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Resumo

A resposta efetora de macréfagos inicia-se com o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMP) por receptores de reconhecimento de padrGes expressos nos
macrofagos. O receptor do tipo Toll (TLR)4 é um exemplo de PAMP cujo ligante é o
lipopolissacarideo (LPS), molécula oriunda de bactérias gram-negativas capaz de desencadear
uma potente resposta antimicrobiana e pré-inflamatoéria nos macréfagos. Por outro lado, durante
uma lesdo tecidual ou infeccdo, proteases geradas por células e/ou secretadas por
microorganismos contribuem para amplificar a resposta inflamatéria. O principal mecanismo
ocorre através de receptores acoplados a proteina G denominados Receptores Ativados por
Protease (PAR) que desempenham func@es relacionadas & coagulacéo, cancer, dor, inflamacao,
entre outras. PAR2 é o subtipo mais expresso em macréfagos e embora esse receptor funcione
como um sensor inato, ainda pouco se sabe sobre a sua participacdo nas fungdes efetoras nos
macrofagos. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi investigar o papel de PAR2 nas
respostas efetoras de macréfagos induzidas por LPS. Para isso, macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos C57BL/6 foram estimulados com o agonista sintético de PAR2
(SLIGRL-NH,, 30uM), LPS (100 ng/mL) ou ambos, sendo em seguida avaliadas a sua
atividade fagocitica, produgdo de 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROS) e
das citocinas TNF, IL-18, MCP-1, IL-6 e IL-10. Avaliamos ainda, a expressdo de PAR2, TLR4
e da enzima Oxido nitrico induzivel (iNOS), a interacdo fisica entre PAR2 e TLR4, as vias de
sinalizacdo envolvidas nesse fendmeno, os mecanismos célcio-dependentes envolvidos e a
contribuicdo das proteases enddgenas e de um fragmento de PAR2, obtido ap6s clivagem de sua
porcao extracelular, nos efeitos pro-inflamatorios dos macréfagos peritoneais estimulados com
LPS. Em alguns experimentos, os macréfagos foram pré-incubados com inibidor de sintese
proteica (ciclohexemida, 20ug/mL) ou inibidor da transcricdo génica (actinomicina D, 5ug/mL)
antes do estimulo com SLIGRL-NH,, LPS ou ambos e antes da avaliagao da expressao de PAR2
e TLR4. A coativacdo de PAR2 e TLR4 potencializou as fungdes efetoras dos macréfagos como
a fagocitose, a producdo de NO, a expressdo de iNOS, EROS e citocinas pro-inflamatorias.
Além disso, a ativacdo de PAR2 e/ou TLR4 aumentou a expressdo de ambos receptores, sendo
esse mecanismo dependente da transcri¢cdo génica e da sintese de novo destes receptores; e a
coincubacgdo com o agonista de PAR2 e LPS aumentou significativamente a colocalizacéo e a
interacdo fisica entre PAR2 e TLR4, confirmando uma cooperacdo entre esses receptores nas
funcdes efetoras dos macrdfagos. O pré-tratamento com coquetel inibidor de proteases reduziu a
liberacdo de caélcio induzida por LPS, sugerindo que possiveis proteases liberadas pelos

macrofagos poderiam, de forma autdcrina, promover a ativagdo de PAR2, enquanto o fragmento



de PAR2 ndo modificou os niveis intracelulares de célcio, confirmando que o sinergismo
PAR2-TLR4 depende da producdo de um fragmento ativo. Por fim, demonstramos que os
mecanismos envolvidos na potencializagdo do repertério de ativacdo dos macréfagos mediados
por PAR2-TLR4 sdo dependentes da via do fator de transcrigdo NF«B e do prolongamento do
tempo de liberacdo do célcio intracelular, sem, no entanto, interferir na fosforilagdo da via da
MAP quinase p38. Como concluséo, este trabalho demonstra que PAR2 e TLR4 desempenham
um papel importante para potencializar as func@es efetoras dos macrdfagos, fornecendo ainda,
evidéncias para a compreensdo do funcionamento dessas células em um microambiente

infeccioso ou inflamatorio em que as proteases estdo presentes.

PALAVRAS-CHAVE: PAR2, TLR4, Macréfagos, serinoproteases, Inflamacao



Abstract

The macrophage effector response begins with the recognition of pathogen-associated molecular
patterns (PAMP) by pattern recognition receptors expressed on macrophages. The Toll-like
receptor (TLR) 4 is an example of PAMP whose ligand is the lipopolysaccharide (LPS), a
molecule derived from gram-negative bacteria capable of triggering a potent antimicrobial and
pro-inflammatory response in macrophages. On the other hand, during tissue injury or infection,
proteases generated by cells and / or secreted by microorganisms contribute to amplify the
inflammatory response. The main mechanism occurs through receptors coupled to protein G
called Protease Activated Receptors (PAR) that perform functions related to coagulation,
cancer, pain, inflammation, among others. PAR2 is the most expressed subtype in macrophages
and although this receptor functions as an innate sensor, little is known about its participation in
the effector functions in macrophages. Thus, the objective of this work was to investigate the
role of PAR2 in the effector responses of macrophages induced by LPS. For this, macrophages
obtained from the peritoneal cavity of C57BL / 6 mice were stimulated with the synthetic
agonist of PAR2 (SLIGRL-NH2, 30uM), LPS (100ng / mL) or both, and their phagocytic
activity, nitric oxide production (NO), reactive oxygen species (EROS) and cytokines TNF, IL-
1B, MCP-1, IL-6 and IL-10 were evaluated. We also evaluated the expression of PAR2, TLR4
and the inducible nitric oxide enzyme (iNOS), the physical interaction between PAR2 and
TLR4, the signaling pathways involved in this phenomenon, the calcium-dependent
mechanisms involved and the contribution of endogenous proteases and a PAR2 fragment,
obtained after cleavage of its extracellular portion, on the pro-inflammatory effects of peritoneal
macrophages stimulated with LPS. In some experiments, macrophages were pre-incubated with
protein synthesis inhibitor (cyclohexemide, 20pg / mL) or gene transcription inhibitor
(actinomycin D, 5ug / mL) before SLIGRL-NH2, LPS or both and before expression evaluation
of PAR2 and TLR4. The coactivation of PAR2 and TLR4 enhanced macrophage effector
functions such as phagocytosis, NO production, iNOS expression, EROS and pro-inflammatory
cytokines. In addition, activation of PAR2 and / or TLR4 increased the expression of both
receptors, this mechanism being dependent on gene transcription and de novo synthesis of these
receptors, and the coincubation with the PAR2 and LPS agonist significantly increased
colocalization and physical interaction between PAR2 and TLR4, confirming a cooperation
between these receptors in the effector functions of macrophages. Pretreatment with protease
inhibitor cocktail reduced LPS-induced calcium release, suggesting that possible proteases
released by macrophages could autocrinically promote the activation of PAR2, while the PAR2
fragment did not change intracellular calcium levels, confirming that the PAR2-TLR4

synergism depends on the production of an active fragment. At last, we demonstrate that the



mechanisms involved in enhancing the activation repertoire of macrophages mediated by
PAR2-TLR4, are dependent on the transcription factor NFkB pathway and on the prolongation
of the intracellular calcium release time, without, however, interfering with phosphorylation of
via MAP kinase p38. In conclusion, this work demonstrates that PAR2 and TLR4 play an
important role to enhance the effector functions of macrophages, providing further evidence for
understanding the functioning of these cells in an infectious or inflammatory microenvironment

in which proteases are present.

KEYWORDS: PAR2, TLR4, Macrophages, serinoproteases, Inflammation
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1.Revisdo da Literatura

1.1 Introducao

Ha mais de um século, o zoologista Elie Metchnikoff observou em organismos
invertebrados marinhos a capacidade que algumas células tém de englobar particulas
estranhas como mecanismo de defesa frente a um estimulo nocivo (revisado por Gordon
et al., 2017). Suas observagbes contribuiram para o surgimento da teoria dos fagocitos,
cujo termo deriva do grego (“Phagos” significa “comer” e “cytos” significa “célula”)
postulando que em organismos multicelulares, fagdcitos seriam capazes de internalizar
particulas estranhas ndo apenas para a obtencdo de nutrientes, mas com o proposito de
elimina-los. O pioneirismo dos estudos de Metchnikoff no campo da biologia dos
fagécitos forneceu muitas informacgdes valiosas para a compreensdo das respostas
imunes mediadas por células, sobretudo na caracterizacdo das fungdes homeostatica e

antimicrobiana dos macréfagos (revisado por Gordon, 2016).

Com o avango do conhecimento, os macrofagos foram sendo caracterizados
como células imunes heterogéneas que apresentam um amplo repertério de funcdes
efetoras envolvidas na defesa do hospedeiro, na remocéo de células apoptéticas e reparo
celular (revisado por Gordon & Martinez-Palmares 2017; Moghaddan et al., 2018).
Essa versatilidade de fungdes apresentadas pelos macrofagos aliada a sua ampla
distribuicdo tecidual confere a essas células um papel de destaque no desenvolvimento e
evolucdo de condicBes patoldgicas, como a inflamacdo, diabetes, obesidade e cancer
(Hoeffel & Guinhoux, 2018; Moghaddan et al., 2018). Certas funces tecido-especificas
dos macrdofagos sdo direcionadas em funcdo da presenca de moléculas no
microambiente celular, capazes de reprogramar essas células para exercer um
determinado perfil funcional, fenotipico e metabdlico (Okabe & Medzhitov, 2016;
Orecchioni et al., 2019). Dentre essas moléculas, as proteases sdo enzimas proteoliticas
presentes em condic¢des inflamatorias que podem modular as fun¢des dos macrofagos
atuando sobre Receptores Ativados por Protease (PAR)2 expressos nessas células
(Pontarollo et al., 2019). Embora a importancia das proteases na inflamacdo ja tenha

sido descrita, vale ressaltar que as acdes de PAR2 sobre a funcdo efetora dos
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macrofagos e suas consequéncias para a resposta inata ainda é pouco explorada. Dessa
maneira, compreender a dindmica de ativagdo dessas células podera fornecer evidéncias
para futuras abordagens terapéuticas nas quais 0s macrofagos sdo componentes

essenciais.

1.2 Macrdéfagos e a Resposta Inata

1.2.1 Origem, distribuicao e heterogeneidade tecidual dos macréfagos

Macrofagos, monocitos, células dendriticas e 0s osteoclastos pertencem ao
Sistema Fagocitico Mononuclear cuja classificacdo baseia-se na semelhanca entre a
origem, morfologia e fungdo que essas células desempenham no organismo (Hume et
al., 2019). Os macréfagos sdo divididos basicamente em duas subpopulagdes:
Macrofagos residentes tecido-especificas, com elevado grau de especializacdo; e
macréfagos derivados dos mondécitos que migram para determinados locais em
situacdes fisioldgicas ou patoldgicas, onde ha dano tecidual, inflamagdo ou infeccédo
(revisado por Moghaddan et al., 2018; Hoeffel & Guinhoux, 2018).

Durante o periodo embrionério, o saco vitelinico e o figado fetal sdo os
principais locais envolvidos na génese de células progenitoras que se diferenciam em
um precursor eritromieloide e se distribuem por todos os tecidos, constituindo os
macrofagos residentes (revisado por Guinhoux & Guillians, 2016; Hoeffel & Guinhoux,
2018). Até os estégios iniciais de desenvolvimento do individuo, a fonte de macréfagos
residentes é obtida por meio desses 6rgdos. J& na fase adulta, em certos tecidos como
figado, cérebro, peritbnio, baco, pulmao, entre outros, a populacdo de macrofagos
residentes se mantem por mecanismos de autorenovacdo celular. Porém, outra fonte de
obtencdo dos macrofagos advém da medula &ssea, nas quais células-tronco
pluripotentes se diferenciam em um precursor mieldide dando origem aos mondcitos e
as células dentriticas (revisado por Zhao et al., 2018). Os mondcitos circulantes no
sangue, por sua vez, podem migrar para o0s tecidos-alvos, onde reabastecem as
populacbes de macrdfagos residentes e contribuem para a homeostase tecidual (revisado
por Guinhoux & Guillians, 2016; Zhao et al., 2018).

Em um contexto patoldgico, os mondcitos também podem ser recrutados até os

tecidos em resposta a uma leséo, infeccdo ou inflamacdo, onde se diferenciam em
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macrofagos com o objetivo de combater patdgenos invasores, reparar dano tecidual e
restaurar o equilibrio inicial (revisado por Wynn & Vannella, 2016; Peiseler & Kubes,
2018). As particularidades de cada microambiente do organismo é o que vai influenciar
no grau de diferenciacdo fenotipica e funcional dos macrofagos. Assim, podemos citar
os macrofagos alveolares, macréfagos peritoneais, macrofagos do figado (células de
kupffer), macréfagos do SNC (microglia), macréfagos dos ossos (osteoclastos), entre
outros (revisado por Zhao et al., 2018). Essas populagdes desempenham funcdes
tecidos-especificas que visam a manutencdo da homeostase tecidual como, por exemplo,
0 remodelamento 0Osseo (osteoclastos), reciclagem de ferro das hemaécias no baco
(macréfagos polpa vermelha), remocdo de células apoptoticas, debris celulares,
eliminacdo de patégenos invasores e reparo tecidual (revisado por Moghaddan et al.,
2018; Winn et al., 2020).

Essa versatilidade e heterogeneidade dos macrdéfagos desperta um grande
interesse na investigagdo da biologia e funcionamento dessas células frente a
determinados estimulos presente no microambiente. Uma das maneiras praticas
empregadas quando se deseja avaliar aspectos morfoldgicos, fenotipicos e funcionais

dos macréfagos consiste na obtencao e cultivo in vitro dessas células.

1.2.2 Macrdéfagos peritoneais

O cultivo de macrofagos peritoneais é amplamente utilizado nos estudos in vitro
sobre a biologia celular, o desenvolvimento e resposta inflamatdria dessas células
(revisado por Wang et al.,2013). A cavidade peritoneal tem a vantagem de permitir a
recuperacdo de grande quantidade de células, além do facil acesso na aplicacdo dos
estimulos e na coleta de células. Muitos agentes que causam uma inflamacéo estéril sdo
utilizados para aumentar o recrutamento e quantidade de células na cavidade peritoneal.
O Tioglicolato é um desses agentes, que ao ser injetado no periténio do animal fornece

uma boa fonte de macréfagos primarios apos trés dias do estimulo (Li et al., 1997).

As subpopulagdes de macrdéfagos presentes na cavidade peritoneal diferem em
dois tipos com base no tamanho celular: Os macréfagos pequenos (SPMs, do inglés
small peritoneal macrophages) e os macrofagos volumosos (LPMs, do inglés large
peritoneal macrophages). Os SPMs séo as principais populacdes de células que migram

para o peritdnio em resposta a um estimulo infeccioso ou inflamatério (Cassado et al.,
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2015). S&o ceélulas que expressam fenotipicamente baixos niveis de F4/80 e altos niveis
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
histocompatibility Complex) (MHC) de classe Il. Em contrapartida, os LPMs
representam a populacdo predominante de macrdfagos residentes do peritdnio no estado
fisioldgico e se caracterizam pela presenca de citoplasma e vacuolos abundantes
(Cassado et al., 2015). Os LPMs expressam altos niveis de F4/80 e baixos niveis de
MHC de classe Il (Cassado et al., 2015; Zadja et al., 2020).

Os macrdéfagos residentes ou derivados dos mondcitos circulantes atuam como
celulas sentinelas nos tecidos, localizando-se em locais estratégicos, de maior
proximidade com microorganismos invasores (Epelman et al,, 2014). Ao reconhecer
esses patogenos, 0s macrofagos ativam mecanismos efetores inatos que visam eliminar
0 patdgeno invasor (revisado por Wynn et al., 2013; Iwasaki & medzhitov, 2015). Os
macrdfagos ativados secretam uma serie de moléculas sollveis responsaveis pela
amplificacdo das acdes inflamatorias e antimicrobianas nos tecidos-alvo (revisado por
Moghaddan et al., 2018). A dindmica de eventos gque se sucedem ap0s a ativacdo é
caracterizado pela vasodilatacdo, recrutamento de neutréfilos para o sitio
inflamatorio/infeccioso e producdo de mediadores, visando a eliminagdo do agente
nocivo (fisico, quimico ou biol6gico), o reparo tecidual e o retorno da homeostase
(Medzhitov, 2010).

1.2.3 O Papel do Receptor do tipo Toll 4 nos macréfagos

A etapa inicial de uma resposta inflamatoria e antimicrobiana pelos
macréfagos comeca pela deteccdo de estimulos infecciosos ou oriundos de dano
tecidual, através de “sensores” ou receptores presentes na superficie celular (Tartey &
Takeuchi, 2017). Uma variedade de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs, do
inglés pattern recognition receptors) foi descrita na literatura, incluindo os NOD-like
receptors (NOD), receptores de lecitina tipo C e os classicos Toll like Receptors (TLRs,
do inglés Toll-like receptor) (Satoh & Akira, 2016). A principal funcdo dos RRPs é
identificar PadrGes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPs, do inglés Pathogen-
Associated Molecular Patterns), isto &, moléculas altamente conservadas, de origem
microbiana e reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro com certo grau de

especificidade (Takeuchi & Akira, 2010). Os PRRS também sdo capazes de reconhecer
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moléculas derivados do hospedeiro e relacionadas a dano tecidual (DAMPs, do inglés

Damage-Associated Molecular Patterns) (revisado por Roh & Sohn, 2018).

Os TLRs sdo glicoproteinas transmembranares conservadas evolutivamente que
reconhecem diferentes produtos microbianos como lipopolissacarideo (LPS),
lipopeptideos, RNA de fita dupla, DNA CpG ndo metilado e flagelina (Tartey &
Takeuchi, 2017). Sdo expressos em uma variedade de tipos celulares, com destaque para
células epiteliais e macréfagos (Satoh & akira, 2016). TLR4, um membro da familia dos
TLRs ¢é ativado por Lipopolissacarideo (LPS), um PAMP de bactérias gram-negativas
como Escherichia coli (Rosadini & Kagan, 2017), mas também por outros produtos
enddgenos e exdgenos como Proteina F do virus sincicial respiratdrio, proteinas de
choque térmico, fibrinogénio, surfactante A, defensina-2, elastase neutrofilica (Erridge,
2010; Kusmish et al., 2017).

O mecanismo de ativacdo do TLR4 inicia com o transporte do LPS pela sua
proteina de ligagdo (LBP, do inglés, Lipopolysaccharide Binding Protein) até o receptor
tirosino quinase que juntamente com o acoplamento do complexo CD14/MD2 (proteina
de diferenciacdo mieldide-2) formam o heterotetrdmero necessario para induzir a
dimerizagdo do receptor (Hailman et al., 1994; Rosadini & Kagan, 2017). O passo
seguinte da sinalizacdo intracelular depende da aproximacéo do dominio citoplasmatico
de resisténcia ao receptor de interleucina-1 (TIR) com o TLR4, facilitando o
recrutamento de proteinas adaptadoras e quinases. As proteinas adaptadoras direcionam
a resposta celular em duas vias principais: Uma dependente do fator de diferenciagédo
mieldide 88 (MyD88) e outra independente desse fator (Satoh & Akira, 2016).

A via dependente do MyD88, uma vez ativada, se liga ao adaptador do tipo
MyD (Mal/TIR) e quinases associadas ao dominio TIR formando um complexo de
proteinas que culmina com a ativacdo da familia de IKK, um complexo proteico
trimérico formado pelas subunidades cataliticas IKKfB, IKKa e NEMO (IKKy)
(Dossang et al., 2016). A subunidade IKKp ¢ ativada pelo complexo proteico da cascata
de sinalizacéo, que por sua vez fosforila a proteina IkBa, um inibidor citosdlico do fator
de transcricdo NFkB (Fator nuclear Kappa B). Isso acarretara na poliubiquitinagdo do
IxBa, levando a sua degradagdo pelo sistema ubiquitina-proteassomo, permitindo a
translocacédo do fator de transcricdo NFxB para o nacleo celular (Mitchell et al., 2016).

No nucleo, 0 NFkB promove a sintese de iniUmeros mediadores pro-inflamatorios e
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imunomoduladores (Mitchell et al., 2016; Rosadini & Kagan, 2017). Por outro lado, o
acoplamento do domino TIR pela ligacdo do LPS ao receptor do TLR4, também ir&
ativar uma via independente de MyD88, por meio do adaptador indutor de interferon
contendo o dominio TIR (TRIF) (Rosadini & Kagan, 2017). Esse dominio se liga a
molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) que em seguida ativa o fator
associado ao receptor TNF (TRAF)3 (Rosadini & Kagan, 2017). As proteinas da familia
TRAF associam com o inibidor IKKe que fosforila o fator regulador de interferon-3
(IRF-3), promovendo a translocacao desse fator de transcri¢cdo para o ndcleo da célula
(Mitchell et al., 2016) A sinalizacdo dessa via culmina com a ativacdo de respostas

antivirais, anti-inflamatorias e anti-apoptéticas (Tarassishin et al., 2013).

1.2.4 Polarizacao dos macrdéfagos e respostas efetoras

Determinados estimulos no microambiente celular ou tecido-especificos
direcionam os macrofagos, dentro do espectro de ativacdo, para dois fendtipos
principais: Macrofagos classicamente ativados (M1) ou macrofagos alternativamente
ativados (M2) (revisado por Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Orecchioni et al.,
2019). Os macrdfagos polarizam para um fenétipo pro-inflamatério (M1) na presenca
de LPS bacteriano apenas ou juntamente com citocinas secretadas por Linfocitos CD4+
(Thl) como GM-CSF, IFN-y. Como consequéncia, os macrofagos M1 produzem
elevadas concentracdes decitocinas pro-inflamatérias como Fator de Necrose Tumoral
(TNF), interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-12, 1L-23 e baixos niveis de IL-10, além de gerar
quantidades maiores de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Shapouri-Moghaddam et al., 2018;). Todas essas moléculas secretadas irdo levar a um
aumento das fungBes antimicrobianas, inflamatorias e de apresentacdo de antigenos
pelos macrofagos (Akira et al., 2006; Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Por outro
lado, linfocitos CD4+ (Th2) secretam IL-4, IL-13 e IL-10 que polarizam os macréfagos
para um perfil fenotipico mais anti-inflamatério (M2) (Shapouri-Moghaddam et al.,
2018; Orecchioni et al., 2019). Esses macréfagos M2 suprimem a resposta inflamatoria,
se opondo aos efeitos produzidos pelos macrofagos M1, através da producdo de
citocinas como IL-10, TGF-B e aumento da capacidade fagocitica de células apoptoticas
(Watanabe et al., 2019). Os macréfagos M2 também estdo envolvidos nas respostas
antiparasitarias, antialérgicas, pro-angiogénicas e de reparo e remodelamento tecidual
(Martinez & Gordon, 2014; Hume, 2015).
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Os macrofagos polarizados para M1 véo exercer diversas funges dentro do
repertorio de ativagdo que incluem a fagocitose de micro-organismos, a producdo de
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, NO e EROs (Shapouri-Moghaddam et al.,
2018). A fagocitose é definida como a capacidade de algumas células de internalizar
particulas maiores que 0.5uM (Rosales & Uribe-Querol, 2017). Esse fenémeno
bioldgico realizado inicialmente por organismos unicelulares tinha como propdsito a
obteng&o de nutrientes (revisado por Gordon, 2016). No entanto, a fagocitose evoluiu de
maneira a contribuir para a homeostase tecidual e a protecdo contra patdgenos invasores

em organismos multicelulares (Gordon, 2016).

Varios tipos celulares detém a capacidade de internalizacdo de particulas. Os
queratindcitos, as células epiteliais e os fibroblastos sdo alguns exemplos de células ndo
especializadas em fagocitar particulas com certa limitacdo. J& os macréfagos fazem
parte dos fagocitos profissionais que incluem os osteoclastos, os neutréfilos, o0s
eosinofilos e as células dendriticas (Hume et al., 2019). Esse grupo diferencia dos
demais tipos celulares pelo grau de especializagdo no reconhecimento, captura e
ingestdo de particulas estranhas, micro-organismos invasores e células apoptéticas
(Hume et al., 2019; Gordon & Pliddemann, 2019).

A fagocitose nos macrdéfagos tem dois propdésitos principais: Um fisioldgico e
um papel imunolégico. O fisioldgico refere-se a funcdo dos macrofagos na captura e
remocao de debris celulares, células senescentes e particulas estranhas (Rosales &
Uribe-Querol, 2017). Um exemplo disso ocorre diariamente com a fagocitose de
eritrécitos sanguineos no baco, figado e pulmé&o e que favorece a reciclagem de ferro e a
manutencdo da homeostase tecidual (Winn, et al., 2020). Por outro lado, a fagocitose
desempenha um importante papel na defesa inata do hospedeiro por meio da captura e
eliminacdo de patdgenos invasores. Além disso, os macrofagos contribuem para o
desenvolvimento de uma resposta adaptativa, onde ocorre 0 processamento e
apresentacdo dos antigenos infecciosos nos linfonodos (Gordon, 2016; Hirayama et al.,
2018).

O fendmeno fagocitico nos macréfagos inicia com o reconhecimento de
estruturas presentes na particula estranha ou no micro-organismo alvo por meio de
receptores fagociticos (Freeman & Grinstein, 2014). Esses sao classificados de acordo
com as caracteristicas do ligante, podendo reconhecer PAMPs, particulas opsonizadas e

19



corpos apoptoticos (Pauwels et al., 2017) No grupo dos PAMPs, os principais
receptores envolvidos sdo os receptores de manose, SR (Scavenger Receptor A), CD14,
CD36, MARCO e dectina-1. Constituintes da parede celular de fungos do género
Saccharomyces sp como B-glucanas (zimosano) é um exemplo de PAMP que se liga em
receptores de dectina-1 nos macrdfagos, promovendo a internalizacdo da particula
fangica (Sigola et al., 2016). Os TLRs, apesar de ndo estar diretamente relacionado a
fagocitose atuam estimulando a ingestdo de particulas em colaboracdo com outros

receptores fagociticos (Iwasaki & medzhitov, 2015).

Apds o reconhecimento da particula fagocitada por receptores fagociticos,
algumas vias de sinalizacdo nos macrofagos sdo ativadas a jusante e promovem a
reorganizacdo do citoesqueleto celular e o englobamento da particula, com destaque
para a via das GTPases e Rhoquinases (Fao & Finnemann, 2015; Rosales & Uribe-
Querol, 2017). O processo de internalizacao inicia com a projecédo de pseuddpodes pelos
macrofagos e a extensdo da membrana plasmatica em torno da particula fagocitada.
Esse fendmeno envolve a polimerizagdo de filamentos de actina que delimitam o corpo
estranho dentro de um vacuolo denominado fagossomo. O fagossomo recém-formado
sofre um processo de maturacdo ao se fundir com vesiculas provenientes do reticulo
endoplasmatico e do complexo de golgi, como os lisossomos, formando o
fagolisossomo (Rosales & Uribe-Querol, 2017). A composicdo vesicular do
fagolisossomo apresenta niveis de pH mais &cidos e de enzimas hidroliticas como
catepsinas, lisozimas, proteases, entre outras que permitem a degradacdo do patdgeno
ou particula internalizada (Pawels et al., 2017). Além disso, os fragmentos antigénicos
oriundos dos patdgenos sdo processados e expostos na membrana externa dos
macréfagos e apresentados nos linfonodos, iniciando assim, uma resposta imune
adaptativa (lwasaki & medzhitov, 2015).

Outras funcBes microbicidas desempenhadas pelos macréfagos envolvem a
producdo e liberacdo de produtos do metabolismo oxidativo que tem acdo citotoxica
contra patdgenos invasores (Weigert et al., 2017). PAMPs como o LPS estimulam a
sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos macrdfagos principalmente através
da via da NADPH oxidase (Forrester et al., 2018). As EROs sdo intermediarios
oxidantes instveis que modificam proteinas e lipidios por meio de reacOes redox e
causam dano direto a moléculas estruturais do patdgeno invasor (Radi, 2018).

Quimicamente, as principais EROs, em ordem de capacidade oxidante, sdo
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representadas pelo 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio, ion superdoxido e peroxinitrito
(MacMicking et al., 1997; Radi, 2018).

O oxido nitrico (NO) é outra molécula secretada por macréfagos que tem
inimeras fun¢des no organismo (Lee et al., 2017). O NO reage com ion superoxido para
formar o peroxinitrito, molécula instavel com elevada capacidade oxidante sobre
compostos lipidicos e protéicos (Radi, 2018). Quando os macrdfagos sao estimulados
com LPS, a maquinaria bioquimica responsavel pela producéo de NO ¢ ativada, sendo a
enzima responsavel pela sintese de NO denominada de 6xido nitrico sintase (NOS) (Lee
et al., 2017). Até o momento, trés isoformas de NOS foram caracterizadas e clonadas,
sendo a isoforma Il da Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) a principal enzima
responsavel pela producéo de 6xido nitrico nos macréfagos apos estimulo inflamatdrio

(Xue et al., 2018), embora néo seja a Unica isoforma expressa nessas células.

Na presenca de estimulos microbianos como o LPS, os macréfagos produzem
grande variedade de citocinas pro-inflamatérios incluindo TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-12,
MCP-1, 1L-23, entre outras (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Essas moléculas
secretadas pelos macrofagos possuem uma ampla gama de funcdes como o
recrutamento de neutrofilos e outras células para o sitio inflamatério, ativacdo e
polarizacdo de macrofagos, aumento da expressdo de moléculas de adesdo,
metaloproteinases e outros mediadores inflamatérios fundamentais para a amplificacao
da resposta inflamatéria e antimicrobiana (Fujiwara & Kobayashi, 2005; Atri et al.,
2018).

1.3Proteases e Inflamacéao

1.3.1 Receptores Ativados por Proteases (PAR)

A resposta inflamatdria por estimulos infecciosos desencadeia a secrecao de uma
série de moléculas biologicamente ativas de natureza proteolitica pelas células imunes
(Eftekhari et al., 2018). Macrofagos, mastocitos e neutrofilos liberam proteases contidas
em vesiculas secretorias com destaque para as serino proteases (Ramachandram et al.,
2016). Historicamente, tais moléculas foram caracterizadas biologicamente por suas
fungdes proteoliticas extracelulares. No entanto, no inicio da década de 90, essa visao

simplista das a¢Oes das proteases foi expandida, atraves da demonstracéo da capacidade
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dessas enzimas de atuar sobre uma classe de receptores metabotropicos presentes na
superficie celular denominados de Receptores Ativados por Proteases (PAR, do inglés
Protease-Activated Receptor) (Macfarlane et al., 2001; Hamilton & Trejo, 2017).

Os Receptores Ativados por Proteases (PARs, do inglés “Protease Activated
Receptor”) sao classificados em 4 subtipos: PAR1, PAR2, PAR3 e PAR4 (Alexander et
al., 2013; Hollenberg & Compton., 2002) em funcdo da ordem cronoldgica de
descoberta. Dentre esses subtipos, PAR1 foi o primeiro receptor clonado e caracterizado
como sendo alvo das agdes proteoliticas da trombina sobre a coagulagdo do sangue (Vu
et al., 1991). Posteriomente, outros subtipos foram sendo elucidados como PAR2
(Nystedt et al., 1994,) PAR3 (Ishihara et al., 1997) e PAR4 (Kahn et al., 1998, Xu et
al., 1998). Os PARs sdo distribuidos de maneira ampla no organismo, com destaque
para o trato gastrintestinal, respiratorio, endotélio vascular, como também em células
imunes: monacitos, macréfagos, neutréfilos (Steinhoff et al., 2005; Ossovskaya and
Bunnett, 2004; Colognato et al., 2003) e por isso, ha grande interesse na investigacao
do papel desses receptores em varias condigdes fisiopatoldgicas. PAR1 e PAR4 séo 0s
subtipos com maior importancia na hemostasia e desordens cardiovasculares (Coughlin
et al., 2000; Leger et al., 2006; Nieman et al., 2016), enquanto PAR3 parece atuar como
cofator da ativacdo de PAR4 por trombina, tendo papel na coagulacdo sanguinea
(Nakanishi-Matsui et al., 2000). J& PAR2 e PAR4 sdo expressos em células imunes e
estdo envolvidos em respostas inflamatorios como o recrutamento e ativacdo de
leucécitos (Braga et al., 2013, Gomides et al., 2012; Vergnolle et al., 2002) e na
nocicepc¢do e hiperalgesia (Bunnet et al., 2004; Bao et al., 2014).

PAR2 demonstra ser o subtipo mais relevante em resposta a um estimulo de
natureza inflamatdria ou infecciosa e sao alvos de proteases extracelulares endogenas ou
exogenas (Schmidlin et al.,2002; Steinhoff et al., 2005; Matos et al., 2013; 2014). Os
principais ligantes enddgenos deste receptor, sdo secretados em uma condigdo
inflamatdria por neutrofilos (granulos citoplasmaticos, proteinase-3, catepsina G,
elastase), mastdcitos (triptase), macrofagos (metaloproteinases) ou apés dano celular
(fator VIla, Xa, tripsina, trombina) (Corvera et al., 1997; Steinhoff et al., 2005;
Ramachandran et al., 2008; Cattaruzza et al., 2014). As proteases exogenas, por sua
vez, sdo derivadas de patdgenos invasores como, por exemplo, a elastase de
Pseudomonas aeroginosa (Dulon et al., 2005), gingipain de Porphyromonas gingivalis

(Lourbakos et al., 1998),Treponema denticola (Holzhausen et al, 2006), Serratia
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marcescens (Kida et al., 2007), Aspergillus fumigatus (Morreti et al., 2008), virus da
Influenza (Khoufache et al., 2009) e até alérgenos derivados de adcaros como Der P2 e
Der P9 (Sun et al.,, 2001). Assim, em certas condicbes em que ha dano celular,
inflamacédo ou infeccdo, inUmeras proteases presentes no microambiente ou secretadas
por patdgenos invasores sdo capazes de atuar sobre PAR2 e desencadear respostas

efetoras locais.

O mecanismo pelo qual essas proteases ativam o PAR2 ocorre por meio da
clivagem proteolitica e irreversivel da por¢do aminoterminal extracelular em um ponto
especifico do receptor, gerando uma sequéncia peptidica remanescente que atua como
um ligante ancorado, interagindo intramolecularmente com o sitio de ligacdo do
receptor, desencadeando a sua ativagdo (Adams et al., 2011; Hollenberg et al., 2014). A
sinalizagdo via PAR2 ocorre por acoplamento com proteinas Gq, Gi, Gionz ou
diretamente com [-arrestinas-2 (Adams et al., 2011). A transducdo de sinal ocorre por
ativacdo de vias intracelulares como das Rho quinases, MAP quinases, do fator de
transcricdo NFkB e liberagdo célcio (Rothmeier & Ruf, 2012). Os eventos celulares
resultantes promovem um aumento da motilidade celular, expressdo génica e secre¢ao
de mediadores (McCoy et al., 2010; Gieseler et al., 2013; Ramachandran et al., 2009).
Apbs a ativacdo do receptor por clivagem proteolitica, em geral, ocorre o término da
resposta por regulacdo negativa, e o receptor € internalizado em vesiculas endociticas.
Os receptores endocitados podem ser reciclados e transportados de volta a membrana
plasmética ou ser degradados no interior de lisossomos (Déry et al., 1999; Ricks &
Trejo., 2009; Stalheim et al., 2005).

Embora a ativacdo de PAR2 por enzimas proteoliticas enddgenas seja
fisiologicamente mais relevante, alguns peptideos sintéticos, baseados na sequéncia de
aminoacidos ligantes foram desenvolvidos e ativam o receptor por um mecanismo nao
proteolitico (Hollenberg et al., 2014). Os peptideos sintéticos ligantes de PAR2 podem
ser agonistas ou antagonistas do receptor e apresentam graus variados de poténcia e
seletividade (Yau et al., 2016). Nos estudos in vitro e in vivo é empregado peptideos de
elevada seletividade para PAR2, como, por exemplo, o agonista de PAR2 (SLIGRL-
NH,, Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu) e o antagonista (ENMD1068). Essas moléculas sdo
ferramentas farmacoldgicas muito Uteis na investigacdo da modulacdo do PAR2 em

diferentes contextos fisiopatoldgicos (Barry et al., 2010).
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1.3.2 Importancia de PAR2 para a inflamacéao

O PAR2 ¢é amplamente expresso no organismo, tendo maior importancia em
sitios anatdmicos nos quais as proteases estdo presentes, como por exemplo, o trato
respiratorio, gastrointestinal e locais inflamados (Adams et al., 2011; Ramachandran et
al.,, 2016). Em inumeras condi¢bes inflamatorias, PAR2 contribui para o
desenvolvimento e progressao de doengas como asma, artrite, colite, aterosclerose, entre
outras (Coelho et al., 2003; Assaduzzaman et al., 2017; Mc Culloch et al., 2018; Posma
et al., 2019). Células imunes como neutrofilos, eosinofilos e macréfagos contribuem
significativamente para a evolucdo dessas condicdes patologicas, onde PAR2 funciona
como um sensor imune, capaz de detectar proteases extracelulares e induzir uma
resposta inflamatdria e antimicrobiana (Colognato et al., 2003; Schpacovitch et al.,
2008).

Os primeiros estudos descreveram a importancia de PAR2 no recrutamento e
adesdo de leucdcitos in vivo (Vergnolle, 1999). Em neutrofilos, por exemplo, a ativacdo
de PAR2 aumenta a liberacdo intracelular de célcio e promove alterac6es na motilidade
celular, liberacdo de citocinas e granulos citoplasmaticos (Howells et al., 1997;
Ramachandran et al., 2011). Feld e colaboradores demonstraram que a secrecdo de
INFy, uma citocina antiviral, por neutréfilos é dependente de PAR2 (Feld et al., 2013).
Além disso, neutréfilos secretam proteinase-3, uma enzima capaz de clivar e ativar
PAR2. Em um trabalho recente do nosso grupo, Almeida e colaboradores demonstrou
que PAR2 ¢ importante para o recrutamento de neutr6filos em modelo de inflamacgéo
pulmonar aguda induzida por LPS (Almeida et al 2020), confirmando a importancia
desse receptor na dindmica da resposta inflamatdria. J& em eosinéfilos, PAR2 promove
a degranulacdo e geracdo de EROs e contribui para a progressdo de doencas alérgicas
pulmonares (Bolton et al., 2003). Esses achados corroboram dados obtidos do nosso
grupo de pesquisa, na qual o bloqueio prévio de PAR2 com o peptideo sintético
ENMD1068 reduz o recrutamento de eosinofilos em um modelo de inflamacao

pulmonar induzido por ovalbumina (Mattos et al., 2020 Submetido).

Mondcitos e macrofagos sdo células que exercem um papel essencial no
desenvolvimento e resolucdo da resposta inata. Em mondcitos, a ativacdo de PAR2
promove a liberacdo de célcio intracelular e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias

como IL-1B, IL-6 e IL-8 (Gleeson et al., 2014). Ja em macrofagos, PAR2 parece atuar
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de maneira oposta, direcionado tais celulas para um perfil pro ou anti-inflamatério de
acordo com o fenotipico celular. Estudos prévios envolvendo macrofagos derivados da
medula dssea demonstraram o sinergismo de acdo entre os receptores TLR4 e PAR2
sobre a producdo de mediadores inflamatdrios por uma via dependente da ativacdo do
fator de transcricdo NFxB (Rallabhandi et al., 2008). Por outro lado, Nhu e
colaboradores demonstraram que elevadas concentracbes de agonista de PAR2 é capaz
de promover um efeito anti-inflamatério em macréfagos peritoneais pré-estimulados
com LPS (Nhu et al., 2011). Outros achados demonstram que a ativacdo de PAR2 em
macrofagos humanos polarizados para um fendtipo M1 é capaz de reduzir a producao
de TNF induzida por LPS (Steven et al.,, 2013). Em contrapartida, macrofagos
polarizados para um fen6tipo M2 e pré-estimulados com LPS apresentam uma maior
producdo de TNF quando sdo coincubados com o agonista de PAR2 (Steven et al.,
2013). Diante desses achados, PAR2 parece atuar de forma dual, com predominio de
acOes préinflamatdrias em condicdes de baixa estimulacdo. No entanto em situacdes de
hiperestimulacdo, PAR2 parece atuar de maneira resolutiva, com predominio de acdes
anti-inflamatorias. Esses dados demonstram a complexidade do papel de PAR2 na
biologia dos macrofagos que parece ser influenciado por fatores fenotipicos e do
microambiente celular. Dessa maneira, ndo esta muito bem esclarecido o papel que
PAR2 desempenham sobre o repertério de funcBes dos macrofagos e que reflete

diretamente na fisiopatologia de doencas nas quais essas células tém relevancia clinica.
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2. Justificativa

Os macrofagos sdo células heterogéneas, com ampla distribuicdo e funcéo
tecidual. Atuam como células sentinelas tecido-especificas com repertorio de atuacéo
amplo e influenciado por moléculas presentes no microambiente celular. Essa
versatilidade apresentada pelos macr6fagos tem consequéncias diretas sobre o
desenvolvimento e evolucdo de varias condi¢fes patolégicas como cancer, resposta

imune e inflamatoria (Murray, 2017; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

A ativacdo do repertorio de funcOes efetoras dos macrofagos inicia atraves do
reconhecimento de moléculas oriundas de patégenos ou dano tecidual. O TLR4 é um
receptor expresso nos macréfagos que funciona como um sensor imune ao se ligar ao
LPS e ativar vias antimicrobianas. Além disso, o microambiente infeccioso e
inflamatorio ¢ marcado pela presenca de proteases exdgenas ou enddgenas como
tripsina, triptase, trombina, catepsina G, elastase e metaloproteinases que sdo capazes de
modular as funcdes dos macrofagos via ativacdo de PAR2 (Almeida et al., 2020).
Vérios trabalhos na literatura correlacionam PAR2 ao desenvolvimento de uma resposta
inata, atuando como “sensor” na detec¢do de moléculas oriundas de patdgenos
clinicamente importantes. Por exemplo, algumas proteases secretadas por
porphiromonas gengivalis e citrobacter rodentium séo capazes de ativar PAR2 e causar
periodontite e colite, respectivamente (Holzhausen et al., 2006; Hansen et al., 2005).
Em outros casos, proteases oriundas de Pseudomonas aeruginosa ou virus influenza
permitem a sua evasdo das respostas inatas do hospedeiro por um mecanismo de
desarme ou alteracdo da funcdo de PAR2, aumentado assim a sua sobrevivéncia no
hospedeiro (Dulon et al., 2005; Khoufaxe et al., 2009).
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Demonstramos recentemente que PAR2 e TLR4 participam no desenvolvimento
da resposta inflamatoria pulmonar (Almeida et al., 2020), o que refor¢a dados anteriores
da literatura que descrevem a cooperagdo entre estes receptores na modulagdo da
resposta inata (Almeida et al., 2020, Lohman et al., 2012; Zuo et al., 2015; Chen et al.,
2018). Alem disso, uma das caracteristicas de PAR2 é formar homo ou heterodimeros
(Lin et al, 2013) e embora ja seja descrito que PAR2 e TLR4 parecem interagir
fisicamente (Rallabhandi et al., 2008, Nhu et al., 2007; Bucci et al., 2012) pouco se
sabe por quais mecanismos ambos receptores interferem na fungdo celular. Embora
PAR2 e TLR4 sejam expressos nos macrofagos, compartilhando do mesmo ambiente
inflamatorio, ainda ndo estd muito bem compreendidos em quais fungdes efetoras e por
quais mecanismos intracelulares estes receptores interagem para modular a dinamica da

resposta inata dos macréfagos.

Assim, a investigacdo do papel de PAR2 na resposta inata/inflamatéria mediada
por macrofagos devera contribuir para ampliar o conhecimento acerca da funcdo dessas
células em condic@es fisiopatoldgicas de natureza inflamatdria como, por exemplo, na
aterosclerose, céncer, diabetes, doengas neurodegenerativas, bem como nas respostas
antimicrobianas. Novas evidéncias obtidas deste estudo poderd demonstrar a
importancia de proteases enddgenas e exogenas sobre a funcdo dos macrdfagos via
PAR2, contribuindo para caracterizar um possivel alvo farmacoldgico no tratamento de

doencas nos quais os macréfagos sdo células-chave.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar a contribuicdo do PAR2 sobre o repertdrio de ativacdo de macrofagos

peritoneais obtidos de camundongos C57/BL6 em resposta ao LPS.

3.2 Objetivos especificos

1) Avaliar a importéancia de PAR2 na fagocitose, producdo de NO, EROS e
expressdo da enzima iINOS em macréfagos peritoneais de camundongos C57/BL6

estimulados com LPS;

2) Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 sobre a producéo de citocinas pré e anti-
inflamatdrias em macréfagos peritoneais de camundongos C57/BL6 estimulados com
LPS;

3) Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 sobre a expressdo de TLR4 e PAR2 em
macrdfagos peritoneais de camundongos C57/BL6 estimulados com LPS;

4) Avaliar uma possivel interacdo fisica entre TLR4 e PAR2 em macrofagos
peritoneais de camundongos C57/BL6 estimulados com LPS e/ou peptideo agonista de
PAR2;

5) Avaliar a capacidade de ativacdo de PAR2 e TLR4 por meio da liberacdo de
calcio intracelular em macrofagos peritoneais estimulados com LPS e/ou peptideo
agonista de PAR2,;

6) Avaliar a capacidade de ativacdo de PAR2 e TLR4 por meio da liberacdo de
calcio intracelular em macrofagos peritoneais estimulados com LPS e/ou peptideo
fragmento de PARZ2;

7) Avaliar a capacidade de ativacdo de PAR2 e TLR4 por meio da liberacdo de
calcio intracelular em macrdfagos peritoneais pré-incubados com coquetel inibidor de

proteases e estimulados com LPS;
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8) Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 sobre a expressdao de moléculas de
sinalizacdo p65 NFkB, IkBa, MAP quinase p38 em macrdfagos peritoneais de
camundongos C57/BL6 estimulados com LPS.
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4. Metodologia

4.1 Animais

Para todos os experimentos foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6 fémeas em torno de oito semanas, obtidos pelo Biotério Central da UFMG e
mantidos no biotério da Farmacologia no ICB, com temperatura e umidade controlada,
ciclo claro-escuro de 12h, racdo e agua ad libitum. A certificacdo para 0 uso dos animais
foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA), n°
150/2017.

4.2 Obtencao, coleta e cultivo dos macraéfagos peritoneais

Para obtencdo da cultura primaria de macréfagos, os camundongos foram
injetados com 2 mL de solucdo de tioglicolato 3% (Caldo Tioglicolato® Meio,
Acumedia) por via intraperitoneal, e ap0s trés dias, os animais foram sacrificados com
uma solugéo contendo quetamina (120 mg/kg, Vetecia®) e xilazina (20 mg/kg, Konig)
por via intramuscular. Imediatamente ap6s, os animais foram fixados em um suporte de
madeira para o procedimento da coleta de células. Em seguida, em condi¢des assépticas,
injetou-se 5 mL de tampao fosfato-salino estéril (PBS, NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; 10
mM Na;HPOy; 1.8 mM KH,POy; pH 7,2) estéril na cavidade peritoneal dos animais que
foi gentilmente massageada para permitir a distribuicdo homogénea dos macrofagos.
Apbs a coleta do lavado peritoneal, a amostra foi rapidamente centrifugada a 100G por
quatro minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado contendo as
células foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura Dulbecco Eagle Modified
Medium (DMEM, Cultilab®) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®),
ampicilina (100 mg/L, Sigma-Aldrich), estreptomicina (100 mg/L, Sigma-Aldrich) e
anfotericina B (5 mg/L, Sigma-Aldrich) sendo o pH final, corrigido para 7,4 e filtrado
em membrana de 0,22 um (Merck Millipore®). Posteriormente foi realizada a contagem
e avaliacdo da viabilidade celular em cdmara de Neubauer, utilizando o ensaio de
exclusdo com o azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich). Esse croméforo penetra em
células inviaveis nas quais hd dano na membrana celular, corando as proteinas do

citosol de azul, enquanto as células viaveis ndo se coram. Em todos 0s experimentos, a
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viabilidade celular obtida foi superior a 96%. As células obtidas foram utilizadas nos

experimentos in vitro com os respectivos estimulos.

4.3 Avaliacéo da Atividade Fagocitica em macrdéfagos peritoneais

No primeiro experimento, os macrofagos foram avaliados quanto a capacidade
de fagocitar particulas de zimosano in vitro. Em uma placa de 24 pocos contendo
laminulas circulares de 13 mm, foram aliquotados 7,5x10* células por poco. Os
macrofagos foram mantidos em meio de cultura DMEM completo suplementado com
5% soro fetal bovino (Gibco®) por trés horas em estufa de cultivo celular a 37°C e 5%
de saturacdo de CO,, a fim de promover a aderéncia dos macrofagos na superficie da
laminula. Transcorrido esse intervalo, cada poco foi lavado trés vezes com solucéo de
PBS estéril. Nos primeiros experimentos, os macréfagos aderidos foram estimulados
com lipopolissacarideo, um componente presente na parede celular de bactéria gram
negativa que ativa TLR4 (LPS, 100 ng/mL, sorotipo O111:B4; Sigma-Aldrich) por 45
minutos em presenca ou ndo do peptideo sintético agonista seletivo para PAR2 formado
por uma sequéncia de 6 aminoacidos (SLIGRL-NH,, 30 uM). Apds a incubacdo na
presenca dos respectivos estimulos, as células foram novamente lavadas trés vezes com
PBS e entdo incubadas com zimosano, uma B-glucana derivada da parede celular do
fungo Saccharomyces cerevisae, conjugado com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)
(Thermofisher™) na proporcéo de 10 particulas/célula, durante 30 minutos. Para a etapa
seguinte, repetiu-se a lavagem das células para a remocao das particulas extracelulares
de zimosano que ndo foram fagocitadas. As laminulas contendo os macr6fagos foram
removidas, fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% por 10 minutos e
posteriormente as células foram novamente lavadas trés vezes com PBS por 5 minutos
cada. O passo seguinte, as células foram colocadas em contato com faloidina (1:200)
conjugada com fluorocromo Alexa Fluor 594 (Thermofisher ™) por 30 minutos. Por
fim, as laminulas foram imersas em meio de montagem com DAPI (Fluoroshield ™,
Sigma) em laminas retangulares e suas extremidades foram seladas com base de
esmalte. As imagens das células foram obtidas em microscépio de fluorescéncia Zeiss,
modelo HBO 100. AX10, objetiva com aumento de 40x e com excitacdo no
comprimento de 358, 488 ou 594 nm. A intensidade de fluorescéncia emitida foi

analisada e corrigida com base no tamanho de cada célula, sendo definida pelo campo
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claro e a marcacdo nuclear. A atividade fagocitica dos macrdéfagos foi mensurada
através do calculo do indice de Fagocitose (IF) (Fuentes et al., 2011) avaliado como o
produto da média do ndmero de particulas de zimosano fagocitada por macréfago
(MNP) pela porcentagem de células fagociticas (PCF).

4.4 Ensaio para dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A avaliacdo da producdo de oxido nitrico foi mensurada indiretamente através da
medida de nitrito no sobrenadante da cultura de macrofagos utilizando como método a
Reacdo de Griess, uma técnica colorimétrica na qual a quantidade de nitrato pode ser
mensurada espectrofotometricamente através de uma reacdo de diazotizacdo com nitrito
da amostra (Green et al., 1982). Para a realizacdo dessa técnica, 8x10° células foram
plagueadas em uma placa de 24 pogos, aguardou-se trés horas para a aderéncia das
celulas e posteriormente as celulas foram tratadas com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH;
(30uM) ou ambos por um tempo de 24 horas em presenca dos estimulos. Transcorrido
esse intervalo, uma aliquota de 50uL do sobrenadante correspondente ao poco de cada
estimulo foi adicionada, em duplicata, para uma microplaca de fundo chato, seguido da
adicéo de 25uL de 0,2% (p/v) de N-naftiletilenodiamino (Sigma-Aldrich) e de 25 uL de
2% (p/v) de sulfanilamida (Sigma-Aldrich) em 5% (v/v) de acido fosforico (Sigma-
Aldrich). Aguardou-se 10 minutos para a formacdo de uma coloracdo avermelhada,
indicativo da presenca de nitrito, e, em seguida, foi feita a leitura da placa em leitor de
microplacas (Shimadzu®, Japdo) no comprimento de onda de 540 nm. Uma curva
padrdo de nitrito de sddio (Sigma-Aldrich) foi construida nas concentragdes de 100, 50,
25, 12.5, 6.25, 3.125 e 1.56 (uM) como referéncia, para determinar a concentracdo de

Oxido nitrico de cada amostra pelos valores de absorbancia obtidos.

4.5 Ensaio para dosagem de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Para avaliar a produgdo de EROs, 8x10° células/por pogo foram plaqueadas em
uma microplaca branca de 96 pocos (Nunc™, ThermoFisher) contendo 100pL de
DMEM sem vermelho de fenol suplementado com 5% de SFB. Apoés trés horas, as
células ndo aderentes foram removidas pela lavagem da placa com 100uL de PBS 1x e
entdo, os macrofagos aderidos foram tratados com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH;
(30uM) ou ambos por 24 horas. Apos o tempo de estimulo, foi adicionado em cada
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poc¢o, 20 pL de luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) a 0.6mM (Sigma-
Aldrich) e o volume final de todos os pocos foi acertado com RPMI para 200 uL. A
producdo de EROs foi medida por quimioluminescéncia apds a reacdo com o luminol
durante 120 minutos, com intervalo de 2 minutos entre as medidas, utilizando-se
lumindmetro (LumiCount Microplate Luminometer). A intensidade de luminosidade

emitida foi expressa em unidades relativas de luz.

A localizagdo das espécies reativas de oxigénio produzidas pelos macréfagos foi
imunomarcada com Dihidroetidio (DHE, 1:200, ThermoFisher), sonda que emite
fluorescéncia na faixa de 594 nm quando reage com EROS produzidos pelas células.
Assim, apds a incubacdo de 7,5 x10* células por poco durante 24 horas na presenca dos
respectivos estimulos, conforme descrito acima, os macréfagos foram fixados em
paraformaldeido a 4% por 10 minutos, lavados com PBS (trés vezes de 5 minutos cada)
e incubados por 1 hora. Ao final dessa etapa, as laminulas foram lavadas com PBS
novamente, incubadas com meio de montagem contendo DAPI (Sigma-Aldrich). Por
fim, as extremidades das laminulas foram seladas em laminas retangulares com base de
esmalte. A analise das imagens foi feita em microscopio de fluorescéncia, com objetiva
de 40x e ao menos 100 células foram mensuradas. A intensidade de fluorescéncia
emitida foi analisada e corrigida com base no tamanho de cada célula, sendo definida
pelo campo claro e a marcacdo nuclear. A quantificacdo das imagens foi realizada

através do software Image J (NIH; Bethesda, MD).

4.6 Ensaio para dosagem de Citocinas

Os macr6fagos foram plaqueados na proporcdo de 8x10° células/poco em uma
placa de 24 pocos e, ap6s a adesédo, foram estimulados com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-
NH, (30uM) ou ambos por 6 horas. Transcorrido esse periodo, o sobrenadante da
cultura foi coletado em duplicata e utilizado para a dosagem das citocinas IL-1p, IL-6,
MCP-1, TNF e IL-10 através de ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguindo as
recomendag0es do fabricante (RD System).
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4.7 Avaliacéo da viabilidade celular na cultura de macréfagos

Os macréfagos foram plaqueados na proporgdo de 4x10° células/poco em
uma placa de 96 pocos e, apds a adesdo, foram estimulados com LPS (100ng/mL),
SLIGRL-NH; (30uM) ou ambos por 24 horas. Em cada tempo analisado, o
sobrenadante da placa foi descartado e a os macrofagos aderidos foram incubados
com o MTT, brometo de (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, 5uM,
Sigma) por 4 horas em estufa de CO, 5% a 37 °C. O MTT é metabolizado em
mitocondria de células viaveis, formando cristais insolliveis de coloragdo azul.
Transcorrido esse tempo, a solugdo de MTT foi removida e adicionou-se DMSO em
todos os pocos (LabSynth) para a solubilizacdo dos cristais visualizados nos pocos
viaveis. A placa foi inserida no leitor de Elisa, a fim de medir a absorbancia em 570

nm que é proporcional ao nimero de células vidveis na cultura.

4.8 Avaliacdo da liberacéo de calcio intracelular

Em uma placa de 6 pogos contendo laminulas de 22uM x 22uM, 1x10° células
foram plagueadas e incubadas por 3 horas em 1mL de DMEM, 5% SFB e as células ndo
aderentes foram removidas com PBS. Os macrofagos remanescentes foram incubados
com a sonda fluorescente para célcio intracelular Fluo-4AN/AM (6uM, Invitrogen) em
1mL de DMEM, 5% SFB por 20 minutos (Guimaré&es et al., 2017).

Transcorrido esse tempo, as laminulas foram transferidas individualmente para
uma camara de perfusdo contendo 1mL de solucdo tampdo HEPES e as imagens foram
analisadas no microscopio confocal (Zeiss LSM 510) em objetiva de 63x. As células
foram excitadas com laser de Kr-Ar no comprimento de 488nm. Os macrofagos foram
estimulados 50s ap6s o inicio do registro com LPS (100ng/mL), SLIGRL-NH; (30uM)
ou ambos. Em alguns experimentos 0os macréfagos foram pré-incubados por 15 minutos

com coquetel inibidor de protease (1uM) antes da estimulacdo com LPS (100ng/mL).

Em outro ensaio, nds também avaliamos a liberacéo de calcio pelo estimulo dos
macrofagos com LPS (100ng/mL), peptideo fragmento de PAR2 (30uM) ou ambos. A
liberacdo intracelular de Ca** foi registrada com periodicidade de 5 segundos durante 15
minutos no microscopio confocal (Zeiss LSM 510) em objetiva de 63x, sendo o
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aumento do calcio intracelular mensurado pelas variagcbes na fluorescéncia celular.
Essas alteracbes foram normalizadas pela fluorescéncia inicial (linha de base) e foi
expressa como fluorescéncia registrada/fluorescéncia de base x 100%. Ao menos 100
células individuais de cada grupo experimental foram analisadas utilizando o software

ImageJ.

4.9 Avaliacdo da expressao de iNOS, PAR2, TLR4, p65 NFkB e MAP
guinase p38 por Western Blotting

Para a analise da expressdo proteica, 6 x10° células foram plaqueadas e
incubadas por 3 horas em 1mL de DMEM completo e 5% SFB. Em seguida, 0s pogos
foram lavados com PBS e os macrdfagos aderentes foram estimulados ou ndo com LPS
(100ng/mL), SLIGRL-NH,; (30uM) ou ambos por 6 horas. Apos o periodo de
incubacédo, os macrofagos foram removidos da placa com um cell scraper (Jetbiofil®) e
150uL de PBS gelado e em seguida submetidos a centrifugacdo por 1 minuto a 14000
rpm. O pellet contendo o lisado de macrofagos foi diluido em 150uL de tampdo de lise
(Nacl 150 mmol/L; Tris 50mmol/L; EDTA;Na 5mmol/L; MgCl, 1 mmol/L) acrescido
de 0,3% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de coquetel de inibidor de cisteino, aspartico,
serino e metaloproteases (SigmaFast™, Sigma-Aldrich). As amostras foram entdo
submetidos ao um processo de resfriamento e agitacdo (em um vortex) por ciclos
repetitivos a cada 3 minutos durante 1 hora, a fim de extrair as proteinas do lisado
celular. Apds essa etapa, a amostra foi novamente centrifugada a 14000rpm por 20
minutos e o sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80°C para posterior analise. No
dia do experimento, a amostra foi descongelada e a quantidade de proteina foi
mensurada pelo método de Lowry e colaboradores (Lowry et al., 1951). Apds a
dosagem proteica, as amostras foram diluidas em tampao de amostra da amostra (0.25M
tris HCI, pH=6.8, 3% Glicerol, 1% SDS, 0.6% B-mercaptoetanol, 0.25% Azul de
Bromofenol) e fervidas a 100°C por 5 minutos. No passo seguinte, 60ug de proteina de
cada amostra foi aplicado em gel de separacdo de poliacrilamida (SDS-PAGE, Sigma-
Aldrich) a 10% e imersa em tamp&o de corrida (0.025M Tris HCI, Glicina 0.192M e
SDS 0,1%; pH=8.5). A separacdo das bandas proteicas no gel de poliacrilamida
perdurou por 90 minutos, aplicando-se 100V no equipamento. Em seguida, as bandas
proteicas separadas presentes no gel foram transferidas para uma membrana de

nitrocelulose com poro de 0,45um (Millipore, USA) em tampdo de transferéncia

35



[0.025M Tris HCI, 0.192M Glicina, SDS 0,1%, metanol 20% (v/v); pH=8.3] e durante

100 minutos, com voltagem de 100V.

Ap0s essa etapa, a membrana foi mergulhada em solucéo de Ponceau 0,3% para
avaliacdo da qualidade da transferéncia e visualizacdo das bandas de proteinas. Em
seguida, a membrana foi lavada com agua destilada por 5 minutos e imersa em solugéo
de bloqueio (3% de albumina e 0,1% de Tween-20, em TBS). Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada com os anticorpos primarios especificos, diluido em solucgéo de
bloqueio, por 16 horas e a 4°C. Os anticorpos utilizados nessa etapa foram o anti-PAR2
(1:1000; monoclonal produzido em coelho; Abcam), anti-TLR4 (1:1000; monoclonal
produzido em camundongo; Santa Cruz Biotechnology), anti-iNOS (1:1000;
monocronal produzido em camundongo; Santa Cruz Biotechnology), Anti-NF-xB p65
(1:1000; monoclonal produzido em coelho; Abcam), anti-p38 MAPK (1:1000;
monocronal produzido em coelho; Santa Cruz Biotechnology), anti-p-p38 MAPK
(fosforilada) (1:1000; monoclonal produzido em camundongo; Santa Cruz
Biotechnology), anti-p-actina (1:1000; monoclonal produzido em camundongo; Santa
Cruz Biotechnology). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0,3% de
Tween 20 (TBS-T) por trés vezes, durante 5 minutos cada.

A membrana foi entdo incubada por 2 horas na presenca do anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP) (1:1000, IgG-HRP; Sigma-Aldrich) diluido
em 1% de albumina em TBS-T. Transcorrido esse intervalo, a membrana foi novamente
lavada em TBS-T por 3 ciclos de 5 minutos cada. A revelacdo das bandas de proteinas
foi detectada por uma reagdo de quimioluminescéncia (Clarity™ Western ECL
Substrate — Biorad®) e a intensidade das mesmas foi avaliada por analise
densitométrica através do software ImageJ.

4,10 Avaliacdo de interacdo proteica entre TLR4 e PAR2 por
Coimunoprecipitacdo

O PAR2 é descrito na literatura como um receptor passivel de interagir com
proteinas de superficie celular, formando heterodimeros (Gieseler et al., 2015). A fim de
avaliamos uma possivel interacéo fisica entre o receptor TLR4 e PAR2, nos realizamos

um experimento de coimunoprecipitacdo utilizando beads magnéticas de Protein A/G
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(UltraLink® Resin, Thermofisher). Para isso, 6 x10° células/poco foram plaqueadas e
incubadas por 3 horas em 1mL de DMEM completo e 5% SFB numa placa de 6 pogos.
Apos a aderéncia celular, os pogos foram lavados com PBS e os macrofagos foram
estimulados ou ndo com LPS (100ng/mL), SLIGRL-NH, (30uM) ou ambos por 15
minutos. Em seguida as células foram lisadas com cell scraper (Jetbiofil®) e
homogeneizadas com tampéo de lise isento de Ditiotreitol e SDS. No tampé&o foi
adicionado o coquetel de inibidor de proteases (SigmaFast™) e o lisado de células foi
centrifugado a 14000 rpm por 20 minutos para obtencdo da fracdo proteica. Em seguida
a amostra de proteinas foi quantificada e uma aliquota de 200 ug de proteina foi
adicionada em um tubo de fundo céncavo contendo 5 pL de anticorpo anti-TLR4,
mantidos sobe agitagdo constante durante 16 horas e a 4°C.

As beads magnéticas de Protein A/G foram lavadas trés vezes com PBS
utilizando um suporte de tubos contendo um ima (rack magnético). Em seguida, 20 pL
das beads foram adicionadas ao complexo formado entre a proteina da amostra e o
anticorpo, sendo mantidos sobe agitacdo na geladeira por 16 horas. Transcorrido esse
intervalo, foi adicionado 100 pL do tampdo de imunoprecipitacdo (TRIS 25mM; Nacl
150 mM; pH 7,2) e a amostra foi colocado durante 1 minuto no rack magnético. Logo
depois, o sobrenadante foi descartado e 100 puL de tampé&o de eluigdo (Glicina 0,2M; pH
3,0) foi adicionado as beads com o objetivo de desligar a ligagdo do complexo proteina-
anticorpo. Os tubos foram homogeneizados e em seguida foi adicionado 15 pL de
tampdo de neutralizacdo (TRIS 1M; pH 9,0) em cada um. As amostras foram
novamente colocadas no rack magnético e ap6s um minuto o sobrenadante foi
aliquotado para aplicacdo em gel de policacrilamina a 10%. A separagdo das bandas de
interesse, a transferéncia em membrana de nitrocelulose, a marca¢do com anticorpos
especificos para PAR2 e a deteccdo foram realizados conforme a descri¢do pelo método
de Western Blotting mencionado anteriormente.

4.11 Imunolocalizacdo de iINOS, PAR2, TLR4, p65 NFkB, IkBa por
microscopia de fluorescéncia

7,5x10% células/poco foram plagueadas em uma placa de 24 pocos contendo
laminulas circulares de 13 mm. Essas células foram mantidas em meio de cultura
DMEM completo (500uL) suplementado com 5% SFB por 3 horas em estufa de cultivo
celular a 37°C e 5% de saturagdo de CO,. As células ndo aderentes foram removidas por
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lavagem da placa com PBS 3X. Apds trés horas, as células ndo aderentes foram
removidas pela lavagem da placa com PBS. Em seguida as células foram tratadas com
LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH, (30 pM) ou ambos por 6 horas. Transcorrido o tempo
de estimulo, as laminulas foram lavadas com PBS e em seguida foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 10 minutos, repetindo a lavagem com PBS (3 vezes de 5
minutos cada). Depois as células foram permeabilizadas com 0,1% de Triton x-100 por
15 minutos e apo6s a lavagem, bloqueadas com solucéo de PBS-Tween (Albumina sérica
bovina 5% + 0,05% Tween em PBS) por 1 hora.

Transcorrido o tempo, as células foram incubadas em temperatura ambiente com
0s anticorpos primarios durante 4 horas ou overnight a 4°C com 0s anticorpos primarios
especificos: anti-TLR4 (monoclonal produzido em camundongo, Santa Cruz
Biotechnology), anti-PAR2 (monoclonal produzido em coelho, Abcam), anti-lkBa
(policlonal produzido em coelho, Santa Cruz), anti-NF-kB p65 (monoclonal produzido
em coelho; Abcam) todos diluidos na proporcdo de 1:200 em PBS-Tween durante 1
hora. As laminulas foram novamente lavadas trés vezes por 5 minutos cada e incubadas
por 3 horas, protegido da luz, com os anticorpos secundarios conjugados com fluoréforo
(anti-rabbit IgG, 488nm e anti-mouse IgG, 647nm) ambos 1:400 diluido em PBS-
Tween.

Na proxima etapa, as laminulas foram novamente lavadas por trés vezes de 5
minutos cada e entdo imersas utilizando meio de montagem com DAPI (Sigma-Aldrich)
em laminas retangulares, sendo as extremidades seladas com base de esmalte. As
imagens foram analisadas em microscopio de Fluorescéncia com objetiva de 40x e
comprimento de onda na faixa de 488 ou 647nm. A intensidade de fluorescéncia emitida
foi analisada e corrigida com base no tamanho de cada célula, sendo definida pelo
campo claro e a marcacdo nuclear. Ao menos 100 células foram analisadas em cada

experimento, utilizado o software Image J (NIH; Bethesda, MD).

4.12 Analise da colocalizacdo de TLR4 e PAR2 por imunofluorescéncia

7,5x10% células/poco foram plagueadas em uma placa de 24 pocos contendo
laminulas circulares de 13 mm. Apés todas as etapas descritas anteriormente, 0s
macrofagos foram incubados com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) ou ambos
por 4 horas e a anélise da colocalizacdo de TLR4 e PAR2 foi avaliada conforme o item
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sobre imunofluorescéncia mencionado acima. As imagens foram obtidas em

microscopio confocal Leica TCS SPC5 11 com objetiva de aumento de 63x.

As imagens foram analisadas no software Image J com o plugin COLOC2, uma
modificacdo do JACOP do software FIJI. A colocalizagdo foi mensurada por meio do
coeficiente de correlagdo de Manders (MCC) cuja afericdo oferece uma melhor
colocalizagdo, devido a sua independéncia da proporcao entre os dois sinais das duas
marcacgdes. O MCC ainda tem a vantagem sobre o Coeficiente de correlacdo de Pearson
de prover as 2 fragcdes: O MCC1: A fracao do sinal de ‘A’ que sobrepde com o sinal ‘B’

e 0 MCC2: A fracdo do sinal de ‘B’ que soprepde com o sinal ‘A’.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média e
comparados com os resultados dos seus respectivos controles. Com o auxilio do
software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA) foram realizadas a analise dos resultados
por One Way ANOVA, seguida pelo pos teste Bonferroni ou Tukey, adotando como

significancia estatistica os valores com p < 0,05.
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5. Resultados

5.1 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a fagocitose
de particulas de zimosano induzida por LPS em macrofagos
peritoneais murinos

As acdes pro-inflamatdrias das serino proteases secretadas num contexto
infeccioso ou inflamatorio ja foi relatado na literatura (Shpacovitch et al., 2008). No
entanto, o papel da ativagdo de PAR2 sobre as funcdes efetoras dos macrofagos,
incluindo a fagocitose, ainda néo foi investigada. Assim, inicialmente, nds avaliamos a
participacdo de PAR2 na fagocitose dos macrofagos peritoneais. Como ja € bem
descrito na literatura, o LPS € capaz de aumentar significativamente a atividade
fagocitica dos macrdfagos peritoneais (Sigola et al., 2016). Aqui nds observamos que a
incubacdo dos macrofagos peritoneais com LPS (100 ng/mL) aumentou a fagocitose,
sendo que esse efeito foi potencializado na presenca do agonista sintético seletivo para
PAR2 (SLIGRL-NH;, 30 uM) (Figura 1A). Corroborando esses resultados, nds também
observamos que a coincubacdo dos macrofagos peritoneais com LPS (100 ng/mL) e
SLIGRL-NH; (30 uM) aumentou o nimero de particulas de zimosano fagocitadas por
célula quando comparado com a incubacdo de cada estimulo individualmente (Figura
1B). Uma imagem representativa dos macréfagos sob os respectivos estimulos é
apresentada na Figura 1C. Esses resultados demonstram pela primeira vez o

envolvimento de PAR2 no fenémeno fagocitico induzido por LPS nos macro6fagos.

5.2 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a producéo de
NO e a expressdao de iINOS induzida por LPS em macrdéfagos
peritoneais murinos

Em nossos resultados, n6s demonstramos que a producdo de Oxido nitrico
aumenta sinergicamente quando os macréfagos sdo coincubados, durante 24 horas, com
LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH, (30 uM) em comparacgdo as células incubadas com
cada estimulo isoladamente (Figura 2A). Além disso, a coincubagéo por 24 horas com
os estimulos citados acima foi capaz de aumentar a expressao proteica da enzima iNOS
nos macrdfagos quando comparado com os demais estimulos isoladamente (Figura 2B).
A avaliacdo da expressdo de iNOS foi demonstrado também por meio da analise da

imunomarcacdo em microscopia de fluorescéncia (Figura 2C). Como podemos
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observar, a coincubacdo com LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH; (30 uM) foi capaz de
aumentar a expressdo dessa enzima ap0s 24 horas sob 0s respectivos estimulos. A
Figura 2D ¢é representativa do aumento da expressao da iNOS nos macrofagos sob os

diferentes estimulos.
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Figura 1. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) modula a fagocitose de particulas de zimosano induzida por
LPS em macro6fagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (5 x 10* células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos 1 hora antes da adicdo de zimosano conjugado com FITC (10 particulas por
macréfago, verde), e o indice de fagocitose (IF, A), calculado como o produto da média do nimero de particulas fagocitadas
pela porcentagem de células fagociticas/100, e a porcentagem de células que fagocitaram, avaliados 1 hora ap6s a incubagdo
com DMEM, SLIGRL-NH, ou LPS (B). Os macrofagos foram fixados em paraformaldeido e incubados com faloidina
conjugada com TRITC (1:200, para marcagdo de actina, em vermelho) e com DAPI (1pg/mL, para marcacdo dos nicleos em
azul) e as imagens da fagocitose analisadas em microscépio de fluorescéncia. Em C, uma imagem representativa da
fagocitose captada por imunofluorescéncia. Os resultados sao expressos como a média * erro padrdo da média de 4 pogos por
grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens as escalas representam 10pm.
*P<0.05 and **P<0.01.
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Figura 2. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH2) aumenta a producéo de NO e expressdo de iNOS induzida por
LPS em macrofagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/pogo) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 24 horas, e entdo avaliou-se a producéo de dxido nitrico (NO) no sobrenadante das
culturas pela reacdo de Griess em ensaio colorimétrico (A), e a expressdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
por western blotting a partir do lisado celular, sendo os resultados normalizados pela expressdo de B-actina (B), e através de
imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-iNOS (1:100, verde) e DAPI (1pg/mL, azul) (C, D). A fluorescéncia foi
corrigida pelo tamanho de cada célula e a0 menos 5 campos de cada lamina foram fotografados para analise posterior. Os
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pocos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes
e indenendentes exnerimentos. Nas imaaens as escalas renresentam 10um. *P<0.05 e ***P<0.001.
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5.3 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a producéo de
EROs induzida por LPS em macro6fagos peritoneais murinos

Outras moléculas produzidas por macréfagos ativados sdo as espécies reativas
de oxigénio que possuem elevado potencial de causar dano a moléculas presentes em
patdgenos invasores. Aqui nos avaliamos a producédo total de EROs, 24 horas apds 0s
estimulos com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) ou ambos. A coincubacdo com
LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH; (30 uM) foi capaz de aumentar a producdo de EROs
apos 24 horas na presenca dos estimulos (Figura 3A). A producdo total de EROs
também foi avaliada por imunomarcacdo com DHE, molécula que reage com EROs e
produz fluorescéncia detectada em microscopia confocal. Nossos resultados
demonstram que nos macrofagos coincubados com LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH;
(30 uM), a imunomarcacdo com DHE apds 24 horas de estimulo é maior quando
comparado aos demais grupos (Figura 3B). Uma imagem representativa da marcacéo

com DHE sob os respectivos estimulos € demonstrada na Figura 3C.

5.4 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a producéo de
citocinas pro-inflamatorias induzida por LPS em macréfagos
peritoneais murinos

Macrdfagos secretam uma variedade de moléculas bioativas quando estimulados
por produtos microbianos. As citocinas sdo proteinas com amplas fung¢fes no repertorio
da resposta imune dos macréfagos. Na avaliacdo do perfil de citocinas, nossos
resultados demonstram que a coincubacdo dos macréfagos peritoneais com LPS (100
ng/mL) e SLIGRL-NH, (30 uM) aumentou de maneira sinérgica a producdo de TNF
(figura 4A), IL-6 (figura 4B), IL-1p (figura 4C) e MCP-1 (figura 4D). No entanto, ndo
interferiu na producdo de IL-10 (figura 4E).

5.5 Avaliacdo da viabilidade celular dos macréfagos peritoneais apos
estimulo com LPS, SLIGRL-NH, ou ambos

Com o objetivo de avaliarmos se a incubacdo dos macréfagos com o agonista de
PAR2 e/ou LPS nas concentracfes testadas poderiam causar danos diretos e morte
celular, nés avaliamos a viabilidade dos macrofagos frente a tais estimulos. Os
macrofagos foram incubados com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) ou ambos

estimulos por 24 horas. Em nenhum grupo experimental, as concentrac@es utilizadas
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foram capazes de alterar significativamente a viabilidade celular quando comparado ao

controle sem estimulo (figura 5).
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Figura 3. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) potencializa a producao de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
em macréfagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 24 horas, seguido da incubagdo com DCFH-DA (10uM) por 4 horas. Diacetato
diclorofluoresceina (DCF) foi utilizado como marcador direto da produgdo de EROs e mensurado como unidades arbitrarias
(A). Para a imunofluorescéncia, os macrdfagos foram fixados em paraformaldeido a 4% e procedeu-se com a marcagédo de
dihidroetidio (1:200, vermelho), um marcador da producédo de EROs total e do niicleo com DAPI (1pg/mL,azul)emBe C. A
fluorescéncia foi corrigida pelo tamanho de cada célula e a0 menos 5 campos de cada lamina foram fotografados para analise
posterior. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pogos por grupo e sdo representativos de
3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens as escalas representam 10um. *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.001.
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Figura 4. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) potencializa a producdo de citocinas prd-inflamatorias em
macrdéfagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas. Ap0s os tratamentos, os sobrenadantes da cultura celular foram
analisados para a producéo de IL-1B (A), IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-10 (D) por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pogos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes
e independentes experimentos. *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.001.
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Figura 5. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) néo interfere na viabilidade celular em macroéfagos peritoneais
murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 24 horas, e entdo foi avaliada a viabilidade celular. As células foram incubadas
com MTT (5uM) e ap6s 4 horas, os cristais insolGveis (produto da metabolizacdo de células vidveis) foram solubilizados em
DMSO e a realizou-se a leitura da absorbancia em 570 nm no espectofotdmetro. Os resultados foram expressos como a
média + erro padrdo da média de 4 pogos por grupo e sao representativos de 3 diferentes e independentes experimentos.

5.6 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) ou LPS aumenta a
expressao de PAR2 e TLR4 em macrodfagos peritoneais murinos.

A densidade de receptores na superficie celular nos diz muito sobre a dindamica e
influéncia de determinado estimulo sobre uma funcdo bioldgica, caracterizando muitas
vezes uma possivel associacao entre eles na célula. Aqui nés incubamos os macréfagos
peritoneais em presenca do LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) ou ambos o0s
estimulos por 6 horas, e, em seguida avaliamos a expressdo dos receptores de PAR2 e
TLR4 nos macrdfagos por western Blotting e imunofluorescéncia. Nossos resultados
demonstraram que a incubag&o com SLIGRL-NH, foi capaz de aumentar a expressao de
PAR2 (figura 6A e figura 7A), como também da expressdo de TLR4 (figura 6B e 7C).
Da mesma maneira, o estimulo com LPS aumentou a expressdo de PAR2 (figura 6A e
7A) e TLR4 (figura 6B e 7C). No entanto, a coincubagéo ndo foi capaz de aumentar a
expressdo desses receptores em comparacao aos estimulos sozinhos (figuras 6A, 6B,7A
e 7C). Uma imagem representativa da expressdo de PAR2 e TLR4 na presenca dos

respectivos estimulos é demonstrada, respectivamente, na figura 7B e figura 7D.
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Figura 6. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a expressdo de PAR2 e TLR4 em macro6fagos
peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-
NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas, e entdo foi avaliada a expressdo de PAR2 (A) e TLR4 (B) por Western Blotting, e
0s resultados normalizados pela expressdo de B-actina. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
de 4 pogos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.001.
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Figura 7. Imunomarcacéo de PAR2 e TLR4 em macréfagos peritoneais murinos estimulados com peptideo agonista
de PAR2 (SLIGRL-NH,).

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL), SLIGRL-
NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas, e entdo foi avaliada a expressdo de PAR2 (A,B) e TLR4 (C,D) por
imunofluorescéncia. A fluorescéncia foi corrigida pelo tamanho de cada célula e a0 menos 5 campos de cada lamina foram
fotografados para analise posterior. Para a imunofluorescéncia, os macréfagos foram fixados em paraformaldeido a 4% e
entdo os macrdfagos foram incubados com anticorpo anti-PAR2 (verde) e anti-TLR4 (vermelho) e do ntcleo com DAPI
1ug/mL (azul). Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pocos por grupo e sdo
representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens as escalas representam 10um. *P<0.05 e
***p<0.001.
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5.7 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH;) ou LPS aumenta a
interacdo fisica entre PAR2 e TLR4 em macréfagos peritoneais
murinos.

Na literatura é descrito a interacdo fisica dos PARS com outros receptores,
formando homo ou heterodimeros. As consequéncias funcionais dessas interagdes ndo
estdo muito bem esclarecidas, no entanto, parecem direcionar os receptores envolvidos
para um sinergismo de acGes. Em nosso estudo, nos investigamos se 0s receptores de
PAR2 e TLR4 poderiam interagir fisicamente, corroborando a cooperagdo existente
entre esses receptores nas respostas efetoras dos macréfagos. Nos verificamos que a
incubacdo na presenca de LPS (100 ng/mL) ou SLIGRL-NH; (30 uM) por 30 minutos
promoveu um aumento da colocalizagdo desses receptores na membrana celular dos
macrdfagos, obtida por meio da analise de correlagdo de Manders (Figura 8A). A
evidéncia para uma possivel colocalizacdo se deve ao aumento da marcacdo em
amarelo, resultado da sobreposicdo das marcacbes fluorescentes de PAR2 (FITC) e
TLR4 (TRITC) como observado na Figura 8B. Para corroborar que PAR2 e TLR4 estéo
interagindo fisicamente, realizou-se 0 ensaio de coimunoprecipitacdo e foi observado
que os estimulos com LPS (100 ng/mL) ou SLIGRL-NH; (30 uM) por 30 minutos
promoveu um aumento da interacdo fisica entre eles (Figura 8C). Além disso, o nivel de
interacdo foi aumentado na presenca de ambos os estimulos quando comparado aos

grupos estimulados com apenas um deles (Figura 8C).
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Figura 8. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a colocalizagéo e imunoprecipitacdo de PAR2 e TLR4
em macréfagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (1 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 30 minutos, e entdo foi avaliada a colocalizacdo de PAR2 e TLR4 por
imunofluorescéncia (A). O resultado foi expresso como a media + EPM do coeficiente de correlacdo de Manders (M2) de 4
experimentos independentes que representa a proporcdo de sinal da marcagdo verde (Alexa Fluor-488, anti-PAR2) que
colocaliza com a marcacdo vermelha (Alexa Fluor-633, anti-TLR4) em macrofagos peritoneais murinos independente da
intensidade de marcagéo. Costes ‘p-value'= 1.00. Os macréfagos foram fixados em paraformaldeido a 4% e procedeu-se com
a marcagdo de PAR2 (verde) ou marcacdo de TLR4 (vermelho) e do nlcleo com DAPI 1ug/mL (azul). A fluorescéncia foi
corrigida pelo tamanho de cada célula e ao menos 5 campos de cada lamina foram fotografados para analise posterior. A
confirmac&o da colocalizacdo de PAR2 e TLR4 foi realizada por imunoprecipitacdo de TLR4, sequida de Western Blotting e
marcacdo das respectivas bandas (B e C). Os resultados foram normalizados pelos niveis de proteina do controle (DMEM) e
foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pocos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e
independentes experimentos. Nas imagens as escalas representam 5um. *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.001.
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5.8 A expressdo aumentada de PAR2 e TLR4 em macrofagos
peritoneais murinos induzido pelo peptideo agonista de PAR2
(SLIGRL-NH,) ou LPS é dependente da inibi¢do da sintese proteica
e/ou transcricdo génica.

O aumento da expressdo de PAR2 e TLR4, observado com os macrofagos
peritoneais em presenca do LPS (100 ng/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) ou ambos o0s
estimulos, poderia ser dependente da sintese de novos receptores ou da transcri¢do
génica. Desta forma, para investigar um possivel mecanismo de acdo envolvendo a
sintese de novo ou a transcrigdo génica, Os macréfagos foram incubados previamente
por quatro horas com ciclohexemida, um inibidor da sintese proteica, ou actinomicida
D, um inibidor da transcri¢cdo génica. NOs observamos que o aumento da expressdo de
PAR?2 induzido por SLIGRL-NH; parece ser dependente da sintese de novos receptores
e também da inducdo da transcricdo génica (Figura 9A). De maneira semelhante, o
aumento da expressdo de PAR2 induzido por LPS é dependente também da sintese
proteica e envolve a transcricdo génica (Figura 9A). De forma semelhante, ao que
ocorre com a incubacdo apenas com SLIGRL-NH,, na presenca de ambos os estimulos,
0 aumento da expressdo de PAR2 parece ser dependente tanto da sintese de novos
receptores, quando da transcricdo génica (Figura 9A). Uma imagem representativa da
expressao de PAR2 na presenca desses inibidores e dos respectivos estimulos é ilustrada

na Figura 9B.
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Figura 9. A inibicdo da sintese proteica ou transcri¢do de mRNA reduz o aumento da expressdo de PAR2 induzida
por agonista de PAR2 (SLIGRL-NH2) em macrdéfagos peritoneais murinos.

LPS + SLI

Macréfagos peritoneais murinos (1 x 10° células/pogo) foram pré-incubados com o DMEM (controle, CT), actinomicina D
(ACD, 5ug/mL) ou ciclohexemida (CHM, 20ug/mL) por 4 horas e entdo incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas, e entdo a expressao de PAR2 foi por avaliada por imunofluorescéncia. Os
macrdfagos foram fixados em paraformaldeido a 4% e, em seguida, realizou-se a imunomarcagdo de PAR2 (anticorpo anti-
PAR2, verde) e do nicleo com DAPI 1ug/mL (azul). A fluorescéncia foi corrigida pelo tamanho de cada célula e ao menos 5
campos de cada lamina foram fotografados para analise posterior. Os resultados foram expressos como a média + erro padrao
da média de 4 pocgos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens as escalas
representam 10pm. *P<0.01 e **P<0.001, comparado ao controle DMEM; “P<0.001 comparado ao controle do respectivo
tratamento.
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5.9 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) aumenta a expressao de
p65 NFKkB induzida por LPS em macrdéfagos peritoneais murinos.

Com a demonstragdo da cooperatividade entre PAR2 e TLR4 nas diversas
fungdes efetoras dos macrofagos, nds buscamos investigar os possiveis mecanismos
intracelulares envolvidos nessa interacdo. O fator de transcricdo NFKB, é uma proteina
expressa nos macrofagos e sua importancia na transcricdo de indmeros genes
inflamatorios esta muito bem descrita na literatura. Dessa maneira, ndés demonstramos
que a coincubagdo na presenca de LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH, (30puM) por 6
horas foi capaz de aumentar sinergicamente a expressdo da subunidade p65 do NFkB
(Figura 10 A). Esse resultado foi confirmado também pelo ensaio de
imunofluorescéncia, cuja intensidade da marcacdo nuclear da subunidade p65 do NFkB
€ maior no grupo que foi tratado com ambos os estimulos (Figura 10 B). Um imagem
representativa do aumento da intensidade da fluorescéncia nuclear, como consequéncia
da translocacdo da subunidade p65 do NFkB, é ilustrada na figura 10 C. Para corroborar
a importancia dessa via de sinalizacdo na resposta inflamatdria dos macréfagos
mediadas pelo LPS e SLIGRL-NH; nés avaliamos também a expressdo de IkB-o, um
inibidor do complexo NFKB que é degradado, permitindo a translocacdo da subunidade
p65 para o nucleo. N6s observamos por imunofluorescéncia, uma reducéo da expressao
do IkB-a em todos os grupos experimentais quando comparado ao grupo DMEM
(Figura 11A). Além disso, a coincubacdo na presenca de LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-
NH, (30uM) por 6 horas foi capaz de reduzir, de maneira significativa, a expressdo de
IkB-a em comparacdo aos estimulos individuais (Figura 11A). Uma imagem
representativa da expressao de IkB-a sob os diferentes estimulos ¢ ilustrada na figura
11B.
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Figura 10. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH2) potencializa a expressdo do fator de transcricdo NFkB
induzida por LPS em macrdfagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (6 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas e entdo foi avaliada a expressdo do fator de transcricdo NF-kB por western
blotting (A) e a sua translocacdo para o nucleo celular por imunofluorescéncia em (B,C). Os resultados da expressdo de NF-
kB (anti-NF-kB,1:500) foram normalizados pela expressdo de p-actina (anti-B-actina, 1.1000). Para a imunofluorescéncia, 4
x 10° células/pogo foram fixados em paraformaldeido a 4% e em seguida, 0 NFKB foi marcado (1:100, verde) e o ndcleo com
DAPI (1pg/mL,azul). A fluorescéncia foi corrigida pelo tamanho de cada célula e ao menos 5 campos de cada lamina foram
fotografados para andlise posterior. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 4 pogos por
grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens as escalas representam 10um.
*P<0.05 e **P<0.01
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Figura 11. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) potencializa a degradacio do inibidor do NFkB (IkBa)
induzida por LPS em macro6fagos peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas e entdo foi avaliada a expressdo do inibidor da translocagdo do NFk-B
(IxkBa) por imunofluorescéncia em (A,B). Os macrdfagos foram fixados em paraformaldeido a 4% e em seguida foi marcado
o IxBa (1:100, verde) e o ntcleo com DAPI (1pg/mL, azul). A fluorescéncia foi corrigida pelo tamanho de cada célula e ao
menos 5 campos de cada lamina foram fotografados para analise posterior. Os resultados foram expressos como a média +
erro padrdo da média de 4 pogos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. Nas imagens
as escalas representam 10pum. ***P<0.001.
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5.10 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,;) aumenta a
fosforilacdo de P38 Map quinase em macrdéfagos peritoneais murinos.

A via de sinalizacdo das MAP quinases esta relacionada a sintese de mediadores
pro-inflamatérios nos macréfagos, e a fosforilagdo da proteina p38 da via das MAP
quinases ocorre em consequéncia do aumento de calcio intracelular, culminando com a
ativacdo de quinases e fosforilacdo da p38. A fim de observar se essa via poderia estar
contribuindo para o sinergismo de acdo entre 0 TLR4 e PAR2, nds incubamos 0s
macréfagos com LPS (100ng/mL), SLIGRL-NH, (30uM) ou ambos por 6 horas.
Nossos resultados demonstraram que a ativacdo de PAR2 aumenta a fosforilacdo de p38
(Figura 12). No entanto, nos demais grupos analisados, ndo houve diferenca

significativa em comparagdo ao controle sem estimulo (Figura 12).
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Figura 12. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) promove a ativacdo de MAP quinase p38 em macro6fagos
peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (6 x 10° células/poco) foram pré-incubados ou ndo (DMEM) com LPS (100 ng/mL),
SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos por 6 horas e entdo foi avaliada a fosforilacdo do p38 da via das MAPginases por
western blotting. Os valores de p38 fosforilados foram normalizados pelos niveis de p38 total. Os resultados foram expressos
como a média + erro padrdo da média de 4 pocos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes
experimentos. **P<0.01.
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5.11 Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) prolonga o tempo de
liberacdo de calcio intracelular induzido por LPS em macréfagos
peritoneais murinos.

A ativacdo de PAR2 ou TLR4 provoca o aumento das concentracdes de célcio
intracelular que por sua vez ira ativar uma série de enzimas e vias de sinalizacdo a
jusante. Dessa forma nds investigamos se a potencializacdo das acdes de PAR2 sobre as
fungdes dos macrofagos induzidas por LPS poderiam ser mediadas, em parte, pela
liberacdo de célcio. Nés demonstramos que os macréfagos coincubados com LPS (100
ng/mL) e SLIGRL-NH, (30uM) apresentaram maior porcentagem de ceélulas
responsivas a liberacéo de calcio quando comparado com os estimulos isolados (Figura
13A). Além disso, a coincubacédo na presenca de LPS (100 ng/mL) e SLIGRL-NH; (30
HM) promoveu um aumento do tempo de liberacdo de célcio intracelular em
comparagdo aos demais tratamentos (Figura 13B). Em relacdo a amplitude de liberacédo
de célcio, a coincubacdo com LPS (100 ng /mL) e SLIGRL-NH; (30 puM) néo
apresentou diferenca significativa em relacdo aos macrofagos que foram incubados
somente com SLIGRL-NH, (30uM) (Figura 13C). Um gréfico representativo da
dindmica temporal e intensidade de liberacdo de calcio na presenca dos respectivos
estimulos € mostrado na Figura 13D. Uma imagem representativa da intensidade de
fluorescéncia emitida por uma célula que reflete a liberacdo de célcio pode ser
demonstrada na Figura 13E sob os respectivos estimulos.
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Figura 13. Peptideo agonista de PAR2 (SLIGRL-NH,) prolonga o tempo de liberacéo de célcio intracelular induzida
por LPS em macro6fagos peritoneais murinos.

Macré6fagos peritoneais murinos (1x10° células/pogo) foram pré-incubados com a sonda fluorescente de calcio citoplasmético
(Fluo-4N, 6uM) por 20 minutos, seguido da adi¢do ou ndo de LPS (100 ng/mL) ou SLIGRL-NH, (SLI, 30uM) ou ambos. Os
registros da liberagdo de célcio foram obtidos durante 500s, com inicio em 50s em microscépio confocal. A: porcentagem de
células responsivas; B: tempo de elevagdo do pico; C: amplitude da resposta de liberacdo; D: grafico representativo da
amplitude de liberacdo de calcio; E: Imagem representativa da intensidade de fluorescéncia da liberacdo de célcio. Os
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 3 pocos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes
e independentes experimentos. ***P<0.001.
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5.12 O blogueio da acdo de proteases extracelulares reduz a liberacao
de célcio intracelular induzido por LPS em macrofagos peritoneais
murinos.

No ambiente inflamatério, diversas moléculas bioativas estdo presentes, como
por exemplo, serinoproteases secretadas pelas células imunes ou oriundas de micro-
organismos invasores. Assim, nos investigamos o papel de proteases enddgenas
produzidas pelos macréfagos poderiam atuar sobre o receptor de PAR2 e amplificar o
sinal inflamatério induzido por LPS. N&s observamos que o bloqueio prévio com
coquetel inibidor de proteases 30 minutos antes do estimulo com LPS (100 ng/mL)
reduziu a porcentagem de células responsivas a liberacdo intracelular de calcio em
comparacao as células incubadas apenas com LPS (Figura 14A). No entanto, ndo houve
diferenca entre os dois grupos em relacdo ao tempo de subida, parametro que reflete o
tempo de liberacdo do célcio (Figura 14B). Ja a amplitude do sinal de célcio intracelular
foi reduzida nas células previamente incubadas com o inibidor de proteases antes do da
adicdo do LPS (Figura 14C). Um gréfico representativo da intensidade de liberacéo de
calcio na presenca dos respectivos estimulos € mostrado na Figura 14D. A Figura 14E
demonstra a intensidade de fluorescéncia emitida por uma célula sob 0s respectivos
estimulos, onde os macrofagos previamente incubados com o inibidor de proteases
exibem um nivel reduzido na liberacdo de célcio intracelular quando comparado as

células estimuladas apenas com LPS.
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Figura 14. Coquetel inibidor de proteases reduz a liberagdo de calcio induzida por LPS em macrofagos peritoneais
murinos.

Macré6fagos peritoneais murinos (1x10° células/pogo) foram pré-incubados com a sonda fluorescente de calcio citoplasmético
(Fluo-4N, 6uM) por 20 minutos, seguido da incubagdo com coquetel inibidor de protease (1uM) por 15minutos antes da
adicdo de LPS (100 ng/mL). Os registros da liberagdo de célcio foram obtidos durante 500s, com inicio em 50s, ap0s a
adicdo do LPS, em microscépio confocal. A: Porcentagem de células responsivas; B: tempo de elevagdo do pico; C:
amplitude da resposta de liberagdo; D: grafico representativo da amplitude de liberagdo de célcio; E: Imagem representativa
da intensidade de fluorescéncia da liberagdo de calcio. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
de 3 pogos por grupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos. *P<0.05 e ***P<(0.001.
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5.13 Fragmento peptidico gerado apos clivagem de PAR2 (SLIGRL-
NH,) ndo interfere na liberacdo de célcio intracelular induzido por
LPS em macréfagos peritoneais murinos.

O receptor de PAR2 é clivado por serinoproteases presentes no microambiente
inflamatdrio que geram um fragmento oriundo da por¢cdo N-terminal. Na literatura nao
ha relato se essa sequéncia peptidica gerada é capaz de se ligar e ativar o receptor de
TLR4. Dessa maneira, nos investigamos se 0s macréfagos incubados com a sequéncia
peptidica gerada apds clivagem do receptor de PAR2 poderiam desencadear a liberacdo
intracelular de célcio. NOs observamos que os macrofagos incubados com o fragmento
de PAR2 (30 uM) na presenca ou ndao de LPS (100 ng/mL) ndo apresentaram efeito
sobre a responsividade celular (Figura 15A), nem interferiu no tempo de subida (Figura
15B) e, tampouco, alterou a amplitude do sinal de célcio intracelular induzido por LPS
(Figura 15C). Um gréafico representativo da intensidade de liberacdo de calcio na
presenca do fragmento de PAR2, LPS ou ambos os estimulos sdo mostrado na Figura
15D. A intensidade de fluorescéncia emitida por uma célula representativa sob 0s
respectivos estimulos é demonstrada na Figura 15E.
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Figura 15. O peptideo fragmento de PAR2 néo interfere na liberagdo de célcio induzida por LPS em macrdfagos
peritoneais murinos.

Macréfagos peritoneais murinos (1x10° células/pogo) foram pré-incubados com a sonda fluorescente de calcio citoplasmético
(Fluo-4N, 6uM) por 20 minutos, seguido da adi¢do do peptideo gerado apds clivagem de PAR2 (FRAG, 30uM) ou LPS (100
ng/mL) ou ambos. Os registros da liberagdo de calcio foram obtidos durante 500s, com inicio em 50s, ap6s a adigdo dos
estimulos, em microscépio confocal. A: Porcentagem de células responsivas; B: tempo de elevacdo do pico; C: amplitude da
resposta de liberacéo; D: gréafico representativo da amplitude de liberacéo de célcio; E: Imagem representativa da intensidade
de fluorescéncia da liberagdo de célcio. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média de 3 pogos por
arupo e sdo representativos de 3 diferentes e independentes experimentos.
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6. Discussao

Os macrofagos séo células heterogéneas, distribuido de forma ampla nos tecidos
e caracterizado pela versatilidade de acdes fisiopatologicas. Um dos fendmenos mais
estudados dedica-se em investigar o papel dos macrofagos na resposta imune inata e
adaptativa com base no repertorio de ativacdo dessas células. Algumas fungdes como a
fagocitose, a producédo de especies reativas de oxigénio e mediadores inflamatorios tem
implicacbes ao desenvolvimento e progressdo de inUmeras patologias como céncer,
diabetes, aterosclerose e doencas cronicas. No contexto inflamatério, um dos
mediadores ainda pouco estudados e com acles diretas sobre os macréfagos sdo as
proteases, em especial, as serino proteases como triptase, tripsina, elastase, e catepsina
G. Essas moléculas sdo secretadas por células imunes ou patégenos invasores e tem sido
descritas como potenciais moléculas ativadoras de PARs no ambiente inflamatério.
Dessa maneira, 0s PARs funcionariam como sensores imunes capazes de amplificar as

respostas efetoras dos macrofagos frente a um estimulo infeccioso.

Um dos principais mecanismos desempenhados pelos macréfagos e que atuam
como primeira linha de defesa do organismo contra patégenos invasores é a fagocitose.
Nesse fendmeno, varios receptores sdo considerados fagociticos por promover o
englobamento e eliminacdo de particulas estranhas, debris celulares e células
apoptoticas pelos macrofagos. O TLR4, embora ndo seja classificado como um receptor
fagocitico, é capaz de aumentar a captura de particulas oriundas de patdégenos, como o
zimosano (Sigola et al.,, 2016). Assim, inimeras moléculas secretadas por
microorganismos sdo capazes de ativar a fagocitose atuando sobre determinados
receptores presentes na membrana dos macrofagos (Rosales & Uribe-Querol, 2016).
Neste trabalho nds demonstramos que a ativacdo de PAR2 potencializou a capacidade
fagocitica dos macrofagos induzida pelo LPS. O efeito do LPS sobre a captura de
particulas de zimosano nos macréfagos ja € bem descrita na literatura (Sigola et al.,
2016), na qual o TLR4 é capaz de ativar vias de sinalizacdo relacionadas ao rearranjo
dos filamentos de actina (Iwasaki & Medzhitov, 2015). N6s observamos também que a
média do numero de particulas fagocitadas pelos macrofagos foi aumentada quando
PAR2 e TLR4 foram coativados. Apesar de alguns trabalhos na literatura ja terem
descrito o papel de PAR2 no fendmeno fagocitico em queratinécitos (Sharlow et al.,

2000), na depuragdo de bactérias como P. aeruginosa por macrofagos e neutrofilos
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(Moraes et al.,, 2007) e na fagocitose de S.aureus por macréfagos humanos
(Shpacovitch et al., 2011), este trabalho descreve pela primeira vez a cooperagdo de
PAR2 na fagocitose induzida por LPS em macrofagos. A fagocitose é um mecanismo
bioldgico marcado pelo rearranjo dos filamentos de actina e miosina do citoesqueleto
celular permitindo o englobamento, internalizacdo e depuracdo da particula estranha ou
microorganismo invasor. Uma das hip6teses que sustentam nosso resultado é o fato de
PAR2 ser um receptor metabotrépico acoplado a proteina Gizn3 que desencadeia a
ativacdo das Rho GTPases, via de sinalizacdo envolvida no fendmeno fagocitico
(Rothmeier & Ruf, 2011). Além disso, proteases secretadas ou geradas em resposta a
um dano tecidual, infeccdo ou condic¢do inflamatéria podem atuar sobre a atividade
fagocitica dos macrofagos tendo como alvo o PAR2 (Macfarlane, 2001).

A ativacdo dos macréfagos por produtos microbianos como o LPS desencadeia
a sintese e secrecdo de diversos mediadores com funcBes antimicrobianas e pro-
inflamatdrias. O oOxido nitrico € um desses mediadores que é produzido pelos
macrofagos e atua como substrato na geracdo de peroxinitrito, uma espécie reativa de
oxigénio com potente atividade citotdxica e citostatica. O mecanismo antimicrobiano
ocorre por meio de reacdes de nitracdo em proteinas estruturais vitais a sobrevivéncia e
replicacdo dos patdgenos no hospedeiro (Bogdan, 2009; Forman & Torres, 2001). Neste
trabalho demonstramos que a producdo de éxido nitrico induzida por LPS é aumentada
na presenca do peptideo agonista de PAR2. Isso sugere que proteases presentes no
microambiente inflamat6rio poderiam potencializar a producdo de NO induzido por
LPS. De fato, a capacidade de proteases exdgenas de modular a funcdo de PAR2, como
a trombina, ja foi descrita (Mihara et al., 2016). Dados demonstram que a trombina
aumenta a expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em macrofagos
alveolares (Lin et al., 2011). Para corroborar esse resultado, nos demonstramos que a
expressao da iNOS que é responsavel pela producdo de o6xido nitrico foi aumentada
quando os macrofagos sdo coincubados com LPS e agonista de PAR2. Esses dados
foram confirmados por Rallabhandi e colaboradores, demonstrando que parte do efeito
induzido pelo LPS sobre a producdo de NO e a expressdo de iNOS em macrofagos, é
dependente da ativacdo de PAR2 (Rallabhandi et al., 2008). Dessa maneira, PAR2 e

TLR4 parecem interagir de modo a potencializar a producéo de NO nos macrofagos.

Micro-organismos e componentes bacterianos como o LPS estimulam também a

sintese de uma variedade de intermediarios do metabolismo oxidativo como o ion
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superdxido, o peroxinitrito e o peréxido de hidrogénio (Radi et al., 2018). Essas
moléculas apresentam alta capacidade de causar dano direto a componentes estruturais
presentes em patdgenos, inviabilizando a sua replicacdo e sobrevivéncia no hospedeiro
(Ferrer-Sueta et al., 2018). Em uma situacdo onde ocorre injuria tecidual, inflamacéo e
infeccdo, proteases atuando sobre PAR2 produzem espécies reativas de oxigénio, como
por exemplo, em células endoteliais e em epiteliais bronquiais humanas (Banfi, et al.,
2008, Kim et al., 2019). Neste trabalho demonstramos que a ativacdo de PAR2 aumenta
a producdo total de espécies reativas de oxigénio induzida por LPS, confirmando a
existéncia de uma cooperatividade entre PAR2 e TLR4 na ativacdo da maquinaria

oxidativa dos macrofagos.

Os macrdfagos ativados secretam moléculas proteicas bioativas com amplas
acOes na resposta imune inata, denominadas de citocinas. O LPS é um forte indutor da
producdo de citocinas pré-inflamatérias nos macréfagos, contribuindo, assim, para a
ampliacdo das respostas efetoras e antimicrobianas (Rossol et al., 2011), assim como
produtos microbianos, proteases presentes no microambiente inflamatorio também
podem atuar sobre PAR2 e desencadear a liberacdo de citocinas. Por exemplo, em
células epiteliais bronquiais, o bloqueio de PAR2 foi capaz de reduzir a producéo de IL-
8 e IL-6 (Bailo et al., 2020). Em outro estudo, Nhu e colaboradores demonstraram que
em células mucosas epiteliais humanas a ativacdo de PAR2 promove um aumento da
expressdo de citocinas como IL-6, MCP-1, TNF, IL-8 (Nhu et al., 2010). J& em uma
linhagem de macrofagos imortalizadas como a Raw 264.7, a incubacdo com o fator de
coagulagdo Xa, um ativador de PAR2, aumentou a producéo de IL-6, IL-8, TNF e INF-y
(Zuo et al., 2015). Esses dados foram corroborados por Chen e colaboradores, onde a
ativacdo de PAR2 em macréfagos Raw 264.7 ou derivados da medula 6ssea promoveu
um aumento da expressdo génica de citocinas inflamatoérias como IL-1p, IL-6, MCP-1 e
TNF (Chen et al., 2018). Neste trabalho demonstramos que a ativacdo de PAR2 nos
macrofagos peritoneais potencializou a producdo das citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B, IL-6, TNF e MCP-1 induzidas por LPS, embora ndo tenha interferido na
producdo da IL-10. A IL-1B tem ag¢des predominantes sobre a ativagdao de células
imuno-competentes como macrdéfagos e neutréfilos, entre outras células, levando a
amplificagdo da producdo de outros mediadores na dindmica inflamatéria (Dinarello,
2018). Rallabhandi e colaboradores demonstraram que em macrofagos nocautes para
TLR4, a ativacdo de PAR2 promoveu uma menor expressdo génica de IL-1,
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confirmando que esses receptores interagem de alguma forma para potencializar a
resposta inflamatdria (Rallabhandi et al., 2008). JA& TNF e IL-6 sdo secretadas pelos
macrofagos e suas agdes predominantes sdo: ativar as células imunes, aumentar a
migracdo celular, expressao de fatores de adesdo e producdo de outros mediadores
inflamatdrios (Parameswaran & Patial, 2010; Yao et al.,2014). A MCP-1 é outra
citocina essencial na dindmica inflamatoria por promove o recrutamento de neutrofilos
para o sitio infeccioso (Bianconi et al.,2018). Dessa maneira, nés demonstramos a
participacdo de PAR2 como um receptor envolvido diretamente nas respostas efetoras
dos macrofagos induzidas pelo LPS, sugerindo que ha, de fato, uma cooperatividade
entre PAR2 e TLR4 na ativacdo de vias de sinalizacdo pro-inflamatorias. Estes
resultados do papel de PAR2-TRL4 na amplificacdo da resposta inflamatoria por
macrofagos foram validados por meio do ensaio de viabilidade celular. Avaliando o
potencial citotoxico dos estimulos utilizados, nds observamos que a incubacdo dos
macréfagos com LPS e ou com o agonista de PAR2 ndo interferiu na viabilidade
celular, confirmando que os efeitos observados ndo estdo relacionados a mecanismos

apoptoticos nos macréfagos.

Uma vez confirmado a participacdo de PAR2 e TLR4 no repertdrio de acao dos
macrofagos, o proximo passo foi investigar o perfil de expressdo de PAR2 e TLR4
nessas células. Nés demonstramos que a ativacdo de PAR2 aumentou a sua expressao
nos macrofagos peritoneais. Além disso, neste trabalho constatamos que as células
incubadas com LPS também apresentaram uma maior expressdo de PAR2. Na literatura,
héa relatos da ativacdo de PAR2 aumentando a expressdo do proprio receptor em células
mononucleares (Steven et al., 2013; Matos et al., 2013),e recentemente, 0 n0SSO grupo
de pesquisa demonstrou que a instilacdo intranasal de LPS é capaz de aumentar a
expressdo de PAR2 em pulmdes de camundongos (Almeida et al., 2020). Em outros
trabalhos, Zhou e colaboradores demonstraram que o estimulo com LPS aumentou a
expressao de PAR2 em células monociticas (Zhou et al., 2011), o que também foi
observado em células endoteliais (Chao et al., 2017). Por outro lado, em nossos
resultados, os macrofagos estimulados com agonista de PAR2 ou LPS foram capazes de
aumentar a expressao de TLR4. Em estudos recentes, a incubag¢do com LPS foi capaz de
aumentar a expressao de TLR4 em linhagens de mondcitos humanos (THP-1) ou em
macrofagos murinos Raw 264.7 (Wan et al., 2017, Fang et al., 2017), confirmando a
importancia do PAR2 e TLR4 na funcdo do macréfago. E possivel que a incapacidade
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da coincubacdo com LPS e agonista de PAR2 em aumentar a expressdo de TLR4 e
PAR2 deva-se ao estado de ativacdo dos macrdéfagos utilizados em nosso estudo, uma
vez que eles ja se apresentam primados pelo tioglicolato, ou mesmo deva-se a
necessidade no ajuste das concentra¢Ges dos ligantes envolvidos. De qualquer forma,
mais estudos sdo necessarios para estabelecer uma correlacdo entre a ativacdo de PAR2

e LPS quanto a expressdo tanto de PAR2 como de TLRA4.

Como descrito por alguns autores, os PARs tém como caracteristica molecular,
apos ativacdo, de formar homo ou heterodimeros na superficie celular (Lin et al., 2013;
Gieseler et al., 2013). Dessa maneira nos investigamos se PAR2 e TLR4 poderiam
interagir fisicamente, 0 que poderia corroborar a hipotese de cooperacdo entre estes
receptores na resposta inflamatoria promovida pelos macrofagos. Alguns trabalhos ja
descreveram que a ativacdo de PAR2 promove uma maior interacdo fisica desse
receptor com 0 TLR4 em aorta de camundongos (Bucci et al., 2012) e células HEK
293T (Rallabhandi et al., 2008), no entanto ainda ndo existem relatos sobre uma
possivel cooperacdo fisica envolvendo estes receptores em macr6fagos. O nosso
trabalho confirma que a ativagdo de PAR2 ou TLR4 é capaz de aumentar
significativamente a interacdo fisica entre esses receptores em macrofagos peritoneais
murinos primados pelo tioglicolato, e demonstramos pela primeira vez que a
coincubacdo destes macrofagos com o agonista de PAR2 e LPS aumentou de forma
significativa essa interacdo fisica. As consequéncias para essa maior interacao fisica ao
nivel de mecanismo de sinalizacdo celular ainda ndo estd muito claro, no entanto, a
analise das imagens da expressdo simultanea de PAR2 e TLR4 demonstra que a

ativacdo de PAR2 e/ou TLR4 promove uma maior colocalizacdo desses receptores.

Apds demonstrarmos que a expressdo de PAR2 é aumentada em decorréncia da
ativacdo de PAR2 e TLR4, nés investigamos se essa regulacdo poderia ocorrer ao nivel
de transcricdo génica, sintese proteica ou reciclagem de receptores contidos em
vesiculas endociticas. Uma caracteristica do PAR2 apds ativacdo é tornar-se inativo,
ndo sendo, portanto, capaz de responder a novos estimulos. Como resultado, o receptor
é internalizado em vesiculas endociticas e degradado nos lissosomos (Ramachandran et
al., 2011; Ricks e Trejo, 2009). No entanto, alguns estimulos externos séo capazes de
promover um aumento da expressdo desse receptor na superficie celular e esse
fendmeno pode ocorrer por reciclagem de receptores endociticos ou sintese de novas

proteinas (Steinhoff et al., 2005). Em um estudo, St-Onge e colaboradores demonstrou
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que a incubacdo de granuldcitos com bactéria opsonizada, aumentou a expressdo de
PAR2 por um mecanismo envolvendo a reciclagem desse receptor para a superficie
celular e sem requerer a sintese de novo (St-Onge et al., 2010). Nossos resultados
sugerem que o aumento da expressdo de PAR2 pelo SLIGRL-NH, é dependente da
transcricdo de novos receptores, bem como também da sintese proteica, portanto
envolve a sintese de novo, e ndo parece ocorrer por reciclagem de receptores ja pré-
formados. De maneira semelhante, O estimulo com LPS ou a coincubagdo aumentou a
expressao de PAR2 de maneira dependente de ambos os mecanismos, confirmando que
0 aumento da expressao de PAR2 pelos estimulos utilizados ocorre por mecanismos que
dependem da transcricdo génica e sintese de novos receptores para a membrana

plasmatica.

Tendo demonstrado a cooperacdo entre TLR4 e PAR2 na resposta dos
macrofagos, nos buscamos investigar por quais mecanismos intracelulares ambos
receptores poderiam contribuir para a potencializacdo das respostas efetoras. NOs
primeiramente investigamos se a interacdo entre os receptores poderiam ativar a via de
sinalizacdo do fator de transcricdo NF«B, via responsavel por induzir a sintese de varios
mediadores inflamatorios. O NFxB é um complexo proteico ligado por inibidores como
IkBa. Este ao ser ativado ¢ degradado pelo complexo ubiquitina proteasoma, deixando a
subunidade p65 livre para translocar até o nucleo celular onde ird ocorrer a transcricdo
génica (Liu et al., 2017; Dorrington & Fraser, 2019). O papel do TLR4 na ativagéo de
vias inflamatdrias nos macréfagos ja esta bem descrito, sobretudo envolvendo a via do
NFkB (Kawai & Akira, 2007). De maneira semelhante, a ativacdo de PAR2 pode
desencadear a sinalizacdo do NFxB e consequentemente aumentar a producdo de
mediadores inflamatdrios (Rothmeier et al., 2012; Yan et al., 2020). Neste trabalho
demonstramos que a coincubacao com ambos os estimulos foi capaz de aumentar
significativamente a expressdao da subunidade p65 do NFxB em comparacdo aos
controles. Esse resultado foi confirmado através do aumento da imunomarcacdo da
subunidade p65 do NFxB no ndcleo celular, quando ambos os receptores foram
estimulados. Dados da literatura corroboram nossos dados ao afirmam que em ceélulas
HEK 293T, a ativacdo de PAR2 e TLR4 potencializam a sinalizagdo da via do NFxB
(Rallabhandi et al., 2008), no entanto ndo existem relatos na literatura para esse
mecanismo em macrofagos peritoneais. Para confirmar a participacdo dessa via nos

macrofagos peritoneais, nds quantificamos a expressao de IkBa e observamos que nos
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macrofagos coestimulados com o agonista sintético de PAR2 (SLIGRL-NH,) e LPS,
houve uma reducdo significativa nos niveis desse inibidor. Diante desses resultados nos

confirmamos a participagdo da via do NFxB nas funces efetoras dos macrofagos.

Em seguida, nés avaliamos também se a via de sinalizacdo das MAP quinases
poderia contribuir para a cooperatividade entre TLR4 e PAR2 em nossos experimentos.
Estudos anteriores demonstram que a ativacdo de PAR2 pode aumentar a ativacdo de
vias de fosforilagdo como ERK, MAP quinases p38 e JNK. Essas vias desencadeiam a
ativacdo do fator de transcricdo AP-1, responsavel pela sintese de moléculas
inflamatdrias nos macréfagos (Heuberger & Schuepbach, 2019). Da mesma forma, a
ativacdo de TLR4 também ativa a via das MAP quinases, 0 que poderia explicar o
sinergismo de efeito observado nos macrofagos (Bian et al., 2017). N6s observamos que
a ativacdo de PAR2 aumentou a fosforilagdo da p38, no entanto, o estimulo com LPS ou
a coestimulacdo com os respectivos agonistas ndo apresentaram diferenca significativa
no padrdo de fosforilagdo da p38 em comparacdo ao controle. Embora a ativacdo de
TLR4 desencadeie a ativacdo da via das MAP quinases, sobretudo a via do p38, em
nossos experimentos ndo houve diferenca significativa, sugerindo o envolvimento desta
via. Desta forma, é possivel que os nossos resultados sejam justificados pelo
delineamento experimental, relacionadas ao intervalo de tempo avaliado e pelo tempo
utilizado para o estimulo. Assim, os niveis de fosforilacdo da p38 retornariam aos niveis
basais, por regulacdo negativa, apds o periodo de estimulo com o LPS. Portando, nds
podemos afirmar que a via das MAP quinases p38 parece ndo contribuir para o efeito

sinérgico nas funcbes nos macrofagos.

Outro mecanismo que poderia estar relacionado ao sinergismo de agdes entre
TLR4 e PAR2 envolve o aumento da liberagdo intracelular de célcio na célula. O célcio
¢ uma molécula-chave na ativacdo de diversos mecanismos celulares, como apoptose,
secrecdo de mediadores e transcricdo génica (Karlstad et al., 2012). A ativacdo de PAR2
por agonistas end6genos como triptase ou peptideos sintéticos como SLIGRL-NH,
desencadeia 0 aumento intracelular de calcio na célula (Al-Ani et al., 2002; Rothmeier
& Ruf 2011). Nos investigamos a capacidade da ativacdo de PAR2 em aumentar, de
maneira sinérgica, a liberagdo de célcio induzida por LPS. PAR2 é um receptor
metabotropico acoplado a proteina G4 que ao ser ativado desencadeia a liberagéo
intracelular de célcio por um mecanismo que envolve a ativacdo de fosfolipase C e

formacdo de IP; (Rothmeier & Ruf 2011). Nossos resultados demonstraram que a
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coincubacdo do agonista de PAR2 e TLR4 aumentou significativamente o niamero de
células responsivas, como também prolongou o tempo de liberacdo intracelular de
calcio na célula, sem, no entanto, interferir na amplitude de sinal. O prolongamento da
liberacdo de célcio poderia aumentar a disponibilidade de ion na célula, potencializando
o efeito sobre a liberacdo de mediadores inflamatdrios e ativacao de vias de sinalizagédo
a jusante. Conforme observado por MacFarlane e colaboradores, a ativagdo de PAR2
desencadeia um aumento do calcio citosélico e consequentemente da ativacéo da via do
NF«kB, demonstrando que o pré-tratamento com um quelante de célcio (BAPTA-AM),
ndo interferiu na fosforilacdo da ERK ou MAP quinases p38 induzidas por tripsina em
queratindcitos humanos (MacFarlane et al., 2005). Dessa maneira, 0 aumento de calcio
na célula esté relacionado ao aumento da ativacdo da via do NF«B.

Em seguida nds investigamos se as proteases secretadas pelos macréfagos
induzidas pelo LPS poderiam ativar PAR2 por um mecanismo autécrino. Na literatura
héa relatos da liberacdo de algumas proteases pelos macréfagos como metaloproteases de
matrix (MMP) 9 e 12 (Newby, 2016). Estudos prévios evidenciam que PAR2 pode ser
ativado por MMP-9 (Vliagoftis et al., 2000) ou MMP-12 (Zang et al., 2016). Assim, em
nossos resultados, o pré-tratamento com coquetel inibidor de proteases reduziu a
porcentagem de células responsivas a liberacdo de calcio quando estimuladas com LPS,
bem como também foi capaz de reduzir a amplitude do sinal de liberacdo, sugerindo que
os macrofagos podem potencializar a resposta inflamatéria induzida pelo LPS por meio
da liberacdo de proteases, que atuando sobre PAR2, contribuiriam para o sinergismo das

funcdes efetoras.

Outra hipotese abordada na interacdo entre PAR2 e TLR4 foi investigar se a
sequéncia polipeptidica liberada apds a clivagem extracelular de PA2 poderia ativar
diretamente o receptor de TLR4. Esse fendmeno poderia justificar o efeito sinérgico
observado sobre a resposta efetora dos macréfagos. Na literatura, ja é descrito que
diversas moléculas enddgenas geradas em resposta a um dano tecidual ou infec¢do séo
capazes de ativar diretamente o receptor de TLR4, como, por exemplo, proteina de
choque térmico, fibrinogénio, entre outras substancias (Erridge, 2010). NGs observamos
que a incubagdo dos macrofagos com o fragmento inativo de PAR2 foi incapaz de
promover um aumento do célcio intracelular, bem como de promover uma resposta

induzida pelo LPS sobre esse ion. Isso demonstra que os efeitos observados nos
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macrofagos ndo sdo atribuidos ao fragmento peptidico liberado da clivagem de PAR2,

mas sim, ocorre pela ativacao do receptor pelo seu ligante.

7. Concluséo

Nossos resultados demonstram a importancia de uma coparticipacdo de PAR2
no repertdrio de ativacdo dos macréfagos induzida pelo LPS, envolvendo uma interacao
entre PAR2 e TRL4 tanto a nivel extracelular como a nivel intracelular, de maneira a
potencializar as respostas efetoras dos macrofagos incluindo a fagocitose, a producgéo de
espécies reativas de oxigénio (NO, EROs) e citocinas pro-inflamatorias, por um
mecanismo dependente da via de sinalizacdo do fator de transcricdo NF«xB e do célcio

intracelular.
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