que eventudénedo seriam ligantes de TLR4,
como ocorre em macréfagos (TERMEERal., 2002). Em segundo lugar, foi relatado que a
expressdo de TLR4 em iDCs humanas é cerca de H3 veenor do que em macrofagos
(VISINTIN et al., 2001). Desta forma, apenas os macréfagos seagarzes de responder as

doses baixas e ndo toxicas de NE que utilizamagiedoram liberadas pelos neutrofilos.

Estes dados em conjunto ratificam que as DCs datasdundamentais no controle
das respostas imunes adaptativas, e que sua atigagé ser fortemente controlada para que
ndo desencadeie respostas do tipo Thl contra aasiggoprios e ao mesmo tempo garanta a
ativacdo do sistema imune em situacfes infecciegas inflamatorias. Nesse sentido, a
eferocitose de neutrofilos ndo representa um mecenimunologicamente inerte, mas sim

um mecanismo que contribui para a regulacdo daragio de DCs, fornecendo uma
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supressdo de resposta a auto-antigenos derivadoéludas apoptéticas e manutencdo da

tolerancia ao proéprio.

Macrofagos e DCs derivados de medula 6ssea séoautas a partir de precursores
mieldides e compartilham muitas caracteristicaguanto mantém diferencas sutis nas
respostas e funcdes efetoras. Estudos préviosesuggue a eferocitose induz um fendtipo
alternativo de ativacdo nos macrofagos (RAESal., 2007; BENOIT et al., 2008),
aumentando a quantidade de arginase (JOHANN., 2007), ODC (FREIRE-DE-LIMAet
al., 2000) e TGH (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMAet al., 2000; RIBEIRO-
GOMESet al., 2004; SILVA, 2010) e diminuindo sua capacidadebduzir NO (FREIRE-
DE-LIMA et al., 2000; RAESt al., 2007) e de secretar citocinas pré-inflamatéec@so IL-

12 (VOLL et al., 1997) e TNFe (FADOK et al., 1998). No entanto, nenhum destes trabalhos
investigou a estabilidade do fendtipo induzido petfarocitose. Desta forma, o presente
estudo buscou verificar se a fagocitose de célafasptoticas era capaz de induzir um
fendtipo nos macréfagos capaz de se manter egtvglelo menos, trés dias, revelado pela
estimulacdo tardia com LPS. Nossos dados sugeramaqaferocitose anti-inflamatoria,
representada pela fagocitose de neutréfilos premses de camundongos BALB/c, nédo
imprime nenhum fenoétipo particular nos macrofageer outro lado, a eferocitose pro-
inflamatdria de neutréfilos de B6 induz um fenotipstavel, verificavel apds subsequente
estimulacdo com LPS, e caracterizado pela baixdugém de IL-12, elevada secrecéo de IL-
10, TNFa e NO, além da expressdo de marcadores particutarae LIGHT/TNFSF14 e
SPHK1, favorecimento de respostas Th2 e permiskibié a replicacdo intracelular te
major. Em conjunto, estas caracteristicas permitirarsstfiaar o fen6tipo apresentado como
macrofagos do tipo Il ou M2b (SUTTERWALA al., 1998; ANDERSON & MOSSER,

2002a; EDWARDS al., 2006; MOSSER & EDWARDS, 2008).
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A elevada secrecdo de IL-10 € correlata com o Iperfidulador/regulatorio das
células M2b, uma vez que esta citocina tem um itapte papel na inibicdo de APCs e de
respostas do tipo Thl (ANDERSON & MOSSER, 2002a;RMUet al., 2009; O'GARRA &
MURPHY, 2009; HEDRICH & BREAM, 2010). O aumento dé&NF-a observado nos
macrofagos que interagiram com neutréfilos apogiétipode estar correlacionado com o
aumento de IL-10 nos macréfagos M2b, uma vez gsa egocina é capaz de induzir a
secrecdo de IL-10 em macrofagos (BERGERI., 1997), e parece que essa alca regulatoria
TNF-0/IL-10 tem bastante relevancia no que diz resgedgao da IL-10 na protecdo contra o
choque séptico e nas doencas inflamatérias daime&SERARDet al., 1993; KUHNet al.,
1993). Outro aspecto interessante € que, emboraapau secrecdo de IL-12p40 por
macrofagos M2b também poderia contribuir no prazekes regulacdo das respostas imunes
inflamatorias, ja que evidéncias mostram que esbarsdade de IL-12 é capaz de formar
homodimeros (IL-12p80) que antagonizam o efeitesit® da IL-12, diminuindo as respostas
do tipo Thl e aumentando a suscetibilidade de D@at@yenos intracelulares (NIG&al.,
2007). Curiosamente, a elevada producéo de nifpiébes macréfagos M2b ndo garante seu
efeito microbicida contra patégenos intracelulacesno mostrado neste trabalho e por outros

autores (KANE & MOSSER, 2001; EDWARDal., 2006).

Os macrofagos M2b parecem estar mais relacionamosacréfagos M1 do que aos
demais macrofagos M2, uma vez que possuem niveisraados de NO e de moléculas co-
estimulatérias, secretam elevadas concentracO8\N8en, além de serem eficientes APCs
(EDWARDS et al., 2006). Os macréfagos M1 podem ser gerados gmosesa estimulacéo
concomitante com as citocinas IRNe ligantes de TLRs como LPS (ADAMS, 1989). Em
nosso modelo, verificamos que os BMDMs pré-tratados rmIFNy e cultivados com

baixas doses de LPS desenvolveram tolerancia atemada, verificada apds desafio com
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elevada dose de LPS. Esse fenbmeno também foivaleepor SEVERN e colaboradores
(1993), onde a tolerancia ao LPS foi revelada pethicdo da producdo de NO, com a
consequente reducado da atividade leishmanicida peézrofagos. A tolerancia a endotoxina
pode ser resultado da expressao e/ou funcdo diaindas vias de sinalizacdo comuns e
intermediarias envolvidas na sinalizacao por LAE-# (MEDVEDEV ¢t al., 2000), onde a
proteina adaptadora IRAK-M, um regulador negativ ginalizacdo de TLRs expresso
somente em mondcitos/macréfagos, parece desempempatante papel (KOBAYASHét

al., 2002; ESCOLlLet al., 2003; LIEWEet al., 2005).

Estudos prévios indicam que a IL-4 é capaz de girearcom o IFNy para induzir a
atividade leishmanicida e producéo de IL-12 e TdN&m macréfagos (BELOSEVI& al.,
1988; BOGDANEet al., 1991; STENGERet al., 1991; D'ANDREAet al., 1995). Nossos
resultados confirmaram que BMDMs pré-tratados comi~N-y e cultivados com rmlL-4
exibem um perfil semelhante aos macrofagos M1 a@safio com LPS, uma vez que
secretam elevadas concentracdes de IL-12p70, dd BIINO, mas baixas quantidades de IL-
10.

Alguns trabalhos tém mostrado que o contato ena@dfagos e células apoptoéticas é
necessario para induzir respostas imunossupresgprasncluem a producédo de IL-10 por
mondcitos/macrofagos (CHUNG al., 2007; BYRNE & REEN, 2002). No entanto, nossos
dados sugerem que a diferenciacdo M2b depende dantontato celular, como de fatores
solaveis liberados por neutrofilos apoptoticos. Mbservamos que producgdo de IL-10 ndo
foi suprimida quando as células foram separadasipar membrana impermeavel as células,
mas a producdo de nitritos e T@Hei drasticamente diminuida nestas condigbes. €Com
discutido anteriormente, a colaboracdo entre ogrest solUveis liberados pelas células

apoptéticas e os mediados pelo contato celulaeffteoes e ligantes de superficie) é essencial
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para que seja formado um ambiente imunossupressarrénte da remocédo fagocitica de
células apoptéticas (CHE# al., 2001; CVETANOVIC & UCKER, 2004; WEIGER® al.,

2007; DELORENZGCet al., 2009; WEIGERTet al., 2009; WEISet al., 2009).

No presente estudo, verificamos que a eferocitageinflamatéria € capaz de
aumentar a expressdo dos marcadores LIGHT/TNFSF18PEK1 nos BMDMs-B6
desafiados com LPS, da mesma forma que nos maosifsl@b descritos anteriormente
(EDWARDS et al.,, 2006; MOSSER & EDWARDS, 2008). Embora a relagiudre a
expressao preferencial destas moléculas e a a@pida; fenotipo M2b ainda ndo esteja clara,
o LIGHT esta envolvido na co-estimulacdo de célUlagraves de seu reconhecimento pela
molécula HVEM (TR3) (TAMADAEet al., 2000), que é expressa ha maioria das populacdes
de linfécitos (KWONEet al., 1997). Sendo assim, o LIGHT expresso ou seaqtad células
M2b, assume o papel de uma molécula co-estimudagdticional, contribuindo para ativacao
e proliferacao de células T (EDWARDRSal., 2006). Por outro lado, a SPHK1 é uma enzima
capaz de regular negativamente as respostas infldasa Thl por inibir a producédo de
citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas, alémno@nter a viabilidade e migragéo celular,
prolongar a liberacdo de citocinas em macrofageadds por LPS, e exercer um importante
papel na inibicdo da apoptose, mobilizacdo de@&daitivacdo de ERK1/2 (W# al., 2004;
HAMMAD et al.,, 2006; WEIGERTet al., 2009). Entretanto, a relevancia funcional da

expressado de LIGHT e SPHK1 nos macrofagos M2b grelsisa ser determinada.

Outro resultado observado neste trabalho foiaadi producdo de TN&-e IL-10 na
interacdo inicial dos neutroéfilos apoptoéticos cormcndfagos pré-tratados com IRNe que
nos levou a investigar a relevancia destas citsammaprocesso de indugdo do fenétipo M2b.

No entanto, n6s observamos, por meio de experiraafgoneutralizacdo, que a IL-10 e 0
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TNF-0 exercem apenas fungbes modulatorias discretasstagpna indugéo do fendtipo M2b.
Nossos resultados contrastam com o estudo de BER&E®aboradores (1997), onde a
neutralizacdo dessas citocinas foi capaz de resdmeverter o efeito provocado pelo

engajamento dos R no que diz respeito a inducéo do fenétipo M2b.

Resultados anteriores publicados por nosso grupstrartam que neutréfilos
apoptoticos de B6, mas ndo de BALB/c induzem adiv@dleishmanicida em macrofagos de
B6 (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Este efeito pro-inflamatério era correlatom
aumentada liberacao e atividade de NE, e depenadiivh¢cdo de TLR4 (RIBEIRO-GOMES
et al., 2007). Notavelmente, as proteinas liberadasgd@sulos de neutroéfilos ativados sao
capazes de regular as funcdes dos macrofagos (SCHNN 2009), onde mais
especificamente, a NE ativa TLR4 (DEVANEY al., 2003). Tanto NE quanto TLR4 estédo
envolvidos na inducéo da atividade leishmanicida macréfagos (RIBEIRO-GOME& al.,

2007).

Nossos resultados indicam que a inducdo do fenddgb também necessita da
atividade NE e de TLR4. NOs verificamos que a gébi de NE reduziu a capacidade de
secretar IL-10 e nitritos e que a neutralizacésidalizacdo de TLR4 inibiu a secrec¢éo de IL-
10 pelos macrofagos. Curiosamente, a neutralizaedd R4 néo teve qualquer efeito sobre a
capacidade de produzir nitritos nos macréfagose€sssultados sugerem que a NE induz a
diferenciagcdo de macréfagos tanto por vias depéesieoomo independentes de TLR4. No
modelo original de diferenciacdo M2b, os autorescameram que as células M2b sao
induzidas apds o reconhecimento concomitante delexes imunes por F& em conjunto
com a estimulacdo de TLRs por LPS (MOSSER & EDWARBP@8). Observamos que a

adicdo de NE purificada falhou em induzir o fendtid2b (dados ndo mostrados). Este
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resultado ndo surpreendeu, uma vez que a inducaterdwipo M2b requer dois sinais
distintos, onde um dos sinais é fornecido pelaigmgio de TLRs (MOSSER & EDWARDS,
2008). O segundo sinal ndo foi identificado no s estudo, mas parece ser fornecido

pelos neutréfilos apoptéticos.

Os macroéfagos interagem com as células apoptdaitagés de multiplos receptores
que medeiam a sinalizag&o intracelular (RAVICHANINR& LORENZ, 2007). E notavel
que interagBes com células apoptéticas reduzamracé® de IL-12 e aumentem a de IL-10
por mondcitos (VOLLet al., 1997; MIKOLAJCZYK et al., 2009). Esta € uma resposta
similar as elicitadas pelo engajamento de yR-c ou receptores iC3b nos
mondcitos/macrofagos, e que permitem a diferenciagdara o fendtipo M2b

(SUTTERWALAEet al., 1998; YOSHIDAet al., 1998).

As bases da sinalizacdo intracelular responséavel gisparo do fenétipo M2b né&o
estdo esclarecidas. A regulacdo negativa da proddeélL-12 poderia ser explicada pelo
aumento do nivel de calcio intracelular estimulpéta sinalizacdo da célula apoptética nos
macrofagos, a semelhanca do encontrado nos maasdké2p induzidos pela estimulacéo de
FcyR, receptores de complemento ou receptszagengers (SUTTERWALA et al., 1997). O
engajamento de KR por complexos imunes dispara vias de sinalizapd® em ultima
analise, culminam na ativacdo de fosfolipase C, gpresua vez é capaz de intermediar o
aumento dos niveis de célcio intracelular (ODdiNal., 1991; LIAO et al., 1992). Ja& foi
descrito que o reconhecimento de células apop$diichuz um substancial influxo de célcio
nos fagocitos e 0s genes necessarios para estxoindio essenciais para a eferocitose
(GRONSKI et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que opdsma de neutrofilos

apoptaticos é rico em uma proteina quelante deoc@lenominada S100A9. Essa proteina é
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liberada e parece contribuir para os efeitos anfitiinatérios observados nos macréfagos apos

eferocitose de neutréfilos (DE LORENZDal., 2009).

Uma outra explicacdo para a regulacdo negativa Ld&? |apos eferocitose de
neutrofilos seria a inibicdo de NdB em resposta ao LPS, levando a profunda inibigéo d
citocinas pro-inflamatorias (AMARILYGet al., 2009). Nesse sentido, evidéncias apontam
que a esfingosina-1-fosfato, produto da degradagdomética de SPHK1, cuja expressao é
caracteristica em células M2b, bloqueia a estindwlata ativacdo de NEB dependente de
LPS em macréfagos (WEIGERA al., 2007; HUGHESt al., 2008). Também foi relatado
que essa proteina diminui a producgéo de IL-12 ecatera de IL-10 em macrofagos, além de
estar envolvida na ativagdo de ERK1/2 e na sirglizale calcio em macrofagos humanos

(WEIGERTet al., 2006; WEIGERTet al., 2007; WEISt al., 2009).

Ao mesmo tempo, o aumento da producéo e secrecéicIfenos macréfagos que
interagiram com os neutrofilos apoptoéticos podeesglicado pela rapida e elevada ativacéo
de MAPKSs, ERK e p38, ja que o engajamento ddrFmor imunocomplexos em macréfagos é
capaz de induzir a ativacdo dessas enzimas, camsaquente fosforilagdo da histona H3 do
promotor de IL-10, permitindo a ligacdo do fatortdascricdo Spl ao promotor do gene que
codifica a IL-10 (LUCASet al., 2005; ZHANGet al., 2006; CHUNGet al., 2007; YANGet
al., 2007). Corroborando esta hipétese, ja foi detnads que a fosforilacdo de MAPKS,
ERK e p38 parece ser essencial para a fagocitosgldé&as apoptéticas por macréfagos

(PATEL et al., 2006; JEHLEt al., 2006).

As células apoptéticas podem ser opsonizadas @Bl (CAKIZAMA et al., 1996),
IgG (HART et al., 2004), proteina C reativa e componente amilBid® soro (MOLDet al.,

2002) e desta forma sua fagocitose pode ser medelda mesmos receptores (CR3/CR4 e
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FcyR, respectivamente) que geram a sinalizacdo ne@gsa a inducdo do fendtipo M2b
(YOSHIDA et al., 1998; GERBER & MOSSER, 2001; ANDERSON & MOSSER(?2a;
ANDERSON & MOSSER, 2002b; SOHM al., 2003). No entanto, nesse estudo nao foi
determinado o(s) receptor(es) utilizado(s) pelosrofagos na ligagdo com os neutrofilos
apoptoticos. Em nosso modelo, fizemos todo o pebgiara eliminar a opsonizacdo dos
neutroéfilos. A inducédo de apoptose foi feita inauib@ os neutréfilos em meio sem SFB, por
18 horas em estufa, e desta forma possiveis fragsete complemento e anticorpos
adsorvidos, 0 que seria pouco provavel, uma vez agu@eutrofilos eram derivados de
animais normais, seriam liberados no meio. Adidioeate, a interacdo dos neutroéfilos
apoptoticos com os macrofagos era feita, muitass/aza auséncia de soro e na presenca de
nutridoma. No entanto, ndo se pode afastar a paoduendogena de proteinas do
complemento pelos macrofagos. Apesar de aindareestguestes a serem investigadas a
respeito do reconhecimento dos neutrofilos apapistpelos macréfagos, nossos resultados
nos permitem sugerir que os neutrofilos apoptétipoderiam potencialmente iniciar a

sinalizacao intracelular necessaria para a difeaieédo M2b.

A inducdo do fendtipo M2b em macrofagos pode tegportantes implicacdes nas
respostas imunes adaptativas. Dados publicadogenatira mostram que as células M2b
diferenciadas pela ligacdo deyRcem conjunto com um estimulo inflamatério, aprés®an
elevada capacidade co-estimulatéria e podem fagpmespostas Th2, até mesmmovivo.
(ANDERSON & MOSSER, 2002a, 2002b; EDWARD& al., 2006). N6s também
verificamos que a interacdo entre neutréfilos afopis e BMDMs era capaz de gerar um
macrofago capaz de induzir uma diferenciacdo déditos TCD4 esplénicos alogénicos
para um viés Th2, favorecendo a producéo de IUt41®. O favorecimento de respostas Th2
poderia em parte, ser explicado pelo fato da eitesse em conjunto com a estimulagéo de
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TLR4, ter modificado o fenotipo da APC, induzindpraducéo de IL-10 ao invés de IL-12, 0
que favorece a diferenciacdo de células Th2 (ANDBRS MOSSER, 2002a, 2002b;
EDWARDS et al., 2006; WEBERet al., 2007). O desenvolvimento de células Th2 pode
influenciar negativamente as respostas imunesaomitrorganismos intracelulares (MILES

et al., 2005).

As células M2b estdo envolvidas na suscetibilidadgrios patégenos intracelulares
(TRIPPet al., 1995; KANE & MOSSER, 2001; BRANDHORSA al., 2004). A fagocitose
de formas amastigotas dleishmania recobertas com IgG do hospedeiro induz um aumento
da secrecédo de IL-10 e a diminuicdo da secrecdb-ii2 e TNFo em macrofagos , o que
inibe sua ativagcdo, aumenta a replicacdo intrameldé Leishmania, contribuindo para a
progressao da doenca (GERBER & MOSSER, 2001; KANM@SSER, 2001). Em outro
modelo, a infeccdo de macrofagos com formas anoastig de.. amazonensis é capaz de
induzir a ativagdo de MAPK e ERK1/2, o que resualtaaumento da secre¢éo de IL-10. A
secre¢cdo maxima de IL-10 foi alcancada quando asstigotas estavam opsonizadas com
IgG, uma vez que o engajamento dgAF@ capaz de induzir a ativacdo de ERK (YARG
al., 2007). Por este motivo, comparamos o efeitoahicrda da eferocitose antes e depois da
inducdo do fendtipo M2b. Da mesma forma que endestéeitos com outras populacfes de
macrofagos, a eferocitose de neutréfilos (RIBEIROMES et al., 2004), o LPS e a rmlL-4
(BODGAN et al., 1991) induziram atividade leishmanicida em migds pré-estimulados
com rmIFNy. No entanto, nossos dados demonstraram que osfaigms com fenotipo M2b
ja diferenciados por eferocitose, perderam suadatie leishmanicida. Esses resultados
indicam que macréfagos M2b sdo permissivos ao ionesto intracelular dé. major, o que
€ correlato com o papel deletério dos macréfagob/idgulatorios (KANE & MOSSER,
2001) e da IL-10 (KANE & MOSSER, 2001; GROWXal., 1999) na infec¢éo pdr. major.
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Adicionalmente, a IL-10 paracrina produzida pouta® mieldides é importante para manter a
expressao de Foxp3 e a funcdo supressiva de cdlukgulatérias (MURAEt al., 2009), o
que sugere um outro importante papel da IL-10, aautencdo da persisténcia do parasita

durante a infeccéo pbaeishmania.

Nossos resultados indicam que a eferocitose didimiatéria ndo afeta o fendtipo
subsequente do macréfago. Por outro lado, a difergdo para o fendtipo M2b deve ser um
destino comum de macrofagos ativados, e um mecanggguro de parar a inflamacéo
iniciada pela eferocitose inflamatodria. Nesse cdanteo destino dd.eishmania intracelular
nos macréfagos hospedeiros poderia depender dootefeporrido entre a infeccdo e
fagocitose de neutrofilos senescentes. Apesar dmaigéfagos regulatdrios ajudarem a
resolver a inflamacéo, eles também poderiam fuaci@momo nichos permissivos para a

persisténcia parasitaria.
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Conclusoes

Nossos resultados nos permitem concluir que etesmide neutréfilos pode determinar o

fenodtipo e funcdo de células dendriticas e maco&fagrivados de medula 6ssea, onde:

1. A eferocitose de neutrofilos por iDCs altera susposta de maturacdo frente ao
estimulo com LPS, inibindo a secrecédo de IL-12egmessao das moléculas MHC-II
e CD86, enquanto que exacerba a secrecao de IL-10;

2. a regulacdo da maturacdo de iDCs pela eferocitaepende da linhagem genética
dos neutrdéfilos e € mediada tanto por fatores sisomo por contato celular;

3. a eferocitose de neutrofilos de B6, mas ndo de BALBiduz um fendtipo M2b
estavel em macrofagos, caracterizado por elevaddupgéio de IL-10, TNk e
nitritos, e por uma baixa producéo de IL-12, feesd estimulo com LPS;

4. os macréfagos M2b, induzidos pela eferocitose dgr@fos, aumentam a expressao
das proteinas LIGHT/TNFSF14 e SHPK1 e favorecemostas do tipo Th2;

5. ainducéo do fendtipo M2b é parcialmente dependdgateontato entre macrofagos e
neutrofilos apoptoticos e parcialmente dependeatatres soluveis;

6. a inducdo do fendtipo M2b necessita da atividadeeNta via TLR4 de sinalizacao
celular;

7. os macréfagos M2b, diferenciados pela eferocit@s@alitrofilos, sdo permissivos a

replicacdo intracelular de major.
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