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RESUMO

A isquemia e reperfusdo intestinal (IRI) é acompanhada por uma resposta
inflamatdria exacerbada caracterizada pelo influxo de neutréfilos e liberagdo de
diversos mediadores inflamatérios para o tecido intestinal resultando em leséo
tecidual e morte. A microbiota indigena € parte essencial para o controle dessa
resposta inflamatéria, uma vez que animais Germ-Free (GF) apresentam atenuacao
da lesdo local ou sistémica apos IRI. Parte da hiporresponsividade inflamatéria de
animais GF frente a IRI est4 associada a menor concentracao de anticorpos naturais
auto reativos induzidos pela microbiota, que também sao parte essencial para o
desencadeamento da lesdo de reperfusdo, uma vez que estes anticorpos sao
capazes de reconhecer neoantigenos que sao expostos pela isquemia e depositar
no tecido intestinal. No entanto, ainda n&o se sabe se estes anticorpos depositados
sao capazes de ativar os receptores do tipo FcyR, fazendo com que estes receptores
exercam papel importante na lesdo de reperfusdo. Diante disso, o0 objetivo do nosso
trabalho foi avaliar o papel dos receptores FcyRIll e FcyRIIB na leséo induzida por
IRI. A partir dos nossos resultados observamos que a lesédo de IRI levou a deposicéo
de IgG no tecido intestinal, sugerindo que os receptores Fcy podiam desempenhar
papel importantes nesta patologia inflamatéria. Assim, observamos que
camundongos Fc,RIII” foram protegidos da lesdo por reperfusdo intestinal,
apresentando maiores taxas de sobrevivéncia e menor lesdo tecidual, além de
menor influxo de neutréfilos e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios para o
tecido intestinal. Por outro lado, observamos que camundongos Fc,RIIB”
apresentaram antecipacao e maior taxa de letalidade do que camundongos WT apés
IRI. Esta maior letalidade foi associada a uma maior lesdo tecidual e translocacéo
bacteriana para outros 6rgaos. A maior susceptibilidade a lesdo de reperfusdo em
animais FcyRIIB” foi associada a maior deposicdo de IgG no tecido intestinal e
alteracbes na quantidade e no repertério de IgG circulante nesses animais,
sugerindo que FcyRIIb controla a geracdo de IgG auto-reativos importantes para a
lesdo de reperfusdo. Interessantemente, também observamos que a microbiota

intestinal esta envolvida no controle da producdo dos anticorpos auto reativos em



animais FcyRIIb. Dessa forma, podemos concluir que o0s receptores Fcy
desempenham importante papel na lesao induzida por IRI.



ABSTRACT

Intestinal ischemia and reperfusion (IRl) is accompanied by an exacerbated
inflammatory response characterized by the influx of neutrophils and release of
inflammatory mediators into the intestinal tissue resulting in tissue injury and death.
The indigenous microbiota is an essential part for the control of this inflammatory
response, since Germ-free mice (GF) present attenuation of local or systemic lesion
after IRI. Part of inflammatory hyporresponsiveness of GF versus IRl animals is
associated with a lower concentration of auto-reactive natural antibodies induced by
microbiota, which are also essential for triggering reperfusion injury, since these
antibodies are able to recognize neoantigens that are exposed by ischemia and
deposited into intestinal tissue. However, it is not yet known whether these deposited
antibodies are capable of activating FcyR receptors. Therefore, the objective of our
study was to evaluate the role of FcyRIll and FcyRIIB receptors in intestinal
reperfusion injury. Our results showed that the IRI injury led to deposition of IgG in
intestinal tissue, suggesting that the Fc receptors could play an important role in this
inflammatory pathology. Thus, we observed that FcyRIII"" mice were protected from
intestinal reperfusion injury, presenting higher survival rates and less tissue injury, as
well as lower influx of neutrophils and release of proinflammatory mediators into the
intestinal tissue. On the other hand, we observed that FcyRIIB” presented earlier and
higher lethality rates than WT mice during intestinal reperfusion injury. This higher
lethality was associated with a greater tissue injury and bacterial translocation to
other organs. The increased susceptibility to reperfusion injury in FcyRIIB " mice was
associated with increased IgG deposition in intestinal tissue and changes in the
amount and repertoire of circulating 1gG in these animals, suggesting that FcyRIIB
controls the generation of injury-promoting 1gG. Interestingly, we have also observed
that the intestinal microbiota is involved in controlling the production of
autoantibodies in FcyRIIB animals. Thus, we can conclude that Fcy receptors play an

important role in IRI-induced injury.
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1 JUSTIFICATIVA

A resposta inflamatéria pode ser definida como uma resposta protetore

organismo a diversos estimulos como, invasdo de patdgenos ou sinais endoge. ._ _,
como células danificadas, resultando na eliminacdo da causa inicial da lesdo. No
entanto, uma resposta inflamatéria exacerbada pode acarretar em prejuizos ao
hospedeiro, como o que acontece na lesdo por isquemia e reperfusdo intestinal.
Uma vez que a resposta inflamatdria exacerbada esta associada a alta letalidade da
IRI (60% a 80%), muitos esforcos tém sido feitos para um melhor entendimento dos
mecanismos e moléculas que estdo envolvidos nesse processo, para que se possa
desenvolver estratégias terapéuticas que contenham ou diminuam a resposta lesiva

apos IRI.

Um dos componentes inflamatoérios que tem sido demonstrado como de extrema
importancia para essa resposta inflamatéria sdo os anticorpos naturais, ja que estes
anticorpos podem se depositar no intestino lesado apos IRI, ativando a via do
complemento e levando ao dano tecidual. Trabalhos do nosso grupo tém
demonstrado que a microbiota intestinal exerce papel relevante ao promover a
producdo de auto anticorpos importantes para a lesdo de reperfusdo. No entanto,
ainda ndo se sabe quais os mecanismos envolvidos na exacerbacdo da leséo
associada a IRI por esses anticorpos. Diante disso, torna-se importante avaliar a
participacéo dos receptores de imunoglobulinas, Fcy, na patogénese da IRI, uma vez
gue estes receptores participam dos mecanismos efetores desencadeados por auto

anticorpos em diversas doencas autoimunes, controlando a resposta inflamatoria.

14



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Areposta inflamatoria

A inflamacao pode ser definida como uma resposta protetora do organismo frente a
estimulacdo, seja por patdgenos invasores ou por sinais enddégenos, como leséo
tecidual, e que visa restaurar a homeostase das estruturas atingidas, tendo,
portanto, um papel crucial na fisiologia de organismos mamiferos (MEDZHITOV,
2008). Essa resposta inflamatéria é coordenada por complexas redes reguladoras,
as quais sao didaticamente divididas em categorias funcionais, denominadas
indutores, sensores, mediadores e efetores da inflamacédo. Os indutores sdo 0s
sinais que iniciam a resposta inflamatéria, uma vez que ativam o0s sensores
especializados responsaveis por induzir a producdo de um conjunto especifico de
mediadores. Os indutores da inflamacdo podem ser divididos em dois grandes
grupos, os indutores exdgenos e os indutores enddégenos. Os indutores exdgenos
podem ser tanto de origem microbiana, como fatores de viruléncia e os padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPS), quanto de origem ndo microbiana,
como compostos toxicos e alérgenos (MEDZHITOV, 2008; NETEA et al., 2017). Ja
os indutores endogenos da inflamacdo sdo sinais produzidos por tecidos
danificados, como no caso de lesdo tecidual estéril (ndo infecciosa), onde
substancias enddgenas, chamadas alarminas, séo liberadas pelo tecido atingido.
Exemplos destas substancias podem ser substancias intracelulares (como ATP e
K+), proteinas intracelulares como o HMGB1, proteinas de matriz extracelular
degradadas, cristais (como cristais de acido Urico), produtos finais de glicosilacéao
avancada e lipoproteinas oxidadas (CISALPINO, 2015).

Os indutores exogenos (PAMPs) e enddgenos (DAMP’s) sdo responsaveis por ativar
receptores PRRs (receptores de reconhecimento de padrdes) que sdao amplamente

conhecidos como sensores da resposta inflamatéria. Dentre os PRRs podemos
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destacar os receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores do tipo NOD (NLRs), que
sdo expressos em diversos leucocitos como neutréfilos, macréfagos, mondcitos e
células dendriticas (NETEA et al., 2017). Ap6s a ativagdo dos sensores pelos
indutores, uma série de mediadores como citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas
e lipideos serdo liberados. Esses mediadores, por sua vez, alteram os estados
funcionais de tecidos e 6rgédos (que sdo os efetores da inflamacao) de forma que
consigam se adaptar as condi¢cdes indicadas pelo indutor da inflamacédo (Figura 1)
(MEDZHITOV, 2008)

A resposta inflamatéria aguda envolve a migracdo de componentes do sangue
(plasma e leucdcitos) para o sitio da infeccao (ou lesdo). O reconhecimento inicial
desse processo € mediado por macrofagos teciduais e mastocitos, 0s quais levam a
producdo de uma variedade de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas,
quimiocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas.
Como consequéncia, ocorre a formacdo de um exsudato inflamatério local, formado
principalmente pelo extravasamento de neutrofilos do sangue para o tecido em
questdo (BARTON, 2008). Uma vez no tecido afetado, os neutréfilos tornam-se
ativos e sdo responsaveis por eliminar os agentes invasores, através da liberacao do
contelido toxico dos seus granulos, 0os quais incluem espécies reativas de oxigénio
(ROS), espécies reativas de nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase 5.
Esses efetores altamente potentes ndo discriminam entre alvos microbianos e do
hospedeiro, o que pode levar a danos inevitaveis aos tecidos do hospedeiro. Uma
resposta inflamatéria aguda bem-sucedida resulta na eliminacdo dos agentes
danosos, seguido por uma fase de resolucdo e de reparacdo tecidual, a qual é
mediada principalmente por células teciduais residentes e macréfagos recrutados
(SERHAN & SAVILL, 2005).
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Figura 1- Componentes da resposta inflamatéria: O processo inflamatério consiste de indutores,
sensores, mediadores e efetores, 0os quais determinam o tipo de resposta. Os indutores de
inflamacéo podem ser classificados como enddgenos (derivados de células, tecidos, plasma ou de
componentes da matriz extracelular) ou exégenos (MAMPs, compostos toxicos, alérgenos e fatores
de viruléncia) e sdo responsaveis por ativar os receptores especializados (sensores) associados a
inducdo da expressdo de mediadores especificos (citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas,
peptideos vasoativos, enzimas proteoliticas, lipideos e fragmentos dos componentes do
complemento). J& os efetores de uma resposta inflamatéria séo os tecidos e células, nos quais 0s
estados de funcionamento séo especificamente afetados pelos mediadores inflamatérios. Adaptado
de MEDZHITOQV, 2008.

Desta forma, percebe-se que o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria
apropriada € essencial para o hospedeiro. Dado o potencial lesivo da resposta
inflamatéria e a importancia da inflamacédo para a manutencdo da homeostase do
hospedeiro, varios mecanismos de controle da resposta inflamatoria foram
desenvolvidos ao longo da historia evolutiva de metazoarios complexos. Neste
contexto, diversos trabalhos do nosso grupo tém demonstrado que a microbiota
intestinal parece exercer impacto profundo na forma como o hospedeiro
desencadeia uma resposta inflamatéria frente a estimulos de origem infecciosa ou
estéril, tais quais a infeccdo pulmonar por Klebsiella pneumoniae (Fagundes et al.,
2012) ou a inflamacéao intestinal induzida por isquemia e reperfusao intestinal (Souza

et al., 2004).

2.2 A microbiota intestinal

Imediatamente apds o nascimento, os mamiferos iniciam um longo processo de
colonizagdo por microrganismos (bactérias, archaeas, virus e eucariotos
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unicelulares) que colonizam as superficies mais expostas como pele, boca, intestino
e vagina (ROUND; MAZMANIAN, 2009; WINTER; LOPEZ; BAUMLER, 2013).0 trato
gastrointestinal € o sistema mais amplamente colonizado, abrigando trilhdes de
bactérias simbiontes benéficas, chegando a ter uma populacdo composta por cerca
de 500 a 1000 espécies distintas (BRESTOFF & ARTIS 2013). No entanto, podemos
observar que ao longo do trato gastrointestinal essa m icrobiota sofre alteracdes
tanto em abundancia quanto em diversidade, sendo que na porgcao terminal do
intestino encontramos cerca de 10 a 10** microrganismos (ECKBURG et al., 2005;
SEKIROQV et al., 2010; FORBES et al., 2016; BUDDEN et al., 2016).

Em relacdo a sua composicdo, os anaerdbios obrigatérios compreendem a maior
parte da microbiota intestinal em adultos (MAHOWALD et al., 2009) e, por mais que
a microbiota intestinal de cada individuo seja Unica em niveis de espécies e género,
ela é altamente conservada em nivel de filo, sendo composta principalmente por trés
filos: Firmicutes, Bacteroidetes, e Proteobacteria (BAUMLER & SPERANDIO, 2016;
ECKBURG et al., 2005; LAY et al., 2005). O filo Firmicutes é a divisdo mais
numerosa e diversa encontrada no intestino (GUARNER, 2012). E composto
predominantemente por bactérias Gram-positivo, anaerdbias obrigatérias e
formadoras de esporos, sendo representadas principalmente por espécies da classe
Clostridia em humanos, e pelo género Lactobacillus em camundongos (ECKBURG
et al., 2005, FUNG et al., 2014). Dentre o filo dos Bacteroidetes, o género
Bacteroides esta altamente representado ao longo do trato Gl dos mamiferos,
atingindo uma concentracdo de 10%°-10" microrganismos por grama de fezes.
Dentre o0os muitos membros do género Bacteroides, espécies como B.
thetaiotaomicron e B. fragilis, estdo bem adaptados ao trato gastrointestinal e séo
descritos como importantes para auxiliar no metabolismo do hospedeiro,
processando polissacarideos complexos em compostos menores para absorcao
pelo hospedeiro. De forma subdominante, encontramos o filo Proteobacteria, que é
formado por bactérias Gram-negativo, da familia Enterobacteriaceae, representada
pelos géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, e, apesar de estarem
em menor quantidade na microbiota intestinal, o aumento do numero de

representantes desse grupo estd conhecidamente associado com diversas doencas
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inflamatdrias intestinais (WINTER & BAUMLER, 2014; WINTER; LOPEZ; BAUMLER,
2013)

A microbiota intestinal indigena frequentemente é considerada como um 6rgéo
adicional ao corpo humano que, em condi¢des fisioldgicas normais, é responsavel
por trés principais funcdes: resisténcia a colonizagdo de patdgenos, contribuicdo
nutricional e imunomodulagao (SCHUIJT et al.,, 2013; BRESTOFF et al., 2013;
SHREINER et al., 2015).

No trato gastrointestinal, a fun¢cdo imunomoduladora da microbiota intestinal se da
através do reconhecimento de estruturas moleculares denominadas padréo
moleculares associado a microrganismos (MAMPS), dentre os quais podemos citar,
lipopolisscarideos, flagelinas, peptideoglicanos e &cidos nucleicos pelos PRRs,
incluindo TLRs e NLRs, que sdo expressos por Varias células intestinais,
orquestrando uma resposta imune reguladora com a producdo de produtos
antimicrobianos e liberacdo de citocinas e quimiocinas, que Sao cruciais para a
defesa do hospedeiro (CERF-BENSUSSAN; GABORIAU-ROUTHIAU, 2010; ROOKS
& GARRETT, 2016). Além disso, essa atividade imunomoduladora faz com que a
microbiota intestinal exerca papel importante no desenvolvimento de tecidos
linféides associados ao intestino, na diferenciacdo de células T intestinais e na
secrecédo de IgA (MCCOY; RONCHI; GEUKING, 2017)
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Figura 2- Maturagdo do sistema imune local e sistémico pela microbiota intestinal: A Microbiota
intestinal expressa estruturas moleculares denominadas MAMPs que s&o reconhecidos pelos PRRs,
incluindo TLRs e NLRs. O reconhecimento de metabolitos e MAMPs por PRRs de células intestinais
orquestra uma resposta imune que resulta em uma liberagdo continua de mediadores inflamatorios,
compostos antimicrobianos e formagéo de uma camada de muco. Produtos derivados da microbiota,
incluindo nutrientes, acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) e MAMPs sao translocados do intestino,
alcancando a circulacéo sistémica e maturando células imunes em sitios distantes. Fonte: SCHUIJT
etal., 2013.

A influéncia da microbiota intestinal no sistema imune ndo se restringe apenas ao
intestino. MAMPs, como o peptideoglicano, nutrientes e metabdlitos podem
atravessar a barreira epitelial intestinal e maturar células do sistema imune inato e
adaptativo em compartimentos sistémicos, estimulando por exemplo a producéo de
imunoglobulinas G (Figura 2) (ROOKS; GARRETT, 2016; SCHUIJT et al., 2013).

2.2.1 A microbiota intestinal e as imunoglobulinas

A IgA é a principal imunoglobulina encontrada na superficie da mucosa intestinal,
onde as suas principais fun¢cbes sdo a neutralizagdo de virus na mucosa,
impedimento da translocacdo bacteriana para a lamina propria e controle da
composicao da microbiota intestinal (LYCKE & BEMARK, 2017). A producédo da IgA
na mucosa pode ser induzida por dois mecanismos distintos, sendo um

independente de células T e o outro dependente de células T, onde as placas de
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Peyer sdo o local principal para a inducdo da produgédo dessa imunoglobulina. A
microbiota intestinal exerce papel fundamental na inducdo da IgA, sendo que a
secrecdo de IgA dependente de células T é induzida principalmente contra bactérias
da microbiota intestinal que estdo mais intimamente associados ao epitélio intestinal,
como bactérias filamentosas segmentadas (SFB) e Mucispirilum (MCCOY;
RONCHI; GEUKING, 2017).

Além de induzir a producédo de imunoglobulinas na mucosa, a colonizacéo intestinal
também induz a producdo de IgG sistémico. O importante papel da microbiota na
inducéo da producdo de anticorpos tem sido amplamente estudado através do uso
de animais isentos de germe, onde foi demonstrado que estes animais apresentam
menor concentragdo de IgG circulantes e que essa menor concentracdo pode ser
revertida através da convencionalizacdo desses animais com fezes oriundas de
animais convencionais (MCCOY; RONCHI; GEUKING, 2017; CISALPINO et al.,
2017).

Em adicdo, a microbiota também participa da montagem do repertério de IgG do
hospedeiro. Um trabalho recente demonstrou que em condi¢cdes homeostaticas,
bactérias simbibnticas Gram-negativo sdo capazes de quebrar a barreira epitelial
intestinal e se disseminar sistemicamente para induzir uma producdo de IgG
especifica contra bactérias fecais. Essa IgG induzida pela microbiota apresenta uma
relevancia funcional, uma vez que a mesma foi capaz de fornecer protecdo contra a
translocacdo bacteriana apdés o dano intestinal induzido por DSS. De forma
interessante, os autores também identificaram que a Lipoproteina mureina (MLP),
uma proteina de membrana externa altamente conservada de enterobactérias, € o
principal alvo de reconhecimento da IgG (ZENG et al., 2016). Um outro trabalho do
nosso grupo também demonstrou que os anticorpos induzidos pela microbiota séo
importantes para a responsividade do hospedeiro frente ndo apenas a estimulos
inflamatorios infecciosos, como a infeccéo pulmonar por Klebsiella pneumoniae, mas
também frente a lesdo inflamatoria estéril que ocorre durante a isquemia e
reperfuséo intestinal (CISALPINO et al., 2017).
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2.2 Alesédo induzida por isquemia e reperfusao intestinal

A isquemia intestinal € uma condic&o grave associada a diversas condicdes clinicas,
como enterocolite neonatal necrosante, isquemia mesentérica aguda, trauma,
doenca cardiopulmonar, choque hemorragico e rejeicdo do transplante intestinal
(GONZALES et al., 2015; SOUZA et al., 2009). Sua taxa de mortalidade é de
aproximadamente de 60% a 80% e, apesar de representar apenas 1% a 2% dos
problemas gastrointestinais, sua incidéncia esta cada vez maior e muitas vezes seu
diagnostico € negligenciado (GONZALES et al., 2015).

A isquemia intestinal € caracterizada pela diminuicdo ou interrupcdo da perfuséo
sanguinea no tecido intestinal, 0 que compromete o aporte de oxigénio para as
células intestinais, diminuindo a producdo de ATP e resultando em morte celular e
dano tecidual (VOLLMAR e MENGER, 2011; GONZALES et al.,, 2015). A opcao
terapéutica para revitalizar o tecido isquémico € a restauracdo do fluxo sanguineo
(reperfuséo), seja por método cirargico ou pelo uso de agentes tromboliticos.
Entretanto, apesar de necesséria para restaurar as fungdes teciduais, a reperfusédo
do leito isquémico intensifica o dano tecidual iniciado pela isquemia. Isso se deve ao
fato de que os metabdlitos resultantes do processo isquémico, hipoxantina e xantina-
oxidase, utilizam o abundante aporte de oxigénio oferecido pela reperfusdo como
aceptor final de elétrons, culminando na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que sdo importantes mediadores inflamatérios na patogénese da lesdo de
reperfusdo (Figura 1). Durante a isquemia ocorre também o acumulo de succinato
no tecido intestinal, pela reverséo da atividade da SDH (succinato desidrogenase). O
succinato acumulado é rapidamente consumido na reperfuséo pela normalizacao da
atividade da SDH, produzindo grande quantidade de ROS mitocondrial que
desempenha papel inicial na lesdo induzida por IRl (CHOUCHANI et al., 2014)

As ROS, consequentemente, reagirdo com componentes celulares do tecido
intestinal, levando assim a uma disfuncdo da barreira intestinal e leséo tecidual.
Além disso, com a reperfuséo, estes radicais livres também irdo atingir a circulacéo
sistémica, levando a uma resposta inflamatéria sistémica e remota em Orgaos

distantes (KATADA et al., 2015). Consoante a esse processo, essas ROS atuaréo
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também no recrutamento de neutréfilos, que sdo os primeiros leucdcitos recrutados
para o tecido inflamatério e exercem papel chave na lesdo induzida por isquemia e
reperfusdo (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). Ja foi demonstrado em modelos
murinos que a inibicdo dos processos de adesao, migracdo e ou recrutamento de
neutrofilos abole a lesdo tecidual induzida por IRl (HERNANDEZ, et al., 1987,
SOUZA et al., 2000a; SOUZA et al., 2000b; SOUZA et al.,, 2004a; SOUZA et al.,
2004c). A participacdo dos neutréfilos na leséo induzida por IRI se da pela inducéo
da producdo de mediadores, como eicosandides (PGE2 e LTB4) e citocinas, que
levardo ao recrutamento de mais leucocitos para o sitio inflamatoério. Além disso,
ocorre a liberagcdo de substancias a partir da degranulacdo dos mesmos, como
radicais livres e enzimas  proteoliticas (elastases, mieloperoxidase,
metaloproteinases e protease-3) que degradardo componentes do tecido intestinal,
levando a disruptura do tecido epitelial e ao aumento da permeabilidade intestinal, o
gue resulta em dano tecidual (Figura 3) (DALY et al., 2016).
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Figura 3- Mecanismo da lesdo induzida por isquemia e reperfusd@o intestinal: Durante a
isquemia intestinal ocorre a degradacéo dos estoques de ATP para a producao de energia, o que leva
a um aumento nos niveis intracelulares de hipoxantina. Paralelamente, durante a isquemia, ocorre
também a conversdo da xantina-deidrogenase, enzima que metaboliza a hipoxantina em xantina-
oxidase. A xantina-oxidase depende do oxigénio para a metabolizacdo da hipoxantina e, quando este
é fornecido pela reperfusdo, formam-se como subprodutos espécies reativas de oxigénio, que
induzirdo lesdo tecidual. Esses radicais livres funcionardo também como um quimioatraente para
neutréfilos, que além de contribuirem para a lesdo tecidual, induzem a producdo de TNF-a que
também terd importante papel na patogénese da IRI. Apesar dos neutréfilos serem importantes para
a producéo de TNF- a, essa citocina pode também induzir o influxo de neutréfilos, uma vez que induz
a producdo de quimiocionas, como CXCL-1, que sdo importantes quimioatraentes de neutrofilos. O
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TNF-a também induzira a produgédo da citocina anti-inflamatéria IL-10 que funcionard como um
regulador negativo da lesdo por reperfuséo. (Adaptado de GONZALES et al., 2015).

Dentre as citocinas induzidas pelos neutrdéfilos, podemos destacar a citocina TNF-q,
que é um mediador essencial da inflamacédo intestinal e exerce papel importante na
leséo e letalidade induzida por IRl (SOUZA et al., 2001; SOUZA et al., 2004). O TNF-
a pode também ser produzido por células residentes, como macréfagos, monaocitos
e células endoteliais, participando entdo, como um mediador inflamatério inicial. Na
lesédo induzida por IRI, esta citocina esta envolvida com a producdo de espécies
reativas de oxigénio, no recrutamento de neutréfilos e na inducdo de apoptose
celular e outras citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B e IL-6 e IL-10 (SOUZA et al.,
2001a; YANG et al.,, 2013). A citocina IL-10 possui um papel anti-inflamatorio
importante na lesdo de reperfusdo. Uma vez que esta citocina € capaz de inibir o
influxo de neutrdéfilos e a producdo de outras citocinas, como por exemplo o TNF-q,
inibindo a lesé&o tecidual induzida por IRI (SOUZA et al., 2003).

Outro componente que participa da lesdo induzida por reperfusdo séo os linfocitos B
(Chan et al., 2004; Chen et al., 2009). Trabalho anterior do nosso grupo demostrou
gue animais deficientes na cadeia |, importante fator para a diferenciacéo de células
pré-B em células B, apresentaram menor resposta inflamatéria apos IRI. Estes
animais apresentaram menor producdo de mediadores pré-inflamatérios e menor
recrutamento de neutrofilos para o tecido intestinal, apresentando assim atenuacao
da letalidade induzida por IRl (CISALPINO et al.,, 2017). Os linfocitos B sao
responsaveis pela producdo de anticorpos, sendo que parte desses anticorpos sao
reativos a antigenos bacterianos e auto-antigenos, como &cidos nucleicos,
proteinas, carboidratos e fosfolipidios, e desempenham papel importante na lesédo
induzida por IRI (FLEMING, 2006; BOES, 2000; PANDA & DING, 2015). Chan e
colaboradores 2004, demonstraram que animais isentos de anticorpos circulantes
apresentam atenuac¢ao na lesdo induzida por IRI e a reposi¢céo de anticorpos nesses
animais foi capaz de restabelecer o fenotipo apresentado por eles. Outro fato que
aponta as imunoglobulinas como importantes mediadores da resposta inflamatoria
induzida por IRI é a ocorréncia de deposicao de anticorpos do tipo IgG e IgM sobre
as células epiteliais no tecido intestinal apos IRI, o que funciona como um importante
indutor da resposta inflamatéria (WILLIANS, 1999; ANDERSON et al.,, 2005;

CISALPINO et al., 2017). O papel destas imunoglobulinas na patogénese da
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isquemia e reperfusdo intestinal esta relacionada ao fato de que esses anticorpos
sdo capazes de se ligar a neoantigenos (DNA, miosina ndo muscular e anexina V)
gue sao expressos nas ceélulas danificadas apds a isquemia intestinal e ativar a via
do complemento, desencadeando uma intensa resposta inflamatéria (WILLIAMS et
al., 1999; ANDERSON et al., 2005; FLEMING, 2002; FLEMING, 2006; POPE, 2016).

A microbiota intestinal também exerce papel importante no controle da resposta
inflamatoria frente a IRI. Dados prévios do nosso grupo demonstraram que animais
isentos de germes apresentaram menor resposta inflamatdria local, remota e
sistémica apods IRI. Estes animais apresentaram menor recrutamento de neutrdéfilos e
menor lesdo tecidual, fazendo com que estes animais apresentassem menor
letalidade induzida por IRl. No entanto, a menor lesdo tecidual e letalidade
encontrada nestes animais foi revertido pela injecdo de anticorpos anti-IL10 antes da
reperfusdo, demonstrando que a hiporresponsividade desses animais esta
associada a sua capacidade de produzir endogenamente altas concentracdes de IL-
10 (SOUZA et al., 2004b). A producédo de IL-10 nos animais GF est4 associada a
secrecdo de lipoxina A4 (LXA4) e anexina 1 (ANXA-1). O bloqueio da sintese de
LXA4 com um inibidor da 5-lipoxigenase ou o bloqueio da ANXA-1 com um anticorpo
anti-ANXA-1 preveniram parcialmente o aumento de IL-10 nos animais GF apoés
submissédo a isquemia e reperfusao intestinal (SOUZA et al., 2007), sugerindo que a
secrecdo de IL-10 nos animais GF é secundaria a producdo de LXA4 e ANXA-1.
Além disso, também foi demonstrado que ap6s a reposicdo da microbiota
(convencionalizacao), a hiporresponsividade inflamatéria observada nos animais GF
€ revertida, fazendo com que estes animais apresentem intensa resposta
inflamatéria frente a IRl (SOUZA et al., 2004b).

De maneira interessante, outro trabalho do nosso grupo demonstrou que a
hiporresponsividade apresentada por camundongos GF frente a IRl pode ser
revertida através da reposi¢cdo de anticorpos oriundos de animais convencionais
(CV). Cisalpino e colaboradores (2017), demonstraram que camundongos GF que
receberam soro ou anticorpos purificados de animais CV e foram submetidos a IRI
apresentaram extravasamento plasmatico e influxo de neutréfilos para o tecido

intestinal, producdo de TNF-a, tanto localmente quanto sistemicamente, e intensa
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lesdo tecidual, o que culminou em alta taxa de letalidade desses animais. Animais
GF que receberam soro de animais CV também apresentaram deposicao de 1gG no
tecido intestinal apds IRI, o que nao foi observado em animais GF que receberam
soro de animais GF. Em adicdo, a transferéncia de soro ou de imunoglobulinas de
animais CV para animais GF foi também capaz reverter as quantidades de mRNA de
ANXA-1e IL-10 apos a IRI, sugerindo que a deposicao de IgG no tecido intestinal €
responsavel por desligar os mecanismos anti-inflamatérios em animais GF que
receberam a reposicdo de imunoglobulinas. Dessa forma, os achados do trabalho
demonstram que a producdo de anticorpos auto reativos € promovido pela
colonizacédo pela microbiota intestinal e que esses anticorpos sao essenciais para
lesdo intestinal induzida por IRI. No entanto, ainda ndo se sabe quais o0s
mecanismos envolvidos na promocao da lesdo de reperfusdo pelos anticorpos

depositados no tecido.

2.3 Aimunoglobulina G (IgG) e os seus receptores FcyR

A 1gG é uma das proteinas mais abundantes do soro humano, compreendendo
aproximadamente 10% a 20% das proteinas plasmaticas e representa 75% das
imunoglobulinas circulantes no plasma (QUAST & LUNEMANN, 2014). As
imunoglobulinas circulantes sao produzidas pelas células B e sdo importantes para a
defesa contra patégenos (FLEMING et al.,, 2002; FLEMING et al., 2004) e estéo
envolvidas em diversos mecanismos efetores do sistema imunes como,
citotoxicidade, fagocitose e liberagdo de diversos mediadores inflamatérios
(VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014). Em relacdo a sua estrutura molecular
(Figura 4), a IgG é composta por quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias vy
pesadas (H) e duas cadeias kK ou A leves (L). Cada cadeia pesada é composta por
um dominio N-terminal variavel (VH) e trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3)
com uma regido de dobradica entre CH1 e CH2. As cadeias leves consistem de um
dominio N-terminal variavel (VL) e um dominio constante (CL). As cadeias VH e CH1
se associam para formar um braco Fab (fragmento de ligagdo ao antigeno) que é
responsavel pela interacdo altamente especifica entre a IgG e antigenos. J& a regido
do anticorpo formada pela regido de dobradica inferior e os dominios CH2 / CH3 é
denominada de "Fc" ("fragmento cristalino”) (BOURNAZOS & RAVETCH,2017,
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SCHWAB & NIMMERJAHN, 2013; VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014). O
dominio Fc pode ser encontrado em duas conformagfes dependendo do tipo de
glicano que esta associado a ele, o estado aberto e o estado fechado. A alteracao
do estado conformacional em que o dominio Fc se encontra esta intimamente
relacionado com a sua capacidade de interagir com as duas categorias do receptor
FcyR (BOURNAZOS; RAVETCH, 2015).
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Figura 4 - Estrutura molecular da imunoglobulina G :Fonte: http://www.medical-
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Os FcyRs sao glicoproteinas de membrana do tipo I, sendo receptores para o
fragmento cristalino das 1gG. Os FcyRs sdo normalmente categorizados em dois
tipos: receptores FcyR do tipo | e do tipo II. Os receptores FcyR de tipo | incluem os
receptores candnicos que incluem os receptores FcyRIll e FcyRIIB e podem ser
ativados pela porgéo Fc apenas na conformacgao aberta. Por outro lado, os FcyR de
tipo Il, que incluem os receptores de lectina do tipo C, como CD23 e DC-SIGN,
exibem alta afinidade para a conformacédo fechada (BOURNAZOS; RAVETCH, V.,
2015, 2017).
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Os receptores FcyR do tipo |, apds serem ativados pela IgG, exercem uma série de
funcdes pro-inflamatorias, anti-inflamatorias e imunomoduladoras, fazendo com que
esses receptores exercam um papel central na regulagcdo do sistema imune
(NIMMERJAHN e RAVETCH, 2008; TAKAI, 2005; BRUHNS, 2012). Os FcyR séao
amplamente expressos em todas as ceélulas mieloides do sistema hematopoiético,
porém cada tipo celular expressa diferentes receptores em sua superficie. Por
exemplo, células efetoras imunes inatas (mondcitos, macréfagos, neutroéfilos, DCs,
basdfilos e mastocitos) apresentam em sua superficie tanto FcyRs de ativagao
quanto de inibicdo. Nos neutréfilos de camundongos, encontramos principalmente
FcyRIIB e FcyRIll e nas células dendriticas encontramos principalmente FcyRI,
FcyRIIB e FcyRIIl. Apenas dois tipos celulares ndo expressam simultaneamente
receptores de ativacao e inibicdo: as células NK expressam apenas o receptor de
ativacdo FcyRIll e as células B expressam apenas o receptor inibidor FcyRIIB
(NIMMERJAHN & RAVETCH, 2008). Além disso, Moreno-Fierros e colaboradores,
2015, demonstraram que células epiteliais do tecido intestinal também expressam os

receptores FcyRIIl e FcyRIL.

Tradicionalmente, classifica-se os FcyRs do tipo | de duas formas: pelo tipo de
sinalizacdo que desencadeia (receptores de ativacdo e inibicdo) e pela diferente
afinidade destes receptores pelas subclasses de IgG (alta ou baixa afinidade). Em
camundongos foram identificados trés tipos de receptores de ativagdo: FcyRI,
FcyRIIl, FcyRIV, um receptor de inibicdo FcyRIIB e um receptor FcRn envolvido na
reciclagem e transporte de IgG. J& em humanos, sdo descritos 7 diferentes tipos de
FcyRs (FcyRI, FcyRIIA, FeyllB, FcyRIC, FcyRIIA, FcyRIIB e FcyRn) (BRUHNS,
2012).

2.3.1 O receptor de ativacao FcyRIlI

O receptor FcyRIIl € um receptor de ativagcao de baixa afinidade para as subclasses
de IgG: IgG1, 1gG2a e IgG2b e é o unico receptor de ativacdo onde se liga a
subclasse 1gG1 (BRUHNS, 2012). Este receptor exerce papel chave na resposta
inflamatoria de varias doencas autoimunes (NIMMERJAHN & RAVETCH, 2008).
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Diferentes grupos de pesquisas tém demonstrado que animais deficientes para
FcyRIIl apresentaram atenuagdo da resposta inflamatéria induzida por
imunocomplexos em doencas autoimunes como, vasculite, anafilaxia cutanea,
reacdo de Arthus, anemia hemolitica autoimune (AIHA) e na glomerulonefrite
(HAZENBOS et al., 1996; MEYER et al., 1998; SCHILLER et al., 2000; COXON et
al., 2001; TAKAI, 2002).

O receptor FcyRIll possui acoplado a ele uma subunidade adaptadora contendo
motivos ITAM (imunorreceptor de ativagcdo baseado em tirosina), uma vez que 0s
FcyR de ativacdo ndo sao capazes de ativar a via de sinalizacdo autonomicamente
(RAVETCH & BOLLAND, 2001). Ap6s a ligacdo do imunocomplexo no receptor
FcyRIIl, ocorrera o inicio da via de sinalizacdo (Figura 5). Para isso, primeiramente,
residuos de tirosina presentes nos dominios ITAM serdo fosforiladas por cinases da
familia SRC. Apo6s a fosforilagdo, os dominios ITAM fosforilados servirdo como um
local de encaixe para o dominio SH2, que é um dominio de ancoragem da proteina
cinase citosoélica SYK, que ativara outras moléculas de transducao de sinal, como a
fosfoinositol 3-cinase (PI3K) e SOS, do inglés “Son of sevenless homologue”. A
ativacdo da molécula SOS também leva a ativacdo de outras vias que também
resultam na ativacéo celular. A ativacéo da PI3K leva a geragéo de fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato que recruta tirosina cinase de Bruton (BTK) e fosfolipase Cy (PLCy), o
que leva a ativacdo de cinases e a liberacdo de célcio a partir do reticulo
endoplasmatico (Figura 5). A ativacdo celular desencadeada pela ativacao desse
receptor ir4 resultar na ativacdo de diversas respostas imunes como liberacdo de
citocinas, ADCC por células NK e a degranulacdo de mastocitos (BOURNAZOS &
RAVETCH,2017; NIMMERJAHN & RAVETCH, 2008; TAKAI, 2002).
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Figura 5 - Vias de sinalizagdo dos FcyRs de ativagdo e inibicdo: (a) Via de sinalizacdo de
receptores de ativacdo. (b) via de sinalizacdo dependente de ITIM por receptores inibidores. (c) via de
sinalizacdo independente de ITIM por receptores inibidores. Fonte: NIMMERJAHN E RAVETCH
(2008), p. 39.

2.3.2 O Receptor de inibi¢cdo FcyRIIB

O receptor FcyRIIB € o unico receptor inibidor da familia dos receptores Fcy do tipo |
e se liga com baixa afinidade as subclasses de IgG, IgG1, IgG2a e IgG2b
(RAVETCH & BOLLAND, 2001). Esse receptor é o unico encontrado nas células B,
onde exerce importante papel na tolerancia das células B, regulando a producéo de
autoanticorpos (BOURNAZOS; RAVETCH, JEFFREY V., 2015, 2017). O FcyRIIB

também é encontrado nas células dendriticas, neutréfilos, mastécitos, macrofagos e
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basofilos. Nestas células, o receptor FcyRIIB exerce a funcdo de inibir as funcbes
dos FcyRs de ativagdo, como inibicdo da fagocitose e liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias. Ja nas células dendriticas, esse receptor possui a funcdo importante
de capturar complexos imunes (SMITH & CLATWORTHY, 2010). O receptor FcyRIIB
exerce um importante papel em doencas autoimunes e inflamatorias, como artrite
reumatoide, lUpus eritematoso sisttmico e na sindrome de Goodpasture (TAKAI,
2005), regulando tanto a resposta imune adaptativa quanto a resposta imune inata
(ESP; SMITH, K. G. C., 2016). Em modelos animais, foi demonstrado que a
auséncia de FcyRIIB contribui para o agravamento destas doengas, demonstrando
que este receptor é importante para suprimir a resposta inflamatéria em doencas
autoimunes (NAKAMURA et al., 2000; SMITH & CLATWORTHY, 2014; TAKAI,
2005; YUASA et al., 1999). Yuasa e colaboradores (1999) demonstraram que a
delecdo do receptor FcyRIIB em camundongos que ndo eram permissiveis a atrite
reumatoide tornou estes camundongos susceptiveis a artrite, com liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios e lesdo tecidual. Além disso, Nakamura e
colaboradores 2000, mostraram que animais FcyRIIB” desenvolveram pneumonia
hemorragica macica, com infiltrado de neutréfilos e macréfagos e intensa
glomerulonefrite em um modelo de sindrome de Goodpasture. Além de exercer
importante papel em doencas autoimunes, esse receptor também esta envolvido na
regulacdo da reposta inflamatéria pulmonar na asma alérgica (DHARAJIYA et al.,
2010)

No interior do dominio citoplasmatico, o receptor FcyRIIB apresenta motivos
imunorreceptor baseado em tirosina de inibicdo (ITIM) e as funcdes inibidoras
exercidas pelo FcyRIIB podem ser dependentes ou independentes desses motivos
(Figura 5). Nos eventos dependentes de ITIM, o primeiro passo da cascata de
sinalizacdo sera a fosforilacdo dos ITIM, que resultara no recrutamento das
fosfatases SHIP (inositol polifosfato 5'fosfatase contendo o dominio SH2) e SHP1
(proteina tirosina-fosfatase contendo dominio SH2). Essas fosfatases irdo interferir
na ativacdo de vias de sinalizacdo por hidrolise inositol-3-fosfato, impedindo o
recrutamento de cinases contendo o dominio PH, tais como BTK ou PLCy, para a
membrana celular. Isso ird diminuir os niveis intracelulares de célcio. Assim,

processos dependentes de calcio como degranulacéo, fagocitose, ADCC e liberacéo
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de citocinas pro-inflamatorias sdo impedidos (ESP & SMITH, 2016; NIMMERJAHN,
2005; RAVETCH & BOLLAND, 2001)

Além da funcéo de inibir as respostas imunes desencadeadas por receptores de
ativacdo descritas anteriormente, o receptor FcyRIIB também desempenha papel
importante na regulacdo da producdo de anticorpos, através da mediacdo do
fendmeno denominado retroalimentacdo de anticorpos. Neste fenbmeno, antigenos
se ligam simultaneamente ao receptor do tipo BCR e a anticorpos secretados que se
ligam ao receptor FcyRIIB, desencadeando uma via de sinalizagdo dependente de
ITIM, onde a fosfatase SHIP converte PIP; a PIP, bloqueando a sinalizagdo das
células B o que resulta na inibicdo da secrecdo de anticorpos (Figura 6) (ABBAS et
al., 2015). A importancia fisiolégica da inibicdo da producdo de anticorpos mediada
pelo FcyRIIB é demonstrada pela produgcdo descontrolada de IgG observada em
camundongos deficientes para o receptor FcyRIIB, fazendo com que estes
camundongos sejam mais susceptiveis a doencas autoimunes como LuUpus e
Sindrome de Goodpasture (ABBAS et al.,, 2015; BOLLAND & RAVETCH, 2000).
Além disso, a ligacdo simultdnea de imucomplexos em receptores FcyRIIB e
receptores de célula B desencadeia uma via de sinalizagcdo independente de ITIM e
SHIP controlando a apoptose de células B (RAVETCH & BOLLAND, 2001).

Tendo em vista o importante papel dos anticorpos na lesédo de reperfusdo e que nos
demonstramos anteriormente que esses anticorpos sdo dependentes da microbiota
a nossa hipotese é que os receptores Fcy € um dos mecanismos efetores

desencadeados pelos auto anticorpos nessa patologia inflamatoria.
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Figura 6- Regulagado da producéo de anticorpos pelo receptor FcyRllb: (A) A ligacdo do complexo
antigeno-anticorpo ao receptor de células B (BCR) leva a ativacdo de células B. (B) A ligacédo
simultanea do imunocomplexo ao receptor BCR e ao receptor FcyRIlb induz a inibicdo da ativacédo de
células B e por consequéncia a inibicdo da producao de anticorpos. Fonte: ABBAS et al., 2015.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel dos receptores FcyRIll e FcyRIIB na inflamagao intestinal induzida

pela isquemia e reperfusdo em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

1)Avaliar a cinética de deposicdo de IgG nos tecidos intestinais de animais

submetidos a isquemia e reperfusao intestinal.

2)Avaliar o papel do receptor FcyRIll na resposta inflamatéria e na mortalidade

induzida por isquemia e reperfuséo intestinal.

3)Avaliar o papel do receptor FcyRIIB na resposta inflamatéria e na mortalidade

induzida por isquemia e reperfuséo intestinal.

4)Caracterizar o papel do receptor FcyRIIB no controle da producdo de

anticorpos anti-antigenos intestinais e anti-antigenos da microbiota intestinal.

5)Avaliar o papel da microbiota na inducdo acentuada de anticorpos anti-

antigenos intestinais na auséncia da ativacao do receptor FcyRIIB.
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4 METODOLOGIA

4.1 Inducdo da Isquemia e reperfusdo da artéria mesentérica superior em

camundongos (IRI)

Para a realizacdo da IRI foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT),
com delecdo genética para o receptor FcyRIll ou FcyRIlb com idade entre oito e
doze semanas. Os animais WT foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e os animais com delecdo genética foram obtidos
do biotério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG. Os
animais foram mantidos com livre acesso a comida e agua, em ambiente com
temperatura controlada e em ciclos claro/escuro de 12 horas. Todos o0s
procedimento foram aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal sob
0 protocolo 338-2016.

Para a inducéo da IRI, os camundongos foram anestesiados com 60ul de solugao
contendo xilazina 20mg e cetamina 100mg por via intraperitoneal e submetidos a
laparotomia mediana com posterior exposi¢do da artéria mesentérica (AMS). Para a
inducdo da isquemia, a artéria mesentérica superior foi isolada e submetida a uma
ligadura, com auxilio de linha e de um cateter de polietileno (PE-50), por 30 minutos.
Durante esse periodo, os animais foram mantidos em uma placa aquecedora (a
36°C). Apods esse periodo, o fluxo sanguineo foi restabelecido (pelo corte e retirada
da linha obstrutora, utilizando-se uma lamina de bisturi) e os animais foram
acompanhados para monitorar a porcentagem de sobrevivéncia por 24 horas. Em
outro grupo experimental, os animais foram sacrificados com 1 hora, 3 horas ou 5
horas apds a reperfusdo da AMS. Animais falso-operados (sham) foram utilizados
como controle experimental. Estes animais foram anestesiados e laparotomizados,

sem que houvesse oclusédo da AMS.
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Figura 7 - Planejamento experimental de Indugdo da Isquemia e reperfusdo da artéria mesentérica
superior em camundongos.

4.2 Microhematoécrito para indicacédo de extravasamento plasmatico

Apdés a eutandsia, foram utilizados tubos capilares heparinizados para coletar
amostras de sangue dos animais. Os capilares foram centrifugados em uma
centrifuga de micro-hematocrito por 10 minutos (Centrifuge hematocrit, HT). Apos a
centrifugagcdo, com auxilio de uma régua, o hematécrito foi determinado através do

calculo do percentual da parte vermelha do sangue em relacéo ao total.

4.3 Coloracao de H&E para avaliacao histopatolégica

Para a realizacdo da analise histopatologica, um fragmento de amostra do intestino
delgado foi removido e fixado em formol 10% tamponado pelo periodo de 48 horas.
Apos a fixacdo, o tecido foi desidratado gradualmente em etanol, embebido em
parafina, cortado, fixado em laminas histolégicas e corados com H&E (Hematoxilina
e Eosina). A analise histopatolégica foi realizada ap6s o exame das laminas ao
microscopio. A avaliagdo histopatologica foi baseada na intensidade de
mononucleares e polimorfonucleares infiltrados na lamina propria, nas mudancas na
arquitetura da mucosa, na perda das vilosidades intestinais e na presenca de
edema, ulceracdo, hiperemia e hemorragia. Para cada parametro as alteracdes
foram pontuadas de acordo com uma escala que pode variar entre (0) ausente a (4)

muito intenso. A soma da pontuacdo representa o Escore histopatolégico de O
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(normal) a 15 (muito alteradas). Os resultados foram expressos como valores
médios + SEM para cada grupo experimental (adaptado de USSELMANN, 2001).

4.4 Avaliagdo da permeabilidade vascular

O extravasamento de Azul de Evans para o tecido foi usado como indice de
aumento de permeabilidade vascular (SOUZA et al.,2007). Foi injetado 100uL de
Azul de Evans (0,5% p/v em PBS) na veia caudal, 10 minutos antes da reperfuséao.
ApOs a eutanésia dos animais, um fragmento do intestino foi coletado e colocado em
uma placa de petri para secagem por 24 horas em estufa a 36°C. Apos este tempo,
o tecido foi pesado e incubado com 1mL de formamida, por 24 horas, para extracédo
do corante. O corante extraido do tecido foi quantificado em leitor de ELISA
(comprimento de onda de 620nm) e a concentracdo determinada através de curva
padrdo de 0.375 a 10 mg/mL de Azul de Evans. Apés a quantificacdo, a
concentracdo de azul de Evans foi normalizada para 100mg de tecido e os

resultados expressos como concentracao de Azul de Evans por 100mg de tecido.

4.5 Avaliacdo do acumulo de neutréfilos pela quantificacdo da atividade de

mieloperoxidase (MPO)

Para avaliar o acumulo de neutréfilos no intestino foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. Fragmentos de intestino foram
pesados e suspensos em solucdo salina EDTA (100mg de tecido/ImL de salina),
submetidos a homogeneizacdo e centrifugacdo (3000g, 15 minutos). O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em solucdo NaCl 0.2%
p/v gelada e NaCl 1.6% p/v com glicose 5% p/v gelada na mesma quantidade. As
amostras foram centrifugadas a 3000 g por 15 minutos. Novamente o sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspenso em tampao fosfato com HTAB a 5% p/v e
homogeneizado por 30 segundos. As amostras foram congeladas e descongeladas
trés vezes em nitrogénio liquido seguidamente, centrifugadas e o sobrenadante
coletado para ensaio de MPO. Amostras de intestino foram diluidas antes do ensaio.
A atividade de mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de
leitor de ELISA (450 nm) usando tetramethylbenzidine (1.6 mM) e H,0, (0.5 mM). Os

resultados foram expressos como unidades relativas (MPO) da O.D. do
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sobrenadante do tecido comparadas com a O.D. obtida com neutrdéfilos do peritdnio
de camundongos processados da mesma maneira. Para este fim, foram coletados
neutrofilos infiltrados para o peritdnio apds injecdo de 3 mL de caseina 5% p/v. A
curva padrdo do numero de neutrofilos (>95% de neutrofilos) versus O.D. foi obtida
pelo processamento de neutréfilos purificados da maneira descrita para o ensaio de
atividade de MPO.

4.6 Quantificacao de citocinas e quimiocinas por ELISA

A dosagem foi realizada a partir do sobrenadante de extratos de tecido. Para
obtencdo do extrato de tecido, amostras de tecido foram homogeneizadas numa
solucdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM “phenylmethilsulfonyl
fluoride”, 0,1 mM “benzethonium chloride”, 10 mM “EDTA” e 20 Kl de aprotinina A) e
“Tween 20” 0,05% v/v, na proporcdo de 0,1 g de tecido para cada mL de solucao,
utilizando-se o homogeneizador Power Gen 125 (Fischer Scientific Pennsylvania,
USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000g por 10min a 4°C (em
centrifuga BR4, Jouan Winchester VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e
estocados em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) a
-20°C, para posterior andlise. Para realiza¢do do ensaio, as concentracfes utilizadas
para 0s anticorpos e reagentes e o0 protocolo de ensaio foi realizado conforme
indicado pelo fabricante do kit (R&D Systems). Inicialmente, placas de 96 pocos
(Nunc. Immunosorb, Naperville, IL) foram recobertas com anticorpos purificados
especificos para as moléculas em analise (IL-1 B, IL-6, IL-10, TNF-a e CXCL-1),
sendo 50uL/poco, em PBS, e incubadas por 18 horas a 4°C. Numa segunda etapa,
as placas foram lavadas com PBS acrescido de Tween 20 0,1% v/v, e bloqueadas
pela adicdo BSA 1% p/v em PBS (100uL/poco) por 2 horas, sob agitacdo. ApGs nova
lavagem, amostras de sobrenadante de extrato de tecidos diluidas em BSA 1% pl/v
em PBS foram adicionas em duplicata (50uL/poco) e, entdo, incubadas por 18 horas
a 4°C. Apos lavagem, foi adicionado anticorpo especifico biotinilado e, apés
incubagéo por 2 horas a temperatura ambiente e nova lavagem, foi utilizada uma
solucédo de estreptoavidina acoplada a enzima peroxidase, seguido de incubagéo por
20 minutos sob agitacdo, a temperatura ambiente. ApOs lavagem, a reacado foi

realizada pela adicdo de 50uL/pogo do cromégeno OPD (Sigma) 4mg/10 mL,
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contendo H,O, (2uL/10 mL) em tampéao citrato (pH 5,0) e a absorbancia lida em
leitor de ELISA com filtro para comprimento de onda de 492nm (Status-labsystems,
multiskan RC, Uniscience do Brasil). As amostras de intestino foram utilizadas para o
ensaio apos diluicdo na proporcao de 1:3 de diluente (BSA 1% p/v em PBS).

4.7 Imuno-histoquimica para analise da deposic¢éo de IgG

A preparacao inicial das seccoes foi realizada de acordo com o previamente descrito
no item 4.3. Primeiramente, as laminas histolégicas foram desparafinizadas em xilol
(3 vezes de xilol | - 30 minutos, xilol Il - 10 minutos e xilol Ill- 5 minutos). Na
sequéncia, os tecidos foram hidratados em solucbes de etanol em concentracfes
decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e foi finalizada com banho em &agua
deionizada por 5 minutos. O material seguiu para a recuperagao antigénica em
solugdo de tampao citrato 0,1 M (300 mL) no banho maria a 96° por 20 min. As
laminas permaneceram no tampao citrato por mais 20 minutos para resfriamento e,
ao término, 5 banhos em &gua deionizada foram realizados. Procedeu-se com o
blogueio da peroxidase enddgena com H,0, a 10% v/v em metanol por 30 minutos.
As laminas foram lavadas com PBS (3 vezes de 5 minutos). Na continuagéo,
realizou-se o bloqueio de ligacbes inespecificas com BSA 2% p/v e Tween 20 0,1%
v/v por 1 hora em camara umida. Em seguida realizou-se o bloqueio dos receptores
FcyR usando o anticorpo purificado rat anti-mouse CD16/CD32 (Fc Block; BD
Pharmingen) na concentracdo de 0.5 mg/ml. Apdés o bloqueio, realizou-se a
marcacao do IgG depositado com o anticorpo Anti-mouse IgG Abs (Advance HRP;
Dako). Foi entdo realizada uma lavagem rapida dos cortes com PBS puro com
pisseta e lavagem em solucdes de PBS (3 vezes de 5 minutos). Apds a lavagem,
seguiu-se com a amplificacdo do sinal utilizando a estreptavidina-biotina-peroxidase
do kit Advanced (Dako) durante 1 hora em cadmara umida. Os cortes foram lavados
com PBS puro e passaram por lavagem em solucbes de PBS (3 vezes de 5
minutos). Procedeu-se, entdo, com a revelagéo, ou seja, o0 material foi colocado em
uma solugédo contendo o cromégeno DAB 0,025% v/v em PBS e H,0O,. Essa etapa
foi finalizada em agua corrente por 5 minutos. Foi realizada a contra-coloracdo com
hematoxilina de Harris (6 segundos), lavagem em agua corrente por 5 minutos e
hidratagdo em concentracdes crescentes de etanol (70%, 90%, 2 vezes de 100% -

as duas primeiras solu¢des por 5 minutos cada e, quando em etanol absoluto, 10
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minutos para cada banho). O material seguiu para diafanizacao (2 vezes de xilol | -
15 minutos e xilol 1l - 10 minutos). Ao fim foi feita montagem das laminas com
Entellan. A determinacdo de células IgG+ presentes no tecido intestinal foi realizada
pela contagem em 20 campos microscépicos usando o ImageJ software (National
Institutes of Health). Os resultados foram expressos em numeros de células IgG+
por milimetros de tecido.

4.8 Quantificagdo de anticorpos circulantes.

Para a quantificacdo de anticorpos circulantes (IgG e IgM) foi utilizado a técnica de
ELISA. Para isso, placas de 96 pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville, IL) foram
recobertas com 100uL de anticorpo anti-lg UNLB (na concentracdo de 1:5000) por,
no minimo, 18 horas em camara Umida a 4°C. Apés esse tempo, as placas foram
lavadas 2 vezes com salina-Tween. Em seguida, foi realizado o blogueio com BSA
(200uL de BSA 1%) por uma hora a temperatura ambiente seguido de 2 lavagens.
Em seguida, as amostras (soro) foram diluidas nas propor¢des 1:20.000,1:40.000 e
1:80.000 para dosar IgG e nas proporcdes de 1:1000, 1:2000 e 1:4000 para as
dosagens de IgM e incubado 50 pL de cada amostra por 1 hora. Apos esse tempo,
foi realizado a incubacdo com o anticorpo goat anti-mouse IgG biotinilado ou goat
anti-mouse IgM biotinilado (diluicdo 1:5000), sendo 100 pL por pocgo, por 1 hora,
apos a lavagem foi feita a incubacdo com estreptavidina acoplada a enzima
peroxidase. Para isso, foi adicionado 100 yL de estreptavidina na diluicdo (1:200)
por 30 minutos. Em seguida foi realizada a lavagem da placa e foi feito a revelacao,
pela adicdo de 50uL/pogo do cromogeno OPD (Sigma) 4mg/10 mL, contendo H,0O,
(2uL/10 mL) em tampdo citrato (pH 5,0) e a absorbancia lida em leitor de ELISA com
filtro para comprimento de onda de 492nm (Status-labsystems, multiskan RC,

niscience do Brasil).

4.9 |solamento de enterécitos

Para o isolamento dos enterdcitos, o intestino delgado foi aberto longitudinalmente,
cortado em pedacos de aproximadamente 4-5 cm de comprimento e transferidos
para tubos de plastico. Em seguida, lavou-se rapidamente em 50 mL de tampé&o A
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(HBSS contendo 1% de soro fetal bovino) com agitacao suave durante 10 min. Esse
processo foi repetido cinco vezes, seguido por uma lavagem em 50 ml de tampé&o
HBSS livre de Ca*" e Mg®*". Apds este passo foi realizado a lavagem com o tampéo
contendo 1mM de DTT para a retirada de muco. Foi realizado entdo mais uma
lavagem com o tamp&o HBSS. Em seguida os pedagos intestinais foram incubados
em 25 ml de tampéao HBSS contendo 30 mM de EDTA a 37 ° C durante 30 min com
agitacdo a 30g. As células foram entdo coletadas e sedimentadas por centrifugacao
a 500g durante 5 min e ressuspendidas em 10 ml de meio RPMI. Em seguida as
células foram novamente centrifugadas a 500g por 5 minutos e ressuspendidas em
1mL de solucéo de lise (Tris 10mM, PH 7,4, NaCl 20mM, MgCl, 3mM, NaN3 0,002%
p/v, PMSF 1mM, EGTA 0,1mM, Aprotinina 10uM, Leupeptina 20uM, DTT 0,5mM,
NaF 25mM) e mantidas no gelo por 20min para extracdo de proteinas. ApGs esse
passo foi realizada mais uma centrifugacdo a 3000g por 20 minutos e o

sobrenadante foi coletado.

4.10 Quantificacdo de anticorpos anti-antigenos intestinais.

Para a quantificacdo de anticorpos anti-antigenos intestinais, primeiramente foi
realizado a dosagem de proteinas nos extratos de enterdcitos isolados no item 4.9.
pelo método de Bradford. Apos a quantificacdo, 100 uL de uma solugéo de 10ug/mL
do antigeno foi adicionada a placa de 96 pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville, IL)
por 18 horas em camara Umida a 4°C. Apdés esse passo, 0 ensaio foi realizado como
o descrito para a quantificacdo de anticorpos circulantes, modificando apenas a

diluicdo do soro, que foi de 1:100.

4.11 Quantificacao de anticorpos anti-microbiota fecal

Para a quantificacdo de anticorpos anti-microbiota, primeiramente um pool de fezes
de camundongos WT e FcyRIIb foram coletadas. Para a extracdo de antigenos da
microbiota fecal, primeiramente as fezes foram homogeneizadas e lavadas com PBS
1X e centrifugadas 5 minutos na velocidade de 1500g. Apés as lavagens, os pellets
foram ressuspendidos em 1mL de solucéo de lise (Tris 10mM, PH 7,4, NaCl 10mM,
MgCl, 3mM, NaNs; 0,002% p/v, PMSF 1mM, EGTA 0,1mM, Aprotinina 10uM,
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Leupeptina 20uM, DTT 0,5mM, NaF 25mM). ApOs este processo, usando o
sonicador (MSE Soniprep), a suspenséao foi sonicada por 3 ciclos de 30 segundos
em intensidade alta com intervalos de 60 segundos entre os ciclos. Em seguida, as
amostras foram incubadas no gelo por 15 minutos e apos esse tempo foram
centrifugadas a 4000g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e as
proteinas quantificadas pelo método de Bradford. Apos a quantificacdo, 100 uL de
uma solucdo de 10pg/mL do antigeno foi adicionada a placa de 96 pocos (Nunc.
Immunosorb, Naperville, IL) por 18 horas em camara Umida a 4°C. Apds esse passo,
0 ensaio foi realizado como o descrito para a quantificacdo de anticorpos circulantes,

modificando apenas a diluicdo do soro que foi de 1:100.

4.12 Deplecao da microbiota com coquetel de antibidticos

Para a deplecdo da microbiota, camundongos WT e FcyRIIB” com 6 semanas de
vida receberam, por 21 dias, uma combinacéo de antibiéticos de amplo espectro. Os
camundongos foram mantidos em microisoladores (maximo de 3 animais por
isolador) durante todo o protocolo experimental. A &gua dos animais foi
suplementada com ampicilina 1g/L. Duas vezes por dia, um coquetel de antibi6ticos
consistindo de vancomicina (50 mg / kg), neomicina (100 mg / kg), metronidazol (100
mg / kg) e nistatina (0,03 mg / camundongo) foi administrado por gavagem (100 pl
por dose) durante 21 dias. Esses animais também receberam ciprofloxaxino
(0,2mg/100uL) por injecdo intraperitoneal uma vez por dia. A maravalha e os
microisoladores foram trocados periodicamente e todo o experimento conduzido em
condi¢cOes de assepsia para prevenir a reinfeccdo dos camundongos. Para verificar
se o tratamento com antibiético foi eficaz na deplecdo da microbiota, amostras de
fezes foram cultivadas em meio tioglicolato (24h/37°C) em diferentes tempos pos
inicio do tratamento. O sangue dos camundongos foi coletado pela cauda nos
seguintes tempos: antes do inicio do tratamento e com 7, 14 e 21 dias de

tratamento para a dosagem de IgG.

4.13 Quantificacdo de hemoglobina
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A determinacéo da concentracdo de hemoglobina no tecido foi utilizada como indice
de hemorragia tecidual. Para isso, primeiramente, o intestino foi lavado com tampéao
PBS para a remocdo de sangue no espaco intravascular. Apés a lavagem,
aproximadamente 100mg do duodeno foi removido e homogeneizada com o
reagente de cor de Drabkin de acordo com as instru¢gdes do fabricante (Analisa, Belo
Horizonte, Brasil). Em seguida, a suspensao foi centrifugada durante 15 minutos a
30009 a 4°C e filtrada utilizando filtro de seringa de 0,2 um. Apoés a filtragem, 100uL
da solucéo final foi adicionada em uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi lida a
520nm usando um leitor de placas de ELISA. Para a determinacédo da concentracao
de hemoglobina a absorbancia foi entdo comparada com uma curva padrdo de

hemoglobina.

4.14 Avaliacdo da translocagao bacteriana

ApoOs a realizacdo da IRI, o pulméo e os linfonodos mesentéricos foram coletados
para a avaliacdo da translocagdo bacteriana. Ap6s a coleta, os tecidos foram
pesados, diluidos na concentracdo de 10™ em solucéo salina e plaqueados no meio
de cultura agar Mueller-Hinton. O lavado peritoneal foi realizado utilizando 1 mL de
solucédo salina e depois plaqueado em meio de cultura agar Mueller-Hinton. As

placas foram encubadas por 24h a 37° em aerobiose.

4.15 Anélise estatistica

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparacdes estatisticas entre os varios grupos foram feitas
por ANOVA “one way” seguida de pds-teste Newman-Keuls. Para comparagao entre
dois grupos, quando necessario, foi utilizado o teste “t de student”. Os resultados foram
apresentados como médiazerro padrao médio. O nivel de significancia adotado foi de
P<0,05. Para a realizacdo de todas as analises, foi utilizado o software GraphPad
PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 A leséo de reperfuséo induz deposicao de IgG no tecido intestinal

Inicialmente, avaliamos a deposicdo de IgG no tecido intestinal pelo método de
imuno-histoquimica. Nossos resultados demonstram que animais sham
apresentaram, em meédia, 32,12+17,07 células marcadas por IgG (Figura 1B). Em
contrapartida, os cortes histoldgicos dos animais submetidos a 30 minutos de
isquemia e 3 horas de reperfusdo apresentaram em média 104,08+20,9 células
marcadas por IgG, sugerindo uma maior deposicdo de IgG nos tecidos de animais
submetidos a IRI. Vale ressaltar que, além da presenca de um maior nimero de
células lgG-positivas, animais submetidos a IRl apresentaram intensa marcacao
para IgG em areas compreendendo o0 Ildmen intestinal, sugerindo que ha
translocacao de IgG para o lumen durante IRIl. Em concluséo, ha deposicéo de I1gG 3

horas ap6s a inducao da IRl em camundongos.
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Figura 8- Camundongos WT apresentam maior deposi¢cédo de IgG no tecido intestinal ap6s 30
minutos de isquemia e 3h de reperfusdo: Camundongos WT foram submetidos ao protocolo de
I30R180 e o intestino coletado para andlise da deposicdo de IgG por imunohistoquimica (A) e
realizacdo da contagem de células IgG" (B). Na primeira linha da prancha histolégica no lado
esquerdo esta representado animais Sham e no lado direito camundongos submetidos a IRl. Na
segunda linha temos representado o controle negativo da reacdo de IHQ As imagens da prancha
histoldgica sé@o representativas de um experimento contendo 4 camundongos em cada grupo. A
barra, na prancha histolégica, representa 100pm. Em B, as barras representam a média £ erro padrao
*P<0,05 vs Sham ou #P<0,05 vs WT IR.

5.2 O receptor FcyRIIl exerce importante papel pro-inflamatério no modelo de

isquemia e reperfusao intestinal.

5.2.1 Animais FcyRIII” apresentam maior sobrevivéncia associada a menor les&o

intestinal apos IRI.

A isquemia e reperfusdo intestinal € acompanhada de uma alta taxa de letalidade.
Na figura 9, podemos observar que apo6s a IRIl, camundongos WT apresentaram
80% de letalidade até 24h apds a reperfusdo. No entanto, de forma interessante, a
alta taxa de letalidade induzida pela IRI foi revertida nos animais com delegcéo
genética para o receptor FcyRIll, uma vez que estes animais apresentaram apenas
20% de taxa de letalidade no mesmo periodo de tempo. Vale ressaltar que nao
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houve diferencas entre os animais sham dos grupos WT e FcyRIIl™, ja que 100%
dos animais de ambos 0s grupos sobreviveram durante todo o periodo avaliado.
Decidimos realizar a eutanasia para coleta de tecidos nos proximos experimentos
apos 5 horas de reperfusdo, uma vez que apos esse periodo de reperfusdo, 58%

dos animais selvagens j& estdo mortos.
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Figura 9- Camundongos FCyRIII"' apresentaram reducéo na taxa de mortalidade induzida por
IRI: Camundongos WT e FCyRIII"' foram submetidos a 30 minutos de isquemia e, ap6s a realizacéo
da reperfuséo, a mortalidade desses animais foi acompanhada por 24h. N=5a 7.

Consoante com a alta taxa de letalidade, camundongos WT apresentaram uma
intensa lesdo intestinal ap6s IRl. Apds 5h de reperfusdo, podemos observar a
destruicdo completa do epitélio intestinal, com perda das vilosidade e areas
apresentando erosao e ulceracdo. Além disso, foram observadas areas com
hemorragia, edema e intenso infiltrado inflamatério (Figura 10A), resultando em uma
alta pontuacado histopatolégica (Figura 10B). Por outro lado, nos camundongos
FcyRIIIT podemos observar uma atenuacdo da lesdo intestinal induzida pela IRI.
Através da analise histopatologica destes animais, podemos observar a preservacao
da arquitetura intestinal, sem areas de erosao e ulceracédo e reducdo do infiltrado
inflamatorio (Figura 10A), ndo havendo assim diferenga significativa na pontuacéo
histopatoldgica entre o grupo de animais que foi submetido a IRl e o grupo sham
(Figura 10B). Ainda, camundongos FcyRIlII"  também apresentaram menor
pontuacado histopatologica quando comparados a camundongos WT que também
foram submetidos a IRI (Figura 10B).Vale ressaltar que ndo ha diferengas entre os

animais WT sham e FcyRIlI” sham.
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Figura 10- Camundongos FcyRIII” apresentam menor lesdo tecidual apdés isquemia e
reperfusédo intestinal: Camundongos WT e FCyRIII"' foram submetidos ao protocolo de I30R300 e o
intestino coletado para andlise histolégica por H&E (A) e realizagdo da pontuacao histopatoldgica (B).
Na primeira coluna da prancha histolégica esta representado animais Sham e na segunda coluna
animais que foram submetidos a IRI. As imagens da prancha histolégica sdo representativas de 5
camundongos em cada grupo experimental. A barra, na prancha histoldgica, representa 100um. Em
B, as barras representam a média + erro padréo *P<0,05 vs Sham ou #P<0,05 vs WT IR.

5.2.2 A auséncia do receptor FcyRIIl diminui o0 aumento de permeabilidade vascular

no intestino apos IR

Corroborando com a intensa lesdo intestinal ap6s IRIl, camundongos WT
apresentaram um aumento na permeabilidade vascular, caracterizado por maior

extravasamento plasmatico (Figura 11A) e hemoconcentracdo (Figura 11B),
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conforme avaliado pela quantificacdo de azul de Evans e medida de hematdcrito,
respectivamente. Por outro lado, FcyRIII” apresentaram uma atenuacéo destes

parametros.
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Figura 11- A auséncia do receptor FcyRIIl resulta em menor extravasamento plasmatico apos
IRI: Camundongos WT e FcyRIII" foram submetidos ao protocolo de 130R300 e o intestino coletado
para andlise do extravasamento plasmatico pelo método de Azul de Evans (A) e o sangue foi
coletado para andlise de hematdcrito (B). Os resultados estdo expressos em média + erro padrao
*P<0,05 vs Sham ou #P<0,05 vs WT IR. N=4 a 12.

5.2.3 A auséncia do receptor FcyRIIlI diminui o influxo de neutréfilos e a liberagcédo de

mediadores inflamatorios apoés IRI.

O influxo de neutrofilos € um dos primeiros eventos inflamatorios desencadeados
durante a isquemia e reperfusado intestinal. Aqui, demonstramos que apés 5h de
reperfusédo do leito vascular intestinal ocorreu um intenso influxo de neutréfilos para
o intestino dos camundongos WT (Figura 12A). Este maior influxo de neutrofilos foi
associado ao aumento na concentracdo da quimiocina CXCL-1 (Figura 12B) no
intestino destes camundongos. Em adicao, a IRl levou a um aumento na producgao
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a (Figura 12C), IL-1p (Figura 12D) e IL-6 (Figura

12E). Além disso, houve um aumento na producdo da citocina anti-inflamatoria IL-
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10 (Figura 12F). Por outro lado, os animais deficientes para o receptor FcyRIIl ndo
apresentaram aumento no recrutamento de neutrdfilos para o tecido intestinal
(Figura 12A). Além disso, a auséncia desse receptor resultou em menor producéo da
quimiciona CXCL-1 (Figura 12B) e das citocinas TNF-a (Figura 12C), IL-6 (Figura
12E), IL-1pB (Figura 12D) e IL-10 (Figura 12F) no intestino.
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Figura 12- Animais FcyRIII" apresentaram menor producdo de mediadores inflamatérios no
tecido intestinal: Camundongos WT e FCyRIII"" foram submetidos ao protocolo de I30R300 e o
intestino coletado para analise do influxo de neutrdfilos (A), produgdo da quimiocina CXCL-1 (B) e das

citocinas TNF-a (C), IL-1B(D), IL-6 (E) e IL-10 (F). Os resultados estdo expressos em média * erro
padréao *P<0,05 vs Sham ou #P<0,05 vs WT IR.N=5a 7.
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5.3 O receptor FcyRIIB é importante para o controle da leséo tecidual induzida

pelaisquemia e reperfuséao intestinal

5.3.1 Camundongos deficientes para o receptor FcyRIIB” apresentam maior

letalidade e leséo tecidual apos IRI

Como descrito anteriormente, camundongos WT apresentam elevada taxa de
mortalidade ap6s IRI. De forma interessante, camundongos FcyRIIB™ apresentaram
maior taxa de letalidade quando comparado a animais WT. Apés 4h de reperfusao,
enquanto a taxa de mortalidade de animais WT era de 40%, 75% dos animais
FcyRIIB™ ja havia sucumbido. Além disso, animais FcyRIIB” apresentaram 100% de
letalidade até 12h apds a reperfusdo. Devido a morte precoce desses animais, 0
momento de eutanasia dos camundongos para 0s proximos experimentos foi

determinado como 3h apés a reperfuséo.
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Figura 13- Animais FcyRIIB” apresentam maior mortalidade do que animais WT: Camundongos
WT e FCyRIII"' foram submetidos a 30 minutos de isquemia e, apds a realizacdo da reperfuséo, a
mortalidade desses animais foi acompanhada por 24h. N=3 a 7.

A maior letalidade dos animais FcyRIlb” foi acompanhada de uma maior lesdo
tecidual quando comparado a animais WT (Figura 14A). Apos 3h de reperfuséo,
animais WT apresentaram intensa lesdo tecidual o que resultou em uma alta

pontuacao histopatologica (Figura 14B). No entanto, animais deficientes para o
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receptor FcyRIlb apresentaram uma exarcebacgao dos parametros avaliados (Figura
14B). Corroborando com este dado, camundongos FcyRIIb” também apresentaram
maiores concentracfes de hemoglobina no tecido intestinal apos IRI, indicando uma
intensa hemorragia apos IRI (Figura 14C).
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Figura 14- Camundongos FcyRIIb"' apresentam exarcebacédo da leséo tecidual induzida pela
IRI: Camundongos WT e FCyRIIb"' foram submetidos ao protocolo de 130R180 e o intestino coletado
para andlise histologica por H&E (A),realizacdo da pontuacdo histopatologica (B) e dosagem de
hemoglobina (C). Na primeira coluna da prancha histologica esta representado animais Sham e, na
segunda coluna, animais que foram submetidos a IRl. As imagens da prancha histologica séo
representativas de um experimento contendo 5 camundongos em cada um dos grupos. A barra, na
prancha histologica, representa 100um.Os resultados foram expressos como média + erro padréo
*P<0,05 vs Sham ou #P<0,05vs WT IR.N=5a7.

51



Uma das funcbes da barreira intestinal é impedir a transloca¢do de microrganismos
da microbiota intestinal para outros sitios, o que pode resultar em um quadro grave
para o hospedeiro. Nos animais FcyRIIb” foi possivel observar que a intensa lesdo
do tecido intestinal foi acompanhada da translocacdo de bactérias da microbiota
comensal para o pulmédo (Figura 15A), peritonio (Figura 15B) e linfonodos
mesenteéricos (Figura 15C).
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Figura 15- A auséncia do receptor FcyRIlb resultou em translocacao bacteriana para outros
O6rgdos ap6s IRl: Camundongos WT e FCyRIIb”' foram submetidos ao protocolo de I30R180 e o
pulmdo (A), lavado peritoneal (B) e linfonodo mesentérico (C) retirados para avaliagdo da
translocacéo bacteriana por plaqueamento em agar Mueller-Hinton. N=5 a 7.

5.3.3 Camundongos deficientes para o receptor FcyRIIb” n&o apresentam maior
recrutamento neutréfilo e aumento na producdo de mediadores inflamatorios apos

IRI quando comparado a animais WT.

Apods 3h de reperfusdo, animais WT apresentaram aumento no recrutamento de
neutréfilos (Figura 16A), o que também foi observado nos animais FcyRIlb”. O
aumento no influxo de neutréfilos para o tecido intestinal dos animais WT e FcyRIlb”
foi acompanhado do aumento da producdo da citocina pro-inflamatoria IL-6 (Figura
16C). Apesar dos animais FcyRIlIb” ndo apresentarem aumento no recrutamento de
neutrofilos em relacdo aos animais WT que também foram submetidos a IRI, esses
animais apresentaram aumento na concentracdo da quimiocina CXCL-1 (Figura

16B). A reperfuséo do leito isquémico nos animais WT foi também acompanhada do
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aumento da producéo da citocina IL-13, no entanto 0 mesmo nao foi observado nos
animais FcyRIIb™(Figura 16D).
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Figura 16- A delecdo do receptor FcyRIlb nao altera a resposta inflamatéria frente a IRI:
Camundongos WT e FcyRIIb"' foram submetidos ao protocolo de IRI nos tempos de 130R180 e o
intestino coletado para analise do influxo de neutréfilos (A) e da producdo de mediadores
inflamatérios CXCL-1 (B) e das citocinas IL-6 (C) e IL-1B(D),. Os resultados estdo expressos em
média % erro padrdo *P<0,05 vs Sham ou #P<0,05vs WTIR.N=5a 7.

5.3.4 Animais FcyRIIb” apresentam resposta de reperfusdo precoce independente

do recrutamento de neutréfilos

Para avaliar o papel do receptor FcyRIlIb™ na inducdo do recrutamento de neutrdfilos
frente a IRI, adiantamos a eutanasia para 1h apos a reperfusdo. Neste tempo de
reperfusdo, animais WT ainda ndo apresentam aumento da atividade de MPO
(Figura 17D). Consoante com a nossa hip6tese, podemos observar que com 1 hora
de reperfusdo ha lesdo tecidual nos animais selvagens, mas esta € maior em
animais FcyRIIb™ (Figura 17A) o que resultou em maior pontuacéo histopatoldgica
(Figura 17B). Além disso, embora animais selvagens apresentem concentracfes de
hemoglobina (Figura 17C) semelhantes as concentra¢ces dos animais sham apos 1
hora de reperfuséo, animais FcyRIIb” apresentam uma elevacéo desse parametro,
indicando maior hemorragia no tecido intestinal. Embora tenha maior lesédo tecidual,
a atividade de MPO em animais FcyRIlb” submetidos a IRl foi semelhante a de
animais sham e a de animais WT submetidos a IRI, sugerindo que a maior lesdo
tecidual ndo é secundaria a um maior influxo de neutrdfilos para o intestino dos

animais FcyRIIb™.
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Figura 17- camundongos FcyRIIb” apresentaram maior lesdo tecidual independente do
recrutamento de neutrdfilos ap6s 1h de reperfusdo: Camundongos WT e FCyRIIb"' foram
submetidos ao protocolo de I30R60 e o intestino coletado para andlise histologica por H&E (A),
realizacdo da pontuagdo histopatoldgica (B), dosagem de hemoglobina (C), e analise do influxo de
neutréfilos (D). Na primeira coluna da prancha histolégica estd representado animais Sham e, na
segunda coluna, animais que foram submetidos a IRIl. As imagens da prancha histol6gica séo
representativas de um experimento contendo 4 camundongos em cada grupo. A barra, na prancha
histoldgica, representa 100um. Em B, C e D as barras representam a média + erro padréo *P<0,05 vs
Sham ou #P<0,05vs WT IR.N=5a 7.

5.3.5 Animais FcyRIIB” apresentam maior deposicdo de IgG no tecido intestinal

apos 1h de reperfuséo.

A partir dos resultados anteriores foi possivel observar que a maior lesao tecidual

apresentada por camundongos FcyRIIB” é independente do recrutamento de

neutréfilos. Dessa forma, nosso proximo passo foi buscar entender o mecanismo
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pelo qual estes animais apresentavam maior lesdo tecidual. De maneira
interessante, através da técnica de imuno-histoquimica, pudemos perceber que
camundongos FcyRIIB” apresentavam intenso aumento do niimero de células IgG-
positivas no tecido intestinal apds 1h de reperfusao, fato ndo observado em animais
WT, sugerindo maior deposicdo de IgG no tecido intestinal em animais FcyRIIB™
(Figura 18A e 18B).
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Figura 18- camundongos FcyRIIb"' apresentam maior deposicdo de IgG no tecido intestinal
apos 1h de reperfusdo: Camundongos WT e FcyRIIb”' foram submetidos ao protocolo de I30R180 e
0 intestino coletado para andlise da deposicdo de IgG por imunohistoquimica (A) e realizacdo da
contagem de células 1gG" (B). Na primeira coluna da prancha histologica esta representado
camundongos Sham e, na segunda coluna, camundongos que foram submetidos a IRI. As imagens
da prancha histolégica séo representativas de um experimento contendo 4 camundongos em cada
grupo. A barra, na prancha histolégica, representa 100pm. Em B, as barras representam a média
erro padréo *P<0,05 vs Sham ou #P<0,05 vs WT IR.
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5.3.6 O receptor FcyRIIB regula o repertorio de IgG exercendo assim importante

papel na leséo induzida por IRI.

O receptor FcyRIIB € um receptor que conhecidamente participa da regulacéo
negativa da producdo de imunoglobulinas e auto anticorpos por linfécitos B (ABBAS
et al.,, 2015). Diante disso, avaliamos se a auséncia do receptor FcyRIIB poderia
induzir um descontrole da producéo de anticorpos relevantes para a lesédo de IRI. De
forma interessante, avaliando o perfil de anticorpos ao longo da vida de animais
FcyRIIB” observamos que camundongos FcyRIIB” apresentam maior concentracéo
de IgG circulante na quinta e sétima semana de vida quando comparados a animais
WT (Figura 19A). Por outro lado, esses camundongos apresentaram maiores niveis
da concentracdo de IgM circulante apenas na quinta semana de vida quando
comparado a camundongos WT (Figura 19B). Além da alteracdo da concentracédo de
anticorpos totais, camundongos deficientes para o receptor FcyRIIB também
apresentaram maior concentracdo de IgG reativos a microbiota fecal na quinta e na
oitava semana de vida (Figura 19C). E, de forma semelhante, esses animais
também apresentam aumento na concentracdo de IgG reativos a antigenos
intestinais nos mesmos tempos quando comparado a animais selvagens (Figura
19D).
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Figura 19- Camundongos FcyRIIB”' apresentam alteracdo no repertério de anticorpos:
Camundongos WT e FcyRIIB"" foram acompanhados do periodo de 5 semanas de vida até 8
semanas de vida e 0 soro coletado para analise da concentragdo de IgG total (A), IgM total (B), 1gG
anti-microbiota fecal (C) e IgG anti-antigenos intestinais (D) pelo método de ELISA. Os resultados
estdo expressos em meédia * erro padrao *P<0,05 vs WT.N=5a 7.

Para correlacionar a maior susceptibilidade dos animais FcyRIIB” com os altos
niveis de IgG reativos a antigenos intestinais por eles produzido, foi realizado um
experimento de mortalidade com animais FcyRIIb” na sétima semana de vida, onde
encontramos menores niveis de IgG anti-antigenos intestinais. Dessa forma,
podemos perceber que os animais FcyRIIb” com 7 semanas de vida apresentaram
atraso na taxa de mortalidade quando comparados com animais FcyRIIb™ com 8
semanas de vida, o que ndo foi observado em animais WT (Figura 20). E valido
ressaltar que também nao foi encontrado diferenca estatistica na letalidade entre

animais FcyRIIb” com 7 semanas e animais WT com 8 semanas de vida. Estes
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resultados sugerem que altas concentracfes de IgG reativo a antigenos intestinais

implicam em maior mortalidade induzida pela IRI.
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Figura 20- Animais FcyRIIb” com 7 semanas de idade apresentam atraso na mortalidade apés
IRI: Apods IRI, animais FcyRIIb"' com 7 semanas de idade e menor nivel de auto-anticorpos
apresentaram atraso na mortalidade quando comparado com animais FcyRIIb"' com 8 semanas de
idade. Nenhuma diferenca foi observada entre animais WT com as diferentes idades. N=5a 7.

5.3.7 A microbiota intestinal estd envolvida na producdo acentuada de auto-

anticorpos em animais FcyRIIB

Uma vez que o0s niveis de anticorpos anti-antigenos intestinais e anti-microbiota
fecal aumentaram em tempos semelhantes, nosso proximo passo foi investigar se a
microbiota intestinal poderia fornecer um sinal para a producdo dos anticorpos
reativos a antigenos intestinais em animais FcyRIlb”. Para isso, a microbiota
intestinal de animais WT e FcyRIIb™ foi depletada a partir da sua sexta semana de
vida, por administracao do coquetel de antibiéticos e os niveis de IgG anti-antigenos
intestinais foi mensurado em diferentes tempos. Como resultado, podemos observar
que animais FcyRIIb” com a microbiota depletada ndo apresentaram aumento nos
niveis de IgG anti-antigenos intestinais a partir da 8° semana de vida (Figura 21)
como encontrado em camundongos FcyRIlb” que ndo sofreram deplecdo da
microbiota. Vale ressaltar que a deplecéo da microbiota ndo interferiu nos niveis de

IgG anti-antigenos intestinais em animais WT.
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Figura 21- A deplecdo da microbiota intestinal reduziu os niveis de IgG anti-antigenos
intestinais em animais chRIIb"': Camundongos WT e FcyRIIb"" foram submetidos ao protocolo de
deplecdo da microbiota a partir da sexta semana de vida e o sangue foi coletado nos tempos de 7,14,
21 e 28 dias de tratamento para avaliacdo da concentra¢do de IgG anti-antigenos intestinais. Os
resultados estdo expressos em média * erro padrdo *P<0,05 vs WT e # P<0,05 vs FcyRIIb"' ATB. N=
5a7.

59



6 DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado que as imunoglobulinas circulantes exercem
importante papel na fisiopatologia da isquemia e reperfusédo intestinal, uma vez que
0S anticorpos naturais reconhecem antigenos expostos nos tecidos isquémicos,
desencadeando uma cascata de eventos que leva a lesdo de reperfusdo. Neste
trabalho, demonstramos que, apds a reperfusdo do leito isquémico, ocorre a
deposicao de IgG no tecido intestinal, o que vai de acordo com demonstrado por
Fleming et al., 2002, que demonstraram que ocorre a deposicdo de IgG no tecido
intestinal apos IRI. A deposicdo de IgG durante a lesdo de reperfusdo nos levou a
hipotetizar que receptores do tipo FcyR poderiam exercer papel importante na leséo

por reperfuséo.

Os receptores FcyR sdo amplamente expressos em diversos leucdcitos e
apresentam papel importante no controle da resposta imune inata e adaptativa frente
a diversas doencas inflamatérias, principalmente em doencas autoimunes
(BOURNAZOS & RAVETCH, 2017). De forma interessante, no presente trabalho,
demonstramos que o receptor FcyRIIl desempenha importante papel pro-inflamatorio
durante a lesdo de reperfusdo. Demonstramos que camundongos deficientes para o
receptor FcyRIIl, um receptor de ativacdo da resposta inflamatéria, apresentam
atenuacao da lesdo induzida por isquemia e reperfusao intestinal. Esta reducdo da
lesdo encontrada em animais FcyRIII" estd associada & reducdo do influxo de
neutréfilos para o tecido intestinal e a reducdo da producdo de citocinas pro
inflamatoérias, uma vez que estes dois fatores s&do essenciais para o
desencadeamento da lesdo de reperfusdo. Trabalhos do nosso grupo tém
demonstrado que a reducdo do recrutamento de neutrofilos e da producdo de
citocinas proé-inflamatérias estdo associadas com a reducéo da lesdo por reperfuséo
e diminuicdo da taxa de letalidade (SOUZA, Get al., 2000; SOUZA, et al., 2004a).
Por outro lado, trabalhos do nosso grupo demonstraram que a protecdo da lesdo
induzida por IRI esta associado com o aumento da producdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10 (SOUZA et al., 2003) No entanto, no presente trabalho, nao
encontramos associacdo entre a protecdo de animais FcyRIII” e o aumento da

producdo dessa citocina. A auséncia do aumento dessa citocina pode ser em parte
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justificada pela diminuicdo das citocinas IL-13 e TNF-a importantes indutores da
sintese de IL-10 (SOUZA et al., 2003; SOUZA et al.,, 2001). Em conjunto, esses
dados sugerem que a ativagdo de FcyRIIl é importante para o recrutamento de
neutrofilos e para a producdo de mediadores pro-inflamatérios durante a leséo de

reperfusao.

Fleming et al., 2002, demonstraram que a deposicdo de IgG no tecido intestinal é
necessario para o recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatoério frente a IRI e
esse recrutamento é mediado pela produgcdo do mediador inflamatoério
quimioatraente LTB4. De forma interessante, observamos que a auséncia do
receptor FcyRIIl resultou na abolicdo do aumento da producédo da quimiocina CXCL-
1, um mediador inflamatério com propriedade quimioatraente para neutroéfilos
(KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). Um importante indutor da producdo de CXCL-
1 é a liberacao de IL-17A por células linfoides intestinais (ILCs) apés a deposicéo de
auto-anticorpos no tecido intestinal induzido por IRl (GEHA et al., 2017). Dessa
forma, em conjunto com 0s nossos resultados e dados da literatura, propomos que a
deposicdo de IgG no tecido intestinal é responsavel pela ativacdo do receptor
FcyRIII, amplamente expresso por diversos leucdcitos, induzindo a producéo IL-17A
pelas ILCs que induzem a producdo e liberacdo de mediadores inflamatérios
guimioatraentes como a quimiocina CXCL-1 e LTB4, culminando no recrutamento de
neutréfilos para o tecido intestinal, intensa resposta inflamatoria, lesdo tecidual e

letalidade.

Por outro lado, nossos dados sugerem que a presenca do receptor FcyRIlb é
essencial para o controle da lesdo induzida por IRI. A auséncia do receptor FcyRIlb
resultou em antecipacdo e aumento da letalidade apds a isquemia e reperfusédo
intestinal. O aumento da letalidade apresentada por camundongos deficientes para o
receptor FcyRIIb foi associada com uma intensa lesdo tecidual. No entanto, de
maneira interessante, a intensa lesédo tecidual apresentada por estes animais
ocorreu de forma independente do recrutamento de neutrofilos uma vez que, apos
1h de reperfuséo, esses animais apresentam intensa lesdo tecidual sem que haja o
recrutamento de neutrofilos para o tecido intestinal. Com uma hora de reperfusao

observamos também o aumento da deposicdo de IgG no tecido intestinal, assim
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associamos a deposicao dessa imunoglobulina com a maior lesdo tecidual nesses

animais.

Os auto-anticorpos sao anticorpos naturais produzidos por linfécitos do tipo B1 e sua
producdo é regulada pelo receptor FcyRIllb através da regulacdo da atividade de
células B (PANDA & DING, 2015). O papel dos auto-anticorpos na IRI foi
demonstrado através do uso de animais B6.MRL/lpr, que desenvolvem
espontaneamente caracteristicas clinicas e soroldégicas semelhante ao lapus
sisttmico humano, uma vez que esses animais produzem normalmente
concentracdes elevadas de auto-anticorpos com multiplas especificidades, incluindo
ssDNA, cromatina, complexos de proteina e RNA e fosfolipides. Esses animais,
guando submetidos a IRI, apresentam intensa lesao tecidual e aumento da producao
de LTB4. Interessantemente, a administracdo de IgG purificado de animais
B6.MRL/Ipr em animais Rag-1"" que sao resistentes a IRI reverteu a susceptibilidade
desses animais em desenvolverem lesédo tecidual local e remota nos pulmoes
(FLEMING et al., 2004). Esses estudos demonstram que o0 aumento da
concentracdo de auto-anticorpos circulantes aumenta a susceptibilidade a IRI.
Assim, dada a maior deposicdo de IgG durante a IR nos animais FcyRIIB,
hipotetizamos que esses animais apresentavam maiores concentracdes circulantes

de auto-anticorpos relevantes para promocéo da IRI.

Bolland & Ravetch, 2000 demonstraram que camundongos C57/BL6 idosos
deficientes para o receptor FcyRIIB também apresentam alteracdo no perfil de
imunoglobulinas, produzindo basalmente altos niveis de IgG auto reativos a DNA e
histona e desenvolvendo assim naturalmente glomerulonefrite. Indo de acordo com a
literatura, nossos resultados demonstraram que a auséncia do receptor FcyRIIB
resultou na maior producdo de IgG auto-reativos a antigenos intestinais na oitava
semana de vida, idade no qual realizamos os experimentos de IRI, o que levaria ao
maior reconhecimento de antigenos expostos pela isquemia e maior deposicéo de
IgG no tecido intestinal. No presente trabalho ndo demonstramos quais antigenos a
IgG reconhece no tecido intestinal, mas de acordo com trabalhos na literatura,

diversos auto-antigenos sdo expostos pela isquemia como: fosfolipidios, miosina
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nao muscular, f2-GPI (B2-glicoproteina 1), DNA e histona poderiam ser reconhecidos
por essas imunoglobulinas (FLEMING et al., 2004, FLEMING & TSOKOS, 2006).

A formacdo de imunocomplexos durante isquemia e reperfusdo intestinal induz a
fixacdo e ativacdo da via do complemento, que é uma via fundamental para a
resposta inflamatoria e leséo tecidual induzida pela IRI (ZHANG, et al., 2004, 2006).
Trabalhos prévios demonstraram que camundongos deficientes para varios
componentes do complemento como, C3, C4 e C5 foram protegidos do dano
tecidual gerado pela isquemia e reperfusdo (FLEMING, 2002; FLEMING 2006). Além
disso, o receptor de complemento 2 (Cr2) também é importante para o controle da
producdo de anticorpos auto-reativos importantes durante a isquemia e reperfusao
intestinal (FLEMING et al., 2002). Diante da importancia da ativacdo do sistema do
complemento no desencadeamento da lesdo de reperfusdo de uma forma
independente do recrutamento de neutrofilos (FLEMING, 2006), propomos que a
producdo exacerbada de auto anticorpos reativos em animais deficientes para o
receptor FcyRIIB é responsavel pela ativacdo acentuada da via do complemento,
fazendo com que estes animais apresentem maior leséo tecidual e maior letalidade
frente a IRI. De fato, neste trabalho demonstramos que o nivel de anticorpos nesses
animais esta intimamente relacionado com a letalidade induzida por IRl. Uma vez
gue, a maior taxa de letalidade de animais FCyRIIB"‘ pode ser revertida através da
realizacdo do modelo de IRl em animais FcyRIIB” com sete semanas de vida, onde
encontramos menores niveis de auto anticorpos nesses animais. No entanto, mais
experimentos precisam ser realizados para a comprovacado da hipétese do sistema
do complemento nesta via, como por exemplo a realizacdo da imuno-histoquimica
ou imunofluorescéncia para avaliacdo da deposicdo de complemento no tecido

intestinal e sua colocalizagcdo com a deposicéo de IgG.

A colonizacado do intestino pela microbiota intestinal € um importante indutor para a
producdo de anticorpos naturais auto-reativos essenciais para a lesao tecidual
durante a isquemia e reperfusdo intestinal (CISALPINO et al., 2017).
Interessantemente, através dos nossos resultados foi possivel observar que o
aumento do titulo de IgG anti-antigenos intestinais se da de maneira concomitante
ao aumento do titulo de 1gG anti-microbiota fecal nos camundongos FCyRIIB"‘. Esses

resultados nos fizeram sugerir que a microbiota intestinal poderia ser um sinal para a
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producdo de anticorpos naturais auto-reativos nesses camundongos. De fato,
podemos observar que a deplecdo da microbiota intestinal em camundongos
FcyRIIB” foi capaz de prevenir o aumento da producéo de auto-anticorpos a partir da
sétima semana de vida. No presente trabalho, ndo demonstramos qual grupo
bacteriano da microbiota intestinal poderia ser o responsavel pela inducdo da
producdo desses auto-anticorpos. Levando em conta que as bactérias Gram-
negativo presentes na microbiota intestinal sdo importantes para a inducdo da
producdo de IgG reativos a antigenos da microbiota fecal (Zang et al.,, 2015),
acreditamos que esse grupo bacteriano poderia ser um sinal importante para a
producdo de auto-anticorpos relevantes para a IRIl. A microbiota parece controlar a
producdo de IgG reativos a antigenos da microbiota fecal via a ativacdo de TLR2 e
TLRA4. Interessantemente, um estudo demonstrou que animais deficientes para o
receptor TLR-2 apresentam menor deposicdo de IgM no tecido intestinal e, por
consequéncia, menor lesao tecidual apés IRI, (POPE & FLEMING, 2014), o que nos
permite sugerir que a ativacdo de TLRs pela microbiota indigena seria importante
também para a promoc¢do da producdo de auto-anticorpos relevantes para o
desencadeamento da IRIl. Dessa forma, em conjunto com nossos resultados
sugerimos que o receptor FcyRIIB é importante para a lesdo de reperfusdo por
controlar a producdo de IgG reativo a antigenos intestinais. E que a producao
descontrolada desses anticorpos parece envolver a colonizagdo do intestino pela

microbiota intestinal.

Resumidamente, no presente trabalho demonstramos que: (1) ocorre deposicédo de
IgG no tecido intestinal; (2) o receptor FcyRIIlI € importante para controlar a resposta
inflamatoéria e por consequéncia a lesdo de reperfusdo; (3) o receptor FcyRIIB é
importante para inibir a lesdo de reperfusao; (4) a importancia do receptor FcyRIIB
na lesdo de reperfusdo se da através do controle da producdo de IgG reativos a
antigenos do tecido intestinal; (5) a microbiota intestinal parece ser um sinal
importante para a inducdo da producdo de IgG de importancia na lesdo de
reperfusdo em camundongos FCyRIIB"‘. Dessa forma, devido a importancia clinica
da IRl propomos que o receptor FcyRIll pode ser um alvo promissor para a
imunoterapia dessa doenca inflamatéria, uma vez que ha uma busca constante de
alvos terapéuticos que buscam atenuar os efeitos lesivos da IRI. Por outro lado, os
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nossos dados indicam que pessoas que apresentem alteracdo da expressao do
gene que codifica o receptor FcyRIIB podem ser mais susceptiveis a lesdo de
reperfusdo. Demonstrando que os receptores FcyRIll e FcyRIIB participam de

maneiras distintas da fisiopatologia da lesao de isquemia e reperfusao intestinal.
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