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1. RESUMO E ABSTRACT
1.1.Resumo

Os macréfagos tém papel essencial ha homeostase do organismo. Estédo
presentes em todos os tecidos e possuem inumeros fendtipos que séo adaptados ao
ambiente tecidual. Varios parametros e moléculas sdo utilizados para mensurar a
ativacdo de macrofagos, como morfologia, atividade de arginase e producdo de
citocinas além da expressao de moléculas de superficie. Nesse contexto, os lipidios
poli-insaturados tém se mostrado fundamentais na atividade dessas células, uma
vez que sao utilizados pelos macréfagos como parte da estrutura de membrana e
influenciam a ativacdo dos macrofagos mediante estimulacdo ou infec¢do. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragbes induzidas pela
suplementacao in vitro com acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) em macréfagos
murinos. Para isso, foram utilizados macréfagos recrutados com tioglicolato a 3% da
cavidade peritonial de camundongos C57BL/6. Apds a retirada do lavado peritoneal
com PBS, as células foram contadas e plagueadas em meio completo. Apds o
tempo de adesdo, as células ndo aderidas foram lavadas e em seguida receberam
os PUFAs na concentracdo de 100uM (EPA e DHA, da familia 6mega 3, AA, da
familia 6mega 6 e CLA purificados) em meio completo. Apos 48 horas de cultivo com
os lipidios, ou posterior estimulacdo com IFN-y + LPS ou com IL-4 ou infeccdo com
Trypanosoma cruzi, as analises foram realizadas. Foi observado que o EPA induziu
aumento na aderéncia das células a placa, aumento na capacidade fagocitica,
aumento na frequéncia de MHCII", CD124 e CD206. Nossos resultados
demonstraram também que EPA, DHA e AA reduziram a producdo de NO em
células estimuladas com IFN-y + LPS e aumentaram a expressao de TLR2. Além
disso, AA aumentou a atividade de arginase, enquanto que CLA aumentou mRNA
para INOS. No contexto de infeccédo, a suplementacdo com EPA, DHA e AA foi
capaz de reduzir o niumero de parasitas por célula, porém apenas o EPA reduziu o
percentual de células infectadas. Podemos concluir que os lipidios foram capazes de
modular a ativacdo dos macréfagos peritoneais, com destaque para o EPA que
aumentou a expressao e frequéncia de células positivas para moléculas de ativagéo,
aumentou o percentual de células capazes de eliminar o T. cruzi, e impediu a

producdo de NO e IL-6 em células estimuladas.



1.2.Abstract

Macrophages play an essential role in the body's homeostasis. They are
present in all tissues and have numerous phenotypes that are adapted to the tissue
environment. Several parameters and molecules are used to measure the activation
of macrophages, such as morphology, activation of arginase, cytokines production
and surface molecules expression. In this context, polyunsaturated fatty acids have
been shown to be fundamental since they are used by macrophages as part of the
membrane structure and have immune activity, influencing the physiology and
activation of macrophages during stimulation or infection. Thus, the aim of this work
was to evaluate the changes induced by in vitro supplementation with
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) in murine macrophages. To do this, peritoneal
macrophages from C57BL/6 mice recruited with thioglycolate at 3% was used. After
removal of the peritoneal lavage with PBS, the cells were counted and plated in
complete medium. After the time for adhesion, cells not adhered were washed and
then received PUFAs in concentrations of 100uM (EPA and DHA, the omega-3
family, AA, omega-6 family and purified CLA). After 48 hours of lipid culture, or
subsequent stimulation with IFN-y + LPS or IL-4 or infection with Trypanosoma cruzi,
analyzes were performed. We observed that EPA increased adherence, phagocytic
capacity, frequency of MHCIIM, CD124+ and CD206+ positive cells. Our results also
showed that EPA, DHA and AA reduced NO production in cells stimulated with IFN-y
+ LPS and also increased expression of TLR2. In addition, AA increased arginase
activity, whereas CLA increased mRNA for iNOS. In the context of infection, EPA,
DHA and AA were able to reduce the number of parasites per cell, but only EPA
reduced the percentage of infected cells. In conclusion the lipids were able to
modulate macrophage activation, and EPA was the lipid which had more impact in
the activation of peritoneal macrophages by increasing the expression and frequency
of cells positives to activation molecules, impaired the production of NO and IL-6 in
macrophages that were stimulated and enhanced the number of cells capable of

eliminate the T. cruzi amastigots.



2. INTRODUCAO

2.1.Macro6fagos: funcéo e origem

Os macréfagos sao células classificadas como pertencentes ao sistema
imune inato e, na vida adulta, sdo derivados de precursores produzidos na medula
0ssea, 0s monocitos. Essas células fagociticas mononucleares possuem, como
atividade principal, a fagocitose e atuam tanto na imunidade inata quanto adquirida
(Abbas et al., 2015).

Inicialmente os macréfagos foram descritos por llya Metchnikoff (premiado
com o Nobel de 1908) como sendo células fagociticas capazes de proteger o
hospedeiro contra microrganismos invasores (Tauber, 2003). Sendo uma classe
celular que constitui a primeira linha de defesa do organismo com relagdo aos
microrganismos, cuja funcéo primaria é identificar, fagocitar e evitar a proliferacéo de
dos mesmos. Os macréfagos também contribuem para a homeostase do organismo
ao fagocitarem microrganismos e células mortas do hospedeiro como parte do
processo de limpeza apds uma infeccdo ou resolucao de inflamacao tecidual (Livro:
Abbas et al., 2015).

Nos anos 60, van Furth propés que os macrofagos residentes se originavam
de mondcitos circulantes (Van Furth e Cohn, 1968). Porém, estudos posteriores
demonstram que 0s macrdfagos residentes surgem em outros tecidos ainda no
estagio embrionario, originando-se do saco vitelinico (Epelman et al., 2014) e figado
fetal, antes mesmo do surgimento de células tronco hematopoiéticas (Guilliams et
al., 2013; Ginhoux e Guilliams, 2016). Outros estudos ainda mostraram que 0S
macréfagos residentes sdo capazes de se auto-renovarem independentemente dos
mondocitos circulantes (Hashimoto et al., 2013; Yona et al., 2013; Epelman et al.,
2014; Perdiguero e Geissmann, 2016).

Dentro da corrente sanguinea, 0s monacitos se dividem em “inflamatorios” ou
“classicos” e “anti-inflamatérios” ou “ndo-classicos”. Os monaocitos inflamatérios sédo
caracterizados por alta expressdo de Ly6C e baixa expressdao de CD43 e por
migrarem rapidamente da corrente sanguinea para sitios inflamatorios. Estes se
diferenciam em macroéfagos inflamatérios no tecido. Em contrapartida, os monacitos

anti-inflamatoérios sdo caracterizados pela baixa expressao de Ly6C e alta expresséo



de CD43 dando origem a algumas classes de células dendriticas e se diferenciando
em macrofagos residentes (Revisado por: Ziegler-Heitbrock, 2014). Ressalta-se que
ja é estabelecido que os mondcitos inflamatérios Ly6C* em estado de repouso sdo
os precursores de mondcitos Ly6C™ no sangue (Yona et al., 2013).

Ao chegarem nos tecidos, os mondcitos se diferenciam em macréfagos
(Gordon e Taylor, 2005) e adquirem fendétipos especificos requeridos pelo ambiente
(Lavin et al., 2014). Por exemplo, as células de Kupffer no figado, os osteoclastos
Nnos 0ss0s, a microglia no sistema nervoso e as células alveolares no pulmao.
(Mosser e Edwards, 2008). Os macréfagos estdo presentes na maioria dos tecidos,
e ndo desempenham apenas a fungéo para a qual foram primeiramente descritos, a
de fagocitose, mas sdo essenciais ha homeostase tecidual dos microambientes,
contribuindo com a producdo fatores de crescimento, citocinas (Pollard, 2009),
mediadores lipidios (Heller et al., 2003), entre outros.

Ao se discutir funcdo e ativagcdo de macrofagos, torna-se necessario
contextualizar a discussdo sobre a sua polarizacdo, uma vez que a quantidade de
termos tem expandido. Como consequéncia, a compreensdo dos fendtipos por
nomes genéricos tem se tornado dificil devido a falta de unanimidade nos
parametros avaliados em cada estudo e nas classificacfes desses macréfagos.

Inicialmente, em 1986, com a descoberta das respostas produtoras de IFN-y
ou de IL-4 e IL-13, definiu-se as resposta dirigidas por linfocitos, e foram nomeadas
de Thl e Th2 (Mosmann et al., 1986). A origem da classificacdo da ativacdo de
macréfagos, especialmente a classificacdo de “macréfagos alternativamente
ativados” veio em 1992, com a descricdo de alguns efeitos da estimulacdo de
macréfago por IL-4 (Stein et al., 1992).

Os macréfagos M1 seriam os macréofagos pré-inflamatérios, ou classicamente
ativados, estimulados pela resposta das células Thl. Geralmente esses macréfagos
recebem estimulos pro-inflamatorios reprensentados pela citocina IFN-y e, como
consequéncia, produzem citocinas inflamatérias como o TFN-a, IL-1-B e IL-6. J& oS
macrofagos alternativamente ativados, ou resolutivos, inicialmente seriam 0s
macrofagos estimulados por citocinas produzidas pela resposta Th2, como a IL-4 e
IL-13 e produzem como resposta citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF- (3.
Esses macrofagos também possuem aumento na expressao de receptor de manose
(CD206) e de MHCII (Gordon, 2003; Gordon e Martinez, 2010). Porém, com o



passar do tempo, mais subtipos de macrofagos M2 surgiram, demonstrando a
existéncia de pelo menos 3 classes de M2, sendo a ativacdo dos macrofagos M2a
estimulada por IL-4 e IL-13; a ativagcdo de M2b por complexos imunes e LPS; a
ativacdo de M2c por glicocorticoides e TGF-B, e a ativacdo de M2d por IL-6 e
adenosinas (Részer, 2015).

Recentemente, devido ao crescente numero de publicagbes abrangendo
diversas terminologias que classificam a ativacdo de macrofagos, alguns dos
principais pesquisadores ocupados com o estudo dessas células se reuniram para
unificar e rever as terminologias usadas. Segundo essa nova diretriz, 0s
pesquisadores sugerem que termos que podem gerar confusdo como “macréfagos
reguladores” sejam evitados e, em troca, foi proposto que os macrofagos sejam
classificados pelos estimulos aplicados (Murray et al., 2014). No caso de macrofagos
M2, estes seriam: estimulado por IL-4 (IL-4), complexos imunes (Ic), IL-10 (IL-10),
glicocorticoides e TGF-B (GC + TGF-[3) ou glicocorticoides (GC).

Para ilustrar melhor a diversidade de ativacdo de macrofagos, David Mosser e
seus colaboradores em alguns dos seus estudos reanem achados que mostram que
a polarizacdo seria como um espectro continuo que abrange vérias subformas de
ativacdo de macréfagos que vao além dos classicos M1 e M2 (Mosser e Edwards,
2008; Fleming e Mosser, 2011). Entre varios exemplos, podemos citar 0s
macrofagos que misturam perfis de ativacdo, como os TAMs (macréfagos
associados a tumores) (Noy e Pollard, 2014) e os macrofagos sub-epiteliais no
intestino (Smythies et al., 2005; Platt e Mowat, 2008). Sendo assim, tentar enquadrar
0s macrofagos em apenas um ou outro tipo restrito seria uma forma muito estreita de
descrever e classificar essas células dado que a atividade de macréfagos parece ser

extremamente plastica e variavel.

2.2.Parametros importantes no contexto de ativagcdo de macrofagos

Véarias moléculas de superficie, citocinas e enzimas sdo associados aos

diferentes contextos de ativacdo dos macrofagos, séo elas:

MHC Il (complexo de histocompatibilidade Il): Esta molécula é necesséria

a apresentacdo de antigenos de origem extracelular tem aumento na sua expressao



em membrana de macrofagos que foram estimulados tanto com IL-4 quanto com
IFN-y (Cao et al., 1989; Gerrard et al., 1990). Enquanto que as trés subunidades
HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ de PBMC de humanos sdo expressas quando 0s
macrofagos sao estimulados com IFN-y, apenas as subunidades HLA-DR e HLA-DP
sao expressas com IL-4 (Gerrard et al., 1990).

Arginase: A arginina tem multiplos destinos metabdlicos, o que a torna um
dos aminoacidos mais versateis do organismo (Morris, 2007). A arginina dentro das
células pode ser alvo das enzimas INOS e arginase (Hey et al.,, 1995). Além de
metabolicamente interconvertivel com os aminoacidos prolina e glutamato, ela serve
também, por exemplo, como precursor para a sintese de proteinas, 6xido nitrico,
creatina, poliaminas e ureia. O 6xido nitrico € um produto da via da enzima INOS
enquanto que as prolinas sdo produtos da via da arginase. Devido ao fato de a
ornitina produzida pela arginase também servir como precursor para a sintese de
prolina, que auxilia na producdo de colageno, a via da arginase esta relacionada
com a cicatrizacao de feridas, remodelamento tecidual e fibrose (Morris, 2007).

INOS: A enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) é responsavel pela
producdo de Oxido nitrico em algumas populacdes celulares especificas, como
endotélios, hepatdcitos, mondcitos, mastécitos, macrofagos e células musculares
lisas. Essa enzima € capaz de gerar 6xido nitrico sem influéncia da concentracéo
intracelular de célcio (revisado por: Aktan, 2004). Os fatores de transcricdo como
NF-kB (fator nuclear kappa B) e a AP-1 (proteina ativadora-1) sdo responsaveis por
mediar a expressao de INOS e outros genes como a COX-2 (cicloxigenase-2),
VCAM-1 (Molécula-1 celular de adesao vascular), ICAM-1 (Molécula-1 celular de
adesao intercelular) e nas respostas inflamatérias do sistema imune (Xie et al., 1994;
Taylor et al., 1998; Xia et al., 2001). A combinacéo de citocinas inflamatérias ou LPS
e IFN-y induzem a expresséo de iINOS de forma sinérgica. A exposicao das células
ao INF-y ativa as enzimas JAK1 e JAK2 (janus quinases), que fosforilam e ativam
STAT-1. Ativado, o STAT-1 é translocado para o nucleo, onde aumenta 0s niveis do
fator de transcricdo IRF-1 e induz a transcricdo do gene iNOS nas células murinas,
como os macrofagos (revisto por Rao, 2000). A expressao de iINOS esta relacionada
com os PPARs, o0s quais podem antagonizar a atividade dos fatores de transcricéo
gque aumentam a expressdo de iNOS, como AP-1, STAT e NFkB (Ricote et al.,



1998). O TGF-B também €& capaz de inibir a indugcdo de INOS porque ele
desestabiliza 0o mRNA dessa enzima (Vodovotz et al., 1993; Perrella et al., 1994)

NO: O oxido nitrico (NO) tem diversos papéis no organismo, além de seus
papéis imunologicos. Essa molécula é um sinalizador inter e intracelular e exerce
papeis importantes no sistema nervoso, no figado e no tecido endotelial. No contexto
de ativacdo de macréfagos, o NO € um produto da ativagdo dessa célula por
citocinas inflamatorias e patdégenos, ou ambos, e € derivado do aminoacido L-
arginina. Essa molécula € formada pelas enzimas 6xido nitrico sintases e possui
papel tumoricida e bactericida in vitro e in vivo. J& foi demonstrado que a inducéo da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a producéo resultante de NO sao importantes
na resposta inflamatéria sistémica, como no contexto da sepse (Resvisto por:
Moncada e Higgs, 1991; Nathan, 1992; Bogdan, 2001; Aktan, 2004).

CD206 (receptor de manose tipo C1l): O CD206 € uma glicoproteina
transmembrana que liga e internaliza glicoproteinas e ligantes de colagenos. Esta
presente em varios macrofagos residentes. Sua expressdo € amplificada pelo
estimulo com as citocinas IL-4 e IL-13, GM-CSF (fator de estimulo de coldnias de
granulécitos macréfagos), infecgbes intestinais helminticas, TGF-f e outras vias
dependentes dos sinais IL-4 ou IL-13 (Revisto por Ré&szer, 2015). Um dos
importantes papeis desse receptor é retirar moléculas inflamatérias do sangue (Lee
et al.,, 2002). Entretanto, macréfagos que expressam CD206 podem possuir efeito
fibrético desfavoravel ao organismo, uma vez que promovem 0O crescimento de
fibroblastos através da expressdo de TGF-f e da quimiocina CCL18 (ligante do
motivo C-C) (Bellén et al., 2011).

CD124: O CD124 é um receptor da citocina IL-4. E encontrado em varios
tipos celulares, tecido hematopoiético, endotelial, epitelial, musculo, fibroblastos,
hepatocitos e tecidos cerebrais (Nelms et al., 1999). Em macréfagos, esse receptor
esta presente principalmente em células que estédo relacionadas com a resposta
linfocitaria Th2 (Ferrante et al., 2013).

FIZzZ1: (do inglés: found in inflammatory zone), também conhecida como
RELMa é uma proteina do tipo resistina que € marcadamente super expressa nos
pulmdes durante inflamagéo alérgica (Holcomb et al., 2000; Steppan et al., 2001).

Essa proteina tem sido encontrada em macréfagos alternativamente ativados, pela



via IL-4, mas sua funcdo exata ainda nao tem sido completamente elucidada (Raes
et al., 2002).

TLR2 (do inglés: toll like receptor): os TLRs sao receptores de
reconhecimento de padrdes, que possuem uma funcdo Unica e essencial na
imunidade. Os TLRs compreendem uma familia do tipo | de receptors
transmembrana que sdo caracterizados por um dominio extracelular de repeticées
ricas em leucina e um dominio intracelular do receptor de IL-1/Toll (Medzhitov,
2001). A interacdo do TLR com o ligante desencadeia nas proteinas adaptadoras
intracelulares MyD88 ou TRIF a ativacdo da resposta aguda inflamatéria em
macréfagos que leva a expressdo de citocinas proinflamatérias, quimiocinas e
moléculas anti-microbianas (Papadopoulos et al., 2013). O TLR2 é receptor para
peptidoglicanos, lipoproteinas, algumas classes de LPS, GPI (de T. cruzi) e
zimonsan (Medzhitov, 2001).

Capacidade Fagocitica: a fagocitose dos patdégenos pelos macréfagos inicia
a resposta imune inata e, em troca, orquestra a resposta imune adaptativa. Varios
sao o0s receptores usados para reconhecimento de padrdes de patdgenos que séo
necessarios para a fagocitose. A internalizacdo de uma particula é iniciada pela
interacdo especifica com o receptor da superficie do fagdcito com ligantes na
superficie da particula. Essa ligacao induz a polimerizacdo da actina, rearranjo do
citoesqueleto no local da ingestdo e internalizacdo da particula por esse mecanismo
baseado em actina (Revisto por: Aderem e Underhill, 1999). Os macréfagos
chamados de M2 se destacam nesse contexto, pois possuem alta capacidade
fagocitica gracas a uma grande variedade de receptores scavengers que possuem
(Részer, 2015).

2.3. Os acidos graxos poli-insaturados e a sua importancia na funcdo do

macrofago

Os lipidios sdo um grupo heterogéneo de compostos caracterizados por sua
insolubilidade em &gua. Estes sdo constituidos principalmente de atomos de
carbono e hidrogénio, possuindo um pequeno numero de grupos funcionais

contendo oxigénio. Devido a sua estrutura molecular especifica, tém propriedades



anfipaticas: cabeca hidrofilica e cauda hidrofébica, estrutura esta que afeta a sua
disposicéo dentro da membrana celular (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015).

Dentro do grupo dos lipidios encontram-se os acidos graxos poli-insaturados
(PUFASs). Os PUFAs séo acidos graxos que contém duas ou mais duplas ligacdes e
dentre eles se destacam as familias 6&mega 3 e 6mega 6. Ambas as familias de
acidos graxos sao consideradas essenciais pois ndo sao produzidas pela maioria
dos mamiferos, entre eles os humanos, sendo, entdo, necessario o seu aporte pela
dieta. Uma vez dentro da célula, esses acidos graxos podem ser elongados e
metabolizados em eicosanoides (Schmitz e Ecker, 2008).

Devido a grande quantidade de lipidios pertencentes a essas familias, é
necessario entender a forma como séo classificados. Resumidamente, a ordem de
numeracdo dos atomos de carbono nos &acidos graxos comeca com O Qrupo
carboxila. Nesse grupo, o carbono da caboxila (COOH) é definido como C1, e a
numeracao adicional dos préximos carbonos segue como: C2, C3, etc. O primeiro
carbono apods a carboxila, C2, pode ser definido pela letra grega alfa — a, o segundo,
C3 por B e assim por diante. O a&tomo de carbono mais afastado do grupo carboxila
é definido pela letra 6&mega w. Quando comeca-se a contar do carbono w até a
primeira ligacdo dupla entre atomos de carbono na cadeia hidrocarbonada (-C=C-),
pode-se determinar a afiliacdo desse acido a série de acidos graxos 6mega, 6mega-
3, 6mega-6 ou dBmega-9, por exemplo. Sendo assim, a estrutura quimica dos acidos
graxos é apresentada da seguinte forma: o nimero de atomos de carbono, o nimero
de ligac6es duplas e o grupo w. O acido docosahexaendico, por exemplo, € definido
como C22:6 w-3, 0 que significa que possui 22 atomos de carbono e seis duplas
ligacbes e pertence ao grupo de dmega-3 (possui a primeira ligacdo dupla no
terceiro atomo de carbono, quando contamos a partir do carbono w) (Wiktorowska-
Owczarek et al., 2015).

2.4.Familia de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3

A familia de PUFAs 6mega 3 pode ser representada principalmente pelo
acido graxo a-linolénico (LNA). Quando metabolizado, origina dentre outros
metabdlitos, o EPA (acido eicosapentaendico) e o DHA (acido docosahexaendico).
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Essa metabolizacdo é dada pelo aumento do comprimento da cadeia de



hidrocarboneto e pela adi¢do de ligag6es duplas. H4 uma competicdo entre dmegas
3 e 6 pelas enzimas de dessaturacao e elongacgéo, entretanto as enzimas possuem
maior afinidade com lipidios 6mega 3. Enquanto LNA é encontrado principalmente
em vegetais, EPA e DHA sao naturalmente encontrado em peixes, principalmente os
mais gordurosos (Revisto por: Simopoulos, 1991).

Os eicosanoides sdo mediadores derivados de lipidios com acédo paracrina,
ou seja, agem apenas nas células vizinhas, e podem ser gerados em quase todos 0s
tecidos. Eles geralmente tem acdo apenas local devido a sua meia-vida curta e
inativacdo enzimatica rapida. Os lipidios 6mega 3 originam principalmente as séries
3 e 5 de eicosanoides, como tromboxanoss (TXAs), prostaglandinass (PGEs),
leucotrienoss (LTBs, LTEs), entre outros (Heller et al., 2003).

As primeiras evidéncias do papel dos acidos graxos poli-insaturados 6mega 3
vieram de observacgfes epidemioldgicas de baixa incidéncia de doencas autoimunes
e inflamatérias em uma populacdo de esquimdés que vivia na Dinamarca, com
elevado consumo de peixes na sua dieta (Kromann e Green, 1980). Desde entéo, os
efeitos imunomoduladores dos PUFAs da familia 6mega 3 tem sido intensamente
estudados. Em humanos e animais, ja existe um grande namero de estudos que
encontraram efeitos anti-inflamatérios (Beguin et al.,, 2013; De Vasconcelos
Generoso et al., 2015), antioxidantes (Hajianfar et al., 2013), antitumorais (Corsetto
et al., 2011) e principalmente efeitos na protecdo do sistema cardiovascular (Sethi et
al., 2013) exercidos pelos lipidios 6mega 3.

Nos macroéfagos, véarios estudos tem sido realizados que comprovam o papel
imunomodulador de lipidios. A composicao lipidica dos macréfagos € influenciada
pelo meio em que se encontram e pode afetar diretamente a atividade dessas
células e o desfecho de um evento inflamatorio (Calder et al., 1990; Xue et al., 2012;
Schoeniger et al., 2016; Schumann, 2016).

Schumann e colaboradores relataram que um dos primeiros efeitos da
suplementacdo com 6mega 3 € a sua incorporacdo na membrana plasmatica dos
macrofagos com consequente aumento dos mediadores lipidicos (Schumann et al.,
2011). Com a incorporacdo do 6mega 3 e competicdo pelas enzimas dessaturases,
0s metabdlitos da familia &mega 6 sao, por consequéncia, diminuidos (Sargi et al.,
2013) e os metabdlitos derivados dos lipidios 6mega 3 aumentam (Seki et al., 2009).

A fluidez da membrana e a capacidade de fagocitose também sdo alteradas
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(Schumann, 2016). Em relacdo a resposta da célula a estimulos, também ja é
mostrado que os lipidios EPA e DHA conseguem suprimir a ativacdo de NFkB via
ativacdo por LPS e consequentemente reduzem a producdo de citocinas
inflamatodrias e aumentam a producéo de IL-10 (Skuladottir et al., 2007; Oliver et al.,
2012).

2.5.Familia de acidos graxos poli-insaturados 6mega 6

A segunda classe de acidos graxos essenciais € composta pelos lipidios
Omega 6, representada pelo acido linoleico (LA). Assim como o 6mega 3, ao ser
metabolizado, esse lipidio gera acidos graxos de cadeia longa com 20 e 22 atomos
de carbono, com mais ligacbes duplas, como o &cido araquiddnico (AA)
(Simopoulos, 1991). Nas dietas ocidentais, o acido linoleico é a fonte priméria de
PUFA, seguido pelo &cido linolénico, com as maiores fontes de 6mega 6 sendo
Oleos vegetais como o 6leo de milho (Schmitz e Ecker, 2008)

Os eicosanoides oriundos do AA sdo metabolizados pelas cicloxigenase,
lipoxigenase e citocromo P450 (Buczynski et al., 2009) e sdo gerados, entre outros
metabdlitos, os leucotrienos de classe 4, tromboxanos e prostaglandinas de classe 2
(Heller et al., 2003). Esses mediadores lipidicos possuem efeitos mais potentes
comparados com os metabdlitos da familia 6mega 3, porém os lipidios dessa familia
exercem efeitos diferentes aos mediados pela familia émega 6 (Heller et al., 2003).

Na membrana das células, o dmega 6 costuma ser o precursor preferencial
dos eicosanoides, uma vez que esse &cido graxo é consideravelmente mais
abundante (Schmitz e Ecker, 2008). Apenas 5 minutos apés a sua adicdo no meio
de cultivo de células, ja sdo notados efeitos modulatérios em fatores de transcricédo
(Hughes-Fulford et al., 2006). Na literatura, em contraste ao papel mais anti-
inflamatorio dos acidos graxos 6mega 3, tem sido relatado um papel mais pro-
inflamatorio dos lipidios 6mega 6 e seus metabdlitos (Schmitz e Ecker, 2008). O
aumento na proporcdo de ingestdo de dmega 6:3 tem mostrado relacdo até mesmo

com o surgimento de cancer de prostata (Simopoulos, 1999).

Ja em relacdo ao comportamento da membrana, assim como para o d6mega 3,

a fluidez e capacidade fagocitica dos macrofagos também sao influenciadas por
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omega 6 (Schroit e Gallily, 1979; Schumann, 2016). A producdo de citocinas
também tem se mostrado passivel de modulacdo, com aumento na producdo de
citocinas com maior perfil pré-inflamatério (Patterson et al., 2012). Porém, ao
contrario dos lipidios EPA e DHA, ha estudos que mostram que o AA esta associado
com ativacdo de NFkB (Camandola et al., 1996) ou com genes regulados pelo NFkB
(Hughes-Fulford et al., 2006).

2.6.Familia de acidos graxos poli-insaturados isémeros de CLA

O CLA é o nome genérico utilizado para todas as isomerias posicionais e
geométricas do acido linoléico. O acido linoléico, ou o cis-9 e cis-12 acido
octadecadiendico, é um acido graxo de 18 carbonos contendo duas duplas ligacdes
nas posicdes 9 e 12. O acido linoléico pode ser convertido a CLA quando reacdes
microbiolégicas ou reacdes quimicas deslocam a dupla ligacdo para formar
alternadas ligacdes duplas e simples, por isso, entdo, denominados conjugados. As
ligacdes duplas de CLA podem ser nas posicées 7,9; 8,10; 9,11; 10,12; ou 11,13 ao
longo da cadeia de 18 carbonos (Rainer e Heiss, 2004). Os dois isbmeros que
possuem atividade biologica sdo cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 (Pariza et al.,
2001).

O CLA, assim como outros PUFASs, é incorporado aos lipidios de membrana
da célula, e alguns dos seus efeitos biol6gicos podem ser devidos a composicao e a
sua funcdo na membrana celular, assim como nos acidos graxos 6mega 3 e 6. Eles
se incorporam de forma muito similar ao acido linoleico, sem distingdo por serem
conjugados. Porém a captura dos isbmeros de CLA acontece de forma desigual
(Subbaiah et al.,, 2011). Ja na membrana, o CLA compete pelas elongases e
dessaturases, usadas pelos lipidios 6mega 3 e 6 para formar outros lipidios
(Bassaganya-Riera et al., 2002).

O CLA é encontrado principalmente nos produtos carneos ou produzidos por
ruminantes como leite e derivados. O leite e outros laticinios sdo boas fontes de CLA
devido a habilidade das bactérias dos ruminantes converterem o acido linoleico em
CLA via uma reacdo enzimatica (Banni, 2002). Uma boa quantidade de CLA é

encontrada na carne e leite bovino, sendo estes os dois produtos naturais com a
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melhor concentracdo de CLA com 4 a 6mg por grama de gordura (Wahle et al.,
2004).

Estudos revelam intima relacdo entre modulacdo do sistema imune,
principalmente dos macrdéfagos, pelo CLA e a ativacdo dos receptores ativados por
proliferador de peroxissoma (PPARs) (Yu et al., 2002). A ativacao de PPAR-y induz
reducdo na expressao de citocinas pro-inflamatorias por antogonizar a a¢do do fator
de transcricdo NF-kB (nucleor factor —kB) (Wright et al., 2014). Além disso, também
ja é descrita a capacidade aumentada do CLA de polarizar macréfagos para um
perfil “anti-inflamatério” (Szanto, Balint et al. 2010) assim como seu papel
ateroprotetor (De Gaetano et al., 2015). Esse lipidio também é capaz de suprimir a

migracao de mondcitos e macréfagos (Mcclelland et al., 2010).

2.7.Participacao dos lipidios no contexto de infecgao

Como ja descrito, um dos principais papeis dos macrofagos, além da
homeostase tecidual, € o reconhecimento, fagocitose e eliminacdo de parasitos.
Esse papel é exercido principalmente pelo macréfago classicamente ativado ou M
(IFN-y) (Mills et al., 2000). Entretanto, alguns estudos tem mostrado que os
macréfagos também podem exercer esses papeis quando estdo alternativamente
ativados (também chamados M(IL-4) (Wirth et al., 1989; Solbach et al., 1991; Nelson
et al., 2011).

Ha poucos estudos mostrando como a suplementacdo com PUFAs pode
influenciar na resposta do macrofago a infeccdo por patdégenos intracelulares. No
estudo de Bonilla e colaboradores, a suplementacdo com 6mega-3 em macrofagos
piorou a infec¢cdo pela bacteria M. tuberculosis (Bonilla et al., 2010). J& em outro
estudo, os macrofagos que receberam PUFAs tiveram mais sucesso em eliminar o
fungo Pseudomonas aeruginosa (Schoeniger et al., 2016). O aumento ou diminuigao
de mediadores lipidios derivados de PUFAs também esta relacionado com maior ou
menor poder de infec¢cdo por algumas espécies de parasitos. Isso € mostrado em
revisdo por Russel e Schearze, que virus como o Influenza A tiveram maior sucesso
com a diminuicdo de lipoxinas (mediadores derivados de 6mega-6), sendo essas
capazes de influenciar na diferenciacdo de macréfagos para o perfil alternativamente

ativado de macrofagos, necessario para a resolucdo da inflamacéo Ja na defesa
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contra M. tuberculosis, a auséncia das lipoxinas foi mais benéfica para controlar a
infeccdo e inflamacdo. Em infec¢cdo Trypanosoma cruzi, 0 aumento de lipoxina foi
capaz de diminuir a parasitemia in vivo (Russell e Schwarze, 2014).

Nesse contexto de ativacdo celular e infeccdo, o protozodrio Trypanosoma
cruzi parece modular o macréfago para inicialmente um perfil classicamente ativado,
com mudanca posterior para um perfil mais tolerogénico, que resulta em um fenotipo
que ndo se enquadra perfeitamente nos fenétipos classicos, M1 ou M2 (Zanluqui et
al., 2015).

O Trypanosoma cruzi € um parasita intracelular obrigatério, agente causador
da Doenca de Chagas a qual afeta muitos individuos, principalmente nas Américas
Central e do Sul. Os desfechos da infeccao por esse parasito na célula podem ser
dois: replicacdo ou morte pelos mecanismos de defesa celular. A infeccdo pode se
dar apds a picada do vetor, que deposita fezes e urina contaminadas préoximas ao
orificio da picada, por uma transfus@o sanguinea, entre outras formas. Ja dentro do
corpo, o parasito invade as células do local da inoculagédo, sendo o macréfago uma
das primeiras a se infectar (De Souza et al., 2010).

Existem varias formas de endocitose do parasito pela célula, entre elas a
fagocitose. Na fagocitose, 0 macrofago usa diversos receptores, chamados de PRRs
(receptores de reconhecimento de padrdo), como TLR2 e 4, receptor de manose
(CD206), scavengers e receptores FC. Esses receptores estimulam a formacao de
protusdes citoplasmaticas que sédo formadas ao redor do parasito e resultam em
completa fagocitose (Barrias et al., 2013).

Nesse contexto, sabendo-se que os lipidios podem modular a ativacao de
macrofagos e que isso pode alterar varios parametros importantes no funcionamento
dessas células, decidimos investigar e comparar o efeito dos 4 lipidios poli-
insaturados em contextos fisiologicos, de estimulacdo e de infeccdo por
Trypanosoma cruzi.

Apesar dos achados na literatura, referenciados neste trabalho, varios
parametros ainda nao foram descritos de forma unificada em um mesmo estudo,
avaliando e comparando a acédo dos principais acidos graxos poli-insaturandos na
ativacdo dos macréfagos e no desfecho de um evento infeccioso em parasita

intracelular como o T. cruzi.

14



Os lipidios escolhidos neste trabalho (4cidos eicosapentaenoico,
docosahexaenoico e linoleico conjugado) tem sido estudados pelo laboratério de
imunobiologia em modelos animais. Os lipidios da familia 6mega 3 foram
previamente utilizados, na forma de 6leo de peixe, como tratamento em modelo de
mucosite em murinos e foram capazes de prevenir o dano tecidual causado pelo
farmaco 5-fluorouracil (indutor de mucosite) (De Vasconcelos Generoso et al., 2015).
Ja o CLA, foi utilizado em modelo, de doenca inflamatdria intestinal, onde
apresentou papel imunomodulador (Garcia, 2015). Por dltimo, incluimos o AA, que
como descrito anteriormente, tem sido mostrado na literatura como um lipidio que
produz efeitos antagonistas aos efeitos dos lipidios 6mega 3.

N&do obstante ter sido ressaltada a importancia de se evitar termos
deterministas para a ativacdo e a polarizacdo de macrofagos, neste trabalho
utilizamos os termos “classicamente ativado” ou M(IFN-y + LPS) e “alternativamente
ativado” ou M(IL-4) a titulo apenas de comparacédo. Acreditamos que a comparacao
de apenas um dos subtipos de macrofagos seria uma abordagem incompleta, da
mesma forma que abordar varios tipos e subtipos de classificacbes seria
desnecessariamente complexo. O objetivo deste trabalho ndo é classificar ou
nomear a ativacao de macréfagos, mas é sobretudo vislumbrar as possibilidades de
ativacdo decorrente da suplementacdo com PUFAs dentro do amplo espectro

possivel para a ativacdo dessas células.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral:

Avaliar as alteracfes induzidas pela suplementagdo in vitro com &cidos

graxos poli-insaturados (PUFAS) na ativacdo de macrofagos murinos.

3.2.0bjetivos especificos:

1. Verificar se os macréfagos tratados com PUFAs apresentam alteracdes
relativas a ativacdo: na capacidade de adesao, na capacidade fagocitica, na
expressdo de moléculas de superficie celular, na producdo de 6xido nitrico e
de citocinas, na atividade de arginase e na expressdao de RNA mensageiro
para FIZZ e iINOS;

2. Avaliar se a suplementacédo in vitro com PUFAs altera o comportamento de
macréfagos infectados pelo parasita intracelular Trypanosoma cruzi cepa CL
Brener.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Aquisicao e diluicdo dos lipidios

Os lipidios usados nesse estudo foram adquiridos na empresa Sigma®. Os
acidos graxos cis-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoico, cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-
docosahexaenoico, &cido linoleico conjugado e acido araquidénico (isolado em

figado suino) possuiam pureza maior ou igual a 98%.

Os lipidios foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril e essa solucdo
foi diluida em meio completo estéril, de forma que o estoque lipidico ficou com
concetracéo final de 1000uM com 0,1% de DMSO. Apds diluicdo, os mesmos foram
aliquotados e permaneceram estocados a -20°C, livre de luz, como instrui o

fabricante.

4.2.0btencdo de macrofagos e quantificacéo

Os macroéfagos utilizados foram provenientes de camundongos machos e
fémeas C57BL/6 com mais de 10 semanas de idade provenientes da colonia do
Biotério do Laboratério de Imunobiologia da UFMG ou do CEBIO também da UFMG.
Os animais foram mantidos em biotério convencional com barreiras e controle de luz.
A comida e &agua foram ofertadas ad libitum. O modelo utilizado no projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo animal — CETEA/UFMG e o
namero de protocolo € 63/2016.

Os animais receberam uma injecdo de tioglicolato a 3% na cavidade
peritoneal. Apds 96 horas esses animais foram anestesiados com 0,15 mL de
solugéo (xilasina/ ketamina) e eutanasiados com deslocamento cervical. Preparo da

anestesia: (1 mL de salina + 500 yL de Ketamina + 500 pL de Xilasina).

As células recrutadas e residentes foram retiradas por lavagem com injecéo
de 10mL de salina tamponada com fosfato (PBS) na cavidade peritoneal. Em
seguida as células foram sedimentadas por centrifugagdo (1200rpm por 10min em
centrifuga refrigerada a 4°C) e ressuspendidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium completo (DMEM - Gibco®, 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma, St. Louis,
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MO), gentamicina (50mg/mL), piruvato de soédio (100mM), aminoacidos né&o
essenciais (10mM), 2-mercapttoetanol (2mM) e bicarbonato de sodio). As células
viaveis foram quantificadas por meio de contagem em camara de Neubauer usando

azul de Tripan a 0,4%.

4.3.Cultura de células

Apoés ressuspendidos em DMEM, os macréfagos foram plaqueados na
concentracdo de 1x10° células/mL. Ap6s periodo de adesédo na placa de 4 horas ou
overnight, os macréfagos foram lavados com meio DMEM incompleto, e em seguida
receberam o DMEM completo e os lipidios. As concentracdes de lipidios utilizadas
foram de 10, 25, 50 e 100uM. Apéds alguns testes, escolheu-se a concentracdo de
100uM como a experimental. Em todos os experimentos, as células foram incubadas

com os lipidios por 48, 72 ou 96 horas.

4.4.Teste de viabilidade de células com ensaio colorimétrico com sal de
tetrazolium (MTT)

Os macro6fagos foram plagueados na concentracdo de 1x108 células/ml em
meio DMEM completo e tratados em placas de cultura de 96 pocos com diferentes
concentracdes dos acidos graxos (10, 25, 50 e 100uM) e estimulados com 1ng/ml de
IFN-y purificado (Peprotech®) e 100ng/ml de LPS (Lipopolissacarideo de E. coli,
Sigma®). Os macréfagos permaneceram incubados com esses tratamentos por 6 ou
72 horas a 37°C com 5% de CO2. Apés a incubacdao foi realizado o ensaio com 3-
(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil tetrazolico (MTT). Apos adicdo de MTT, as placas
permaneceram por 4 horas na estufa e em seguida foi adicionado SDS (Dodecll
Sulfato de Sédio, Sigma®) 10% em HCI para solubilizar os cristais de formazan.
Apés incubacgdo overnight, foi realizada a leitura no espectofotémetro (570 nm). Os
ensaios foram realizados em duplicata. Este método baseia-se na atividade
metabdlica de células viaveis, € um método utilizado na avaliagdo de toxicidade
celular. Essa técnica baseia-se na redugcdo do sal de tetrazdlio por enzimas

mitocondriais em células viaveis intactas. Uma vez reduzido a cristais de formazam,

18



o MTT torna-se insolivel e com coloracdo purpura no meio de cultura, sendo

possivel sua mensuracao por meio de espectofotometria.

4.5.Anélise morfologica

Neste protocolo as células (1x10° células/mL) foram tratadas com lipidios por
72 horas, ou com IL-4 (10 ng/ml) por 48 horas ou IFN-y (1ng/ml) e LPS (100ng/ml)
por 24 horas. Em seguida, foram capturadas 10 imagens de cada amostra no
microscopio digital EVOS FL®, na objetiva de aumento de 20 vezes. Os macréfagos
de um campo das imagens foram classificados com escore de 1 a 4, sendo: 1
células esféricas ou ndo espalhadas; 2 células pouco espalhadas; 3 células
espalhadas, e 4, células muito espalhadas sobre a placa. As médias dos valores
foram usadas para representar os grupos. Cada imagem contém uma barra de

escala equivalente a 200um.

4.6.Ensaio de fagocitose de esferas inertes fluorescentes

O ensaio de fagocitose foi feito como descrito por Rivollier e colaboradores
(2012) (Rivollier et al., 2012). Neste protocolo as células (1x108 células/mL) foram
tratadas com lipidios por 72 horas, ou com IL-4 (10ng/ml) por 48 horas ou IFN-y
(Ing/ml) e LPS (100ng/ml) por 24 horas. ApOs a desaderéncia da placa, as células
foram lavadas com PBS-wash (PBS acrescido de 0,5% de albumina sérica bovina)
gelado e marcadas com anticorpo conjugado ao fluorocromo PE-Cy7 anti-F4/80 por
meia hora. Em seguida, foram lavadas com PBS-wash e as amostras foram
incubadas com esferas inertes fluorescentes (Fluoresbrite Plain Yellow Gold® 1-pm
Microspheres (Polysciences Inc®) em estufa a 37°C com 5% de CO:2 por 45 minutos
(aproximadamente 50x10° esferas inertes fluorescentes para cada 2x10° células).
ApoOs esse tempo as células foram novamente lavadas com PBS-wash e a leitura foi

realizada no citbmetro FACSCanto Il da BD Biosciences.
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4.7.Dosagem indireta de 6xido nitrico (dosagem de nitrito — Reacdo de

Greiss)

Ap0s cada experimento os sobrenadantes eram armazenados em microtubos
de 1,5mL a -20°C. A concentracdo de nitrito no sobrenadante foi mensurada pelo
método colorimétrico de Griess (Green et al., 1981). A reacdo de Griess acontece
pela mistura de 1:1 de solu¢des contendo 1% de sulfanilamida (50uL) e 0.1% de
naftiletilienodiamino-dicloridrato em &cido fosforico (HsPO4) (50uL) a 2,5%. As
amostras (50uL do sobrenadante) foram transferidas em duplicatas, para uma placa
tipo ELISA de 96 pocos. O mesmo volume (50ul) de cada reagente de Griess foi
adicionado em cada poco. A curva padrao é feita com diluicbes seriadas de nitrito
em concentragcdes conhecidas, usado para calcular a quantidade de nitrito presente
na amostra. Apos 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a absorbancia
foi medida por espectofotdbmetro com filtro para comprimentos de onda de 540nm.
Os valores utilizados para o calculo da curva padrdo de NaNO: foram de 100; 50;
25;12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 uM.

4.8.PCR em tempo real (RT-PCR)

ApoOs 48 horas incubadas com os lipidios ou apenas meio completo, as
células foram estimuladas por 24 horas com IFN-y (0,1ng/mL) e LPS (900ng/mL)
enquanto as outras permaneceram apenas com lipidios ou sem tratamento. As
células aderidas a placa (aproximadamente 2,5x10°) foram homogeneizadas e
armazenadas em 0,190mL de TRIZOL (Ambion®, Carlsbad, CA, USA). As amostras
homogeneizadas foram incubadas por 5 a 10min a temperatura entre 15° a 30°C,
para permitir a completa dissociacdo de complexos nucleoprotéicos. Em seguida,
foram adicionados 100ul de cloroférmio para cada 0,5mL de TRIZOL. Foi realizada
agitacdo em vortex e depois incubacdo por trés minutos a temperatura ambiente. O
homogenato foi centrifugado a 12.000xg por 15 min a 4°C. Apdés a centrifugacao, a
mistura ficou separada em fase inferior (de cor rosa), contendo fenol-cloroférmio,
fase intermediaria e uma fase aquosa transparente superior. O RNA permanece
exclusivamente na fase aquosa que foi transferida para microtubo novo. O RNA foi

precipitado com alcool isopropilico (300uL). As amostras foram incubadas por 10min
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a temperatura ambiente sendo apés centrifugadas a 12.000xg por 10min a 4°C e
entdo formaram-se pequenos pellets brancos. ApGs descarte do sobrenadante,
foram adicionados 0,5mL de etanol 75% (diluido em agua ultra pura). O tubo foi
agitado no vortex para que o sedimento se soltasse do fundo. Entéo, foi realizada
nova centrifugacdo a 7.500xg por cinco minutos a 4°C. Apés descarte do
sobrenadante, o tubo foi deixado aberto tempo suficiente para secagem do
sedimento que, em seguida, foi diluido em 20uL de agua ultra pura. O RNA foi
estocado a —72°C. A quantificacdo do RNA foi realizada no espectrofotometro DS11
(DeNovix Technologies®, Wilmington, DE, EUA). A leitura do branco foi feita com
agua ultra pura. O aparelho forneceu a concentracdo em ng/mL e a razdo 260/280
(RNA/ proteinas) e 260/230 (RNA/ alcoois).

A reacao de transcrigdo reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada
utilizando-se RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Vilnius,

Lithuania), conforme instrucdes do fabricante.

Para as reagbes subsequntes de amplificacdo, 1ul da amostra de cDNA foi
utilizada. A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foi realizada em volume final de
15uL contendo 5uL de SYBER Green Master Mix (Thermo Scientific, Vilnius,
Lithuania), 0,4uL de primer senso a 5uM, 0,4uL de primer anti-senso a 5uM e 8,2uL
de agua Milli-Q. A reacéo foi realizada utilizando-se termociclador C1000™ Termal
Cycler (Biorad ®). Em resumo, foi feita incubacéo inicial de um minuto a 95°C e, em
seguida, 15 segundos a 95°C para desnaturacdo, um minuto para anelamento e
extensdo a 60°C. Esses dois ultimos passos foram repetidos 40 vezes e depois foi
feita a curva de melting: 95°C por 15 segundos, 60°C por um minuto e rampa de
subida lenta de temperatura até 95°C. A expressao relativa foi calculada pelo
metodo —~AACT. Os dados foram demosntrados como (fold change) dos genes alvo

em relacao ao controle interno do genes GADPH.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers controle e de interesse

Senquéncias
Gene Senso Anti-senso
Gapdh 5- AGGAGCGAGACCCCACTAAC- 3 5 — GTGGTTCACACCCATCACAA- 3
iINOS 5- CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC- 3 5- GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTGG- 3
Flzz 5- AATCCAGCTAACTATCCCTCCA- 3’ 5"- CAGTAGCAGTCATCCCAGCA- 3

4.9.Ensaio de atividade indireta de arginase

As células (1x108 células/mL) foram tratadas com lipidios por 72 horas, ou
com IL-4 (10 ng/ ml) por 48 horas ou IFN-y (1ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas.
Em seguida as células foram submetidas ao ensaio colorimétrico que mensurou a
atividade de arginase pela producdo de ornitina. O sobrenadante foi retirado das
culturas de células e a elas foi adicionado Triton-x para lise. Para ativacdo da
enzima foram usados os co-fatores cloreto de manganés e Tris HCI por 10 minutos a
55°C. Em seguida foi adicionada a arginina e apés 60 minutos na temperatura de
37°C, foi adicionada a solucéo acida (H2SOa4 [96%], H3PO4 [85%] e H20) e por fim a
a-isonitrosopropiophenona. Esses reagentes juntamente com a amostra foram

deixados em banho maria a 95°C por 45 minutos. A leitura foi realizada a 540 nm.

4.10. Dosagem de citocinas por ELISA

Os niveis de citocinas nos sobrenadantes de cultura de macréfagos foram
determinados por ELISA sanduiche utilizando conjuntos comerciais e protocolo
indicado pelo fabricante (R&D systems). De maneira geral, as placas foram
sensibilizadas com 50uL de solugdo contendo anticorpos monoclonais purificados
reativos diluidos em tampéao fosfato de pH 7,2 e mantidas overnigth a 4°C. No dia
seguinte, as placas foram lavadas com solucdo salina com 0,05% de Tween e
bloqueadas com solugéo de albumina bovina a 1% (BSA 1%) em salina tamponada
com fosfato por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados
0s sobrenadantes da cultura celular (50uL) e as placas foram incubadas overnigth a
4°C. Alguns pocos receberam diluicbes seriadas de cada citocina purificada com
concentragcbes conhecidas, para construcdo de curva padrdo, a partir da qual pode
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ser determinada a concentragdo de cada amostra. As placas foram novamente
lavadas e entdo incubados por duas horas a temperatura ambiente com 50uL de
solucdo contendo anticorpos monoclonais de camundongo especificos para cada
citocina dosada marcados com biotina em solucdo de BSA 1%. Apds nova lavagem,
a solugdo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (R&D systems) foi
adicionada e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. Depois de outra
lavagem, a reacdo imunoenzimatica foi revelada incubando as placas, ao abrigo da
luz, com solucdo contendo 2ul/ 5 mL de H202 e 4mg/5 mL de o-fenilenodiamina
dihidrocloreto (OPD) em tampao citrato com pH 5,0 até o desenvolvimento de uma
coloracdo amarelo-escura. A reacéao foi interrompida pela adicdo de 20ul/poco de
uma solucdo de acido sulfirico a 2N. A absorbancia de 492nm de cada poco foi

obtida no leitor de microplaca de ELISA.

4.11. Citometria de fluxo

A citometria foi uma ferramenta utilizada para mensurar a expressao e
frequéncia de algumas das varias moléculas de superficie de macréfagos que tem
sua expressdo modulada de acordo com o estimulo e consequente fenétipo da

célula.

Apbs 48 horas incubadas com os lipidios ou apenas meio completo, as
células foram estimuladas por 24 horas com IFN-y (1ng/mL) e LPS (100ng/mL), ou
por 48 horas com IL-4 (10ng/mL) ou permaneceram apenas com os lipidios. Apos
coleta do sobrenadante para outras andlises, as células foram desaderidas
utilizando-se EDTA 10mM diluido em PBS a 4°C e tranferidas para tubos conicos
para centrifugacdo. Em seguida essas células foram centrifugadas, lavadas com
PBS-wash e entdo foram incubadas com bloqueador de por¢do Fc de anticorpos.
ApoOs lavadas e centrifugadas, as células receberam 10ul de um mix anticorpos
(diluidos previamente de acordo com as titulacdo anteriores) contendo anti-MHCII,
anti-CD206, anti-CD11b, anti-F4/80, ante-CD124, anti-TLR2 e anti-CD124. Apoés a
adicdo dos anticorpos as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C em abrigo
de luz. Em seguida foram lavadas com PBS-wash, centrifugadas. O sobrenadante
foi descartado, vertendo-se as placas e o pellet foi ressuspendido em 200 ul de
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solucdo fixadora contendo 1% Paraformoldeido. As suspensdes célulares foram
transferidas para microtubos de leitura e armazenadas a 4°C, protegidas de luz. A
aguisicdo das amostras foi realizada no citbmetro de leitura FACSCanto Il (Becton
Dickinson) acoplado a um computador com o software FACsDIVA (Becton

Dickinson).

Tabela 2: Anticorpos usados para citometria

Molécula Anticorpo Diluicdo | Marca

F4/80 Pe-Cy7 (Ficoeritrina Cy-chrome 7) 1:400 Biolegend
Percp-Cy 5.5 (Peridinin chlorophyll

Cdl1lb _ 1:300 BD Pharminogen
cyanine dye)

MHC2 Biotinilado (IA-IE) 1:100 BD

Estreptavidina | FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) | 1:200 BD Pharminogen

TLR2 FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) | 1:300 eBioscience

CD206 APC (Aloficocianina) 1:300 Biolegend

CD 124 PE (Ficoeritrina) 1:200 Biolegend

Fc Block - 1:100 BD Pharminogen

Foram utilizadas células ndo marcadas e marcacdes controles (FMO) para
que fossem realizadas as analises. A partir de gréfico que permite identificar o
tamanho e a granulosidade das células através do padrdo de dispersao do laser
apo6s a passagem das mesmas (Forward Scatter x Side Scatter), foi feito “gate” na
populacdo de granulécitos, a partir deste gate foram selecionados os singlets com
no minimo 30.000 eventos para determinacao dos padrdes de fluorescéncia de cada
amostra. As analises posteriores foram feitas utilizando-se o software FlowJo

(Décima versao).
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Estratégia de gate
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Estratégia de gate para analise no programa FlowJo: Primeiro selecionou-se a
area correspondente a granulocitos e em seguida, dentro deste gate, selecionamos
as células positivas para F4/80 e dentro deste gate as células positivas pra CD11b.
As marcacoes foram estabelecidas positivas a partir do gate no FMO respectivo para

cada molécula de interesse.
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A partir do gate de células CD11b+, nés fizemos novos gates para células
positivas para as moléculas: MHC II, CD124, CD206 e TLR2.
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4.12. Infeccdo dos macréfagos com Trypanosoma cruzi

Apés 48 horas incubados com os lipidios ou apenas meio completo, os
macrofagos foram infectados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa CL
Brener, na proporcdo de 5 tripomastigotas metaciclicas para cada 1 célula. As
células foram divididas em duplicatas para cada lipidio e para cada tempo de
infeccdo. Os grupos controle foram: controle negativo, sem lipidios e ndo infectado;
controle positivo que recebeu 5ng/mL de IFN-y e foi infectado e controle T. cruzi, que

foi infectado mas sem tratamento com lipidio ou IFN-y.

Apos 3 horas, a metade das células foi lavada e as laminulas foram retiradas,
fixadas e coradas com conjunto Panético Rapido de 3 passos (Laborclin®). Apoés 48
horas a cultura de células restante foi retirada e também lavada e posteriormente
fixada e corada com o conjunto de Pandtico Rapido. O sobrenadante de 48 horas foi

recolhido para outras analises.

Foram capturadas cerca de 10 imagens de cada laminula na objetiva de 40x e
foram contados mais de 100 macrofagos por laminula. As médias das duplicatas de
cada estimulo por animal foram usadas para os calculos dos valores do percentual

de células infectadas e a taxa de parasitos por célula.
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5. RESULTADOS

5.1.Efeitos da suplementacédo in vitro com acidos graxos poli-insaturados
em aspectos gerais de macrofagos

Apos revisdo de literatura sobre quais as concentracdes lipidicas sdo comumente
usadas para suplementacao in vitro de macrofagos, estabelecemos doses principais
e testamos se a suplementacdo com as mesmas poderia alterar a sobrevida das
células. Apés 6 e 72 horas de cultivo com lipidios, observamos que a suplementacao
nao exerceu efeito toxico nas células (Figura 1 A e B). Entretanto, as células
estimuladas com IFN-y + LPS apresentaram baixa sobrevida apdés 72 horas em
cultura. Portanto, para os demais ensaios, o tempo de cultura estabelecido para as
células estimuladas com IFN-y + LPS foi de 24h.
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Figura 1: Viabiliadade de células apds 6 e 72 horas de tratamento. Foram plaqueadas 1x106
células/mL e tratadas com lipidios nas concentragdes de 10, 25, 50 e 100uM, ou com LPS
(200ng/ml), ou com IFN-y (1ng/ml), ou LPS (900ng/ml) + IFN-y (0,1ng/ml) ou DMSO a 0,01%. As
células foram incubadas na presenca desses estimulos por 6 horas (tempo minimo de experimento)
(A) ou 72 horas (tempo maximo de experimento) (B). As barras representam a porcentagem de
sobrevivéncia das células tendo como referéncia células controle ndo estimuladas (linha tracejada).
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Outro parametro importante avaliado foi a morfologia dos macrofagos. O
espalhamento das células pode indicar maior aderéncia e ativacdo. Apds o resultado
gue mostrou que os lipidios ndo causam efeitos danosos as células, decidimos
investigar se eles poderiam influenciar a morfologia celular. O cultivo de macrofagos
com os lipidios EPA, DHA e CLA alterou a morfologia dessas células (Figura 2A). O
cultivo com o lipidio EPA resultou em maior interferéncia na adesdo dos macrofagos
a placa, assemelhando-se as células que foram estimuladas apenas com IL-4.
Todavia, os lipidios suplementados com DHA e CLA tiveram efeitos intermediarios
no aumento de adesédo das células a placa, enquanto que a suplementagdo com o

lipidio AA nao resultou em mudanca significativa no espalhamento das células.
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Figura 2: Morfologia de células tratadas com lipidios. Os macréfagos (1x108 células/ mL) foram
tratadas com lipidios por 72 horas, ou com IL-4 (10 ng/ ml) por 48 horas ou IFN-y (1ng/ml) e LPS (100
ng/ml) por 24 horas. Em seguida, foram capturadas 10 imagens de cada amostra no microscopio
digital EVOS FL ®, com a objetiva de aumento de 20 vezes. Os macréfagos de um campo das
imagens foram classificados com escore de 1 a 4, sendo: 1 células esféricas ou ndo espalhadas; 2
células pouco espalhadas; 3 células espalhadas, e 4, células muito espalhadas sobre a placa (A e B)
As barras no gréfico representam o percentual de células muito aderidas a placa. Barra de escala
equivalente & 200uM (B). Analise estatistica medida por teste One Way ANOVA, com comparagdes
multiplas de Holm Sidak. Valor p do teste ANOVA < 0,0001, N = 3 animais.
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A aderéncia dos macréfagos estimulados com IFN-y + LPS, também
chamados de classicamente ativados, e dos macréfagos estimulados com IL-4,
também chamados de alternativamente ativados, foi aumentada. Além da aderéncia,
ja € bem estabelecido na literatura que macrofagos do tipo alternativamente ativados
também possuem maior capacidade fagocitica (Stein et al., 1992; Schumann, 2016).
Assim sendo, decidimos analisar qual a influéncia dos lipidios na capacidade de
fagocitose dos macrofagos. A capacidade fagocitica, foi medida por citometria de
fluxo pela avaliagcdo da intensidade média de fluorescéncia de esferas inertes
fluorescentes fagocitadas. Os resultados mostraram que o grupo suplementado com
o lipidio EPA teve capacidade fagocitica aumentada em relacdo ao grupo IFN-y +
LPS (Figura 3). Ressaltamos entretando que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos IFN-y + LPS e C (células sem tratamento).

MFl de beads Fluorescentes
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IFN LPS IL-4 EPA DHA CLA AA

Figura 3: Capacidade fagocitica de macréfagos suplementados com lipidios. As células (1x106
células/mL) foram tratadas com lipidios por 72 horas, com IL-4 (10 ng/ml) por 48 horas ou com IFN-y
(1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo
marcado com fluorocromo PE-Cy7 anti-F4/80 por meia hora. Apés lavadas com PBS-Wash (PBS +
albumina sérica bovina a 0,5%), as amostras foram incubadas com esferas fluorescentes na estufa
de CO2 a 37°C por 45 minutos (aproximadamente 50x10¢ esferas para cada 2x106 células). Apos
esse tempo, as células foram novamente lavadas com PBS-Wash e a leitura foi realizada utilizando-
se o citbmetro FACSCanto Il (BD Biosciences). As barras representam a Mean Fluorescence Intensity
(MFI) medida para cada tratamento. A linha tracejada representa as células n&o estimuladas e
incubadas com esferas fluorescentes. Andlise estatistica por Teste t entre EPA versus IFN-y e LPS,
com valor p = 0,04. N = 3 animais com tratamentos em duplicata.

Dentre os varios papéis fisioldgicos ja elucidados para o 6xido nitrico (NO)
produzido pelos macrofagos, ele se destaca com um importante agente na
eliminacdo de patogenos. Decidimos, entdo, investigar se a simples suplementacao
com lipidios as culturas seria capaz de alterar a producdo endégena de NO. Como

mostrado na Figura 4A, os macrofagos cultivados com adicao de lipidios néo tiveram
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aumento ou reducdo na producdo enddégena de NO em comparagdo com 0S
macréfagos sem tratamento. Como j& esperado, o Unico grupo a apresentar

producdo maior de 6xido nitrico foi o grupo estimulado com IFN-y + LPS.

Em seguida, investigamos se, em um contexto com estimulacéo por citocinas
sabidamente envolvidas na diferenciacdo de macréfagos, os lipidios seriam capazes
de influenciar impedindo ou sinergizando com a producdo de 6xido nitrico esperada
para cada perfil de ativacdo. Sendo assim, mensuramos a produc¢do de 6xido nitrico
em macrofagos que foram previamente incubados com lipidios e depois estimulados
com IFN-y + LPS (por 24 horas) ou com IL-4 (por 48 horas). Nesse contexto, apenas
o lipidio EPA foi capaz de reduzir os niveis de producdo de NO produzido pelos
macréfagos estimulados com IFN-y + LPS para niveis proximos daqueles produzidos
por células ndo tratadas e ndo estimuladas (Figura 4B). Os lipidios DHA e AA
mantiveram os niveis de NO intermediarios entre o controle estimulado sem
suplementacao lipidica, enquanto que o lipidio CLA nédo reduziu a producédo de NO
(Figura 4B). J& nos macrofagos estimulados com IL-4, os lipidios EPA e DHA
reduziram os niveis de NO para abaixo dos valores enddégenos encontrados em

células sem tratamento (Figura 4C).
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Figura 4: Producdo de NO por macrdfagos suplementados com lipideos e estimulados com
citocinas. Para o ensaio colorimétrico que mensura indiretamente o Oxido nitrico, foi usado o
sobrenadante de cultura de macréfagos (1x108 células/ mL) tratadas com lipidios por 72 horas (A), ou
com IFN-y (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas (B) ou com IL-4 (10 ng/ ml) por 48 horas (C). Em
seguida, a esse sobrenadante, foi acrescentada a solucao de sulfanilamida 1% em &cido fosférico
(HsPO4) 2,5% na proporcdo de 1:1:1. Apbés 5 minutos de reacado, foi acrescentada a solucdo de
naftiletilenodiamino-dicloridrato HsPO4 2,5%. A leitura foi realizada em leitor de microplaca em filtro de
540nm. As barras representam a producédo de NO (uM) em cada cultura. O teste estatistico realizado
foi One-way ANOVA paramétrico com valor p<0,0001, com comparagfes multiplas de Tukey. N = 4
animais em duplicatas.
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Para complementar os dados que mostraram a influéncia dos lipideos na
producdo de NO, medimos também a transcricdo do mRNA para enzima iNOS. O
teste de quantificacdo de RNA mensageiro mostrou que as células estimuladas com
IFN-y + LPS apresentaram expressdo aumentada de mRNA, o que foi confirmado
pelos resultados de producdo de NO quando estimulados com IFN-y + LPS.
Entretanto, quando analisamos separadamente as células tratadas com lipidios
comparando-as com a cultura controle sem tratamento, observamos que houve
aumento da expressdo de INOS pelas células suplementadas com o lipidio CLA
(Figura 5A). Esse dado se confirmou pela nédo reducao da producdo de NO nessas
células em comparacdo com as demais avaliadas pelo ensaio de mensuracdo de
NO em células estimuladas com IFN-y + LPS (Figura 4B).

Uma importante proteina descrita em macréfagos M(IL-4) (também chamados
de alternativamente ativados) isolados do pulmdo é a proteina FIZZ1 (Murray e
Wynn, 2011). Entretanto, apds anélise por PCR em tempo real dos macréfagos
tratados ou ndo com lipideos, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
as médias de expressdo de mRNA para FIZZ1. Todos os grupos de células

permaneceram estatisticamente iguais ao controle sem tratamento (Figura 5B).
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Figura 5: Expressdo de mRNA para iNOS e FIZZ1 em macrofagos suplementados in vitro com
lipideos. O teste de quantificacdo de RNA mensageiro foi feito através da reacdo de cadeia da
enzima polimerase. A quantificac@o relativa do mRNA foi calibrada e normalizada por pelo gene
endégeno GAPDH. As barras representam a expresséao relativa de mRNA para iNOS e FIZZ1. A
andlise estatistica realizada foi One-Way ANOVA com comparagédo entre as médias das colunas com
a = 0,05 e comparagdes multiplas de Tukey, N = 4.
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Outra enzima importante com atividade alterada de acordo com a ativacao
dos macréfagos € a arginase. A arginase esta presente em todos os macréfagos,
porém tem alta atividade em macrofagos que aparecem predominantemente em
fase tardia da inflamacéo, ou inflamacgdes cronicas e que recebem estimulos para
reparacdo de tecido (Rath et al.,, 2014). Neste teste que mede a atividade da
arginase pela metabolizacdo da arginina, o lipidio AA mostrou, dentre os 4 lipidios,
ter o maior potencial de ativacdo dessa enzima. O aumento na atividade da arginase
foi igual ao de macrofagos estimulados com a citocina IL-4 (Figura 6). Os lipidios
EPA e DHA tiveram ativacdo intermediaria, ndo diferindo dos controles IL-4 e
controle apenas com células sem tratamento. A atividade de arginase de células
estimuladas com o lipidio CLA ndo apresentou diferenca quando comparada com
aguela observada nas células estimuladas com IFN-y + LPS ou com as células

controle sem estimulo.

Atividade de arginase

mg/mlornitina

(o} IFN LPS IL-4 EPA DHA CLA AA

Figura 6: Atividade de arginase induzida em macri6fagos suplementados com lipideos. Os
macréfagos (1x10°8 células/ mL) foram tratados com lipidios por 72 horas, ou com IL-4 (10 ng/ ml) por
48 horas ou IFN (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Em seguida as células foram submetidas
ao ensaio colorimétrico que mensurou a atividade de arginase pela producdo de ornitina. O
sobrenadante foi retirado das culturas de células e & elas foi adicionado Triton-x para lise. Para
ativacdo da enzima, foram usados os co-fatores cloreto de manganés e Tris HCI. Em seguida, foi
adicionada a arginina e, apés o tempo da reacdo em temperatura 6tima, foi adicionada a a-
isonitrosopropiophenona. As barras representam a producdo de ornitina (mg/ml). Andlise estatistica
foi medida por teste One Way ANOVA, com comparacdes multiplas de Tukey. Valor p do teste
ANOVA de 0,0007. N = 4 animais, com tratamento e teste de arginase feitos em duplicatas

Outro aspecto analisado foi a producéo de citocinas das células tratadas com
lipidios e das células tratadas com lipidios e depois estimuladas. Para isso,
analisamos a produgéo de IL-10, IL-6 e TNF-a nos sobrenadantes de cultura. Os

valores das médias dos grupos tratados apenas com lipidios estdo mostrados na
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Tabela 3. Em relag&o as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) apenas 0s grupos
estimulados com IFN-y + LPS apresentaram aumento detectavel na producéo.

Quanto a IL-10, houve producéo basal detectada na maioria dos grupos.

Tabela 3: Médias das produgbOes de citocinas IL-10, TNF-a e IL-6 em
macrofagos tratados apenas com lipidios

Médias das producdes de citocinas entre os grupos (pg/ mL)

Citocina:| C 'FI'_\'I;‘é" IL-4 |DMSO| EPA | DHA | CLA | AA
IL-6 00 |22800| NA | 00 | 00 | 00 | 00 | 00

TNF-a 0,0 3150,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
IL-10 S7,7 29,7 17,6 N.D. N.D. 20,2 8,7 40,1

As concentracdes de citocinas nos sobrenadantes de cultura de macréfagos foram determinados por
ELISA sanduiche. Para a medida das citocinas TNF-a e IL-10, as células (1x108 células/ mL)
receberam tratamento apenas com lipidios por 72 horas e os controles com IL-4 (10 ng/ ml) por 48
horas ou IFN-y (1 ng/ml) + LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Para a medida da citocina IL-6, as células
foram estimuladas com IFN-y + LPS a 0,1 e 900ng/mL respectivamente ou apenas com lipidios por
72 horas. N.D. = N&o Detectado. N.A. = N&o Avaliado. Analise estatistica foi medida por teste One
Way ANOVA, com compara¢Bes multiplas de Tukey. N = 3 animais em duplicata.

Como ndo houve alteracdo detectdvel na producdo de citocinas pro-
inflamatorias em macréfagos tratados apenas com lipidios, decidimos investigar se
células tratadas com lipidios e posteriormente estimuladas com IFN-y + LPS ou IL-4
poderiam ter alteracdes na producéo de citocinas. Em relacdo a citocina IL-6, houve
modulacdo na producdo da mesma em células que foram tratadas com lipidios e
posteriormente estimuladas. Os lipidios EPA e DHA (da familia émega-3) foram
capazes de reduzir a producédo de IL-6 por células que receberam estimulos pro-
inflamatérios (Figura 7A). Os outros lipidios, CLA e AA, mantiveram a producdo de
IL-6 igual a do grupo néo tratado. Quanto a producdo de TNF-a (Figura 7B) em
macrofagos estimulados com IFN-y + LPS, ndo houve diferenga na produgcdo. O
mesmo ocorreu para IL-10 (Figura 7C), em macréfagos estimulados com IL-4; ndo
houve diferenca entre os grupos. Ja em macrofagos estimulados com IFN-y + LPS,
houve aumento de IL-10 no sobrenadante das células que receberam AA, e

aumento intermediario nas que receberam CLA (Figura 7D).
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Figura 7: Producdo de citocinas em macréfagos tratados com lipidois e posteriormente
estimulados: Os niveis de citocinas nos sobrenadantes de cultura de macrofagos foram
determinados por ELISA sanduiche. Para a medida das citocinas TNF-a e IL-10, as células (1x10°¢
células/mL ) receberam tratamento apenas com lipidios por 72 horas e os controles com IL-4 (10 ng/
ml) por 48 horas ou IFN-y (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Para a medida da citocina IL-6,
as células foram estimuladas com IFN-y + LPS a 0,1 e 900ng/ mL respectivamente ou apenas com
lipidios por 72 horas. As barras representam a producéo de citocinas em ng ou pg por mL. N.D. = Nao
detectado. Andlise estatistica foi medida por teste One Way ANOVA, com comparac¢des mdultiplas de
Tukey. N = 3 animais em duplicata.

Por fim, investigamos por meio de citometria de fluxo, se haveria alguma
alteracdo na expressao de moléculas de superficie de macrofagos mediante o
tratamento com lipidios. Apdés o tratamento com os lipidios, a frequéncia de
macrofagos que apresentaram alta expressdo de MHC de classe Il foi modificada
(Figura 8A e B). As células que receberam EPA tiveram frequéncia de células com
alta expressao de MHC 1l (high) proximas aquelas encontradas para as células do
grupo estimulado com IFN-y + LPS. Esse resultado sugere que o tratamento com
EPA aumentou a capacidade de apresentacdo de antigenos por essas ceélulas.

Entretanto, em um contexto de estimulagdo com IFN-y + LPS, o tratamento com o
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lipidio AA impediu as células de aumentarem a expressao de MHC de classe Il como

ocorreu nos demais grupos (Figura 8A).
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Figura 8: Frequéncia e Intensidade Média de Fluorescéncia de MHC Il em macréfagos tratados
apenas com lipidios e macréfagos posteriormente estimulados. As células (1x108 células/ mL)
foram tratadas com lipidios por 72 horas e com IFN-y (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Os
testes estatisticos foram realizados no software Prisma. As barras representam frequéncia de alta
expressdo de MHCII ou a média de expressdo. A analise estatistica para todos os resultados de
citometria de fluxo foi One-Way ANOVA com comparagédo entre as médias das colunas, com p = 0,05
e comparacdes multiplas de Tukey. N = 3 ou 4 animais em duplicata. A linha tracejada representa
células sem tratamentos ou estimulos. ** = IFN-y + LPS.
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Também foi avaliada a frequéncia de macrofagos que expressavam a
molécula CD124, que é o receptor de IL-4. Essa molécula estd presente em
macréfagos do tipo M(IL-4) (Murray et al., 2014). A expressdo dessa molécula
aumentou apenas com o tratamento com o lipidio EPA. Apesar de também pertencer

a familia de lipidios dmega-3, o lipidio DHA n&o apresentou o mesmo efeito.
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Figura 9: Frequéncia de células positivas para CD124 apds tratamento com lipidios e
estimulagdo com IFN-y + LPS. As células (1x108 células/ mL) foram tratadas com lipidios por 72
horas e com IFN-y (1 ng/ml) + LPS (100 ng/ml) por 24 horas. As barras representam a frequéncia de
células expressando CD124. A linha tracejada representa as células sem tratamentos ou estimulos. **
= IFN-y + LPS. A analise estatistica para todos os resultados de citometria de fluxo foi One-Way
ANOVA com comparacgéo entre as médias das colunas, com p = 0,05 e compara¢des mdltiplas de
Tukey. N = 4 animais em duplicata.

A molécula CD206, um receptor de manose, € uma molécula de expressao
rara entre macréfagos. Menos de 0,5% dos macréfagos nesse modelo apresentaram
essa molécula. Entretanto, dentre os macrofagos suplementados com lipidios,
apenas o0 grupo EPA apresentou aumento significativo no percentual de células
positivas para essa molécula e a estimulacdo com IFN-y + LPS nao foi capaz de

diminuir essa frequéncia (Figura 10).
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Figura 10: Frequéncia de células que expressam CD206 apdés tratamento com lipidios e
estimulados ou ndo com IFN-y + LPS. As células (1x106 células/ mL) foram tratadas com lipidios
por 72 horas e com IFN-y (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. As barras representam a
frequéncia de células expressando CD206. A linha tracejada representa as células sem tratamentos
ou estimulos. ** = IFN-y + LPS. A analise estatistica para todos os resultados de citometria de fluxo
foi One-Way ANOVA com comparacao entre as meédias das colunas, com p = 0,05 e comparacdes
multiplas de Tukey. N = 4 animais em duplicata.

Ja o receptor semelhante ao toll do tipo 2 (TLR2) € geralmente encontrado em
células classicamente ativadas (Murray e Wynn, 2011). Neste modelo, o EPA e DHA
(familia 6mega-3) e AA (familia 6mega-6) aumentaram a expressao dessa molécula

guando comparados com os controles (Figura 11A).

Em seguida, testamos a modulacdo da expressdo dessas moléculas em
macrofagos ja incubados com lipidios e que posteriormente receberam um estimulo
ou de IFN-y e LPS ou de IL-4. Como resultado, o grupo de células tratadas com o
lipidio EPA apresentou aumento na expresséo de TLR2 sob estimulo com agentes
inflamatorios (Figura 11B), o que sugere uma acao sinérgica de EPA com IFN-y e
LPS. Da mesma forma, o grupo de células tratado com EPA aumentou a expressao
de TLR2 quando as células foram estimuladas com IL-4 (Figura 11C), enquanto que
o tratamento com os lipidios DHA e AA levaram a um aumento intermediario em

relacéo ao controles sem tratamento e ao grupo EPA.
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Figura 11: Intensidade Média de Fluorescéncia da expressdo de TLR2 por macr6fagos ap6s o
tratamento com lipideos. As células (1x10° células/ mL) foram tratadas com lipidios por 72 horas, ou
com IL-4 (10 ng/ ml) por 48 horas ou IFN-y (1 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) por 24 horas. Expressdo de
TLR2 representada por barras entre controles e células tratadas apenas com lipidios (A). Expressao
de TLR2 representada por barras entre controles e células previamente tratadas com lipidios e entédo
estimuladas com IFN-y + LPS (B). Expressdo de TLR2 representada por barras entre controles e
células previamente tratadas com lipidios e entdo estimuladas com IL-4 (C). A andlise estatistica para
todos os resultados de citometria de fluxo foi One-Way ANOVA com comparacado entre as médias das
colunas, com p = 0,05 e comparagdes multiplas de Tukey. N = 3 animais em duplicata.
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5.2.Influéncia da suplementagcdo com &cidos graxos poli-insaturados na
infeccdo in vitro de macrofagos com Trypanosoma cruzi

Por ultimo, avaliamos se os macrofagos tratados in vitro com lipidios, teriam
sua relacdo parasito — hospedeiro alterada. Para isso, escolhemos o parasito
Trypanosoma cruzi, dada a sua importancia epidemiologica e o fato de ser um

parasito intracelular obrigatorio.

Apbs a suplementacdo com lipideos, os macréfagos foram incubados com 5:1
T. cruzi por 3 horas. Apos as 3 horas, ndo houve diferenca na entrada de parasitos
nos macrofagos e nem no percentual de células infectadas entre os grupos tratados
e 0s grupos controles infectados (Figura 12A e B). Entretanto, 48 horas apos a
infeccdo, 0s grupos apresentaram diferencas para os desfechos da infecgédo. As
células infectadas sem nenhum tratamento tiveram a quantidade de amastigostas
intracelulares duplicadas (Figura 12B), enquanto que 0s grupos tratados com IFN-y

mantiveram a taxa inicial de infeccao.

Os grupos tratados com os lipidios EPA e DHA tiveram a média de
amastigostas por célula intermediaria diminuida em relagédo ao grupo TC (T. cruzi)
mas maiores que 0s grupos que receberam IFN-y. Entretanto, quando o parametro
analisado foi o percentual de células infectadas apds 48 horas (Figura 12A), o Gnico
lipidio a se destacar foi o EPA, que, nesse intervalo, foi capaz de reduzir o
percentual de células infectadas. Os outros lipidios obtiveram efeitos intermediarios
entre o grupo sem tratamento e o grupo EPA.

41



% de células infectadas

A
80 -
12}
©
=]
©
5 60
= b
o
“ 40 .\. \d NI i
© d
=}
©
© 204 c
[}
=]
< a
0 4 T T T T T T T T T T T T
SEEENEER N N I T I N
A S U S S e
A Nk <« R Q OQ‘ [N v
B Taxa de parasitos / célula
8-
i
32 61 b
)
e b
0 44
34 d d bd
 , ~ o/o A ‘/‘
«©
o
a
0-—@ T T T T T T T T T T T T
(SIS b?;(\ o hq;c o V%&\ o v%&\ A VQ;{\ o b?;o
ENIPCHICNE NP LS SRR LS SRS RS
NG S RTTRT T Yow

Figura 12: Infectividade de células por Trypanosoma cruzi em macréfagos tratados com
lipidios. Apés o tratamento com lipideos, os macrdfagos foram infectados com 5:1 tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi da linhagem CL Brener. Apds 3 horas e 48 horas foram mensurados a taxa
de parasitos por célula de parasitos e o percentual de células infectadas (Figura 11, A e B). Logo
apos os periodos de infec¢do, as células foram coradas com o kit panético e as células foram
contadas em microscoépio. Os testes estatisticos foram realizados no software Prisma. A analise para
0s resultados de infeccdo com T. cruzi foi feita utilizando-se o teste One-Way ANOVA com

comparacao entre as médias das colunas com p = 0,05 e compara¢cBes multiplas de Tukey,N =3.

42



Tabela 4: Percentual de células que eliminaram o parasito apds 48 horas de

infeccéo.
Percentual de células que eliminaram o parasito
TC IFN-y EPA DHA CLA AA
4,2 34,2 29,8 22,5 23,1 25,4

Tabela 5: Variacdo em vezes na quantidade de parasitos por células infectadas
comparando-se entre 3 e 48 horas de infecgéo.

Variacdo na quantidade de parasitos em células infectadas

TC IFN-y EPA DHA CLA AA

2.0 0.8 1,5 1.1 2.5 1,4

Tabela que esclarece resultado do gréafico de taxa de parasitos por célula 3 e 48 horas apos a
infeccao.

Além de mensurarmos os percentuais de infeccdo, também mensuramos a
producéo de 6xido nitrico, IL-10 e IL-6 no sobrenadante dos macro6fagos infectados,
dada a importancia do 6xido nitrico no controle e eliminacdo dos parasitos e das
citocinas como agentes de ativacdo celular. Todavia, ndo houve diferenca
significativa na producéo de NO entre os grupos infectados tratados com lipidios e o
grupo infectado sem tratamento (Figura 13A). O producédo de NO estava aumentada

apenas no grupo que recebeu IFN-y.

Ja em relagdo a citocina IL-6, houve modulagdo na sua producdo pelos
lipidios, com reduc&o da mesma pelo grupo que recebeu DHA para niveis iguais aos
niveis dos grupos sem tratamento (Figura 13B). A producao de IL-10 n&o foi alterada

entre os grupos apos a infecgdo com T. cruzi (Figura 13C).

43



A Producdo de NO em macréfagos
48 h ap6s ainfeccgao

201 b

181
164
144

NO uM

B Producédo delIL-6 em macrofagos
48 h ap6s ainfeccao

IL-6 ng/m|
)
 — L

- »

C Producédo de IL-10 em macréfagos
48h apés ainfeccédo

IL-10 pg/m1

a
s *iN-D--'L_;_ﬁ_
0.0 T T T
TC INF

[} EPA DHA CLA AA

Figura 13: Producgao de 6xido nitrico e de citocinas por células infectadas com Trypanosoma
cruzi apos a suplementacado com lipideos. Produgao (representada por barras) de NO (A), IL-6
(B) e IL10 (C) em macréfagos 48 horas apds a infeccdo. Os macréfagos foram previamente
tratados com lipideos por 48 horas e posteriormente infectados com 5:1 T. cruzi cepa CL Brener.
ApOs 48 horas de infeccdo os sobrenadantes de cultura foram coletados e mediu-se a producéo de
oxido nitrico e de citocinas IL-10 e IL-6 ou ndo. N.D. = N&o detectado. A analise para os resultados de
infeccdo com T. cruzi foi feita utilizando-se o teste One-Way ANOVA com comparagdo entre as
médias das colunas com p = 0,05 e comparacfes multiplas de Tukey, N = 3.
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Figura 14: Esquema que sintetiza os principais efeitos dos acidos graxos poli-insaturados
sobre os macrdfagos encontrados neste trabalho.
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6. DISCUSSAO

6.1.0 modelo deste estudo

Os macrofagos sdo células de grande importancia na homeostase do
organismo e se fazem necessarias em praticamente todos os tecidos. Essas células
exercem papeis centrais em diversas fases dos eventos infecciosos, desde o
reconhecimento e eliminacdo de parasitos até o clearance dos locais afetados e
producdo de estimulos para reconstrucao tecidual (Ginhoux et al., 2016). Neste
estudo, observamos a modulacdo induzida por lipidios em contextos onde o0s

macréfagos foram cultivados in vitro.

Para iniciar os estudos, foram feitos testes para que as concentracfes de
acidos graxos estabelecidas nos experimentos ndo apresentassem toxicidade para
as células em cultivo. A concentracéo de 100um foi estabelecida por ndo apresentar

efeitos toxicos as células e por ser eficaz em provocar algum estimulo.

Ja com relacdo ao tempo de incubacéo, foi definido o tempo de incubacao
dos macrofagos com lipideos por 48h, pois ja foi descrito que o acido araquidénico &
0 acido graxo com menor taxa de absorcdo na membrana e que para que esse

efeito ocorra sdo necessarias pelo menos 48h de cultura (Calder et al., 1990).

O meio tioglicolato possui em sua composi¢cao substancias que podem ativar
os macrofagos para um perfil classicamente ativado. Sabendo disso, comparamos a
producdo basal de NO entre macrofagos peritoneais de camundongos recrutados
com tioglicolato e macréfagos retirados do peritbnio de camundongos apenas com
PBS e posteriormente plagueados com meio completo. Ndo houve diferenca na
producdo de NO enddgena entre ambos. As células recrutadas com tioglicolato, sem
tratamento, também néo produziram IL-6 ou TNF-a. A expressao ou a frequéncia de
moléculas que indicam polarizagdo do macréfago para classicamente ativado em
grupos sem tratamento sempre foi a mais baixa entre os grupos analisados. Sendo
assim, acredita-se que 0s macrofagos usados nos experimentos possuiam uma
baixa ativacdo. Estes, sempre permaneceram em repouso incubados por pelo

menos 48h e todos os grupos (culturas de células) foram tratados da mesma forma.
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Observa-se também que todos os grupos sempre tiveram a mesma ativacao basal,

devido ao método de extracdo em comum.

O modelo que usa macréfagos extraidos com tioglicolato da cavidade
peritonial é dito heterogéneo em células. Na cavidade peritoneal, cerca de 55% das
células ndo sdo macréfagos. Misharin e colaboradores mostraram, entretando, que
apos a extracdo com tioglicolato e aderéncia dessas células a placas de cultura,
cerca de 80 a 88% das células que permanecem aderidas sdo de fato macréfagos
(Misharin et al., 2012). Em nosso trabalho, as células sempre foram lavadas e
apenas células aderentes foram usadas. Nas andlises morfolégicas e de citometria,
nao vimos contaminacdo relevante com outras células e cerca de 90% das células
eram identificadas como macréfagos, nao restando davidas, assim, de que os dados
obtidos nesse trabalho sao produzidos de fato por macréfagos.

6.2.0mega 3 e ativacéo de macrofagos

O EPA (acido eicosapentaendico), pertencente a familia de &cidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa, teve papel importante no aumento da aderéncia de
macrofagos a placa, semelhante ao que foi observado com o estimulo com a
citocina IL-4. Ele também influenciou o aumento na capacidade fagocitica dessas
células e levou a reducéo da producédo de IL-6 e NO em contextos com estimulos
inflamatorios. Esse lipidio também foi sozinho capaz de aumentar a frequéncia de
células com alta expressdo de MHCII, CD124, CD206 e, quando utilizando em
conjunto com IL-4 ou IFN-y e LPS, aumentou a expressdo de TLR2 nas células. Ja
no contexto de infeccado in vitro, o EPA foi capaz de reduzir o percentual de células
infectadas com T. cruzi e também reuduziu a replicacdo de T. cruzi dentro das

células qguando comparado as culturas controle ndo estimuladas.

Também da familia 6&mega 3, o acido graxo poli-insaturado de cadeia longa
DHA (4cido docosahexaenoico), apresentou também atividade moduladora no
macrofago. Esse lipidio induziu alteracdo na morfologia de macréfagos, quando
comparado com as ceélulas sem tratamento e aquelas estimuladas com IL-4.
Adicionalmente, teve influéncia na reducdo da producdo de NO em células
estimuladas por IFN-y+LPS. O DHA foi capaz de reduzir a liberagédo de IL-6 em

células que receberam estimulos pro-inflamatérios e também foi capaz de sozinho

47



aumentar a expressao de TLR2. Ja no contexto de infeccao in vitro, o DHA reduziu o
namero de parasitos por célula quando comparado com as células infectadas sem
tratamento. Esse lipidio também foi o Unico a reduzir a producao de IL-6 em células

gue foram infectadas com T. cruzi.

Neste trabalho, o EPA foi o lipidio que se destacou na capacidade de ativacéo
perante os parametros analisados, quando observamos que foi o tratamento que
modificou a maior quantidade de moléculas expressas e citocinas produzidas.
Juntamente com o DHA, esses séo os principais lipidios da familia 6mega 3. Na
maioria das vezes, a fonte dietética de ambos é a mesma, porém eles podem
apresentar efeitos diferentes nas células. Alguns trabalhos na literatura comparam
ambos os acidos graxos (Dag Halvorsen et al., 1997; Mickleborough et al., 2009;
Oliver et al., 2012). Estruturalmente sdo diferentes, pois o DHA possui 2 carbonos a
mais que o EPA e consequentemente isto influencia a sua capacidade de alterar as
propriedades da estrutura da membrana. A desordem da membrana e a
permeabilidade a ions livres é maior na presenca de DHA na membrana (Gorjao et
al., 2009). Em contraste ao DHA, entretanto, o EPA pode também servir como
substrato para COX-2 e resultar na sintese de prostaglandinas de série 3
(Needleman et al., 1979).

Vérios trabalhos analisaram o efeito desses 2 lipidios nos macrofagos. Em
geral, esses &cidos graxos induzem a diferenciacdo dessas células para um perfil
mais anti-inflamatoério (Babcock et al., 2002; Skuladottir et al., 2007). Esse perfil se
assemelha aos macrofagos alternativamente ativados, uma vez que estes produzem
citocinas anti-inflamatorias e a assinatura lipidica inclui mediadores lipidicos também
anti-inflamatorios (Részer, 2015). Os lipidios 6mega 3 ainda sdo capazes de reduzir
receptores de citocinas pro-inflamatérias como os dos IFNs (Feng et al., 1999), TLRs
(Wong et al., 2009; Hsueh et al., 2011; Liu et al., 2012) e a producao de citonias pro-
inflamatorias (Schoeniger et al., 2011). No presente trabalho, alguns desses
parametros de perfil anti-inflamatério foram encontrados em células suplementadas
com EPA ou DHA. Os macrofagos, quando estimulados com IFN-y + LPS,
apresentaram menor secrecdo de IL-6 e NO. O DHA sozinho também reduziu a
producdo de IL-6 em macréfagos infectados com T. cruzi. Além disso, observou-se

que a suplementacdo com EPA aumentou a frequéncia de células expressando as
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moléculas CD206, CD124 e MHCII, e também aumentou a capacidade fagocitica e a
aderéncia dos macréfagos a placa, caracteristicas essas que também estédo
presentes em macrofagos do tipo M(IL-4), ou os chamado alternativamente ativados
(Wirth et al., 1989; Schilling et al., 2014; Rdszer, 2015; Zanluqui et al., 2015). No
trabalho de Hopperton e colaboradores, foram avaliadas células da microglia
(Hopperton et al., 2016) de camundongos transgénicos para fatl (que transforma
6mega-6 em 6mega-3) e de camundongos suplementados com 6leo de peixe sendo
gque ambos os grupos apresentaram alteracdes morfolégicas nos macrofagos do
sistema nervoso. Essas alteracdes incluiam aumento no nimero de ramificacdes
citoplasmaticas (end points). Entretanto, € necessario ressaltar que ambas as fontes
de dmega-3 ndo eram exclusivas e tampouco majoritariamente de EPA (Kang et al.,
2004). J4 no estudo de Chang e colaboradores, as células tratadas com DHA néao
apresentaram alteracées na morfologia comparadas com os grupos controles, porém
elas preveniram a hipertrofia induzida por LPS ao serem estimuladas com o mesmo
(Chang et al., 2015).

Alguns estudos analisaram a relacao entre lipidios, infeccdo e a capacidade
fagocitica, de macrofagos. Sargi e colaboradores estudaram essa relacdo em
camundongos alimentados com dieta suplementada em édmega 3 que tiveram seus
macrofagos retirados, cultivados e infectados com o fungo Paracoccidioidomycosis.
Esses macréfagos aumentaram a producdo de NO e reduziram a producdo de
prostaglandina 2 (PGE:2) (Sargi et al.,, 2013). A PGE2 € um agente inflamatério
derivado da metabolizacdo do AA. Quando se diminui a quantidade do AA na
membrana, por competicdo com EPA, por exemplo, esse mediador também é
reduzido. A reducao da PGE: induzida por esses lipidios também esta relacionada
com melhora na capacidade fagocitica dos macroéfagos (Aronoff et al., 2004). Entre
vérios lipidios utilizados na suplementacdo de macréfagos, 0os que receberam AA

foram os que menos fagocitaram (Calder et al., 1990).

Apesar do classico papel anti-inflamatorio ou mesmo imunossupressor
atribuido aos lipidios 6mega 3, neste trabalho os macrofagos tratados com EPA e
DHA apresentaram um comportamento ambiguo ao compartilharem algumas
caracteristicas com macréfagos geralmente classificados como classicamente

ativados. Os macrofagos que receberam suplementacdo de EPA e DHA reduziram a
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taxa de parasito por célula em macréfagos infectados, além de aumentarem a
expressdo de TLR2 mesmo quando co-estimulados com IL-4. Além disto, o EPA
sozinho foi capaz de também reduzir o percentual de células infectadas. O aumento
da expressdo de TLR2 nao confirma outros achados da literatura. Geralmente os
lipidios dGmega 3 tém sido relacionados com o bloqueio da via dos TLRs. Um dos
mecanismos propostos para isso é a maior flexibilizacdo na estrutura das balsas
lipidicas presentes na membrana celular ap6s a suplementacdo, o que impede a
dimerizacédo das sub-unidades de TLR (Wong et al., 2009). Nao podemos afirmar se
0 aumento na expressao de TLR2 foi concomitante com a ativacdo das vias de

sinalizacao iniciadas pela ligacdo de moléculas a esse receptor.

Ja o aumento na frequéncia de células com alta expressao de MHCII é um
resultado compartilhado tanto entre macréfagos classicamente como
alternativamente ativados (Cao et al., 1989). Porém, no estudo de Fujikawa,
utilizando modelo de cultura de esplendcitos, observou-se diminuicdo da capacidade
de apresentacdo de antigeno em células que receberam EPA (Fujikawa et al., 1992).
O aumento da expressao de MHCII é mais um parametro que sugere maior ativacao
da célula, em relagcdo ao grupo controle que nao recebeu o lipidio, ja que esse
evento em geral ocorre em células em estagios mais avancados de ativacdo durante

a apresentacao de antigenos.

6.3.Efeitos do 6mega 6 em macréfagos

O acido araquidénico (AA), anico representante de fato da familia dGmega-6
neste trabalho, também apresentou papel relevante na modulacdo da ativacao de
macrofagos. Este, reduziu a producdo de NO em células estimuladas com IFN-y +
LPS, e como esperado, foi o Unico a aumentar a atividade de arginase, assim como
0 grupo estimulado com a citocina IL-4. Os grupos tratados com este acido graxo
nao tiverem a producdo de IL-6 alterada, porém foram os Unicos a aumentar a
producédo de IL-10, ambos em contextos de células com estimulos pro-inflamatérios.
O AA, por sua vez, impediu o aumento da frequéncia de células com alta expressao
de MHCIlI nos contextos de estimulos inflamatérios. Esse acido graxo também

influenciou no aumento do receptor TLR2 tanto quando testado sozinho, quanto com
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a participacdo de IL-4. Em contexto de infecgdo, este lipidio reduziu o numero de
células infectadas e a replicacdo dos parasitos quando comparado ao controle ndo

estimulado.

O lipidio 6mega 6 também se mostrou modulador da ativacdo das células
dentro das condi¢cdes analisadas. Ja € mostrado que, quando suplementado em
culturas de macrofagos, esse lipidio € o que melhor se incorpora a membrana
celular. De fato, este € o lipidio PUFA mais frequente entre os fosfolipidios de

membranas celulares (Calder et al., 1990).

Alguns trabalhos na literatura mostram que o acido araquidénico esta mais
ligado a processos inflamatérios, como ativacdo da via de NFkB (Camandola et al.,
1996). Porém, existem trabalhos mostrando que existe alguma acdo anti-inflamatoria
desses lipidios também. Chiu e colaboradores observaram alivio de colite em
camundongos tratados com 6mega 6 e, em cultura de células com este lipidio,
encontraram reducdo de TNF-a e da atividade de iINOS, aumento na capacidade
fagocitica e no fendtipo que classificaram como “M2” (Chiu et al.,, 2012). Ja
Schoeniger e colaboradores, observaram que tanto lipidios dmega 3 como 6mega 6
reduziram a producao de citocinas pro-inflamatorias, lisozima e CD86 (Schoeniger et
al., 2011).

Nossos dados mostram que o perfil de ativacdo por AA (assim como nos
macrofagos suplementados com 6mega 3) também compartilha caracteristicas de
macrofagos classicamente ativados e alternativamente ativados. O AA foi capaz de
reduzir a producdo de NO em macréfagos estimulados com IFN-y e LPS, mas,
curiosamente, o0 AA no mesmo contexto de estimulacdo impediu as células de
aumentarem a expressdo de MHCII, diferentemente dos outros lipidios. Um dado
similar a este foi encontrado por Philip Calder que demonstrou a redugdo na

expressdo de MHCI em linfoblastos suplementados com AA (Calder, 2007).

J& é descrito (Bansal et al., 2005) que as prostaglandinas formadas a partir do
AA aumentam a atividade de arginase. De forma similar, os macrofagos
alternativamente ativados, ou também chamados de M(IL-4), apresentam aumento

na atividade dessa enzima (Rdészer, 2015). Os nossos resultados mostram que as
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células que receberam AA também tiveram aumento na atividade de arginase, assim

como aquelas do grupo que recebeu IL-4.
6.4.Efeitos do CLA em cultura de macroéfagos

O CLA (4cido linoleico conjugado) com estrutura quimica semelhante ao &cido
linoleico da familia 6mega-6, porém com ligacbes cis-trans, teve efeitos
interessantes em alguns aspetos observados em macrofagos. Em culturas onde
estavam presentes estimulos inflamatorios que induziam a sintese de NO, esse
acido graxo foi o Unico a ndo impedir a producdo de NO. Adicionalmente, o CLA
também foi sozinho capaz de aumentar a expressdo de mRNA para iINOS, enzima
requerida para a producédo de NO. Esse lipidio também néo interferiu na producéo
de IL-6 e nem de TNF-a em contexto inflamatério e nem na atividade da arginase.
No contexto infeccioso, apesar de auxiliar na diminuicdo de células infectadas, foi o
lipidio que menos interfiriu na replicacdo dos parasitos, mantendo a carga parasitaria

tdo alta quanto no grupo sem tratamento.

Este lipidio tem sido descrito como modulador do macréfago no sentido de
exercer um papel anti-inflamatorio. No trabalho de Yu e colaboradores, foi observado
que o tratamento de macrofagos com CLA reduziu a expressdo de COXz e iNOS, os
niveis produzidos de PGE2, NO e IL-6 (Yu et al., 2002). J& em outro trabalho, além
de diminuir a expressdo de COX2, o CLA também estimulou o aumento da
capacidade fagocitica dessas células (Stachowska et al., 2007).

No nosso trabalho, dentro dos parametros de ativacéo testados, o CLA foi o
lipidio que teve menor efeito sobre os macréfagos. Em alguns contextos
experimentais, as células tratadas com esse lipidio se comportaram como as células
sem tratamento, tendo influéncia nula na reducdo da secrecdo citocinas pro-
inflamatodrias. No contexto de infeccdo, enquanto a replicacdo de parasitos dentro
das células infectadas sem tratamento aumentou 2 vezes, esse aumento foi de 2,5
vezes nas células tratadas com CLA. Outros lipidios induziram aumento menor ou
igual a 1,5 vezes na replicacao do parasito. Entretanto, as células tratadas com CLA
apresentaram aumento na expressao de iINOS quando comparadas aquelas tratadas
com outros lipidios ou as células sem tratamento, o que pode ter relacdo com a nao

reducado da producédo de NO em células que foram estimuladas com IFN-y + LPS.
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6.5.Influéncia dos lipidios na relacéo parasito-hospedeiro

Neste trabalho, foi demonstrada a importancia dos lipidios na modulacéao e
ativacdo de macréfagos. Nos testes utilizados, o lipidio EPA teve, de uma forma
geral, maior efeito ne ativacdo dos macrofagos quando comparado aos demais
lipidios. O efeito produzido nos macrofagos pelo tratamento com esse lipidio
compartilhou algumas similaridades com o perfil de macrofagos M(IL-4) e M(IFN-y),
e ambas as formas j& sdo descritas como tendo influéncia em desfechos de infeccéo
com T. cruzi (M2a: Wirth et al., 1989; Rodrigues et al., 2000; Zanluqui et al., 2015).

Outros estudos também mostram que os lipidios sdo capazes de influenciar
os macréfagos na eliminacdo de parasitos. No trabalho de Schoeniger, por exemplo,
o cultivo de células com os lipidios Gmega 3 e 6 durante a primeira e oitava semanas
de infeccdo com os fungos Rhodococcus equi e Pseudomonas aeruginosa foi capaz
de influenciar no aumento da capacidade fungicida dos macrofagos, mensurado pela
reducdo de unidades formadoras de colbnia no sobrenadante dessas células
(Schoeniger et al., 2011). Porém, no trabalho de Bonilla e colaboradores, a
incorporacdo de 6mega 3 na membrana de macréfagos tratados in vitro com esse
lipidio reduziu a eliminacdo de M. tuberculosis pelos macrofagos (Bonilla et al.,
2010). O lipidio EPA foi também estudado in vivo, utilizando-se suplementacédo da
dieta de camundongos infectados com T. cruzi. Entretanto, nesse caso, a
suplementacao resultou em maior mortalidade do grupo de animais tratados quando
comparados com os controles, sem que houvesse diferenga na parasitemia (Takeda
et al., 1995)

Apesar da capacidade de eliminar patégenos pelos macréfagos M(IL-4) ter
sido descrita em varios estudos (Wirth et al., 1989; Solbach et al., 1991; Nelson et
al., 2011; Zanluqui et al., 2015), este ainda € um resultado polémico na literatura
(Rodrigues et al., 2000). E valido ressaltar que os resultados relatados derivam de
estudos utilizando uma variedade de modelos experimentais, com macrofagos
peritoniais extraidos com tioglicolato ou ndo, macréfagos de linhagens, macréfagos

pulmonares, macréfagos de medula e ainda diferentes tipo de patégenos, o que
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dificulta uma conclusdo de quais fenotipos e modelos experimentais sdo de fato
mais efetivos para se estudar o efeito na eliminagdo de parasitos por macréfagos
(Hiyama et al., 2001; Bonilla et al., 2010; Nelson et al., 2011; Schoeniger et al.,
2011).

Varios mecanismos podem explicar o resultado aqui apresentado sobre a
participacdo de EPA e DHA na eliminagdo de parasitos de células infectadas. Um
desses mecanismos € a necessidade de quantidades razoaveis de ROS para que o
T. cruzi se replique. Segundo Goes e colaboradores, células parasitarias que sao
tratadas previamente com baixas quantidades de H20: apresentaram maior
infectividade, ao passo que células que tinham a producdo de ROS inibida, ndo
aumentaram a carga parasitaria (Goes et al., 2016). Nesse sentido, apesar de nao
termos dados relativos a producdo de ROS, hipotetizamos que um mecanismo
semelhante pode estar atuando nas culturas que testamos. Como a suplementacéo
com os lipidios EPA e DHA influenciou a producdo de NO em macrofagos
estimulados, existe a possibilidade de esses lipidios também influenciarem na
guantidade de ROS no contexto de infeccdo, aumentando-a ou reduzindo-a
demasiadamente, e assim o sinal de ROS para a replicacdo do parasito ndo ser

favoravel a replicacéao.

Outro fato interessante observado foi a taxa de parasitos por célula ter sido
reduzida apés o tratamento com EPA. Como vimos ao longo do trabalho, alguns
parametros de ativacdo avaliados no grupo que recebeu esse lipidio se
assemelharam a caracteristicas encontradas também em macréfagos diferenciados
para um perfil alternativamente ativado (estimulado por IL-4). Um dos mecanismos
de acdo da IL-4 é a sua acdo sinérgica com o IFN-y para estimular a produgao
endogena de TNF-a e, assim, aumentar a eliminacdo de patdgenos (Solbach et al.,
1991). O EPA também é um ligante para PPAR (Sethi et al., 2002). No trabalho de
Lefreve, o tratamento com ligantes de PPAR-y de macréfagos infectados com
Candida albicans levou a polarizagdo dessas células para um perfil “M2a”
(alternativamente ativado) e a eliminacdo da bactéria no local de infecgcéo (Lefevre et

al., 2010).

Os parametros que os macrofagos que receberam EPA compartilham com os

alternativamente ativados incluem a maior aderéncia, fagocitose, reducéo de IL-6,

54



aumento na frequéncia de células expressando CD124 e CD206 assim como a
capacidade de eliminar parasitos. Na literatura também sdo encontradas outros
relatos de similaridades como, por exemplo, a inibicdo de COX: tanto por EPA,

quanto por IL-4 (Hinz e Brune, 2002).

Assim sendo, existe a possibilidade de que os mecanismos pelos quais a
carga parasitaria esteja reduzida no grupo de células tratado com EPA seja por
mecanismos similares aqueles induzidos por IL-4. Outros mecanismos ainda néo
elucidados que induzam a alteracdo na producdo de ROS para niveis ndo favoraveis

a replicacdo podem estar atuando.

A ativacdo de macrofagos pode ser mensurada por varios parametros em
diversas condicdes de estimulacdo. Dentro das condi¢cdes analisadas, o lipidio EPA
teve maior efeito na ativacdo dessas células. Isto pode ter ocorrido pelo fato de EPA
ser um lipidio que diminui a incorporacdo de AA aos fosfolipidios da membrana e
dimui seu metabolismo (Nieves e Moreno, 2006) quando comparado ao AA, ou
mesmo por este primeiro ter estrutura quimica com propriedades diferentes do CLA
(Subbaiah et al., 2011), que possui uma ligacdo trans, ou ainda pelo fato de o EPA

ser preferido pela COX, quando comparado com o DHA (Nieves e Moreno, 2006).

Cada lipidio, mesmo o0s que apresentaram menor efeito na ativacdo de
macréfagos dentro das condicbes avaliadas, pode levar os macréfagos para
momentos funcionais diferentes. Desta forma, seria também interessante avaliar
esses lipidios em macrofagos de outros tecidos e organismos, incluindo humanos.
Além disso, seria interessante, para uma melhor compreensao dos seus efeitos na
ativacdo dessas células, mensurar os eicosanoides produzidos e investigar se sdo

estes, e quais destes, 0s responsaveis pela ativacao celular.
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7. CONCLUSOES

Dentro dos parametro avaliados, o EPA teve maior efeito na ativacdo dos
macrofagos estimulados in vitro, polarizando essas células para um perfil que se

assemelha ao de macréfagos M(IL-4).

O tratamento com DHA apresentou algumas similaridades com os efeitos produzidos

pelo EPA, porém em menor grau.

O AA modulou a ativagdo dos macréfagos aumentando a atividade da arginase e

reduzindo a producédo de 6xido nitrico.

A suplementacdo de macréfagos in vitro com os lipidios EPA, DHA e AA provocou
efeitos semelhantes aqueles observados em macréfagos néao-classicamente

ativados.

O CLA foi o lipidio que menor efeito apresentou na ativacdo dos macrofagos, talvez

por ndo atuar nos parametros avaliados.
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. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, objetiva-se:

Quantificar e identificar, quais eicosanoides sdo produzidos pelos macrofagos
tratados com EPA;

Identificar receptores responséaveis pela ativacdo que ocorre com EPA

Verificar se ha acéo direta do EPA no parasito;

Mensurar ROS produzidos por macréfagos suplementados in vitro com EPA;
suplementados com esse lipidio e desafiados com IFN-y + LPS ou IL-4 e
suplementados com EPA e infectados;

Quantificar a expressdo de mRNAs para PPAR-y e NFkB em macréfagos

tratados in vitro com EPA.
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