UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

AYSLAN BARRA

ESTUDO DO PAPEL DOS RECEPTORES ATIVADOS POR
PROTEASE (PAR)2 E PAR4 NA FAGOCITOSE E ATIVACAO IN VITRO
DE MACROFAGOS PERITONEAIS OBTIDOS DE CAMUNDONGOS
C57BL/6

BELO HORIZONTE
2015



AYSLAN BARRA

ESTUDO DO PAPEL DOS RECEPTORES ATIVADOS POR
PROTEASE (PAR)2 E PAR4 NA FAGOCITOSE E ATIVACAO IN VITRO
DE MACROFAGOS PERITONEAIS OBTIDOS DE CAMUNDONGOS
C57BL/6

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas:
Fisiologia e Farmacologia, do Instituto de
Ciéncias Bioloégicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial para a obtencéo do grau de Mestre
em Ciéncias Biologicas: Enfase em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. André Klein

BELO HORIZONTE
2015



Dedicatoria

A minha mae, Eunice, por sempre apoiar as minhas escolhas em busca dos meus

sonhos. A minha irm&, Andressa, pelo carinho, incentivo e exemplo de profissional.



“As oportunidades normalmente se apresentam disfarcadas de trabalho arduo e é
por isso que muitos ndo as reconhecem”
(ANN LANDERS)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, fonte de vida que me move todos os dias.

Ao meu professor e orientador André Klein, pela oportunidade e por acreditar em
meu potencial. Sempre disposto a contribuir para o0 meu crescimento. Vocé foi mais
qgue um orientador, um amigo, um conselheiro confidente, referéncia profissional e
pessoal que me fez enxergar muito além das pesquisas cientificas.

A professora Miriam Tereza Paz Lopes pelo apoio irrestrito ao uso de reagentes e
eguipamentos indispensaveis ao desenvolvimento do trabalho.

A professora Janetti Nogueira de Francischi por seus ensinamentos, licbes e
momentos agradaveis compartilhados. Um exemplo de profissional dedicada e
comprometida com a educacao, ciéncia e pesquisa.

Ao professor Evanguedes Kalapothakis e aos alunos do seu laboratério, por
disponibilizar o uso da estufa de CO,, essencial para o cultivo da cultura de
macrofagos.

A professora Regina Maria de Marco Turchetti Maia, pelas conversas agradaveis e
divertidas no laboratorio.

A Kétia pelo apoio e suporte na execucdo dos experimentos.

Ao Programa de po6s-graduacdo em Fisiologia e Farmacologia, pela oportunidade e
apoio em prol do crescimento cientifico e pessoal dos alunos.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais pela concessio da
Bolsa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico pelos recursos
financeiros para a realizagéo do trabalho.

A minha familia, pelo incentivo e apoio em minha escolha. Minha amada méae
Eunice, uma mulher forte e guerreira que me ensinou a correr atras dos meus
objetivos e sonhos.

A minha irma, Andressa por ser um exemplo e inspiracdo. Sempre me apoiando nos
momentos de aperto. Concluir essa jornada ndo seria possivel sem essas duas
mulheres fundamentais em minha vida.

Aos meus avos, Sebastido e Silvia pelo cuidado, oracbes e compreensao que me
fortaleceram e me guiaram em todos os momentos.

Aos meus Tios e todos familiares pelo apoio, incentivo e uniao.



A querida Kelly, pelo companheirismo, cumplicidade e amor sincero.

A Marina, por ceder abrigo nas primeiras semanas em Belo Horizonte e pela
amizade, companhia, conversas e desabafos na hora do almogo.

Aos colegas e amigos do laboratério de Inflamagdo e Dor da UFMG, que
ajudaram e que me mostraram possibilidades infinitas. Com vocés estreitei 0s lagus
de amizade, acolhimento e parceria.

Agradecimento especial a Natalia, pela receptividade, ensinamentos e amizade.
Sempre paciente e disposta a ajudar.

A Flavia pela amizade, momentos de alegria e exemplo de aluna dedicada e
organizada.

A todas as demais alunas do laboratério, Taissa, Maria Vitéria, Camilla, Carol,
Marcella e Barbara pela companhia agradavel, aprendizado e momentos de
descontracéo.

Aos amigos do laboratorio de Substancia Antitumorais em especial a técnica Luciana
e aluna Ariadne pela aten¢éo e apoio técnico no preparo do meio de cultura.

Aos Bioteristas, Rinaldo e Wellington pelo cuidado e qualidade no manejo dos
animais utilizados nos experimentos.

Aos auxiliares dos servicos gerais pela limpeza e conservagdo dos laboratorios e
banheiros.



RESUMO

Os receptores ativados por protease (PAR) pertencem a familia dos receptores
acoplados a proteina G e séo alvos de serino proteases, sendo classificados de 1 a
4, em funcéo da ordem de descoberta. Tanto PAR2 quanto PAR4 sdo expressos em
leucdcitos, e estdo envolvidos no recrutamento e ativacdo dessas células. Embora
seja caracterizado o papel do PAR em modelos de inflamacéo e ativacéo celular,
pouco se sabe sobre a participacdo desses receptores na funcédo efetora de
macréfagos como, por exemplo, a fagocitose e a secrecdo de mediadores
inflamatorios. Diante disso, 0 nosso objetivo foi avaliar o papel de PAR2 e PAR4
sobre a fagocitose de particulas de zimosano e liberacdo de mediadores
inflamatdrios em macrofagos peritoneais in vitro. Para isso, os macrofagos foram
obtidos de camundongos C57BL/6, os quais foram injetados previamente com
solucéo de tioglicolato 6 % por via intraperitoneal. Apds trés dias, foi feito a coleta do
lavado peritoneal e essas células foram pré-incubadas com LPS (10 pg/mL) 30
minutos antes da incubacdo com o agonista de PAR2 (SLIGRL-NH;, 30 uM) ou
agonista de PAR4 (AYPGKF-NH, 30 uM) em presenca ou ndo dos seus respectivos
antagonistas seletivos (PAR2: ENMD 1068; PAR4: TcY-NH,); seguida pela adi¢cado
de zimosano (10 ug/mL). A avaliagédo da fagocitose foi expressa através do indice de
Fagocitose (IF), definido como a razdo entre o somatério do total de particulas
fagocitadas em 100 células contadas sobre a porcentagem de macrofagos
fagociticos. O sobrenadante da cultura foi utilizado para a dosagem de 6xido nitrico
(NO), espécies reativas de oxigénio (ROS) e producéo de citocinas (TNF-a e IL-10).
A incubacdo dos macréfagos com o agonista de PAR2 (30 pM) foi capaz de
aumentar o IF, fato ndo encontrado quando houve incubagdo concomitante com seu
antagonista. Em contrapartida a incubacdo com o agonista de PAR4 reduziu o IF.
Essa reducdo nao foi observada, quando administrado junto ao seu antagonista. A
co-incubacéo de agonista de PAR2 (30 uM) com o agonista de PAR4 (30 uM) nédo
alterou o IF. A ativacgao in vitro de PAR2 ou PAR4 foi capaz de aumentar a producao
de NO ap6s 24 horas de incubacdo. Porém, ap6s 48 horas de incubacédo, houve
uma reducéo na producédo desse mediador. A ativacdo do PAR2 (30 uM) néo alterou
os niveis de ROS 24 e 48 apds a incubacao. Porém, na presenca do agonista de
PAR4 (30 pM) houve um aumento na producdo de ROS foi observado nos dois
tempos analisados. A incubacdo dos macréfagos com agonista de PAR2 (30 uM) ou
agonista de PAR4 (30 puM) néo alterou a producéo de TNF-a, porém o agonista de
PAR2 (30 pM) aumentou a producédo de IL-10 no tempo de 24 horas, enquanto o
agonista de PAR4 (30 uM) reduziu a producdo dessa citocina apdés 4 horas de
incubacé&o. Em concluséo, os dados sugerem um papel regulador de PAR2 e PAR4
no fendmeno fagocitico dos macrofagos e na produgdo de mediadores pré ou anti-
inflamatorio essenciais para o controle da resposta efetora dessas células.

PALAVRAS-CHAVE: PAR2, PAR4, Macréfagos, Fagocitose



ABSTRACT

The protease activated receptors (PAR) belong to the family of G protein-coupled
receptors and are targets of serine proteases, classified from 1 to 4 depending on the
order of discovery. Both PAR2 and PAR4 are expressed in leukocytes, and are
involved in the recruitment and activation of these cells. Although the role of the PAR
Is characterized in inflammation and cell activation models, little is known about the
role of these receptors in macrophages during effector functions, for example,
phagocytosis and the secretion of inflammatory mediators. Therefore, our objective
was to evaluate the role of PAR2 and PAR4 on the phagocytosis of zymosan
particles and release of inflammatory mediators in peritoneal macrophages in vitro.
For that, macrophages were obtained from C57BL/6 mice, which were previously
injected with 6% thioglycollate solution intraperitoneally. After three days, was made
the collection of the peritoneal fluid and these cells were pre-incubated with LPS (10
pg/ml) 30 minutes before the incubation with PAR2 agonist (SLIGRL-NH2,30 puM) or
PAR4 agonist (AYPGKF-NH,, 30 uM in the absence or presence of the respective
selective antagonists (PAR2: ENMD 1068, 30 uM; PAR4: TCY-NH,, 30 uM); followed
by addition of zymosan (10 ug/ml). The evaluation was expressed by Phagocytosis
Index (PI) defined as the ratio between the sum of the total particles engulfed in 100
cells counted on the percentage of phagocytic macrophages. The culture
supernatant was used for the dosage of nitric oxide (NO), reactive oxygen species
(ROS) and cytokine production (TNF-a and IL-10). Incubation of macrophages with
PAR2 agonist was able to increase the PI, which did not occur when there was a
concomitant incubation with antagonist thereof. However, incubation with PAR4
agonist reduced the PI. This reduction was not observed when administered with his
antagonist. The co-incubation of PAR2 agonist (30uM) with PAR4 agonist (30uM) did
not alter the Pl. The PAR2 activation in vitro or PAR4 was able to increase NO
production after 24 hours of incubation. However, after 48 hours of incubation, there
was a reduction in the production of this mediator. The PAR2 activation (30uM) did
not alter the levels of ROS 24 and 48 after incubation. Nevertheless, in the presence
of PAR4 agonist (30 pM) an increase in ROS production was observed in both times
analyzed. Incubation of macrophages with SLIGRL-NH; (30uM) or AYPGKF-NH;
(30uM) did not affect TNF-a production, but PAR2 agonist increased IL-10 production
in 24 hours, whereas the PAR4 agonist reduces the production of cytokine after 4
hours of incubation. In conclusion, the data suggest a regulatory role of PAR2 and
PAR4 in the phagocytic phenomenon of macrophages and in the production of
mediators pro and anti-inflammatory essential for controlling the effector response of
these cells.

KEYWORDS: PAR2, PAR4, macrophages, phagocytosis.
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DCFH-DA - diacetato de 2’'7’-diclorofluoresceina
DMEM - meio de cultura Dulbecco modificado
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ENMD-1068 - peptideo sintético antagonista de PAR2
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IFN-y - interferon do tipo gamma

i.p. - intraperitoneal

IL- Interleucina
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MTT - 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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PAR- receptor ativado por protease

PBS - tampao fosfato salina
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SLIGRL-NH; - peptideo sintético ativador de PAR2
TcY-NH, - peptideo sintético antagonista de PAR4
TGF-B - fator de crescimento transformante - beta

TLR - receptor do tipo Toll

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

v/v - volume por volume
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1. INTRODUCAO

1.1 Proteases

Proteases, proteinases ou peptidases sdo enzimas proteoliticas que clivam
uma cadeia de aminoacidos em pequenos fragmentos. Esse processo é essencial
para a sintese, degradacéao e regulacao das propriedades estruturais e funcionais de
todas as proteinas do corpo. As proteases compdem 2% do genoma humano e no
organismo essas enzimas participam da digestdo, crescimento, maturacao,
envelhecimento e morte, controlando diversas func¢des no ciclo de vida (Puente et
al., 2005).

As proteases sdo rigorosamente seletivas em clivar sequéncias especificas
de aminoacidos, e podem ser classificadas de acordo com a sua funcao catalitica
em seis tipos: aspartico, cisteinico, glutamico, metalo, treonino e serino, onde cada
tipo possui atividade e funcdes bioldgicas definidas (Puente et al., 2005). As serino
proteases sao representadas por um terco de todas as proteases. Algumas enzimas
desse grupo como a tripsina e trombina estdo presentes em inumeros tecidos e
desempenham diversos papéis fisiologicos como na digestdo, hemostasia,

fertilizacdo, apoptose e resposta imune (Cera, 2009).

Essa diversificada e notavel atividade das proteases sobre o controle de
funcbes vitais da célula tém atraido o interesse de pesquisadores no
desenvolvimento de novos alvos farmacolégicos para o tratamento de diferentes

doencas.

Dentre os inumeros papéis fisiologicos das proteases, a inflamacdo € uma
condicdo em que a participacdo dessas enzimas € fundamental para a regulacéo
desse processo. Apds uma leséo tecidual, proteases presentes no microambiente
que podem originar-se da circulacdo (fatores de coagulacdo), de células
inflamatorias (triptase de mastécitos e elastase de neutrofilos), como também de

outras fontes (bactérias, fungos e células epiteliais) (Shmidlin & Bunnett, 2001) sdo
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responsaveis pela ativagdo de plaquetas, recrutamento de leucOcitos e reparo
tecidual (Shmidlin & Bunnett, 2001; Cocks & Moffatt, 2000).

1.2 Receptores ativados por proteases (PARS)

A maneira pela qual as proteases sao capazes de gerar respostas fisiologicas
importantes ocorre atraveés da sua interacdo com receptores especificos presentes
na superficie de células. Esses receptores, denominados de receptores ativados por
proteases (PARs, do inglés, “Protease-Activated Receptors”’) pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G que sao alvos de proteases, com
destaque para as serinoproteases e metaloproteases (Adams et al., 2011; Austin et
al ., 2013). A presenca de proteases no microambiente celular é capaz de clivar uma
porcdo especifica no dominio extracelular N-terminal do receptor. A sequéncia
recém-exposta, onde a ligacdo foi rompida, se liga em um sitio especifico do proprio
receptor, levando a sua ativacao e transducéo do sinal (Soh et al., 2010), conforme

apresentado esquematicamente na figura 1.

A Proteolytic cleavage B Binding of tethered ligand =R

|
= NAD AN N
—

C Functionally important PAR domains

Amino-terminus: Protease binding, cleavage and tethered ligand domains
PAR; PESKATNATLDPR [SFLLRN| PN [DKYEPF| WEDEEKNES [] tethered ligand
PAR, GTIQGTNRSSKGR [SLIGKV| DGTSHVIGKGVTVETCF [] hirucin-ike site
PAR3 DTNNLAKPTLPTK [TFRGAP|PNS FSALEEGWT

PAR, GDDSTPSILPAPR [GYPGOV|CANDSDTLELPDSSRAL

Extracellular loop II: tethered ligand binding domains

PAR| QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PAR; QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR3 QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR4 QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS
Carboxy-terminus: desensitization, endocytosis

PAR] SSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLLT425
PARy SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY397
PAR3 SKTRNHSTAYLTK374

PAR; SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ385

Figura 1. Dominios Estruturais e Funcionais do PAR. A figura mostra o alinhamento de
dominios de receptores humanos PAR1, PAR2, PAR3 E PAR4. A e B: Mecanismo de
clivagem e interacdo do ligante com dominios de ligacdo extracelular. C: Dominios de
importancia funcional de cada receptor na por¢cdo amino-terminal, no segundo dominio
extracelular, e na porcdo carboxi-terminal (retirado de Ossovskaya, V. S.; Bunnett, N.W.
2004).
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Esse mecanismo peculiar de ativacdo do PAR pode ser mimetizado através
do uso de peptideos sintéticos que reproduzem a sequéncia de aminoacidos do
ligante ancorado ao receptor. Ao contrario das proteases, esses peptideos séo
capazes de ativar o PAR, de maneira reversivel, sem a necessidade de protedlise
(Adams et al., 2011). Apos a ativacado do PAR, a transducédo do sinal pode ocorrer
via proteina Gag, Gai, Gaizn3, GBy ou por B-arrestinas (Soh et al., 2010; Grimsey et
al., 2014).

Os PARs sdo expressos em grande numero de tecidos e células e até o
momento foram clonados quatro subtipos desse receptor. Eles sdo homeados de 1-
4, de acordo com a ordem de sua descoberta e diversas proteases tém demonstrado
ativar diferentes subtipos de PARs e com poténcias relativamente variaveis. Assim, o
subtipo PAR1 pode ser ativado por trombina, catepsina G e fator Xa; PAR2 por
tripsina, triptase de mastdécitos, fator Vlla e fator Xa; PAR3 por trombina e PAR4 por
trombina, tripsina, catepsina G e fator Xa, entre outros (Ossovskaya & Bunnett.,
2004; Camerer, et al., 2000; Cottrell, et al., 2004; Sambrano et al., 2000).

A descoberta relativamente recente do PAR na década de 90 tem enriquecido
a literatura, ao longo desse tempo, com varios trabalhos concentrando-se em
elucidar o papel fisiolégico e a contribuicdo desse receptor no contexto de diversas
patologias. O PARL1 foi o primeiro receptor clonado e identificado (Rasmussen et al.,
1991; Vu et al, 1991), sendo expresso em plaquetas, células endoteliais,
fibroblastos, célula muscular lisa, mondcitos, linfécitos, entre outras revisado por
Steinhoff et al.,, 2005. Esse subtipo tem importancia funcional na hemostasia,
inflamacédo e analgesia (Vergnolle et al.,1999; Asfaha et al.,, 2002; Cenac et al.,
2005; Coughlin, 2005).

O segundo receptor clonado e caracterizado foi o PAR2 (Nystedt et al., 1994;
Bohm et al., 1996). Esse subtipo de PAR é altamente expresso no trato respiratério,
gastrointestinal, células epiteliais, células endoteliais, macrofagos, células
dendriticas, entre outras (Steinhoff et al.,2005). No contexto inflamatério, o PAR2
tem demonstrado ser o principal receptor dessa classe, atuando como um efetuador

na deteccao de proteases associadas a uma infeccéo ou dano tecidual.

16



Alguns anos mais tarde, outros dois tipos de receptores de trombina foram
clonados: PAR3 (Ishihara et al.,1997) e PAR4 (Kahn et al., 1998; Xu et al., 1998). O
PAR3 funciona como um cofator para a ativacdo de outros tipos do PAR, sendo
necessaria a co-expressdo de outros subtipos na célula para o seu correto

funcionamento na forma de heterodimero (Nakanishi-Matsui et al., 2000).

O PAR4 foi o ultimo receptor dessa classe descoberto. Ele é expresso em
células endoteliais, plaguetas, neurdnios sensoriais, neutrofilos, macréfagos entre
outras (Asfaha, et al.,2007; Vergnolle et al., 2002; Colognato et al., 2003). Assim,
como o PARL1 esse receptor foi inicialmente caracterizado como alvo de proteases
como a trombina, tendo funcdo primordial na hemostasia (Kahn et al., 1998). Porém
nos ultimos anos muitos trabalhos vém desvendando o papel desse receptor em
modelos de dor e inflamacéo (Vergnolle et al., 2002; Bradesi, 2010; Gomides et al.,
2014). Embora os PARs, em especial PAR2 e PAR4 sejam expressos em leucdécitos
e outras células inflamatorias, o papel destes receptores e de seus ligantes

enddgenos na modulagdo da inflamacgéo ainda ndo estd muito bem esclarecido.

1.3 Inflamacgé&o e macréfagos

A inflamacéo é uma resposta do organismo a um estimulo nocivo de natureza
fisica, quimica ou biol6gica que visa a manutencdo da integridade tecidual e
homeostase local (Medzhitov, 2010). Na inflamacdo aguda classica, macrofagos,
mastocitos e células dentriticas circulantes ou residentes monitoram locais
estratégicos do organismo e alertam sobre a presenca de patdgenos invasores. A
maneira como essas células identificam e amplificam a resposta antimicrobiana é
desencadeada através do reconhecimento de padrées moleculares caracteristicos
para uma classe de microorganismos em particular (Akira et al., 2006). Varios
receptores evoluiram a fim de detectar dominios conservados presentes em fungos,
bactérias, virus ou parasitos de modo a produzir uma resposta especifica
direcionada a cada classe de microorganismos. Esses receptores sdo conhecidos
como Receptores de Reconhecimento de Padrdao (PRRs, do inglés Pattern
Regonition Receptors), e uma vez ativados, geram uma resposta bioquimica que
culmina com a migragdo de células inflamatorias como neutrofilos, macrofagos,
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mastocitos, células dendriticas e eosindfilos para o local da infeccédo ou lesdo. Apés
a migragdo, essas ceélulas produzem mediadores bioativos como quimiocinas,
citocinas, eicosandides, aminas vasoativas, entre outras que contribuem para a
amplificacdo da resposta inata e desenvolvimento da imunidade adaptativa
(Medzhitov, 2010). Alguns exemplos de PPRs incluem os receptores do tipo NOD
(NLRs, do inglés Nucleotide-binding Oligomerization Domain receptors), receptores
de lecitina (CLRs, do inglés C-Type Lectin Receptors) e receptores do tipo Toll
(TLRs, do inglés Toll-like receptors), que podem estar localizados na superficie
celular, em organelas citoplasmaticas ou solUveis no sangue onde se ligam a
antigenos e sinalizam (opsonizagdo) para as células sentinelas (Takeuchi & Akira,
2010).

Os RRPs séo expressos principalmente nos macréfagos e tem papel chave
na resposta imune inata e adaptativa (Takeuchi & Akira, 2010). Os macrofagos sao
células que derivam diretamente dos mondcitos a partir da linhagem progenitora
mieléide da medula éssea. Os mondcitos sob estimulos periféricos (citocinas,
quimiocinas, moléculas microbianas) migram para os tecidos-alvos, onde se
diferenciam em macrofagos (Shi &Pamer, 2011; Auffray et al., 2009). Uma vez no
local da lesdo, macréfagos residentes ou recrutados iniciam uma resposta celular
especializada de combate ao patdégeno invasor que é sincronizada com uma fase de
resolucdo e reparacao tecidual. Uma caracteristica comum dos macréfagos que o
define como um fagécito é a capacidade de internalizar e matar bactérias, degradar
células apoptoéticas, eliminar compostos toxicos, produzir mediadores inflamatérios
importantes no combate a patdgenos e ativar e recrutar leucocitos para o sitio
inflamatério (Aderem, 2003; Murray & Wynn, 2011).

Os macréfagos sdo células muito versateis e possuem, além da
caracterizacdo classica de célula pro-inflamatoria e microbicida, a capacidade de
alterar o seu fenoétipo e fungdo de acordo com os sinais do microambiente local
(Martinez & Gordon, 2014). Esses perfis fenotipicos tém sido classificados em dois
tipos principais: Macrofagos classicamente ativados (M1) ou pro-inflamatorios e os
alternativamente ativados ou pré-resolutivos (M2) (Mantovani et al., 2012; Martinez &
Gordon, 2014). Os macréfagos M1 sdo ativados por LPS ou IFN-y e contribuem para

a resposta imune inata através da producdo de mediadores como NO, ROS,
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citocinas e quimiocinas que vao promover a morte de patdgenos e amplificar a
resposta antimicrobiana (Murray & Wynn, 2011). Os macréfagos M2 sdo ativados
por IL-4 e IL-13, e produzem TGF-f, lipoxinas, protectinas, resolvinas e fatores de
crescimento que vao contrabalancar os efeitos dos mediadores pro-inflamatorios e
iniciar a fase de resolucdo da inflamacdo e restauracdo da homeostase tecidual
(Lech & Anders, 2013). Se a resposta inflamatoria aguda ndo consegue eliminar o
agente patogénico, o processo inflamatério persiste e adquire carater cronico. Essa
nova etapa € marcada por um efetivo contingente de macréfagos e células T que,
numa tentativa frustrada de restaurar a homeostase local, liberam mediadores
diretamente relacionados com a formacao de granulomas, fibrose tecidual a génese
de doencas autoimunes (Nathan & Ding, 2010).

Assim, os macrofagos exercem um efeito regulador tanto na geracdo, quanto
na resolucdo da resposta inflamatéria, revisado por Gordon et al., 2014 e um dos
mecanismos efetores dessas células que contribui para a duracdo ou término desse

processo € a fagocitose.

A fagocitose foi descrita inicialmente por Metchnikoff no século XIX e foi
caracterizada como um mecanismo ancestral desenvolvido inicialmente com o intuito
de obter nutrientes (Gordon, 2008). Em organismos superiores ela evoluiu no
sentido de proteger o hospedeiro contra patdégenos invasores e na remocdo de
debris celulares e células senescentes. A fagocitose € um mecanismo complexo,
porém essencial na biologia dos macréfagos e estad envolvido ndo s6 na defesa
antimicrobiana como também na homeostasia local e remodelamento do tecido. Ela
corresponde a etapa inicial da resposta imune inata que culmina de maneira
especializada e organizada com o desenvolvimento da resposta adaptativa
(Underhill & Goodridge., 2012).

Nos macrofagos, a fagocitose pode ser classificada, didaticamente, em trés
fases: A fase de reconhecimento, de internalizacdo e de degradacdo. A fase de
reconhecimento envolve a discriminacdo entre estruturas celulares do hospedeiro e
de patégenos invasores. Essa detecgcdo compreende o reconhecimento especifico
de dominios conservados presentes em estruturas de bactérias, fungos e parasitos,
denominados de padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMPs, do inglés
Pathogen-Associated Molecular Patterns) que sao indispensaveis a sobrevivéncia

19



desses organismos (Takeuchi & Akira, 2004). Neste grupo se incluem, por exemplo,
o lipopolissacarideo (LPS) e &cido lipotecoico de bactérias gram-negativas e o
muramil-dipeptideo de bactérias gram-positivas. Varios RRP participam do
reconhecimento, em especial TLRs. Outros receptores fagociticos especificos como
o receptor de manose, dectina-1 e o receptor de “scavenger’ também estéo
envolvidos (Goodridge et al., 2012; Underhill & Goodridge., 2012). A segunda fase
compreende a internalizacdo do microorganismo ou particula para dentro da célula.
A internalizacdo requer a participacao de proteinas contrateis do citoesqueleto como
miosina e actina, onde a associacao entre o estado contratil desses filamentos com
proteinas da membrana celular promovem a internalizacdo do microoganismo e a
formacédo do fagossomo. A simples fagocitose e aprisionamento do microorganismo
no fagossomo séo insuficientes para a sua morte e degradacao, por isso, na terceira
fase, ocorre a maturacdo do fagossomo. Essa organela inicialmente € imatura, mas
apos a fagocitose do patdégeno, ha modificagcdes estruturais na composicao
bioquimica dessa estrutura celular, de modo que o fagossomo maduro se funde com
lissosomos contendo enzimas hidroliticas de alta capacidade microbicida. Isso
resulta na morte e degradacédo do patdgeno, e algumas proteinas especificas desse
microorganismo podem ser apresentadas como antigenos aos linfocitos e assim dar
inicio a resposta imune adaptativa (Flannagan et al., 2012; Underhill & Goodbridge,
2012).

Diante da importancia da fagocitose e do PAR na inflamacéo, e tendo em
vista que o PAR € um receptor expresso em macrofagos (Colognato, et al., 2003),
avaliou-se o papel do PAR2 e PAR4 na fagocitose e na ativacdo in vitro de

macréfagos peritoneais pré-estimulados com LPS.
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2. JUSTIFICATIVA

Apbs a descoberta dos receptores ativados por protease (PAR) na década de
90, muitos estudos tém demonstrado a sua importancia na hemostasia, dor,
inflamacéo, entre outras. A literatura a respeito do PAR no contexto inflamatoério é
rica e tém como base trabalhos envolvendo os subtipos de PAR2 e PAR4 no
recrutamento celular e liberacdo de mediadores. Porém apesar do crescimento e
interesse na area, pouco ou henhum estudo aborda o papel desses receptores sobre
a funcéo efetora dos macréfagos. Diante disso, 0 nosso trabalho visa caracterizar o
papel de PAR2 e PAR4 sobre a fagocitose de particulas de zimosano e liberacdo de

mediadores inflamatorios por macrofagos peritoneais in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o papel dos receptores ativados por protease (PAR)2 e PAR4
sobre a fagocitose de particulas de zimosano e liberacdo de mediadores

inflamatorios por macréfagos peritoneais in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel de PAR2 e PAR4 sobre a capacidade dos macréfagos peritoneais

em fagocitar particulas de zimosano em modelo in vitro;

- Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 e PAR4 sobre a producdo de éxido nitrico

(NO) por macréfagos peritoneais in vitro;

- Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 e PAR4 sobre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos peritoneais in vitro;

- Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 e PAR4 sobre a viabilidade celular dos

macrofagos peritoneais in vitro;

- Avaliar o efeito da ativacdo de PAR2 e PAR4 sobre a producéo de citocinas TNF-a

e IL-10 por macrofagos peritoneais in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com idade em torno de 6 a 8
semanas e peso aproximado de 15-20 gramas foram utlizados na
experimentacao (Certificado do comité de ética da UFMG - CEUA, N° 374/2014).
Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo (Cebio) da UFMG e mantidos
sob cuidados no biotério do Departamento de Farmacologia da UFMG, com

controle de luz, temperatura e livre acesso a racao e agua.

4.2 Preparo das Solucdes e Reagentes

4.2.1 Preparo da Solucéo de Tioglicolato 6%

Previamente foram pesados seis gramas de Tioglicolato (Caldo
Tioglicolato® Meio, Acumedia Manufacturers) e solubilizado em agua destilada,
sob aquecimento por trinta minutos até o aparecimento de uma coloragéo
amarelo-escura. ApGs essa etapa, o volume final da solugcéo foi acertado para
100 mL. A solucéo foi armazenada em recipiente ambar e conduzida para

esterilizacdo na autoclave por 20 minutos a 120°C.

4.2.2 Preparo do Meio de cultura (DMEM)

O meio de cultura Dulbecco (DMEM, Cultilab®) foi preparado conforme
recomendacao do fabricante. No meio de cultura foram adicionados Ampicilina (100
mg/L, Sigma-Aldrich), estreptomicina (100 mg/L, Sigma-Aldrich) e Anfotericina B (5
mg/L, Sigma-Aldrich). No final, o meio foi filtrado em membrana de 0,22 pum para

esterilizacédo e o pH corrigido para 7,4.
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4.2.3 Preparo da solucao de Xilazina e Quetamina

Previamente foi preparado uma solu¢cdo contendo 1 mL de Quetamina
(10% plv, Vetecia) com 0,75 mL de Xilazina (2% p/v, Konig). Dessa solucéo foi

retirada uma aliquota de 20uL para a inducédo da eutanasia nos animais.

4.2.4 Preparo da solugao de LPS

Lipopolissacarideo da parece celular de Escherichia coli (LPS, Sigma-
Aldrich, 0111:B4) foi solubilizado em PBS para concentracéo final de 1 mg/mL.
Posteriormente o LPS foi diluido na concentracdo de 10 pg/mL e utilizado no

meio de cultura.

4.2.5 Preparo da solucao de Zimosano

O Zimosano € um polissacarideo obtido da parede celular do fungo
Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich) e foi pesado e solubilizado em agua
destilada, formando uma solugéo inicial na concentragdo de 1 mg/mL. No meio

de cultura o Zimosano foi diluido para a concentracao de 10 pg/mL.

4.2.6 Preparo das solugdes dos agonistas e antagonistas de PAR2 e PAR4

Os peptideos sintéticos ativadores de PAR2 (SLIGRL-NH, American
Peptide) e PAR4 (AYPGKF-NH,, American Peptide); e os peptideos antagonistas
de PAR2 (ENMD-1068, Enzo) e PAR4 (icY-NH,, Tocris Bioscience) foram

preparados numa solugdo com concentracao inicial de 1 mg/mL.

4.2.7 Preparo da solucéo diluidora de leucdcitos (solugcéo de Turk)
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A solucédo de Turk, utilizada para a contagem total, foi preparada da seguinte

forma:
Violeta GeNnciana --------=======mmmmmmmmmm oo 100 mg
Acido acetico glacial ------====---=-=n-mnmmmoooooae- mmmmmmmmemeeee- - - 30 mL
Agua destilada e e e e e e e e e e e e e e e e e e 70 mL

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solucdo contendo agua

destilada e &cido acético glacial.

4.2.8 Preparo da solucéo de Trypan Blue 0,4%

A solugéo de Trypan Blue, utlizada para medi¢ao da viabilidade celular, foi feita

conforme abaixo:

TrYPAN BlUE --mmmmm oo oo 40 mg
Agua destilada e e e e 10 mL

4.3 Obtencéao e Coleta dos Macrofagos

Em torno de 8 semanas de vida, camundongos C57BL6 foram injetados
com 1 mL de Tioglicolato 6% e ap0s transcorridos trés dias de migracao celular,
0s animais foram eutanasiados com a solucdo de Quetamina (120 mg/kg) e
Xilazina (20 mg/kg) por via intramuscular. Apos esse procedimento foi realizado a
coleta das células do lavado intraperitoneal com 5 mL de meio de cultura DMEM.
O contetdo do lavado foi transferido para tubos de ensaios, mantidos sob
refrigeracdo, e em seguida foram centrifugados a 100 G por 4 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1

mL de meio de cultura DMEM.

4.4 Contagem total e avaliagdo da viabilidade celular
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Apés a centrifugacdo e ressuspensdo das células em meio DMEM, uma
aliquota de 20 pyL da amostra foi misturada com 180 pyL de corante Turk para
contagem de células totais em camara de Neubauer, utilizando um microscépio
otico. Outra aliquota de 10 puL dessa amostra foi diluida em 20 uL do corante
Trypan Blue, a fim de se avaliar a viabilidade celular inicial da amostra em
camara de Neubauer. Em todas as coletas a viabilidade celular obtida foi > 96%
e a partir desse parametro foi feito a correcdo do numero de células viaveis para

o plagueamento e cultivo no meio de cultura.

4.5 Cultivo de macroéfagos peritoneais

4.5.1 Estudos da atividade fagocitica

Em uma placa de 24 pocos, foram inseridas laminulas circulares e os
macréfagos obtidos do lavado peritoneal foram plaqueados na concentragéo de
50.000 células por poco. ApGs essa etapa, a placa foi incubada por trés horas em
estufa de CO, 5% a 37°C, com o intuito de promover a aderéncia dos
macrofagos nas laminulas. Transcorrido esse tempo, a placa foi lavada trés
vezes com DMEM e os macréfagos aderidos foram estimulados com LPS (10
Mg/ml, durante 30 minutos). Ao término desse intervalo foram acrescentadas
concentracfes crescentes do peptideo ativador de PAR2 (SLIGRL-NH,, 1 uM, 5
UM e 30 uM) ou do peptideo ativador de PAR4 (AYPGKF-NH,, 1 uM, 5 uM e 30
pMM), durante 30 minutos. Em alguns experimentos, 0S respectivos antagonistas
de PAR (PAR2: ENMD-1068: 0,1-30 uM; PAR4: TcY-NH,: 0,1-30 pM) foram
adicionados em concentracbes crescentes 30 minutos antes da adicdo dos
respectivos agonistas por 30 minutos a fim de se avaliar o fenbmeno estudado
com o bloqueio do receptor alvo. O passo seguinte foi adicionar zimosano (10
pg/ml) por 1 hora em estufa a 37°C e 5% CO,. Transcorrido esse tempo, 0 meio
de cultura foi removido e a placa permaneceu em temperatura ambiente até
secar. No dia seguinte, as laminulas foram retiradas e submetidas a coloracéo
com os corantes May Grunwald (RENYLAB, Ltda.) e Giemsa (QEEL, Ltda.).
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A atividade fagocitica dos macréfagos peritoneais sobre particulas de
zimosano foi avaliada através do indice de fagocitose (IF), calculado como a
razao entre o somatoério do total de particulas fagocitadas pelos macréfagos
sobre a porcentagem de macrofagos fagociticos. Em geral foram contadas 100
células por campo, incluindo macrofagos fagociticos ou ndo, e o somatério do
total de particulas contadas foi dividido sobre a porcentagem das células que

fagocitaram, confome a férmula abaixo:

_Total de particulas fagocitadas
IF = - —
% de células fagociticas

4.5.2 Avaliacdo da sintese de Oxido Nitrico

A reacao de Griess € utilizada para indicar a presenca de nitrito organico
em uma solucéo. O nitrito presente no sobrenadante da cultura reage com a
sulfanilamida em meio &cido, formando um sal diazbnio que reage com N-1-
naftiletilenodiamina (Reagente de Griess, Sigma) gerando um composto de
coloracdo vermelha intensa e espectro de absorcdo caracteristico. Para a
preparacao da reacao de Griess, 500 mg desse reagente foi diluido em 12,5 mL
de &gua destilada, minutos antes de ser utilizado. A medida da absorbancia em
540 nm foi feita apds 10 minutos da mistura de 50 pL da solucédo do reagente de
Griess com igual volume da amostra de sobrenadante, coletadas 24 ou 48 horas
apos a incubacéo. A dosagem de nitrito foi obtida através da construcdo de uma

curva padrao de nitrito.

4.5.3 Avaliagéo da producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A dosagem de ROS foi avaliada utilizando uma sonda fluorescente
diacetato de 2’7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA) numa placa de 96 pogos, onde

foram incubados 6 x 10° células/ poco. Essa sonda tem propriedades fisico-
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quimicas de baixa polaridade, permitindo que ela atravesse a membrana
plasmatica. ApO0s a incorporagdo, essa sonda sofre hidrolise de esterases
intracelulares e é convertida em 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH), molécula polar
sem propriedade fluorescente. O DCFH é rapidamente oxidado, por espécies
reativas de oxigénio (ROS), a um composto com elevada propriedade
fluorescente que pode ser medido por fluorimetria. Apds o protocolo de
incubacdo com LPS, agonistas e zimosano, as células foram tratadas com 5uM
de DCFH-DA (Sigma) diluido em dimetil-sulfoxido (DMSO, LabSynth) por 4h a
37°C. Transcorrido esse tempo, a intensidade fluorescente foi medida em um
fluorimetro com comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e comprimento de
emissao de 538 nm. Os resultados foram expressos como a porcentagem de
producdo de ROS comparada ao grupo de macrofagos sem estimulo que

receberam a sonda (DMEM).

4.5.4 Avaliacao da viabilidade celular na cultura de macrofagos

Foram realizadas analises da viabilidade celular dos macrofagos em
cultura nos intervalos de 6, 24 e 48 horas ap6s o protocolo de incubacdo. Em
cada tempo analisado, o sobrenadante da placa foi descartado e a mesma
contendo os macréfagos aderidos foi incubada com o MTT, brometo de (3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, Sigma) por quatro horas em estufa de CO,
5% a 37 °C. Esse sal é metabolizado em mitocondria de células viaveis,
formando cristais insolUveis de coloracdo azul. Transcorrido esse tempo, a
solucdo de MTT foi removida e adicionou-se DMSO em todos 0S pog¢os
(LabSynth) para a solubilizacdo dos cristais visualizados nos pocos viaveis. No
leitor de Elisa, foi medida a absorbéancia em 570 nm que fornece a medida da

proporcao de células viaveis.

4.5.5 Ensaio imunoenzimatico para dosagem das citocinas TNF-a e IL-10

As citocinas foram dosadas em 60 pL do sobrenadante coletado usando
kits de imunoensaio da R&D Systems, seguindo a recomendacéo do fabricante.
A placa de 96 pocos foi sensibilizada com 100 pL/po¢o do anticorpo primario
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(anti-camundongo) especifico para a citocina em questdo e incubada a 4°C
overnight. A placa foi lavada 6 vezes com 400 uL de PBS pH 7,4 contendo 0,05%
de Tween 20 (tampao de lavagem). Em seguida foram adicionados a placa 200
pL/poco de PBS pH 7,4 com 1 % BSA, seguido de incubacdo por 1 hora para
bloguear os sitios de ligacdes inespecificas. Posteriormente a placa foi
novamente lavada por 5 vezes com tampao de lavagem. Os padrbes e as
amostras diluidas em PBS pH 7,4 com 0,1% BSA e 0,05% Tween 20 (100
pL/poco) foram adicionadas a placa e incubados a 4°C overnight. A placa foi
lavada com o tampéo de lavagem (5 vezes) e foram adicionados 100 pL/pogo do
anticorpo de detecc¢do biotinilado a ser dosado. Apés a incubacgéo por 2 horas, a
placa foi novamente lavada por 5 vezes com o tampao de lavagem, e foram
adicionados 100 pL/poco do conjugado estreptavidina peroxidase (1:200)
seguido de incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente. ApOs nova
lavagem da placa (5 vezes), foram adicionados 100 pL/ poco de OPD
(ortofenilenodiamina, Sigma) 0,5% diluido em tampéo citrato 0,03 % pH 5,0
contendo 0,02 % de H,0, (v/v). A placa foi incubada ao abrigo da luz por no
méaximo 30 minutos e a reacdo foi interrompida por adicdo de 50 pL/poco de
H,SO,4 1M (Sigma). A leitura das placas foi feita em espectrofotometro a 492 nm.
Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas e as incubacgbes (exceto
overnight) foram a temperatura ambiente. Uma curva-padrdo, com sete pontos,
foi construida a partir de 15,62 pg/mL a 1000 pg/mL dos respectivos anticorpos.
Os resultados foram expressos em pg/mL obtido dos sobrenadantes da cultura
de células.

4.6 Analise Estatistica

A construcao dos graficos e as analises estatisticas foram realizadas com
auxilio do programa Graph Pad Prism 5. A analise dos dados foi feita por One
Way ANOVA, Seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média e comparados com o0s resultados dos grupos
controles. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferengas com
p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao do efeito da concentragcado do LPS sobre a fagocitose
de macréfagos peritoneais estimulados in vitro

No primeiro momento nos definimos em qual concentracdo o LPS apresentou
melhor resposta sobre a fagocitose de particulas de zimosano por macréfagos

peritoneais. Assim, essas células foram estimuladas in vitro com concentracfes

crescentes de LPS e a sua capacidade fagocitica foi avaliada através do indice de

Fagocitose (IF) (FIGURA 2). Conforme abaixo, os macréfagos incubados com 10

ug/mL de LPS durante 30 minutos apresentaram um aumento significativo do indice

de Fagocitose.

indice de Fagocitose (IF)
i

DMEM 001 01

1

10

LPS (ug/mL)

ZIMOSANO (10 pg/mL)

Figura 2. Efeito do LPS sobre o indice de fagocitose em macréfagos peritoneais in vitro.
Macrofagos peritoneais foram incubados com LPS na concentragdo de (0.01; 0.1; 1 e 10 pg/mL) e
zimosano (10 pg/mL) e a capacidade fagocitica dessas células foi avaliada 2 horas apés a incubagéo
com o LPS. Cada barra representa a média + erro padrdo da média (e.p.m) de trés amostras por
grupo.***P<0,001 quando comparado com o controle (macréfagos ndo estimulados) e *P<0,01 quando
comparado com os macréfagos estimulados na concentracdo de 0.01 pg/mL. Essa figura €

representativa de trés experimentos.
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5.2.1 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH, sobre a
fagocitose de particulas de zimosano por macri6fagos peritoneais estimulados
com LPS

Nosso primeiro objetivo foi avaliar a importancia de PAR2 e PAR4 na
fagocitose in vitro de particulas de zimosano por macréfagos peritoneais estimulados
com LPS. Desta forma, os macrofagos peritoneais provenientes de animais
previamente estimulados com zimosano foram incubados em concentragdes
crescentes com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH, por 30 minutos e a capacidade
fagocitica dessas células foi avaliada através do calculo do indice de fagocitose (IF).
O peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH, foi capaz de aumentar o IF
destes macréfagos de forma concentracdo dependente. Por outro lado, 30 uM deste
peptideo aumentou o IF significativamente em comparacdo aos macréfagos

estimulados com LPS na auséncia do peptideo ativador (Figura 3).
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ok

indice de Fagocitose (IF)
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SLIGRL-NH, (uM)

LPS (10 pug/mL) + ZIMOSANO (10 pg/mL)

Figura 3. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH, sobre o indice de fagocitose em macrofagos
peritoneais in vitro. Macréfagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (30
MM) e zimosano (10 pg/mL) e a capacidade fagocitica dessas células foi avaliada 2 horas apés a
incubacédo com o agonista SLIGRL-NH, através do indice de Fagocitose. Cada barra representa a média
* erro padrdo da média (e.p.m) de trés amostras por grupo. *P<0,01 quando comparado com o controle

(macréfagos nao estimulados). Essa figura é representativa de trés experimentos.
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5.2.2 Efeito do peptideo sintético antagonista de PAR2 ENMD-1068 sobre a
fagocitose de particulas de zimosano por macri6fagos peritoneais estimulados
com LPS induzida por SLIGRL-NH,

Para avaliar se a inibicdo da atividade fagocitica observada com a
incubacdo dos macréfagos com o peptideo sintético de PAR2, se devia de fato a
ativacao deste receptor, os macréfagos foram pré-incubados com concentracées
crescentes do antagonista de PAR2 ENMD-1068 30 minutos antes da incubacao
do peptideo sintético SLIGRL-NH, (30 puM). A pré-incubacdo com o antagonista
PAR2 nas concentracdes estudadas (3, 10 e 30 pM), reduziu o IF a valores
préximos ao observado na incubacdo dos macrofagos apenas com LPS e na
auséncia dos peptideos agonista e antagonista do receptor (Figura 4a). Esta
reducdo foi observada também quando os macréfagos foram pré-incubados nas
mesmas condi¢cdes com concentracdes muito baixas do antagonista ENMD 1068
(Figura 4b). Este resultado confirma que a capacidade do peptideo sintético
ativador de PAR2 em aumentar a fagocitose de particulas de zimosano pelos
macréfagos em resposta ao LPS, € mediada por este receptor, e que 0
antagonista PAR2 utilizado em nossos experimentos possui poténcia elevada.

32



10+ # 8 —
| | E
S £ o
[0} 7]
8 k]
S 64 S
2 24 o
o T % *% G w "
g 4 L —— - 35 i) -
e S 2]
2 27 =
0 0
DMEM 0 3 10 30 DMEM 0 0,1 05 1
ENMD-1068 (uM) ENMD-1068 (uM)
SLIGRL-NH, (30 M) SLIGRL-NH, (30 uM)
LPS (10 ug/mL) + ZIMOSANO (10 ug/mL) LPS (10 pg/mL) + ZIMOSANO (10 pg/mL)

Figura 4. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH, sobre o indice de fagocitose em macrdéfagos
peritoneais in vitro, na presenca de concentracfes crescentes do antagonista seletivo de PAR2
ENMD-1068. Macrofagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (30uM),
zimosano (10 pg/mL) e ENMD-1068 nas concentragfes de (3, 10 e 30 pM) em a e (0.1, 0.5 e 1 pM) em
b; e a capacidade fagocitica dessas células foi avaliada 2 horas apds a incubagdo com o agonista
através do indice de Fagocitose. Cada barra representa a média + erro padrdo da média (e.p.m) de trés
amostras por grupo. *P<0.05 e “P<0.001 quando comparado com o controle (macréfagos n&o
estimulados) e **P<0.05 e ***P<0.001 quando comparado com as células incubadas na auséncia do
antagonista ENMD-1068. Essa figura é representativa de trés experimentos.

5.2.3 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH, sobre a

fagocitose de particulas de zimosano por macréfagos peritoneais estimulados
com LPS
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A participacdo de PAR4 na regulacdo da atividade fagocitica de macréfagos
estimulados in vitro com LPS também foi avaliada. A pré-incubacdo dos macréfagos
com o peptideo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH, na concentracao de 30 uM
por 30 minutos reduziu a capacidade fagocitica dessas células sobre as particulas
de zimosano, quando comparado com os macrofagos estimulados com LPS na
auséncia do peptideo ativador (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH, sobre o indice de fagocitose em macré6fagos
peritoneais in vitro. Macréfagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), AYPGKF-NH; (1, 5
ou 30uM) e zimosano (10 pug/mL) e a capacidade fagocitica dessas células foi avaliada 2 horas apés a
incubacdo com o0 agonista através do indice de Fagocitose. Cada barra representa a média * erro
padrdo da média (e.p.m) de trés amostras por grupo. *P<0,05 quando comparado com o controle

(macréfagos ndo estimulados). Essa figura é representativa de trés experimentos.

5.2.4 Efeito do peptideo sintético antagonista de PAR4 tcY-NH, sobre a inibi¢céo
em resposta ao AYPGKF-NH, da fagocitose de particulas de zimosano por
macrofagos peritoneais estimulados com LPS

Para comprovar que a inibicdo da fagocitose observada com a incubacéo dos

macrofagos com o peptideo sintético ativador de PAR4 se devia a ativacdo desse
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receptor, os macrofagos foram pré-incubados por 30 minutos com concentracdes
crescentes do antagonista de PAR4 tcY-NH, antes da incubacdo com o peptideo
sintético AYPGKF-NH, (30 uM). Este antagonista na concentracdo de 15 e 30 uM foi
efetivo ndo somente em reverter a inibicdo da fagocitose induzida pelo peptideo
sintético ativador de PAR4 como ainda foi capaz de potencializar a fagocitose (30
HUM) em comparacdo com células estimuladas apenas com LPS (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH, sobre o indice de fagocitose em macréfagos
peritoneais in vitro, na presenca de concentracfes crescentes do antagonista seletivo de PAR4
tcY-NH,. Macréfagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), AYPGKF-NH, (30 uM)
zimosano (10 pg/mL) e tcY-NH, (0,1; 0,5; 5; 15; e 30 uM) e a capacidade fagocitica dessas células foi
avaliada 2 horas ap6s a incubacdo com o agonista através do indice de Fagocitose. Cada barra
representa a média = erro padrdo da média (e.p.m.) de trés amostras por grupo. *P<0.05 quando
comparado com o controle (macréfagos nao estimulados) e **P<0.001 quando comparado com as

células incubadas na auséncia do antagonista tcY-NH,. *P<0.001 guando comparado com macréfagos.

O contraste de efeito observado sobre a fagocitose de zimosano por
macrofagos peritoneais quando essas células foram incubadas isoladamente com os
peptideos ativadores de PAR2 e PAR4 instigou-nos a pensar numa possivel
interacdo molecular entre esses receptores. Assim, os macrofagos foram preé-
estimulados com LPS e co-incubados com SLIGRL-NH; e AYPGKF-NH, adicionados

concomitantemente e em concentracdes equimolares por 30 minutos e o indice de
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fagocitose foi avaliado. Apesar do aumento ja observado no indice de fagocitose
com a adicdo do peptideo sintético ativador de PAR2 (SLI) na cultura; e redugéo
desse indice com a incubacdo dos macréfagos apenas com o peptideo sintético de
PAR4 (AYP). A co-estimulacdo desses receptores ao mesmo tempo ndo provocou
um aumento da fagocitose (Figura 7). Esse resultado confirma o possivel papel
regulador desses receptores sobre a fungéo fagocitica dos macroéfagos.
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Figura 7. Efeito da co-incubacdo dos agonistas de PAR2 (SLIGRL-NH;) e PAR4 (AYPGKF-NH,)
sobre o indice de fagocitose em macréfagos peritoneais in vitro. Macréfagos peritoneais foram
incubados com LPS (10 pg/mL), AYPGKF-NH, (AYP, 30uM) ou SLIGRL-NH, (SLI, 30 pM) ou ambos e
zimosano (10 pg/mL). A capacidade fagocitica dessas células foram avaliadas 2 horas apos a incubacéo
com o (0s) agonista (s) através do indice de Fagocitose. Cada barra representa a média + erro padréo
da média (e.p.m.) de trés amostras por grupo. *P<0.05 e ***P<0.001 quando comparado com o controle
(macréfagos incubados na auséncia do agonista); *P<0.001 quando comparado com células incubadas

apenas na presenca de SLIGRL-NH,_ Essa figura é representativa de trés experimentos.

Os macrofagos ativados pelos seus respectivos agonistas sintéticos foram
avaliados quanto a proporcdo do numero de células que tiveram a sua capacidade
fagocitica sobre as particulas de zimosano modulada pelos peptideos. A pré-
incubacdo dos macrofagos com 30 pM do peptideo sintético ativador de PAR2
SLIGRL-NH; aumentou a porcentagem de macréfagos fagociticos, enquanto que o

tratamento dessas células com concentracdo equimolar do peptideo sintético
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ativador de PAR4 AYPGKF-NH; ndo teve efeito significativo sobre esse parametro
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(Figura8 e 9).

Figura 8. Efeito da co-incubag¢&o dos agonistas de PAR2 (SLIGRL-NH,) e PAR4 (AYPGKF-NH,)
sobre o nimero de macréfagos peritoneais fagociticos in vitro. Macréfagos peritoneais foram
incubados com LPS (10 pg/mL), AYPGKF-NH, (AYP, 30 uM) ou SLIGRL-NH, (SLI, 30 uM) ou ambos e
por fim, em cada poco, foi adicionado Zimosano (10 pg/mL). O nimero de células fagociticas foi avaliado
2 horas apés a incubacdo com o (0s) agonista(s). Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (e.p.m.) de trés amostras por grupo. “P<0.05 quando comparado com o controle (macréfagos
incubados na auséncia do agonista); ***P<0.001 quando comparado com células incubadas apenas na

presenca de SLIGRL-NH,. Essa figura é representativa de trés experimentos.
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Figura 9. Microscopia 6tica de macréfagos peritoneais incubados com os agonistas de PAR2
(SLIGRL-NH,), PAR4 (AYPGKF-NH,) ou ambos e o efeito desses peptideos sobre o nimero e
avidez dessas células em fagocitar particulas de zimosano in vitro. Todos os macréfagos
peritoneais foram pré-estimulados in vitro com LPS (10 pg/mL) e no final foi adicionado zimosano (10
pg/mL). A: Controle: apenas LPS; B: Em presenga de SLIGRL-NH, (30 pM); C: Em presenca de
AYPGKF-NH, (30 uM); D: ambos os peptideos SLIGRL-NH, (30 uM) e AYPGKF-NH, (30 pM). As células

foram coradas com May-Grunwald e Giemsa.
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5.3 Participacdo de PAR2 e PAR4 sobre a producao de éxido nitrico e espécies
reativas de oxigénio em macréfagos estimulados in vitro com LPS

5.3.1 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH; e do agonista
de PAR-4 AYPGKF-NH, sobre a producdo de 6xido nitrico em macréfagos
peritoneais 24 horas apo6s estimulagdo com LPS

A ativacdo da fagocitose pode desencadear a producdo de mediadores pro-
inflamatérios e microbicidas pelos macréfagos. Nesse contexto, os macrofagos
peritoneais incubados com o peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH;
apresentaram um aumento da producdo de nitrito em 24 horas de incubacdo nas
concentracbes de 15 e 30 puM de SLIGRL-NH; quando comparados com o0s
macréfagos incubados apenas com LPS (Figura 10a). De maneira semelhante,
quando os macrofagos foram incubados no mesmo periodo de tempo com o
agonista de PAR4 AYPGKF-NH;, houve um aumento significativo na producdo de
nitrito em todas as concentracfes estudadas do agonista em comparacao as ceélulas

nao estimuladas com o peptideo sintético ativador de PAR4 (Figura 10b).

39



8-
*k
—i— *
-
6
-
=
T4
]
—_
24
0
SLIGRL-NH;(uM) - = - 5 15 30
LPS 10ug/mL - + + + + +
Zimosano 10ug/mL + - + + + +
b
104
8-
s o -+
g 4
—_
2
0
AYPGKF-NH,(uM) - - - 5 15 30
LPS 10ug/mL - + + + + +
Zimosano 10ug/mL + - + + + +

Figura 10. Producédo de o6xido nitrico em macrd6fagos peritoneais in vitro 24 horas apds a
incubacdo com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH, ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH,. Macré6fagos
peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (5, 15 ou 30 uM) ou AYPGKF-NH, (5, 15
ou 30 pM) e zimosano (10 pg/mL). Os sobrenadantes foram analisados 24 horas apds a incubagao com o
agonista SLIGRL-NH, em a ou AYPGKF-NH, em b, quanto a producao de nitrito pela reacdo de Griess,
medida indireta da producdo de 6xido nitrico. Cada barra representa a média + erro padrao da média
(e.p.m) de trés amostras por grupo. *P<0.05, **P< 0.01 e ***P<0.001 quando comparado com
macréfagos estimulados apenas na presenca de LPS e Zimosano. Essa figura é representativa de trés

experimentos.
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5.3.2 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH, e do agonista
de PAR4 AYPGKF-NH, sobre a producdo de 6xido nitrico em macrofagos
peritoneais 48 horas apo6s estimulagdo com LPS

O cultivo de macrofagos peritoneais incubados com o agonista de PAR2
SLIGRL-NH; apresentou uma reduc¢ao significativa da producdo de nitrito em 48
horas de incubacdo em todas as concentracfes estudadas quando comparado com
0s macrofagos incubados apenas com LPS (Figura 11a). De maneira semelhante,
quando os macréfagos foram estimulados no mesmo periodo de tempo com o
agonista de PAR4 (AYPGKF-NH,) houve uma reducéo significativa na producao de

nitrito a partir da concentracdo de 5 uM (Figura 11b).
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Figura 11. Producdo de o6xido nitrico em macréfagos peritoneais in vitro 48 horas ap6s a
incubacdo com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH, ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH,. Macréfagos
peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (5, 15 ou 30 uM) ou AYPGKF-NH, (5, 15
ou 30 pM) e zimosano (10 pg/mL). Os sobrenadantes foram analisados 48 horas ap6s a incubacao com
0s agonistas quanto a producdo de nitrito pela reagdo de Griess, medida indireta da producéo de 6éxido
nitrico. Cada barra representa a média + erro padrdo da média (e.p.m) de trés amostras por grupo.
**P<0.01 e **P< 0.001 quando comparado com macréfagos estimulados apenas na presenca de LPS e
Zimosano. Essa figura é representativa de trés experimentos.
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5.3.3 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH; e do agonista
de PAR4 AYPGKF-NH; sobre a producédo de espécies reativas de oxigénio em
macrofagos peritoneais 24 horas apo6s estimulacdo com LPS

Os macréfagos peritoneais incubados com o peptideo sintético ativador de
PAR2 SLIGRL-NH; ndo apresentaram alteracdo na producdo de espécies reativas
de oxigénio, ap6s 24 horas de incubacdo, em relacdo aos macréfagos nao
estimulados com o agonista (Figura 12a). Por outro lado, quando os macréfagos
foram estimulados durante o mesmo periodo de tempo com o agonista de PAR4
AYPGKF-NH,, houve um aumento na producdo dessas espécies a partir da

concentracdo de 5 uM (Figura 12b).
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Figura 12. Producdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos peritoneais in vitro na
presenca de agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH2. Macré6fagos
peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), zimosano (10 pg/mL) SLIGRL-NH, (5, 15 ou 30 puM)
em a ou AYPGKF-NH, (5, 15 ou 30 uM) em b. Os sobrenadantes foram analisados 24 horas apos a
incubacdo quanto a producdo de espécies reativas de oxigénio por fluorimetria. Os valores foram
expressos em relacéo a % do controle. As barras representam a média + erro padrdo da média (e.p.m)

de trés pocos na placa. Cada experimento foi repetido trés vezes.
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5.3.4 Efeito do peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH, e do agonista
de PAR4 AYPGKF-NH; sobre a producédo de espécies reativas de oxigénio em
macrofagos peritoneais 48 horas apds estimulagdo com LPS

Os macréfagos peritoneais incubados com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH;
nao apresentaram diferenca em relacdo a producdo de espécies reativas de
oxigénio apds 48 horas em comparacdo aos macrofagos ndo estimulados com o
agonista (Figura 12a). Por outro lado, ap6s o mesmo periodo de incubacado, os
macrofagos estimulados com o agonista de PAR4 AYPGKF- NH, apresentaram um
aumento da producdo dessas espécies reativas a partir da concentracdo de 5uM
(Figura 12b).
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Figura 13. Producdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos peritoneais in vitro na
presenca de agonista de PAR2 SLIGRL-NH, ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH,. Macréfagos
peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), zimosano (10 pg/mL) SLIGRL-NH, (5, 15 ou 30 pM)
em a ou AYPGKF-NH, (5, 15 ou 30 uM) em b. Os sobrenadantes foram analisados 48 horas apos a
incubacdo quanto a producdo de espécies reativas de oxigénio por fluorimetria. Os valores foram
expressos em relagdo a % do controle (macréfagos incubados sem nenhum estimulo). As barras
representam a média + erro padrao da média (e.p.m) de trés pogos na placa. Cada experimento foi

repetido trés vezes.
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5.4 Analise da potencial influéncia da ativacdo de PAR2 e PAR4
sobre a viabilidade dos macroéfagos estimulados in vitro com LPS

A influéncia da incubacdo dos macréfagos tanto do peptideo ativador sintético
de PAR2 como de PAR4 sobre a viabilidade celular foi analisada em culturas de 6,
24 e 48 horas de duracdo com os respectivos agonistas, através do ensaio de MTT.
Tanto os macrofagos incubados com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH, (Figura 14)
ou com o agonista de PAR4 AYPGKF-NH; (Figura 15) ndo apresentaram diferencas
em relacdo a viabilidade celular, nos trés tempos analisados, quando comparados
ao grupo controle macrofagos estimulados apenas com LPS e zimosano. Porém
guando os macrofagos incubados com os respectivos agonistas foram comparados
aos grupos controle, onde as células foram incubadas apenas com o meio de cultura
DMEM e, portanto, ndo estimuladas com LPS, hd uma reducdo da viabilidade

dessas células nos trés tempos analisados.
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Figura 14. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH, sobre a viabilidade celular de macréfagos
peritoneais in vitro. Macréfagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (5, 15
ou 30 pM) e zimosano (10 pg/mL) A viabilidade celular foi analisada por MTT nos intervalos de 6 horas,
24 horas e 48 horas ap6s a incubagdo com o SLIGRL-NH,. Os valores foram expressos em relacdo a %
do controle (macrofagos ndo estimulados e na auséncia do peptideo). As barras representam a média +
erro padrao da média (e.p.m) de trés pocos na placa. *P<0.05 e **P<0.001 quando comparado com o

controle. O experimento foi repetido trés vezes.
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Figura 15. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH, sobre a viabilidade celular de macréfagos
peritoneais in vitro. Macréfagos peritoneais foram incubados com LPS (10 pg/mL), AYPGKF-NH, (5, 15
ou 30 uM) e zimosano (10 pg/mL) A viabilidade celular foi analisada por MTT nos intervalos de 6, 24 e 48
horas ap0ds a incubacdo com o AYPGKF-NH,. Os valores foram expressos em rela¢éo a % do controle
(macréfagos ndo estimulados e na auséncia do peptideo). As barras representam a média * erro padrao
da média (e.p.m) de trés pogos na placa. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 quando comparado com o

controle. O experimento foi repetido trés vezes.
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5.5 Efeitos dos agonistas de PAR2 e PAR4 sobre a producao de
IL10 e TNF-a em macrofagos estimulados in vitro com LPS

A producéo de citocinas pelos macréfagos peritoneais foi avaliada nos tempos
de 0,25h; 1h; 4h e 24h. Os macroéfagos tratados com 30 uM de agonista de PAR2
SLIGRL-NH; demonstraram ja nos primeiros minutos, uma producdo notavel de
TNF-o. Esse aumento persistiu até a primeira hora ap6s a incubagdo com o agonista
e a partir de 4 horas, houve uma queda nos niveis dessa citocina até o tempo de 24
horas (Fig. 16a). J4 a producdo de IL-10 aumentou de maneira similar no grupo
incubado com o SLIGRL-NH; até a primeira hora. Apés 4 horas, houve uma reducao
dos niveis dessa citocina que decaiu até o tempo de 24 horas. Entretanto nesse
intervalo, observamos um nivel de IL-10, significativamente elevado, quando
comparado aos macréfagos incubados na auséncia de SLIGRL-NH, (Fig.17b). Os
macréfagos incubados na presenca de 30 uM de agonista de PAR-4 (AYPGKF-NH,)
aumentaram rapidamente a producdo de TNF-o jA nos primeiros minutos e essa
producdo aumentou e permaneceu elevada até 4 horas ap6s a incubacao. S6 apos
esse intervalo que os niveis dessa citocina diminuiram até o tempo de 24 horas
(Fig.16a). Em relacao a producédo de IL-10, os macréfagos tratados com AYPGKF-
NH, estimularam a liberacdo desta citocina, jA& nos primeiros minutos apos a
incubacdo. Essa producdo aumentou até o intervalo de 4 horas, no qual os
macréfagos incubados em presenca de AYPGKF-NH; reduziram a producédo de IL-
10 de maneira significativa em relacdo aos macréfagos estimulados apenas com
LPS. Apés esse intervalo, os niveis de IL-10 se reduziram até o tempo de 24 horas
(Fig. 16b).
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Figura 16. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH, sobre a produg¢éo de citocinas TNF-a e IL-10
em cultura de macréfagos peritoneais em funcdo do tempo. Macréfagos peritoneais foram incubados
com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH; (30 uM) e zimosano (10 pg/mL), O sobrenadante foi coletado 0.25 ; 1;
4 e 24 horas apos a incubacdo com o agonista e foi analisada quanto a producao de TNF-a em a e IL-10
em b por Ensaio imunoenzimatico (ELISA). As barras representam a média + erro padrdo da média
(e.p.m) de trés pogos na placa. **P<0.01 quando comparado com o grupo controle incubado na auséncia

do agonista (LPS). O experimento foi repetido trés vezes.
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Figura 17. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH, sobre a producéo de citocinas TNF-a e IL-10
em cultura de macréfagos peritoneais em fungdo do tempo. Macrofagos peritoneais foram incubados
com LPS (10 pg/mL), SLIGRL-NH, (30 uM) e zimosano (10 pg/mL) O sobrenadante foi coletado 0.25 ; 1;
4 e 24 horas apos a incubacéo com o agonista e foi analisada quanto a producao de TNF-a em a e IL-10
em b por Ensaio imunoenzimatico (ELISA). As barras representam a média = erro padrdo da média
(e.p.m) de trés pogos na placa. **P<0.01 quando comparado com o grupo controle incubado na auséncia

do agonista (LPS). O experimento foi repetido trés vezes.
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6. DISCUSSAO

Os macrofagos desempenham um papel crucial em véarias doencas
relacionadas a inflamacao crénica, como diabetes, obesidade, aterosclerose, cancer
e doencas neurodegenerativas (Yona et al., 2013). A versatilidade demonstrada por
essas células se explica em parte pela sua capacidade de polarizacdo em fenétipos
e funcbes definidas que vao direcionar a progressdo ou resolucdo da resposta
inflamatéria (Mosser & Edwards, 2008; Martinez & Gordon, 2014). Assim o0s
macrofagos podem apresentar um perfil pré-inflamatério (M1) ou anti-inflamatorio
(M2) que varia de acordo com o microambiente celular (Lyamina et al., 2011,
Martinez & Gordon, 2014). Nesse microambiente, durante uma les&o tecidual ou
infeccéo, pode haver a liberacdo de proteases como trombina, tripsina e triptase por
células que sofreram algum dano (Cocks & Moffatt., 2000; Ossovskaya & Bunnett.,
2004) Essas enzimas secretadas nessas condicbes atuam sobre receptores
ativados por protease (PAR) que sdo expressos na superficie de macréfagos,
podendo, entdo, desencadear respostas celulares complexas. A sinalizacdo via
proteases sobre o PAR ativa vias relacionadas ao sistema de deteccao
antimicrobiana do hospedeiro, sendo capaz de afetar a sua defesa contra patégenos
invasores e desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa (Shpacovitch et
al., 2008).

Dentre os PAR, os subtipos PAR2 e PAR4 s&o 0s mais expressos em células
inflamatorias (Zhang et al., 2014) e varios trabalhos tém demonstrado a participacao
desses receptores em eventos inflamatérios associados ao recrutamento e ativacao
de leucdcitos (Vergnolle et al., 2002; Gomides et al., 2012; Matos et al., 2013;).
Apesar dessa caracterizagdo do PAR como um “sensor” celular relacionado a
inflamacéo e desenvolvimento da resposta imune (Ossovskaya & Bunnett., 2004;
Shpacovitch et al., 2007), pouco se sabe a respeito do papel desses receptores na
func@o efetora dos macréfagos. Diante disso, nds investigamos a participacdo de
PAR2 e PAR4 sobre a fagocitose de particulas de zimosano e a producdo de

mediadores inflamatorios em macrofagos peritoneais.
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Os macrofagos secretam citocinas no local da lesdo ou infec¢cdo que
amplificam a inflamacdo, como também fagocitam microorganismos, células
senescentes ou apoptoticas (Murray & Wynn, 2011). A fagocitose nesse aspecto tem
uma importancia biolégica essencial na morte, degradacdo de patdgenos,
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, como também na resolucdo do
processo inflamatorio, evitando assim, a sua cronicidade (Aderem, 2003; Greenberg
& Grinstein, 2002). Na fagocitose, o0 reconhecimento e a internalizacdo de
microorganismos ou parte de suas estruturas envolvem a participacdo de varios
receptores de adesdo. Esses receptores além de promover o reconhecimento e
internalizacdo do patdgeno, podem ativar vias pré-inflamatérias a jusante, que
contribuem para a amplificacdo da resposta antimicrobiana (Aderem & Underhill,
1999; Underhill & Goodridge; 2012). Entre essas moléculas com capacidade de ser
reconhecida e fagocitada, encontra-se o zimosano. Este polissacarideo derivado da
parede celular do fungo Saccaromyces cerevisae € um ligante para TLR2, TLR4 e
Dectina-1 (Dicarlo & Fiore, 1958; Aimanianda et al., 2009; Drummond & Brown,
2011) que pode ser reconhecido, internalizado e digerido pelo macréfago. Essas
particulas sdo compostas de B-glucanas que é caracteristico de fungos patogénicos,
sendo utilizado como modelo para estudos dos mecanismos de reconhecimento de
microrganismos, fagocitose e regulacdo da producédo de citocinas (Jiang et al.,
2013). O LPS é outro fragmento celular que tem a capacidade de se ligar ao TLR4 e
CD14 e com isso ativar a fagocitose e a producdo de mediadores inflamatérios em
macrofagos (Akira et al., 2006). Dessa forma, Zimosano e LPS atuam de maneira

sinérgica no aumento das funcdes efetoras dessas células.

Nesse sentido, inicialmente nds investigamos em qual concentracdo o LPS
apresentaria melhor resposta sobre a fagocitose de particulas de zimosano por
macréfagos peritoneais in vitro. Na concentracdo de 10 pg/mL de LPS nés
encontramos o maior efeito sobre o indice de fagocitose, dentre todas as utilizadas,
e padronizamos essa concentragdo para 0s ensaios posteriores. Esse resultado esta
de acordo com estudos anteriores em linhagens de macréfagos RAW 264.7, no qual
a fagocitose de particulas de zimosano aumentou de maneira concentracéo-
dependente e atingiu o0 maximo efeito na mesma faixa de concentracdo do LPS
(Fuentes et al., 2014).
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O segundo passo foi investigar o possivel envolvimento do PAR2 na
fagocitose de particulas de zimosano em macréfagos pré-estimulados com LPS. O
peptideo sintético ativador de PAR2, SLIGRL-NH, na concentracdo de 30 puM foi
capaz de aumentar a fagocitose de particulas de zimosano por macrofagos
peritoneais in vitro, sendo este efeito revertido em presenca do antagonista PAR2
ENMD 1068. Esse resultado é corroborado por trabalhos anteriores na qual o PAR2
foi capaz de aumentar a fagocitose em macréfagos e queratinécitos in vitro (Sharlow
et al., 2000). Ou seja, a ativacdo desse receptor sobre a fagocitose de
microorganismos pode contribuir para a defesa do hospedeiro e desenvolvimento da
resposta imune inata. Desta forma, é possivel que, dentro do ambiente inflamatorio,
proteases ativadoras de PAR2 como tripsina ou triptase contribuam para a
inflamacdo agindo em seus receptores, presentes em macrofagos, favorecendo

assim a fagocitose.

Outro receptor potencialmente que € expresso em macrofagos é o receptor de
PAR4 (Colognato et al., 2003; Cocks & Moffat, 2000). Em um trabalho recente, Fu e
colaboradores revisaram a participacdo desse subtipo na inflamacdo. Com base
nisso, nos investigamos também o papel de PAR4 na fagocitose de particulas de
zimosano por macrofagos peritoneais in vitro. Em contraste com o resultado
observado com o PAR2, os macréfagos incubados com 30 pM de AYPGKF-NH;
reduziram a capacidade fagocitica dessas células, e de maneira semelhante ao
observado na ativacdo de PAR2, o antagonismo prévio de seu receptor com 0
antagonista sintético de PAR4 TcY-NH, seguido pelo estimulo com AYPGKF-NH,
aumentou a fagocitose induzida por AYPGKF-NH; a valores acima do controle
(macrofagos estimulados na auséncia do peptideo ativador). Assim como o PAR2,
muitos trabalhos nos ultimos anos, incluindo os do nosso grupo, tém caracterizado o
papel do PAR4 sobre o recrutamento celular (Vergnolle et al., 2002; Gomides et al.,
2014). Os resultados desses trabalhos suportam a hipétese de um papel pro-
inflamatorio do PAR4 em termos de recrutamento celular. Poréem em relacdo a
fagocitose dos macréfagos ndés demonstramos um efeito regulador negativo,

sugerindo a participacdo de PAR2 e PAR4 na regulagédo desse fendmeno.

Em um estudo realizado em células HEK 293, foi demonstrado que ativacdo

de PAR2 pode aumentar a expresséao e sinalizagao de receptores de PAR4 quando
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sdo co-expressos na célula (Cunningham et al., 2012). Baseando nesse estudo,
poderiamos formular a hipétese de que em um modelo in vivo, durante a inflamacéo,
proteases liberadas no meio extracelular atuariam sobre receptores de PAR2,
promovendo a ativacdo de PAR2. Isso resultaria no aumento da atividade fagocitica
dos macréfagos sobre patdgenos invasores. Poréem na medida em que a inflamacgéo
seria contrarregulada por um processo resolutivo, a ativagdo de PAR?2 levaria a um
aumento da sinalizacdo de PAR4, culminando com a reducéo da fagocitose. Essa
hipétese da interacdo entre os mecanismos de acdo foi mostrado através da co-
incubacéo dos macrofagos com SLIGRL-NH; e AYPGKF-NH2, no qual o aumento da
fagocitose proporcionado pela ativacdo de PAR2 foi compensado pela reducéo
causada pela ativacdo de PAR4. Assim, nossos resultados confirmam uma possivel
interacdo entre esses receptores sobre a regulacdo do fenbmeno fagocitico. Em
relacdo a porcentagem de macréfagos que fagocitaram particulas de zimosano,
apenas as células incubadas com o agonista PAR2 SLIGRL-NH; demonstraram
aumentar a avidez por particulas de zimosano, confirmando um possivel papel proé-

resolutivo de PAR2 sobre os macrofagos.

A ativacdo da fagocitose e a internalizacdo do micro-organismo pelos
macrofagos desencadeia a ativacdo de vias antimicrobianas e proé-inflamatérias
(Aderem, 2003). Nesse sentido nos avaliamos parametros de ativacdo dos
macréfagos como a medida do estresse oxidativo e producdo de citocinas. A
producdo e secrecdo de o6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (do
inglés, Reative Oxygen Species, ROS) por macrofagos visa danificar componentes
estruturas de bactérias, fungos e protozoarios (West et al., 2011; Holmstrom &
Finkel, 2014). Essa atividade citotoxica reduz a carga microbiana e promove a
defesa do hospedeiro contra patégenos invasores. Nesse sentido nés medimos a
producdo de NO e ROS no tempo de 24 ou 48h quando os macrofagos foram
incubados na presenga de SLIGRL-NH; ou AYPGKF-NH,. Estudos prévios
demonstraram que a pré-incubacdo dos macrofagos com LPS promovem a
expressdo de INOS e a producdo de NO (Mills et al., 2000). Em nossos
experimentos, 24 horas ap0s a incubagdo com SLIGRL-NH;, houve um aumento da
producdo de NO a partir da concentracdo de 15 uM. De maneira semelhante, a
incubagdo com AYPGKF-NH, no mesmo tempo analisado também aumentou a
producdo de NO, porém esse aumento ja foi significativo a partir da concentragéo de
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5 puM, como também em termos de magnitude. No intervalo de 48 horas ambos
agonistas reduziram a producao de NO, mas essa reducao foi menos expressiva nos
macrofagos incubados com AYPGKF-NH,. Esse achado demonstra que a incubacao
com o AYPGKF-NH; foi muito mais sensivel em promover a liberacdo de NO, como
também em termos de magnitude na producao, sugerindo um envolvimento desses
peptideos sobre a regulacéo da atividade da iINOS, tendo o PAR4 um perfil mais pro-

inflamatorio.

Estudos envolvendo PAR2 demonstraram que a sua ativacao leva a geragao
de ROS em eosindfilos, linfécitos e células pulmonares (Aoshiba et al., 2001; Miike
et al., 2001 Lim et al., 2006;). Em nossos experimentos, nés demonstramos pela
primeira vez que a ativagdo do PAR2 em macrofagos peritoneais ndo altera a
producdo de ROS nos intervalos de 24 ou 48 horas. E que esses macrofagos
guando incubados com o peptideo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH;
aumentam a geracao dessas espécies reativas de oxigénio nos mesmos intervalos
analisados. Esses resultados corroboram uma acdo pré-inflamatoria originada a
partir da ativacdo de PAR4 sobre macri6fagos peritoneais e essa hipbtese é
sustentada por uma revisdo recente, onde esse receptor tem sido associado a um

perfil pro-inflamatorio. (Fu et al., 2015).

A fim de eliminar possiveis analises errbneas e validar os experimentos
realizados, foram realizados também testes para avaliacdo da viabilidade celular nos
tempos de 6, 24 e 48h apds a incubac&do com os respectivos agonistas de PAR. Os
macrofagos incubados na presenca dos peptideos sintéticos ativadores de PAR2 e
PAR4, SLIGRL-NH, ou AYPGKF-NH; respectivamente, permaneceram viaveis em
relacdo ao controle (macrofagos incubados na auséncia dos respectivos agonistas).
Sendo assim os peptideos sintéticos ndo demonstraram nenhum efeito citotoxico

direto sobre essas células.

A importancia de PARs na modulacdo de fungbes em macréfagos néo esta
muito bem estabelecida, existindo opinides diferentes a respeito do papel de PAR2 e
PAR4 na modulacdo do macréfago. Estudos prévios demonstram que a ativacéo de
PAR2 em mondcitos humanos leva a producéo de citocinas pro-inflamatorias, IL-18,
IL-6 e IL-8 (Johansson et al., 2005). Em outro trabalho, macrofagos peritoneais
incubados com trombina foram capazes de aumentar a expressao de
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ciclooxigenase-2 e Prostaglandina E2 (Lo et al.,, 2009). Porém alguns estudos
demonstram um perfil anti-inflamatorio para o PAR2, onde o recrutamento de
macrofagos pré-estimulados com LPS foi inibido pela presenca do agonista de PAR2
SLIGRL-NH; a partir de 48 horas apos a incubacéo (Moffatt et al., 2002).

Uma vez que demonstramos um papel modulador de PAR2 e PAR4 na
fagocitose in vitro de particulas de zimosano por macrofagos peritoneais,
resolvemos investigar qual o efeito da incubacdo com agonistas PAR2 ou PAR4
sobre o perfil fenotipico destes macréfagos. A medida da producédo de citocinas pro-
inflamatorias ou anti-inflamatérias estimuladas pelo PAR em macrofagos fornece
informacdes a respeito do perfil fenotipico dessas células em pro-inflamatoério ou proé-
resolutivo (Mosser & Edwards, 2008 ;Lyamina et al., 2013).Desta forma, medimos a
producdo de duas citocinas, TNF-a e IL10, caracteristicas de macréfagos M1 pro-
inflamatorios ou M2 resolutivos (Mosser & Edwards, 2008; Martinez &Gordon., 2014)
em resposta a estimulacdo dos receptores por seus peptideos sintéticos ativadores
em presenca de LPS. Em nossa condicdo experimental, tanto a incubagcdo dos
macrofagos peritoneais com o peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH,,
como com o peptideo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH; ndo aumentaram a
producdo de TNF-a acima daquela obtida com o pré-estimulo com LPS. O TNF-a é a
principal citocina produzida por macrofagos e € liberada em grande quantidade
mesmo apds um estimulo inflamatério de baixa intensidade (O"Shea & Murray.,
2008). Nossos resultados sugerem uma auséncia de efeitos tanto de PAR2 como de
PAR4 sobre a modulacdo da producdo da citocina pro-inflamatéria TNF-o. E
possivel, no entanto, que a concentracdo de LPS utilizada em nossas culturas (10
pug/mL) tenha saturado a producdo dessa citocina, sendo essa hipétese baseada em
um ensaio, na qual a ativacdo de PAR2 em macréfagos foi capaz de aumentar a
producdo dessa citocina, quando essas células foram pré-estimuladas por 24 horas
com LPS (100 ng/mL) e na presenca de 200 uM do peptideo ativador de PAR2
SLIGKV-NH; (Nhu et al., 2012).

No entanto, quando analisamos a produg&o da citocina resolutiva IL-10, em
resposta a estimulacao in vitro dos macrofagos peritoneais com ambos agonistas, 0
peptideo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH,, ou o peptideo sintético ativador de
PAR4 AYPGKF-NH;, observamos um perfil distinto do observado para a producao
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de TNF-a. A ativacdo de PAR2 promove a producdo de IL-10 por macréfagos em
presenca de LPS ap0s 24 horas de cultivo celular, enquanto a incubacédo dos
macrofagos com o peptideo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH; reduziu a
producdo desta citocina, 4 horas apds o inicio da cultura, sugerindo a participacéo
desse receptor de PAR2 na resolu¢cdo do processo inflamatério. Esse resultado
confirma os estudos anteriores, no qual apds 24 horas de incubacdo com o peptideo
ativador de PAR2, ha a liberacéo de IL-10 pelos macrofagos (Nhu et al., 2012). Esse
achado sugere que a ativagdo de PAR2 reduz a sinalizagdo pré-inflamatoria em
resposta ao LPS, através da secrecdo de IL-10, como mecanismo contrarregulador
da inflamacéo. J4 a incubacdo com o peptideo ativador de PAR4 reduziu a producao
de IL-10, 4 horas apds a incubacdo, sendo coerente com a escala temporal no
processo inflamatério, nos quais nesse intervalo ha maior proporcado de células e
mediadores pro-inflamatoério. Sendo esse dado coerente com os resultados obtidos
anteriormente, no quais tem sido atribuido ao PAR4 um papel pré-inflamatorio.

Assim, em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios de fagocitose, onde a
ativacdo de PAR2 aumenta a fagocitose de particulas de zimosano, nos permite
propor um mecanismo no qual esse receptor modula as acfes dos macréfagos
sobre a atividade fagocitica, bem como favorece uma resposta de natureza anti-
inflamatdria ou pro-resolutiva. Por outro lado, o PAR4 parece exercer um efeito
oposto ao PAR2, agindo na modulacao fenotipica de macréfagos em etapa inicial da
resposta inata, de modo que sua capacidade em reduzir a producdo desta citocina,
favorece um ambiente pro-inflamatério, necessario a defesa do corpo em resposta a
agentes inflamatérios. Desta forma, propomos existir um balanco entre PAR2 e
PAR4, onde uma delicada regulacdo de suas funcbes seria importante para a

atividade de macrofagos nestas condicoes.
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ANEXO - Certificado de aprovac&o do projeto pela Comisséo de Etica no uso
de Animais da UFMG (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALS

CERTIFICADD

Certificamos que o Protocolo n®, 374 / 2014, relative ao projeto intitulado "Estudo do papel do receptor ativado
por protease PAR2 e PAR4 sobre a ativacdo e fagocitose de macréfagos in vitro”, que tem como responsavel
André Klein, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal, adotados pela Comiss3o de Etica
no Uso de Animais [CEUA/UFMG], tendo side aprovado na reunido de 28/04/2015. Este certificado espira-se em
28/04/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n?. 374 / 2014, related to the Project entilted "Study of the role of protease-
activated receptor PAR2 e PAR4 on the activation and macrophage phagocytosis in vitre™, under the supervision
of André Klein, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation {CEUA/UFMG], and was approved in 28/04/2015. This certificates expires
in 28/04/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 28/04/2015.
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Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa IT — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Haorizonte, MG — Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
wiviw . ufmg. br/bicetica/cetea - cetea@prpg.ufmag. br
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