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Resumo

A artrite reumatoide, que acomete aproximadamente 1% da populagédo mundial,
sobretudo mulheres, € uma doencga autoimune crbnica, de carater inflamatorio. A
manutencdo da homeostase exige um refinado balanco entre sinais de ativacao e
inibicdo da resposta inflamatoria, a fim de se evitar dano tecidual e inflamacgéo
cronica. Os receptores responsaveis por mediar os sinais de inibicdo geralmente
possuem, em sua porc¢ao citoplasmatica, motivos denominados ITIM que, quando
fosforilados, recrutam e ativam fosfatases que vao atuar desfosforilando diversas
moléculas que levam sinais de ativacdo. O receptor CD300a € um exemplar de
receptores inibitdrios e € expresso tanto em células de linhagem linfoide quanto
células de linhagem mieloide. Com o intuito de se estudar a participacdo do CD300a
na artrite, utilizou-se o modelo de artrite induzida por antigeno (AlA) e animais
deficientes para o gene do CD300a. Animais selvagens e nocautes foram
imunizados pela via intradérmica, cada um, com 500 pg de mBSA em 100 uL de
emulsdo contendo volumes iguais de solugdo salina e adjuvante completo de
Freund. 14 dias ap0s a imunizacdo, os animais foram desafiados com 10 ug de
mBSA em 10 pL de salina na cavidade da articulacdo fémur-tibial. No tempo de 24
horas ap6s o desafio, foram avaliados parametros inflamatérios. Quando
comparados aos animais selvagens, os animais CD300a” apresentaram aumento
na quantidade total de células (polimorfonucleares em sua maioria), CXCL1, IL-6 e
atividade de MPO. Nao foi observada participacdo do CD300a na resolucédo do
modelo. Os macréfagos CD300a”- sdo mais ativados que os selvagens, produzindo
maiores quantidades de CXCL1 e IL-6. Os neutréfilos CD300a’- apresentaram
maior capacidade de responder a agentes quimiotaticos que neutréfilos selvagens,
mas tal diferenca ndo pdde ser explicada pelo processo de dessensibilizacdo dos
GPCRs. Além de nao haver diferenca na resposta de linfécitos B entre os animais
selvagens e CD300a-/-, os esplendcitos dos animais nocautes sdo mais ativados,
produzindo, basalmente, maior quantidade de IFN-y, IL-17 e menor quantidade de
IL-10. Com os resultados obtidos é possivel afirmar que o CD300a possui
relevancia no controle da inflamac¢éo no modelo de AIA e pode ser uma importante

molécula na busca de alvos que modulam a resposta inflamatéria exacerbada.

Palavras-chave: CD300a, inflamacgéo, artrite, regulagéo
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Abstract

Rheumatoid arthritis is an inflammatory autoimmune disease that affects around
1% of the world population, and is more common in women. The maintenance of
homeostasis requires balance between activation and inhibition of inflammatory
signals in order to avoid tissue damage and chronic inflammation. The receptors
that mediate the inhibition signals have ITIM motifs in their cytoplasmic portion, that
when phosphorylated, recruit and activate phosphatases that act by
dephosphorylating diverse molecules that act as activation signals. Receptor
CD300a is an example of inhibitory receptor and expressed in both, lymphoid and
myeloid cells. Our aim was to study receptor CD300a in arthritis. We used an
antigen induced arthritis (AIA) model and mice lacking the CD300a gene. WT and
KO mice were immunized intradermally with 500 pg of mBSA in 100uL of a
saline/FCA (1:1) emulsion. After 14 days, the mice where challenged with 10 pg of
mBSA in 10 uL of saline, directly into the tibiofemoral articular cavity. After 24 hours,
the inflammatory parameters were analyzed. When compared to the WT mice,
CD300a—/— mice presented an increased number of total cells, mainly
polymorphonuclear leukocytes, besides an increased level of CXCL1, IL-6 and MPO
activity. We didn’t find a role for CD300a in the resolutory process of our model.
CD300a-/— macrophages were more activated than the WT ones as they produced
higher quantities of CXCL1 and IL-6. CD300a—/— neutrophils presented an
increased capacity to respond to chemotactic agents compared to WT neutrophils,
but it cannot be explained by GPCRs desensitization process. Besides not having
any difference in the response of B cells from CD300a—/— and WT mice, the
splenocytes from the CD300a—/— mice are more activated, thus producing an
increased amount of IFN-y and IL-17, while secreting less amount of IL-10. Our
results show that CD300a has an important role in the control of the inflammatory
response in an AIA model, and that it can be an important therapeutic target that

regulates exacerbated inflammation.

Key words: CD300a, inflammation, arthritis, regulation.

11



Sumario

Lo INTFOAUGEO .ottt st 14
T 1 ] = 4 = o3> Lo RS RS 14
1.2. Regulacado daresposta inflamatéria por ITAM e ITIM......cooevvevveveveceenenee. 18
1.3, CDB00A .....cuciiieieteieteieetestete et te st ste st e st ssste e st e s e te s ese s se s ese s ese s esesteseeseneeseneesenen 22
1.4, Arrite reUMALOITE co.coeeeeeeceeeeeeee ettt es 26
PN 1 E3 £ o= L 7 WSS 30
G T @ 1 111 4 Y70 1 TSR 31
T N @ o 1= 4 1Yo I CT=T - | RSSO 31
3.2, ODbjetivoS @SPECITICOS ..iiiiriieiieee e 31
4. Material € MELOUOS .....ocueeeieeeeeeeees ettt st et ae e e e ese e 32
4.1 ANIMAIS weiiiiiiiicee ettt sttt sttt a e re et be s te st et et neeneereas 32
4.2. Inducao da artrite experimental........cccccovrineneneneeeeesee e 32
4.3. Avaliacdo da migragdo de CElUIAS .......cccceivirerirereeeeee e 33
4.4, Contagem total dOS |EUCOCITOS....ccoeirieirieiriereeee e 33
4.5. Contagem diferencial doS |@UCOCITOS ......ccveiviviriirieieiceeesese e 34
4.6. Processamento do tecido periartiCular........cccocveeeeveieeceneceecese e 34
4.7. Ensaio bioquimico da MPO ... 35
4.9. Ensaio de Imunoadsorc¢éo Ligado a Enzima (ELISA) para dosagem de
(o] ] (o T o1 1 g - SRRSO 36
4.10. Ensaio de Imunoadsorcéo Ligado a Enzima (ELISA) para dosagem de
GG ANTIFMBSA.....c ettt e st e be e be s beeab e besasessesbeensesteereentans 37
4.11. Avaliacado de hipernocicepcéo - teste de pressao crescente na pata de
(o= 10 01011 1o [ ] o To TR 38
4.12. Isolamento e cultura de esplenOCItOS......ccovivevieieicicicce e 39
4.13. Extracdo de neutroéfilos derivados da medula 6ssea .......ccccecveveeveneennnnee 39
4.14. ENSaio de qUIMIOTAXIA...cciiieiieiiieieiecieeieciecieete ettt be e nae s 40
4.16. Isolamento de macr6fagos peritoneais residentes.........ccccveeeeceeveeeeennen, 42
4.17. ANAlISES ESTatiStICAS ...covveiiieiiieiieeee e 43
5. RESUITAUOS ..ottt s sttt enes 44

5.1. Otecido periarticular e o lavado sinovial de animais CD300a”
apresentam parametros inflamatdrios aumentados, quando comparados aos
ANIMAIS SEIVAGENS ...ttt st st e s tessaesbeste e st e sessaensesseensenes 44

5.2. Oreceptor CD300a néo estarelacionado ao processo de resolucéo no
modelo de artrite induzida por antigen0........ccceevieiceceiceceeee e 49

5.3. A auséncia do receptor CD300a néo altera os niveis de hipernocicepcéo
MeCanica NoS aniMaiS COM AlA ..o 51



6.
7.
8.

5.4. O processo de imunizacdo ndo é responsavel pela diferenca de fendtipo
ODSEIVAAD ...ttt b ettt b e bt et bt et e et nre 52

5.5. Os esplendcitos de animais CD300a™ apresentam perfil mais
inflamatdrio que esplendcitos de animais Selvagens .........ccceveeveeneineeniene 53

5.6. Macréfagos deficientes para o receptor CD300a expressam maiores
niveis de mediadores inflamatdrios quando comparados a macrofagos
SEIVAGENS .ottt h e bbb a et eae 55

5.7. A expressao do CD300a em neutrofilos na cavidade sinovial de animais
com AIA é aumentada e sugere importancia do receptor.........ccoveveereereeenen 56

5.8. Oreceptor CD300a participa do controle da migracao de neutréfilos sob
iferentes @STIMUIOS .....ooiiieee et 58

5.9. A dessensibilizacdo do receptor CXCR2 da indicios de participacéo,
porém néo explica a maior capacidade quimiotatica dos neutré6filos CD300a™60

DS CUSSAOD ettt ettt e et e e e et e e e et e s e et e e e s asaateesaaeteesanaeeeesannaeeesanneeeesasraeeesannaeeens 62
CONCIUSAO oot e ettt e e e e e e e e s e ettt e s seeeas e teeeessaaaassseeeeeeesesaaaeneeeeeeeeas 73
RBTBI BN CIAS .ttt ettt e et e e e e s e e e ee e eeeeeeseasanaeaeeeeesseasanneaaeeeesseaaanes 74

13



1. Introducao

1.1. Inflamacéo

Rubor, tumor, calor, dor e perda de funcdo: desde o a Roma antiga até hoje
em dia, este conjunto de sinais € conhecido como inflamacédo. A resposta
inflamatoria € objeto de constante estudo e a cada dia os horizontes se ampliam
para melhor compreender o processo inflamatério a fim de intervir ajudando a
cura e/ou o prognéstico de varias doencas.

Inflamacdo € uma resposta protetora adaptativa iniciada por fatores
exdgenos como microorganismos, agentes quimicos irritantes e moléculas
externas, bem como fatores enddgenos sintetizados por células como resultado
de dano tecidual, morte celular ou metabolismo debilitado (Carlberg et al. 2016).

Respostas inflamatoérias locais ou sistémicas tém como objetivo eliminar o
estimulo desencadeador promovendo a reparac¢ao do tecido afetado e, em caso
de infeccdo, estabelecer uma memoéria imune que permitira ao hospedeiro
responder de forma mais rapida e mais especifica em um futuro reencontro com
o agente (Fullerton & Gilroy 2016; Kotas & Medzhitov 2015). Medzhitov resume
inflamacdo como uma reacado biologica frente a perturbacdo na homeostase
tecidual (Medzhitov 2008). A inflamacédo é desencadeada por receptores de
reconhecimento padrdo do hospedeiro do sistema imune inato como o
receptores do tipo Toll (TLRs), do tipo RIG-1 (RLRs) e do tipo NOD (NLRs) que
reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos e a danos teciduais
(Barton 2008). Este reconhecimento inicial da infeccdo é mediado por células
residentes como macréfagos, mastécitos, células dendriticas e células linfoides
inatas (células linfoides sem rearranjo de receptores) e desencadeia uma série

de cascatas de sinalizagdo que culmina na ativagéo de fatores de transcricdo
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como o fator nuclear kB (NF-kB), o fator regulatorio de interferon (IRF) e a
proteina ativadora-1 (AP-1), que induzem a expressdo de genes que codificam
uma gama de citocinas e quimiocinas inflamatorias, peptideos antimicrobianos,
fatores do complemento e interferon (Medzhitov 2008; Spits et al. 2013; Liu &
Cao 2016). Estes mediadores tém como principal e imediato efeito promover um
exsudato inflamatorio, levando, gracas a microcirculagéo, proteinas plasmaticas
e leucadcitos (neutrofilos em sua maioria) até o tecido afetado. O endotélio ativado
se torna propicio para que se inicie o processo de recrutamento dos neutréfilos,
que comeca com o rolamento, seguido da firme adesé&o a superficie endotelial e
culmina na transmigragéo. Este processo deve-se as moléculas de adesdo como
as selectinas, presentes nas células endoteliais, e as integrinas e receptores de
quimiocinas presentes nos leucécitos (Medzhitov 2008; Pober & Sessa 2007).

Quando chegam ao sitio de inflamacé&o, os neutréfilos se tornam ativados
tanto por contato direto com o patégeno/tecido danificado ou através da acéo de
citocinas secretadas por células residentes. Na tentativa de eliminar o agente
causador da inflamacéo, os neutrofilos liberam granulos com contetidos toxicos,
que inclui espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, proteinase 3, catepsina
G e elastase (Nathan 2006). Estas potentes moléculas efetoras nao fazem
discriminagéo entre alvos microbianos e do hospedeiro, dessa forma séo
inevitaveis os danos teciduais (Nathan 2002).

A funcéo primeira da inflamag&o é remover o estimulo nocivo, proteger o
hospedeiro de danos adicionais, iniciar 0 processo de cicatriza¢ao e restaurar o
tecido danificado até que o mesmo reconstitua sua fungao fisiolégica normal
(Mino & Takeuchi 2013). Sob condi¢bes padrdes, uma resposta aguda de

sucesso se baseia na chegada de leucécitos ao sitio de inflamacéo, remocéao do
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estimulo nocivo e restabelecimento da homeostase com a infiltracdo de
fibroblastos que liberam metaloproteinases de matriz (MMPs) para
remodelamento tecidual (Rohani & Parks 2015). Em geral, a imunidade inata
inicia uma inflamagdo aguda em minutos e, apdés dar fim ao estimulo
desencadeador, a resposta inflamatéria resolve em horas ou no maximo em trés
dias (Franceschi & Campisi 2014).

De modo contrério a inflamacdo aguda, a inflamag&o crbnica persiste por
semanas, meses ou até mesmo por anos, levando a degeneracéo tecidual e a
enfermidade. Isso envolve uma disfungdo no processo de resolugdo da
inflamacé&o (Carlberg et al. 2016). Por muitos anos pensava-se que inflamacéo
aguda e crbnica eram dirigidas por causas diferentes, células e mediadores
inflamatorios diferentes e resultava em efeitos bastante diferentes. Entretanto ja
€ aceito que o0s processos sdo interligados, de forma que defeitos nos
mecanismos da inflamag&o aguda e sua resolucéo dirigem a inflamacao cronica
(Lo et al. 1999). Apesar de n&o existir um mecanismo exato e universal para a
inflamacé&o crénica, alguns fatores de predisposi¢cdo sdo conhecidos, onde a
susceptibilidade genética se encontra como um dos principais. Polimorfismos
nos genes que codificam as citocinas IL-17, IL-6 e IL-1B estdo diretamente
relacionados a doencas crbnicas como asma, psoriase, doenca cardiaca
reumatica e periodontite (Nasef et al. 2017). Foi identificada uma relagéo entre a
doenca de Crohn e polimorfismos de base uUnica (SNPs) nas proteinas que
compde a via JAK-STAT (Ferguson et al. 2010).

Além dos fatores genéticos, alteragdes no ambiente também podem impactar
ambos, o inicio e a manutencdo da inflamacdo cronica. Exemplos de fatores

ambientais sdo infeccdes, estresse e dieta.
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Humanos vivem em constante interagdo com uma miriade de
microrganismos no ambiente. Ativagédo imune local devido a perda da funcao de
barreira, invaséo de patégenos ou liberacdo de mediadores enddgenos, seguido
por dano tecidual e comprometimento funcional pode levar a inflamacéo e
doenca cronicas (Nasef et al. 2017). O colapso da mucosa intestinal causado
pelo virus HIV resulta em uma exposi¢do cronica a produtos microbianos, como
LPS (Brenchley et al. 2006). Essa exposi¢éo leva ao recrutamento constante de
neutréfilos e estes exercem papel crucial também na inflamacédo crénica
(Soehnlein et al. 2017). Em infec¢bes virais, bacterianas, fungicas e por
protozoarios pode acontecer de células dendriticas darem origem a um subtipo
conhecido como células dendriticas inflamatorias que se diferenciam a partir de
mondcitos e estdo presentes principalmente durante infeccdo e inflamacédo
crénicas (Leon et al. 2007).

O estresse cronico pode levar a varias doencgas cronicas através da ativagao,
mediada por inflamac&o, do eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal e do sistema
nervoso simpatico (Tian et al. 2014). Estudos mostram que pessoas submetidas
a estresse cronico causado por baixo status socioeconémico possuem expansao
seletiva de mondcitos inflamatorios imaturos no sangue periférico causado por
alteragdes na via B-adrenérgica (Powell et al. 2013). Pessoas que perdem entes
queridos apresentam maior morbidade e letalidade, além de elevados niveis de
IL-6 (Buckley et al. 2011). Com relagdo a dieta desbalanceada, além de
alimentos que podem causar inflamagéo crbnica, dietas com deficiéncia em
vitaminas e minerais sdo conhecidas por contribuir para condi¢cdes pro-

inflamatorias (Nasef et al. 2017).
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1.2. Regulacdo darespostainflamatéria por ITAM e ITIM

Respostas bioldgicas, e as funcdes celulares, geralmente séo controladas
e sustentadas por um equilibrio entre sinais positivos e negativos. No sistema
imune isso é bastante evidente, pois para manter a integridade do organismo,
este necessita ser controlado por um refinado balanco de sinais a fim de evitar
exacerbacéo ou supressdo demasiada das respostas. O descontrole dos sinais
de ativacao pode levar a autorreatividade e a inflamagéo exacerbada, ao passo
que o descontrole dos sinais inibitérios pode levar a imunossupresséo (Ravetch
& Lanier 2000). O continuo acumulo e ativacdo dos leucdcitos marca a
inflamacéo crbnica e sugere disfuncdo dos mecanismos regulatérios negativos.
Abordagens clinicas que visam modular a inflamagé&o tém focado na inibicdo da
producdo de mediadores pré-inflamatorios e na supresséo do inicio da resposta
inflamatdria, como por exemplo as vias de sinaliza¢do que levam a produc¢éo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (Hanada & Yoshimura 2002). Entre os
mecanismos existentes para se tentar alcancar essa homeostase, ha a acéo de
varios receptores, geralmente de superficie, que possuem, de forma geral,
capacidades ativadoras e inibitérias (Gergely et al. 1999).

Uma caracteristica comum que identifica receptores como membros da
classe inibitoria € sua habilidade em atenuar sinais de ativacdo iniciadas por
outros receptores que contém, geralmente, motivo de ativacdo de
imunorreceptor baseado em tirosina (ITAM). Sinais desencadeados por
receptores contendo ITAM séo contrabalanceados por sinais negativamente
equivalentes, oriundos de receptores que possuem motivo de ativacdo de
imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM) (Ravetch & Lanier 2000). O motivo

s

ITAM, descrito pela primeira vez no inicio de 1995, é caracterizado pela
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sequéncia consenso YxxL/I(Xe-8)YXxL/l (onde X representa um aminodcido
qualquer) (Cambier 1995). No final do mesmo ano, Daéron e colaboradores
observaram que a ativagcdo celular dependente dos receptores de células B
(BCR), T (TCR) e de receptores Fcy (ambos contendo ITAM) era inibida por meio
de coligacdo com o receptor Fcyllb. Uma sequéncia aminoacidica inibitoria na
porcao intracelular do receptor Fcyllb (V/LxYxXL/V) era conhecida e, devido sua
analogia estrutural com o dominio ITAM, foi forjado o termo ITIM (Daéron et al.
1995).

A familia de receptores que contém ITAM inclui, principalmente, as
cadeias CD3y, CD36, CD3¢ e ( associadas ao TCR; cadeias Iga e Igp
associadas ao BCR; alguns receptores de por¢cdo Fc, como FceRIl, FcyRI e
FcyRIll, e varias moléculas transmembranas codificadas por virus (Barrow &
Trowsdale 2006). Em geral o evento que sucede a interacdo dos receptores
contendo ITAM com seus ligantes é a ativacdo de proteinas cinases da familia
Src, que fosforila ambos os residuos de tirosina do motivo ITAM que, por sua
vez, leva ao recrutamento e ativacao de proteinas tirosino-cinases (PTKs) como
Syk e ZAP-70 (Billadeau & Leibson 2002). As PTKs, ativadas via ITAM, recrutam
e fosforilam uma variedade de moléculas iniciando uma cascata de eventos
bioguimicos, envolvendo principalmente proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPK) e fator nuclear kB (NF-kB), que levam a proliferacéo,
diferenciacéo e ativacao celular (Isakov 1998; lvashkiv 2009).

O receptor Fcyllb foi o primeiro descoberto e permanece como melhor
exemplo estudado de um receptor que contém o motivo ITIM (Ravetch & Lanier

2000). Desde a descoberta do motivo ITIM no FcyRIlIb, a familia de receptores
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inibitérios vem crescendo com a chegada de membros como receptores do tipo
Ig de células NK (KIR) e Siglec, entre outros (Long n.d.; Walter et al. 2008).
ApGs a interacdo do receptor inibitério com seu ligante, os residuos de
tirosina contidos nos motivos ITIM s&o fosforilados por cinases da familia Src,
como a Lck, e servem como sitio de ancoragem, recrutando e ativando
fosfatases citosélicas que possuem o dominio de homologia Src 2 (SH2), como
a tirosino-fosfatase contendo dominio SH2 (SHP)-1, SHP-2 e inositol-fosfatase
contendo dominio SH2 (SHIP) (Ravetch & Lanier 2000). A fosforilacdo do ITIM e
o recrutamento de fosfatases pode ocorrer tanto por meio de co-ligacdo do
receptor de ativacdo com o inibitdrio, quanto por interagdo do ligante unicamente
com o receptor inibitério, a depender do receptor. Neste Ultimo caso, pode
acontecer do receptor inibitorio ter associado a ele, na porcado intracelular,
cinases da familia Src, como os repeptores KIR-Ls que s&o constitutivamente
associados a cinase Lck em células NK. Dessa forma, a ativacdo do KIR-L por
seu ligante é suficiente para que a Lck seja ativada e fosforile os motivos ITIM
(Binstadt et al. 1996). A especificidade da ligacdo do dominio SH2 ao ITIM deriva
da presenca de dois residuos de aminoacidos hidrofobicos dispostos
simetricamente, na posi¢éo Y-2 e Y+2. De modo sintético, as fosfatases ativadas
via ITIM irdo se tornar aptas para intervir, in trans, nas cascatas de sinalizacao
dependentes de fosforilagdo por PTKs, regulando-as negativamente (Cantoni et

al. 1999; Daéron et al. 2008) (Figura 1).
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\ /

activation inhibition

(Long 1999)
Figura 1 - Ativagao do receptor A com motivo ITAM é inibida in trans pela ativacéo

do receptor inibitério B contendo o motivo ITIM.

O mecanismo da fosforilagdo do ITIM e do recrutamento das fosfatases,
bem como as consequéncias desse recrutamento, diferem dependendo do
receptor e da fosfatase. A inibicdo mediada pelo recrutamento de SHIP ocorre
nas etapas iniciais de uma resposta de ativacao, desligando todos os eventos
subsequentes, incluindo mobilizacdo de calcio, liberacdo de citocinas, ativacédo
transcricional e proliferacdo celular (Daéron et al. 2008). Coligacao do FcyRIlb
com o BCR leva ao recrutamento de SHIP, pelo FcyRIIb, e anula a ativacdo do
BCR por meio da hidrolise do fosfatidilinositol-trifosfato (PIP3) de membrana
(Ono et al. 1996). Receptores que recrutam SHP-1 e SHP-2 podem intervir tanto
nas etapas iniciais quanto nas distais em uma cascata de sinalizagcao de
ativacdo. SHP-1 e SHP-2 intervém no desenvolvimento de células progenitoras,

crescimento celular, inflamag&o e quimiotaxia, modulando sinais celulares que
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envolvem cinase fosfatidilinositol-3 (PI3K), Akt, cinase Janus-2 (JAK2), MAPK,
NF-kB entre outras (Chong & Maiese 2007).

Os recentes estudos envolvendo imunorreceptores contendo ITAM ou
ITIM tém rompido com alguns paradigmas. Em algumas circunstancias, o0 motivo
ITAM pode mediar inibicdo e o motivo ITIM pode propagar sinal de ativacdo. Uma
explicacdo para essa sinalizacdo permutada é a presenca de determinados
residuos de aminoécidos proximos ao motivos (Barrow & Trowsdale 2006). Outro
fato interessante nessa ambiguidade de respostas, € a presenca de motivos ITIM
dentro de motivos ITAM, os chamados closet-ITIM. Sob fosforilacdo parcial do
ITAM, o closet-ITIM pode mediar uma resposta inibitoria e, em outros contextos,
apos uma desejada resposta de ativacdo mediada pelo ITAM, o closet-ITIM pode
desligar a sinalizagéo prevenindo ativacao cronica (Ganesan et al. 2003; Barrow

& Trowsdale 2006).

1.3. CD300a

A familia CD300 de imunorreceptores inclui receptores ativadores e
inibitérios. Em humanos ha sete membros, localizados no cromossomo 17 e em
camundongos os membros sdo nove e se localizam no cromossomo 11, regido
sintética do cromossomo 17 humano (Borrego 2013). Os integrantes da familia
CD300 de receptores séao glicoproteinas transmembranas do tipo | com um Unico
dominio extracelular do tipo IgV contendo duas pontes dissulfeto e com a regiédo
préxima a membrana extendida e rica em prolinas, serinas e treoninas que ligam
o dominio Ig ao transmembrana (Clark et al. 2009). Somente CD300a e CD300f
possuem uma por¢ao citoplasmatica longa contendo motivos ITIM, enquanto 0os

outros membros possuem a por¢ao citoplasmética curta contendo residuos de
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aminoacidos carregados que permitem a associacdo com outras moléculas
transmembrana, como a proteina DAP12, DAP10 e cadeias de receptores Fc. A
“ovelha negra” da familia é o CD300g, que é codificado por um gene mapeado a
certa distancia do complexo principal e ndo possui caracteristicas moleculares
que sugerem um potencial ativador ou inibitério (Borrego 2013; Clark et al. 2009).

O CD300a destaca-se dentro da familia porque ha fortes evidéncias de
que seu gene vem sofrendo selecdo positiva, 0 que sugere uma grande
significancia do receptor na manutencdo de funcbes celulares importantes
(Nielsen et al. 2005; Bustamante et al. 2005). Tanto células de linhagem linfoide
qguanto mieloide apresentam expresséo do receptor (Clark et al. 2009). No que
diz respeito a linhagem linfoide, CD300a € expresso na superficie de todas as
células NK (Cantoni et al. 1999) e em alguns subtipos de células B e T (Clark et
al. 2007; Silva et al. 2011). Células T CD4"* imaturas expressam baixos niveis do
CD300a, enquanto as células efetoras e de memdria podem ser divididas em
CD300* e CD300a, e células T regulatérias sdo CD300a". Células de memodria
CD300a" apresentam proliferacdo ligeiramente menor que células de memoéria
CD300* (Clark et al. 2007; Narayanan et al. 2010). Em células T CD8* a
expressdo do CD300a é relacionada a um fenétipo mais citotéxico, sugerindo
que o CD300a € expresso principalmente em células efetoras e de memoria,
enquanto células T CD8* imaturas expressam baixos niveis doo receptor (Xu et
al. 2012). Na linhagem mieloide, CD300a é detectado na superficie de células
dendriticas plasmocitoides e mieloides, mondocitos, macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos, basofilos e mastocitos (Udayanga et al. 2016; Sabato et al. 2012;

Munitz et al. 2006; Alvarez et al. 2008).
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O CD300a humano difere do murino na quantidade de motivos ITIM.
Enquanto o exemplar humano possui trés motivos classicos e um néo-classico
(SxYxxl), 0 murino possui dois classicos e um outro motivo de triagem baseado
em tirosina (YVNL) (Figura 2) (Zenarruzabeitia et al. 2015). Foram descritos dois
ligantes para o CD300a, a fosfatidilserina e a fostatidiletanolamina (Nakahashi-
Oda, Tahara-Hanaoka, Honda, et al. 2012; Simhadri et al. 2012),
aminofosfolipideos que sdo expostos do lado extracelular da membrana
plasmatica como “eat-me signal” de células apoptéticas, servindo como sinal
para sua fagocitose (Park et al. 2007).

Apébs interacdo com o ligante e consequiente ativacdo do receptor, as
tirosinas contidas nos motivos ITIM intracelulares do CD300a séo fosforiladas
por cinases da familia Src, como a Lck e recrutam fosfatases (DeBell et al. 2012).
Até o momento foram descritas trés fosfatases recrutadas e ativadas pelo
CD300a: SHP-1, SHP-2 e SHIP. O tipo celular e o estimulo determinam qual
dessas fosfatases sera ativada (Cantoni et al. 1999; Munitz et al. 2006; Bachelet
et al. 2005). Na tentativa de se descobrir qual dessas fosfatases € a mais
requerida para a transmissdo do sinal inibitério do CD300a, experimentos
utilizando animais knockout para as diferentes fosfatases, bem como ensaios de
imunoprecipitagdo foram realizados. SHP-1 se mostrou mais fiel a fungdo de
levar adiante a missdao inibitéria do CD300a (Nakahashi-Oda, Tahara-Hanaoka,

Shoji, et al. 2012; DeBell et al. 2012).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do CD300a humano e murino mostrando os

motivos intracelulares e a interagdo com os aminofosfolipideos ligantes, bem como as

fosfatases que sédo, por eles, ativadas.

Em mastoécitos o blogueio do CD300a com anticorpos monoclonais
revelou um aumento expressivo da producdo de mediadores inflamatdrios
(Bachelet et al. 2005) enquanto a ligacdo de um anticorpo bi-especifico para
CD300a e a porcao Fab de IgE anulou a sinalizacdo gerada pelo FceRI
impedindo, assim, a resposta alérgica (Bachelet et al. 2005; Bachelet et al. 2006).
De forma semelhante, em eosindfilos, a ativacdo do CD300a por ligagéo cruzada
com anticorpo monoclonal inibiu a transmigragédo dependente de eotaxina e a

liberacdo de citocinas inflamatérias (Munitz et al. 2006). Ligagdo cruzada do
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CD300a ainda mostrou inibir citotoxicidade mediada por célula NK (Cantoni et
al. 1999) e proliferacdo de linfécitos B (Silva et al. 2011). Como tudo € questao
de equilibrio e ndo existe algo que seja, por completo, bom ou ruim, o receptor
inibitério também pode agir de forma negativa quando ativado. Particulas virais
de West Nile, Chikungunya e Dengue Virus ligam-se ao CD300a e ajudam na
fase de penetracdo do virus na célula, facilitando e exacerbando a infeccao
(Carnec et al. 2015). Ainda foi demonstrado que a interagédo de fosfatidilserina
com o CD300a em células dendriticas inflamatérias aumenta a resposta Th2 e a
inflamacéo alérgica das vias aéreas em modelo de imunizacdo com OVA mais

hidréxido de aluminio (Miki et al. 2015).

1.4. Artrite reumatoide

Artrite reumatoide (AR), a mais comum das artropatias, € uma doenca
autoimune crénica de carater inflamatério que acomete principalmente as
articulacbes sinoviais de 0,5 a 1% da populacdo mundial, sendo a maioria
mulheres. A AR esta associada a alto grau de morbidez, tornando-se, entdo, um
enorme problema econémico e social resultando na diminuicdo da expectativa
de vida e incapacidade motora do paciente (Gabriel 2001), além de gerar um
gasto anual de aproximadamente $16 bilhdes, incluindo as despesas socio-
econbmicas diretas, como custo com despesas meédicas, e custos indiretos,
como a queda de produtividade e redugcdo da qualidade de vida do paciente
(Dunlop et al. 2003). Com a progresséo da doencga, causada pelo desbalanco da
regulacdo da resposta inflamatoria, hiperplasia sinovial, angiogénese e formacéo
de pannus séo induzidos e sem o tratamento apropriado estes processos vao

levando a uma irreversivel destruicdo das articulacdes e dos ossos. Na AR a

26



inflamacéo se desencadeia na cavidade sinovial e é caracterizada pela presenca
de infiltrado celular contendo granuldcitos, células NK, linfécitos T CD4*, CD8* e
B e macrofagos na cavidade, levando a uma intensa produ¢édo de quimiocinas,
e citocinas inflamatérias que vao contribuir com a manutencéo e progresséao da
doenca (Figura 3) (Spector 1990; Harris & Harris 1990; Mellado et al. 2015). Na
membrana sinovial estdo presentes os sinoviécitos (que podem ser do tipo
fibroblastos ou do tipo macrofagos) células responsaveis pela secrecdo do
liguido que reduz o atrito da cartilagem articular (liquido sinovial), e que também
auxiliam na manutencdo da inflamacédo secretando citocinas pro-inflamatérias
como IL-1B3, IL-6 e TNF-a. No contexto de AR, 0s sinovidcitos proliferam
ativamente causando erosao da cartilagem e do osso (Sakaguchi & Sakaguchi
2005). O papel critico das citocinas produzidas pelos diversos tipos celulares
envolvidos na patogénese da AR evidencia um caminho na busca por novos
alvos terapéuticos. Sao bem estabelecidos os tratamentos que focam nas vias
de sinalizacdo do TNF-a (Hess et al. 2011; Kievit et al. 2008) e da IL-6 (Sweiss
et al. 2014; Lazzerini et al. 2016), dadas as fun¢Oes cruciais dessas duas
citocinas, que podem ser consideradas pivds da doenca (Mclnnes & Schett
2007). Entrando no time de citocinas alvo, encontram-se também a IL-13, GM-

CSF e IL-17 (Noack & Miossec 2017).
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Figura 3 - Tipos celulares, citocinas e receptores de quimiocinas envolvidos no

desenvolvimento da artrite reumatoide.

As primeiras pistas que levaram os cientistas a considerarem a AR como
autoimune foram os fatores reumatoides, que s&o auto-anticorpos.
Aproximadamente 80% dos pacientes sdo soropositivos para os fatores
reumatoides e sua detec¢éo pode predizer um curso mais agressivo e destrutivo
da doenca (Firestein 2003). O potencial patogénico dos fatores reumatoides
reside na possibilidade de formacdo de imuno-complexos que podem fixar o
complemento e liberar fatores quimiotaticos como a proteina C5a que recrutam
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células inflamatérias, principalmente neutréfilos, que quando ativados secretam
enzimas proteoliticas capazes de prejudicar o tecido (Firestein 2003). As células-
chave para o inicio da doenca sdo os linfécitos T CD4*, essenciais para a
producdo de auto-anticorpos pelos linfécitos B (Sakaguchi & Sakaguchi 2005),
sendo a doenga mantida, principalmente pela presenca continua de neutrdéfilos
(Cascéo et al. 2010).

Para melhor se compreender os processos que levam a patogénese da
AR, fez-se necessario o estudo em modelos animais. Em 1977, Brackertz e
colaboradores mostraram que alguns modelos murinos de artrite induzida por
antigeno (AlA), devido a semelhancas histopatologicas e imunes, podem ser
Uteis ferramentas na investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares da
AR (Brackertz et al. 1977; Crossley et al. 1987). O modelo de AlA é dependente
de células T (Pohlers et al. 2004; Yoshino & Yoshino 1992), mas os neutrdéfilos
estdo envolvidos e sdo importantes em sua patogénese e manutencao (Grespan
et al. 2008). Um dos modelos de AIA mais estudados, é o induzido por
soroalbumina bovina metilada (mBSA), onde os animais sdo imunizados com
adjuvante completo de Freund emulsificado com mBSA e posteriormente
desafiados com mBSA. O modelo de AIA induzida por mBSA possui respaldo
devido a reproducdo de parametros que caracterizam a AR, como tipos
celulares, citocinas e quimiocinas envolvidos, confirmados por diversos estudos

(Brackertz et al. 1977; Wong et al. 2006; Santos et al. 2008; Boe et al. 1999).
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2. Justificativa

O processo inflamatério é de suma relevancia na manutencdo da
integridade do hospedeiro, participando da defesa contra infec¢des e lesdes.
Todavia, uma vez iniciada, indevidamente regulada e nao finalizada, a
inflamacé&o pode causar danos teciduais, levar a processos fibroticos, doencas
auto-imune, cancer e inflamacgéo cronica, como € o caso da artrite reumatoide
(Medzhitov 2008). Diversos estudos buscam novos alvos terapéuticos com o fim
de intervir no processo inflamatorio e ajudar a restauracédo da homeostase. Nos
altimos anos os receptores inibitérios tem ganhado espaco e visibilidade no
cenario de controle de respostas inflamatorias (Ravetch & Lanier 2000), fato que
0s colocam como objeto de estudos que buscam novos alvos terapéuticos.
Dentre os receptores inibitérios, o0 CD300a merece destaque por vir sofrendo
selecéo positiva em humanos (Bustamante et al. 2005) e, em pouco tempo de
estudo, estar envolvido no controle de diversas doencas (Silva et al. 2011;
Udayanga et al. 2016; Carnec et al. 2015; MUNITZ et al. 2006). Dessa maneira,
acredita-se que o estudo do envolvimento do receptor CD300a no modelo de
artrite induzida por antigeno pode fornecer bases que podem ser Uteis na
modulacdo da resposta celular a fim de se evitar uma inflamacdo exacerbada

nao apenas no modelo estudado, mas também em outras doencas inflamatérias.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a participacéo do imunorreceptor CD300a na resposta inflamatéria

em modelo de artrite induzida por antigeno.

3.2. Objetivos especificos

. Avaliar parametros inflamatérios em animais
selvagens e CD300a’ tais como: a) quantidade de células no
lavado intra-articular; b) atividade mieloperoxidase tecidual; c)
guantificacdo de quimiocinas e citocinas e d) histologia;

. Verificar o envolvimento do CD300a no processo da
resolucao inflamatéria;

. Avaliar a expressdo do CD300a nas células do
infiltrado sinovial,

. Verificar o papel do CD300a nos principais tipos

celulares envolvidos no modelo de AlA.
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4. Material e métodos

4.1. Animais

Foram usados camundongos machos com aproximadamente 25 gramas,
de background BALB/c com idade entre 8 e 10 semanas. Os animais selvagens
foram obtidos do Biotério Central da UFMG e os animais CD300a” do biotério
mantido pelo nosso grupo de pesquisa (Laboratéro de Imunofarmacologia).
Todos os animais foram mantidos no ciclo claro-escuro de 12-12horas, com livre
acesso a agua e racao. Os procedimentos envolvendo manuseio de animais
foram feitos conforme protocolos aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacao Animal (CETEA) sob o protocolo de pesquisa nUmero 192/2012.

4.2. Inducdo da artrite experimental

Modelo experimental de artrite foi induzido pela injecéo intra-articular de
albumina de soro bovino metilada (mMBSA) (AIA) em animais previamente
imunizados com emulsao de mBSA e adjuvante completo de Freud (COELHO et
al., 2008). Esse modelo, que representa de forma aguda a leséo articular, foi
utilizado para avaliacdo dos efeitos obtidos com os tratamentos propostos.
Todos os animais foram anestesiados com solugéo de cetamina (150 mg/kg),
xilazina (10 mg/kg) diluido em PBS estéril para a realizacdo de todos os
procedimentos cirlrgicos. Camundongos BALB/c selvagens e CD300a” foram
imunizados por via intradérmica na base da cauda com 500 pg de albumina
sérica bovina metilada (MBSA; Sigma) em 100 pl de uma emulsdo de solugéo
salina e volume equivalente de adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma). O
desafio com antigeno foi realizado 14 dias apds a imunizacdo, sendo que cada
animal recebeu uma injecdo de mBSA (10pg mBSA em 10 pL solugéo salina
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estéril) na articulagdo fémur-tibial traseira. Os parametros inflamatérios foram
avaliados 24 horas ap0s o desafio, quando ocorre o pico da resposta inflamatéria
nesse modelo. A cavidade articular do joelho foi lavada com albumina sérica
bovina (BSA 3%) (2 x 5 ul) e tecidos periarticulares removidos para avaliacdo da

atividade de MPO (mieloperoxidase).

4.3. Avaliacdo da migracao de células

Apos 24h do desafio, os camundongos foram anestesiados com uma mistura
de cetamina 150 mg/kg e xilazina 10 mg/kg e eutanasiados. Para avaliar a
migracdo de leucdcitos para a cavidade articular, foi realizado um lavado intra-
articular. Este procedimento consistiu em injetar 10 uL de uma solucéo de
albumina bovina 3% na cavidade articular, lavando-a trés vezes para que uma
amostra das células presentes no interior da cavidade fosse coletada juntamente
com a solucéo de albumina recapturada com uma pipeta. Este lavado de células
da articulacédo foi diluido em 90 pyL de albumina bovina 3% para a posterior

contagem total e diferencial dos leucdcitos.

4.4. Contagem total dos leucdécitos

Aliquotas de 20 pL do lavado articular foram diluidas em 40 pL de solugdo
Turk, sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer,
com o auxilio de microscopio optico (aumento de 100x) e contador manual. O
namero total de leucdcitos foi utilizado para calculo da percentagem dos
diferentes leucocitos encontrados no lavado articular a partir da
contagem/discriminacdo por visualizagdo de laminas preparadas por

citocentrifugacao sob microscopio optico.
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4.5. Contagem diferencial dos leucdcitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacao
de uma aliquota de 80 pL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc.,
Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas segundo a técnica de
coloracdo de May-Grumwald e Giemsa e examinadas sob microscépio optico,
objetiva de imersdo em Oleo (aumento de 1.000x), usando o0s critérios
morfolégicos padrdes para diferenciar os tipos celulares. Os resultados foram

expressos como ndmero de neutréfilos x 104/ cavidade articular.

4.6. Processamento do tecido periarticular

Para avaliar o acumulo de neutrdfilos no tecido periarticular de camundongos,
foi utilizado o método de quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)
como descrito previamente (RUSSO et al.,, 2009). Resumidamente, o tecido
periarticular removido foi pesado e processado com solucdo de extracdo de
citocinas (conforme descricdo na secao anterior). Ap6s homogeneizacdo e
centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e estocado para quantificacdo de
citocinas. O componente residual (sedimento) foi ressuspendido em tampéo 1
(NaCl 0,1 M, NasPOa4 0,02 M, Na2 EDTA 0,015 M — pH 4,7) na proporcéo de 1,9
mL para cada 100 mg de tecido e submetido a homogeneizacao e centrifugacao
(10.000 g, 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
ressuspendido em NaCl 0.2% gelado seguido por NaCl 1.6% com glicose 5%
gelada (1,5 mL para cada 100 mg de tecido). Realizou-se nova centrifugacéo
10.000 g por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o

sedimento ressuspendido em tampéo 2 (NasPO4 0,05 M, HETAB 0,5% p/v — pH
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5,4) e homogenizado por 30 segundos. Todo o volume contido em cada amostra
foi congelado e descongelado trés vezes seguidas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a nova centrifugacédo (10.000 g,

15 minutos) e o sobrenadante coletado para ensaio de MPO.

4.7. Ensaio bioquimico da MPO

As amostras do tecido periarticular foram diluidas (1:3). Em seguida, as
amostras foram adicionadas a placa de 96 pocos (25 ul/poco).
Tetramethylbenzine (TMB - 1.6 mM em dimetilsulfoxido) foi adicionado a cada
poco 25 pl/poco e a placa foi incubada a 37°C por 5 minutos. Foi adicionado 100
pl/poco de agua oxigenada (H202 -0,002%) e novamente a placa foi incubada a
37°C durante 5 minutos. A reacdo € interrompida pela adicdo de 100 pl acido
sulfdrico (H2SO4 - 1M). A atividade da MPO das amostras foi detectada por
colorimetria em um leitor de ELISA (450 nm). Os resultados foram expressos
como numero total de neutréfilos (Unidades Relativas) por comparacéo da O.D.
do sobrenadante do tecido com neutréfilos de peritbnio de camundongos

processados da mesma maneira.

4.8. Histologia

O tecido articular foi coletado e acondicionado em cassetes para histologia
que permaneceram por 48 horas em solucdo de formol tamponado 10%. Em
seguida os cassetes foram transferidos para solugcdo de EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético) 14% para descalcificacdo 0ssea por 30 dias. Neste
periodo foi feita a troca da solucédo de EDTA a cada 48 horas. O processamento
foi realizado no Laboratério de Patologia Experimental da Faculdade de
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Odontologia da UFMG onde o tecido foi submetido a passagens subsequentes
em etanol em diferentes concentracdes (80%, 90%, absoluto 1 e 2 — 30 minutos
cada), xilol (1 e 2 — 20 a 30 minutos cada) e incluido em parafina. Foram
realizados cortes em micrétomo e confec¢éo de duas laminas por corte. Um corte
foi corado com Hematoxilina de Harris (20 segundos) e Eosina (8 segundos). As
laminas foram analisadas em microscopio Optico e foram observados o0s
seguintes parametros: gravidade da hiperplasia sinovial (0-3), intensidade e

extensao do infiltrado (0-4) e reabsorcéo 6ssea (0-2).

4.9. Ensaio de Imunoadsorc¢ao Ligado a Enzima (ELISA) para
dosagem de citocinas

O ensaio de ELISA foi realizado conforme instru¢des do fabricante R&D
System, Minneapolis, MN. O anticorpo de captura foi adicionado a placa de 96
pocos (NUNC) e incubado por 16h a 4°C. Posteriormente, a placa foi lavada (3
vezes em tampao de lavagem - PBS contendo 0,05% de Tween-20) e bloqueada
por 2h com PBS contendo 1% de BSA a temperatura ambiente. Apos a
incubacéo, a placa foi lavada e as amostras (diluidas 3x em PBS 1x contendo
0,1% BSA) e a curva padrao foram adicionadas a placa e incubadas por 16h a
4°C. No dia seguinte, a placa foi lavada e incubada na presenca de anticorpos
de deteccdo. Apés 2h, a placa foi lavada e a esta foi adicionada uma solucao
contendo estreptavidina ligada a enzima peroxidase. Apos 20min, a placa foi
novamente lavada e incubada com tampé&o contendo ortofenildiamina (OPD) por
10-20 minutos. A reacédo de foi interrompida adicionando-se solucdo 1M de
H2SOa. A densidade éptica foi quantificada em comprimento de onda de 490nm

com o espectrofotbmetro SpectraMax Plus Microplate Reader (Molecular
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Devices), e os resultados expressos em pg/mL com base na concentragéo da

curva padréao.

4.10. Ensaio de Imunoadsorcao Ligado a Enzima (ELISA) para
dosagem de IgG anti-mBSA

O soro de animais, selvagens e CD300a™, ndo imunizados, imunizados e
nao desafiados e imunizados e desafiados foi utilizado para o ensaio de ELISA.
50 uL de mBSA a 2 pg/mL foi foi adicionado a placa de 96 pocos (NUNC) e
incubado por 16h a 4°C. Posteriormente, a placa foi lavada (3 vezes em tampao
de lavagem - PBS contendo 0,05% de Tween-20) e bloqueada por 2h com PBS
contendo 1% de leite em pd a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, a placa
foi lavada e as amostras (diluidas 100 vezes em PBS contendo 0,1% de leite em
po) foram adicionadas a placa e incubadas por 16h a 4°C. No dia seguinte, a
placa foi lavada e incubada na presenca de anticorpos anti-lgG total. Apds 2h, a
placa foi lavada e a esta foi adicionada uma solucédo contendo estreptavidina
ligada a enzima peroxidase. Apds 20min, a placa foi novamente lavada e
incubada com tampéo contendo ortofenildiamina (OPD) por 10-20 minutos. A
reacao de foi interrompida adicionando-se solu¢do 1M de H2SOa4. A densidade
Optica foi quantificada em comprimento de onda de 490nm com o
espectrofotdometro SpectraMax Plus Microplate Reader (Molecular Devices), e 0s

resultados expressos em absorvancia.
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4.11. Avaliacéo de hipernocicepcao - teste de pressao crescente na pata
de camundongo

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressdo com um
analgesimetro eletronico (Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brazil), que consiste
em um transdutor de presséo conectado a um contador digital de forca (g). O
aparelho é calibrado para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a
precisdo de 0,1 g até a forca de 80 g. O contato do transdutor de pressao a pata
é realizado através de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 ou 4,15
mm? de diametro que é adaptada a ele. Os animais sdo alocados em caixas de
acrilico, medindo 12 x 10 x 17 cm, cujo assoalho € uma rede de malha igual a 5
mm? constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 15
minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos séao
posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para facilitar a
visualizagédo da regido plantar das patas dos animais. O experimentador deve
aplicar, por entre as malhas da rede, uma presséo linearmente crescente no
centro da planta da pata do camundongo até que o animal produza uma resposta
caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos séo
repetidos por até seis vezes, em geral até o animal apresentar 3 medidas
similares com uma clara resposta de “flinch” apds a retirada da pata.

A intensidade de hipernocicepcéo foi quantificada a pressao (em gramas)

obtida até o momento do do “flinch”.
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4.12. Isolamento e cultura de esplendcitos

Camundongos selvagens e CD300a-/- foram imunizados e desafiados 14
dias depois. 24 horas apo6s o desafio os bagos dos animais foram coletados e
macerados em meio RPMI incompleto, centrifugados a 1200 g, 10 minutos a 4°C.
As hemécias foram lisadas acrescentando 900 puL de 4gua de injecdo seguido
de acréscimo de 100 puL de PBS 10x. As amostras foram novamente submetidas
aos mesmos parametros de centrifugacao. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 1 mL de RPMI suplementado com 10 % de SFB. As
células foram contadas em microscépio 6ptico e plaqueadas na quantidade de
quantidade de 10° células por poco e incubados a 37°C com RPMI e
concanavalina A (2 ug/mL). Apés 48 horas de incubacéo, o volume de cada poc¢o
foi coletado e centrifugado a 1200 g, 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi,

entdo, coletado e utilizado para dosagem das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10.

4.13. Extracdo de neutrofilos derivados da medula 6ssea

Camundongos selvagens e CD300a”’- foram anestesiados e eutanasiados.
Em capela de fluxo laminar, os ossos do fémur e da tibia foram removidos de
forma a se manterem intactos e limpos, e todo o tecido em volta foi removido
com ajuda de tesoura e gazes estéreis. Durante o procedimento os 0ssos foram
colocados em placas de Petri contendo PBS estéril e mantidas no gelo.

Em seguida, as epifises foram cortadas com cuidado e os 0ssos de cada
animal lavados com 5 mL de PBS estéril com ajuda de uma seringa acoplada a
uma agulha de 22 G (EMBRAMAC, Campinas, SP, Brasil). A solu¢cdo de PBS
contendo células da medula foi coletada em tubos de 50 mL, centrifugada a 1200
g, 10 minutos a 4°C e suspendidas em 6 mL de meio RPMI incompleto. As

células foram cuidadosamente adicionadas em tubos de 15 mL contendo
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gradiente duplo de separagdo formado pela adicdo sequencial de 3 mL de
Histopaque 1077 e 3 mL de Histopaque 1119 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Os
tubos foram centrifugados a 1200 g por 30 minutos e em temperatura ambiente.
A camada inferior de células polimorfonucleares foi coletada com o auxilio de
pipeta Pasteur e as células lavadas em meio RPMI-1640. Em seguida, as células
foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI e a viabilidade celular foi avaliada
pela técnica de exclusdo com azul de Tripan (Merck, USA). A contagem total foi
realizada adicionando 10 pL das células em 90 pL de solucdo de Turk e as
células foram contadas em camara de Neubauer. Para avaliar a pureza das
células isoladas, foi realizada a contagem diferencial de laminas preparadas a
partir de 20 pL da solucdo de células diluidas em 80 uL de BSA 3% e
citocentrifugadas (Citospin, Shandon Lpishaw Inc, Pittsburg, Pennsylvania,
USA)) a 250 rpm por 5 minutos. A |amina foi corada em kit pandtico rapido
(Laborclin, Parand) e observada em microscépio 6ptico (objetiva de 100X em
6leo de imerséo). Apenas as amostras com viabilidade de 95% e pureza acima

de 90% foram consideradas para 0s ensaios.

4.14. Ensaio de quimiotaxia
A quimiotaxia foi realizada em camara de 48 pocos (Camara de Boyden,
Neuro Probe, Cabin John, USA), utilizando uma membrana de policarbonato
(Neuro Probe, Cabin John, USA) com poros de 5 um de diametro conforme
protocolo descrito por Pinho et al. 2007. Na parte inferior da camara foram
adicionados 28,5 pL de meio de cultura RPMI 1640-BSA 0,01% contendo os
estimulos quimiotaticos CXCL1 (30ng/mL), fMLP (10"M) e LTB4 (108M). Como

controle negativo, foi utilizado apenas o meio RPMI 1640-BSA 0,01%. Na parte
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superior da camara foi adicionado 5x10* células em um volume total de 50 pL. A
camara foi incubada por 60 minutos a 37°C e 5% CO2. Apds incubacéo, a
membrana de policarbonato foi removida cuidadosamente, lavada em PBS e
fixada e corada em kit panotico rapido (Laborclin, Parana).

O numero de células migradas para a parte inferior da membrana foi
contado em 5 campos aleatérios em microscopio éptico (objetiva de 100X em
Oleo de imerséo). Os resultados foram expressos como a média do numero de
células por campo. As células que migraram em direcdo aos estimulos
quimiotaticos foram consideradas como migracao direcionada e as células que

migraram em direcdo ao RPMI como migracdo randémica ou aleatéria (controle).

4.15. Citometria de fluxo

Primeiro sera descrito como as amostras foram obtidas e depois o0s
passos em comum, que foram aplicados a todas, mesmo em experimentos
diferentes.

Obtencédo das amostras:

- Foi realizado lavado sinovial, conforme ja descrito, de animais selvagens
imunizados e desafiados com salina e com mBSA. As amostras controle
consistem em pool de quatro lavados e as amostras de animais desafiados com
MBSA, em pool de dois lavados.

- Foram coletados 100 pL de sangue de animais selvagens em tubos
contendo heparina. As hemacias foram lisadas acrescentando 900 pL de agua

de injecdo seguido de acréscimo de 100 pL de PBS 10x.
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- Neutrdfilos foram isolados da medula 6ssea de animais selvagens e
CD300a’, conforme ja descrito, e 108 células foram incubadas com RPMI ou
com CXCL1 (20 ng/mL) por 45 minutos a 37 °C.

Passos comuns:

As amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C. O
pellet foi ressuspendido em 100 pL de PBS com 0,5% de BSA e 0,05% de azida
sbdica (wash B), e foram adicionados os anticorpos CD300a, Grl, Ly6G e
CXCR2 (eBiosciences, BD Pharmingen), a depender do experimento, nas
concentracbes adequadas e incubadas por 30 minutos a 4°C sobre abrigo da
luz. Apés a incubagédo, as amostras foram novamente centrifugadas e lavadas
duas vezes com wash B. Depois de lavadas, as amostras foram fixadas em PBS/
formol 4% v/v e a leitura foi realizada no citbmetro FACS Canto Il (BD
Biosciences). Os dados foram analisados com o software BD FACSDiva e
FlowJo para a obtencéo das porcentagens representativas de cada populacao

celular analisada.

4.16. Isolamento de macrofagos peritoneais residentes

Foi feita a coleta das células através da lavagem peritoneal utilizando 5 mL
de PBS gelado. Logo apés a obtencao as células foram contadas e plaqueadas
a 108 células por poco em meio RPMI suplementado com 10 % de SFB a 37 °C
em atmosfera contendo 5 % CO:2 por 2 horas. Apos este periodo foi feita a
lavagem das placas com PBS para remocdo das células ndo aderidas e foi
acrescentado novo volume de meio RPMI suplementado com 10 % de SFB,
acrescido de 1 pg/mL de LPS ou salina. Os macréfagos foram incubados por 24

horas a 37 °C em atmosfera contendo 5 % CO2. Apds o tempo de incubacéo, o
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sobrenadante foi recolhido e diluido 3 vezes para ser utilizado no ensaio de

ELISA.

4.17. Analises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada com o software Prisma. Os resultados
foram expressos como média + erro padrédo da média. A analise da diferenca
entre dois grupos foi realizada pelo teste t-student. A analise da diferenca entre
dois ou mais grupos quando as amostras obedeciam a distribuicdo normal foi
realizado ANOVA seguida do pos-teste Student-Newman-Keuls. A significancia

estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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5. Resultados

5.1. O tecido periarticular e o lavado sinovial de animais CD300a’
apresentam parametros inflamatérios aumentados, quando

comparados aos animais selvagens

O modelo de AIA agudo é caracterizado por infiltrado neutrofilico na
cavidade articular e producdo de quimiocinas, que tem, principalmente, os
neutrofilos como alvo. Geralmente a quantidade de células mononucleares,
principalmente macrofagos, é baixa nos animais desafiados (Edwards & Hallett
1997; Pinto et al. 2010). Segundo Coelho e colaboradores, no modelo agudo de
artrite induzida por antigeno, 24 horas ap0s o desafio ocorre o recrutamento de
maior quantidade de neutrofilos tanto para a cavidade sinovial quanto para o
tecido periarticular (Coelho et al. 2008). Baseado nesses dados, o tempo de 24
horas depois do desafio foi estipulado para analise dos parametros inflamatorios.

A esse tempo, observou-se que animais CD300a’ apresentam maior
infiltrado de células polimorfonucleares, neutréfilos em sua extensa maioria, na
cavidade sinovial. A quantidade de células mononucleares é pouca e equivalente

entre ambos o0s grupos de animais, selvagens e nocautes (Figura 4).
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Figura4 - Animais CD300a’ recrutam maior quantidade de células para a cavidade
sinovial, quando comparados aos animais WT. Camundongos selvagens e nocautes foram
imunizados e, 14 dias depois, desafiados com mBSA ou com salina. 24 horas apos o desafio foi
realizado o lavado sinovial e, ao microscépio, foi feita a contagem total (a), contagem diferencial
de células polimorfonucleares (b) e contagem diferencial de células mononucleares (c) no lavado

sinovial. ***p<0,001 com rela¢@o ao grupo controle. Para cada experimento, n = 5-6 por grupo.

A atividade da enzima mieloperoxidase, presente em células mieléides,
serve como medida indireta da populagcéo de polimorfonucleares (Huang et al.
2016). Na andlise do tecido periarticular, através da medida da atividade de
MPO, pode-se evidenciar, de forma semelhante a cavidade sinovial, maior
infiltrado neutrofilico nos animais CD300a’ quando comparados ao animais

selvagens (Figura 5a). Quantificadas também no tecido periarticular, a
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guimiocina CXCL1 e a citocina IL-6 apresentaram niveis superiores nos animais
CD300a’- quando comparados ao animais selvagens (Figura 5b, c).

A presenca de maior quantidade de células polimorfonucleares, tanto no
lavado sinovial quanto no tecido periarticular, pode ser reflexo da maior producéo

da quimiocina CXCL1, uma das principais recrutadoras de neutrdfilo (Kobayashi

2008).
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Figura 5 - Animais CD300a’ apresentam aumento nos parametros inflamatorios
mensurados no tecido periarticular quando comparados aos animais WT. Camundongos
selvagens e nocautes foram imunizados e, 14 dias depois, desafiados com mBSA ou com salina.
24 horas apo6s o desafio o tecido periarticular foi coletado para medida da atividade de MPO (a),
avaliagdo da quimiocina CXCL1 (b) e da citocina IL-6 (c). ***p<0,001 com relagcdo ao grupo

controle. Para cada experimento, n = 5-6 por grupo.
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Também na andlise histologica é possivel confirmar o fenétipo observado.
No tempo de 24 horas apés o desafio, as articulagdes tibio-femurais de animais
selvagens e nocautes foram removidas para que o procedimento histologico
pudesse ser executado. Os cortes, corados com hematoxilina e eosina, foram
fotografados no aumento de 40 e 200 vezes (Figura 6a).

Observou-se infiltrado inflamatério no tecido sinovial com predominio de
células polimorfonucleares (neutréfilos) e hiperplasia da membrana sinovial que
variou de leve a intensa de acordo com os diferentes grupos. Em algumas
poucas amostras, oriundas de animais nocautes, observaram-se pontos de
reabsorcéo 6ssea, bem como vasos hiperemiados e células no espaco sinovial.
De forma geral, os parametros analisados foram mais intensos nos animais que
nao possuem o gene do receptor CD300a quando comparados aos animais
selvagens. Estes parametros foram analisados e foi dado um score aos

diferentes graus observados, sendo estes representados na figura 6b.
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Figura 6- Animais CD300a’ apresentam maior infiltrado inflamatério no tecido

sinovial quando comparados aos animais WT. Seccfes representativas das articulacdes de

joelhos de camundongos WT (i e iii) e CD300a™ (ii e iv) coradas com eosina e hematoxilina (a).

Nos retangulos maiores, aumento de 200X e nos retangulos menores, aumento de 40X. Em (i) e

(i) os animais foram desafiados com salina e em (i) e (iv), com mBSA. Em (b), gréafico

representativo do score artritico levando em consideracdo os seguintes parametros: infiltrado

neutrofilico, hiperplasia, hiperemia e reabsorcao éssea. **p<0,01 com relagdo ao grupo controle.

n=4 por grupo.
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5.2. O receptor CD300a né&do estad relacionado ao processo de

resolugcdo no modelo de artrite induzida por antigeno

A fim de se comparar, avaliar a dinamica do processo inflamatorio e
verificar se o receptor CD300a influencia na resolucédo da artrite induzida por
mBSA foi realizada uma cinética. Camundongos selvagens e CD300a” foram
imunizados e desafiados 14 dias depois. Nos tempos de 6, 24, 48 e 96 horas
apos o desafio, foi realizado o lavado sinovial para contagem das células ao
microscopio. Os animais selvagens apresentaram aumento de células totais e
de polimorfonucleares na cavidade sinovial jA com 6 horas apdés o desafio,
mantendo-se o numero elevado até 24 horas. Comparado com o grupo de
animais selvagens, no grupo CD300a”’ foi observado um abrupto aumento de
células na cavidade sinovial no tempo de 6 horas, quantidade esta que se
manteve praticamente inalterada no tempo de 24 horas. Na contagem
diferencial, a curva de células totais se assemelha & curva de
polimorfonucleares, clarificando que esse tipo celular é predominante dentro da
populacao total (Figura 7). Apesar do inicio da cinética ser diferente entre os
grupos, tendo o grupo deficiente em CD300a maior quantidade de células, no
altimo tempo (96 horas) ambos o0s grupos se encontraram com a mesma
guantidade de células, dado que sugere que o envolvimento do receptor CD300a

no modelo de AlA se da na fase inicial da inflamacao.
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Figura 7 - O receptor CD300a esta envolvido no inicio da resposta inflamatéria no
modelo de artrite induzida por antigeno. Camundongos selvagens e nocautes foram
imunizados e, 14 dias depois, desafiados com mBSA ou com salina. Nos tempos de 6, 24, 48 e
96 horas apés o desafio foi realizado o lavado sinovial e, ao microscépio, foi feita a contagem
total (a), contagem diferencial de células polimorfonucleares (b) e contagem diferencial de células
mononucleares (c) no lavado sinovial. *p<0,05, **p<0,01 com relacdo ao grupo controle. Para

cada experimento, n = 5-6 por grupo.
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5.3. A auséncia do receptor CD300a nao altera os niveis de

hipernocicep¢cdo mecanica nos animais com AlA

Para se verificar se 0s animais nocautes apresentam diferenca na
capacidade hipernociceptiva, animais selvagens e nocautes para CD300a foram
imunizados, desafiados 14 dias depois e 24 horas ap0s o desafio, 0os animais
foram submetidos ao teste de pressédo crescente na pata (Von Frey). Os valores
adquiridos por meio do analgesimetro equivalem a pressdo depositada, pelas
patas dos animais, sobre o eletrodo, de forma que quanto maior o valor, maior a
pressdo e menor o incbmodo dos animais com o a pressao aplicada. Apesar de,
24 horas apdés o desafio, a quantidade de células polimorfonucleares e
neutroéfilos no tecido periarticular dos animais nocaute serem maiores quando
com parados aos animais selvagens, nao foi encontrada diferenca nos niveis de
hipernocicepcao entre os grupos (Figura 8).
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Figura 8 — N&do héa diferenca entre a capacidade hipernociceptiva de animais WT e
CD300a’. Camundongos selvagens e nocautes foram imunizados e, 14 dias depois, desafiados
com mBSA ou com salina. 24 horas ap6s o desafio realizou-se o teste de Von Frey nos animais.

Para cada experimento, n=5-6 por grupo.
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5.4. O processo de imunizagdo nao é responsavel pela diferenca de

fenotipo observado

O sangue de animais selvagens e deficientes para CD300a com AlA e
controles foi coletado com o objetivo de avaliar a quantidade de IgG total anti-
MBSA por ELISA no soro, medida indireta da resposta dos linfocitos B. O soro
coletado apos centrifugacdo do sangue foi diluido 100 vezes para a realizacao
do experimento. A imunizacdo aumenta a producédo de IgG total anti-mBSA nos
animais, porém a auséncia do CD300a nao altera este parametro (Figura 9). O
resultado confirma que o fendtipo observado nédo se deve a diferentes respostas

humorais entre animais selvagens e nocautes.
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Figura 9 — O processo de imunizacdo néo interfere no fen6tipo observado nos animais
CD300a. Camundongos selvagens e nocautes foram imunizados e ,14 dias depois, desafiados
com mBSA ou com salina. 24 horas apés o desafio, 0 sangue dos animais foi coletado e o soro,
diluido 100 vezes, foi utilizado em ensaio de ELISA para deteccdo de IgG total anti-mBSA. Para

cada experimento, n=5-6 por grupo.
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5.5. Os esplendcitos de animais CD300a’ apresentam perfil mais

inflamatorio que esplendcitos de animais selvagens

Com o intuito de se conhecer o comportamento dos esplendcitos de animais
nocautes quando submetidos ao modelo de AIA, animais selvagens e nocautes
para CD300a foram imunizados e desafiados 14 dias depois. 24 horas apos o
desafio, os bacos dos animais foram coletados e os esplendcitos separados,
plagueados na quantidade de 108 células por poco e incubados a 37°C por 48
horas com RPMI e concanavalina A (2 pg/mL). Foram dosadas as citocinas IFN-
y, IL-17 e IL-10.

Embora o0s grupos controles, estimulados com RPMI, tenham
apresentado altos niveis de expressdo de todas as citocinas dosadas, 0s
esplendcitos dos animais nocautes apresentaram um perfil mais inflamatorio
quando comparados aos esplendcitos de animais selvagens. A producdo das
citocinas IFN-y e IL-17 pelos células nocautes foi maior do que a producéo das
mesmas pelas células selvagens, ao passo que a citocina anti-inflamatéria IL-10

foi produzida em maior quantidade pelas células selvagens (Figura 10).
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Figura 10 — Esplendcitos de animais CD300a”’- apresentam perfil mais inflamatério
guando comparados aos animais WT. Camundongos WT e CD300a" foram imunizados e, 14
dias depois, desafiados com mBSA ou salina. 24 horas apés o desafio, o baco dos animais foi
removido e 10° esplendcitos foram plaqueados e estimulados com RPMI e concanavalina A (2
pg/mL). Apos 48 horas o sobrenadante foi coletado para dosagem de IFN-y (a), IL-17 (b) e IL-10

(c) por ELISA. *p<0,05, ***p<0,001 com relacdo ao grupo controle. Para cada experimento, n =

5 por grupo.
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5.6. Macrofagos deficientes para o receptor CD300a expressam
maiores niveis de mediadores inflamatérios quando comparados

a macroéfagos selvagens

Com o intuito de avaliar se os macrofagos também tém participagédo no
fendtipo observado, macréfagos peritoneais residentes de animais selvagens e
nocautes foram coletados e incubados a 37°C com 1 pg/mL de LPS por 24 horas.
Apos esse tempo, o sobrenadante da cultura foi recolhido e utilizado para
dosagem da quimiocina CXCL1 (Figura 11a) e da citocina IL-6 (Figura 11b) por
ELISA. Os macrofagos que ndo possuem o gene para o receptor CD300a
produziram quantidades superiores de ambos mediadores inflamatdrios,
sugerindo a participacdo dos mesmos na inflamacgédo exacerbada dos animais

nocautes em relacdo aos animais selvagens.
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Figura 11 — Macréfagos CD300a” estimulados com LPS produzem maiores niveis
de citocinas inflamatérias quando comparados a macrofagos selvagens. Macrofagos
peritoneais residentes de camundongos WT e CD300a”- foram coletados e incubados a 37°C
com 1 pg/mL de LPS por 24 horas. O sobrenadante foi utilizado para dosagem da quimiocina

CXCL1 (a) e IL-6 (b).
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5.7. A expressdo do CD300a em neutrofilos na cavidade sinovial de

animais com AIA é aumentada e sugere importancia do receptor

Como observado na figura 7, o receptor CD300a estéa envolvido no inicio
da resposta inflamatoria no modelo de AIA. Nessa fase, os neutréfilos exercem
grande importancia na instauracdo do processo inflamatério e lesdo tecidual
(Coelho et al. 2008; Cunha et al. 2009; Weissmann & Korchak 1984). Para avaliar
a expressao do CD300a nos neutréfilos no modelo de AlA, animais selvagens
foram imunizados e desafiados, 14 dias depois, com mBSA. 24 horas ap0s o
desafio, foi realizado o lavado sinovial de animais controles e com AlA. O lavado
foi utilizado para um experimento de citometria de fluxo onde foram usados
anticorpos anti-CD300a e anti-Grl. Foi feito um gate dentro da populacdo de
polimorfonucleares e nas células positivas para Grl foi analisada a expressao
do CD300a. Para os animais controle, foi feito um pool, uma vez que estes
apresentam quantidades minimas de neutrofilos na cavidade sinovial. No lavado
dos animais desafiados a quantidade de eventos positivos para Grl foi maior
gue nos animais controle, confirmando o dado observado na figura 4b. Dentro
dessa populacdo positiva, a porcentagem de neutréfilos que expressam o
CD300a é maior entre 0os que se encontram no sitio de inflamacgédo e também
estes neutrdéfilos apresentam uma tendéncia de aumento na intensidade média
de fluorescéncia (MFI) do CD300a (Figura 12a, b, c).

Em outro experimento de citometria de fluxo, utilizando animais selvagens
com AlA, 24 horas apos o desafio, foi coletado sangue e lavado sinovial para
analise da expressdo do CD300a em neutrdfilos, também usando os anticorpos
anti-Grl e anti-CD300a. Apesar de ndo haver diferenga entre a porcentagem de

neutréfilos que expressam o receptor no sangue e no lavado, os neutréfilos
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presentes na cavidade sinovial inflamada apresentam maior intensidade média

de fluorescéncia (Figura 12d, e).

Esses resultados sugerem uma importancia do receptor CD300a, ja que

em situacdes inflamatdrias ele é mais expresso nos neutrofilos.
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Figura 12 — Neutréfilos presentes na cavidade sinovial inflamada apresentam

maior expressao do receptor CD300a. Camundongos selvagens foram imunizados e, 14 dias

depois, desafiados com mBSA ou com salina. 24 horas ap6s o desafio foi realizado o lavado

sinovial, onde foi avaliada a expressdo do CD300a em neutréfilos usando anticorpos anti-Grl e

anti-CD300a. Foram avaliados e comparados os seguintes parametros: eventos Grl positivos

(a), porcentagem de neutréfilos que expressam o CD300a (b) e intensidade média de

fluorescéncia (c). Em outro experimento foi comparada a expressdo do CD300a no sangue e no

lavado sinovial (d), bem como a intensidade média de fluorescéncia (e). **p<0,01, ***p<0,001

com relagdo ao grupo controle. Para cada experimento, h = 5 por grupo.
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5.8. O receptor CD300a participa do controle da migracdo de

neutrofilos sob diferentes estimulos

Como a expressédo do CD300a se mostrou importante em neutrofilos no
processo inflamatério (Figura 12), foi avaliada a participacdo do imunorreceptor
no processo de quimiotaxia. Para tal, foi realizado o ensaio de quimiotaxia em
camara de Boyden, onde neutrofilos foram avaliados quanto a habilidade de
migrar através de uma membrana segundo um gradiente quimiotatico. Para o
experimento, neutréfilos foram isolados a partir da medula 6ssea de animais WT
e CD300a’ utilizando gradiente de Histopaque®. Foram testados trés
quimioatraentes: CXCL1 (30 ng/mL), fMLP (10'M) e LTB4 (108M). Como
controle de migracdo aleatoéria foi utilizado meio RPMI com 0,01% de BSA.
Foram utilizadas 5x10* células e a membrana foi corada com panético 1 hora
apos ser incubada.

Os neutréfilos CD300a”’- apresentaram uma maior taxa de migragdo em
direcéo aos trés quimioatraentes analisados quando comparados aos neutrofilos
selvagens (Figura 13), dado que revela a participacdo do CD300a na regulacéo

da transmigracao de neutrofilos.
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Figura 13 — O receptor CD300a participa do controle da migrac&o de neutrofilos in vitro.
Neutroéfilos isolados da medula 6ssea de animais WT e CD300a” foram submetidos ao ensaio
de quimiotaxia na camara de Boyden, conforme descrito na metodologia, sob os diferentes
estimulos: CXCL1 (30 ng/mL), fMLP (10-"M) e LTB4 (108M). Ap6s 1 hora de incubagéo a 37°C,
a membrana foi corada em panético e os neutréfilos migrados, contados ao microscopios.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 com relacdo ao grupo controle. Para cada experimento, n = 4 por

grupo.
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5.9. A dessensibilizagdo do receptor CXCR2 da indicios de
participacéo, porém nao explica a maior capacidade quimiotatica

dos neutr6filos CD300a™

Como visto na figura 13, comparados aos neutréfilos selvagens, os
neutrofilos que ndo expressam o gene do receptor CD300a apresentam aumento
da capacidade quimiotatica em direcdo ao gradiente de CXCL1, fMLP e LTB4.
Os receptores para os trés quimioatraentes testados sdo GPCRs (McLeish et al.
1989; Raghuwanshi et al. 2012). Apés a interacdo dos GPCRs com seus ligantes
e desencadeamento da resposta, estes sofrem dessensibilizacdo, que consiste
na internalizacdo do receptor e posterior direcionamento a reciclagem ou a
maquinaria de degradacdo, de forma a evitar superestimulacdo do ligante
(Rajagopal & Shenoy 2017).

Com base nessa informacédo, foi verificado se a maior capacidade
quimiotatica dos neutréfilos CD300a” deve-se a alteragées no mecanismo de
dessensibilizacdo do receptor CXCR2, o principal envolvido no recrutamento de
neutréfilos no modelo de AIA (Grespan et al. 2008). Para tal, neutrofilos
selvagens e CD300a” foram isolados da medula dssea, e 108 células foram
incubadas com CXCL1 (20ng/mL) por 45 minutos e marcados com anticorpos
anti-Ly6G e anti-CXCR2 para andlise por citometria de fluxo.

A dessensibilizacdo foi avaliada comparando-se o0 percentual de
neutréfilos que expressam o receptor CXCR2 com e sem o estimulo com seu
ligante, CXCL1. O mesmo parametro foi utilizado pra avaliar a dessensibilizacédo
por meio da intensidade média de fluorescéncia do CXCR2.

Na primeira analise, considerando a porcentagem de neutréfilos que

expressam 0 CXCR2 com ou sem estimulo, foi observada discreta
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dessensibilizacdo do CXCR2 tanto nos neutrdfilos selvagens quanto nos
CD300a” (Figura 14a). No entanto, quando analisada por meio da intensidade
média de fluorescéncia do CXCR2, a dessensibilizacdo foi observada

timidamente nos neutrofilos selvagens (Figura 14b).
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Figura 14 — O receptor CXCR2 de neutrofilos sofre dessensibilizagdo quando
previamente estimulados com seu ligante, CXCL1. 108 neutrofilos isolados da medula éssea
de animais WT e CD300a’ foram incubados com RPMI ou CXCL1 (20ng/mL) e, depois de 45
minutos, marcados com anticorpos anti-Ly6G e anti-CXCR2 para andlise em citometria de fluxo.
Para avaliacao da dessensibilizacao foi levada em consideracao a propor¢éo de neutrdéfilos que
expressam CXCR2 sem e com estimulo com CXCL1 (a) e a intensidade média de fluorescéncia

do CXCR2 sem e com estimulo com CXCL1 (b).
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6. Discusséao

Em tempos de avancos em diversas areas da ciéncia, diversos temas
ainda permanecem a sombra do esclarecimento. H4 dezenas de revistas que
possuem como conteudo principal estudos envolvendo a artrite reumatoide (AR).
Segundo dados do PubMed, a cada ano as publicacbes que possuem como
palavra-chave “rheumatoid arthritis” vém crescendo (Figura 15), constatando a
necessidade de se buscar novos conhecimentos e terapias para ajudar no

tratamento e prevencédo da doenca.

5000+

4000+

oes

S, 3000-

2000

Publica

1000

0
1996 2000 2004 2008 2012 2016

Figura 15— Publica¢c6es com a palavra-chave “rheumatoid arthritis” de 1996 a 2016.

Dados baseados em buscas no PubMed.

A regulacéo da resposta inflamatéria € um ponto de extrema importancia
para melhor se compreender a AR, uma vez que € bem aceito que a resposta
inflamatoria desenfreada pode levar a inflamacéo cronica (Lo et al. 1999;

Carlberg et al. 2016).
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Diversas moléculas regulatérias sdo alvos de estudo no contexto de AR
com o intuito de entender melhor a patogénese e desenvolvimento da doenca
para que novos e efetivos alvos terapéuticos sejam descobertos.

Ha pouca literatura envolvendo o imunorreceptor CD300a, dado que sua
primeira descri¢cdo data de 1999 (Cantoni et al. 1999). Embora recém descrito, 0
CD300a j& se apresenta como molécula importante no contexto de sepse
(Udayanga et al. 2016), infec¢des por HIV (Silva et al. 2011) e DENV (Carnec et
al. 2015) e doencas como asma (MUNITZ et al. 2006) e cancer (Jiang et al.
2015), onde, de forma geral, foi demonstrada a capacidade regulatéria do
receptor. O CD300a é expresso em celulas tanto de linhagem linfoide quanto
mieloide (Clark et al. 2009), sendo ligeiramente mais estudado em células de
linhagem mieloide, por apresentarem sélida expresséo basal (Nakahashi-Oda,
Tahara-Hanaoka, Shoiji, et al. 2012; Alvarez et al. 2008; Udayanga et al. 2016;
Munitz et al. 2006).

No presente estudo, utilizando camundongos CD300a, o imunorreceptor
CD300a foi, pela primeira vez, associado a artrite por intermédio do modelo de
artrite induzida por antigeno.

No aspecto geral, os animais deficientes para o gene do CD300a
apresentaram maior intensidade nos parametros inflamatérios quando
comparados aos animais selvagens, revelando a participagéo do imunorreceptor
no patogénese da artrite induzida por antigeno. Quando submetidos ao modelo
de AIA, os animais CD300a’ apresentaram maior infiltrado inflamatdrio,
caracterizado pela presenca massiva de polimorfonucleares na cavidade sinovial
24 horas apos o desafio (Figura 4). No tecido periarticular dos animais nocautes

também foi observado maior infiltrado inflamatorio, bem como perda da
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arquitetura sinovial, mostrada por meio da atividade enzimética da
mieloperoxidase (Figura 5a) e pela andlise histolégica (Figura 6). A presenca de
maior quantidade de neutrofilos, tanto na cavidade sinovial quanto no tecido
periarticular de animais CD300a”, parece ser resultado da maior producio da
principal quimiocina responsavel por recrutar essas células, CXCL1, (Coelho et
al. 2008; Kolaczkowska & Kubes 2013) dosada no homogenato do tecido
periarticular (Figura 5b).

E bem estabelecida a relacéo entre a fagocitose de células apoptdticas,
por meio da exposicdo da fosfatidilserina, e supressdo da resposta pré-
inflamatoria, o que favorece o processo de resolucao da inflamacao (Fadok et al.
1998; Huynh et al. 2002). Com base nessa informac¢éo, além da descricdo da
fosfatidilserina como ligante do CD300a (Nakahashi-Oda, Tahara-Hanaoka,
Honda, et al. 2012), levantou-se a questdo do envolvimento do CD300a no
processo de resolucédo da inflamagéo no modelo de AIA. Embora os animais
CD300a”- apresentem um quadro mais intenso de artrite nos tempos iniciais da
inflamacé&o, a resolucédo ocorre de forma pareada com o0s animais selvagens
(Figura 7), o que sugere a ndo participagcdo do CD300a no processo resolutivo
do modelo de AlA.

A citocina IL-6 possui grande relevancia na patogénese tanto da AR
quanto do modelo de AIA, onde animais IL-67- se mostram resistentes (Hennigan
& Kavanaugh 2008; Boe et al. 1999). IL-6 & muito bem conhecida principalmente
por sua acao pro-inflamatoria, porém estudos evidenciam também atividades
regenerativas e anti-inflamatorias (Scheller et al. 2011). O recrutamento de
leucdcitos para sitios de inflamacgéo tem associacdo com a IL-6, principalmente

por sua participacao no que diz respeito a producéo de quimiocinas (Romano et
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al. 1997). No tempo de 24 horas ap0s o desafio em animais imunizados, a
produgédo de IL-6 no tecido periarticular de animais nocautes se apresenta
aumentada quando comparada a animais selvagens (Figura 5c). A IL-6
aumentada no animal nocaute pode ser responsavel pela resolugdo pareada
com o0s animais selvagens (Figura 7), uma vez que esta € a principal citocina
responsavel pela transicao entre o recrutamento de neutrofilos e mondcitos, por
meio da alteracdo do perfil de quimiocinas secretadas de CXC para CC
(Kaplanski et al. 2003; Scheller et al. 2011).

Os macrofagos possuem papel fundamental na producdo moléculas
inflamatérias, como CXCL1 e IL-6, na AR (Szekanecz & Koch 2007). Quando
estimulados por LPS, macrofagos que ndo possuem o gene do CD300a se
mostraram mais ativados, produzindo quantidades superiores de CXCL1 e IL-6
(Figura 11), dado que é suportado por Tanaka e colaboradores, que observaram
maior producdo de IL-6 por macréfagos CD300a’ quando comparado com
macrofagos selvagens (Tanaka et al. 2014). O perfil inflamatério destes
macréfagos CD300a” realca a importancia do receptor no controle da ativacéo
dessas células. O descontrole causado pela auséncia do CD300a, que leva a
maior producdo de moléculas pré-inflamatérias pelos macréfagos CD300a™,
colabora para o maior influxo de neutréfilos na cavidade sinovial e tecido
periarticular de animais com AlA.

O desencadeamento do processo inflamatorio passa pela ativacdo de
células endoteliais e 0 processo de transmigracdo dos neutréfilos, dependente
de citocinas e quimiocinas, para o tecido afetado (Kruger et al. 2015). Uma vez
no tecido, os neutréfilos podem apresentar ativacao inapropriada e contribuir

para o dano tecidual (Kolaczkowska & Kubes 2013). A fim de se evitar uma
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resposta exacerbada e danos ao hospedeiro, a ativacao dos neutrofilos deve ser
bem controlada e nesse ponto atuam os receptores inibitorios (Daéron et al.
2008), dos quais o0 CD300a € um exemplar. No modelo de AIA os neutrofilos
recrutados para a cavidade sinovial inflamada apresentam expressdo do
CD300a aumentada. Isso é observado tanto quando se compara neutrofilos da
cavidade desafiada com mBSA e salina (Figura 12b, c), quanto na comparagéo
entre neutrofilos presentes no sangue e na cavidade inflamada (Figura 12e). O
dado da Figura 12d revela que praticamente todos os neutréfilos de
camundongos com AIA expressam o CD300a em algum nivel, sendo que 0s
neutréfilos que transmigram para a cavidade sinovial apresentam maior
intensidade média de fluorescéncia (Figura 12e), corroborando o trabalho de
Alvarez e colaboradores, onde foi observada uma sobrerregulacdo do CD300a
em neutrdéfilos humanos sob estimulos inflamatérios (Alvarez et al. 2008). Ainda
h4, na literatura, a observacédo de que a expressdo do CD300a é sobrerregulada
em mondcitos apos a transmigracdo (Ghavampour et al. 2013). O aumento da
expressdo do CD300a nos neutréfilos que responderam ao estimulo inflamatério,
junto com o suporte da literatura, sugere fortemente a participacdo do
imunorreceptor no controle da resposta neutrofilica.

Além da expressdo do CD300a nos neutrofilos sugerir sua participacdo na
resposta da célula, o CD300a também se apresentou como peca importante na
regulacdo da atividade quimiotatica dos neutrofilos. No ensaio de quimiotaxia
utilizando CXCL1, fMLP e LTB4 como estimulos, os neutréfilos CD300a™
migraram mais na direcdo do gradiente dos trés agentes quimiotaticos testados
(Figura 13). Munitz e colaboradores mostraram que a ativagdo do CD300a inibe

a transmigracéao dependente de eotaxina de eosinéfilos humanos (Munitz et al.
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2006). Em 2013, Ghavampour e colaboradores mostraram que alguns genes séo
sobrerregulados em mondcitos humanos apds sua transmigracéo, entre esses
genes esta o CD300a (Ghavampour et al. 2013). Ainda no mesmo trabalho,
confirmando e completando o dado de expressao génica, foi mostrado que o
CD300a regula a transmigracao dos monacitos, inibindo-a quando o receptor é
ativado. A literatura suporta o dado da figura 13, que mostra, pela primeira vez
que o CD300a regula também a capacidade dos neutréfilos de responder a
agentes quimiotaticos, estando, portanto, envolvido também na regulacdo da
transmigracdo dos neutrdéfilos. Essa informacdo ajuda a explicar o fenétipo
observado, uma vez que os animais CD300a’ com AIA apresentam maior
infiltrado de células polimorfonucleares na cavidade sinovial.

Em muitas células que respondem a estimulos quimiotaticos, os sinais
que regulam o movimento celular sdo iniciados por receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) (Miller & Falke 2004). Quando interagem com seus ligantes
na superficie celular, os GPCRs transduzem o sinal do meio extracelular para o
citoplasma, ativando cascatas de sinalizagcdo que vao levar a respostas
especificas, a depender do receptor e do ligante (Williams & Hill 2009). Embora
a sinalizacdo via GPCR seja essencial para o funcionamento celular normal, uma
superestimulacdo ou sinaliza¢édo continua pode ter a¢ao perniciosa para a célula,
podendo levar a proliferacdo descontrolada, como no cancer. Por esse motivo,
células saudaveis possuem um mecanismo muito bem regulado que leva a
dessensibilizacdo transiente do GPCR para que a fisiologia normal seja
sustentada. A dessensibilizacdo consiste na internalizacdo do receptor e este
pode ser degradado ou reexposto na superficie apos certo tempo (Rajagopal &

Shenoy 2017). Os trés estimulos utilizados no ensaio de quimiotaxia séo ligantes
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de GPCRs. Quando neutrofilos selvagens e CD300a’ foram estimulados com
CXCL1 para identificar um possivel papel da dessensibilizacdo do CXCR2 na
maior atividade quimiotatica dos neutréfilos CD300a’, ndo foi encontrada
diferenca (Figura 14), embora tenha sido observada uma dessensibilizacao
ligeiramente inferior do CXCR2 em neutréfilos CD300a” quando analisada a
intensidade média de fluorescéncia (Figura 14b). Apesar de nao explicar a maior
atividade quimiotatica dos neutréfilos CD300a™, é possivel que se consiga uma
resposta mais clara estimulando os neutréfilos por mais tempo, podendo ser
observado um aumento da diferenca entre a dessensibilizagdo do CXCR2 em
neutrdfilo selvagens e nocautes.

Neutrofilos sdo responsaveis pela secrecdo de varios mediadores que
podem afetar, direta ou indiretamente, a sensibilidade de neurdnios aferentes
primarios e aumentar a hipernocicepc¢ao (Amann 2007), mas, embora 0s animais
CD300a™ apresentem maior influxo neutrofilico, ndo foi encontrada diferenca
entre a capacidade hipernociceptiva de animais nocautes e selvagens 24 horas
apos o desafio (Figura 8). Tal diferenca pode néo ter sido observada devido ao
tempo em que o teste foi realizado, pois estando 0s animais muito sensiveis, a
diferenga entre os grupos ndo foi visualizada. Além disso, este dado de
hipernocicepcdo ndo denota antagonismo, visto que a presenca de neutrofilos
possui correlagéo indireta com hipernocicepcdo e para que se estabelecesse
uma relacéo direta, mediadores como prostaglandinas, leucotrienos e elastase
deveriam ter sido dosados.

O CD300a é expresso em diferentes niveis em alguns subtipos de
linfécitos B, incluindo plasmdécitos (Silva et al. 2011), porém, por meio da

dosagem de IgG anti-mBSA total sérica, ndo foi verificado componente da
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resposta imune dependente de linfécito B no fenotipo observado nos
camundongos CD300a’- (Figura 9). Apesar de ndo haver diferenca na
guantidade de anticorpos anti-mBSA no soro de animais nocautes e selvagens,
0s esplendcitos de animais nocautes apresentaram perfil mais inflamatério que
esplendcitos de animais selvagens, produzindo maiores niveis de IFN-y e IL-17,
e menores niveis de IL-10 (Figura 10).

No ambito molecular, levando-se em consideracgéo as fosfatases ativadas
pelo CD300a, determinadas vias podem estar sendo afetadas pela ativagao do
receptor. Existe um substancial corpo de evidéncias de que PI3Ky exerce um
importante papel nos eventos iniciais da transdugao de sinais de GPCRs (como
receptores de fMLP, Cba, IL-8, LTB4) que levam a migracdo de células do
sistema imune inato (Stephens et al. 2008; Hawkins & Stephens 2015; Ferguson
et al. 2007; Hirsch et al. 2000). Uma das fosfatases recrutadas e ativadas pelo
CD300a € SHIP (DeBell et al. 2012), que atua desfosforilando PIP3 em PIP2,
elementos downstream a via da PI3Ky (Daéron et al. 1995). Dessa forma, no
contexto estudado, a ativacdo de SHIP poderia levar a interrupcéo da cascata
de sinalizagéo da via de PI3Ky e assim limitar a transmigrac@o dos neutrdfilos.
Além de SHIP, outras fosfatases ativadas pelo CD300a, SHP-1 e SHP-2,
exercem sua atividade desfosforilando uma gama de moléculas que podem estar
envolvidas no fendtipo mais inflamatério observado nos animais nocautes.
Conforme descrito na introdugcédo, SHP-1 e SHP-2 intervém no processo de
inflamagé&o e quimiotaxia, modulando sinais celulares que envolvem PI3K, Akt,
JAK2, MAPK, NF-kB e até mesmo [B-arrestinas, interferindo no processo de
dessensibilizacdo (Chong & Maiese 2007; Lodeiro et al. 2011). Como as trés

fosfatases descritas podem modular a via da PI3K, avaliar a ativagéo de Akt seria
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uma alternativa para se descobrir onde a ativagdo do CD300a interfere. Foram
realizados experimentos com o intuito de analisar se a proteina Akt apresentava
diferentes niveis de ativacdo (fosforilagdo) entre neutréfilos selvagens e
nocautes, porém ndo foi possivel detectar o resultado na técnica utilizada,
western blot. Avaliar a fosforilacdo de Akt por outras técnicas ainda continua
sendo a primeira alternativa para desvendar a principal via modulada pelo
CD300a.

Ainda ha a possibilidade do CD300a estar envolvido na regulacao do fator
de transcricdo STAT3. Um dos maiores ativadores de STAT3 é a IL-6, citocina
gue, como Vvisto, foi encontrada aumentada nos animais nocautes. A ligagao da
IL-6 ao seu receptor induz a homodimerizagdo da subunidade transdutora de
sinal gp130, que leva a ativacdo de Jakl com consequente fosforilagdo e
ativacdo de STAT3 (Garbers et al. 2015). Uma vez fosforilado, STAT3 pode
regular genes que vao atuar em diferentes faces da resposta inflamatoria,
induzindo migracéo, sobrevida e proliferacéo celular e producéo de mediadores
pré ou anti-inflamatérios (Nguyen-Jackson et al. 2010; Yu et al. 2014). A
fosfatase SHP-2, uma das ativadas pelo CD300a, é responsavel por regular a
via Jak-STAT desfosforilando a tirosina 759 do gp130 e, dessa forma, inibindo a
ativacdo de STATS3 e suas func¢des efetoras (Lehmann et al. 2003).

Apesar de bilhGes de doblares serem gastos em pesquisas na area de
imunologia, poucas drogas anti-inflamatorias efetivas tém surgido e existe uma
urgente necessidade de novas drogas, uma vez que muitas doencas
inflamatorias ndo respondem adequadamente aos medicamentos atuais
(Mackay 2008). A modulacéo da migracéao celular € objeto de interesse na busca

por terapias anti-inflamatorias e entre as moléculas-alvo incluem-se as
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quimiocinas e seus receptores, moléculas de adeséo e moléculas envolvidas na
angiogénese (Castellani et al. 2007; Mackay 2008), tendo até mesmo estudos
relacionando tais alvos com a artrite (Podolin et al. 2002). Historicamente,
estudos em imunologia e em busca de terapias anti-inflamatorias se atém a vias
que levam a ativacao celular em resposta a antigenos e patdégenos, entretanto
nas ultimas duas décadas, além de estudos que visam ativacao celular, vias que
podem conter a ativacao celular e restaurar a homeostase tém ganhado espaco
e importancia (Cooper 2008).

A ativacdo de receptores inibitérios pode modular a resposta inflamatéria
em diversos pontos, como a liberacdo de mediadores, a migragéo, diferenciacao
e proliferagao celular, entre outros (Figura 16) (Munitz 2010). Foi demonstrada
inibicdo da sinalizacdo via GPCR e receptor de citocinas pelo CD300a (Munitz
et al. 2006) e no presente trabalho, o CD300a se apresentou como importante

regulador na liberacéo de mediadores inflamatorios e na migracao de neutrofilos.
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Figura 16 — Pontos de intervencdo de receptores inibitérios na resposta de

ativacéo celular.

Muito pouco ainda € conhecido e explorado em relacdo aos receptores
inibitérios e sua importancia na modulacao de respostas celulares em doencas
inflamatorias, ainda mais no que diz respeito ao CD300a, ja que este ainda esta
despontando no cenario da pesquisa cientifica. A identificacdo do CD300a como
importante elemento no controle da artrite induzida por antigeno em
camundongos, além da importancia em outras doencas ja citadas, o coloca
dentro do grupo de potenciais alvos terapéuticos. Um longo caminho, repleto de
desafios, deve ser trilhado para que o CD300a seja efetivamente empregado

como alvo terapéutico, mas o desafio atica a motivacado e inspiracao.
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7. Conclusao

O presente trabalho mostra, pela primeira vez, o envolvimento do
imunorreceptor CD300a no modelo de artrite induzida por antigeno. Gragas ao
uso de animais CD300a™, o receptor foi identificado como importante regulador
do infiltrado neutrofilico na cavidade sinovial e no tecido periarticular. O CD300a
controla fun¢des de macréfagos e de neutrdfilos, modulando, respectivamente,
a producédo de mediadores inflamatérios e a capacidade de responder a agentes
quimiotaticos, além de regular a ativacdo de esplendcitos. Este estudo abre

portas para outros envolvendo o CD300a em outros modelos inflamatorios.
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