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RESUMO

GRAVINA, Humberto Doriguétto, D.Sc., Universidade Federal de Minas
Gerais, fevereiro de 2015. Utilizacao diferencial dos TLR2 e TLR9 pelas células do
eixo fagocitico mononuclear durante a infeccio aguda por 7. cruzi. Orientadora:

Dra Catherine Ropert. Co-Orientador: Dr Alfredo Miranda Goes.

Este trabalho destaca o uso diferencial de TLRs por células da imunidade inata
durante a organizacdo da resposta contra o 7. cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas. Para tal, utilizamos a citometria de fluxo como ferramenta para prospeccao e
imunofenotipagem de células responsivas a TLRs. Avaliamos também, a producdo de
citocinas inflamatérias em resposta a agonistas de TLR2 e TLR9 (Pam3Cys e CpG
DNA, respectivamente), individualmente ou em combinagdo. Primeiramente,
evidenciamos o envolvimento do TLR9 no estabelecimento de um perfil pro-
inflamatorio com citocinas tipicas Thl, o qual foi associado a atividade de células
dendriticas classicas (cDCs). Em contraste, o TLR2 foi associado a indu¢ao de um perfil
modulado de citocinas pré e anti-inflamatdrias, principalmente relacionado a atividade
de monocitos (Mos) e macrofagos classicos (cMos). Neste contexto, identificamos
populagdes esplénicas de cDCs-MHCII™CD11c", cM¢s-F4/80"CD11b" e dois tipos de
Mo,-F4/80°CD11b"MHCII'°CD1 1c+Ly6Chi/l°TLR2hi. cDCs e cM¢s foram naturalmente
encontrados no bago de animais sadios e sintetizaram durante a infec¢do: IL-12 de
forma TLRY9 dependente e TNF-a de forma TLR2 dependente, respectivamente.
Independentemente do agonista, os mondcitos se mostraram importantes fontes de
citocinas pré e anti-inflamatérias durante a infecgio. os Mo-Ly6C" classicos
produziram citocinas pro-inflamatorias (IL-12 e TNF-a), enquanto os Mo-Ly6C10 nao-
classicos sintetizaram IL-10 e TNF-a. Acreditamos que o recrutamento da molécula
adaptadora MyD88 seja o passo fundamental no papel pro-inflamatério de TLRs,
enquanto que a fun¢do modulatéria do TLR2 seja decorrente da ativagdo diferencial de
vias controladas por Mal/TIRAP. Em suma, a cooperagdo entre receptores se mostrou
fundamental na elicitagdo da resposta ao 7. cruzi, interferindo em diferentes interagdes
celulares, ao modular: a celularidade dos o6rgdos linfoides, a expressdao de receptores, a

utilizagdo de vias de sinalizagdo e, consequentemente, os perfis citocinémicos.
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ABSTRACT

GRAVINA, Humberto Doriguétto, D.Sc., Universidade Federal de Minas
Gerais, February 2015. Differential utilization of TLR2 and TLR9 by phagocytic
mononuclear axis cells during 7. cruzi infection. Adviser: Dra Catherine Ropert. Co-

adwiser: Dr Alfredo Miranda Goes.

This work highlights the differential use of TLRs by innate immune cells as a
central mechanism in the organization of the response against the 7. cruzi, the
etiological agent of Chagas disease. To this, we had used flow cytometry as a
prospecting tool to identify TLR-responsible cells. Also, we had evaluated the
inflammatory cytokine synthesis in response to a unique or combinated stimulation by
TLR2 and TLRY agonists (Pam3Cys and CpG DNA, respectively). At first, we noted
the involvement of TLRY in the establishment of a proinflammatory cytokine profile,
typical Thl, which was associated with classical dendritic cell (cDC) activity. Then,
TLR2 was correlated with a modulated pro- and anti-inflammatory cytokine profile
promoted basically by monocytes (Mo) and classical macrophages (M¢). In this regard,
we identified splenic ¢cDC-MHCII™CD11c", cM¢-F4/80hiCD11bl°, and two types of
Mo-F4/80°CD11b"MHCIICD11¢ Ly6C"" *TLR2". ¢DCs and M¢s were naturally
found in the spleen of healthy animals and they synthesized during the infection: IL-12
after TLRO-triggering and TNF-a in a TLR2 dependent way, respectively.
Independently on the agonist in medium, the monocyte sets had been shown as sources
of pro- and anti-inflammatory cytokines. Mo-Ly6C™ produced proinflammatory
cytokines (IL-12 and TNF-a) while Mo-Ly6C10 synthesized IL-10 and TNF-a. We
believe that the adaptor molecule MyD88 recruitment is the fundamental step on the
proinflammatory role of TLRs while the TLR2 modulatory function is due to the
activation of a signaling pathway regulated by Mal/TIRAP. In summary, the
cooperation between TLRs was essential to control the 7. cruzi replication and involves
distinct types of cellular interactions, by modulating: the cellularity of lymphoid organs,

receptor expression, use of signaling pathways, and cytokinetic profiles.
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1. INTRODUCAO

1.1 INFECCAO POR Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

Estima-se que o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), agente etiologico da “doenca de
Chagas”, infecte cerca de 7-8 milhdes de pessoas, principalmente em quase todos os
paises da América do Sul e Central (OMS). Este protozoario de flagelo unico,
pertencente a familia Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastidae, ¢ caracterizado por
possuir um cinetoplasto (organela que contém DNA, localizada no interior de uma
longa mitocondria). Sua transmissdo ocorre em transfusdes de sangue, transplantes de
orgdos, gestacdo, ingestao de alimentos contaminados e por via vetorial. Nesta ultima, o
T. cruzi ¢ transmitido a mais de 100 espécies de mamiferos durante o repasto sanguineo
do triatomineo fémea, conhecido popularmente como barbeiro. Em humanos, esta via
corresponde a cerca de 80% dos casos de infecgdes. Os principais vetores que
transmitem o protozoario ao homem pertencem aos géneros 7Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus, da subfamilia Triatominae, familia Reduviidae e ordem Hemiptera. No
Brasil, a principal espécie relatada a transmissdo do 7. cruzi ¢ o Triatoma infestans
(Rassi et al., 2010; Brener, 1973). Enquanto se alimentam, os insetos eliminam fezes
contaminadas com formas parasitarias tripomastigotas metaciclicas flageladas. Em
resposta a uma irritagdo local, o proprio hospedeiro vertebrado carreia os parasitas das
fezes do vetor a uma regido lesionada da pele, sendo que a ferida deixada pelo barbeiro
durante sua alimentagdo ¢ o principal acesso a corrente sanguinea. Assim que invade o
hospedeiro, o parasita infecta diversos tipos celulares, principalmente macrofagos,
células epiteliais, fibras musculares e neurdnios. No citoplasma destas células, ele ganha
forma amastigota de pouca motilidade, a qual ¢ capaz de proliferar por divisdo binaria e
diferenciar-se novamente em formas tripomastigotas. Por sua vez, os tripomastigotas
rompem a membrana celular e sdo capazes de infectar outras células ou podem ser
ingeridos por novos insetos, fechando o ciclo infeccioso no hospedeiro vertebrado
(Pinto et al., 1999; de Souza et al., 2010; Brener, 1973).

A “doenga de Chagas” ou tripanossomiase americana possui trés fases
distintas: aguda, indeterminada e cronica. A fase aguda ¢ de curta duracdo, podendo se
estender de uma semana a um més apos a infeccdo, e na maioria das vezes ¢
assintomatica (Rassi et al., 2010). Em alguns casos, hd sintomas associados a
parasitemia e ao parasitismo tecidual. A parasitemia elevada deflagra a ativagdo do
sistema imune inato causando febre, dores, inchaco no local da picada (conhecido como

chagoma) e de ganglios, além de promover uma expansao policlonal de linfécitos T e B
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(Rassi et al., 2010; Sardinha et al., 2006). Por sua vez, o parasitismo desencadeia
alteracdes morfologicas principalmente em 6rgdos constituidos por tecidos nervosos e
musculares (lisos e estriados), o que resulta em hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia
e, as vezes, meningoencefalite, miocardite e disfun¢des renais (de Meis et al., 2009;
Lemos et al., 2013). Logo apés a fase aguda, inicia-se a etapa intermedidria da infec¢ao,
a qual ¢ caracterizada por niveis infimos de parasitemia que podem durar décadas. Esta
condi¢do cronica assintomatica ¢ considerada uma evasdo imunologica. Neste ponto, a
baixa parasitemia ndo elicita o sistema imune de forma robusta, mas desencadeia a
producdo basal e modulada de citocitas pr6 e anti-inflamatérias, além de promover uma
resposta adaptativa moderada (Rassi et al., 2010; Aoki et al., 2012; Gazzinelli and
Denkers, 2006). Os parasitas sdo encontrados principalmente no interior dos neurdnios e
de fibras musculares lisas, esqueléticas e cardiacas (cardiomidcitos) do hospedeiro,
propagando e perpetuando a infeccdo. A replicagdo do parasita desencadeia um
aumento progressivo no tamanho dos 6rgdos constituidos pelos tecidos infectados, o
que promove poucos sinais € agrava continuamente a doenga em cerca de 20-30% dos
casos (Coura and Borges-Pereira, 2010; Rassi et al., 2010). A fase cronica se
desenvolve com a elevacdo dos picos de parasitemia e parasitismo, desencadeando uma
nova ativacao robusta do sistema imune. Os 6rgdos infectados comprometem-se com
patologias associadas, como: cardiomegalia, miocardite, arritmias, falha congestiva do
coragdo, infiltrado linfocitico, degeneracdo neuronal, denervacdao, megacdlon e
megaesdfago. Algumas complicacdes podem surgir no hospedeiro debilitado,
incapacitando-o ou levando a morte (Coura and Borges-Pereira, 2010).

A “doenca de Chagas” evolui em um processo infeccioso inflamatorio cronico,
variavel de acordo com a infectividade e viruléncia da cepa (Aoki et al., 2012; Talvani
et al., 2000; Michailowsky et al., 1998; Alvares et al., 2014), como ocorre em diversas
infec¢des parasitarias (Gazzinelli and Denkers, 2006). Diversas cepas do 7. cruzi foram
isoladas e classificadas segundo a morfologia, infectividade, viruléncia e patogenicidade
(de Souza, 1999; de Freitas et al., 2006; Zingales et al., 2009). Em modelos de infec¢des
com as cepas Y, Tulahuen ou colombiana, niveis varidveis de citocinemia controlam a
replicacdo parasitdria, os quais sdo caracterizados por uma producgdo inicial de
quimiocinas e citocinas proé-inflamatorias do tipo Thl (Ex: IL-12, IFN-y e TNF-a).
Subsequentemente, hd uma liberagdo de citocinas anti-inflamatorias (Ex: IL-10) como
mecanismo de controle da resposta imune (Abrahamsohn and Coffman, 1996; Cardillo
et al., 1996; Aliberti et al., 1996; Teixeira et al., 2002). O balanco da produ¢do de

citocinas pré e anti-inflamatorias durante a infec¢do ¢ desencadeado pelo sistema imune
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inato, refletindo um perfil equilibrado entre respostas Th1/Th2, o que ¢ fundamental
para o desenvolvimento da imunidade adaptativa a posteriori. Camundongos infectados
com a cepa Y do 7. cruzi possuem um perfil de resposta aguda com uma intensa e
balanceada citocinemia (Abrahamsohn and Coffman, 1996; Aliberti et al., 1996;
Cardillo et al., 1996), enquanto que a cepa Colombiana, considerada altamente
miotréfica cardiaca e pouco replicativa, escapa facilmente do reconhecimento pelo
sistema imune, permitindo-lhe estabelecer uma fase cronica tissular da doenga e afetar a
contratilidade das fibras musculares cardiacas (Roman-Campos et al., 2009). Em nosso
trabalho, avaliamos a infec¢do aguda de camundongos pela cepa Y, pois esta possui um
padrdo de citocinemia bem caracterizado, representando um excelente modelo para o
estudo da modulag¢do da inflamagao.

O controle da replicagdo parasitaria, principalmente nos primeiros estagios da
fase aguda da infeccdo pelo 7. cruzi é realizado por diversas células da imunidade inata,
em especial as fagociticas (Sardinha et al., 2006). Estas células expressam diversas
proteinas de reconhecimento que interagem com moléculas sintetizadas pelo parasita
(de Souza et al.,, 2010). Na fase cronica, o sistema imune adaptativo auxilia na
destruicdo dos parasitas no figado por mecanismos que envolvem a fagocitose mediada
pelas imunoglobulinas IgGs e agdo de citocinas pré-inflamatérias, principalmente o

IFN-y produzido por linfocitos TCD4" e TCD8" (Sardinha et al., 2010).
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1.2 SISTEMA IMUNE E PERFIS DE RESPOSTAS CITOCINEMICAS

O sistema imune de mamiferos ¢ dividido em duas partes complementares:
inato e adaptativo. A imunidade inata atua pelo amplo reconhecimento de micro-
organismos e ¢ composta: pelas células do sistema fagocitico mononuclear (Mos, M¢s e
DCs), granuldcitos (eosinofilos, basofilos e neutrofilos polimorfonucleares), mastocitos,
NKs, linfocitos B1 e Tyd (TCRyd); pelos receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares (PRRs); e por fatores soliveis (citocinas, proteinas do complemento e
imunoglobulinas, principalmente IgM (Mori et al., 2013; Crozat et al., 2009)). Por outro
lado, a imunidade adaptativa é promovida por um conjunto de células clonais capazes
de reconhecer antigenos, seletivamente, e produzir metabdlitos ativos e anticorpos com
alta especificidade (principalmente IgG), gerando memoria imunoldgica protetora.
Dentre as células da imunidade adaptativa estdo os linfécitos B2 e Tap (TCRap —
TCD4" e TCD8") (Mori et al., 2013). Por ser extremamente “plastica”, a interface entre
imunidades inata e adaptativa ainda ¢ foco de estudos e controvérsias.

A geragdo do repertorio de células linfoides (B, T e NK) e mieloides (células
fagociticas mononucleares, granulocitos, mastocitos, eritrocitos e outros elementos
figurados) que promovem a imunidade nos diferentes 6rgaos dos mamiferos ¢ feita em
um processo progressivo de derivagdo celular denominado hematopoiese, no qual
células precursoras pluripotentes diferenciam-se em determinados tipos celulares
(Granick et al., 2012; Rose et al., 2012). A manutengdo da celularidade ocorre nos
6rgdos linfoides primarios, como a medula 6ssea e timo, onde células jovens
proliferativas reorganizam continuamente a natureza de sua expressdo proteica e
metabodlica, assumindo certo grau de maturacdo e adquirindo potencial migratdrio
(Granick et al., 2012). Diversos estimulos soluveis delineiam o desenvolvimento em
linhagens celulares especificas, dentre eles: os componentes do proprio sistema imune
(citocinas pr6é e anti-inflamatdrias, proteinas do complemento, anticorpos,...) € as
moléculas estranhas ao organismo (antigenos, agonistas de PRRs,...) (Baldridge et al.,
2010, 2011; MacNamara et al., 2011).

Em condi¢des normais de saude, o sistema imune encontra-se em um estado de
equilibrio dindmico (steady-state — estado estaciondrio ou homeostasia). Os estimulos
neste estado, incluindo os niveis basais de citocinas, permitem a diferenciacdo de
células tolerantes a antigenos proprios, que preservam potencial imunogénico. Ou seja,
as c¢lulas hematopoiéticas se tornam aptas a reconhecer uma eventual exposicdo a

agonistas de PRRs, garantindo-lhes a func¢do de sensores de infec¢des (Granick et al.,
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2012). A quebra do “estdgio de laténcia” da homeostasia ¢ gatilhada por sinais
endogenos e exdgenos, disponibilizados em condi¢des inflamatdrias (infecgdes e
inflamagdes estéreis), o que potencializa uma intensa liberacdo de citocinas.
Consequentemente, ocorre proliferacdo e ativacdo de células efetoras, desencadeando
uma alta taxa de morte celular por apoptose (Baldridge et al., 2010, 2011; Joffre et al.,
2009; Maneu et al., 2014; Megias et al., 2013).

Os agonistas de TLRs (tol! like receptors) sao exemplos de moduladores que
quebram a laténcia e promovem o desenvolvimento e migragdo de células
hematopoiéticas, a fim de eliminar o agente que iniciou a resposta (Yafez et al., 2013a).
Um processo que envolve diversas cinases e moléculas adaptadoras, como o MyD88
(myeloid differentiation primary response gene 88) (Yafez et al., 2009). De acordo com
o TLR envolvido e perfil citocinémico do meio, diferentes células podem ser ativadas,
inclusive linhagens especializadas contra o agente invasor, como as células
apresentadoras de antigenos (APCs) do eixo fagocitico mononuclear.

As APCs, principalmente DCs, atuam conforme reconhecem micro-organismos
invasores pelo uso de PRRs e desencadeiam uma resposta inflamatéria. Por isto as DCs
sdo consideradas as principais regentes da imunidade durante o processo inflamatério,
determinando inclusive os limites entre tolerdncia e imunogenicidade (Joffre et al.,
2009; Hou et al., 2008). Além disto, diferentes padrdes sistémicos de respostas
adaptativas podem ser desencadeados conforme os linfécitos T helper (Th) CD4" se
desenvolvem (Tabela I). Estes linfocitos, inicialmente ThO (em homeostasia), adotam
um dos perfis Thl, Th2, Th3, Th17 ou Treg (Mori et al., 2013) segundo a orientagdo
diferencial promovida pelas APCs.

Em suma, a imunidade em homeostasia se caracteriza pelo estado de regulacao
mutua entre niveis basais de citocinas consideradas pré e anti-inflamatorias (entre elas:
IFN-y, IL-12, TNF-a / IL-10 e TGF-B, respectivamente). Em condig¢des inflamatérias, o
aumento da sintese de citocinas também deve ser balanceado para que haja uma
ativagdo do sistema imune de forma protetora e ndo exacerbada (Crozat et al., 2009).
Este equilibrio pro e anti-inflamatério (IL-12/IL-10) se relaciona intimamente com a
razao Th1/Th2 e ¢ determinante para as interagdes entre as células dos sistemas imunes
inato e adaptativo, como ocorre durante a infec¢do pelo 7. cruzi (Aoki et al., 2012;

Tarleton, 1991, 2007).
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TABELA I: Perfis de respostas inflamatorias (Th) em camundongos.

Perfil | Citocinas | Citocinas | Fator de Induz | Inibe Efeito biolégico
Th | indutoras | produzidas |transcricio g
ERK12 Prolifeaca
ThO | IL-2 IL-2 STATS ToeTasae
Mye -Ativa
Y PI3K/AKT/mTOR
IFN-y T-bet IgGl | -Imunidade mediada
IL-12 IL-2 IgG2a | IgG2b por células;
Thl STAT-1 N
IFN-y TNF-a STAT-4 IgG3 | IgA -Inflamagao;
IL-10 IgE -Autoimunidade.
IL-4 -Imunidade mediada
IL-5 IgG1 lgG2a por anticorpos;
IL-4 Gata-3 | 2o | IgG2b o
Th2 L2 IL-6 STAT-6 IgE [2G3 -Asma e alergia;
) IL-10 [gG4* Ig A -Evita inflamagao
IL-13 g excessiva.
-Imunidade de
TGF-p mucosas;
TGF-p -Responde a
Th3 IL-4 IL-10 Foxp3 leA antigeno nao
IL-10 ] L Seno
proprio e nao
patogénico.
TGF-p IL-17 -Contra bactérias e
Th17 IL-6 IL-21 RORYyd fungos;
IL-23 IL-22 -Autoimunidade.
-Tolerancia
TGF-p TGF-p oA imunolégica;
Treg IL-2 IL-35 Foxp3 I é b IgG3 -Homeostase;
IL-12 IL-10 g -Regulagao da

resposta imune.

*em humanos
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1.3 CELULAS DO EIXO FAGOCITICO MONONUCLEAR

Nos tltimos anos, inimeros estudos tém se voltado ao entendimento da origem
e funcdo das células do sistema fagocitico mononuclear, eixo de formagao de Mo, Mos
e DCs, as quais possuem caracteristicas mieloides (capazes de realizar fagocitose,
produgdo de citocinas e apresentagdo de antigenos) (van Furth and Cohn, 1968; Auffray
et al., 2009; Hettinger et al., 2013). Este conjunto de células compde a base da
imunidade inata utilizando uma série de sensores que ativam vias de sinalizacdo e
mecanismos especializados de defesa do hospedeiro, culminando na produgdo de
metabolitos com atividades antimicrobianas e orquestragem da resposta imune
adaptativa. Em mamiferos adultos, a diferencia¢do destas células se da principalmente
na medula dssea em resposta a mediadores soluveis da imunidade, incluindo citocinas e
fatores de crescimento (Mori et al., 2013). Quando atingem um certo grau de
diferenciagdo, as células infiltram na corrente sanguinea e sdo recrutadas em 6rgaos
linfoides secundarios, como bago ¢ linfonodos, onde sofrem maturagdo ¢ ativagdo em
resposta aos estimulos do meio aos quais estdo expostas (Zhang et al., 2004). Devido a
origem comum, as diferentes células deste sistema possuem caracteristicas fenotipicas e
funcionais semelhantes e juntas atuam na homeostasia, promog¢ao e regulagcdo de véarias
condi¢des patologicas, inclusive infecgdes parasitarias (Sheel and Engwerda, 2012).

A fenotipagem celular dentro do eixo fagocitico mononuclear ¢ complexa
devido a plasticidade de conversdo de células precursoras em uma gama de derivadas.
Por outro lado, as proteinas em suas membranas plasmaticas variam essencialmente em
niveis de expressdo durante o processo de diferenciacdo celular, permitindo
correlacionar por citometria de fluxo o estagio de maturacdo com fungdes tipicas de
cada célula. A utilizacdo de uma combinagdo de diferentes proteinas como marcadores
de superficie (Tabela II) permite-nos distinguir cada tipo celular, principalmente em
analises de suspensdes celulares heterogéneas, como ¢ o caso dos esplendcitos (Rose et
al., 2012; Tan and O’Neill, 2007). As integrinas CD11b, CD11c, MHCII, F4/80 e Ly6C
(Gr-1), por exemplo, sdo comumente utilizadas em estudos do sistema fagocitico
mononuclear de camundongos (Rose et al., 2012). O CD11b/CD18 ¢ um heterodimero
amplamente expresso em mondcitos, macréfagos, granulocitos, NKs, linfocitos T
ativados e B-1, enquanto que o CD11¢/CD18 ¢ expresso em DCs, NKs e linfocitos T
ativados. Ambas as proteinas de superficie se ligam a CD54 (ICAM-1), iC3b e
fibrinogénio (Fagerholm et al., 2013; Immig et al., 2014). Por sua vez, o MHCII

expresso em DCs, monocitos, macrofagos e células B ¢ essencial a funcdo
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apresentadora de antigenos a linfécitos TCD4 " (Holling et al., 2004). O F4/80 expresso
principalmente por macréfagos maduros € essencial as suas fungdes, porém, ele também
pode ser encontrado em mondcitos e algumas DCs (Lin et al., 2005). O Ly6C, uma
glicoproteina regulada por IFN-y, ¢ expresso em mondcitos, macroéfagos, neutrofilos,
células T e NKs e pode atuar no desenvolvimento e na maturagdo de linfécitos (Peng et
al., 2009). Na pratica, os principais marcadores utilizados para identificagdo de DCs
maduras s3o o CD11c e o MHCII, para os monocitos sdo utilizados o Ly6C e o CD11b
e para os macrofagos, F4/80 e CD11b (Rose et al., 2012). Em geral, o CDl1c ¢
considerado um oOtimo marcador para identificagio de DCs, porém, somente em
associacdo a outros marcadores, pois outras células também o expressam. Por outro
lado, DCs também podem expressar CD11b, mas em niveis inferiores aos encontrados
nos monocitos (Rose et al., 2012). Portanto, ao comparar niveis de expressdo de
diferentes marcadores pode-se identificar e caracterizar cada célula. Entretanto, deve-se
tomar cuidado com a variagdo temporaria da expressao dos marcadores, as quais podem
ser alteradas no processo de ativag@o celular por mecanismos regulatorios sem que haja
uma real diferenciagdo celular, seja por degradacio ou por turnover de vesiculas.

Conforme apresentado na Figura 1, a célula tronco hematopoiética (HSC) da
origem a primeira célula precursora comprometida exclusivamente com o eixo
fagocitico mononuclear, a célula progenitora de monoécitos/macréfagos e DCs (MDP).
A MDP ¢ encontrada somente na medula 6ssea e possui o potencial de se diferenciar em
uma célula progenitora de DCs (CDP) (Onai et al., 2007, 2013; Naik et al., 2007; Liu et
al., 2009; Naik et al., 2006) ou em uma célula progenitora de mondcitos/macréfagos
(cMoP) (Hettinger et al., 2013). A célula proliferativa CDP ¢ encontrada
exclusivamente na medula dssea e ¢ capaz de dar origem a uma gama de DCs ao
diferenciar-se na DC plasmocitdide (pDC) ou na pré-cDC. Ambas encontradas na
medula dssea, sangue e bago. A pré-cDC gera ¢cDCs, que s3o classificadas quanto a
expressio de CD8a. ou de CD4o. (CD8a’; CD4a"; CD8aCD4a) (Onai et al., 2013;
Naik et al., 2007; Liu et al., 2009; Shortman and Heath, 2010; Naik et al., 2006).
Paralelamente, a célula proliferativa cMoP, inicialmente identificada na medula dssea,
mas também encontrada no bacgo, tem a capacidade de diferenciagdo em dois tipos de
mondcitos, o classico Ly6C"€" e o ndo-classico Ly6C"*". Estes podem se diferenciar em
monocitos inflamatorios, macréfagos (Mo-M¢) ou em DCs (Mo-DCs) (Richards et al.,
2013). Assim como para os mondcitos, os macroéfagos murinos também sao divididos
em duas populagdes tipicas com base na expressio de Ly6C: Mo-M¢Ly6C™e" classico e

Mo-M¢Ly6C™" ndo-classico, ambos expressando a glicoproteina F4/80 em alta
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concentragdo, mas CD11b em baixa expressdo. Acredita-se que a maior parte dos
macrofagos de camundongos ¢ originada a partir dos monocitos. Entretanto,
progenitores embriondrios do saco vitalineo e do figado fetal também sdo capazes de
gerar macrofagos (YS-M¢) com capacidade autoproliferativa em linhagem
independente de monocitos (Hettinger et al., 2013). Além disto, diversos estudos in
vitro deixaram claro que os monocitos também podem se diferenciar em DCs, porém a
demonstra¢do in vivo ¢ um pouco mais complexa, pois existe uma heterogeneidade na
composi¢do dos monoécitos e de acordo com tempo de desenvolvimento celular e o
microambiente em que as células sdo estimuladas, diferentes tipos de monocitos
ativados ou uma gama de DCs podem surgir (Drutman et al., 2012; Laborde et al.,
2007). Foi demonstrado que ambos os tipos de mondcitos possuem capacidade de
diferenciagdo em DCs inflamatorias e regulatdrias, dentre elas, as Tip-DCs (derivada de
Mo-Ly6C™) e as MSCDs (derivada de Mo-Ly6C'"). Geralmente, tem sido demonstrado
que os mondcitos Ly6C™ sdo capazes de diferenciar em mondcitos inflamatérios, Tip-
DCs (Mo-DCs inflamatorias) e M¢s classicos do tipo M1 (residentes ou inflamatorios).
Por sua vez, os mondcitos Ly6C" se diferenciam em Mo-DCs tolerogénicas ¢ em Mos
ndo-classicos do tipo M2 (Schmid et al., 2012; Dominguez and Ardavin, 2010; Auffray
et al., 2009; Ueno et al., 2007). Dentre as Mo-DCs estdo as DC-SIGN", CX3CR1'Ip e
as Tip-DCs (Richards et al., 2013). Fato importante, os monocitos e suas células filhas,
principalmente as Tip-DCs, sdo excelentes fontes de iNOS e TNF-a, fatores essenciais
na eliminacdo de micro-organismos invasores (Schmid et al., 2012; Lima et al., 1997).

As células derivadas de mondcitos tém origem em oOrgaos linfoides primarios,
secundarios ou sofrem diferenciacdo in vitro. Por isto, diversos estudos divergem
quanto a classificacdo de monocitos inflamatorios, Mo-DCs € Mo-M¢, uma vez que o
padrdo de marcacdo destas células por citometria de fluxo varia de acordo com o local
de obten¢do das mesmas (Swirski et al., 2009; Rose et al., 2012). Entretanto, Mos, Mos
e DCs podem ser distinguidos basicamente pela expressao diferencial de F4/80, CD11b,
CDl1lc e MHCII (Swirski et al., 2009; Rose et al., 2012). Além disto, fatores
inflamatorios produzidos apds contato com um antigeno induzem alteracdo de
expressdo de inumeras moléculas na superficie das células, indicando ativagdo.
Portanto, ¢ fundamental considerar o “tempo” pos-estimulagdo para verificar a real

diferenciagdo ou maturagdo celular (Drutman et al., 2012; Laborde et al., 2007).
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FIGURA 1 — Modelo de diferenciagdo de DCs, monocitos e macrofagos murinos.

Na medula 6ssea, a célula tronco hematopoiética (HSC) dé origem a progenitora de
DCs e mondcitos/macrofagos (MDP), que por sua vez gera a progenitora comum de
DCs (CDP) ou a progenitora comum de mondcitos (cMoP). A CDP gera a DC
plasmocitéide (pDC) e as DCs cléssicas (cDCs). A cMoP tem o potencial de produzir os
dois tipos de mondcitos (Ly6C™™ e Ly6C™®"). Monécito Ly6C"€" pode converter em
mondcito Ly6C®™, a conversdo contraria ainda ¢ questionada. Ambos os mondcitos
originam macréfagos derivados de mondcitos (Mo-M¢) ou DCs derivadas de monocitos
(Mo-DC). Entretanto, progenitores do saco vitalineo e do figado fetal geram macréfagos
que sdo mantidos independentemente de monocitos, em homeostasia. As setas
pontilhadas mostram vias de diferenciagdo que precisam ser melhor esclarecidas

[adaptado de (Hettinger et al., 2013)].
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TABELA 1I: Assinatura molecular para imunofenotipagem celular.

Populacio Assinatura molecular
HSC (LSK) | *Lin (CD3 CD19 NK1.1 Ly6G) Sca-1"c-Kit CD117'CD115 Ly6A/E"
MDP *Lin CD1 17°CD115"CD135'Ly6C CD1 1b .
**cKit"CD135'CD11bMHCII CD11¢/CX3CR1'CXCR1
cMoP *Lin CD117 ' CD115°CD135 Ly6C 'CD11b MHCII CD11c¢
CDP *Lin CD1 171+CD1 15+CD135+Ly6C‘CD+ 11b”
#*c KitMHCIT CD11¢ CX3CR1
pré-cDC **CD115 "°Ly6C CD11b'MHCII"CD11¢"CD43"
pMo *Lin CD117 CDI 15+CD135‘L3;16C+CD1 b
hi *Lin CD117 CD115'CD135 Ly6C"CD11b'CD43"
Mo Ly6C **F4/801°MHC{HI%D1 e
o *Lin CD117 CD115 Ly6C°CD11b"CD135 CD43"
Mo Ly6C **F4/801°1\ZHCII‘°CD1 1
Mo-M . lo hi
(Figado /Bda)lgo) *Lin F4/80°CD11b
Mo *Lin F4/80"CD11b"
(Figado/Bago) #*MHCIT°CD11c¢ "
M¢ peritoneal *Lin CD115"Ly6C F4/80"CD11b"
YS-M¢ *F4/80" ' CD11b"
*Lin Ly6C CD11b MHCII"CD11c™
¢DCs #*Ly6G Ly6C"MHCII"CDI1c¢"" B220 CD45RA"
(CD8a.", CD40." ou CD8a CD4a.)
DCs *CD115 CD135'CD317 Ly6C CD11b"°
P **Gr-1"Ly6G Ly6C F4/807"'CD11b MHCII'°CD11¢"°B220" CD45RA"
.
[Z&OSISCI\; *CD115 Ly6G Ly6C F4/80°CD11b"CDI11¢"CD209a/DC-SIGN"
2
Cﬁgglc)lp *CD14'CD11b'CD11¢M™CX3CR1M™CD 103"
Tip-DCs *Ly6G Ly6C CD11b'CD11¢™CX3CR1'CCR2 TNF-a iNOS”
(Mo-DC) #*Gr-1"Ly6G Ly6C F4/80 CD11b 'CD11¢ TNF-a' iNOS"™"
M-MDSCs *CD115 Ly6G Ly6C"F4/80°CD11b'CCR2"
(tumor) #*Gr-1"Ly6G Ly6C "F4/80"'CD11b"'CDI11¢ TNF-0'iNOS™
BMDC **Gr-1"Ly6G " 'Ly6C F4/80"'CD11b'CD11c TNF-0 iNOS"
Precursor de *Lin"CD117°CD115°CD135 Ly6C CD11b"
PMN *SSC"Ly6G'CD11b (CD3 CD19 NK1.1)
T cells *CD3" (CD19 NK1.1 Ly6G)”
B cells *CD19" (CD3 NK1.1 Ly6G)”
NK cells *NK1.1" (CD3 CD19 Ly6G)
HSC (LSK): células tronco hematopoiéticas; MDP:  progenitora de

monocitos/macréfagos e DCs; cMoP: progenitora de monodcitos/macroéfagos; CDP:
progenitora de DCs; pMo: mondcito proliferativo, Mo-M¢: macréfago derivado de
monocito; Mo-DC: DC derivada de mondcito; YS-M¢: macrofago derivado do saco
vitalineo; cDC: DC convencional; pDC: DC plasmocitéide; M-MDSC: célula
supressora derivada mieloide-monocitica; BMDC: DC derivada da medula Ossea;
PMN: polimorfonucleares (Neutrofilos). *(Hettinger et al., 2013; Richards et al., 2013);
**(Schmid et al., 2012).
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1.4 RECEPTORES DE RECONHECIMENTO DE PADROES (PRRS)

Alguns grupos de pesquisa ja utilizavam o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
como adjuvante para atuar como pré-ativador da imunidade desde a década de 50
(Jennings, 1995). Porém, somente em 1989, Janeway chamou a atengdo para o
entendimento sobre o reconhecimento imunogénico ao dizer que o sistema imune
adaptativo ndo era suficiente para promover uma resposta especifica eficiente, mas
dependia de outros sinais para a ativagdo dos linfécitos B e T (Janeway, 2013). Quase
10 anos se passaram até que: em 1996, Jules Hoffmann identificasse os receptores Toll
na imunidade de Drosophila melanogaster contra infec¢des fungicas (Lemaitre et al.,
1996); em 1997, Janeway e Medzhitov demonstrassem que o TLR4 estava envolvido na
imunidade inata de mamiferos (Medzhitov et al., 1997); e em 1998, Beutler indicasse o
TLR4 como receptor do LPS, evidenciando a importancia dos TLRs de mamiferos no
reconhecimento antimicrobiano (Poltorak et al., 1998). A partir dos anos 2000, o grupo
do Dr. Akira produziu camundongos deficientes em diferentes TLRs, permitindo a
caracterizacao de ligantes e sinalizagdes (Takeuchi and Akira, 2001).

Hoje, sabemos que as células do sistema imune inato, incluindo as do eixo
fagocitico mononuclear, sdo sensiveis a padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) e a danos (DAMPs) (Kawai and Akira, 2011). Este reconhecimento ¢
realizado por PRRs expressos nas membranas celulares ou soltiveis no citosol. Os TLRs
ainda sdo os PRRs melhor caracterizados. Além deles, os NLRs (nod-like receptors),
RLRs (rig-like receptors), CLRs (c-type lectin receptors), ALRs (aim-like receptors) e
os receptores de acidos nucleicos intracelulares (cGAS — cyclic GMP-AMP synthase — ¢
STING - stimulator of interferon genes) integram o painel de receptores de
reconhecimento imunolégico inato (Krishnan et al., 2007; Trinchieri and Sher, 2007,
Franchi et al., 2009b; Kawai and Akira, 2008; Loo and Gale, 2011; Hansen et al., 2011;
Ishikawa et al., 2009; Wu et al., 2013).

A ativacdo de um receptor gatilha uma ou mais cascatas de sinalizagdes,
promovendo a transcri¢do de grupos génicos e desencadeando mecanismos moleculares
complexos que envolvem: ativacdo de proteases, producdo de citocinas, quimiocinas e
outros metabolitos. Em adigdo, as cascatas dos diferentes PRRs comunicam entre si
formando uma rede de sinalizacdo intracelular que envolve moléculas adaptadoras,
cinases e fatores de transcri¢do, caracterizando um sistema integrado de regulagcdo da
ativagdo celular (Lee et al., 2012). Assim, o somatorio do desempenho de cada receptor
determina a funcdo que a célula exercera durante um processo inflamatdrio (Takeuchi

and Akira, 2010). Fato importante, as células do sistema imune utilizam cada receptor
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de forma diferencial, tornando-as especializadas em determinadas fungdes e
estabelecendo relagdes entre célula/PRR/fun¢do. Em adigdo, os patdgenos geralmente
apresentam mais de um agonista que ativam PRRs distintos. Portanto, a ativacdo do
sistema imune em resposta a invasdo microbiana € um processo complexo que
considera tanto o tipo, nimero e concentragdo de agonistas presentes no meio, quanto a

celularidade, expressdo de receptores e interagdo entre eles (Trinchieri and Sher, 2007).
1.4.1 Receptores NLRs, RLRs, ALRs, CLRs, cGAS e STING

Dentre as diferentes classes de receptores, os NLRs compdem as plataformas
proteicas intracelulares conhecidas como inflamassomos, cuja ativagdo depende da
clivagem da protease Caspase-1. Esta, por sua vez, é responsavel pela conversao de pro-
IL-1B em IL-1B e sintese de citocinas envolvidas com a inflamagdo estéril (Franchi et
al., 2009a). Os cristais de acido trico formados em doengas autoimunes, como gota e
artrite, sdo exemplos de DAMPs reconhecidos pelos NLRs que promovem intensa
inflamacdo nas articula¢des e producdo de fatores pro-inflamatérios, como IL-1 e TNF-
a (Orengo et al., 2009, 2008). Por sua vez, os RLRs e ALRs sdo receptores
intracelulares envolvidos no reconhecimento viral, sendo que os ALRs também estio
envolvidos com a ativacdo de inflamassomos (Hansen et al., 2011; Kawai and Akira,
2008). Os CLRs sao receptores de membranas especializados no reconhecimento de
carboidratos, principalmente a manose, que compdem a parede celular de bactérias,
fungos e micobactérias (Takeuchi and Akira, 2010). STING (MITA, MPYS ou ERIS) e
o receptor/enzima cGAS tém sido considerado elementos sensores de DNA citosolico e
de mensageiros secundarios sintetizados a partir de nucleotideos trifosfatados ATP e
GTP (como os dinucleotideos ciclicos bacterianos — diguanilato/diadenilato
monofosfato (c-di-GMP/c-di-AMP) ou de mamiferos — guanilato/adenilato monofosfato
(c-GAMP)) (Wu et al., 2013; Dempsey and Bowie, 2015). A ativacdo de STING e
cGAS resulta na produgdo de IFNs do tipo I e quimiocinas como a CXCLI10,

principalmente durante infec¢des intracelulares (Ishikawa et al., 2009).
1.4.2  Receptores semelhantes a Toll (TLRs)

Os TLRs foram os primeiros PRRs descritos no reconhecimento de um amplo
espectro de moléculas derivadas de micro-organismos (virus, bactérias, micobactérias,
fungos e parasitas) e sdo expressos por uma variedade de células da imunidade,
incluindo: linfocitos B, mastdcitos, polimorfonucleares e células do sistema fagocitico
mononuclear (Kawai and Akira, 2011). Estes receptores sdo proteinas transmembrana

do tipo I constituidas por trés dominios: uma regido rica em repeti¢des de leucina
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(LRR), um dominio transmembrana ¢ um dominio citosolico TIR (toll/interleukin-1
receptor). Distintos pela localizagcdo subcelular, os TLRs sdo expressos na membrana
plasmatica (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 ¢ 10) ou na membrana endolisossomal (TLRs 3, 7, 8, 9,
11, 12 e 13). At¢é o momento, sdo caracterizados 10 TLRs em humanos ¢ 13 em
camundongos envolvidos no reconhecimento de PAMPs. O TLR10 ¢ inativo em
camundongos devido a uma inser¢do retroviral e os TLR11, 12 ¢ 13 ndo s3o expressos
em humanos (Takeuchi and Akira, 2010). Cada TLR detecta classes distintas de
moléculas derivadas da degrada¢do ou do metabolismo microbiano. Os TLR1, 6 ¢ 10
formam heterodimeros com o TLR2, ampliando a possibilidade de reconhecimento de
um maior nimero de moléculas, dentre elas: lipopeptideos e glicoproteinas, como o
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e o zimosan (Oliveira-Nascimento et al., 2012; Mulla et
al., 2013). O TLR4 reconhece LPS de bactérias gram-negativas, polissacarideos e
alguns componentes do hospedeiro. O TLRS ¢ ativado por flagelina, o TLR3 por RNAs
de fita dupla, como o poli-I:C, e os TLR7 e 8 por RNAs de fita simples. Os motivos
CpG DNA ndo metilados sdo agonistas do TLRY (Takeda et al, 2003). O
reconhecimento de ligantes enddgenos por TLRs e outros PRRs tem sido relacionado
com autoimunidade e com a regulacdo da inflamag¢do em doencas infecciosas e ndo-

infecciosas (Trinchieri and Sher, 2007).
1.4.2.1 Sinalizagoes desencadeadas por TLRs

Uma vez que o ligante (PAMP) ¢ reconhecido pelo ectodominio do TLR
iniciam-se os eventos de sinalizacdo que culminam na sintese diferencial de agentes
antimicrobianos. Contudo, a polaridade da sinalizagdo por TLRs em diferentes tipos
celulares ¢ conseguida em parte pelo uso alternativo e combinatorio de adaptadores,
proteinas acessorias, cinases e fatores de transcricdo, conforme esquematizado nas
Figuras 2 e 3. Inicialmente, o sinal gerado ¢ transduzido pelo dominio citosolico TIR do
receptor para um conjunto de cinco possiveis adaptadores intracelulares que também
conttm o dominio TIR: 1. MyD88; 2. Mal/TIRAP (myD&§8-adaptor-like ou TIR
domain-containing adaptor protein); 3. TRIF/TICAM-1 (TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-f ou TIR domain-containing adaptor molecule-1); 4.
TRAM/TICAM-2 (TRIF-related adaptor molecule ou TIR domain-containing adaptor
molecule-2); 5. SARM (sterile o- and armadillo-motif-containing protein) (Takeda and
Akira, 2004; O’Neill and Bowie, 2007). Em seguida, as cascatas bioquimicas conduzem
e potencializam o sinal através do citoplasma por um conjunto de cinases e proteinas

acessorias citoplasmaticas, dentre elas: IRAKs (IL-1 receptor-associated kinases),
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TRAFs (TNF receptor (TNFR)-associated fators), TAK-1 (TGF-f-activated kinase-1),
TABs (TAK-binding proteins) e TBK-1 (TRAF-family-member-associated NF-xkB-
activator-binding kinase-1) (Doyle and O’Neill, 2006). De acordo com a utilizagdo
combinatoria destas proteinas acessorias e cinases, a sinaliza¢do culmina na ativacao do
complexo de cinases associadas ao kB inibitério (/xB kinases ou IKKs) e MAPKs
(mitogen-activated protein kinases) (Kawai and Akira, 2007). Consequentemente,
ocorre a ativagdo de um conjunto de fatores de transcri¢do, dentre eles: NF-«kB (nuclear
factor-kB), membros da familia dos IRFs (interferon (IFN)-regulatory factors) (Kawai
and Akira, 2007), AP-1 (activator protein-1) e CREB (cAMP response element-binding
protein) (Li et al., 2010b). Por sua vez, estes fatores de transcri¢ao ativados translocam-
se ao nucleo onde modulam a transcri¢do génica.

Dentre as vias desencadeadas por TLRs existem duas principais: a via
dependente de MyD88 e a via dependente de TRIF. As fun¢des de Mal/TIRAP e TRAM
sdo associadas ao recrutamento upstream de MyD88 e TRIF, respectivamente (Takeda
and Akira, 2004; O’Neill and Bowie, 2007). Em adicao, outras vias podem ser ativadas,

como a sinalizagcdo por MAPKs e a via das PI3Ks (phosphoinositide 3-kinases).
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FIGURA 2 — Sinaliza¢do tipica dos TLRs em diferentes tipos celulares.

Os TLRs reconhecem PAMPs e participam da primeira linha de defesa contra a invasao
de patdgenos, atuando na inflamacdo, regulacdo imune, sobrevivéncia e proliferacao
celular. Os TLR1, 2, 4, 5, 6 e 11 localizam-se na superficie celular e os TLR3, 7,8 ¢ 9
no compartimento endossomo/lisossomo. A ativagdo de TLRs ¢ transduzida ao dominio
citoplasmatico TIR do receptor que se associa as moléculas adaptadoras (MyD8S,
Mal/TIRAP, TRAM, TRIF e SARM). Com a ativagdo de MyD88 ou
MyD88:Mal/TIRAP sdo recrutados em sequéncia: IRAK-4 e IRAK-1; TRAF6; TAK-1;
o complexo IKKapy e/ou MAPKs (JNK, p38 e ERK); os fatores de transcricio NF-«xB,
AP-1 e CREB, culminando na sintese de citocinas pro e anti-inflamatérias. Com a
ativagdo de TRIF:TRAM s3o recrutados em sequéncia: TRAF3; o complexo
IKKe:TBK-1; os fatores de transcricdo IRF3 e IRF7, culminando principalmente na
sintese de IFNs do tipo I. LPDC = DC da lamina propria; MP = macrofagos; iMo =
monocito inflamatoério; cDC = DC convencional; pDC = DC plasmocitoide (Kawai and

Akira, 2011).
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1.4.2.1.1 Sinalizac¢do dependente de MyDS88

MyD88 ¢ uma molécula adaptadora que foi descrita em 1990 como uma
proteina induzida durante a diferenciacio terminal de precursores mieloides MID" em
resposta a IL-6 (‘88 refere-se ao nimero do gene de MyD88 na lista dos genes
induzidos) (Warner and Nufez, 2013; O’Neill and Bowie, 2007). Em 1994, foi
demonstrada uma homologia entre as sequéncias aminoacidicas (dominio TIR) de
MyD88 com dominios citoplasmaticos dos receptores de IL-1 em mamiferos e do tipo
Toll em Drosophila, indicando uma importancia imunoldégica para a molécula
(Hultmark D, 1994). Em 1997, foi comprovado seu envolvimento na via de sinalizacio
do receptor de IL-1 (IL-1R1) dependente de IRAKs e NF-kB (Wesche et al., 1997;
Muzio et al.,, 1997). Porém, foram os estudos envolvendo animais deficientes em
MyD88 que demonstraram a real importancia desta proteina na imunidade envolvendo a
sinalizagdo dos TLRs. Os animais MyD88" apresentaram dificuldade em organizar uma
resposta imune eficiente, pois tinham niveis reduzidos de citocinas pr6 e anti-
inflamatorias em resposta aos ligantes de TLRs e desencadearam uma alta mortalidade
associada a susceptibilidade do hospedeiro a diversas infec¢des bacterianas (Scanga et
al., 2004), fungicas (Yanez et al., 2009), virais (Zhou et al., 2005) e parasitarias (Scanga
et al., 2002; de Veer et al., 2003; Drennan et al., 2005; Bafica et al., 2006). Por outro
lado, MyD88 também foi relacionado a quebra da imunotolerancia em associagdo com o
fator de transcricdo Foxp3 expresso em linfocitos T. Na auséncia de Foxp3, ocorrem
doengas inflamatdrias autoimunes, as quais ndo sdo vistas em animais duplo-deficientes
em Foxp3 e MyD88. Isto indica que o efeito da auséncia global de MyD88 oferece
protecdo parcial contra doencas autoimunes, uma vez que ele interfere nos gradientes de
quimiocinas que recrutam células efetoras T e DCs (Rivas et al., 2012). Portanto, esta
molécula tem importancia nos principais mecanismos de resposta do hospedeiro, no
controle da replicacdo microbiana e na manifestacdo de sintomas durante processos
inflamatorios (Kawai and Akira, 2010).

Conforme apresentado na Figura 2, MyD88 se liga diretamente aos TLRS, 7, 8,
9 e 11, mas utiliza Mal/TIRAP como uma ponte para seu recrutamento pelos TLR1, 2, 4
e 6. Portanto, MyD88 ¢ a principal molécula adaptadora envolvida na sinalizagdo dos
TLRs, predizendo uma comunicagdo entre receptores, com exce¢do do TLR3 (Oliveira-
Nascimento et al., 2012; Krishnan et al., 2007). Este adaptador ¢ uma proteina composta
por um dominio de morte (DD), um dominio intermedidrio (ID) e um dominio TIR. Sua

interagdo direta ou indireta (via Mal/TIRAP) com os TLRs ¢ feita por interagdes
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homotipicas dos dominios TIR-TIR e com IRAK-4 pela ligacdo entre dominios DD
(O’Neill and Bowie, 2007). A ligacdo dos dominios TIR do receptor e do adaptador
induz uma justaposi¢do de MyD88:IRAK-4:IRAK1:IRAK2, permitindo que IRAK-4
fosforile IRAK-1. A ativacdo das IRAKs envolve fosforilagio auto e cruzada,
permitindo a associacdo de IRAK-1 com TRAF6, o qual recruta TAB-1, TAB-2 e TAK-
1. Neste ponto, as enzimas ubiquitinantes UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2
variant 1) e UBCI13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) modificam por
poliubiquitina¢do e ativam TRAF6 e TAK-1. Em seguida, a cinase TAK-1 fosforila o
complexo IKK (IKKo:IKKB:IKKy; sendo que IKKy = NEMO [NF-kB essential
modifier]) e, paralelamente, ativa as MAPKs p38 e JNK. O complexo IKKapy fosforila
a subunidade inibitoria kB (IkB) do fator de transcrigdo NF-kB, a qual ¢ degradada. A
porcdo livre e ativa do NF-kB transloca-se ao nucleo, permitindo a ativagdo génica (Fig.
3A) (McGettrick and O’Neill, 2004; Kawai and Akira, 2007; Takeda and Akira, 2004).

A utilizacdo do adaptador Mal/TIRAP por TLRs ¢ um ponto chave na
sinalizagdo diferencial por MyD88, pois ao assessorar a ligacdo entre receptor e
MyD88, Mal/TIRAP permite uma abertura para modulacdo do sinal a ser gerado. Além
de possuir um motivo TIR, Mal/TIRAP ¢ composto por um motivo de ligagdo ao
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) (ponto de interacdo com a via da cinase PI3K) e
sitios de fosforilagdo e de clivagem por Caspase-1 (sitios regulatérios de interagdes com
cinases, fosfatases e proteases). Por ultimo, Mal/TIRAP possui um dominio putativo de
ligagdo ao TRAF6 inserido no dominio TIR, considerado um ponto regulatério (O’Neill

and Bowie, 2007; Oliveira-Nascimento et al., 2012; Krishnan et al., 2007).
1.4.2.1.2 Sinalizacdo dependente de TRIF

Conforme apresentado nas Figuras 2 e 3A, o recrutamento de TRIF também
diversifica a sinalizagdo dos TLRs, o que ¢ exclusivo aos TLR3 e TLR4. O TLR3
recruta este adaptador diretamente, independentemente de TRAM, Mal/TIRAP ou
MyDS88. Por sua vez, o TLR4 utiliza TRAM como ponte de recrutamento de TRIF.
Curiosamente, TLR4 ¢ o unico TLR capaz de sinalizar pelas duas vias alternativas,
Mal/TIRAP:MyD88 ou TRAM:TRIF, e utilizar as cinco moléculas adaptadoras
(Fitzgerald et al., 2001; Krishnan et al., 2007). Assim como Mal/TIRAP, a proteina
TRIF possui um dominio TIR e um dominio de recrutamento de TRAF6, porém
distintos. Quando o ligante ¢ reconhecido pelo receptor, o TLR recruta TRIF por
interagdes intracelulares TIR-TIR. Por sua vez, TRIF pode associar-se ao TRAF6 e ao

complexo IKKapy, induzindo a ativagdo de NF-kB, ou alternativamente ao TRAF3 e ao
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complexo TBK-1:IKKi (iKKg), induzindo a ativagdo dos fatores de transcriciao
IRF3:IRF3 (induz IFN-B) e IRF3:IRF7 (induz IFN-0/p) (fase tardia da resposta imune)
(O’Neill and Bowie, 2007). Em geral, a ativagdo dos fatores de transcrigdo NF-kB e
IRFs esta associada a producdo de citocinas inflamatérias (IFN-y, IL-12 e TNF-a) e de
IFNs do tipo I, respectivamente (Zhang et al., 2013). Além dos dois dominios
mencionados acima, TRIF ainda possui um terceiro dominio conhecido como RHIM
(receptor-interacting protein (RIP) homotypic interaction motif) (O’Neill and Bowie,
2007). Em um terceiro caso de sinalizagdo, TRIF pode associar-se a RIP-1 (receptor-
interacting protein 1) pela interacdo com RHIM. RIP-1 ativa a via que envolve FADD
(FAS-associated death domain), facilitando a apoptose por ativacdo da Caspase-8
(O’Neill and Bowie, 2007).

A inibi¢do da internalizagdo de TLR4 em macréfagos ndo impacta sobre a
ativacdo de NF-kB, mas suprime a fosforilagdo de IRF3, portanto, a internalizacdo de
TLR4 ¢ um ponto crucial para ativagdo da via TRAM:TRIF e indugdo de produgdo de
IFNs do tipo 1. Por isto foi proposto um modelo onde MyD88 e TRIF nao se ligam ao
mesmo tempo, mas sim sequencialmente de forma coordenada em torno da endocitose
do receptor (Kagan et al., 2008; Chiang et al., 2012). No que diz respeito ao quinto
adaptador SARM, foi descrito seu papel como inibidor da sinalizagdo via TRIF nas
cascatas de TLR3 ¢ TLR4 (O’Neill and Bowie, 2007). Em homeostasia, a molécula
SARM encontra-se em baixas concentracdes, porém a ativagdo dos TLRs gera um efeito
de feedback, aumentando sua expressdo. Este adaptador liga-se diretamente a TRIF,

bloqueando sua interacdo com outras moléculas sinalizantes (O’Neill and Bowie, 2007).
1.4.2.1.3 Sinaliza¢do por MAP cinases (MAPKs)

As MAPKSs sdo serina/treonina/tirosina cinases que compdem uma cascata de
fosforilacdo sequencial tripla e tém fatores de transcri¢do como alvo final. MAP3Ks
(MAPKKKs ou MEKKs) fosforilam MAP2Ks (MAPKKs ou MEKSs), que fosforilam
MAPKs. Estas enzimas sdo ativadas por estimulos extracelulares e atuam em
mecanismos ligados a sobrevivéncia celular, proliferacdo e producdo de metabolitos
ativos (Bardwell, 2016; Nakahara et al., 2006; Manna and Stocco, 2011; Hui et al.,
2007), principalmente em condigdes patoldgicas (Kim and Choi, 2010). Em mamiferos,
as enzimas Tpl-2, MEKK1/2/3/4, Raf-1A/B, c-Mos, DLK, MLK2, ASK, TAOI1/2 e
TAK-1 sdo exemplos de MAP3Ks. Dentre as MAP2Ks temos: MEK1/2, MKK3/6,
MKK4/7 e MEKS, as quais fosforilam, respectivamente, os quatro grupos de MAPKs:
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2), isoformas p38 (p38 a, B, y € 9),
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INK1/2/3 (c-Jun amino (N)-terminal kinases 1/2/3) ¢ ERKS. Além destas MAPKs
convencionais existem as MAPKs atipicas ERK3/4, ERK7 e NLK (Nemo-like kinase)
(Cargnello and Roux, 2011; Qi and Elion, 2005).

Diferentes cinases compdem a rede de ativacdo de MAPKSs, porém TAK-1 ¢ o
cerne da sinalizagcdo cldssica induzida por agonistas de TLRs, o que culmina na
liberagdo dos fatores de transcricio AP-1 e CREB (Fig. 3A). TAK-1 fosforila
diretamente p38 e JNK além de ativar o complexo IKK. Em paralelo, IKKP e Tpl-
2/p105 podem atuar como MAP3Ks, induzindo a ativagdo de ERK1/2 (Li et al., 2010b;
An et al., 2002b; Tomczak et al., 2006; Dumitru et al., 2000). A liberacdo de CREB
depende somente da ativacdo de ERK1/2 e p38, enquanto que a liberagdo de AP-1
depende da indugdo das trés MAPKs ERK1/2, p38 e JNK. Esta ativacdo de CREB e
AP-1 ¢ regulada direta ou indiretamente por outras MAP2Ks, entre elas: MSK1/2
(mitogen- and stress-activated kinases), RSKs (p90 ribosomal S6 kinases) e MNKs
(MAPK-interacting kinases) (Li et al., 2010b).

1.4.2.1.4 Sinalizag¢do por PI3Ks

H4 uma relacdo entre TLRs e os receptores membranais de fatores de
crescimento ¢ de hormdnios (Ex.: PDGF, EGF, insulina, FGFs, IGF-1, HGF ¢ NGF),
pois estes compartilham componentes sinalizantes. Os receptores de fatores de
crescimento ¢ de hormdnios controlam o crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia
celular através de um dominio tirosina cinase intracelular que promove ativagdo de
proteinas G e fosfolipase Cy (PKCy) (Koyasu, 2003; Zhang and Liu, 2002; Uings, 2000;
Soung et al., 2010). A PKCy cliva o fosfolipideo PIP,, presente na lamina interna da
membrana plasmatica, gerando os mensageiros secundarios inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG), que estdo envolvidos no metabolismo celular de calcio
(Lemmon and Schlessinger, 2010). Paralelamente, assim como os TLRs, os receptores
tirosina cinases podem ativar PI3Ks e, sequencialmente, as cinases Ras e
Raf:MEKs:MAPKSs (Zhang and Liu, 2002; Lemmon and Schlessinger, 2010; Zaru et al.,
2007), culminando na regulacdo da atividade de NF-kB, CREB e IRF7 (Fig. 3B)
(Lemmon and Schlessinger, 2010; Koyasu, 2003; Guiducci et al., 2008).

Em mamiferos, a sinalizagdo de TLRs tem sido relacionada apenas com as
enzimas da classe [A das quatro classes de PI3Ks existentes. As demais atuam sobre o
metabolismo celular por meio de mensageiros secundarios intracelulares. As PI3Ks da
classe IA s3o enzimas heterodiméricas constituidas por uma por¢do regulatoria (p85a,

pS5a, p50a, p85B ou p85y) e uma porgdo catalitica (pl110a, p110p, p110d) (Koyasu,
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2003; Guiducci et al., 2008). Quando ativadas, elas desencadeiam a liberacao dos
fosfolipideos PIP, e PIP; (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfatado) e recrutamento da cinase
Akt (protein kinase B - PKB) (Guiducci et al., 2008). Resumidamente, PI3K fosforila
PIP, na posi¢cdo 3 do anel inositol gerando PIP;. PIP; se liga e ativa Akt e outras
cinases, como PDK1 e PKC. Por sua vez, Akt fosforila diversos componentes celulares
associados a sobrevivéncia e crescimento celular, como os fatores indutores de apoptose
(Bad, Bax, Bim, Foxo...), o que os inibe ou leva a sua degradagdo. Akt ativa
sequencialmente Rheb, o complexo mTOR e S6K, que se ligam ao Ribossomo,
facilitando a traducdo e permitindo o crescimento celular. Akt fosforila GS3K (glycogen
synthase kinase-3), uma enzima relacionada a regulacdo da transcrigdo de genes
associados ao metabolismo de carboidratos mediada pela fosforilagdo de Tau (Li et al.,
2010b; Koyasu, 2003). Por ultimo, Akt regula a ativagdo de CREB, IRFs, NF-xB e AP-
1 (Tullai et al., 2011).

As enzimas PI3K interagem com dominios intracelulares nos TLR2, 3 ¢ 5 ou
com adaptadores, principalmente MyD88 e Mal/TIRAP (Guiducci et al., 2008). Quando
Mal/TIRAP se conecta a subunidade regulatéria de PI3K (p85a) e PIP,, ha indugdo da
produgdo de PIP;, fosforilacdo de Akt e ativagdo de NF-kB. A ativa¢ao de NF-kB na via
de TLR2/6:PI3K depende de Mal/TIRAP, o qual ndo ¢ essencial na via TLR2/1:PI3K
(Santos-Sierra et al., 2009; Cremer et al., 2011).

Uma célula que se mostrou eficiente em responder via PI3K ¢ a pDC humana.
Ap6s estimulacdo por CpG (via TLR9), pDCs regulam a transloca¢do de IRF7 e
producdo de IFN do tipo I via PI3K. Além disto, o complexo PI3K:mTOR:p70S6K
afeta diretamente a interag¢do entre TLR9 e MyD88 (Guiducci et al., 2008).



Pagina |22

1]
=n

S # s el
= i 4

e

M ;o \ . ;g
\\\ resposta imune P \ \\_ IFNa/p IL10 IL12 P /
sobravivéncia e proliferagao celular s // e S T

FIGURA 3 — Rede sinalizatoria gatilhada porTLRs.

a) A ativagdo de TLRs via MyD88 leva ao recrutamento de TRAF6 e cinases (TAK-1,
MEKK?2/3 e ASK1). TAK-1 leva a ativagdo do complexo IKKafy e das MAPKs p38 e
JNK. Em paralelo, as cinases Tpl2, MEKK?2/3 e ASK1 ativam ERK1/2, p38-JNK e p38,
respectivamente. Por sua vez, ERK1/2 e p38 ativam CREB e AP-1. JNK ativa somente
AP-1. A sinalizagdo TRIF ativa IRF3:IRF7 e NF-«kB. Estes fatores regulam a
transcri¢do de genes inflamatdrios e genes envolvidos na proliferacao e sobrevivéncia
celular.

b) A via PI3K inicia com a intera¢do da enzima com TLRs e adaptadores. PI3K regula a
sinalizacdo através de Akt: A inativacdo de GSK-3 por PI3K:Akt permite ligacdo de
CREB-CBP ao DNA, aumentando a transcricdo do gene de IL-10. A transcricdo do
gene de IL-12 ¢ inibida pela diminui¢do da associacdo de NF-kB com CBP. PI3K:Akt
fosforila mTOR:S6K, levando a fosforilagdo de IRF7 e aumentando a produ¢do de IFNs
do tipo I. A via PI3K:Akt também esta envolvida na proliferacdo e sobrevivéncia

celular ao induzir a degradagdo do inibidor do ciclo celular p27 (Li et al., 2010b).
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1.4.2.2 Rede transcricional gatilhada por TLRs

TLRs sinalizam tipicamente por MyD88:IRAK4:IRAK1:TRAF6:TAKI,
IKKapy:NF-kB e MAPKSs, mas podem desencadear sinais alternativos, como as vias
dependentes de TRIF ou PI3K. Além disto, outras vias afetam direta ou indiretamente a
sinalizacdo dos TLRs, dentre elas: Jak/STAT (janus kinase/signal transducers and
activators of transcription), ITAM (tyrosine-based activation motif), ITIM (tyrosine-
based inhibition motif), vias do sistema do complemento e demais PRRs (Hu et al.,
2007; Kawai and Akira, 2011; Hajishengallis and Lambris, 2010). A rede de sinalizagao
gatilhada por TLRs ¢ complexa devido a possibilidade de recrutamento alternativo de
receptores, adaptadores e moléculas sinalizantes e devido & comunicag@o entre vias que
se complementam e autorregulam. Neste ambito, o uso combinatorio de isoformas de
fatores de transcricdo (NF-«xB [Proteinas Rel], Ap-1 [Proteinas Jun/Fos], CREB e IRFs)
funciona como fator chave para a ativagdo génica diferencial desencadeada pelos TLRs
(Li et al., 2010b; Banerjee and Gerondakis, 2007; Tullai et al., 2011).

Dentre os fatores de transcricdo ativados por TLRs, a familia NF-kB ¢
constituida por proteinas homo ou heterodiméricas que possuem o dominio RHD (Rel-
homology domain), o qual se liga as sequéncias de DNA com sitios kB (5°-
GGGRNNYYCC-30; R, purina; Y, pirimidina; N, qualquer nucleotideo) presentes em
promotores e enhancers de varios genes. Em mamiferos, existem cinco membros da
familia NF-kB: RelA (p65), RelB, C-Rel, p105 (NF-kB1; um precursor de p50) e p100
(NF-xB2; um precursor de p52). O heterodimero RelA (p65)/p50 é o mais comumente
mobilizado por IKKafy na sinalizagdo dos TLRs. Durante a homeostasia, as fungdes de
NF-«B sdo inibidas devido a seu sequestro por proteinas IkB. Porém, o fator ¢ liberado
e ativado com a degradacdo do inibidor mediada pela fosforilagdo por TAK-1. A familia
IxB ¢ composta por sete proteinas com repeti¢des de anquirina: IkBa, IkBp, IkBy, IkBe,
Bcl-3, IkBC e IkBNS, sendo que IkBa, IkBp, IkBy e IkBe se encontram no citoplasma,
prevenindo a translocacdo de NF-kB. No ntcleo, Bcl-3, IkBC e IkBNS interagem com
NF-kB e regulam a transcri¢do (Kawai and Akira, 2007; Ghosh and Karin, 2002;
Hayden and Ghosh, 2008).

A familia AP-1 ¢ caracterizada por um dominio ziper de leucina (bZIP) e ¢
composta pelas proteinas Jun, Fos, ATF (activation transcription factor) e uma
subfamilia Maf. Elas se ligam a diferentes elementos palindromicos de DNA presentes
em promotores e enhancers, sendo o TRE (TPA-responsive element — TGATCA) o

principal deles. Diferentes dimeros de AP-1 se ligam a outros elementos, como o CRE
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(cAMP response element — TGACGTCA), MARE (MAF-recognition element —
TGCTGACTCAGCA) e ARE (antioxidant-response element — a/gTGACnnnGC). As
MAPKSs fosforilam as proteinas da familia AP-1, ativando um complexo de transcrigao
dimérico constituido frequentemente por homodimeros Jun-Jun ou heterodimeros Jun-
Fos (Chinenov and Kerppola, 2001; Eferl and Wagner, 2003).

A terceira familia de fatores de transcri¢do ativados por TLRs ¢ composta por
CREB, CREM (cAMP response element modulator) e ATF-1, os quais reconhecem o
elemento de sequéncia de DNA octanucleotideo CRE e, em alguns casos, o motivo
CGTCA (Mayr and Montminy, 2001). Assim como AP-1, a familia CREB ¢
caracterizada pela estrutura dimérica bZIP (ziper de leucina), porém apresenta dois
dominios estruturais conhecidos como KID (kinase inducible domain) e Q2 (glutamine-
rich domain). O dominio Q2 interage com o TFIID (trancription factor IID), um
regulador do reconhecimento da sequéncia TATA box em diversos promotores. O
dominio KID interage com CBP (CREB-binding protein) e p300, os quais sdo co-
ativadores transcricionais com atividade acetiltransferase de histonas e remodeladora de
cromatina. CREB ¢ ativado pela fosforilagdo por MAPKs (principalmente ERKSs) ou
por sinalizagdo dependente de cAMP e Ca®’, o que promove sua ligagio ao DNA e a
componentes da maquinaria da transcri¢ao, permitindo a leitura dos genes de IL-2, IL-6,
IL-10, TNF-0, cicloxigenase e fatores envolvidos na proliferacdo e crescimento celular.
A fun¢do de CREB ¢ regulada por fosfatases (Mayr and Montminy, 2001; Wen et al.,
2010).

As trés familias NF-kB, AP-1 e CREB formam o centro regulatério da
transcri¢do génica desencadeada por TLRs e promovem inducdo diferencial de perfis
citocinémicos e fatores de estresse, determinando a resposta inflamatoria adotada por
cada célula (Krishnan et al., 2007). CpG DNA (via TLR9) estimula macrofagos e DCs
de camundongos via MAPKs JNK1/2 e p38, induzindo fosforilagio de AP-1 (c-Jun e
ATEF-2) e producdo de TNF-a e IL-12 (Hacker et al., 1998). Por outro lado, Pam;CSK4
(via TLR2) estimula DCs e leva a indugdo de AP-1 (c-Fos), produgao elevada de IL-10
¢ baixos niveis de IL-12 (Dillon et al., 2004; Krishnan et al., 2007). A ativagdo
alternativa de isoformas AP-1 ¢ realizada de acordo com as cinases que os fosforilam,
dentre elas: TAK-1, Tpl2 e as MAPKs (JNK, p38 e ERK1/2). Assim como o exemplo
de AP-1, as isoformas de NF-kB e CREB também podem ser alternativamente ativadas,
ampliando a diversidade dos sinais gerados por TLRs. Além disto, hd competi¢cdo pelo
uso de AP-1 e CREB, pois estes possuem similaridade estrutural e seus elementos de

ligagdo no DNA possuem identidade sequencial (Tullai et al., 2011; Banerjee and
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Gerondakis, 2007). Em geral, a ativacdo de AP-1 e NF-xB tem sido relacionada com
um perfil citocinémico voltado a Thl, enquanto que a ativagdo concomitante dos trés
fatores de transcricao direciona a um perfil de resposta com padrdo Th2, inclusive com
aumento da sintese de IL-10 de forma IFN-y regulada (Wen et al., 2010; Carlezon et al.,
2005; Mayr and Montminy, 2001). Neste contexto, a enzima GSK3 tem sido relatada
como clemento chave no recrutamento de CREB, NF-kB e¢ AP-1. Esta enzima é uma
serino/treonina cinase, constitutivamente ativa em células quiescentes, capaz de reprimir
uma série de genes, principalmente aqueles que possuem sitios de ligacdo para os
fatores de transcri¢do mencionados acima. Quando a célula ¢ ativada pela via PI3K-Akt,
esta enzima ¢ inibida, permitindo ativagdo de genes reguladores de processos
metabolicos (Ex.: sintese de glicogénio, controle da proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciagdo celular) (Doble, 2003; Frame and Cohen, 2001; Jope and Johnson, 2004).
GSK3 fosforilada também permite a liberacdo de CREB e AP-1, producao de IL-10 e
inibe a sintese de [L-12 (Fig. 3B) (Li et al., 2010b).

A quarta familia de fatores de transcri¢do ativados por TLRs compreende a
familia IRF, a qual ¢ composta por nove membros: IRF1, IRF2, IRF3, IRF4 (LSIRF,
PIP ou ICSAT), IRFS, IRF6, IRF7, IRF8 (ICSBP) e IRF9 (ISGF3y). Os IRFs possuem
um dominio conservado de ligagdo ao DNA, com cerca de 120 residuos de aminoacidos
formando um motivo amino-terminal hélice-volta-hélice, capaz de se ligar ao elemento
ISRE (IFN-stimulated response element ou IRF-E). Com exce¢ao de IRF1 e IRF2, estas
proteinas apresentam um dominio regulatorio carboxi-terminal homoélogo a SMAD
(mothers against decapentaplegic homologue) (Honda and Taniguchi, 2006). A
ativacdo de IRFs esta intimamente ligada ao reconhecimento de acidos nucleicos, aos
TLRs endossomais (TLR3, 7, 8 € 9), ao TLR4 endocitado e a proteina STING integrada
a membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (RE). TLR4 internalizado e TLR3
sinalizam pelo eixo TRIF:TBK-1:IKKi (ativando IRF3, IRF7, NF-kB e ATF-2/c-Jun)
enquanto STING fosforila as cinases TBK-1 e IKKi, independentemente de TRIF
(ativando IRF3, IRF7 e NF-«kB) (Ishikawa et al., 2009). Em algumas DCs, os TLRs
endossomais (TLR7/8 ou TLRY9) podem ativar IRF1, IRF5 e IRF7 de forma MyD88
dependente, induzindo a producao de IFN-B (O’Neill and Bowie, 2007).

A familia IRF foi inicialmente relacionada com a sintese de IFNs do tipo I,
porém, ela estd envolvida em diversos mecanismos da regulagdo do sistema imune.
Quatro fatores (IRF1, IRF3, IRF5 e IRF7) foram implicados como reguladores positivos
na transcricdo dos genes de IFNs do tipo I, considerado um mecanismo de

especializacdo celular durante reconhecimento de infec¢des intracelulares,
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principalmente virais. Os altamente homologos IRF3 e IRF7 atuam como reguladores-
chave, enquanto que IRF1 e IRF5 ndo sdo essenciais a expressdo génica (Haller et al.,
2006; Jensen and Thomsen, 2012). IRF3 ¢ constitutivo no citoplasma, mas deve haver
um feedback positivo mediado por IFN-o/p para causar aumento da expressdo de IRF7,
o que lhe permite apresentar atividade bioldgica significativa. Em geral, o homodimero
IRF3:IRF3 estimula a sintese de quimiocinas (CXCL10), o heterodimero IRF3:IRF7
estimula a sintese de IFN-3 e o homodimero IRF7:IRF7 estimula a sintese de IFN-a
(Honda and Taniguchi, 2006; Kawai and Akira, 2006).

A secre¢do de IFN-f (via IRF3, NF-kB e AP-1) indica um processo infeccioso
intracelular. Para isto, IRF3 fosforilado forma um homo ou heterodimero com IRF7 e
transloca-se ao nucleo, onde interage com os co-ativadores CBP ou p300. O
holocomplexo formado se liga ao DNA, remodelando a cromatina por meio de atividade
histona-acetiltransferase. Em um estagio paracrino, o IFN I secretado se liga ao receptor
de interferon do tipo I (IFNAR) de células ndo infectadas, ativando a via Jak:STAT,
estimulando o aumento da expressdo de IRF7 e culminando na produ¢do de IFN-o/p
(via IRF3, IRF7, NF-kB e AP-1) (Haller et al., 2006; Jensen and Thomsen, 2012). Em
um caso atipico, pDCs expressam constitutivamente altos niveis de IRF7,
independentemente da ativacdo prévia de IRF3, o que as torna especializadas na
produgdo rapida de grandes quantidades de IFN do Tipo I (IFN-a) em resposta a
ligantes de TLR7/8 e TLRY e sob assessoramento de IRFS5. Nestas células, IRAK-1
fosforila IRF7 através da interagdo direta com o complexo MyD88:IRAK-1:TRAF6, o
que depende de E3 ubiquitina ligase (Kawai and Akira, 2006).

Inicialmente, esperava-se que ocorresse uma convergéncia de func¢do entre
receptores distintos, uma vez que todos os TLRs ativam basicamente NF-kB, molécula
fundamental na ativagdo de uma gama de genes da imunidade. Inclusive o TLR3 ¢
capaz de ativar NF-xB por vias proprias, demonstrando um consenso a todos os TLRs.
Porém, hoje sabemos que a ativacdo alternativa de AP-1, CREB e IRFs delineia a
diversificacdo dos padrdes de producdo de citocinas, mecanismos de sobrevivéncia e de
proliferacao celular (Fig. 4 e Tabela III). Em regra geral, o uso de MyD88 pelos
receptores de IL-1 e TLRs induz NF-kB, AP-1 e CREB e, consequentemente, a
producdo de citocinas com perfil Thl e Th2 (IFN-y e interleucinas pr6 e anti-
inflamatorias). O uso de TRIF por TLR3 e TLR4 induz a sintese de IFNs do tipo I de
forma IRF dependente (Tabela IIT) (Wesche et al., 1997; Medzhitov et al., 1998; Burns
et al., 1998; O’Neill and Bowie, 2007).
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FIGURA 4 — “Cross-talk” entre fatores de transcrigdo gatilhados por TLRs.

MyDS88 e TRIF sao os principais adaptadores de TLRs. TRIF esta envolvido na ativagao
de IRF3 e na producdo de IFN do tipo I. IRF1, 3, 5 e 7 sdo potenciais reguladores
positivos da proliferacdo celular e sobrevivéncia. MyD88 ativa as vias de PI3K,
MAP3Ks, complexo IKK e FADD:Caspase 8. PI3K conduz a ativacdo de CREB e
degradacdo de p27, contribuindo para a proliferagdo e/ou sobrevivéncia celular. A
ativagdo de MAP3Ks induz a sinalizacio de MAPKSs, o que eventualmente ativa os
fatores de transcricdo AP-1 e CREB. A ativacdo do complexo IKK resulta na
tranlocacdo de NF-kB ao nucleo. A rede integrada NF-kB, AP-1, CREB e IRFs esta
envolvida na transcricio de genes que controlam o destino celular, bem como a
inflamacdo. FADD:Caspase 8 induz apoptose, que ¢ antagonizada por uma sinalizacao

via NF-xB (Li et al., 2010b).



TABELA III: Relagdo entre sinalizagdo e perfis citocinémicos.
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Receptor | Adaptadores | Cinases Fator .de~ Citocinas L0
transcricao resposta
Todos os MyD88 IKKapy NF-kB IFN-y
TLRs, ou IL-12 Pro-inflamatoéria
exceto Mal:MyD88 TNF-a (Th1)
TLR3 (Fase Répida) | MAPK AP-1 pro-1L-1P
Todos os IKKapy NF-kB Anti-
TLRs, MyD88 IL-10 inflamatoria
exceto Mal:MyD88 AP-1 (Th2)
TLR3 MAPK CREB
cJun:ATF-2 | IL-12:TNF-a
TLR7 kg | PSOARFS | IL-12:TNF-o
TLRY MyD88 | \apK Thi
pS0:IRF7 IFN-B
IRF5:IRF7 IFN-a
p65/p50 IP-10:TNF-a
' IKK (NF-kB)
TLR2/1,6 | MyD88:Mal MAPK Th2
p65/1kB( IL-6
IFN-y
TLR3 | TRIF:TRAF6 | [KKoPy | NE-kB IL-12 T
TLR4 (Fase Tardia) MAPK AP-1 T’NF-a
pro-1L-1P
NF-kB* .
TLR3 _ TBK-1 9 IFN-B IFNs tipo I
TLR4 TRIF:TRAF3 IKKe AP-1 P-10
IRF3
NF-kB* .
TLRS ) rRipTRAFS | TBKL | Apoys IFN-q IFNs tipo 1
TLR4 IKKe
IRF7
NF-kB* .
TLR4 (MYDSE) TRAF3 | AP-1* IFN-q IFNs tipo |
emp IRF7
IFNs tipo I
Th2
IFN-af
TLR2WE | IRE3/7 1 (em pDC) #Regula
TLR3 % z Mal PI3K:Akt negativamente
TLRS [IL-10]A | TLR2,4,5¢9
CREB/CBP | i1 1210 | #Inibe GKS3
#Sobrevivéncia
#Crescimento
celular

(Jensen and Thomsen, 2012; Kawai and Akira, 2007; Krishnan et al., 2007; Li et al.,
2010b). *Fatores de transcri¢@o ativados por outras vias.
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1.4.2.3 Regulagdo das vias de sinalizagdo de TLRs

O desafio de controlar o sinal gatilhado por estimulos externos (via TLRs) ¢
influenciado por diversos mecanismos regulatérios que interferem positiva ou
negativamente sobre a disponibilidade de moléculas sinalizantes. Segundo Kondo,
existem trés tipos basicos de regulagdo negativa da sinalizagdo dos TLRs: dissociagdo
de complexos adaptadores, degradagdo de proteinas sinalizantes e regulacdo
transcricional (Kondo et al., 2012). Em adi¢do, Anwar descreve diferentes mecanismos,
dentre eles: remocdo dos receptores da superficie, atenuacdo da expressdo de
adaptadores e moléculas sinalizantes, degradacdo mediada por ubiquitinagdo-
proteossomo de proteinas sinais, remodelamento de cromatina e expressio de
reguladores negativos dominantes (Anwar et al., 2013).

O controle da expressdo de receptores, adaptadores e outras moléculas
sinalizantes ¢ o primeiro plano regulatorio dos sinais dos TLRs. Em adicdo, as células
preterem a expressao de um receptor em detrimento de outro, como ¢ o caso das DCs
em relacdo ao TLR9 e mondcitos/macrofagos em relagdo ao TLR2 (Krug et al., 2001).
Esta predilecdo se extende as outras moléculas envolvidas na sinalizag¢do: adaptadores,
cinases, fatores de transcri¢do e proteinas acessorias (Kawai and Akira, 2011). Em
suma, para que uma célula responda a um agonista ela deve ser capaz de reconhecé-lo e,
por isto, deve expressar um receptor correspondente, além de ser capaz de ativar uma
cascata de sinalizagdo funcional. Dependendo do estagio de diferenciagdo/maturacao, a
ativagdo celular por fatores endégenos e exdgenos promove mudanga da transcricao
génica, culminando na varia¢do da expressdo de moléculas sinalizantes (Baldridge et
al., 2010; Stamm et al., 1999). Inclusive, a presenga de um agonista de TLR pode
promover um efeito feedback na expressao do préprio ou de outros receptores da
imunidade. Por exemplo, DCs apresentam um aumento de expressdao de TLR2 e TLR4
em resposta ao HIV-1 e coinfecgdes (Herna et al., 2011). Macrofagos murinos
superexpressam TLRY apds ativacdo de TLR4, NF-kB e MAPKs (ERK e p38) (An et
al., 2002a). Macréfagos reduzem a expressao de TLR9 em resposta a ativagdo do TLR2
durante infec¢do por Leishmania major (Srivastava et al., 2013).

O acesso a agonistas também interfere na ativacdo celular, pois os TLRs sao
expressos diferencialmente em regides subcelulares, variando entre RE, Golgi,
endossomos, lisossomos, membrana plasmatica e vesiculas celulares. Por isto o trafego
intracelular de receptores ¢ fundamental para suas fungdes. Na auséncia de UNC93,

uma proteina relacionada com o direcionamento de receptores para o endossomo, as
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células tém dificuldade em estabelecer um perfil pro-inflamatério (Schamber-Reis et al.,
2013). Por outro lado, o furnover de vesiculas intracelulares pemite internalizacdo ou
exposicao de receptores a superficie celular. Mecanismo comumente relatado a TLR2 e
TLR4 (Barton and Kagan, 2009). Quando um TLR internalizado nio se expde a seus
agonistas, a resposta celular ¢ amenizada. Porém, ¢ mais duradoura quando o receptor ¢
internalizado associado a seu ligante. A internalizagdo de TLRs também esta envolvida
no processo de degradacgdo de receptores (Underhill et al., 1999; Wang et al., 2007). A
degradagdo de proteinas sinais por autofagia em proteossomos ¢ outro mecanismo
eficiente de inibicdo da fun¢do de TLRs. Por exemplo, IRAK1 e IRAK4 promovem a
fosforilagdo e degradacdo de Mal/TIRAP mediada por poliubiquitinagdo:proteossomo
(Dunne et al., 2010), um mecanismo induzido por Brucella sp. (Sengupta et al., 2010).

O segundo plano de regulacdo dos sinais de TLRs se da no ambito
transcricional, pois a transcricdo € um processo altamente regulado por diversos
elementos cis (enhancers, promotores, sequéncias modulatorias...) e trans (proteinas da
maquinaria de transcri¢do...) (Shlyueva et al., 2014; Palazon et al., 2014). Por sua vez, o
recrutamento de fatores de transcricdo com funcdes modificadoras de histonas distintas
(Ex.: acetilacdo e metilagdo) determina padrdes de remodelamento de cromatina. O
proprio NF-kB atua como um pivd na tolerancia a agonistas de TLRs, isto porque ele
recruta enzimas com atividade repressora de deacetilacdo de histonas (Ghosh and Karin,
2002; Hayden and Ghosh, 2008). O ATF-3 ¢ outro fator que facilita a deacetilacdo de
histonas, promove empacotamento da cromatina e dificulta o acesso de fatores de
transcri¢do a regides promotoras do DNA (Li et al., 2010a; St Germain et al., 2010).

A divergéncia na sinalizagdo dos TLRs inicia com a utilizagdo diferencial de
receptores e adaptadores e se extende com a modificagdo de adaptadores e proteinas
sinalizantes intermedidrias. Esta divergéncia determina o recrutamento alternativo dos
fatores de transcricdo que irdo parear com NF-kB. Neste contexto, TRAF6 ¢ um
exemplo de alvo regulatério importante, pois converge as vias MyD88, Mal/TIRAP e
TRIF, permitindo fosforilacdo de diferentes MAPKs (ERK1/2, INK e p38). TRAF6
poliubiquitinada associa com TAB1:TAB2 e TAK-1, ativa rapidamente NF-xkB e AP-1
e induz a produgdo de citocinas pr6 e anti-inflamatorias (ativacao rapida). TRAF6 nao
ubiquitinada associa-se com IRF5, promovendo uma producao tardia de citocinas pro e
anti-inflamatorias (ativagdo tardia) e IFNs do tipo I (via TLRs endossomais e TRIF).
TRAF6 ndo ubiquitinada também associa-se a TRAF3, recruta IRF7 e desencadeia

producdo de IFN-a (O’Neill and Bowie, 2007).



Pagina |31

O uso de moléculas co-estimulatorias ou inibitdrias ¢ o terceiro plano
regulatorio da ativacdo dos TLRs. Diversos fatores co-estimulatérios sdo requeridos
para a ativagdo dos TLRs, carreando ou facilitanto o reconhecimento de seus ligantes
(Ex.: CD14, MD2, CD36, LBP, TRIL e HMGBI1), promovendo o dobramento (folding)
dos receptores (Ex.: Chaperonas PRAT4A e GRP94), facilitando o trafego de TLRs
endossomais (Ex.: UNC93B1 e AP3), promovendo processamentos pds-traducionais
(Ex.: Proteases catepsinas e AEP), entre outros mecanismos (Lee et al., 2012). Em
contrapartida, as moléculas regulatdrias negativas promovem bloqueio, dissociacdo de
complexos adaptadores e degradacdo de moléculas sinalizantes. A proteina variante de
MyD88 (MyD88s), Tollip, e a cinase IRAK-M sdo exemplos de reguladores negativos
que atuam sobre IRAKI1, principalmente em macréfagos e mondcitos (Jeong and Lee,
2011; Anwar et al., 2013; Kondo et al., 2012). A molécula variante de TRAM com
dominio GOLD (TAG - TRAM adaptor with Golgi dynamics) ¢ um exemplo de inibidor
que compete com TRAM por TRIF (Palsson-McDermott et al., 2009). A porcao soluvel
de TLR2, liberada constantemente por mondcitos sanguineos, em associagdo com uma
por¢cdo de CD14, também soluvel, promove redu¢do da produgdo de quimiocinas e
citocinas (Ex.: IL-8 e TNF-a) (LeBouder et al., 2003).

A transcri¢cdo também ¢ alvo de regulacdo negativa por agdo de microRNAs e
RNAses, pois microRNAs promovem o silenciamento génico de mRNAs especificos ao
direcioné-los como substrato para degradagdo por RNAses. miR-155, miR-146a, miR-
148a/b, miR-152 sdo exemplos de reguladores negativos das fungdes de TLRs (Zhang
and Li, 2013). Assim como as moléculas inbitérias, algumas enzimas também
promovem a ruptura da sinalizacdo de forma reversivel (Ex.: cinases e fosfatases;
medeiam o grau de fosforilagdo das proteinas sinalizantes) ou irreversivel (Ex.:
ubiquitinases/proteossomos; medeiam degradacdo de proteinas). As MAPKs sdo
exemplos de cinases que controlam a fosforilacdo dos fatores de transcri¢ao, enquanto
as fosfatases PP1, PP2A, PP2B, PP2C e DUSP inativam MAPKs ¢ fatores de
transcri¢do por feedback negativo (Qi and Elion, 2005; Cargnello and Roux, 2011).

O quarto plano regulatorio da ativacdo dos TLRs se dd pela comunicagdo
cruzada entre sinais de TLRs e vias alternativas. Por exemplo, TLRs estimulam (via
MyD88) a sintese de pro-IL-1p, o qual deve ser clivado pela Caspase-1 (via NLRs) para
ser secretado em sua forma ativa. O IL-1p secretado ¢ reconhecido pelo receptor IL-1R,
o qual também sinaliza via MyD88, promovendo um efeito feedback positivo (Creagh
and O’Neill, 2006; Kawai and Akira, 2006). Além disto, a ativacdo de integrinas por

fatores soltiveis (imunocomplexos) € outro exemplo relacionado a regulacdo negativa de
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TLR4 em macréfagos devido a produgdo de PGE, via receptor FCyRIIb (CD32) (Zhang
et al., 2009). A ativacdo de integrinas também promove a regula¢do negativa da fungao
do TLR9 em macrofagos com participagdo de Sik, degradacdo de MyD88 e TRIF via
Cbl-b (Han et al., 2010), além de silenciar mRNAs induzidos por TLR9 em DCs através
do aumento de expressdo do microRNA-146a (Bai et al., 2012).

A interagdo entre adaptadores que contém dominios TIR (MyD88, Mal/TIRAP,
TRIF, TRAM e SARM) ¢ outro ponto de extrema importancia para a modulagdo da
sinalizagdo desencadeada por TLRs. Enquanto, MyD88 e TRIF funcionam como eixo
sinalizatorio central, as moléculas Mal/TIRAP, TRAM e SARM sao tidas como
recrutadoras, sinalizantes e reguladoras, podendo inclusive apresentar atividades
independentes de MyD88 e TRIF. Por exemplo, Mal/TIRAP ndo ¢ essencial para a
sinalizacdo de TLR2, como foi inicialmente proposto (Kenny et al., 2009), e regula
negativamente a producdo de IFN-B mediada por TLR3:TRIF (Siednienko et al., 2010).
TRIF emergiu como regulador critico da sinalizacdo de MyD88 (Hirotani et al., 2005;
Ouyang et al., 2007), enquanto a degradagdo de TRAF3 regula as sinalizagdes MyD88
e TRIF-dependentes, pois ativa a via MyD88 e suprime a via TRIF (Kagan et al., 2008).
Por fim, a sinalizacdo via TRIF, RIP1 e TRAF6 ¢ regulada negativamente por
Mal/TIRAP, ST2L, TRIAD3A e SOCS1 (Deng et al., 2000; Verstak et al., 2009;
Takeda and Akira, 2004; Kondo et al., 2012).
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1.4.2.4 TLRs como elicitadores da resposta imune

Cada TLR pode gatilhar cascatas sinalizantes distintas, culminando na ativagdo
combinatoria de fatores de transcricdo que delineiam a resposta celular. Um fator
importante a se considerar na ativacdo diferencial de TLRs ¢ sua distribuicdo em
localizagdes subcelulares, uma vez que os receptores se dividem em dois grupos
basicos: os de superficie e os endolisossomais. Isto permite que as células da imunidade
discriminem certos padrdes moleculares microbianos: aqueles liberados no meio que
sdo facilmente reconhecidos por receptores de superficie e as moléculas derivadas da
degradacdo dos micro-organismos, principalmente d4cidos nucleicos, que sdo
reconhecidas por receptores intracelulares (Chaturvedi and Pierce, 2009). Estes grupos
de TLRs divergem na capacidade de reconhecimento, permitindo a célula organizar
respostas diferenciadas contra patdogenos que possuem mecanismos invasivos distintos
(Kawai and Akira, 2006).

A eficiéncia da resposta imune depende também da prontiddo da célula em
responder aos agonistas de TLRs, o que leva em conta a capacidade de interagdo
receptor-ligante. Células quiescentes encontram-se em um estdgio neutro de ativagao,
porém, quando sofrem a quebra de seu estdgio de laténcia, promovem uma intensa
reorganizacdo metabdlica e de seu citoesqueleto. Consequentemente, movimentam seus
componentes intracelulares, incluindo os TLRs, através do trafego de vesiculas
(Baldridge et al., 2010; Manukyan et al., 2009). Em homeostasia, o TLR4 localiza-se no
Golgi de mondcitos humanos, enquanto que o TLR2 ¢ expresso em endossomos
precoces, endossomos tardios/lisossomos, mas ndo no Golgi ou RE. Posteriormente a
uma ativacdo celular, ambos sdo amplamente expressos na membrana plasmatica
(Brandt et al., 2013; Uronen-hansson et al., 2004). Por outro lado, os TLR7 ¢ TLR9 sao
exclusivamente sequestrados no RE de células ndo estimuladas e rapidamente trafegam
para os endolisossomos apos estimulagdo. Esta translocacdo de receptores
endolissomais ¢ dependente da proteina de localizacdo do RE (UNC 93B1) (Caetano et
al., 2011; Schamber-Reis et al., 2013). Portanto, a posi¢cdo e a movimentacdo de TLRs
nas células durante o processo de ativacdo celular sdo alvos de mecanismos
regulatorios. Inclusive a internaliza¢do de receptores durante o turnover de vesiculas ¢é
fundamental para a fun¢dao dos TLRs (Chaturvedi and Pierce, 2009).

Em geral, tem sido visto um forte perfil pro-inflamatério quando sdo ativados
TLRs endossomais, principalmente aqueles que sinalizam diretamente por MyD88

(caso do TLR9). TLRs de membrana que recrutam moléculas adaptadoras
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intermediarias possuem perfis moderados, inclusive apresentam atividade regulatoria
associada a um grau de atividade pro-inflamatodria (caso do TLR2) (Bafica et al., 2005;
Wenink et al., 2009). TLR2 e TLRY representam dois padrdes distintos de inducdo de
respostas imunes, os quais podem interagir formando um sistema ainda mais complexo.
(Ghosh et al., 2006). Esclarecer os mecanismos envolvidos neste sistema representa um
avanco no olhar sobre as bases da ativagdo celular durante um processo inflamatério, o

que nos permite pensar em sua manipulacdo com objetivos terapéuticos e cientificos.
1.4.2.4.1 Funcdo imunoestimuladora do TLR9

O TLRY ¢ um receptor endossomal que reconhece motivos CpG DNA nao-
metilados e sinaliza diretamente via MyD88, culminando na ativacao radpida de NF-xB
(Leifer et al., 2004; Kawai and Akira, 2007). As células especializadas em responder
por este receptor caracterizam-se pela intensa sintese de citocinas, atribuindo-lhes um
alto potencial pro-inflamatorio (Bafica et al., 2005; Colonna, 2007). Dentre as principais
citocinas relacionadas ao TLR9, temos o IL-12 e os IFNs do tipo I, essenciais no
estabelecimento de respostas agudas eficientes contra a invasdo microbiana (Aliberti et
al., 1996; Gautier et al., 2005; Tchaptchet et al., 2012; Miyagi et al., 2007). Além disto,
o IL-12 liberado estimula a expansdo clonal de linfocitos T produtores de IFN-y
(Okamura et al., 1998; Trinchieri, 2003; Miyagi et al., 2007; Tchaptchet et al., 2012). A
alta produ¢do de IL-12 e IFN-y caracteriza o TLR9 como um forte indutor de resposta
tipo Th1 (Franklin et al., 2009; Bafica et al., 2005).

As DCs (cDCs, Mo-DCs e pDCs) sdo as principais células especializadas no
reconhecimento de patégenos por TLR9. ¢cDCs tém sido intimamente relacionadas com
a produ¢do de IL-12, inclusive por células de animais sadios (Novak et al., 2010;
Kadowaki et al., 2001; Hanagata, 2012) e pDCs tém sido caracterizadas como
“bombas” produtoras de citocinas (Ex.: IL-12 e IFNs do tipo I) via TLR9:MyD88:IRF7
apos estimulacdo com CpG DNA (Krug et al., 2001). pDCs também sdo especialistas
em responder a agonistas de TLR3 via TRIF e PI3K (sintese de IFNs do tipo I)
(Guiducci et al., 2008; Swiecki et al., 2011). Mo-DCs sao fontes de IL-12, TNF-q,
iNOS ¢ da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Pulendran et al., 2010; Zhan et al., 2010;
Cuellar et al., 2008; Dominguez and Ardavin, 2010). Monocitos e macréfagos
normalmente expressam niveis inferiores de TLRY9 em relacdo as DCs (An et al.,
2002a).

Inicialmente, os micro-organismos e at¢ mesmo o DNA autdgeno, no caso de

doencas auto-imunes, devem ser degradados nos lisossomos para que haja a liberagao
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dos agonistas de TLR9 (Wolf et al., 2011; Kasperkovitz et al., 2011; Hanagata, 2012).
Este mecanismo de degradagdo e processamento indica uma relacdo intima entre
potencial de reconhecimento via TLR9, fagocitose e capacidade de apresentacdo de
antigenos (Heit et al., 2003). Processos que sdo especializagdes de células
apresentadoras de antigenos, como as DCs (Hemmi et al., 2003; Simmons et al., 2010).
Assim, vemos que o TLR9 ¢ parte fundamental da natureza das células “regentes da
imunidade”, as quais sdo requeridas rapidamente em infeccdes agudas. Em
contrapartida, sua ativagdo deve ser altamente regulada para que ndo haja uma
exarcerbacdo da resposta, como ocorre em algumas condigdes patologicas (Kondo et al.,
2012; Anwar et al., 2013). Neste ambito, TLR9 ¢ regulado negativamente por diversos
fatores, como pela integrina CD11b (Bai et al., 2012), e modulado pela sinaliza¢ao de

outros receptores, como o TLR2 (Simmons et al., 2010).
1.4.2.4.2 Func¢do imunomoduladora de TLR2

Expresso na membrana plasmatica, endossomos precoces e endossomos
tardios/lisossomos, principalmente de monoécitos e macrofagos, o TLR2 ¢ eficiente no
reconhecimento de diferentes classes de moléculas lipoproteicas derivadas do
metabolismo microbiano, principalmente moléculas liberadas no meio extracelular
(Kawai and Akira, 2007; Flo et al., 2001; Wang et al., 2000; Liu et al., 2001).
Diferentemente de outros TLRs, o TLR2 ¢ funcionalmente ativo quando forma
heterodimeros com TLR1, TLR6 ou TLR10 (em humanos) e associa-se a diversos
correceptores, o que o torna eficaz em detectar um amplo espectro de agonistas, além de
gerar uma abertura para a modulacdo de suas funcdes (van Bergenhenegouwen et al.,
2013; Oliveira-Nascimento et al., 2012). De fato, a heterodimerizagdo de TLR2 permite
o reconhecimento de lipoproteinas de micoplasmas e de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Geralmente, lipopeptideos diacilados interagem com TLR2/6,
enquanto lipopeptideos triacilados interagem com TLR2/1 (van Bergenhenegouwen et
al., 2013; Oliveira-Nascimento et al., 2012).

Quanto a funcdo de TLR2, tem sido demonstrado que o receptor possui ambas
as propriedades pr6 e anti-inflamatdrias, porém, as bases moleculares desta sinalizacao
diferencial ainda ndo estio claras (Kiura et al., 2011). A principio, a habilidade do
TLR2 em formar heterodimeros com TLR1 ou TLR6 foi considerada fundamental neste
processo (Zhang et al., 2011; Curtiss et al., 2012). Tanto que um modelo propde que a
sinalizagdo pro-inflamatdria de TLR2 estaria ligada ao complexo TLR2/1, enquanto que

a sinalizacdo modulatoria estaria associada ao complexo TLR2/6 (Zhang et al., 2011;
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Curtiss et al., 2012; Perrin-Cocon et al., 2012). Outros fatores interferem na atividade
do TLR2, como o recrutamento diferencial de moléculas adaptadoras (Ex.: MyD8S,
Mal/TIRAP e TRIF) (Redecke et al., 2004). Este receptor utiliza tradicionalmente
Mal/TIRAP como ponte para o recrutamento de MyDS88 (Verstak et al., 2009), porém,
vias alternativas independentes de Mal/TIRAP e MyD88 tém sido caracterizadas: como
a via PI3K (Santos-Sierra et al., 2009) e uma via dependente TRIF (Aubry et al., 2012).
As peculiaridades da rede de sinalizagdo do TLR2 conferem uma complexidade sobre
suas funcdes inflamatorias e reguladoras, condizente com a variedade de papéis
exercidos pelas células que expressam este receptor (Redecke et al., 2004).

A fun¢do imunorreguladora de TLR2 tem como efeito principal a elevagao dos
niveis de IL-10 e redugdo dos niveis de IL-12. Curiosamente, a reducio de IL-12 esta
associada a um aumento de produgdo de IFNs do tipo I (Wenink et al., 2009). Para tal,
diversos mecanismos tém sido relacionados, como: uso do adaptador Mal/TIRAP
(comum a TLR2 e TLR4), fosforilagio de CREB (Mellett et al., 2011; Hu et al., 2006),
ativagdo prolongada de ERK e indug¢do de c-Fos (AP-1) (Agrawal et al., 2006; Dillon et
al., 2004). Outros mecanismos regulatorios envolvem a expressdo de receptores e a
manipula¢do de vias de sinalizagdo, MAPKs e fatores de transcricdo (Zhang et al.,
2012). Por exemplo, Chamorro demonstrou que o aumento da expressdo de TLR2 esta
associado com uma reducdo da atividade pro-inflamatéria de DCs tolerogénicas
(Chamorro et al.,, 2009). Além disto, DCs derivadas de monoécitos humanos
demonstraram que o TLR2 ¢ um potente indutor de IL-10 apds reconhecimento do
zimosan de fungos, por um mecanismo que promove inibicdo de NF-kB e ativagdo de
CREB associada com a translocagdo do coativador de CREB (CBP) (Alvarez et al.,
2009). Segundo Mellett, Mal/TIRAP pode ser o sinalizante que dita o balango de
ativagdo de genes pr6 e anti-inflamatorios (Mellett et al., 2011) e, provavelmente, ¢é
regulado por sua degradagdo (Sengupta et al., 2010). Mal/TIRAP ¢ capaz de ligar ao
IRF7 e regular negativamente a producdo de IFN-B induzida por TLR3:TRIF
(Siednienko et al., 2010). Em contrapartida, o IRF7 regula negativamente a ativagdo de
TLR2:Mal/TIRAP em DCs esplénicas (Owens et al., 2012; Kenny et al., 2009).
Alternativamente, Mal/TIRAP pode conectar TLR2 a PI3K levando a polarizacdo de
fagocitos (Santos-Sierra et al., 2009).

1.4.2.5 Interagoes entre sinais gatilhados por TLRs

A maioria dos patdgenos apresenta mais de um agonista de TLR, portanto, a

estimulacdo simultdnea ou sequencial por dois ou mais receptores representa a real
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situacdo nas interacdes entre as células do hospedeiro e os micro-organismos (Kawai
and Akira, 2010, 2011). Neste contexto, um TLR pode assumir diferentes fungdes em
células distintas e diferentes TLRs podem gatilhar func¢des distintas em uma mesma
célula, de acordo com o estidgio de ativacdo celular e expressdo dos componentes da
sinalizacdo (Kawai and Akira, 2010). Em consequéncia, a estimulagdo combinatoria de
TLRs resulta na produgdo diferencial de produtos ativos que desenvolvem a cooperacao
entre TLRs e, posteriormente, entre células da imunidade (Fig. 5). Isto explica, em
parte, os diversos padrdes de respostas imunes contra a extensa gama de espécies de
micro-organismos existentes (Takeuchi and Akira, 2010). Patdégenos que possuem
processos infecciosos similares elicitam padrdes tipicos de respostas eficientes. Por
exemplo, a pDC ¢ uma célula especializada no reconhecimento de é4cidos nucleicos
pelos TLR3, 7 e 9 e na producdo de IL-12 e IFNs do tipo I, principalmente apos
exposicao a virus (Grouard et al., 1997; Ueno et al., 2007; Kvale et al., 2007).

Quando dois ou mais agonistas atuam sobre uma célula, o cross-talk entre as
vias de sinalizacdo pode gatilhar sinais efetores Uinicos ou multiplos, responsaveis pela
comunicagdo intercelular e promog¢ao de respostas inflamatorias (Trinchieri and Sher,
2007; Kawai and Akira, 2011). Uma célula simultaneamente responsiva a dois agonistas
sofre: sinergia/adi¢do (efeito de amplificacdio de uma fun¢do) ou antagonia/inibi¢ao
(efeito de diminuicao ou perda de fun¢do). No ambito sistémico, a interagdo entre sinais
de TLRs pode gerar efeitos complexos, como: complementariedade de fungdes (funcdes
peculiares de cada receptor contribuem para respostas diferenciadas), imunopredile¢ao
(um receptor assume a funcdo em detrimento de outro) ou tolerancia (efeito secundario
de hiporresponsividade causada pela supressdo ou inibi¢do de fungdo apods ativacio
prévia da célula) (Trinchieri and Sher, 2007).

Um tipo de interagdo entre TLRs envolve as vias de sinalizagdo de MyDS88 e
TRIF (Banerjee and Gerondakis, 2007). MyD88 promove ativagdo de NF-kB e AP-1,
enquanto TRIF ativa IRF3/7, potencializando a producao de IFNs do tipo I (Tabela III)
(Jensen and Thomsen, 2012; Kawai and Akira, 2007; Krishnan et al., 2007; Li et al.,
2010b). A produgao de IL-12 por DCs também ¢é potencializada quando as células sdo
simultaneamente estimuladas por agonistas que ativam MyD88 e TRIF (TLR4 e TLR3,
respectivamente) (Gautier et al., 2005; Napolitani et al., 2005; Roelofs et al., 2005). Em
contrapartida, ndo foi visualizado sinergia quando utilizados agonista de TLR2 em
combinagdo com agonista de outro receptor que sinaliza via TRIF, mas sim verificou-se

uma produ¢do moderada ou ausente de IL-12 (Gautier et al., 2005; Bekeredjian-Ding et
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al., 2006). Resultado similar ao que ocorreu quando foram associados agonistas de
TLR2 ¢ TLR9 (Bafica et al., 2005, 2006).

A associagdo entre TLRs tem sido demonstrada em diversos estudos,
principalmente em ensaios in vitro com DCs e macrofagos (Ouyang et al., 2007,
Krummen et al., 2010; Mikeld et al., 2009). Durante infecgdes por Streptococcus
pneumoniae, a sintese de citocinas depende do efeito cooperativo entre TLR2, TLR4 e
TLRY9 via MyD88 (Lee et al., 2007). Em resposta a pneumonia bacteriana Gram-
negativa, a indu¢do maxima das citocinas IL-23 e IL-17 requeriu TLR4 ¢ TLR9 (Bhan
et al., 2010). Agonistas de TLR2 e TLR4 sdo encontrados em Aspergillus fumigatus
(Chai et al., 2011), Escherichia. coli e Porphyromonas gengivales (Dobrovolskaia et al.,
2003). Além disto, foi demonstrado o envolvimento dos receptores TLR7 e TLR9 no
lpus eritematoso sistémico (Celhar et al., 2012) e dos TLR11 e TLR12 em infecgdes
com o Toxoplasma gondii (Koblansky et al., 2013). No entanto, ainda ¢ necessario
investigar as interagdes entre TLRs sob a luz da comunig¢ao intra e intercelular e avaliar
os impactos sobre a resposta imune e a replicagdo do patégeno.

A cooperacdo entre os TLR2 e TLRY representa um exemplo peculiar de
otimiza¢do da resposta do hospedeiro em diversas infecgdes bacterianas, virais e
parasitarias, como apresentado em estudos feitos com Staphylococcus aureus (Holle et
al., 2013), Herpes simplex (Sato et al., 2006), Mycobacterium tuberculosis e com T.
cruzi. Animais TLR2/TLR9 duplo deficientes mostraram uma maior susceptibilidade ao
T. cruzi que os animais deficientes somente em TLR2 ou TLRY (Bafica et al., 2006). No
estudo com M. tuberculosis, os TLR2 e TLRY apresentaram um efeito sinérgico na
produgdo de IL-12 por DCsCDIIc" esplénicas, porém um efeito antagdnico na

producdo de IFN-y por linfocitos T, principalmente TCD4 " (Bafica et al., 2005).
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FIGURA 5 — Mecanismos basicos de cooperagdo entre sinais de TLRs.

As interacdes entre TLRs podem gerar respostas efetoras simples ou multiplas:

a) Sinais multiplos de TLRs geram resposta efetora nica na célula.

b) Citocina produzida por célula Y em resposta a ligante 1 potencializa a resposta da
célula X induzida por ligante 2.

c) Efeito aditivo de resposta gerado por diferentes estimulos sobre diferentes células.

d) Respostas independentes geradas por sinais distintos de TLRs sobre a mesma célula.
e) Respostas independentes geradas por sinais distintos de TLRs sobre duas células.

[Adaptado de (Trinchieri and Sher, 2007)].
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2. JUSTIFICATIVA

O sistema imune de mamiferos ¢ capaz de promover diferentes niveis de
respostas direcionadas contra um agente invasor. Porém, comporta de forma singular
conforme reconhece similaridades estruturais em moléculas expressas pela gama de
agentes infecciosos aos quais pode ser exposto. Este reconhecimento ¢ realizado pelos
receptores da imunidade inata, os quais foram descritos hé cerca de vinte anos a frente
da barreira contra infec¢des, influenciando o balango entre imunogenicidade e
tolerancia imunoldgica. Atualmente, eles tém sido considerados como potenciais alvos
de adjuvantes em vacinas e sao foco na imunoterapia. Inclusive, seus ligantes estdo
sendo utilizados em ensaios clinicos contra alergias e em tratamentos antitumorais.

As células do sistema imune utilizam os TLRs de modo desigual, uma vez que
o mesmo receptor pode desencadear sinais diferentes e, consequentemente, padrdes
inflamatorios divergentes. Em adi¢do, tem sido demonstrado que os micro-organismos
expressam dois ou mais componentes estruturais reconhecidos pelos TLRs, levando a
ideia de cooperacdo entre eles, que se extende as células que os utilizam. O grande
desafio tem sido compreender como a rede de interagdes gatilhadas por receptores
orienta as células do sitema imune a atuar distintamente contra grupos de patogenos.

No caso do 7. cruzi, a cooperagdo entre TLRs condiciona uma resposta imune
marcada pela intensa producdo de citocinas com perfil balanceado Th1/Th2, o que ¢
evidenciado no modelo de infec¢do com a cepa Y e oportuno para estudos de
fendomenos imunomodulatdrios. Além disto, os perfis citocinémicos variam de acordo
com a presenca de diferentes agonistas de TLRs e os parametros de viruléncia, como
parasitemia e mortalidade, refletem as altera¢des nos niveis de expressdo dos receptores
nos diferentes tipos celulares (Bafica et al., 2006; Kayama and Takeda, 2010).

Ao caracterizar as células que expressam TLR2 e TLR9 e desafiando-as com
agonistas de TLRs, buscamos desvendar mecanismos inflamatérios e modulatorios
mediados pelo uso distinto de receptores durante a infec¢do aguda pela cepa Y. Para
isto, investigamos trés perguntas principais: *1) Como diferentes células sdo ativadas
pelo mesmo TLR? *2) Como uma célula pode ser ativada por diferentes TLRs,
isoladamente ou em combinacgdo? *3) Como a interacdo entre células da imunidade
delineia a resposta imune? O entendimento do papel dos receptores da imunidade inata
no processo inflamatério ¢ fundamental para a elaboracdo de novas estratégias que
utilizem combinagdes de agonistas de TLRs na imunoterapia, no uso como adjuvantes e

em procedimentos cientificos.



Pagina |41
3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a utilizacdo de TLR2 e TLRY por células fagociticas mononucleares
(DCs, monocitos e macrofagos) e a cooperacao entre receptores do sistema imune inato

durante a infec¢do aguda por Trypanosoma cruzi.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1) Analisar a influéncia de TLR2, TLR9Y, Mal/TIRAP e MyD&88 sobre pardmetros de

viruléncia (parasitemia e mortalidade) do parasita em animais deficientes.

3.2.2) Caracterizar o envolvimento de TLRs na elicita¢do da resposta pro-inflamatoria:
* Mensurar citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IFN-y e TNF-a) no soro e em
cultura de esplendcitos de animais TLR2” ¢ TLR9™ (por ELISA);
¢ Mensurar IL-12 ¢ TNF-o. em cultura de esplendcitos de animais TLR2” e
TLR9™ estimulados in vitro com agonistas de TLRs (por ELISA);

* Mensurar IL-12, IFN-y e o6xido nitrico (NO) em cultura de esplendcitos de
animais TLR2”" ¢ Mal/TIRAP™ (por ELISA).

3.2.3) Identificar células do eixo fagocitico mononuclear esplénicas, capazes de

responder a agonistas de TLR2 e TLRY em animais infectados:

e Avaliar a expressdo ex vivo de TLRs em mondcitos, macrofagos e DCs (por
citometria de fluxo);

* Avaliar a producdo ex vivo de TNF-a e IL-12 por esplendcitos de camundongos
TLR2" e TLR9™ (por citometria de fluxo);

* Avaliar a produgdo in vitro de TNF-a, IL-12 e IL-10 por esplenocitos de
camundongos TLR2” e TLR9™" estimulados com agonistas de TLR2 e TLR9 (por
citometria de fluxo).

3.2.4) Investigar a imunomodula¢do mediada por mondcitos inflamatorios esplénicos:

* Avaliar os efeitos de agonistas de TLR2 e TLRY (isoladamente ou em
combinagdo) e da deficiéncia em TLR2, TLR9, Mal/TIRAP e IL-12 sobre o
numero, expressao de TLR2 e perfil citocinémico das popula¢des de monocitos;

* (Caracterizar vias sinalizatorias e o papel de Mal/TIRAP na sintese de citocinas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ETICA EM ESTUDOS COM ANIMAIS

Os experimentos com animais foram realizados de acordo com a legislagdo brasileira,
conforme especificado no guia de cuidados com animais do Comité de Etica em
Experimentacio Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.
Autorizagdo dada pelo protocolo 83/2012.

4.2 CAMUNDONGOS E CUIDADOS ESSENCIAIS

Camundongos machos com um més de idade e peso aproximado de 22g foram
utilizados em todos os procedimentos experimentais. Os animais das linhagens
selvagens (WT - C57BL/6 e Swiss) e deficientes (IL-12”", TLR2”, TLR9”,
Mal/TIRAP”" ¢ MyD88™") foram fornecidos pelo biotério central do Centro de Pesquisas
René Rachou (CPgRR) e pelo biotério particular do Prof. Dr. Sérgio Costa Oliveira
(UFMG). Os camundongos TLR2”", TLR9™ foram gerados pelo Dr. Shizuo Akira da
Osaka University (Osaka, Japan). Todos os animais deficientes foram retrocruzados
com animais C57BL/6 por no minimo oito geragdes (background C57BL/6). Desde o
nascimento até a eutandsia, eles foram separados em grupos conforme sua linhagem e
mantidos em gaiolas microisoladoras, dispostas em prateleiras identificadas, contendo
maravalha limpa e acesso a agua filtrada e racdo autoclavada ad [libitum. Apds
desmame, os animais foram acondicionados no Biotério de Experimentacdo Animal do
CPgRR (Fundagdo Oswaldo Cruz / Av. Augusto de Lima, 1715 / Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil). O CPqRR possui um setor aclimatizado com ventilagdo, iluminagao,
temperatura e alimentagdo controlados recriando um ambiente propicio para criagdo
destes animais. No ambito experimental, a utilizacdo de animais WT foi de fundamental
importancia para se avaliar a real representatividade da composi¢do celular do bago e
avaliar a influéncia de componentes do sistema imune sobre a inducdo da resposta
durante a fase aguda da infec¢do pelo 7. cruzi, como: expressdo de constituintes
celulares e produgdo de citocinas pro e anti-inflamatorias. Em contrapartida, a utilizagao
de animais deficientes em determinados componentes do sistema imune, como citocinas
(IL-12), receptores TLR (TLR2 e TLR9) e moléculas adaptadoras (Mal/TIRAP e
MyD88), nos permitiu avaliar o efeito da auséncia de cada molécula sobre a resposta
imune global, permitindo caracterizar a importancia de cada componente durante a
infec¢do. Nos procedimentos experimentais, a contencdo dos camundongos foi feita

sobre uma superficie gradeada para realizagdo da infeccdo e aplicagdo dos anestésicos
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via i.p.. Para tal, segura-se a cauda do animal com a mao direita para que, com a mao
esquerda se possa segurar a pele da nuca do animal (logo abaixo das orelhas)
prendendo-a entre o indicador e o polegar. A seguir, a calda do animal ¢ colocada entre
0 4° e 0 5° dedos. O camundongo ¢ imediatamente virado de patas para cima para
injecdo. Nestes procedimentos, a agulha ¢ introduzida no quadrante inferior direito ou

esquerdo do abddmen (evitando a linha média) em direcdo a regido cefélica.
4.3 INFECCAO EXPERIMENTAL E CALCULO DA PARASITEMIA

Os camundongos WT Swiss foram infectados via i.p. com 50.000 parasitas durante as
passagens de manutenc¢do da cepa Y de 7. cruzi. Os camundongos WT C57BL/6 e
deficientes foram infectados com 100 formas tripomastigotas sanguineas para a
experimentacdo animal. Em suma, o sangue de trés animais infectados (+/- 0,1
mL/animal) foi adicionado a eppendorfs preenchidos com 0,1 mL de heparina; a
suspensao foi diluida com 1 mL de PBS; os parasitas foram contados em 50 campos por
microscopia Otica; apos calculo de parasitemia e de dilui¢ao, foram aplicadas injecdes

com 50.000 ou 100 parasitas via i.p. por animal.

Célculo de parasitemia (Brener, 1962):

Parasitemia = numero de parasitas x fator de correcdo do microscopio (Fc=80)

Volume aplicado na cadmara
Ex: Se em 50 campos temos 10 parasitas
=> 10(par.) x 80(Fc) / 5 (uL) = 160 par./uL;
Entdo, em 5 pL temos 800 parasitas.
>>Para 100 parasitas/animal,

100(par.) x 5(uL) / 800(par.) = 0,625 uL; aplicar 0,625 pL / animal.

>>Para 50.000 parasitas/animal;

50.000(par.) x 5(uL) / 800(par.) = 312,5 uL; aplicar 312,5 pL / animal.

A parasitemia e a sobrevivéncia dos camundongos WT C57BL/6, TLR2™,
TLR9”, MyD88"~ ¢ Mal/TIRAP” foram avaliadas no decorrer de 12 ou 40 dias de

infeccdo, respectivamente.
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4.4 COLETA DE SANGUE E EUTANASIA

Para coleta de sangue e posterior eutanasia, os camundongos foram anestesiados
conforme recomendado pelo comité de ética. Administramos os anestésicos por via i.p.:
xilazina (12 mg/kg) e quetamina (70 mg/kg). Os animais foram dispostos em superficie
lisa, tiveram a veia caudal lancetada por incisdo com bisturi e o sangue coletado em
eppendorfs. Logo em seguida, foi realizada a eutanasia por deslocamento cervical para
posterior coleta do baco conforme detalhado a seguir. Sobre uma superficie lisa, segura-
se o cranio do animal com uma mao (logo abaixo da orelha) e com a outra mao segura-
se a cauda, puxa-se de forma firme a cauda do animal em dire¢do oposta ao cranio de
forma a romper a jung¢do encéfalo-espinhal do sistema nervoso central. O sangue
coletado dos animais foi utilizado para extragdo de soro e dosagem de citocinas por

ELISA.
4.5 OBTENCAO E UTILIZACAO DE ESPLENOCITOS

O bago (6rgao linfoide secundério) nos forneceu esplendcitos para os ensaios ex vivo e
in vitro. Por citometria de fluxo, avaliamos a constitui¢@o e a propor¢ao das células nos
bacos de animais sadios e infectados e verificamos o papel dos componentes da
imunidade (Ex.: TLRs) em cada linhagem celular, inclusive apo6s estimulagdo com os
agonistas de TLR2 e TLR9 (Pam3Cys e CpGDNA). Para todos os experimentos, 0s
bacos dos animais foram macerados com émbolos de seringas em placas de 12 pogos
contendo 1 mL de meio RPMI. As suspensoes celulares foram pipetadas, separadas da
capsula esplénica e centrifugadas por 10 min a 700g / 4°C. Os pellets de células foram
ressuspensos e incubados com tampao de lise de hemécias (ACK) por 10 min no gelo.
Em seguida, as suspensdes foram recentrifugadas e ressuspensas em meio RPMI. Estas
células foram plaqueadas e utilizadas em ensaios de citometria de fluxo e de ELISA.
Para tal, foram plaqueadas 2 x 10° células/pogo em placas de 96 pogos contendo

RPMI+SFB10%. Os estimulos foram incubados em um volume final de 0,2 mL/pogo.
4.6 FENOTIPAGEM DE ESPLENOCITOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Nos ensaios ex vivo de citometria de fluxo, a marcagdo dos esplenocitos foi realizada
logo apds a extragdo ou apds incubagdo por 12h sem estimulagdo. Nos ensaios in vitro,
as células foram distribuidas em placas de cultura de 96 pogos e incubadas por 12h /
37°C em meio RPMI-SFB10% contendo brefeldina A (1 ug/mL) contendo estimulos. A
brefeldina ndo foi usada em ensaios de expressdo de proteinas (principalmente TLRs).

Os estimulos utilizados foram: CpG DNA (1 pug/mL), Pam3Cys (1 pg/mL), LPS (1
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ug/mL) ou CpG DNA (1 pg/mL) + Pam3Cys (1 pg/mL). Para a fenotipagem celular, os
esplendcitos foram identificados conforme a expressdo de proteinas de superficie
marcadas com anticorpos conjugados aos seguintes fluor6éforos (Ly6C-eFluor 450,
CDl1c-Alexa Fluor 488, CD11b-PE-Cy7, CD8-PerCPCy5.5 ¢ MHCII-APC ou F4/80-
APC (eBioscience)). Para tal, as placas foram centifugadas por 10 min a 700g / 4°C e
ressuspendidas em 50 pulL/poco com dois diferentes coquetéis de anticorpos (I- Ly6C,
CDI11b, CDl1c, CD8 e MHCII ou II- Ly6C, CD11b, CD11c, CDS8 e F4/80) diluidos em
PBS(1X)/SFB(2%). Em seguida, as placas foram mantidas a 4°C por 20 min, na
auséncia de luz, recentrifugadas e as células foram lavadas em um volume total de 0,2
mL/poco (3x) com PBS(1X)/SFB(2%). Por tltimo, as células foram fixadas com 0,1mL
de solucdo de parafolmaldeido (2%).

4.7 ANALISES DA EXPRESSAO DE TLR2 E MARCADORES DE SUPERFICIE

Para avaliar a expressdo de TLR2, o anticorpo monoclonal anti-TLR2-PE (eBioscience)
foi adicionado simultaneamente com os anticorpos para marcagdo extracelular dos
esplendcitos. Os experimentos foram feitos distintamente da marcacdo de citocinas e o
uso de animais deficientes em TLR2 serviu como controle negativo para ligagdao de

anticorpos; estratégia que nos permitiu definir a populacdo positiva versus negativa.
4.8 ANALISES DA EXPRESSAO DE TLR9 E PRODUCAO DE CITOCINAS

Para avaliar a expressdo de TLRY e sintese de citocinas foi realizada a marcagao
intracelular logo ap6s a marcacdo extracelular. Apos as células serem marcadas com
anticorpos para proteinas de superficie, elas foram permeabilizadas seguindo as
instrugdes do kit (Fix/Perm kit; BD Biosciences), e incubadas com os anticorpos
especificos para IL-10-PE (BD Biosciences — Pharmingen), IL-12-PE, TNF-a-PE ou
TLRO9-Biotina (eBioscience). Resumidamente, apds a incubacdo por 20 min com o0s
anticorpos de superficie, as células foram lavadas trés vezes com PBS(1X)/SFB(2%).
Em seguida, foram incubadas por 10 min com 100uL de tampao Cytofix/Cytoperm para
permeabilizacdo inicial e lavadas (2x) com tampado PermWash. Os anticorpos diluidos
em solugdo PermWash foram adicionados sobre as células e as placas foram mantidas a
4°C por 20 min, na auséncia de luz. As células foram lavadas com tampao PermWash
(2x) e fixadas com 0,ImL de solucdo de parafolmaldeido (2%). Nos ensaios de
expressao de TLRY, foi necessdria uma etapa adicional de incubag@o por 10 min das
células com estreptavidina-PE, entre a adicdo do anticorpo anti-TLR9-Biotina e a
fixagdo com paraformaldeido. Todas as incubagdes foram realizadas em 4°C e na

auséncia de luz (condi¢des mantidas até a aquisicdo dos dados). Nos ensaios que
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avaliaram os efeitos da sinalizacdo desencadeada por TLR2 sobre a produgdo de
citocinas, os inibidores dos componentes das vias de sinalizagdo foram adicionados
sobre as células de animais selvagens 30 min antes da incubagdo com Pam3Cys4. As
concentragdes dos inibidores foram: Ly94002 (inibidor de PI3K (20uM)); AKTi
(inibidor de AKT (10uM)); TAK:i (inibidor de TAK (200nM)); Bay11-7082 (inibidor de
IxB/NF-«xB (20uM)); PD95049 (inibidor de ERK (MAPK) (40uM)).

4.9 PARAMETROS AVALIADOS EM CITOMETRIA DE FLUXO

A aquisicdo dos dados de citometria de fluxo foi feita pelo analisador celular
LSRFortessa (BD Biosciences — Immunocytometry Systems) usando o “BD FACSDiva™
Software” (BD Biosciences) e analisados pelo “FlowJo Software (Tree Star)”. Durante a
analise dos dados, foram avaliadas as proporg¢des celulares, os niveis de expressdo dos
marcadores celulares e de TLR2 e a produgdo das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12.
Utilizamos a citometria de fluxo como principal ferramenta para obten¢do de dados
deste trabalho, os quais foram analisados basicamente pela avaliagdo de trés tipos de
parametros (Numero de Cé¢lulas Totais, Frequéncia e Intensidade de Fluorescéncia
M¢dia). Além destes parametros, o tamanho (FSC-A) e a granulosidade (SSC-A) das
células também fornecem informacgdes relevantes e podem ser expressos em hitogramas
e plots. Por definicao:

- Ntimero de Células Totais (expresso em # de células / 10° eventos adquiridos)
(apresentagdo em graficos) — valor absoluto referente ao nimero de eventos (no caso
células) marcados positivamente para determinado pardmetro ligado a fluordéforo
especifico. (Ex: namero de células TLR2™ dentre 10° eventos adquiridos). Um valor
absoluto pode ser analisado por testes de médias, comparando tipos distintos de
tratamentos.

- Frequéncia (expressa em %) (apresentacdo em graficos e plots) — valor
relativo ao numero de eventos (no caso células) marcados positivamente para
determinado parametro ligado a fluoréforo especifico (Ex: porcentagem de células IL-
107, IL-12", TNF-a" ou TLR2" dentre 10° eventos adquiridos). O valor obtido
comporta-se como um valor absoluto e pode ser analisado por testes de médias,
comparando tipos distintos de tratamentos.

- Intensidade de Fluorescéncia Média (expressa em MFI) (apresentacdo em
graficos, dot plots e histogramas) — valor relativo a intensidade de marcacdo média de
um parametro (anticorpo especifico para uma proteina de interesse ligado a fluor6foro)

em determinado evento (célula). Cada evento de uma unidade amostral possui um valor
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arbitrario de MFI, assim, a média dos valores atribuidos a um elevado nimero de
eventos adquiridos corresponde ao MFI total da amostra e pode ser analisado por testes
de médias, comparando tipos distintos de tratamentos.

Em citometria de fluxo, podemos atribuir uma significAncia estatistica de altissima
precisdo a valores atribuidos a cada parametro devido ao elevado niimero de eventos
coletados para cada unidade amostral (10° eventos). Portanto, cada valor obtido
comporta-se de forma absoluta. Porém, para confirmar a exatiddo dos resultados,
demonstrando sua importancia bioldgica, devem ser feitas repeticdes experimentais para

garantir a correta e estatisticamente significativa interpretagdo dos dados.
4.10 PRODUCAO DE CITOCINAS E OXIDO NITRICO (NO)

As citocinas (IL-12, IFN-y e TNF-a) presentes em amostras de soro e no sobrenadante
de cultura de esplendcitos de animais infectados com 7. cruzi foram mensuradas pelo
ensaio imunoenzimatico ELISA. Os ensaios foram realizados de acordo com as
instrucdes dos fabricantes dos kits BD OptEIATM (Franklin Lakes, NJ, USA) e Duoset
ELISA R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA). Em adigdo, o nitrito (6xido nitrico
- NO) foi mensurado nas culturas de esplendcitos pela reacao de Griess. As culturas de
esplendcitos foram estimuladas com agonistas de TLRs por 48h para dosagem de 1L-12,

TNF-a e NO, e por 72h para dosagem de IFN-y.
4.11 TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MACROFAGOS

Os camundongos TLR9” foram injetados por via intraperitoneal com 10" WT
macrofagos do exsudato peritoneal como descrito anteriormente (Ford et al., 2012).
Cinco dias depois, os camundongos foram infectados com 7. cruzi (100 formas
tripomastigotas sanguineas por animal). Os bagos foram coletados 7 d.p.i. e o fendtipo

celular foi analisado conforme descrito na se¢ao de analise por citometria de fluxo.
4.12 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), exceto
aqueles especificados a seguir. A sequéncia CpG DNA (TCGACGTTTGGATCGGT)
utilizada ¢ similar a encontrada no genoma do 7. cruzi (Bartholomeu et al., 2008), foi
sintetizada em um esqueleto fosforotioato e comprada do grupo Coley Pharmaceutical
(Wellesley, MA, USA). O Pam3Cysk4 foi obtido da InvivoGen e os inibidores de
sinalizacdo da Cell Signaling Technology Inc.
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4.13 ANALISES ESTATISTICAS

A significancia estatistica dos dados foi determinada pelo teste de médias t de Student
ndo pareado ou pela andlise de varidancia (ANOVA) com pos-teste de médias
Bonferroni. Os experimentos foram realizados com média + SD de 4 animais. *p<0,05
*#P<0,01 e ***P<0,001 indicam significancia estatistica entre os valores obtidos. Para
garantir a exatiddo da resposta biologica ¢ necessario que cada experimentagdo seja
repetida isoladamente, no minimo 2-3 vezes, para minimizar o efeito de qualquer fator
externo a experimentagdo. Por sua vez, cada experimento deve conter um numero de
unidades amostrais homogéneas (minimo de 4 animais) capazes de caracterizar a
resposta obtida sobre o parametro avaliado.

Numero total de células, frequéncia e MFI seguem um tipo de resposta quantitativa
continua, ou seja, resultam de uma mensuracdo, cujos valores formam um intervalo de
nameros reais. Neste tipo de resposta, os dados sdo geralmente resumidos na forma de
médias, variancias e suas derivagdes. Com o objetivo de saber se os grupos comparados
diferem ou n3o em relacdo a resposta de interesse, podemos estimar as médias destes
pardmetros e compara-las por testes de médias, dentre eles, o teste t de Student ndo
pareado. Na avaliacdo de nossos resultados o teste t nos supriu quanto ao nivel de
significancia estatistica que demandamos, além de ser um tipo de andlise comumente
utilizado em experimentos de citometria de fluxo. Quando necessario e possivel

realizamos a ANOVA dos dados e aplicamos o po6s-teste Bonferroni.
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S. RESULTADOS

5.1 TLRS E ADAPTADORES INFLUENCIAM A INFECCAO POR T. cruzi

A descoberta do envolvimento dos receptores da imunidade inata no
reconhecimento imunoldgico impulsionou o entendimento sobre como os diferentes
padrdes de respostas inflamatérias sdo elicitados frente aos inumeros estimulos aos
quais um individuo pode ser exposto. No contexto desta revolucdo, tem sido visto que o
recrutamento diferencial de receptores e moléculas sinalizantes desencadeia processos
inflamatorios divergentes. Por isto, investigamos o envolvimento dos receptores TLR2 e
TLRY e das moléculas adaptadoras Mal/TIRAP e MyD88 na elaboracdo da resposta
imune durante a fase aguda da infec¢do com 7. cruzi.

Ap6s infeccao experimental com 100 formas tripomastigotas da cepa Y, o pico
de parasitemia foi detectado entre o sexto e décimo segundo dia pos-infec¢do (d.p.i.) e o
inicio da mortalidade iniciou a partir do décimo d.p.i. (Fig. 6). Quando avaliamos o
efeito da deplecdo de receptores e adaptadores sobre estes pardmetros de viruléncia,
observamos que os animais TLR9”" e MyD88” apresentaram elevadas parasitemias em
relacdo ao grupo selvagem (WT C57BL/6) (Fig. 6A), correlacionando com uma maior
mortalidade dos animais deficientes (Fig. 6B). Por outro lado, os animais TLR2™" e
Mal/TIRAP™ apresentaram parasitemias inferiores (Fig. 6A) ¢ menor mortalidade (Fig.
6B). De fato, os animais TLR2” ¢ Mal/TIRAP” resistiram & infec¢do, contrastando
com a alta suscetibilidade dos animais TLR9” ¢ MyD88"" (Fig. 6B). Estes dados
mostram que TLR9 e MyD88 foram essenciais para o controle da replicacdo do 7. cruzi,
enquanto que TLR2 e Mal/TIRAP apresentaram fung¢do complementar na resposta
imune durante a fase aguda da infecg¢do, potencialmente imunorreguladora.

Portanto, o perfil de resposta imune durante a infec¢do por 7. cruzi foi
caracterizado pela dicotomia no uso de TLRs e adaptadores. Um exemplo de estratégia

possivelmente comum em outros processos inflamatdrios.
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FIGURA 6 — Curvas de parasitemia e sobrevivéncia de animais deficientes.

A, Parasitemia em camundongos selvagens (WT C57BL/6) e deficientes (TLR2™,
TLR9™, Mal/TIRAP"" ¢ MyD88™) nos primeiros dias de infecgdo experimental com
100 fromas sanguineas da cepa Y do 7. cruzi,

B, Mortalidade de animais na fase aguda de infec¢do com 7. cruzi.

*P<0,05 e **P<0,01 indicam significancia estatistica entre os grupos de animais

selvagens versus deficientes pela analise de médias com o teste t de Student.

Dados representativos de dois experimentos independentes.
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5.2 A COOPERACAO ENTRE TLRS DIRECIONA A RESPOSTA INFLAMATORIA

Conforme apresentado na Figura 6, os TLR2 e TLR9 afetaram
diferencialmente os parametros de viruléncia do parasita, interferindo na suscetibilidade

a infeccdo. Por isto, investigamos o papel dos receptores no processo inflamatorio.
5.2.1 Adeple¢do de TLRs desregula o perfil pro-inflamatorio

A liberagao de citocinas pro-inflamatdrias segue o primeiro pico de parasitemia
na fase aguda da infec¢do e elas sdo responsaveis pelo controle da replicacdo do T.
cruzi. A fim de avaliar o envolvimento de TLRs na fase incial da elicitacdo da resposta
pro-inflamatéria, mensuramos a presenga de IL-12/IL-23p40, IFN-y e TNF-a no soro de
animais TLR deficientes no sétimo dia de infeccdo e em cultura de esplendcitos (Fig. 7).

Por ELISA, detectamos a subunidade proteica p40, a qual compde as citocinas
IL-12 e IL-23. Acreditamos que esta subunidade correspondeu a IL-12 neste estudo,
pois a producdo de IFN-y acompanhou a liberagdo de IL-12/IL-23p40. Somente 1L-12
induz sintese significativa de IFN-y (Sieve et al.,, 2010). A deficiéncia em TLR9Y
correlacionou com uma diminui¢do acentuada dos niveis de IL-12/IL-23p40 e IFN-y no
soro e em cultura, implicando o receptor como fator imunoestimulador da resposta Th1
(Fig. 7A). Em paralelo, os niveis de TNF-o mantiveram-se elevados nas mesmas
condi¢des, sugerindo que o TLRY ndo ¢é essencial para sua sintese (Fig. 7B).

Quando avaliamos o envolvimento de TLR2 na produgdo de citocinas,
observamos que ele atuou na liberagdo de TNF-a, uma vez que houve reducdo de cerca
de 40% da citocina no soro e em cultura de esplendcitos de animais TLR2” infectados.
Esta relacdo entre TLR2 e TNF-a denotou uma funcdo pro-inflamatdria ao receptor
(Fig. 7B). Em paralelo, o aumento significativo na liberacao de IFN-y e IL-12/IL-23p40
na auséncia de TLR2 evidenciou a fun¢do imunorreguladora do receptor (Fig. 7A).

Por sua vez, os niveis de citocinas no soro e em cultura de esplendcitos de
camundongos TLR4" foram similares aos do grupo controle selvagem, indicando que
este receptor ndo foi essencial para a produ¢do das citocinas avaliadas (Fig. 7A e B).

Estes dados ressaltaram o envolvimento diferencial de TLR2 e TLR9 na
liberagdo de TNF-a, IL-12 e IFN-y. Por isto, acreditamos que a cooperacdo entre
receptores conduziu ao balanceamento do perfil citocinémico que caracteriza a

progressao da resposta inflamatoria contra o 7. cruzi.
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FIGURA 7 — Resposta pro-inflamatoria de camundongos TLR deficientes.

A, Niveis de IL-12/IL-23p40 e IFN-y em cultura de esplenocitos (48 e 72h,
respectivamente) e soro de animais WT C57BL/6, TLR2'/', TLR4” ¢ TLRY9" ndo

infectados (NI) ou apds 7 d.p.i. (I (7d));

B, Niveis de TNF-a em cultura de esplendcitos (48h) e soro de animais WT, TLR2™,

TLR4" e TLR9™ ap6s sete dias de infecgdo.

*P<0,05 e **P<0,01 indicam significancia estatistica pela analise de médias com o teste
t de Student ou pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni entre os niveis de citocinas

de células de animais infectados, deficientes versus WT.

Os dados representam dois experimentos independentes (média + SD de 4 animais).
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5.2.2 A infec¢do promove priming pro-inflamatorio

Em seguida, comparamos a capacidade de liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias por esplendcitos de animais deficientes apos estimulacdo com os agonistas
de TLR2 (Pam3Cys), TLR4 (lipopolissacarideo — LPS) e TLR9 (CpG DNA).

Primeiramente, verificamos que as células dos animais infectados produziram
niveis elevados de IL-12 e TNF-a em relacdo as células dos animais nao infectados, nas
mesmas condi¢cdes. Em adi¢do, a liberacdo espontanea de citocinas por esplenocitos de
animais infectados foi potencializada in vifro na presenga de agonistas de TLRs,
caracterizando o efeito priming inflamatoério induzido pela infec¢ao (Fig. 8A).

Neste contexto, os eplendcitos de animais selvagens infectados liberaram cerca
de 5 vezes mais IL-12 quando estimulados com CpG DNA, demonstrando a
importancia do TLRY no estabelecimento e amplificagdo da resposta Thl. Da mesma
forma, a relagdo do TLR2 com a sintese de TNF-a foi confirmada quando as células
infectadas foram estimuladas com Pam3Cys, pois houve um aumento de 2 vezes na
liberagdo da citocina. Entretanto, ndo houve variagdo significativa na producdo das
citocinas na presenga de LPS, corroborando que o TLR4 nao foi fundamental para sua
sintese (Fig. 8A).

Em seguida, avaliamos os efeitos da deplecdo de TLRs sobre o priming
inflamatorio. Observamos que na auséncia de TLR2, houve uma elevada liberacdo de
IL-12 por esplendcitos infectados, principalmente quando estimulados por CpG DNA.
Além disto, houve uma compensacdo na produ¢do de TNF-a induzida por CpG DNA,
indicando que o TLR2 assumiu a producdo de TNF-a ao inibir TLRO. Isto evidencia o
papel imunomodulador do TLR2 (Fig. 8B).

Em contraste, houve uma baixa liberagdo de IL-12 na auséncia de TLRY,
mesmo na presenga de Pam3Cys e LPS, demonstrando que a produgao desta citocina foi
intimamente ligada a presenca do receptor durante a infec¢do por 7. cruzi (Fig. 8C). Isto
sugere que a alta susceptibilidade dos camundongos TLR9” 4 infeccdo esteve
diretamente associada a escassez da sintese de IL-12, citocina essencial para estabelecer
o perfil pré-inflamatério que orquestra o sistema imune no controle da replicacdo do T.
cruzi.

Em suma, a dicotomia na sintese de citocinas por diferentes agonistas
evidenciou que o mecanismo de cooperagdo entre receptores controlou a resposta

inflamatéria durante a infecgao.
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FIGURA 8 — Efeito dos agonistas de TLRs sobre a resposta pro-inflamatoria.

A liberacdo de IL-12/IL-23p40 e TNF-a por esplenocitos de camundongos infectados
com 7. cruzi (7 d.p.i.) foi mensurada, por ELISA, ap6s incubagdo com agonistas de
TLRs por 48h. Pam3Cys (1 pg/mL), LPS (1 pg/mL) e CpG DNA (1 pg/mL).

A, Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de células de animais WT C57BL/6;
B, Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de células de animais TLR2";

C, Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de células de animais TLR9™"
*p<0,05 indica significancia estatistica pela ANOVA e teste de Bonferroni.

§P<0.05 indica significancia estatistica pelo teste t de Student entre os niveis médios de
citocinas de células de animais infectados nas mesmas condigdes de estimulos,
deficiente versus WT.

Dados representativos de dois experimentos independentes (Média + SD de 4 animais).
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5.2.3 O eixo sinalizatorio TLR2:Mal/TIRAP regula a inflamagdo

Assim como ocorreu com os receptores, os adaptadores da sinalizagdo de TLRs
(MyD88 ¢ Mal/TIRAP) afetaram de forma divergente a viruléncia do 7. cruzi (Fig. 6).
Apesar de bem conhecido o papel de MyD88 na producdo de citocinas inflamatorias
gatilhada por TLRs, a participagdo de Mal/TIRAP ndo ¢ totalmente esclarecida.
Inicialmente reconhecido como recrutador de MyDS88, outras fungdes tém sido
atribuidas a Mal/TIRAP, incluindo a fungdo moduladora da sinalizagdo dos TLRs.
Portanto, investigamos o envolvimento deste adaptador sobre a liberacdo de citocinas
(IL-12 e IFN-y) e do metabolito ativo (6xido nitrico — NO), os quais sdo essenciais no
controle da replicagdo parasitaria.

Desta forma, observamos que os esplendcitos de camundongos deficientes em
TLR2 e Mal/TIRAP apresentaram niveis elevados das citocinas ¢ de NO em
comparagdo com os animais selvagens, indicando que o eixo sinalizatdrio
TLR2:Mal/TIRAP possui um potencial imunorregulador sobre a produgdo de produtos

pro-inflamatérios durante a fase aguda da infeccdo (Fig. 9).
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FIGURA 9 — Resposta pro-inflamatoria de camundongos Mal/TIRAP deficientes.

Niveis de IL-12/IL-23p40, IFN-y e NO (apds 48, 72 e 48h, respectivamente) em cultura
de esplendcitos de animais WT C57BL/6, TLR2”" e Mal/TIRAP™ infectados (7 d.p.i.).
*P<0,05 **P<0,01 e ***P<(0,001 indicam significadncia estatistica pela ANOVA
seguida do teste de Bonferroni.

Os dados representam dois experimentos independentes (média + SD de 4 animais).
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5.3 ESPLENOCITOS QUE EXPRESSAM TLRS

A celularidade dos diferentes 6rgdos do sistema imune determina os niveis e
qualidade de producdo de citocinas durante um processo inflamatdrio. Por isto,
buscamos identificar dentre as células do eixo fagocitico mononuclear no bago, aquelas

que expressam os receptores TLR2 e TLRO e sintetizam citocinas durante a infeccao.
5.3.1 Fenotipagem de fagocitos mononucleares esplénicos

A identificacdo de mondcitos, macrofagos e DCs foi realizada em ensaios de
citometria de fluxo pela analise da expressdo diferencial das proteinas de membrana:
F4/80, CD11b, MHCII, CDl11c e Ly6C. Para tal, os esplenocitos de animais com até
sete dias de infecgdo foram extraidos e caracterizados conforme estratégia apresentada
na Figura 10 e Figura Suplementar 22. Resumidamente, as células de interesse foram
selecionadas nas interpolacdes de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-H e
FSC-A x SSC-H) (Fig. 10A) e analisadas quanto a expressdo dos marcadores citados
acima. A interpolacdo (CDI11c x MHCII) identificou células dendriticas “classicas”
(cDC-MHCII"CD11c") (Fig. 10B), enquanto que a interpolagdo (CD11b x F4/80)
identificou monécitos (Mo-F4/80°CD11b™) e macrofagos “classicos” (cM¢-
F4/80"CD11b") (Fig. 10C). Uma forma alternativa, mais completa, de identificar
mondcitos inflamatérios (Mo-CD116™MHCIICD11¢ Ly6C" *TLR2") foi feita pela
interpolagdo (MHCII x CD11b) seguida de (CD11c x Ly6C) (Fig. 10D).

Verificamos a presenca de c¢cDCs, cMds e Mos no baco dos camundongos
sadios. Porém, o padrdo da composicao celular foi alterado durante a infec¢do com a
cepa Y do 7. cruzi, havendo uma reducgdo da frequéncia de cDCs (de 1,4 para 0,8%) e
um aumento da frequéncia de cM¢s (de 1,9 para 2,5%) e de Mos (de 6,8 para 16,2%)
(Fig. 10B e C). Logo, houve um remodelamento de celularidade esplénica induzida pela
infeccdo. Além disto, os mondcitos inflamatorios estiveram entre as principais células
emergentes no baco de animais agudamente infectados (Fig. 10D) e foram classificados
em dois grupos conforme a expressao de Ly6C: Mo-
F4/80°CD11b™MHCII°CD11¢'Ly6C" ¢ Mo-F4/80°CD11b"MHCII°CD11¢ Ly6C"
(Fig. 10D e E). Chamamos esta emergéncia celular de “recrutamento”, a qual pode ser
devido a diferenciacdo in situ de células precursoras ou por migragdo de células
diferenciadas em estdgios pré-esplénicos oriundas da medula 6ssea e sangue. Os
mondcitos inflamatdrios, cDCs e cM¢s residentes apresentaram niveis distintos de

expressao dos marcadores de superficie (Fig. 10E).
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FIGURA 10 — Identificacdo de células do eixo fagocitico mononuclear no bago.

A expressao diferencial de marcadores de superficie identificou mondcitos, macrofagos
e células dendriticas no bago de animais sadios e infectados (0, 4 ¢ 7 d.p.i.).

A, Os gates no primeiro (FSC-A x FSC-H) e segundo (FSC-A x SSC-A) dot plots
eliminam debris e dupletos, permitindo a sele¢do de células como:

B, DCs “classicas” (cDC-MHCII"CD11¢");

C, Monécitos (Mo-F4/80°CD11b™) e macréfagos “classicos” (cM¢-F4/80™CD11b");
D, Os gates nas interpolacdes (MHCII x CD11b) e (Ly6C x CDI11c¢) selecionam Mo-
Ly6C™" (CD116™MHCII®CD11c") e excluem demais populagdes (Ex.: linfocitos T e
B, cDCs, cM¢s, precursores [cMoP, pre-cDC]);

E, Os gates nas interpolagdes (Ly6C x MHCII) e (Ly6C x CD11b) mostram a expressao
diferencial de marcadores em cDCs, cM¢s-Ly6C™" e Mo-Ly6C™"™.
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5.3.2 Expressdo de TLRs em fagocitos mononucleares

Um importante efeito do priming inflamatorio durante infec¢des envolve a
modulagdo de expressdo de receptores da imunidade e, consequentemente, o grau de
maturacgdo/ativagdo celular. Por isto, comparamos as expressoes dos TLR2 e TLR9 em
diferentes populagdes celulares do eixo fagocitico mononuclear esplénico de
camundongos sadios e infectados com 7. cruzi.

Ao avaliar os niveis de expressio dos receptores em ¢cDCs (MHCII"CDI11c") e
cMos (F4/80"CD11b"), observamos niveis elevados de TLR2 em cM¢s e de TLR9 em
cDCs, demonstrando a importancia destes receptores para cada tipo celular. Ambas as
células expressaram TLRs constitutivamente, porém, os niveis de expressdo dos
receptores sofreram alteracdes durante a infec¢do. De fato, a expressio de TLRO
aumentou em c¢DCs e diminuiu nos cM¢s, o que indica possiveis regulagdes positiva e
negativa de fungdes, respectivamente. Quanto aos niveis do TLR2, ndo detectamos
diferenca significativa de expressdo em macrofagos na fase inicial da infecgdo.
Entretanto, o aumento da expressdo de TLR2 em ¢DCs sugeriu que o receptor apresenta
funcdo nestas células (Fig. 11A).

Os monocitos também t€m expressdo constitutiva de TLRs. De fato, as células
CDI11b"MHCII"® corresponderam a principal populagdo esplénica que expressou 0s
mais elevados niveis de TLR2, o que foi confirmado com a utilizagdo de animais
deficientes neste receptor. Além disto, as duas populagdes esplénicas de mondcitos
inflamatorios (CD11b"MHCIICD11¢ Ly6C" *TLR2") produziram TNF-a quando

estimuladas com Pam3Cys, demonstrando vias funcionais de TLRs (Fig. 11B).



Pagina |60

300+

O —~ r Bago
v-d |l

I1(7d
S S 200{ #x (7d)
25 1]
[ lNe) 0102 10° 10* 10° 0102 10® 10* 10°
g~
%A 1004 MHCII g TLR2
/M 3

0- “IMo-Lysc®
200- =
L~ sz
'g % 1504 {Mo- Ly()(l“,_
s} 0102 10° 10* 10°
4 J 1001 ok |—Ly6C .
52 ‘o
> i .
M CSTBL6  TLRO Meio  Pam3Cys
0 79.5 148 }
o

.
0102 10° 10* 10° 010% 10® 10* 10°

Ly6C

~

= -
_ 10°

) O = o
0® QQ 0102 10® 10* 10° 0102 10 10t 10°

Ly6C

FIGURA 11 — Expressdo de TLRs em esplendcitos de animais infectados.

A, A intensidade de fluorescéncia média (MFI) indica o nivel de expressdo de TLR2 e
TLR9 em cM¢s-F4/80"CD11b"° ¢ ¢cDCs-MHCII"'CD11c" de animais WT C57BL/6
infectados (7 d.p.i.);

B, As interpolagdes (MHCII ou TLR2 x CDI11b) seguidas de (Ly6C x CDllc)
selecionam duas populacdes de monacitos inflamatorios
(CD11b"MHCII°CD11¢ Ly6C""°TLR2") responsivas ao agonista de TLR2 (TNF-o.").
**p<0,01 e ***p<0,001 indicam significancia estatistica pela analise de médias com o
teste t de Student.

Dados representativos de dois experimentos independentes (Média + SD de 4 animais).
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5.4  TLRS CONTROLAM A RESPOSTA INFLAMATORIA DE ESPLENOCITOS

As células do eixo fagocitico mononuclear sdo potentes produtoras de citocinas
em resposta a ativagdo de TLRs. Por isto, avaliamos por citometria de fluxo, a
capacidade de producdo espontanea (ex vivo) de TNF-a e IL-12 por esplendcitos de
animais infectados com 7. cruzi (7 d.p.i.). Em seguida, avaliamos a produgdo induzida

(in vitro) das citocinas em resposta aos agonistas de TLR.
5.4.1 Imunopredile¢do de macrofagos e DCs por TLRs

Ao comparar a capacidade de produgdo de IL-12, observamos um aumento
significativo da porcentagem de cDC-IL-12" em camundongos WT infectados, com
cerca de 14% das cDCs comprometidas com a producdo da citocina. Em paralelo, ndo
houve alteragdo da porcentagem de cM¢-IL-12". Isto sugere que as cDCs foram fontes
de IL-12 neste modelo. Em adi¢do, os cM¢s produziram TNF-a, pois houve um
aumento na porcentagem de cM¢-TNF-a' no baco de animais infectados (~14%),
enquanto nio houve variagio no teor de cDC-TNF-o’. Ao avaliar os mondcitos, nio
detectamos a contribui¢do na sintese, ex vivo, de IL-12 ou TNF-a. Assim, concluimos
que durante a infec¢do aguda por 7. cruzi, as cDCs e os cM¢s foram fontes importantes
para a manutenc¢ao dos niveis de IL-12 e TNF-a, respectivamente (Fig. 12A-B).

Em seguida, avaliamos o envolvimento dos TLR2 e TLRY na sintese de TNF-a
e IL-12 (Fig. 12C-D), pois ambos os receptores sdo comumente expressos em cDCs e
cM¢s. Observamos que a deplecdo de TLR9 impactou sobre a producdo de IL-12 por
cDCs, reduzindo sua capacidade de resposta durante a infec¢do. O que ndo ocorreu na
auséncia de TLR2. Além disso, ndo houve produ¢do de IL-12 por cM¢s de animais
TLR9™ (Fig. 12C). Isto demonstrou que a especializagdo no uso de TLR9 por ¢DCs foi
fundamental para a produgdo de IL-12, e consequentemente, sobre o priming pro-
inflamatorio Thl durante a fase aguda da infec¢do por 7. cruzi. Paralelamente, houve
uma reducdo na frequéncia de cM¢s-TNF-a na auséncia do TLR2, o que ndo foi visto
na auséncia de TLR9. Além disso, ndo houve produ¢dao de TNF-a por ¢cDCs de animais
TLR2” (Fig. 12D). Isto demonstrou que a especializagdo no uso de TLR2 por cM¢s foi
fundamental na produ¢do de TNF-a e vinculada ao papel pro-inflamatoério do receptor.

Logo, os TLR9 e TLR2 sao criticos para a produg¢ao de IL-12 por ¢cDCs e de
TNF-a por cMés, respectivamente. Esta polarizagdo na sintese de citocinas pro-
inflamatorias evidenciou que a predilegdo por receptores ¢ um ponto determinante na

cooperacao entre diferentes células.
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FIGURA 12 — Produgdo ex vivo de TNF-o. e IL-12 por esplenocitos.

A, Contour plots representando a marcagao intracelular de citocinas em esplenocitos de
camundongos WT C57BL/6 infectados (7 d.p.i.);

B, Frequéncias de esplendcitos produtores de IL-12 e TNF-a de animais WT infectados;
C, Frequéncias de cM¢s-IL-12" ¢ ¢DCs-IL-12" no bago de animais WT, TLR2" e
TLR9™ infectados;

D, Frequéncias de ¢cM¢s-TNF-0 e ¢cDCs-TNF-a" no bago de animais WT, TLR2” ¢
TLR9™" infectados.

*p<0,05 e **p<0,01 indicam ignificancia estatistica pela ANOVA e teste de Bonferroni.

Dados representativos de dois experimentos independentes (média = SD de 4 animais).
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5.4.2 Responsividade de esplenocitos a agonistas de TLRs

Em seguida, comparamos por citometria de fluxo, a capacidade de resposta de
cDCs, Mds e Mos aos agonistas de TLRs para confirmar a relagdo entre célula, receptor
e produc¢do de citocinas durante a infec¢do por 7. cruzi.

Primeiramente, observamos um aumento da frequéncia de cM¢ e Mo-
(F4/80°CD11b™) de animais sadios e infectados sintetizando TNF-a apos estimulacao
com Pam3Cys e LPS, ressaltando a funcionalidade da via dos TLRs nestas linhagens.
Em adicdo, os Mos demonstraram capacidade de producdo de IL-12 em resposta ao
LPS, via receptor ndo relacionado a dicotomia TLR2/TLRY (Fig. 13A). Paralelamente,
cerca de 40% das cDCs se comprometeram com a produgdo de IL-12 apos estimulacio
com CpG DNA, destacando sua predile¢do por TLR9. Além disto, a infec¢do induziu
um aumento da frequéncia de ¢cDC-IL12" (Fig. 13B). Estes dados confirmaram a
relacdo entre cM¢: TLR2:TNF-a e entre cDCs: TLR9:1L-12, além de mostrar que os Mo
produzem citocinas em reposta aos agonistas de TLRs.

Em contraste, houve uma redu¢do drastica no teor de Mds e Mo responsivos
ao agonista de TLRY durante a infec¢do, pois o CpG DNA induziu uma menor
porcentagem de células a produzir TNF-o e IL-12 em animais infectados quando
comparado aos sadios. De fato, a quantidade de mondcitos habeis reduziu em até 70%
com a infeccdo (Fig. 13B). Esta hiporresponsividade foi peculiar ao TLRY, pois a
infec¢do ndo alterou as frequéncias de Mos/cM¢s capazes de responder aos agonistas de
TLR2 e TLR4 (Fig. 13A). O mesmo fendmeno ocorreu com as células de animais TLR2
deficientes estimuladas com CpG DNA, excluindo que o TLR2 tenha papel modulador
sobre a resposta do TLR9 (ndo mostrado).

O aumento da responsividade de cDCs e a diminuicdo de cMos ao agonista de
TLRO correlacionaram com as variagdes desiguais das expressdes do receptor nestas
células (Fig. 11A). Logo, o TLR9 se mostrou um marcador do estado inflamatorio das
cDCs, enquanto foi regulado negativamente em Mo/cM¢. Isto impactou diretamente
sobre a capacidade de producdo de citocinas e relacionou o priming inflamatdrio
induzido pela infec¢do como sendo um potencial de especializagdo de cDCs mediado
pela expressao do receptor.

Neste contexto, hipotetizamos que o controle das respostas de TLR9 nas
linhagens de Mo/cM¢s envolvesse o microambiente inflamatdrio, mais especificamente,
a ativacdo de cDCs. Para testar esta hipdtese, purificamos cM¢ps de camundongos
peritoneais WT C57BL/6 (>90% de células F4/80") e os transferimos para animais

TLR9” (Rec TLR9™), cuja atividade inflamatdéria das cDCs foi consideravelmente
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reduzida. Cinco dias depois, infectamos camundongos WT, TLR9” ¢ Rec TLR9™ ¢
coletamos seus esplendcitos no sétimo dia de infec¢do. Primeiramente, confirmamos
que c¢DCs de animais Rec TLR9” foram incapazes de produzir IL-12 em reposta ao
CpG DNA. Em seguida, ao comparar as frequéncias de cM¢s-IL-12" em animais WT e
Rec TLR9™", vimos que a hiporresponsividade dos cM¢s de camundongos WT I ao CpG
DNA foi revertida nos Rec TLR9” 1. De fato, foram encontrados cerca de 18% de
cMos-IL-12" em camundongos Rec TLR9™ 1, 11% em Rec TLR9” NI ¢ 7% em WT I
(Fig. 13C). Quando a mesma transferéncia de cM¢s selvagens foi realizada em
camundongos TLR27, os quais possuem atividade pro-inflamatoéria das c¢CDs, a
hiporresponsividade ao agonista de TLR9 por cM¢s ndo foi restaurada (dado ndo
mostrado).

De acordo com estes dados, a transferéncia adotiva de macrofagos selvagens
para camundongos TLR9™ permitiu que os cMds recuperassem a resposta ao agonista
de TLRO (vizualizada pela producao de IL-12) na auséncia da atividade inflamatoria das
cDCs. Portanto, estabelecemos uma correlacao entre o estado inflamatério de cDCs com
a capacidade dos cM¢s em responder ao agonista do TLR9 durante a fase aguda da

infeccdo pelo 7. cruzi.
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FIGURA 13 — Efeito de agonistas sobre a produgdo de citocinas por esplendcitos.

Esplendcitos de animais WT C57BL/6, sadios (NI) e infectados (I (7d)), foram
estimulados in vitro com agonista de TLR2 (Pam3Cys - 1 ug/mL), TLR4 (LPS - 1
pug/mL) e TLRY (CpG DNA - 1 pg/mL) por 12h.

A, Frequéncia de células IL-12" e TNF-o" apés estimulagio com LPS e Pam3Clys;

B, Frequéncia de células IL-12" e TNF-o" apés estimulagio com CpG DNA;

C, Frequéncias de cM¢s-IL-12° de animais WT, TLR9” e Rec TLR9” apos
estimulacdo com CpG DNA.

Rec TLR9™ = “camundongo TLR9™" reconstituido com cM¢s de WT”.

*P<0,05 e **P<0,01 indicam significancia estatistica pelo teste t de Student.

Os dados representam trés experimentos independentes (média = SD de 4 animais).
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5.4.3  Producdo de citocinas por monécitos Ly6C""°TLR2"

Apesar de ndo ter sido detectada a sintese espontanea de citocinas por
monocitos durante a infeccdo, a responsividade a agonistas de TLRs e a emergéncia de
duas populacdes distintas indicam seu envolvimento na inflamagdo. Neste ambito, os
esplenocitos de animais infectados (7 d.p.i.) foram estimulados in vitro por 12h com
agonistas de TLRs. Em seguida, avaliados, por citometria de fluxo, quanto a capacidade

de produgdo de citocinas consideradas pro (IL-12 e TNF-a) e anti (IL-10) inflamatdrias.
5.4.3.1 Resposta de monocitos ao agonista de TLR2

A alta expressdo de TLR2 nos mondcitos inflamatorios ¢ uma caracteristica
notoria. Por isto, avaliamos a resposta destas células a um agonista do receptor. Os
esplenocitos foram incubados com Pam3Cys e as frequéncias de células
CD11b™MHCII’CD11¢ Ly6C""°*TLR2" produtoras de citocinas foram apresentadas
como Mo-Ly6C""citocina’ (Fig. 14). Cerca de 80% dos Mo-Ly6C™ esplénicos de
animais sadios e infectados sintetizaram TNF-a na presenca do agonista de TLR2. Além
disto, 20% dos Mo-Ly6C™ produziram IL-12 nas mesmas condi¢des, mas ndo IL-10
(Fig. 14A e B). Paralelamente, houve um aumento significativo (cerca de 35%) da
frequéncia de Mo-Ly6C°IL-10" ¢ TNF-o" apos estimulagio via TLR2, mas estas

células foram incapazes de sintetizar significativamente IL-12 (Fig. 14C e D).
5.4.3.2 Resposta de monocitos ao agonista de TLR9

O T. cruzi possui dois agonistas principais de TLRs. Para averiguar se a
resposta dos mondcitos foi célula-contexto dependente ou TLR-contexto dependente,
avaliamos a capacidade dos Mo-Ly6C""°TLR2" em responder via TLR9, isoladamente
ou em combinagdo com o agonista de TLR2. Os resultados foram similares aos obtidos
com Pam3Cys. Na cultura de esplendcitos de animais sadios, 0 CpG DNA induziu um
aumento da frequéncia de células Ly6C™IL-12" (~20%), Ly6C°IL-10" (~25%) e
Ly6C"°TNF-0" (~85% e ~45%). Assim, confirmamos que os Mo-Ly6C™ foram hébeis
em produzir IL-12 ¢ TNF-a, enquanto que os Mo-Ly6C" produziram TNF-a e IL-10,
evidenciando uma especializagdo funcional independetemente do tipo de agonista no
meio (Fig. 14A-E). Entretanto, o CpG DNA induziu uma menor porcentagem de células
a produzir citocinas durante a infecgdo, principalmente Mo-Ly6C""*TNF-o" (redugdo
de ~15%) (Fig.14B e D). Isto corroborou a hipotese de hiporresponsividade de TLR9
em mondcitos (Fig. 13B), provavelmente relacionada a uma reducdo na expressao do

receptor, assim como ocorreu com os cMés (Fig. 11A).
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Isoladamente ou em combinagdo, os agonistas de TLR2 e TLRY induziram
frequéncias semelhantes de Mo-Ly6C"citocina” nas culturas de esplendcitos de animais
infectados, sugerindo que a populagdo ¢ capaz de responder igualmente a ambos
agonistas (Fig. 14B). Em contraste, as frequéncias e numeros de Mo-Ly6C" citocina’
concomitantemente estimulados com agonistas de TLRs corresponderam a soma das
frequéncias e niimeros de células estimuladas com cada agonista. Isto sugeriu um
impacto aditivo dos agonistas sobre subpopula¢des de Mo-Ly6C" (Fig. 14D-F).

Em seguida, quantificamos os niveis de citocinas produzidas pelos mondcitos
TLR2" (em MFI) para verificar o potencial indutor de cada TLR (Fig. 14G e H). Assim,
observamos que os agonistas, principalmente o CpG DNA, induziram eficientemente os
Mo-Ly6Chi a produzirem citocinas pro-inflamatdrias, o que relaciona com a eficiéncia
no controle inicial da replicacdo parasitaria. No entanto, o agonista de TLR2 definiu os
niveis de citocinas a serem produzidas pelas células de animais sadios e infectados
durante a dupla estimulagdo com Pam3Cys e CpG DNA, indicando um papel regulador
negativo do TLR2 sobre o sinal de TLRY, assim como acreditamos ocorrer com as
cDCs (Fig. 14G).

Por outro lado, a resposta da populagio Mo-Ly6C'" aos agonistas de TLRs,
principalmente ao Pam3Cys, favoreceu a resisténcia do hospedeiro contra o 7. cruzi
através da liberagdo do TNF-a, em parceria com os Mo-Ly6Chi. As Mo-Ly6C10 também
foram fundamentais na resolu¢do da inflamag¢do mediada pela liberacdo de IL-10. Na
presenca de ambos os agonistas de TLR2 e TLRY, a capacidade de Mo-Ly6C" em
produzir TNF-a e IL-10 foi potencializada quando comparada com o estimulo unico,
principalmente sobre a produ¢do de IL-10. Isto indicou que dentre a populacdo Mo-
Ly6C°TLR2" destaca-se uma subpopulagio TLR9' capaz de se autorregular
positivamente quando ha dupla estimulacao de TLRs (Fig. 14H).

De acordo com este estudo, os mondcitos compdem populacdes heterogéneas
de células que apresentam diferentes padroes de expressio de TLRs. Porém, a alta
expressio de TLR2 caracterizou as populacdes funcionais dos Mo-Ly6C"™", cujos
padrdes de producao de citocinas divergiram e foram independentes do tipo de agonista
presente no meio. Além disto, as interacdes entre TLRs expressos pelos mondcitos
sugerem: 1) Redugdo do teor de Mo-Ly6C™ " responsivos ao agonista de TLR9 durante
infecgdo; 2) Regulagdo negativa de TLR2 sobre o sinal de TLR9 em Mo-Ly6C"; 3)
Sinergia entre sinais de TLR2 e TLR9 em Mo-Ly6C". Tudo isto demonstra uma

regulacdo fina na ativacgdo celular pelo uso balanceado de diferentes agonistas de TLRs.
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FIGURA 14 — Resposta inflamatoria de mondcitos a agonistas de TLRs.
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Esplendcitos de animais WT sadios (NI) e infectados (I (7d)) foram estimulados in vitro
por 12h com Pam3Cys (I pg/mL) e CpG DNA (1 pg/mL), isoladamente ou em
combinagao.
A, Contour plots mostrando a sintese de citocinas por mondcitos Ly6C"TLR2" em
resposta ao agonista de TLR2;
B, Frequéncias de mondcitos Ly6C"TLR2" produtores de IL-10, TNF-a e IL-12 em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
C, Contour plots mostrando a sintese de citocinas por monécitos Ly6C°TLR2" em
resposta ao agonista de TLR2;
D, Frequéncias de mondcitos Ly6C°TLR2" produtores de IL-10, TNF-a ¢ IL-12 em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
E, Contour plots mostrando a sintese de citocinas em mondcitos Ly6C°TLR2" em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
F, Nmero (#) de mondcitos Ly6C°TLR2™ produtores de IL-10 ¢ TNF-a em resposta
aos agonistas de TLR2 e TLR9, em 10° eventos adquiridos;
G, Niveis de citocinas produzidas por monécitos Ly6C"TLR2"™ (em MFI) em resposta
aos agonistas de TLR2 e TLR9 (em MFI);
H, Niveis de citocinas produzidas por monécitos Ly6C°TLR2" (em MFI) em resposta
aos agonistas de TLR2 e TLRO.
*P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 indicam significancia estatistica pela ANOVA e pos-
teste de Bonferroni ou pela andlise de médias com o teste t de Student.

Os dados representam trés experimentos independentes (média = SD de 4 animais).
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5.5  MODULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA DE MONOCITOS

Os mondcitos sdo células hematopoiéticas geralmente sanguineas, que
emergem nos 6rgdos linfoides em condi¢des inflamatorias e apresentam potencial efetor
de resposta. Eles estdo entre as principais células que orientam o sistema imune, uma
vez que possuem capacidade de reconhecimento imunolégico, produgdo de citocinas e
potencial de diferenciacdo em diversas classes de macrofagos e DCs. Participam da
manutencdo da homeostasia e ajudam a instaurar e regular os processos inflamatérios.
Por isto, investigamos como o uso de TLRs por mondcitos durante a fase aguda da
infeccdo por 7. cruzi controla a producdo de citocinas, sob a luz de diferentes
mecanismos imunorregulatorios, envolvendo: a celularidade do bago, expressdo de

TLRs e utilizag¢do de vias de sinalizacao alternativas.
5.5.1 A infecgdo altera a popula¢do monocitica no bago

O processo inflamatorio libera diferentes fatores de diferenciagdo e migracao,
responsaveis pela alteragdo da composi¢ao celular, principalmente nos 6rgaos linfoides.
Assim como ocorreu com as cDCs e os cMé¢s (Fig. 10B e C), o perfil monocitico
esplénico também foi alterado durante a infec¢do (Fig. 10D). Ao estudar a natureza dos
mondcitos inflamatérios F4/80°CD11b™MCHII®CD11¢ Ly6C""°TLR2", observamos
que o tamanho (FSC-A), a granulosidade (SSC-A) e os niveis de expressao de CD11b,
MHCII, CDl1l1c e Ly6C mantiveram-se relativamente constantes nos primeiros dias de
infeccdo por 7. cruzi (5, 6 e 7 d.p.i.). Estas caracteristicas fenotipicas permitiram
distingui-los entre si e de outras células. As expressdes de CD11b e MHCII foram
pontos comuns nas duas populagdes, porém houve diferengas quanto ao tamanho,
granulosidade e expressdo de CD11c (Fig. 15A e B).

O perfil populacional monocitico esplénico, representado pelas células
CD11b"MHCII", aumentou nos primeiros dias de infeccdo por 7. cruzi (Fig. 10D e
15C). Porém, este aumento foi desigual ao avaliar a evolugdo das populagdes TLR2".
Em animais sadios, a prevaléncia de Mo-Ly6C"TLR2" contrastou com o pequeno
niamero de Mo-Ly6C°TLR2". Entretanto, este padrio inverteu durante a infecgio, pois
houve uma acentuada emergéncia da populagio Ly6CTLR2" (~80%) em comparagio
com a populacdo de monocitos Ly6ChiTLR2hi (~20%) (Fig. 10D e 15D).

No quarto dia de infec¢do, houve um aumento da populagdo de Mo-
Ly6ChiTLR2hi, seguido de um decréscimo no sétimo dia de infec¢do (Fig. 15D), o que
correlacionou com a evolucdo da expressdo de TLR2 nestas células. Isto sugere que o

acréscimo da populagio Mo-Ly6C"TLR2" no quarto dia de infecgdo pode ter decorrido
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de um aumento da expressdo do receptor em células precursoras Ly6C™ existentes no
baco (Fig. 15E). De fato, a variacdo do numero de células com alta expressdo de TLR2
influenciou diretamente o nimero de Mo-Ly6C"TLR2" produtores de TNF-a ap0s
estimulagdo com Pam3Cys (Fig. 15F). No entanto, apesar de ndo ter sido detectada
variacdo da expressio de TLR2 em Mo-Ly6C" com a evolugio da infecgdo, houve um
aumento continuo do nimero de Mo-Ly6C TLR2"TNF-o" apés estimulagio com
Pam3Cys, sugerindo que os niveis elevados de TLR2 representam uma caracteristica

intrinsica destas células (Fig. 15E e F).
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FIGURA 15 — Monocitos Ly6 C"eTLR2" esplénicos.

A, Os histogramas mostram a expressao de marcadores de superficie nos diferentes tipos
de monocitos de camundongos WT C57BL/6 (7 d.p.i.);

B, Evolug¢do do tamanho (FSC-A), granulosidade (SSC-A) e niveis de expressdo de
Ly6C, CD11b, CD11c e MHCII nos Mo-Ly6C™" *TLR2" (5, 6 ¢ 7 d.p.i.);

C, Frequéncia de mondcitos totais (CD1 1b"MHCII®) (4 ¢ 7 d.p.i.);

D, Ntmero (#) de monécitos Ly6C™"°TLR2" em 10° eventos adquiridos (4 ¢ 7 d.p.i.);
E, Expressdo de TLR2 (em MFI) em Mo-Ly6C™*TLR2" (4 ¢ 7 d.p.i.);

F, Namero (#) de monocitos Ly6Chi/ PTLR2MTNF-o" adquiridos em 10° eventos (4 ¢ 7
d.p.i.).

*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 indicam significancia estatistica pela ANOVA seguida
do teste de Bonferroni.

Dados representativos de dois experimentos independentes (Média + SD de 4 animais).
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5.5.2 A populagdo de monocitos no bago é modulada por TLRs

O nimero de mondcitos Ly6C™°TLR2™ esplénicos evoluiu de forma
contrastante durante a infec¢do (Fig. 15D). Por isto, procuramos definir os fatores
capazes de influenciar nesse evento e focamos no papel dos TLRs. Em um primeiro
conjunto de experimentos, os esplendcitos totais foram incubados in vitro com agonistas
de TLR2 e TLRY por 12h. De acordo com a Tabela IV, a presenga de Pam3Cys e CpG
DNA induziu o aumento do nimero de Mo-Ly6C"TLR2" nas culturas de esplenocitos
de camundongos infectados e sadios, indicando diferenciagdo/maturacio in situ de
células precursoras residentes. Em contraste, os agonistas de TLR2 ou TLR9
conduziram a uma ligeira diminuicdo do niimero de Mo-Ly6C1°TLR2hi na cultura de
esplenocitos de aimais infectados, a qual pode decorrer de uma regulacdo negativa da

expressdao de TLR2 ou morte celular.

TABELA 1V: Efeito dos agonistas de TLR sobre o niimero de monécitos TLR2".

# Mo-Ly6C"TLR2" # Mo-Ly6C °TLR2"
(xN) (xn)
NI 1(7d) NI 1(7d)
Meio 1.00+0.13 1.18 + 0.04* 1.00+0.92 10.0 + 0.40%**
Pam3Cys  1.69 +0.13%** 1.54+0.17§8§ 1.04+0.45 8.7 +0.508
CpGDNA  1.29+0.15%  1.52+0.18§8§ 1.02+0.46 8.5+0.15§
Pam + CpG  1.52+£0.18*** 1.63 +0.23§8§ 0.96+0.48 7.6+ 0.30§

- Os esplenocitos de camundongos WT C57BL/6 foram incubados com agonistas de
TLR2 (Pam3Cys - 1pg/mL) e/ou TLR9 (CpG DNA - 1pg/mL) por 12h.

- Os nimeros (#) de mondcitos de animais sadios (NI) foram normalizados como sendo:
N=4000 Mo-Ly6C™ ¢ n~1500 Mo-Ly6C", em 10° eventos adquiridos.

Dados representativos de trés experimentos independentes (Média + SD de 4 animais).
*P<0.05, ***P<0.001: significancia estatistica em relacdo as células ndo estimuladas de
animais NI, pela ANOVA e pds-teste de Bonferroni.

§P<0.05, §§§P<0.001: significancia estatistica em relagdo as células ndo estimuladas de
animais infectados I (7dias) (em negrito), pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

Em um segundo conjunto de experimentos, comparamos o numero de Mo-
Ly6Chi/l°TLR2hi no bago dos camundongos WT, TLR2", TLR9” e Mal/TIRAP”
infectados para avaliar a importancia dos TLRs e adaptador no controle populacional
dos monocitos (Tabela V). Na auséncia de TLR2 ou TLRY, houve uma redugdo
significativa do niimero de Mo-Ly6C"TLR2", mas a quantidade de Mo-Ly6C"°TLR2"

permaneceu inalterada, corroborando com os dados da Tabela IV. Na auséncia de
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Mal/TIRAP, ambos os mondcitos TLR2™ tiveram reducio de seus nameros (~60% para
Mo-Ly6C" ¢ ~30% para Mo-Ly6C™) quando comparado ao grupo selvagem infectado.

Em adigdo, avaliamos a influéncia da inflamag¢do mediada por IL-12, crucial
para a defesa de camundongos infectados, sobre o nimero de mondécitos no bago dos
animais (Tabela V). Na auséncia de IL-12, o teor de Mo-Ly6ChiTLR2hi em animais
infectados se manteve o mesmo de animais WT sadios, enquanto houve uma diminuicao
significativa da populagio Mo-Ly6C'°TLR2". De fato, houve uma redugio de cerca de
50% de Mo-Ly6C"°TLR2" no bago de camundongos IL-127" infectados em comparago
com camundongos WT infectados.

Esses dados sugerem que a inflamacdo mediada por IL-12 e a atuagdo de
Mal/TIRAP regularam positivamente a presenca de mondcitos com alta expressdao de
TLR2 no bago de animais infectados com 7. cruzi, enquanto que a presenga de ambos
os TLR2 e TLRY foi essencial somente para a existéncia dos Mo-Ly6C"TLR2". E
possivel que a presencga de apenas um TLR (2, 4, 7 ou 9) nos animais TLR deficientes

seja suficiente para a existéncia dos Mo-Ly6C°TLR2",

TABELA V: Numero de mondcitos esplénicos em camundongos deficientes.

# Mo-Ly6C"TLR2" # Mo-Ly6C °TLR2"
(xN) (xn)
WT NI 1.00 +0.13 1.0+0.9
WT I 1.18 + 0.04* 10.0 £ 0.4%**
TLR21® 0.59 + 0.14§§ 11.0+£0.8
TLR9™ 1 0.70 + 0.06§§ 11.0+1.2
Mal/TIRAP™ I 0.41 +0.038§8§ 7.2+0.288
IL-127"1 1.00 +0.18 5.1+ 1.188§

- O numero (#) de mondcitos no bago de animais NI foi normalizado como sendo:
1N=4000 Mo-Ly6C™ e 1#~1500 Mo-Ly6C", em 10° eventos adquiridos.

@ As células de camundongos TLR2” foram analisadas somente por meio das
interpolagdes (CD11c vs. Ly6C).

Dados representativos de dois experimentos independentes (Média = SD de 4 animais).
*P<0.05, ***P<0.001: significancia estatistica em relagdo as células de animais WT NI,
pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

§§P<0.01, §§§P<0.001: significancia estatistica em rela¢do as células de animais WT I
(negrito), pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni.
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5.5.3 Fatores que afetam os mondcitos inflamatorios

A cooperacdo entre TLR2 e TLR9Y elicitou o sitema imune durante a infec¢ao
por T. cruzi. Porém, as células do eixo fagocitico mononuclear utilizaram cada receptor
de forma desigual. Por isto, estimulamos os esplenocitos de camundongos deficientes
com agonistas de TLRs para entender a influéncia dos receptores e de IL-12 sobre a

resposta inflamatoria dos Mo-Ly6C™"°TLR2".
5.5.3.1 Deple¢io de TLRs e os Mo-TLR2"

A deplegao de TLR2 e TLRY impactou negativamente somente sobre o nlimero
de Mo-Ly6C"TLR2" (Tabela V). Porém, os Mo-Ly6C™ remanescentes nos animais
TLR-deficientes foram igualmente responsivos ao agonista do receptor complementar,
com frequéncias de células TNF-o" (~35-40%), indicando que a via de sinalizagio
responsavel pela sintese de citocinas estd funcional nestas células. Em adi¢do, os TLRs
foram independentemente capazes de conduzir sinais que convergiram na producdo das
mesmas citocinas (Fig. 16A e B) por via de sinalizagdo controlada pelo sinal de TLR2
(Fig. 14G). Entretanto, a dupla estimulacdo com agonistas de TLR2 e TLRY resultou em
uma reducio da frequéncia de células TLR-deficientes-TNF-o' em relagdo ao grupo
selvagem. Isto indica que a cooperacdo entre TLRs foi essencial para a maturagdo da
populacio de Mo-Ly6C™, provavelmente através da regulagio cruzada entre suas
expressoes. Logo, os TLRs cooperaram para a presenga de Mo-Ly6ChiTLR2hi no baco,
além de potencializar o teor de células produtoras de citocinas.

Os Mo-Ly6C°TLR2" comportaram da mesma forma quanto & producio de
TNF-a e IL-10, sob as mesmas condi¢des estimulatorias, indicando que utilizam a
mesma via para sintese de citocinas. No entanto, a resposta inflamatoria destas células
foi intensamente afetada na auséncia dos TLRs. De fato, os Mo-Ly6ClO de animais
TLR2" ndo produziram citocinas, mesmo em resposta a0 CpG DNA. Em adigdo, as
frequéncias de Mo-Ly6C°TLR9 citocina® foram drasticamente reduzidas quando
estimuladas com Pam3Cys. Isto significa que o TLR2 foi essencial para a fungdo de
Mo-Ly6Cl°, enquanto que o TLR9 a regulou. De fato, o CpG DNA potencializou a
frequéncia de células produtoras de citocinas (Fig. 16A, C-E), além da propria sintese
de citocinas (Fig. 14H), indicando que a presenga de ambos os receptores também foi
essencial para a maturagio da populagdo Mo-Ly6C °TLR2".

Portanto, a cooperacao entre TLR2 e TLRY induziu a presenca de Mo-
Ly6C"TLR2" no bago mas, apesar de enriquecer o populagio de células produtoras de

citocinas, ndo foi essencial para seu potencial inflamatorio. Em contraste, a cooperagao
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entre TLRs ndo foi necessaria para recrutar os Mo-Ly6C°TLR2" para o bago durante a

infec¢do, mas sim, para desencadear seu potencial inflamatorio.
5.5.3.2 Microambiente inflamatério e os Mo-TLR2"

Durante a infec¢do aguda por 7. cruzi, o microambiente pro-inflamatorio,
caracterizado pela liberacao de IL-12 por ¢cDCs via TLRY, regulou negativamente o teor
de Moy/cM¢os responsivos ao CpG DNA. Por isto, avaliamos o papel de IL-12 sobre o
potencial inflamatério dos Mo-Ly6C™ " °TLR2" estimulados com agonistas de TLRs.

A auséncia de IL-12 prejudicou a presenga de Mo-Ly6C""°TLR2" no bago
durante a infec¢do (Tabela V) mas, a propor¢do entre as populagdes remanescentes nao
foi alterada nos animais IL-127" (~30% de Mo-Ly6C™ ¢ ~70% de Mo-Ly6C") (Fig.
16F). Isto sugere um impacto do IL-12 sobre o processo global de
diferenciagdo/recrutamento das duas populagdes de mondcitos inflamatorios.

Ao comparar a resposta inflamatoria dos mondcitos de animais IL-127 e
selvagens infectados, observamos frequéncias iguais de Mo-Ly6C " TLR2"citocina” nas
mesmas condi¢des de estimulos, indicando que a deplecdo do IL-12 ndo interferiu na
sinalizagdo destas células. Porém, as frequéncias de Mo-Ly6C"°TLR2"citocina” foram
afetadas na auséncia de IL-12, indicando que o microambiente inflamatorio foi
importante para a maturacdo funcional destas células (Fig. 16A-E). Em adigdo, a
responsividade ao agonista de TLR2 indica sinaliza¢ao funcional nos Mo-Ly6C1°IL-12’/'
para a sintese de citocinas. Porém, o baixo teor de células responsivas ao CpG DNA nos
fez presumir que o IL-12 regulou a ativagdo de TLR9 nestas células e,
consequentemente, afetou a cooperagdo com o TLR2. Possivelmente, a presenga de IL-
12 atuou positivamente sobre a maturagdo da expressdo de TLR9 nos Mo-Ly6C".

Considerando a redugdo no conteado populacional de Mo-Ly6C'°TLR2" em
animais IL-127, verificamos que o nimero total de células produtoras de citocinas
também diminuiu consideravelemente nos animais deficientes (Fig. 16G), o que esta
relacionado com o balango inflamatoério IL-10/1L-12.

Portanto, o microambiente inflamatorio mediado pela presenca de IL-12 foi
fundamental para o recrutamento de ambas as popula¢des funcionais de mondcitos, ao
induzir a cooperagdo entre os TLR2 e TLR9 que potencializou o teor de células
produtoras de citocinas. Porém, o IL-12 foi fundamental somente para a maturacao dos

Mo-Ly6C °TLR2".
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FIGURA 16 — Papel de IL-12 e TLRs na resposta inflamatoria de monocitos.

Esplendcitos de animais infectados (7 d.p.i.), selvagens (WT C57BL/6) e deficientes
(TLR27, TLR9" e IL-127), foram estimulados in vitro por 12h com Pam3Cys (1
png/mL) e CpG DNA (1 pg/mL), isoladamente ou em combinagao.
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A, Dot plots mostrando a sintese de TNF-o. por mondcitos Ly6C""® de animais
selvagens e IL-127" em resposta aos agonistas de TLR2 ¢ TLRY;
B, Frequéncias de mondcitos Ly6C"TNF-o de animais selvagens e deficientes em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
C, Frequéncias de monécitos Ly6C°TNF-a" de animais selvagens e deficientes em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
D, Contour plots mostrando a sintese de IL-10 por mondcitos Ly6C® de animais
selvagens e deficientes em resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
E, Frequéncias de monocitos Ly6C°IL-10" de animais selvagens e deficientes em
resposta aos agonistas de TLR2 e TLRY;
F, Dot plots mostrando a frequéncia de Mo-Ly6C""°TLR2" em animais selvagens e IL-
127", sadios e infectados (7 d.p.i);
G, Numero (#) de mondcitos Ly6C°TNF-o" e IL-10" de animais selvagens e IL-127" em
resposta aos agonistas de TLR2 ¢ TLR9, em 10° eventos adquiridos.
*P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 indicam significancia estatistica pela ANOVA e pos-
teste de Bonferroni.

Os dados representam dois experimentos independentes (média + SD de 4 animais).
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5.5.4 Agonistas de TLR modulam expressdo de TLR2 em mondcitos

Os esplendcitos de camundongos foram identificados pelos marcadores (F4/80,
CDI11b, MHCII, CDI1l1c e Ly6C) e caracterizados quanto a expressao de TLR2 (Fig.
Suplementar 22A). Dentre eles, os mondcitos que apresentaram elevada expressdo de
TLR2 e CDI11c se mostraram aqueles com o maior grau de maturagdo, o que permitiu
selecionar as populacdes inflamatorias, inclusive de animais TLR2". Desta forma, a
estratégia de focar em células que expressam TLR2 permitiu analisar a funcionalidade
do receptor em Mo-Ly6C""°TLR2" durante a infec¢io pelo 7. cruzi. Aqui, verificamos
como os agonistas de TLRs impactaram sobre os niveis de expressdo do TLR2 nas
células que pertencem a linhagem monocitica, causando variagcdes populacionais de
Mo-Ly6C""°TLR2" (Fig. 17).

Em um primeiro momento, avaliamos o papel de agonistas de TLR2 e TLR9
na modulacio da expressio de TLR2 nas populagdes de Mo-Ly6C""°TLR2" durante a
infec¢do por 7. cruzi. O CpG DNA induziu aumento da expressdo de TLR2 em Mo-
Ly6C™ e, em menor escala, nos Mo-Ly6C"®. Por outro lado, o Pam3Cys induziu
aumento de expressio de TLR2 apenas em Mo-Ly6C™ (Fig. 17A e B). Esses dados
mostraram que, apesar de possuirem elevada expressdo de TLR2, os mondcitos foram
influenciados pelos agonistas de TLR, corroborando os resultados apresentados nas
Tabelas IV e V.

Em um segundo momento, avaliamos o impacto da deple¢do de TLR9 sobre a
da expressio de TLR2. Na auséncia de TLR9, ambas as populacdes de Mo-
Ly6Chi/l°TLR2hi de camundongos infectados apresentaram niveis menores de TLR2
quando comparado com as células de animais WT infectados (Fig. 17C). Isto confirmou
que o TLRY regulou positivamente a expressdo de TLR2 nas células da linhagem
monocitica e, consequentemente, sua atividade.

A origem e destino dos monocitos sdo controversas. Porém, ao expandir o gate
que identifica mondcitos inflamatérios na interpolacio (MHCII x CDI11b),
selecionamos células da linhagem monocitica em diferentes graus de maturagdo, sejam
precursoras ou Mo-Ly6C™°TLR2" que sofreram regulagdo de expressio de marcadores
de superficie. Desta forma, foi possivel selecionar células com menor expressdo de
TLR2 e CDllc, distintas pela expressdo de Ly6C. Em animais sadios, o nimero de
células Ly6C"TLR2" totais sobressaiu o de Ly6C°TLR2" totais, porém o recrutamento
massivo de células Ly6C°TLR2" inverteu a proporgdo das populagdes durante a

infecgdo. O que reproduziu a evolugdo das populacdes Mo-Ly6C"°TLR2" (Fig. 17D).
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Em seguida, realizamos uma cinética de incubacdo de esplendcitos de animais
sadios e infectados (7 d.p.i.) com agonistas de TLRs para avaliar sua influéncia sobre o
teor de células TLR2" dentre a linhagem monocitica global. A principio, verificamos
que os numeros totais de ambos os tipos celulares (Ly6C"*TLR2") nio modificaram na
presenga dos agonistas. Em adicdo, ndo vimos interconversdo entre os tipos de
monocitos quando estimulados. No entanto, estas células apresentaram um ganho de
expressdo de TLR2, induzido principalmente pelo CpG DNA, o que repercutiu no
aumento da porcentagem de Mo-Ly6Chi/ loTLR2™ (Fig. 17D e E). Ao quantificar a
proporgio de Mo-Ly6C"'°*TLR2" dentre a populagio Ly6C"*TLR2" total, observamos
que este efeito foi transitorio (Fig. 17E). Durante processos inflamatorios, o turnover de
vesiculas direciona o TLR2 de endossomos para ser exposto na membrana plasmatica,
favorecendo o reconhecimento do receptor com seu ligante e, subsequente
internalizacdo do complexo receptor-ligante. Acreditamos que seja o caso dos
monacitos.

O aumento da expressio de TLR2 em Mo-Ly6C™" em reposta aos agonistas
de TLRs correlacionou com seu potencial inflamatorio. Por isto, acreditamos que a
elevada expressdo de TLR2 funcionou como um marcador do estado inflamatorio de
mondcitos, assim como TLR9 foi para as c¢DCs. Além disto, os Mo-Ly6C™
apresentaram um aumento de expressdo de TLR2 mais intenso e duradouro,
correlacionando com os dados da Tabela IV. A menor variacdo dos niveis de expressao
de TLR2 em Mo-Ly6C" sugere que esta populagio ¢ recrutada em estagios elevados de
ativagio, enquanto os Mo-Ly6C" precisaram ser ativados in situ para desenvolverem

funcionalidade.
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FIGURA 17 — Efeito de agonistas de TLRs sobre a expressdo de TLR2 em monocitos.

Os esplendcitos de animais WT C57BL/6 infectados (7 d.p.i.) foram estimulados in
vitro por até 10h com agonistas de TLR2 (Pam3Cys - 1 ug/mL) ou TLR9 (CpG DNA -
1 pg/mL).
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A, B, Os dot plots, grafico e histogramas mostram o impacto, apos 10h, dos agonistas de
TLR2 ¢ TLRY sobre os niveis de expressio de TLR2 em Mo-Ly6C""°TLR2" de
animais WT infectados (7 d.p.i.);
C, O grafico e histogramas mostram o efeito da deplecdo de TLR9 sobre os niveis de
expressdo de TLR2 em Mo-Ly6C" °TLR2" de animais WT e TLR9™ infectados (7
d.p.i.). Os Mo-Ly6C™"°TLR2" selvagens foram estimulados por 10h com CpG DNA
como controle;
D, E, Os dot plots e graficos mostram o efeito de agonistas de TLRs sobre a quantidade
de monocitos Ly6C"°TLR2" de animais infectados (5, 6 ¢ 7 d.p.i.) que up-regularam a
expressdo de TLR2 e CD11c¢ durante a cinética de incubacgao in vitro (2, 5 e 10h).
*P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 indicam significancia estatistica pelo ANOVA e pos-
teste de Bonferroni, ou pela analise de médias com o teste t de Student (média + SD de
4 animais). Mo = mondcito; P = Pam3Cys; C = CpG DNA.

Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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5.5.5 Mal/TIRAP e a sinalizac¢do gatilhada por TLRs em mondcitos

A deplecao de TLR2 e Mal/TIRAP correlacionou com a resisténcia a infec¢ao
por T. cruzi (Fig. 6) e com o aumento da liberacdao de IL-12p40, IFN-y e NO (Fig. 9),
indicando uma fung¢ao regulatoria. Além disto, a deficiéncia em Mal/TIRAP, adaptador
que controla a ativagdo celular downstream TLR2, afetou o ntimero de ambas as
populagcdes de mondcitos, indicando que ¢ uma molécula essencial para a existéncia dos
monocitos no baco (Tabela V). Neste contexto, investigamos o impacto de Mal/TIRAP
na resposta inflamatéria dos Mo-Ly6C"°*TLR2" durante a infecgdo com 7. cruzi.

Primeiramente, verificamos que a expressdo de TLR2 foi similar em mondcitos
selvagens e Mal/TIRAP deficientes, excluindo possiveis influéncias do receptor sobre a
produgdo de citocinas (Fig. 18A). Em seguida, os esplendcitos de animais Mal/TIRAP™
infectados foram incubados com agonistas de TLRs e avaliados quanto as frequéncias
de M0-Ly6Chi/k’TLR2hicitocina+ (Fig. 18B-E). Na auséncia de Mal/TIRAP, a
capacidade de produgdo de TNF-o. por Mo-Ly6C"TLR2" em resposta aos agonistas
permaneceu intacta (Fig. 18B e C). Em contraste, os Mo-Ly6C1° sofreram uma dréstica
redu¢do na capacidade de produzir TNF-a e IL-10 (Fig. 18B, D ¢ E).

De fato, a auséncia de Mal/TIRAP impediu a sintese de citocinas por Mo-
Ly6Cl°, mas nao por Mo-Ly6Chi. Logo, as populacdes de monocitos utilizaram
Mal/TIRAP de forma diferencial e independente do estimulo, sugerindo que o
adaptador ¢ uma molécula chave na predefini¢ao de suas fungdes.

Os diferentes padrdes de sintese de citocinas pelos Mo-Ly6C™"°TLR2" sugere
o uso de vias de sinalizagdo distintas. Considerando que Mal/TIRAP foi essencial
apenas para os Mo-Ly6C °TLR2" produzirem citocinas, nos interessamos em avaliar a
cascata de sinalizacdo desencadeada por TLR2 utilizada para a sintese de IL-10. Para
tal, incubamos esplendcitos na presenca de alguns inibidores de moléculas especificas
da sinalizacao de TLRs e, ap6s 30 minutos, adicionamos Pam3Cys. Os inibidores de
TAK-1 (TAKi), ERK1/2 (PD95049) e kB (Bay11-7082) afetaram significativamente a
resposta das células estimuladas com Pam3Cys. Indicando que TAK-1, ERK ¢ NF-xB
foram requeridos para induzir a produgio de IL-10 por Mo-Ly6CTLR2". Em adigao,
os inibidores de PI3K (Ly94002) e AKT (AKTi) ndo afetaram a sintese de IL-10, o que
permitiu descartar a necessidade da via PI3K/AKT na sintese de IL-10. Logo, os Mo-
Ly6C °TLR2" utilizaram a via TLR2:Mal/TIRAP:TAK-1, MAPK ERK1/2 ¢ o fator de
transcricdo NF-kB para produzir IL-10 (Fig. 18F).
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FIGURA 18 — Modulacao da sinalizacdo em Mo-Ly6Chi/ fo

A, Os histogramas e grafico mostram os niveis ex vivo de expressdo de TLR2 em
monocitos de animais WT C57BL/6 e Mal/TIRAP deficientes infectados (7 d.p.i.);

B, Contour plots mostrando a sintese de TNF-a e IL-10 por mondcitos Ly6C™" de
animais selvagens e Mal/TIRAP deficientes estimulados in vitro por 12h com agonistas
de TLR2 (Pam3Cys - 1 pg/mL) e TLR9 (CpG DNA - 1 pg/mL);

C, Frequéncias de monécitos Ly6C"TNF-a' de animais selvagens ¢ Mal/TIRAP

deficientes estimulados in vitro por 12h com agonistas de TLR2 e TLRY;
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D, Frequéncias de mondcitos Ly6C°TNF-o" de animais selvagens e Mal/TIRAP
deficientes estimulados in vitro por 12h com agonistas de TLR2 e TLRY;
E, Frequéncias de mondcitos Ly6C°IL-10" de animais selvagens e Mal/TIRAP
deficientes estimulados in vitro por 12h com agonistas de TLR2 e TLRY;
F, Esplenocitos de animais selvagens WT foram incubados por 30 min com diferentes
inibidores de componentes da via de sinalizacdo de TLRs, estimulados in vitro com
agonista de TLR2 (Pam3Cys 1 ug/mL) por 12h e avaliados quanto a frequéncia de Mo-
Ly6Cl°IL-10+. Ly94002 (inibidor de PI3K - 20uM); AKTi (inibidor de AKT - 10uM);
TAKi (inibidor de TAK - 200nM); Bay11-7082 (inibidor de IkB/NF-kB - 20uM);
PD95049 (inibidor de ERK (MAPK) - 40uM).
***%P<(,001 indica significancia estatistica pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

Os dados representam dois experimentos independentes (média + SD de 4 animais).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, evidenciamos uma cooperagdo entre receptores da imunidade
servindo de plataforma para definir o padrdo inflamatério em um modelo de infec¢ao
aguda com 7. cruzi. Especificamente, demonstramos como o reconhecimento da cepa Y
através de TLR2 e TLRY ativou esplendcitos fagociticos mononucleares (mondocitos,
macrofagos e DCs), resultando na producado diferencial de IL-12, IFN-y, TNF-q, IL-10 e
NO (Fig. 19). Além disto, investigamos como a producdo de citocinas ¢ modulada pela:
celularidade esplénica, expressdo de receptores e rede sinalizatoria. Para tal, analisamos
o comportamento de células de animais deficientes em receptores ou adaptadores frente

a estimulac@o com diferentes ligantes.
6.1 Imunidade inata na infec¢do por T. cruzi
6.1.1 O efeito cooperativo entre TLRs e a inflamag¢do

O T. cruzi possui duas moléculas principais capazes de elicitar o sistema imune
via TLRs, as glicoproteinas semelhantes a mucina ancoradas a GPI (tGPI-mucina) e os
motivos CpG DNA ndo metilados presentes no genoma do parasita. Respectivos
agonistas de TLR2 e TLR9 (Almeida et al., 2000; Campos et al., 2001; Bafica et al.,
2006; Bartholomeu et al., 2008). Ele também expressa um glicoinositolfosfolipideo
(GIPL) de membrana (membro da familia GPI) reconhecido pelo TLR4 e os RNAs fita
simples ricos em guanosinas e uridinas reconhecidos pelo TLR7 (Oliveira et al., 2004;
Caetano et al., 2011). Pelo fato do parasita possuir mais de um agonista, foi proposta a
ideia de cooperagdo entre receptores, a qual foi comprovada pela infec¢do experimental
de animais TLR2”, TLR9™", TLR2/9"" ¢ MyD88'/’ com a cepa Y (Bafica et al., 2006). A
cooperacgdo entre receptores promove uma resposta inflamatoria equilibrada durante a
infeccdo por 7. cruzi. No entanto, os efeitos das interagdes entre sinais de TLRs nos
diferentes tipos celulares ainda sd@o pouco conhecidos, principalmente no que diz
respeito ao controle do balango citocinémico Th1/Th2 e a fungdo imunomoduladora.

No modelo de infec¢do aguda com a cepa Y, a resposta imune ¢ caracterizada
pela liberagdo de um padrdo inicial de citocinas pro-inflamatérias tipicas Thl,
especialmente IL-12, IFN-y e TNF-a, seguido pelo rapido equilibrio com fatores anti-
inflamatorios, como IL-10 ¢ TGF-B (Abrahamsohn and Coffman, 1996; Aliberti et al.,
1996; Cardillo et al., 1996). Em adicdo, a resposta inflamatoria, parasitemia e
susceptibilidade a infecgdo sdo diferencialmente afetadas pelas deficiéncias em TLRs

(Almeida et al., 2000; Bartholomeu et al., 2008; Oliveira et al., 2004; Cactano et al.,
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2011). Neste contexto, o TLR9 ¢ apresentado como um forte indutor da resposta pro-
inflamatoria (Bafica et al., 2005; Bartholomeu et al., 2008), enquanto o TLR2 ¢
indicado como agente imunomodulador (Ropert and Gazzinelli, 2004). Dicotomia

observada pela infeccdo de animais TLR2 ou TLR9 deficientes (Bafica et al., 2006).
Neste trabalho, o TLR9 foi crucial para o controle da replicagdo do parasita e
sobrevivéncia do hospedeiro, enquanto o TLR2 apresentou fung¢des regulatorias,
confirmando a complementaridade de suas fungdes. Outros grupos mostraram que o
TLR4 também tem um potencial pro-inflamatdrio, além de uma funcdo regulatoria, em
modelos de infeccdo com as cepas Y e RA (Oliveira et al., 2004; Poncini et al., 2010;
Oliveira et al., 2010). Em paralelo, o TLR7 ¢ proposto como ativador pro-inflamatdrio
na infec¢do com as cepas CL-Brener e CL-14 (Caetano et al., 2011). Logo, as funcdes

de TLR2 e TLR4 sdao comparaveis, assim como sdo as de TLR7 e TLRY.
6.1.2 Potencial pro-inflamatorio de TLR2 e TLRY

A resposta pro-inflamatoria composta por quimiocinas, citocinas e produtos
ativos controla a infec¢do por 7. cruzi por meio de dois eixos funcionais: indugdo da
transcricdo génica mediada por IL-12/IFN-y e atividade antimicrobiana de TNF-a/NO
(Abrahamsohn and Coffman, 1996). Neste contexto, o IL-12 induz a sintese de IFN-y
por NKs e posteriormente por linfocitos T (Abrahamsohn and Coffman, 1996), além de
ativar a produ¢@o de TNF-a por mondcitos e macrofagos. Por sua vez, o TNF-a controla
a parasitemia ao induzir a produ¢do de NO por macréfagos previamente ativados por
IFN-y (Silva et al., 1995; Lima et al., 1997).

No estagio inicial do processo inflamatorio, a liberagdo de IFN-y induzida por
IL-12 promove um intenso priming pro-inflamatorio capaz de alterar a expressao
proteica de células quiescentes, promover comunicacao intercelular e induzir migracao.
Assim, o IFN-y controla a expressdo de receptores e moléculas sinalizantes, inclusive
TLRs. Consequentemente, a ativacdo de TLRs nas células desencadeia uma sinalizagao
rapida com recrutamento massivo de MyD88. A via TLR:MyD88 amplifica a produgdo
de citocinas, promovendo um efeito feedback positivo sobre o priming pro-inflamatdrio
(Franklin et al., 2009; Tchaptchet et al., 2012).

Os principais receptores que promovem este efeito estdo envolvidos no
reconhecimento de acidos nucleicos, como o TLR9 (Franklin et al., 2009). De fato, as
sequéncias de CpG DNA nao metiladas semelhantes aquelas encontradas no genoma da
cepa Y do 7. cruzi induzem e amplificam a resposta Thl, caracterizando o potencial

imunoestimulatorio de TLR9 (Bartholomeu et al., 2008). Aqui, demonstramos que este
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potencial esteve intimamente associado ao controle de cDCs sobre a sintese direta de
IL-12, indireta de IFN-y e sobre a producdo de citocinas por outras células nos
primeiros passos da infeccdo aguda por 7. cruzi. De fato, os macrofagos TLR9
competentes reconstituidos no sistema de animais TLR9” produziram IL-12 em
resposta a0 CpG DNA, indicando que a imunopredile¢do de ¢cDCs por TLR9 governou
a producao sistémica de IL-12.

Por sua vez, a atividade pro-inflamatéria de TLR2 foi caracterizada pela
produgdo de TNF-a e NO por linhagens de macréfagos estimulados com ancoras GPI
da cepa Y (Campos et al., 2001). Aqui, comprovamos que macroéfagos e mondcitos
esplénicos se especializaram na produg¢do de TNF-o em resposta ao Pam3Cys,
indicando uma imunopredile¢cao por TLR2.

Neste trabalho utilizamos camundongos deficientes na experimentagdo, mas
uma preocupagdo ao se trabalhar com estes modelos concerne a existéncia de
fendmenos compensatorios, uma vez que a resposta imune sistémica ¢ reajustada na
auséncia de uma molécula ou célula. Por exemplo, encontramos uma compensagao
envolvendo a imunopredilecio por TLR2 na producdo de TNF-a, pois esta foi
contornada a favor do TLR9 na auséncia do TLR2. De fato, o CpG DNA induziu os
esplendcitos totais de animais competentes a liberarem uma pequena quantidade desta
citocina, contrastando com a elevada produgio pelas células de camundongos TLR2™
estimuladas com o mesmo agonista. Por outro lado, os esplenocitos totais de
camundongos TLR9™ incubados com Pam3Cys ndo liberaram niveis significativos de
IL-12. Neste caso, ndo houve mecanismo compensatdrio que contornasse a sintese desta

citocina.
6.1.3 Potencial imunomodulador de TLR2

Ropert propds a atividade regulatéria de TLR2 na infec¢do pela cepa Y de T
cruzi (Ropert and Gazzinelli, 2004). Um efeito também demonstrado na infec¢do com
Mycobacterium tuberculosis (Quesniaux et al., 2004). Em adic¢do, a exposi¢do prévia de
macrofagos derivados de células tronco a agonistas de TLR2 os fez produzir menos
citocinas e compostos reativos de oxigénio (ROS) (Yanez et al., 2013b). Aqui,
evidenciamos que esta atividade regulatoria esteve relacionada com a interferéncia entre
sinais gatilhados por TLRs e com a indugao de IL-10.

Os dados deste trabalho indicaram que o sinal de TLR9 que desencadeia a
atividade pro-inflamatéria de cDCs e Mo-Ly6Chi seja negativamente regulado pela

ativagio concomitante de TLR2. ¢cDCs ¢ Mo-Ly6C™ compartilharam a caracteristica de
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possuirem elevados niveis de TLR2. Porém, Pam3Cys ndo induziu niveis significativos
de citocinas por ¢cDCs e, quando associado com o CpG DNA, controlou os niveis de
citocinas em Mo-Ly6C™. ¢cDCs e Mo-Ly6C™ também compartilharam a capacidade de
produzir IL-12, a qual foi governada pelo TLR9. Porém, com a progressao da infec¢do
por T cruzi, os Mo-Ly6C" se tornaram hiporresponsivos ao CpG DNA, enquanto as
cDCs elevaram os niveis de expressdo de TLR9. Além disto, o CpG DNA induziu
elevados niveis de IL-12 por esplendcitos TLR2™, apesar dos nimeros de Mo-Ly6C"
funcionais serem reduzidos na auséncia do receptor. Isto sugere que as cDCs se
tornaram as principais produtoras de IL-12 que utilizaram TLR9 durante a infec¢ao por
T. cruzi. A manipulagdo de vias de sinalizagdo, MAPKs e fatores de transcri¢do
representa a hipotese mais provavel para explicar o efeito regulatorio de TLR2 nestas
células. De fato, ¢ a hipdtese frequentemente encontrada na literatura (Agrawal et al.,
2006; Dillon et al., 2004; Wenink et al., 2009).

Outro papel regulador de TLR2 decorreu da producdo de IL-10 por Mo-
Ly6C". O IL-10 ¢ sintetizado por diversos tipos celulares ¢ inibe a atividade de células
Thl, NKs e macrofagos, promovendo a resolugdo ou evitando a exacerbacao da reposta
inflamatoria. Por outro lado, o IL-10 pode impedir a eliminagdo de patdogenos e facilitar
a imunopatologia como efeito colateral (Couper et al., 2008). Na infeccdo com a cepa
RA do T. cruzi, DCs regulatorias induzem, in vitro, o aumento da razao IL-10/IL-12 e
liberagdo de TGF-B (Poncini et al., 2008). A promocao da artrite também ¢ associada
com a redu¢do de IL-10 na auséncia de TLR2 (Huang et al., 2013). De fato, a razdo (IL-
12+IFN-y)/IL-10 estd diretamante ligada ao balangco Th1/Th2. Pois, o IL-10 inibe a
liberagdo de IFN-y, enquanto o IFN-y suprime a producdo de IL-10 por meio da
ativagdo de GSK3, regulacdo de MAPKs e CREB/AP-1 e interrup¢do do feedback
mediado por STAT3 (Hu et al., 2006). Neste contexto, acreditamos que o perfil
regulatorio do TLR2, caracterizado pelo bloqueio de vias sinalizantes classicas e
producgdo de IL-10, esteja relacionado com a ativagao de Mal/TIRAP, o qual tem sido
indicado como modulador chave downstream a TLR que dita o balango de ativacao de

genes pro e anti-inflamatérios (Mellett et al., 2011).
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FIGURA 19 — Modelo de cooperagdo entre células que utilizam TLRs.

O priming pré-inflamatorio gatilhado por IFN-y durante a infec¢do com 7. cruzi ¢

potencializado pelo envolvimento de TLRY9 na producdo de IL-12 por cDCs.

Paralelamente, ¢ induzida uma hiporresponsividade a CpG DNA em macrdofagos e

monocitos. O TLR2 atua em DCs como imunorregulador da atividade de TLR9 e € o

principal responsavel pela producdo de TNF-o por mondcitos/macrofagos. Em

monocitos Ly6C", o TLR2 induz sintese de IL-10, caracterizando uma atividade anti-

inflamatoria.
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6.2 Modulagdo da resposta imune na infecg¢do por T. cruzi

Diversos mecanismos podem modular a atividade de TLRs. Aqui discutimos: a

celularidade esplénica, expressdo de receptores e utilizagdo de sinalizagdes diferenciais.
6.2.1 A infec¢dao remodela a celularidade do bago

Na homeostasia, as células do eixo fagocitico mononuclear compdem o sangue
ou residem nos tecidos linfoides e epiteliais. Porém na inflamagdo, a liberacdo de
estimulos de proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose altera a celularidade
destes tecidos. Neste contexto, definimos ‘“‘recrutamento” como sendo o aumento
tissular do contetdo celular decorrente da migragdo somada a diferenciagdo de
precursores in situ.

Este trabalho apontou um numero expressivo de ¢cDCs, cMds e Mo-Ly6C™
naturalmente residentes no bago de camundongos sadios e os caracterizou como fontes
de citocinas. A pronta existéncia destas células sentinelas esteve relacionada com a
rapida resposta pro-inflamatdria, fundamental para o controle inicial da replica¢ao do 7.
cruzi. Adicionalmente, observamos o recrutamento de dois tipos de monocitos nos
primeiros dias de infecgdo, principalmente os Mo-Ly6C" produtores de IL-10.
Acreditamos que o recrutamento dos Mo-Ly6C", células dificilmente encontradas no
baco de animais sadios, decorra na liberagdo tardia de citocinas anti-inflamatorias,
responsaveis pelo controle da resposta imune. Em adi¢@o, a incubagdo de esplenocitos
totais com agonistas de TLRs promoveu um aumento do nimero de Mo-Ly6C", mas
diminuiu ou ndo alterou a quantidade de Mo-Ly6C". Isto sugere que os precursores
diretos dos Mo-Ly6C" se encontram no bago de animais sadios, o que provavelmente
nao ocorre com 0S Mo-Ly6C1°.

A recente identificagdo de cMoP instigou o interesse sobre a origem e destino
das células que compdem o cerne do eixo fagocitico mononuclear, uma vez que ela ¢
precursora exclusiva na formagdo de monocitos e macrofagos, nio de DCs.
Caracterizada por ser Ly6C", a cMoP origina 0 Mo-Ly6C™, que por sua vez pode perder
expressio de Ly6C e se diferenciar em Mo-Ly6C". A transformacio direta de cMoP em
Mo-Ly6C", ou de Mo-Ly6C" em Mo-Ly6C" ainda sdo questionadas (Hettinger et al.,
2013). A partir do 4° dia em nosso modelo de infecgdo, a resposta inflamatoria
deflagrou um rapido aporte de mondcitos expressando niveis intermediarios de Ly6C no
baco. Acreditamos que a medula 6ssea fornecou a maior parte destes monocitos
inflamatérios, principalmente os Mo-Ly6C". Em adigdo, acreditamos que a menor

~ ;. . . , o~ . .. hi
por¢do de monocitos que se diferenciou no 6rgdo seja em maioria Mo-Ly6C™. Segundo
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Feuerer, a diferenciacdo dos grupos de mondcitos ocorre predominantemente na medula
Ossea, a fim de migrarem em um estagio avangado para orgdos linfoides secundarios
(Hettinger et al., 2013; Richards et al., 2013). Assim, vimos que a presenca de Mo-
Ly6Chi no baco foi independente da inflamagdo, mas acentuada por ela. Em
contrapartida, os Mo-Ly6C" foram basicamente inflamatérios, pois dependeram de
estimulos do sistema imune para se desenvolver na medula 6ssea ou sangue. A funcao
dos Mo-Ly6C" classicos, também chamados de mondcitos pro-inflamatérios e, as
vezes, de DCs produtoras de TNF e iNOS (Tip-DCs), envolve o estabelecimento de
uma resposta com padrdo tipo Thl. No entanto, ainda pouco se sabe sobre os Mo-
Ly6ClO ndo classicos (Serbina et al., 2008; Robbins and Swirski, 2010; Ingersoll et al.,
2011). Recentemente, os Mo-Ly6C' tém sido relacionados com um comportamento de
patrulhamento ao longo das paredes dos vasos sanguineos em condi¢des saudaveis,
derivacdo em mondcitos regulatérios, macréofagos e DCs com capacidades
tolerogénicas, além de estarem envolvidos na repara¢do de danos teciduais durante a
regressao de doencas (Arnold et al., 2007; Nahrendorf et al., 2007; Peng et al., 2009).

Como ¢ conhecido, a fun¢do primaria dos mondcitos ¢ “sentir” o ambiente na
intencdo de adaptar a resposta imune. Por isto, diferentes fatores estdo relacionados com
o recrutamento celular para os locais onde terdo fungdo bioldgica. Por exemplo,
mondcitos expressam receptores de quimiocinas distintos: CCR2 tem papel importante
na migragdo de Mo-Ly6C", enquanto Mo-Ly6C" utilizam CX3CR1 (Geissmann et al.,
2003; Robbins and Swirski, 2010). Neste contexto, buscamos definir componentes da
imunidade capazes de intervir na presenga dos dois tipos de mondcitos no baco de
animais infectados, entre eles: IL-12, TLR2, TLR9 e Mal/TIRAP. Estes componentes
tém papel importante na elicitacdo da resposta imune e na sobrevivéncia de
camundongos na fase inicial da infeccdo por 7. cruzi (Aliberti et al., 1996;
Abrahamsohn and Coffman, 1996; Vignali and Kuchroo, 2012). Na infec¢do
experimental de camundongos IL-12"" com 7. cruzi, observamos uma diminuigio do
niamero de ambos os Mo-Ly6C™"° em animais deficientes em relagio aos selvagens,
sem alteragdes na razio Mo-Ly6C"/Mo-Ly6C". Isto sugere que a inflamagio mediada
por IL-12 atuou sobre a diferenciagdo de mondcitos, mas ndo na conversao entre células
Ly6C™ e Ly6C". Provavelmente, o impacto de IL-12 se deu nos processos iniciais de
recrutamento de precursores de mondcitos, quando se determina o destino da célula no
processo inflamatorio. Em adi¢do, a quantidade de Mo-Ly6Chi de camundongos IL-127"

infectados foi a mesma de animais selvagens sadios, o que sugere que a inflamacao
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mediada por IL-12 promoveu a maturacio in situ da linhagem dos Mo-Ly6C™ no bago,
enquanto atuou sobre a linhagem dos Mo-Ly6C' em etapas pré-esplénicas.

A deplecio de TLR2 ou TLRY afetou apenas o nimero de Mo-Ly6C™
esplénicos, enquanto que a auséncia de Mal/TIRAP resultou em um menor numero de
ambos os tipos de monoécitos quando comparado a animais selvagens, sadios e
infectados. Isto confirmou o potencial modulador dos TLRs sobre o desenvolvimento de
monocitos, principalmente os Mo-Ly6Chi. A queda no teor de Mo-Ly6Chi em animais
TLR deficientes e o deslocamento para diferenciagdo de Mo-Ly6C™, apés incubagdo
dos esplendcitos totais com agonistas de TLRs, demonstram que estas células
dependeram de ambos os TLRs para desenvolver e, consequentemente, desencadear seu
papel pro-inflamatorio. Por outro lado, a auséncia de TLR2 ou TLR9 ndo afetou o
niamero de Mo-Ly6C™ no bago, mas sim seu potencial inflamatério. Provavelmente, a
presenca de pelo menos um TLR foi suficiente para estimular seu recrutamento ou
outros mecanismos estdo envolvidos. Por sua vez, nossos dados indicam que
Mal/TIRAP, além de apresentar a funcdo adaptadora de MyD88 nas vias de TLR2 e
TLR4, foi chave na regulacdo da diferenciagcdo/recrutamento/maturagdo/ativagdo dos
monocitos inflamatoérios. Provavelmente, sob influéncia de outros componentes
sinalizantes, como o MyD88, IRAKs, TRAF-6, MAPKs e PI3K.

Durante a infec¢do por 7. cruzi, observamos um recrutamento de cMds no
baco. Em paralelo, houve uma redu¢do do niimero de cDCs, o que indica possivel
apoptose ou processo migratorio. Diferentemente das cDCs e macréfagos residentes, os
monoécitos estdo em um estagio intermedidrio de diferenciagdo. Por isto sdo
considerados “células-coringas” no delineamento da resposta imune, uma vez que sio
responsaveis pela reposicdo de diferentes tipos de DCs e macréfagos capazes de
orientar o elo entre respostas imunes inata e adaptativa. Nos primeiros estigios da
infeccdo por 7. cruzi, o recrutamento de mondcitos inflamatérios para o bago foi
fundamental na defesa do organismo. Pois na cronificagdo de doengas, a polarizacio
dos mondcitos correlaciona com a dicotomia existente entre mondcitos/macréfagos
Ly6C™ classicos e mondcitos/macréfagos Ly6C ndo classicos, o que se extende as
funcdes destas células. Além disto, diversos modelos demonstram in vitro que os
mondcitos também dio origem as DCs. Naik propde que as células Ly6C" nao possuem
este potencial, mas as células Ly6ClO sim (todas DCs CDS8") (Naik et al., 2006). Em
geral, estabelece-se um padriio onde células pro-inflamatorias derivam de Mo-Ly6C™ e

células anti-inflamatérias derivam de Mo-Ly6C".
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6.2.2 Modulagdo da expressdo de receptores

Considerando que a atuagdo de um receptor ¢ determinada por sua expressao,
identificamos populacdes celulares com altos niveis de TLR2 e TLR9 para esclarecer
suas funcgdes durante a infeccdo aguda por 7. cruzi. Em geral, os TLRs sdo expressos
por células hematopoiéticas e nao-hematopoiéticas, porém, restringimos a busca a
linhagem que compde o eixo fagocitico mononuclear, pois ela possui reconhecida
importancia na produgdo de citocinas e no controle de infec¢des (Takeda et al., 2003;
Yanez et al., 2013a). Desta forma, evidenciamos que as cDCs possuem maior razao
TLRY/TLR2 que cM¢s esplénicos. De fato, DCs sdo mais eficientes que macrofagos
para responder via TLR9 e iniciar a transcri¢do do gene /L-/2 no modelo de infecgdo
por Mycobacterium tuberculosis (Pompei et al., 2007).

De acordo com os dados deste trabalho, a liberagdo de IL-12 por cDCs reforga
o priming pro-inflamatério induzido pela infec¢do, modulando a expressdo dos TLRs
nas células e definindo imunopredilegdes na producdo de citocinas. De fato, a
superexpressdo de TLRY resultou na resposta aumentada de c¢cDCs e a reducdo do
mesmo receptor correlacionou com a hiporresponsividade de macréfagos e monoécitos
ao CpG DNA. Assim, o TLRY se mostrou um elemento chave no controle da resposta
inflamatoria. No caso das cDCs e Mo-Ly6C", acreditamos que o aumento de expressdo
de TLR2 regule negativamente as atividades destas células.

Definimos também os mondcitos inflamatérios como sendo TLR2™. Em
adi¢do, ambos os tipos de monocitos aumentaram a expressao de TLR2 sob estimulacao
com agonistas de TLRs, principalmente CpG DNA. Outros estudos relatam altos niveis
de TLR2 em mondcitos em diferentes modelos de infecgdes em humanos (Flo et al.,
2001; Sabroe et al., 2002; Heggelund et al., 2004) e camundongos (Zigmond et al.,
2012). Em alguns, a presenga de TLR2 em mondcitos tem sido associada como
marcador inflamatorio, o que cobre apenas um aspecto da atividade do TLR2 (Dasu et
al., 2010; Lin et al., 2012; Mukherjee et al., 2015). Quando estimulamos os mondcitos
simultaneamente com Pam3Cys e CpG DNA, o TLR2 assumiu a fun¢do inflamatoria
nos Mo-Ly6C", contrastando com a potencializagio do nimero de Mo-Ly6C"
produtores de citocinas e de sua intensidade de sintese. O aumento da expressdao de
TLR2 em mondcitos sanguineos também foi visto em pacientes com a doenca de
Kawasaki (KD) e sepse, indicando que o receptor pode ser responsavel pela
imunopatogénese em diferentes situagdes (Lin et al., 2012; Zigmond et al., 2012;
Shmuel-Galia et al., 2016). A modulag¢do de expressao de TLR2 também foi mostrada

em macréfagos (Liu et al., 2001).
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6.2.3 Utilizagao de sinalizagoes diferenciais

cDCs e cM¢s produziram espontaneamente niveis consideraveis de citocinas,
enquanto os monocitos precisaram ser reestimulados in vitro com agonistas de TLRs.
Todavia, conservaram caracteristicas intrinsecas que definiram seu imprinting
sinalizatorio ap6s extracdo do hospedeiro. Em adi¢do, a resposta inflamatoria reduzida
de animais TLR9”" ¢ MyD88™" os tornou mais susceptiveis a infecgdes, inclusive por 7.
cruzi (Bafica et al., 2005; Huang et al., 2005), enquanto que a inflamag¢ao robusta dos
animais TLR2” e Mal/TIRAP”" permitiu o controle da parasitemia e resisténcia a
infeccdo. Logo, a dicotomia de fendtipos nos camundongos deficientes indica a
participagdo dos receptores e adaptadores em vias alternativas, assumindo papéis nado-
redundantes nas fungdes celulares. De fato, a mobilizacdo de TLR9:MyD88 promoveu o
estabelecimento da resposta Th1, eficaz para a eliminacdo de patogenos. Em contraste, a
mobilizacdo de TLR2:Mal/TIRAP controlou a exacerbacdo da resposta imune, o que
representa um potencial mecanismo para evasdao imunologica.

A predilecao das células por TLRs direcionou sua especializacdo na producao
de citocinas, mas diferentes vias podem ser gatilhadas no processo, sendo que as
principais envolvem MyD88 (Fig. 20A). As DCs utilizam TLR9:MyD88 como eixo de
sinalizacdo para producao de IL-12 durante a infeccdo por 7. cruzi (Bafica et al., 2005),
T. brucei (Drennan et al., 2005) e Toxoplasma gondii (Scanga et al., 2002) (Fig. 20B).
Por outro lado, TLR2:MyD88 ¢ significativo para monocitos e macrofagos produzirem
citocinas pr6 e anti-inflamatorias e metabolitos ativos, especialmente TNF-a, IL-10 e
NO (Fig. 20C e D). Neste contexto, vimos que os TLRs induziram citocinas que
mediaram a comunicagdo intercelular e coordenaram a cooperacdo entre células,
explicando em parte, a maior susceptibilidade a infec¢do de camundongos TLR2/TLR9
" em comparagao com os TLR2” ou TLR9™" (Bafica et al., 2006).

Considerando a atividade modulatéria de TLR2, macréfagos e mondcitos
utilizaram o receptor na sintese de citocinas. Entretanto, a presenca de TLR2 em cDCs e
Mo-Ly6C" esteve relacionada com uma regulagio negativa do sinal de TLRY (Fig.
20B). Logo, as diferentes fungdes deste receptor refletem as possibilidades de sinais
alternativos a serem conduzidos, principalmente em mondcitos, os quais sio
extremamente sensiveis aos agonistas de TLRs e induziveis a diferenciagcdo. A abertura
dos sinais alternativos envolve a heterodimerizagdo com TLRI ou TLR6 e a
mobilizacdo diferencial de moléculas sinalizantes como MyD88, Mal/TIRAP, PI3K,
MAPKSs e fatores de transcricdo (NF-xB, AP-1, CREB ¢ IRFs).
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Um novo conceito emergiu neste estudo: o padrdo de citocinas exibido pelos
Mo-Ly6C"" foi célula-contexto dependente ¢ TLR independente. Seja qual for o
agonista de TLR utilizado, as populagdes de mondcitos produziram o mesmo padrdo de
citocinas. Os Mo-Ly6C" produziram TNF-o e IL-12, o que estd de acordo com
trabalhos que definem essas células como pré-inflamatorias (Lin et al., 2009; Rivollier
et al., 2012; Zigmond et al., 2012), enquanto os Mo-Ly6ClO foram fontes de TNF-a ¢
IL-10 (Fig. 20C e D). Isto demonstrou o uso de diferentes vias de sinalizagdo pelo
mesmo receptor e ilustrou o conceito da plasticidade do TLR2. Além disto, o fato dos
diferentes mondcitos TLR2™ estarem envolvidos na produgio de citocinas pro e anti-
inflamatorias pressupde a possibilidade de manipulagdo do balanco entre perfis
citocinémicos Th1/Th2. Pois, o uso de inibidores de moléculas sinalizantes ou 0 manejo
de fatores do microambiente inflamatorio podem interferir no recrutamento dos
mondcitos ou na disponibilidade de suas moléculas sinais, inclusive receptores.

Os ligantes de TLRs demonstraram este potencial modulatério, como ¢ o caso
do CpG DNA. Aqui, evidenciamos que o TLR9 governou a liberagdo de IL-12 por
cDCs, auxiliada por Mo-Ly6Chi, e consequentemente, a cooperagdo entre receptores.
Em adi¢do, vimos que a deple¢do de IL-12 impactou sobre o nimero de ambas as
populacdes de mondcitos TLR2™ e sobre o potencial inflamatério de Mo-Ly6C". O que
demonstra que o microambiente foi essencial para a maturagdo de ambos os tipos de
mondcitos. Neste contexto, verificamos também que o TLR9 foi fundamental para a
existéncia de Mo-Ly6C™ no bago de animais infectados, mas ndo para sua fungdo
inflamatoria. Por outro lado, mesmo que a presenca de Mo-Ly6C" ndo tenha sido
afetada na auséncia de TLR9, os Mo-Ly6C°TLR9” apresentaram uma inusitada
dificuldade em responder ao agonista de TLR2.

Os parametros que favorecem a producao de IL-10 em resposta aos agonistas
de TLRs ainda ndo estdo esclarecidos. Entretanto, a competéncia dos M0-Ly6C10 na
producdo desta citocina em resposta ao Pam3Cys nos possibilitou demonstrar o
requerimento de Mal/TIRAP, TAK-1, ERK1/2 e NF-kB para a produgdo de IL-10.
Mellet sugere a fungcdo de Mal/TIRAP como chave reguladora upstream de CREB, um
fator de transcricdo ativado por ERK e indutor de IL-10 (Mellett et al., 2011),
reforcando a ideia de que Mal/TIRAP desempenhou um papel imunorregulatdrio
durante a infec¢do pelo 7. cruzi, além de estar envolvido na homeostase € em outras
doengas (Aviello et al., 2014). Isto correlacionou com a competéncia dos camundongos
Mal/TIRAP™" infectados em montar a resposta de defesa do hospedeiro e induzir niveis

mais altos de [L-12, NO e IFN-y.
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Inicialmente descrito como molécula recrutadora de MyD88 (Fitzgerald et al.,
2001; Sheedy and O’Neill, 2007), Mal/TIRAP tem sido visto como uma ponte para vias
alternativas, se tornando um importante regulador da ativagdo de TLRs (Bernard and
O’Neill, 2013). Neste trabalho, Mal/TIRAP foi necessario para a produgdo de citocinas
pelos Mo-Ly6C1°, mas nao pelos Mo-Ly6Chi em resposta aos agonistas de TLR2 e
TLRY. Assim, confirmamos que o padrdo de citocinas exibido pelos mondcitos foi
TLR-contexto independente e diferencialmente comprometido com a fung¢ao da proteina
adaptadora Mal/TIRAP (Fig. 20C e D). Entretanto, o mecanismo envolvido no
requerimento diferencial de Mal/TIRAP pelas duas populagdes de mondcitos ndo foi
elucidado. Provavelmente ha expressdo diferencial do adaptador ou divergéncia na
mobilizagdo de correceptores, moléculas sinalizantes e fatores de transcri¢do. O
adaptador também pode influenciar a expressdo de outras proteinas, por exemplo:
FIZZ1 e arginase-1, que representam marcadores cldssicos da polarizagdo de
monocitos/macréfagos M2 (Jablonski et al., 2015). Todos estes pontos podem modular
a ativagdo de diferentes cascatas de sinalizacdo e, por fim, impactar diretamente no
padrao de liberagdo de citocinas pelos monocitos.

O fato dos Mo-Ly6C" nio precisarem de Mal/TIRAP para responder a
agonistas de TLRs assemelha ao descrito que ele ¢ dispensavel quando as interacdes
entre 0 TLR2 e seu agonista sdo prolongadas ou aumentadas (Cole et al., 2010). O que
pode ser conseguido ao se utilizar uma concentra¢do elevada de agonista de TLR2
(Kenny et al., 2009), pela inducdo da internalizagdo do complexo TLR2:ligante ou
devido a um nivel elevado de expressdo de TLR2, como ocorre nos Mo-Ly6C"TLR2".
Em contraste, a deplecdo de Mal/TIRAP e de TLR2 demonstrou o papel do eixo
TLR2:Mal/TIRAP na fungdo de produgdo de citocinas pelos Mo-Ly6C . Porém, a
atividade de Mal/TIRAP vai muito além da modulacdo do potencial inflamatério dos
mondcitos, pois vimos que ele foi essencial para o recrutamento de ambos os tipos de
células, juntamente com o IL-12. O fato dos Mo-Ly6C"°IL-12"" ¢ TLR9”" apresentarem
menor responsividade aos agonistas de TLRs, principalmente ao CpG DNA, e a agdo
indutora de TLR9 sobre a expressdo de TLR2 sugerem que o IL-12 pode modular a
expressdao de TLRO nestas células e, indiretamente, induzir a expressdo do TLR2.
Outros componentes, como o proprio Mal/TIRAP, também podem ter a expressio
regulada neste processo. Em adigéo, o fato dos Mo-Ly6C™ de animais competentes, mas
ndo os de Mal/TIRAP” ¢ TLR2", produzirem citocinas em resposta ao CpG DNA,
sugere que o eixo sinalizatorio TLR2:Mal/TIRAP determina o imprinting sinalizatdrio

destas células, mas este pode ser acessado por outros receptores. Ou seja, o TLR9



Pagina |98
poderia gatilhar um sinal via Mal/TIRAP em subpopulacdes de mondcitos desde que
haja ativagdo concomitante ou previa via TLR2. Esta intera¢do intracelular entre os
sinais de TLR9 e TLR2 pode ser mediada pelo proprio Mal/TIRAP, sugerindo que o
adaptador desempenha um papel na sinalizacdo de receptores endossomais.
Previamente, Bonham relatou que Mal/TIRAP ¢ requerido para a sinalizagdo
downstream de TLRs endossomais em resposta a acidos nucléicos virais, incluindo o
agonista de TLR9 (Bonham et al., 2014). Portanto, ¢ provavel que o Mal/TIRAP
assuma um papel fora da via de sinalizagdo TLR convencional para transformar os Mo-
Ly6C" em células produtoras de citocina. Como excluimos a via PI3K:Akt da produgio
de IL-10, o fator responsavel pela ativacao diferencial destas células deve mobilizar
uma rede de sinais alternativos envolvendo MyD88, Mal/TIRAP e outros componentes

(MAPKSs [Ex.: ERKs], c-Fos [AP-1], CREB...).
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FIGURA 20 — Rede sinalizatoria de TLRs em camundongos.

A, A sinalizacdo induzida por ligante incicia com a dimeriza¢do de TLRs. Em seguida, o
dominio TIR dos receptores recruta adaptadores que contém TIR (MyD88 e Mal/TIRAP
ou TRIF e TRAM). A interacdo entre adaptadores, IRAKs e TRAFs leva a ativacao de
TAK-1, MAPKs (ERK, JNK e p38) e fatores de transcricdo (NF-kB, IRFs, CREB e AP-
1). Em paralelo, TLRs podem recrutar PI3K, levando a ativagdo de mTOR e Akt. B-D,
Interagdes entre sinais de receptores durante a infec¢do por 7. cruzi. B, TLR2 regula
negativamente a producdo de citocinas pro-inflamatdrias induzidas por TLR9 em ¢DCs.
C, TLRs induzem IL-12 e TNF-o por Mo-Ly6C" de forma Mal/TIRAP independente.
D, TLRs induzem IL-10 e TNF-0 por Mo-Ly6C" de forma Mal/TIRAP dependente.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que ha um “casamento perfeito” entre TLR2 e TLR9
na elicitagdo do sistema imune durante a defesa do hospedeiro contra o 7. cruzi. O
TLRY apresentou um papel imunoestimulatério capaz de controlar a infec¢do, ao
induzir um perfil de citocinas proé-inflamatorias. Em contraste, a plasticidade de TLR2
ao induzir citocinas pré e anti-inflamatorias definiu um papel imunomodulador na
resposta imune. A relagdio TLR9/TLR2 correlacionou com a razdo na producao de IL-
12/IL-10, caracterizando o balango citocinémico Th1/Th2 durante a infec¢do. Além
disso, analisar as comunicagdes entre mondcitos, macréfagos e DCs permitiu descrever
novos niveis de cooperag@o entre os sinais gatilhados pelos receptores. Por exemplo: a
produgdo sinérgica e antagdnica de citocinas marcou a complementaridade funcional
das células; mondcitos/macréfagos apresentaram hiporresponsividade ou tolerancia a
agonistas de TLR9; c¢DCs tiveram imunopredile¢cdo por TLR9 e monocitos/macrofagos
por TLR2. Conhecer as relagdes entre TLR2 e TLRY nos permitira hipotetizar sobre a
utiliza¢do terapéutica de agonistas de TLRs a fim de balancear o desregulamento da
resposta imune em outras doengas. Este trabalho impacta diretamente sobre a escolha
dos agonistas de TLR no uso imunoterapéutico e sugere que a combinagdo de agonistas

dos TLR ¢ mais eficiente, em termos de qualidade e duracdo de resposta.

1) Como diferentes células sdo ativadas pelo mesmo TLR? Um TLR ativa vias
alternativas de acordo com a a rede sinalizatoria que a célula possui, sob a luz de
diversos mecanismos regulatorios. Portanto, ndo somente a célula deve expressar o

receptor, mas deve direcionar a sinalizagdo para ativacao de grupos génicos especificos.

2) Como uma célula pode ser ativada por diferentes TLRs, isoladamente ou em
combinagdo? Cada TLR tem potencial de mobilizar um grupo de moléculas
sinalizantes, o que determinara a func¢do da célula na elicitacdo da resposta imune.
Porém, os sinais desencadeados por cada TLR podem interagir, resultando em uma rede
integrada de regulacdo capaz de promover respostas sistémicas mais robustas. O TLR9
sozinho induz pro-inflamagdo exacerbada. O TLR2 sozinho tem dificuldade de
controlar a infec¢do. Juntos, o potencial pro-inflamatorio de TLRY permite controle da
infec¢do, mas a modulagdo por TLR2 impede que a resposta inflamatoéria seja danosa ao

hospedeiro.
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3) Como ocorre a cooperagdo entre células da imunidade no delineamento da resposta
imune? Durante a infecgdo por 7. cruzi, as cDCs elicitam a resposta contra a infecgao,
através da liberagdo de IL-12 mediada por TLR9, enquanto os cM¢s ajudam a eliminar
o parasita ao produzir TNF-a e NO. Com o recrutamento de mondcitos, ha manutencao
da resposta de TNF-a e NO, reposi¢do da celularidade esplénica e elaboracdo da
interface entre imunidades inata e adaptativa. A inflamagdo ¢ desenrolada pela atividade

C"* ¢ controlada pela produgdo de IL-10 por Mo-Ly6C".

pro-inflamatéria dos Mo-Ly6
A razdo entre a fun¢do de MyD88 e de Mal/TIRAP esta diretamente vinculada a razado

IL-12/IL10 e, consequentemente a razdo Th1/Th2 (Fig. 21).
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FIGURA 21 — Balango citocinémico modulado por TLRs.

4) Principais achados do trabalho:

& O efeito cooperativo entre TLR2 e TLR9 promove uma resposta equilibrada
durante a infeccdo por 7. cruzi.

& Confirmamos o papel imunoestimulador de TLR9 na indu¢do de um perfil
Thl (regulagdo positiva de IL-12 e IFN-y) e o papel imunomodulador de TLR2 na
inducdo de um perfil Th2 (produgdo de IL-10 e regulagdo negativa de IL-12 e [FN-y).

& Demonstramos que o uso de MyD88 e Mal/TIRAP nao ¢ redundante durante
a infeccdo por 7. cruzi, mas sim, ha um efeito cooperativo entre adaptadores:
propusemos que MyD88 estd envolvido na resposta pro-inflamatdria, assim como o
TLRY, e que Mal/TIRAP possui um papel modulatério, assim como o TLR2.

& Indicamos o TLR9 como receptor essencial a cDCs na produgdo de IL-12 e o
TLR2 em cM¢s esplénicos para a sintese de TNF-a durante a fase aguda da infecgao.

o O agonista de TLR2 (Pam3Cys) ativa a produg¢do de citocinas em
macrofagos e mondcitos, porém regula negativamente a sintese de IL-12 por cDCs. O
agonista de TLR9 (CPG DNA) ativa a producao de IL-12 por ¢cDCs, porém mondcitos e
macrofagos sao hiporresponsivos a este agonista durante a infec¢@o por 7. cruzi.

& Niveis elevados de TLR2 ou TLRY permitem identificar células funcionais.
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& Demonstramos a existéncia de duas populagcdes de mondcitos inflamatorios
TLR2" (F4/80°CD11b™MHCIICDI11c'Ly6C"'°TLR2"M), distintas pela expressdo de
Ly6C e recrutadas durante a infec¢do por 7. cruzi: mondcitos classicos (Mo-Ly6Chi) e
mondcitos nio-classicos (Mo-Ly6C'™).

o Mo-Ly6C™ representam uma populagio heterogénea igualmente responsiva a
agonistas de TLR2 e TLRY9. Estdo associadas a um perfil pro-inflamatorio, pois
sintetizam TNF-a (~80% das células) e em menor propor¢ao IL-12 (~20% das células).

o Mo-Ly6C" representam uma populagdo heterogénea responsiva a agonista de
TLR2 e em menor escala a TLR9. Estdo associadas a um perfil modulador de resposta,
pois sintetizam TNF-a e IL-10.

o Os agonistas de TLR, principalmente TLRY, influenciam de forma
diferencial os Mo-Ly6C™°TLR2" em termos de niimero, expressio de TLR2 e
propriedades inflamatodrias.

& A cooperacdo entre agonistas de TLR2 e TLRY induz a presenca de Mo-
Ly6C"TLR2" no bago, mas nio ¢ essencial para seu potencial inflamatério.

& A cooperacdo entre agonistas de TLR2 e TLRO9 nao ¢ necessaria para recrutar
0s Mo-Ly6CTLR2" para o bago durante a infecgdo, mas sim, para desencadear seu
potencial inflamatorio. De fato, potencializa os niveis de produ¢do de citocinas por estas
células.

& Os niveis de expressdo de TLR2 em ambas as populagdes de mondcitos sdo
potencializados por ativagdo de TLRY. Agonista de TLR2 induz aumento da expressao
do proprio receptor em Mo-Ly6C™, mas ndo em Mo-Ly6C".

o IL-12, TLR9, TLR2 ¢ Mal/TIRAP estido diferencialmente envolvidos no
recrutamento de mondcitos para o baco. Propusemos o IL-12 como um fator recrutador
de ambos os mondcitos, na mesma propor¢ao; Mal/TIRAP como recrutador de ambos
os mondcitos; TLR2 e TLR9 como fatores importantes no recrutamento de Mo-Ly6C™.
Provavelmente, o IL-12 atua em um estdgio inicial na diferenciagdo de mondcitos,
afetando o nimero de ambas as populagdes.

& Propusemos a sinalizagdo via TLR2:Mal/TIRAP; ativagdo de TAK-1, NF-kB
¢ MAPK (ERK) como mecanismo bésico na produgio de IL-10 por Mo-Ly6C".

o Mal/TIRAP ¢ essencial para Mo-Ly6C', mas nio ¢é requerido por Mo-Ly6C™

para produzir citocinas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Investigar a heterogeneidade de mondcitos/macrofagos e DCs no bagco e na
medula Ossea e os mecanismos de regulagdo que estabelecem as normas da
diferenciagdo e migragdo celular:

* Estimular in vitro as células do baco ou da medula 6ssea com agonistas de TLRs
e avaliar o processo de diferenciagdo em mondcitos, macréfagos e DCs;

* Fazer o sorting celular dos dois tipos de mondcitos, reconstituir animais
deficientes e investigar a capacidade migratoria;

* Avaliar a capacidade migratéria de mondcitos pela expressdo de receptores de
quimiocinas (EX: CCR2, CX3CR1 e CCR7) e da utilizagdo de marcadores de
diferenciagdo e recrutamento, como o CD115;

* Estudar in vitro o envolvimento de IL-12, IFN-y e Mal/TIRAP na diferencia¢ao
e capacidade migratoria de monocitos;

* (Caracterizar as vias de sinalizacdo utilizadas por diferentes células na producao
de diferentes citocinas (IL-12, TNF-a e IL-10);

* Investigar o papel de Mal/TIRAP x MyD88 e PI3K na regulacdo positiva e

negativa na produgdo de citocinas em diferentes células da medula e bago.
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11. FIGURA SUPLEMENTAR
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FIGURA 22 — Estratégia de gating de esplenocitos.

A, Através dos gates 1-4, na interpolagdo (CD11b x MHCII), diferentes tipos celulares
presentes no baco de camundongos sadios e infectados puderam ser selecionados. Em
seguida, a interpolagdo (Ly6C x CDIl1lc ou TLR2) permitiu diferenciar os tipos de
mondcitos das demais populacdes e verificar aquelas que expressaram TLR2.

B, O gate na interpolagdo (TLR2 x CD11b) permitiu identificar tipos celulares dentre a
populagdo que possui alta expressio de TLR2. Entre elas, identificam-se os Mo-

Ly6C"" ¢ uma fragio de c¢DCs, apresentados nos gates nas interpolagdes (CD11b x



Pagina | 128
MHCII) e (Ly6C x CDI11c). Obs.: Dentre a populagio TLR2" (niveis intermediarios)
foram encontrados c¢DCs, cM¢s, Mos, seus precursores e derivados em diferentes
estagios de diferenciagdo/ativacdo celular.
C, O gate na interpolagdo (FSC-A x F4/80), seguido da interpolagdo (Ly6C x CD11b)
permitiu identificar cM-Ly6C"™"°, Mo-Ly6C™" ¢ granulocitos dentre a populagio que

possui alta expressao de F4/80.



