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RESUMO

Bactérias Gram-negativas, como Klebsiella pneumoniae, possuem LPS em
suas membranas, componente responsavel por desencadear processo inflamatoério
por células do sistema imune como os macréfagos (MA), produzindo citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos. A inflamagdo € importante no combate aos
microrganismos, mas a exacerbacdo deste evento pode causar sérios prejuizos ao
tecido. Da mesma forma, os MA sdo importantes no controle de infec¢des, atuando
na fagocitose e morte de microrganismos. Os lipidios de membrana tém sido alvo de
estudos para o desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas (Terapia de
Lipidios de Membrana - TLM). Neste sentindo, os lipidios do liquido surfactante (LS)
sdo alvos para desenvolvimento de TLM pulmonar. Dentre os fosfolipidios mais
abundantes do LS, encontramos o POPC, uma fosfatidilcolina (PC), e também seus
produtos oxidados, como PaldoPC. Neste trabalho, nosso objetivo foi avaliar os
efeitos das PC derivadas do LS na modulacdo da polarizacdo (M1 e M2), atividade
inflamatéria e fagocitica de MA contra K. pneumoniae. Nossos resultados
demonstram que POPC e PaldoPC aumentaram a producdo de NO nos M1
estimulados com LPS. Da mesma forma, o tratamento com as PC aumentaram a
producao de citocinas e quimiocinas inflamatérias no perfil MO e M1 pés-estimulados
com LPS. O aumento da producdo de mediadores inflamatérios nos MA tratados
com PC, correlacionou com o aumento da expressdo génica de TLR2, TLR4, e
MYD88. Além disso, o tratamento com POPC aumentou a fagocitose de K.
pneumoniae, corroborando com o aumento producdo de PGD, No entanto, o
tratamento com PaldoPC inibiu a fagocitose, e aumentou a producdo de PGE;.
Nossos dados sugerem que PC néo tem efeito inflamatério direto sobre MA, mas,
potencializa a resposta de MA com LPS, aumentando a expresséo de receptores da
imunidade inata e modulando a produgcdo de prostaglandinas; influenciando a

resposta imune do microambiente pulmonar.

Palavras chave: Fosfolipidios; Macréfagos; Prostaglandinas; Klebsiella pneumoniae



ABSTRACT

Gram-negative bacteria, such as Klebsiella pneumoniae, have LPS in their
membranes, a component that triggers inflammatory process, by cells of the host
immune system such as macrophages (MA), produced cytokines, chemokines and
lipid mediators. Inflammation is important in preventing microorganisms, but the
exacerbation can cause serious tissue damage. Indeed, MA are also important in the
control of infections, phagocytosis and death of microorganisms. Membrane lipids
have been the subjects of studies to development of new pharmacological therapies
(Membrane Lipid Therapy - MLT). On this way, lipid of surfactant liquid (LS) were
target to development pulmonary MLT. Among the most abundant phospholipids in
LS, we found POPC, a phosphatidylcholine (PC), the oxidized phospholipids product,
such as PaldoPC. In this work, our aim was to evaluate the effects of LS-derived PCs
on modulation of polarization (M1 and M2), inflammatory and phagocytic activity of
macrophages against K. pneumoniae. Our results demonstrated that POPC and
PaldoPC increase NO production when M1 are stimulated with LPS. Indeed, the
treatment with PC increased the production of inflammatory cytokines and
chemokines in the MO and M1 profile, post LPS-stimulated. The increment on
inflammatory mediators production by MA treated with PC, correlated with the
increased on gene expression of TLR2, TLR4, and MYD88. The treatment with
POPC increased phagocytosis of K. pneumoniae, corroborating with the increased
production of PGD,. However, PaldoPC inhibited the phagocytosis and increased the
production of PGE,. Our data suggest that PC did not have inflammatory effect direct
on MA, but increased the MA response against LPS, increasing expression of innate
immune receptors, and modulation of prostaglandins production; influenced the

pulmonary microenvironment immune response.

Key words: Phospholipids; Macrophages; Prostaglandins; Klebsiella pneumoniae



AA
AIDS
AMJ2-C11
BHI
CD14
cDNA
COX
DMEM
DMSO
DO
DPPC
DP-
HBSS
H20,
IL-
IFN-y
iINOS
IRF
KC

K. pneumoniae
LO
LPA
LPP
LPS
LS
LTs
M1

M2

MA
MCP-1
MD2
MIF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Araquidénico

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Linhagem celular de macrofagos alveolares de camundongos
Brain Heart Infusion

Cluster of differentiation 14

Acido desoxirribonucleico complementar
Cicloxigenase

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilsulfoxido

Densidade optica
Dipalmitoil-fosfatidilcolina

Receptor de prostaglandina D-

Hank’s Balanced Salt Solution
Peréxido de hidrogénio

Interleucina-

Interferon gamma

Sintase 6xido nitrico induzivel

Fator de regulacao do Interferon
Quimiocina derivada de queratindcitos
Klebsiella pneumoniae

Lipoxigenase

Lesdes pulmonares agudas
Lipoproteina bacteriana
Lipopolissacarideos

Liquido surfactante

Leucotrienos

Macréfago ativado pela via classica
Macroéfago ativado pela via alternativa
Macrofagos

Proteina quimioatraente de mondcitos
Proteina mieloide de diferenciagéo 2

Média da Intensidade de Fluorescéncia



MIP
MOI
MTT
MYD88
NF-kB
NLRs
NO
NO*
02
OxPAPC
OxPLS
PAFr
PAMPs
PBS
PC

PE

PG

PG

Pl
PLA2
PLs
PaldoPC
PaldoPG
POPC
POPG
PPARY
PRRs
RNAmM
ROI
ROS
SBF
SDRA
SDS
SM

Proteina inflamatoria de macréfagos
Multiplicity of Infection
3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio
Fator de Diferenciacdo Mieloide 88
Fator Nuclear Kappa B
Receptores semelhantes a NOD
Oxido nitrico
Nitrito
Anio superoxido
1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicero-3-fosforilcolina
Fosfolipidios oxidados do liquido surfactante
Receptor do fator de ativacdo de plaquetas
PadrBes moleculares associados a patdégenos
Tampao Salina-fosfato
Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilglicerol
Prostaglandinas
Fosfatidilinositol
Fosfolipases A2
Fosfolipidios
Palmitoil-aldo-fosfatidilcolina
Palmitoil-aldo-fosfatidilglicerol
Palmitoil-oleil-fosfatidilcolina
Palmitoil-oleil-fosfatidilglicerol
Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama
Receptores de reconhecimento de padréo
Acido ribonucleico mensageiro
Intermediarios reativos de oxigénio
Espécies reativas de oxigénio
Soro Bovino Fetal
Sindrome do desconforto respiratério agudo
Dodecil sulfato de sédio

Esfingomielina



STAT-
THP-1
TLM
TLR-
TNFR1
TNF-a

UFC
VSR
WHO

Sinais de transducéo e ativadores de transcricao
Linhagem celular derivadas de mondcitos humanos
Terapias de Lipidios de Membranas
Toll-like receptor-

Receptor 1 do fator de necrose tumoral

Fator de necrose tumoral alfa
Tromboxano-

Unidades formadoras de colbnias
Virus Sincicial Respiratoério

World Health Organization



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Diluicdes de Klebsiella pneumoniae e equacgao da reta para experimentos
/Lo T PO PP PP P UUPPPPPPRN 32
Figura 2. Estrutura quimica dos fosfolipidios derivados do surfactante.................... 33

Figura 3. Padronizacéo da técnica da contagem de UFCs de Klebsiella pneumoniae
pela tECNICA dE rESAZUNNA. ........uvuriiiiiieiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeennn s 39

Figura 4. Fosfolipidios ndo apresentam citotoxicidade em macrofagos de linhagem
N 1V N 2 0t o P 43

Figura 5. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producdo de NO por macrofagos
MO e M1 (AMJ2-C11) pos-estimulados com LPS.............coooiiiiiiiiiiccieee e 45

Figura 6. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producdo de citocinas e
quimiocinas por MO, pds-estimulados com LPS..............oc oo 47

Figura 7. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producdo de citocinas e
qguimiocinas por M1, pés-estimulados cOm LPS...........ccoooiiiiiiiiiiiic e 49

Figura 8. Producao de citocinas e quimiocinas por M2, tratados com fosfolipidios, e
POS-estimulados COM LPS. ... 51

Figura 9. A linhagem celular AMJ2-C11 possui plasticidade celular......................... 53

Figura 10. Fosfolipidios modulam a expresséo de receptores da Imunidade Inata em
AMUIZ-CLL. ..ttt ettt n e e e e as 56

Figura 11. Producéo de PGE; e PGD, por AMJ2-C11 tratados com fosfolipidios, e
POS-estimulados COM LPS.........oo e e 58

Figura 12. Fagocitose de Klebsiella pneumoniae por AMJ2-C11 tratados com
{0153 {01111 o 1o 1= UPPPPPPPPP 60



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt en et n e, 14
2. REVISAQO BIBLIOGRAFICA ..ottt 17
2.1. Biologia dos macrofagos e fungbes nas infeccbes bacterianas
.............................................................................................................. 17
2.2. InfecgBes por Klebsiella pneumoniae .............ooovvvviiiiiiiiiiiiiee e, 19
2.3. Resposta imunologica na infeccdo por Klebsiella pneumoniae ........... 20
2.4. Os lipidios e a Imunidade inata ............cccoeeeeeieiiieeeeicccece e 22
2.5. Fosfolipidios do liquido surfactante ...........ccccoeeiiiiiiiieniiiiiiee e 24
3. OBIETIVOS . ..ot e e e e 27
4. MATERIAIS E METODOS......cocieteeteieeeee ettt sttt saeaenes 28
4.1. Fluxograma metodolOgiCO .........uuuiiiiiiiiiiiieiieeecc e 28
4.2. Obtencéo e cultivo das células AMJI2-C11 ........cccceeeiiiiiinieeeniiiiieeeennn 30
4.3. Obtencao e cultivo de Klebsiella pneumoniae ............cccccccvvviieeeennn. 31
4.4. Preparacgédo do in6culo de K. pneumoniae para infec¢éo in vitro ......... 31
4.5. Fosfatidilcolinas do Liquido surfactante ...........cccccceeeeeieeiiiiiiiiiiieeiiin, 32
4.6. Ensaio de citotoxicidade celular.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 33
4.7. Polarizagdo de MA, estimulagdo e tratamentos ..........cccccevvveeeeeeeineenenn. 34
4.8. Dosagem de mediadores proteicos por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) oot e e 34
4.9. D0SAgem de NO ...ttt 35
4.10. Andlise quantitativa de prostaglandinas ..........ccccocccveeeieeniiiiiieeeeenenee. 35
a) Extracéo e purificacdo de lipidios ..........coooiiiiiiiiiiiiie e 36
b) Analise das PGs por HPLC-MS/MS .......ccccooiiiiiiiiiiicee e 36
4.11. Analise da expresséo génica por PCR em Tempo Real (QRT-PCR) ...
......................................................................................................................... 37
4.12. Ensaio de fagocitose de Klebsiella pneumoniae ........ccccccoeeeeeniiiinnnnn. 38
4.13. ANAlISE ESIAISHICA ..vvvvveiiiiiiiiieeee e 40
4.14. Solucdes e Meios utilizados nos procedimentos experimentais .......... 40
5. RESULTADOS ...ttt e e et e e e e e ean s 42
5.1. Citotoxicidade de fosfolipidios do liquido surfactante para macréfagos

da linhagem AMUIZ-CLL ... 42



5.2. Producdo de NO por macrofagos tratados com fosfolipidios do liquido
surfactante e estimulados COmM LPS ... 44

5.3. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por
macrofagos alveolares ndo polarizados (MO0), e pés-estimulados com

L P S e e e e e e aarraa e e 46

5.4. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por
macréfagos ativados pela via classica (M1), e poés-estimulados com

L P S e e e e a e e e e e e aeae e 48

5.5. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por
macréfagos ativados pela via alternativa (M2), e pos- estimulados com

L P S e 50

5.6. Determinacéo da expressao génica de marcadores dos fenétipos M1 e
M2 para Celulas AMIZ2-CLL ........oovviuuiiiiiiiiieiie e e e e e 52

5.7. Efeitos dos fosfolipidios na expressdo génica de marcadores de
fendtipos e receptores da imunidade inata nos macrofagos AMJ2-C11
............................................................................................................. 54

5.8. Producdo de prostaglandinas por AMJ2-C11 (MO) tratados com
fosfolipidios do liquido surfactante .............ccccoviiiiiiiee i, 57

5.9. Avaliacdo do efeito dos fosfolipidios na atividade fagocitica de AMJ2-
C11 contra K. PNEUMONIAE .....cvviiiiiiieiieiiee e 59

B. DISCUSSAD ..ottt ettt 61
7. CONCLUSAOD ..ottt 67

8. REFERENCIAS ...ooooiieeeee e ettt e, 68



14

1. INTRODUCAO

A inflamacédo € um processo importante na defesa do hospedeiro. Bactérias
como as Gram-negativas possuem LPS em suas membranas, e este componente
desencadeia este processo por células do sistema imune do hospedeiro, como 0s
macrofagos, iniciando assim uma sinalizacdo intracelular para a producdo de
mediadores inflamatérios (FAN et al., 2008; HANADA; YOSHIMURA, 2002). Por
mais que este processo seja muito importante no combate ao microrganismo, a
inflamacéo exacerbada pode causar sérios prejuizos ao tecido, sendo causador das
Lesdes pulmonares agudas (LPA) e a Sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) (LEE; DOWNEY, 2001; WARE; MATTHAY, 2000).

As atividades de &acidos nucleicos e de proteinas estdo comumente
associadas as funcdes celulares. Por isso, tradicionalmente varias doencas sao
retratadas com falhas biolégicas nestas moléculas. Mas, pesquisas atuais
demonstraram que os lipidios de membrana controlam inUmeras fun¢des celulares,
principalmente através da regulacdo da atividade e localizacdo de proteinas (LEE,
2004; VOGLER et al., 2004; YEAGLE, 2005). Muitas funcbes celulares acontecem
dentro ou ao redor das membranas. E alteragcbes que ocorrem nas quantidades e
tipos de lipidios de membranas tém sido relatadas em varias patologias humanas
(ESCRIBA, 2006). Com isso, é plausivel que as Terapias de Lipidios de Membrana
(TLM) sejam especificas e tenham como base a regulagdo da estrutura da
membrana lipidica (ESCRIBA et al., 1997; YANG et al., 2005).

Na quimioterapia tradicional a principal interagdo dos farmacos € com as
proteinas. Apoés esta ligacdo de farmaco e proteina, acontece a inibicdo da atividade
proteica, e consequentemente a regulacdo das cascatas intracelulares que levaréo a
diferente expressdo génica (ESCRIBA, 2006). J4 na TLM, os farmacos atuam nos
lipidios de membrana, indiretamente regulando a atividade de proteinas de
membrana, que por seguinte, também induzirdo modificagbes na expressdo génica
(ESCRIBA, 2006; MARTINEZ et al., 2005). As proteinas sdo formadas por 20
diferentes aminoacidos e as membranas sdo compostas por inumeros lipidios,

mostrando assim, a imensa complexidade da bioquimica dos lipidios em relacdo as
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proteinas. Como também, o numero de estruturas secundarias formadas pelos
lipidios € muito maior comparado as proteinas (ESCRIBA, 2006). Dessa forma,
diferentes células podem expressar diferentes composic¢des e arranjos de lipidios de
membrana, que ira proporcionar mais especificidade ao tratamento com a TLM.

O alvo da TLM esta na criacdo de farmacos eficazes em influenciar a
organizagdo dos lipidios pela sua estrutura-funcéo, levando a modulacdo da
atividade celular. E isto, pode levar @ mudangas na sinalizagédo celular e expresséo
génica, podendo inverter o estado funcional de uma célula em determinada patologia
(ESCRIBA, 2006). Existem diferentes estratégias de desenvolvimento de TLM
relacionados aos eventos celulares, que estdao envolvidos com a biologia das
membranas plasmaticas: 1) regulacdo direta através da modificacdo da estrutura da
membrana; 2) regulacdo da atividade enzimatica para alterar as quantidades de
lipidicos da membrana; 3) modulacdo da expressdo génica que resulta em
alteracdes na composicao lipidica da membrana; 4) alteracdes lipidicas que afetam
as interagdes proteina-proteina em microdominios especificos da membrana; e 5)
ligacdo direta de um farmaco a uma proteina que altera a sua afinidade de ligacédo a
membrana ou a de outras proteinas de sinaliza¢do (ESCRIBA et al., 2015).

Muitas infec¢Bes pulmonares sdo causadas por bactérias, levando a aspectos
severos de pneumonia. Dentre as principais bactérias que causam pneumonias
podemos destacar o Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, e a
Klebsiella pneumoniae resistente a 32 geracdo de cefalosporinas e carbapenema
(WHO, 2014). Assim, também foi demonstrado que lipidios estdo associados com 0s
processos de sinalizacdo respiratéria, e estes podem ser usados para o tratamento
de doencas pulmonares, como a pneumonia (PALESTINI et al., 2003; PINOT et al.,
2000). No pulmao, as células alveolares do tipo Il sédo responsaveis por produzir o
surfactante, e este € composto cerca de 90% de lipidios em peso (LEWIS; JOBE,
1993; WRIGHT, 2005), e os lipidios podem ter fungbes importantes no controle de
inflamacdes. FU e BIRUKQOV relatam que em uma fase tardia de modelos de LPA,
os fosfolipidios oxidados (do inglés, OxPL) podem restaurar a barreira vascular e
contribuir na resolugcdo da inflamacéo e lesédo pulmonar (FU; BIRUKOV, 2009).
Carneiro e colaboradores destacam o papel de lisofosfatidilcolina (LPC) na inibicao
da sinalizacao inflamatoéria de TLR4 induzida por LPS (CARNEIRO et al., 2013).
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A terapia de lipidios de membrana surgiu como novo meio de desenvolver
drogas capazes de regular a estrutura e composicdo dos lipidios de membranas
(ESCRIBA et al., 2015). Assim, sabendo da importancia da TLM na modulagio da
membrana lipidica, sua acdo em células imunes, podendo inibir a producdo de
citocinas inflamatorias, e assim modificar o estado da patologia, compreender os
efeitos desta terapia pode ser de grande significancia para o tratamento de

processos inflamatorios exacerbados ocasionados por bactérias Gram-negativas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biologiados macroéfagos e fungdes nas infec¢cfes bacterianas

Os macréfagos (MA) foram descobertos por llya Metchnikof no século XIX
(TAUBER, 2003). A maioria dos macréfagos dos tecidos origina-se durante o
desenvolvimento embrionario, e persistem na idade adulta, mesmo com a chegada
de mondcitos no sangue na homeostase. Mas durante um processo inflamatorio os
mondcitos sao diferenciados em macrofagos, tornando-se macrofagos inflamatérios
(EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Nos tecidos, os MA residentes, como
células de Langerhans (pele), microglia (cérebro) sdo células sentinelas com
funcdes contra microrganismos (MORRISSETTE; GOLD; ADEREM, 1999; MOTA,
2009). A fagocitose € um processo complexo e versétil, que faz parte das funcdes
dos MA, e contribui para a imunidade inata através da ingestdo e eliminacdo de
patdgenos, como também para a homeostase e remodelacéo dos tecidos através da
remocéao de células mortas (FREEMAN; GRINSTEIN, 2014).

MA dos diferentes tecidos apresentam uma ampla variedade de fendtipos
funcionais e morfolégicos, e tem contribuicdo em grande parte pelo microambiente
(MORRISSETTE; GOLD; ADEREM, 1999). A capacidade dos MA em desempenhar
funcdes tdo diversas, é devida em grande parte, aos seus inUmeros receptores
(FREEMAN; GRINSTEIN, 2014). Para que ocorra a ativacdo de MA, sao essenciais
dois sinais: (1) o reconhecimento de PAMPs pelos PRRs e (2) a estimulagdo por
citocinas do padrdo de resposta de linfécito T (Thl ou Th2). Logo, o padrdo de
ativacdo do MA é induzido a partir da presenca desses fatores no microambiente
celular, polarizando-as em dois padrdes distintos: ativacao classica (M1) ou ativacéo
alternativa (M2) (ISHII et al., 2009; LAWRENCE; NATOLI, 2011). Para se induzir
células do fendtipo M1, é preciso a estimulacao, por exemplo, de lipopolissacarideos
(LPS), ou outros PAMPs bacterianos ou fungicos, e/ou citocinas do padrdo Thi,
como o interferon gama (IFN-y); que polarizam a resposta dos MA para a producéo
de IL-2, IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6 e varias outras
moléculas, como quimiocinas, e a expressdo da enzima iNOS, que participa na
liberacdo de Oxido nitrico (NO) (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). No

entanto, para inducédo de MA do fendétipo M2, é necessaria a estimulacao por PAMPs
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de helmintos/parasitas (DAVICINO et al., 2011), e/ou citocinas do padrdo Th2, como
IL-4 e IL-13, polarizando a resposta dos MA para a expressdo de arginase-1,
fibronectina, prolina, producédo de IL-10, e receptores de manose (MARTINEZ et al.,
2008). Desta maneira, M1 e M2 diferem em expressdes de receptores, citocinas e
guimiocinas, como também nas suas funcdes efetoras no sistema imunoldgico
(BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008).

Desta forma, podemos considerar que os M1 s@o microbicidas e inflamatérios,
enquanto os M2 sdo imunomoduladores. Assim, a ativacdo de MA pode ser pré-
inflamatoria ou anti-inflamatéria (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008). Essa ativacao
pode ser plastica, rpida e reversivel, sugerindo que as populacbes de MA sao
dindmicas e podem participar tanto da inflamacdo, como também da resolucdo
(PORCHERAY et al., 2005). A ativacdo de M1 é geralmente associada a protecao
durante doencas infecciosas agudas. Por exemplo, Listeria monocytogenes que
causa doenca em pacientes imunodeprimidos e mulheres gravidas, induz o pefrfil
M1, evitando assim o0 escape da bactéria do fagossoma e estimulando a morte
intracelular de bactérias in vitro e in vivo (SHAUGHNESSY; SWANSON, 2007).
Camundongos com auséncia da producdo de IFN-y, TNF-a e seus receptores,
(caracteristicos com fenotipos de M1), morrem de infeccdo por L. monocytogenes
(PFEFFER et al., 1993). Da mesma forma, Salmonella typhi, o agente da febre
tifoide, e Salmonella typhimurium, um agente de gastroenterite, induzem a
polarizacdo M1 de MA humanos e de murino, e esta associada com o controle da
infeccdo (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008). Durante a infec¢éo por M. tuberculosis
0s MA também séo polarizados para o perfil M1 (CHACON-SALINAS et al., 2005).
Ja a polarizacdo para M2 esta associada com a fase cronica de infec¢cdes por
micobactérias (KISZEWSKI et al.,, 2006), como de outras doencas infecciosas
(BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008). De acordo com esses dados, dependendo do
perfil de macrofago, podemos ter diferentes respostas em relacdo as infeccdes

bacterianas.
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2.2. Infeccbes por Klebsiella pneumoniae

A familia Enterobacteriaceae € composta por bactérias Gram-negativas e 0s
principais géneros que possuem mecanismos de resisténcia sdo Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Salmonella e Serratia (BOWERS; HUANG, 2016). O género
Klebsiella pode ser atualmente considerado composto de cinco espécies legitimas e
suas subespécies: K. pneumoniae (Ssp. pneumoniae; Ssp. 0Ozaenae; Ssp.
rhinoscleromatis), K. quasipneumoniae (ssp. guasipneumoniae;
ssp.similipneumoniae), K. variicola, K. michiganensis e K. oxytoca. Sendo que as
espécies que podem ser reconhecidos como importantes patégenos humanos séo
K. pneumoniae e K. oxytoca (JANDA, 2015).

Klebsiella pneumoniae foi descrita por Trevisan, e 0 género surgiu em
homenagem ao microbiologista alemao Edwin Klebs (LPSN, 2016). K. pneumoniae é
um bastonete Gram-negativo, ndo movel. Seu crescimento pode ser aerdbio
facultativo, mas cresce melhor em condigbes aerdbicas e causa uma grande
variedade de infeccbes hospitalares. Esta bactéria coloniza uma vasta gama de
hospedeiros variando de plantas a mamiferos, mas também pode ser encontrada no
solo e na agua superficial (PODSCHUN et al., 2001).

A infeccdo por K. pneumoniae esta sendo reconhecida como uma grande
ameaca a saude devido ao aumento a resisténcia aos antibidticos, portanto,
limitando terapias eficientes (VIEIRA et al., 2016). Os genes mais importantes
capazes de conferir resisténcia ao carbapenema (através das carbapenemases)
estdo presentes nela, tornando deste modo, os tratamentos existentes quase todos
ineficazes. E para muitos pacientes infectados com estas bactérias ndo existem
outras alternativas de tratamentos. Esta resisténcia é conferida pela transferéncia
horizontal de elementos genéticos mdveis, tais como transposdes ou plasmideos
(WHO, 2014).

Estas infec¢cdes tem um relevante papel de saude publica, exigindo uma acgao
de praticas de prevencdo e controle, desenvolvimento de antimicrobianos,
participagdes do corpo clinico, e métodos de deteccao laboratorial eficiente (GISKE
et al., 2008; ROSSI, 2011). A escolha de antimicrobianos apropriados no tratamento

destas infec¢des tem se tornado cada vez mais dificil, pelo aumento e disseminacao
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de bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar, como também, a diminuicédo
de opcdes terapéuticas (DOORDUIIN et al., 2016; PATERSON, 2006). Estas
infecgbes ocorrem tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento e com
taxas de morbidade e mortalidade elevadas (GISKE et al., 2008).

As infecgdes por Klebsiella pneumoniae sdo particularmente comuns entre os
individuos mais  vulneraveis, como bebés prematuros, pacientes
imunocomprometidos com disturbios de diabetes ou por consumo de é&lcool, como
também aqueles que recebem cuidados médicos avancados, ou aqueles que
possuem a Sindrome da imunodeficiéncia adquirida - AIDS (WHO, 2014). K.
pneumoniae pode causar infeccbes pulmonares, urinarias e intra-abdominais
(LANDMAN et al.,, 2007). A pneumonia € caracterizada por uma resposta
inflamatoria exacerbada, associada com o excesso de infiltracdo de macréfagos e
neutrofilos, e alta producéo de citocinas pré-inflamatorias, levando a injuria pulmonar
severa (SOARES et al., 2006). A taxa de mortalidade vai depender da gravidade, e
pode exceder 50% em doentes vulneraveis, mesmo quando tratados com drogas
antibacterianas adequadas (WHO, 2014). Por isso, é de extrema relevancia
pesquisar terapias mais eficazes para o tratamento de infeccbes microbianas
resistentes as terapias convencionais, como é o0 caso da infeccdo por K.

pneumoniae.

2.3. Respostaimunolégica nainfeccéo por Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pode persistir dentro das vias respiratorias do
hospedeiro, e resistir tanto a fagocitose quanto a morte celular, isto tudo é devido a
sua baixa imunogenicidade e incapacidade de estimular uma resposta proé-
inflamatoria eficiente (PACZOSA; MECSAS, 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). A sinalizacéo por toll-like receptor 4 (TLR4) e toll-like receptor 9 (TLR9) esta
envolvida na ativacdo de MA, e na inducdo da imunidade adaptativa pela producao
das citocinas, IL-23 e IL-17 (BHAN et al., 2010) na infec¢do por K. pneumoniae. O
TLR4 tem um papel central na defesa do hospedeiro (SCHURR et al., 2005).
Estudos demonstraram ainda, que camundongos deficientes do Receptor 1 do fator

de necrose tumoral (TNFR1) (MOORE et al., 2003), ou deficiéncia génica para



21

MyD88/TRIF (CAl et al., 2009) tem a mortalidade aumentada na infeccéo
experimental por esta bactéria, mostrando a importancia de citocinas pro-
inflamatdrias na sua eliminagdo. A expressdo pulmonar de CXCL10, que age em
varios tipos de células, como os mondcitos, os MA e células T, foi muito relevante
para a eliminacao de Klebsiella pneumoniae (ZENG et al., 2005).

N&o se sabe muito a respeito dos mecanismos de morte celular em resposta
a K. pneumoniae, mas algumas pesquisas mostraram que provavelmente a
piroptose tem um papel importante no controle de infec¢des bacterianas (WEBSTER
et al., 2010). Por exemplo, a producdo de IL-1B tem sido associada com NLRC4
(CAI et al., 2012), e NLRP3 dependente de ASC (WILLINGHAM et al., 2009) em
respostas associadas com a piroptose. IL-36y, um membro da nova familia de
citocinas pré-inflamatérias semelhantes a IL-1, mostrou um efeito protetor gerando
uma resposta do tipo 1 e polarizando MA para o perfil classico em camundongos
knockout IL-36y e infectados com K. pneumoniae (KOVACH et al., 2017). IFN-y é
importante para a resolugdo da infeccdo pulmonar localizada, ocasionada por
Klebsiella pneumoniae, mas para a infec¢do sistémica a reposta do hospedeiro é
independente desta citocina (MOORE et al.,, 2002). Para a producdao também de
citocinas proé-inflamatérias, e defesa contra patégenos bacterianos do pulmao,
STAT4 foi muito importante, pois animais knockout STAT4 tinham sua sobrevida
diminuida e apresentavam uma diminuicao destas citocinas (DENG et al., 2004).

A participacdo das células dendriticas na defesa do hospedeiro contra a
infecgao pulmonar por K. pneumoniae envolve a inducéo de IL-12, IL-23 e IL-17, que
sao criticas para as defesas do hospedeiro contra esse patégeno (HAPPEL et al.,
2005). As células Thl7 sdo muito importantes, pois conferem protecdo contra
bactérias extracelulares e fungos, especialmente em superficies epiteliais
(BETTELLI; KORN; KUCHROO, 2007; WEAVER et al., 2006, 2007). O aumento da
susceptibilidade a infeccdo por Klebsiella pneumoniae ou Citrobacter rodentium em
animais deficientes do receptor-IL-23p19 e deficientes em IL-17A indica a
importancia da IL-23 / IL-17 na imunidade para bactérias extracelulares (HAPPEL et
al., 2005; MANGAN et al., 2006; YE et al., 2001).

Com isso, constatamos que 0s macrofagos sédo células do sistema imune

inato bastante importante na defesa do hospedeiro contra diversos microrganismos,
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sejam eles intracelulares ou extracelulares. No entanto, sabe-se que muitos micro-
organismos possuem mecanismos de escape, necessitando assim, de estudos para

entender como estimular os macrofagos, e induzir uma resposta efetiva.

2.4. Os lipidios e a Imunidade inata

A inflamacg&o é um processo biolégico de resposta dos tecidos vascularizados
apos danos quimicos, fisicos, e presenca de microrganismo, ou outros agentes
infecciosos. Esta resposta apresenta sucessdes de eventos envolvendo
modificagdes celulares, moleculares e fisiolégicas (STABLES; GILROY, 2011). Os
MA atuam nesse evento sintetizando e produzindo citocinas, quimiocinas e 0s
mediadores lipidicos, que sdo metabdlitos derivados do acido araquidonico (AA)
(SIBILLE; REYNOLDS, 1990).

O Acido araquiddnico (AA) é um &cido graxo de 20 carbonos, precursor dos
eicosanoides. Ele é liberado dos fosfolipidios de membrana (principalmente da
membrana nuclear) pela acdo das enzimas fosfolipases (PLA2). Estas enzimas sao
ativadas pelo aumento do Ca?* intracelular e deslocam do citosol para a membrana
celular. Os Leucotrienos (LTs) sdo eicosanoides derivados dos AA pela acao da via
da enzima 5-lipoxigenase (5-LO). A via das lipoxigenases (LO) é composta pelas
enzimas 5 -, 12 - e 15- LO, e entre estas a 5-LO é a mais estudada. Apés a ativacao
celular, a 5-LO é translocada para a membrana nuclear onde interage com a
proteina de ativacdo da 5-lipoxigenase (FLAP), que € crucial para o metabolismo do
AA para 5-HPETE e, posteriormente, para a biossintese de LTA4. O LTA, pode ser
convertido em LTB,4 pela LTA4-hidrolase ou ser conjugado a uma glutationa pela
acao da LTCs-sintase para a formacdo de LTC,, que pode ainda ser metabolizado
em LTD4 e LTE, extracelularmente (PETERS-GOLDEN et al., 2005; SAMUELSSON,;
FUNK, 1989).

Os LTs possuem funcao relevante na inflamacéo, como potentes mediadores
guimioatraentes para outras células (FACCIOLI et al., 1991), e favorecem também a
fagocitose e a atividade microbicida de macrofagos (PETERS-GOLDEN et al., 2005).
Trabalhos como o de (WIRTH; KIERSZENBAUM, 1985a, 1985b) mostraram pela

primeira vez a importancia dos LTs na defesa do hospedeiro, onde tanto LTB, e
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LTC, aumentaram a fagocitose e a morte de Trypanosoma cruzi por macréfagos
peritoniais. Outros estudos in vitro e em in vivo revelaram papéis fundamentais para
LTs, onde estes induziram ao aumento da fagocitose por mondcitos/macrofagos
(MANCUSO et al., 1998; MANCUSO; PETERS-GOLDEN, 2000) e a atividade
microbicida (BAILIE et al., 1996; DEMITSU et al.,, 1989; MANCUSO et al., 1998;
MANCUSO; PETERS-GOLDEN, 2000). No que diz respeito a imunidade inata
pulmonar, camundongos deficientes de 5-LO demonstraram prejudicada eliminacao
bacteriana, e aumento da mortalidade durante a pneumonia por Klebsiella
pneumoniae (BAILIE et al., 1996). In vitro, LTs exdégenos aumentaram a fagocitose
mediada por Receptor-Fcy pelos MA alveolares (CANETTI et al., 2003; MANCUSO,;
PETERS-GOLDEN, 2000). Estudos com outros tipos de MA mostram que o0 aumento
da producdo de LTs, potencializa a atividade microbicida através da geracdo de
moléculas antimicrobianas, como o 6xido nitrico (NO), (LARFARS et al., 1999;
TALVANI et al., 2002) enzimas lisossomais, defensinas (FLAMAND et al., 2004; ITO,
2002) e a ativacdo da via NADPH-oxidase (NADPHox) (LARFARS et al., 1999;
LINDSAY et al.,, 1998). A ativacdo NADPHox leva a producdo de intermediarios
reativos de oxigénio (ROI), tais como o anion superoxido (02°) e H,0,, que sao
utilizados por fagdcitos (incluindo MA alveolares) para matar bactérias fagocitadas
(TAKAO et al., 1996; VAZQUEZ-TORRES et al., 2000).

O AA também pode ser metabolizado por uma enzima bifuncional chamada
cicloxigenase (COX) originando as prostaglandinas (PGs). A COX apresenta duas
isoformas, a COX-1 (expressos em guase todas as células e tecidos) e a COX-2
(induzida quando as células estdo em um processo inflamatorio) e atuando
especialmente em sitios inflamatdrios (DUBOIS et al., 1998). A geracao destas PGs
deriva de um mesmo precursor instavel (PGH,), podendo dar origem a varias outras
PGs, como PGl,, PGE;, PGD,, PGF,q e TXA, sendo reguladas por enzimas sintases
especificas, assim como a PGE-sintase, responsavel pela producdo de PGE, A
expressdo destas enzimas depende do tipo celular, e os MA s&do 0s principais
produtores de PGE, (STABLES; GILROY, 2011). Tanto PGE, enddgena, como a
exdgena, suprime a capacidade microbicida de MA alveolares infectados com K.
pneumooniae (SEREZANI et al., 2007). Infeccbes em camundongos com
Mycobacterium intracellulare tem alta producdo de PGE,, e o tratamento destes
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animais com IFN-y ou indometacina reduziu o numero de bacilos tanto no pulmao
como no baco (EDWARDS et al.,, 1986). Os autores propdéem que PGE; inibe a
produgéo de IFN-y pelos linfocitos, suprimindo assim as fungdes microbicidas dos
MA. Outro trabalho mostra que na fase crbnica da infeccdo murina por
Mycobacterium tuberculosis, a supressdao de PGE, contribui para a redugdo do
namero de bacilos nos pulmées (MORENO et al., 2002). Estes dados sugerem que
PGE, produzida na fase tardia da infeccdo tém participacdo na patogénese da
tuberculose. Tanto a PGD,; como o0 seu métabolito (15-PGJ2), parecem
desempenhar papéis importantes na regulacdo da inflamacéo, via dependente ou
independente dos receptores (DP1 e DP2) (SCHER; PILLINGER, 2009). Também
pode ter efeito anti-inflamatério em LPA induzidas por endotoxinas, e seu aumento
pode ser benéfico no tratamento tanto de LPA como de SDRA (MURATA et al.,
2013). Joo e colaboradores demonstraram que, PGD, aumenta o “clearance” no
pulmdo de camundongos infectados com Pseudomonas aeruginosa (JOO et al.,
2007). PGD, também atenua a inflamacdo em modelo de pleurite experimental
(GILROY et al., 1999), como também em modelo de colite experimental (AJUEBOR,;
SINGH; WALLACE, 2000).

Outros eicosanoides importantes na inflamacéo sdo as Lipoxinas (LXA4) que
possuem papel anti-inflamatorio. Elas sdo produzidas de modo transcelular e pela
acao de duas lipoxigenase, podendo ser 5-LO/12-LO ou 5-LO/15-LO, porém pouco
se sabe sobre o seu papel e producdo nas infeccbes bacterianas. Contudo, ja é
estabelecido que os mediadores lipidicos possuem papel fundamental na resposta
imunologica aos patdgenos. Sua funcao celular vai depender da célula que o produz,
do tipo de mediador produzido, e da expressao de receptores especificos.

2.5. Fosfolipidios do liguido surfactante

Assim como os lipidios de membrana tém sido alvo de grandes estudos,
principalmente no intuito do desenvolvimento de terapias, os lipidios do liquido
surfactante (LS) também tém recebido atencdo em pesquisas, revelando a sua

eficiéncia no combate a varias infec¢des pulmonares.
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Células alveolares do tipo Il sdo as células responsaveis por secretar o LS
(WRIGHT, 2005). Este é constituido por lipidios e proteinas, cerca de 90% e 10%
em peso, respectivamente (LEWIS; JOBE, 1993), sendo secretado na interface
ar/tecido dos alvéolos (WRIGHT, 2005). A fosfatidilcolina (PC) é a classe mais
presente no LS. E espécies moleculares lipidicas como o dipalmitoil-fosfatidilcolina
(DPPC) é importante para a diminuicdo da tensdo da superficie alveolar e previne o
colapso durante o ciclo respiratério (ENHORNING; HOLM, 1993; NIEMAN et al.,
1981). Cerca de 10% dos fosfolipidios do liquido surfactante sdo anidnicos, e a
classe dos fosfatidilglicerol (PG), é o grupo de espécie molecular mais abundante,
sendo o 1-palmitoil-2-oleoil-fosfotidilglicerol (POPG) seu principal componente.
Encontram-se também no LS os fosfolipidios: fosfatidilinositol (Pl) e
fosfatidiletanolamina (PE) (SCHMIDT et al., 2002; WRIGHT et al., 2000). Almstrand
e colaboradores, identificaram os fosfolipidios mais abundantes do LS, que séo
POPC (PC 16:0_18:1), e o POPG (PG 16:0_18:1), e os principais fosfolipidios
oxidados por ozoénio do liquido surfactante (OxPLS) séo, Palmitoil-aldo-
fosfatidilcolina (PaldoPC) e Palmitoil-aldo-fosfatidilglicerol (PaldoPG) (ALMSTRAND;
VOELKER; MURPHY, 2015).

Lipidios que contem uma ligacdo dupla isolada reagem com o 0z6nio
(BAILEY, 1958; CRIEGEE, 1975). Devido a isso, um intermediario pouco estavel é
produzido e se decompde em aldeidos e outros produtos. Essa reacdo do 0zbdnio
com fosfolipidios, principalmente no 1-palmitoil-2-oleoil-glicerofosfocolina (POPC),
tem sido bastante estudada (SANTROCK; GORSKI; O'GARA, 1992; SQUADRITO et
al., 2000). PaldoPC pode agir em muitas células, como por exemplo, células
epiteliais do pulméo, levando a uma maior liberagdo de PGE; e IL-8 (KAFOURY et
al., 1999), assim como, foi demonstrado a ativacdo de PLA, e outras fosfolipases
(KAFOURY et al., 1998) por este fosfolipidio oxidado do liquido surfactante (do
inglés, OxPLS). Fosfolipidios éter de cadeia curta estdo sendo reconhecidos como
produtos oxidados que executam a sua funcdo biolégica por meio de receptor do
fator de ativacdo de plaquetas (PAFr) (MARATHE et al., 1999), como também, como
agonista de fatores de transcrigéo, incluindo 0S receptores

ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARYy) (DAVIES et al., 2001).
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Bactérias como as Gram-negativas possuem LPS, e estes PAMPs sdo 0s
principais causadores da inflamacdo (LEE; DOWNEY, 2001; WARE; MATTHAY,
2000). MA e células dendriticas sé@o as primeiras células a serem estimuladas pelo
LPS no microambiente pulmonar. Em seguida, sdo recrutados neutréfilos e
leucdcitos (SAVOV et al., 2002). O LPS se liga a proteinas/receptores (TLR4) e com
isso ativam varias cascatas de sinalizacdo celular, levando a producéo de citocinas
pro-inflamatodrias (AKIRA; TAKEDA, 2004). Neste sentido, muitos trabalhos tém
mostrado o PG como um importantissimo regulador da imunidade inata nos
pulmdes. Tanto experimentos in vitro como in vivo evidenciam a diminuicdo de
atividades pro-inflamatorias dos receptores TLR2 e TLR4, apds células tratadas com
POPG (HASHIMOTO; ASAI; OGAWA, 2003; KURONUMA et al.,, 2009). Assim,
segundo NUMATA, KANDASAMY e VOELKER (2012) este mecanismo de acéo de
POPG, sugere um papel terapéutico para doencas pulmonares crénicas e agudas,
principalmente em infec¢des virais e bacterianas. Estudos in vitro com linhagens de
MA demonstraram que o tratamento com POPG previne a producdo de TNF-a e
também de eicosanoides inflamatérios como Tromboxano A2 (TXA,) e PGD,. POPG
também pode se ligar a MD2 e impedir que a proteina reconheca LPS e TLR4
(KANDASAMY et al., 2011; KURONUMA et al., 2009). Em estudos in vivo, POPG
administrados com LPS por via intratraqueal suprime a producdo de citocinas
inflamatorias, como KC, MIP2 e TNF-a (KURONUMA et al., 2009).

A descoberta de POPG ter potencial regulador da resposta imune inata abre
perspectivas para que esses lipidios do LS possam ser alvos de TLM, demonstrando
sua importancia nas secrec¢des broncoalveolares, como também sendo antagonista
em processos inflamatérios e de infec¢des virais respiratorias (NUMATA et al.,
2012). No entanto, pouco se sabe sobre a fosfatidilcolina POPC e seu oxidado
PaldoPC, e estudar os efeitos destes fosfolipidios na atividade inflamatéria e

fagocitica de macréfagos mostra-se bastante relevante.
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3. OBJETIVO

Objetivo geral: Avaliar os efeitos das Fosfatidilcolinas derivadas do liquido
surfactante na modulacdo da polarizacdo e atividade inflamatéria de macroéfagos,

assim como, na fagocitose de Klebsiella pneumoniae.

Objetivos especificos:

- Analisar a citotoxicidade do tratamento com fosfatidilcolinas nos macréfagos
alveolares (AMJ2-C11);

- Identificar o padrdo de producdo de mediadores inflamatérios (Oxido nitrico,
citocinas e eicosanoides), em macrofagos polarizados e tratados com
fosfatidilcolinas in vitro.

- Avaliar a inducédo de fenotipos de macréfagos (M1 e M2) apdés tratamento com
fosfatidilcolinas, e caracterizar a modulacdo da expressdo génica de
receptores da imunidade inata.

- Demonstrar o efeito do tratamento com fosfatidilcolinas na atividade fagocitica

de macrofagos contra Klebsiella pneumoniae.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Fluxograma metodolégico
- Analisar a citotoxicidade do tratamento com fosfatidilcolinas nos macréfagos

alveolares (AMJ2-C11).

4

AMJ2-C11 1X10% / 96 pogos

(Macroéfago alveolar) POPC, PaldoPC -

(5,50, 100 e 200 nM)
24 h, 5% CO,, 37°C

MTT
(3 horas)

- Identificar o padrdo de producdo de mediadores inflamat6rios (Oxido nitrico,

citocinas), em macrofagos polarizados e tratados com fosfatidilcolinas in vitro.

5X10° / 24 pogos

AMJ2-C11
Meio (MO)

IFN-y (M1)-2h
IL-4+IL-13 (M2)-24 h

POPC, PaldoPC
(2000 nM) 24 h

LPS (500 ng/ mL) 24 h

NO (método de Griess) 5%CO,, 372C
(1] 27 =

CITOCINAS (ELISA)
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- Identificar o padréo de producédo de mediadores inflamatorios (eicosanoides),

em macrofagos polarizados e tratados com fosfatidilcolinas in vitro.

2,5X10° / 24 pogos
AMJ2-C11 POPC, PaldoPC— (2000 nM) 24 h
LPS (500 ng/mL) 4 h.
5%C0,, 37°C

LC-MS/MS Nenera Triphe TOF 5600+ system

HPLC-MS/MS

londéfero de calcio (0,5 uM) (20 min)

- Avaliar a inducéo de fenotipos de macrofagos (M1 e M2) apés tratamento com

fosfatidilcolinas, e caracterizar a modulacdo da expressdo génica de
receptores da imunidade inata.

h 2X10° / 24 pogos

AMJ2-C11 IFN-y (M1) / IL-4+IL-13 (M2)
2h,6he24h.

POPC, PaldoPC - (200 nM) -(M0)
6 h. 5%CO0,, 372C

JJO v‘

RNAmde Argl, Ym1, FIZZ1 qRT-PCR

Stat6, Cxcl10, Nos2,
TIr2, Tird, Cd14, Myd88.
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- Demonstrar o efeito do tratamento com fosfatidilcolinas na atividade

fagocitica de macréfagos contra Klebsiella pneumoniae.

1x10°% / 96 pogos

- 1 Overnight

MOlde 100:1, 50:1, 10:1e 5:1
(bactérias:macrofago)

Tempo de fagocitose (15, 30,
AMJ2-C11 60, 120 e 240 min)
PBS 1x estéril (lavar)
Saponina (lise)

BHI

Resazurina

POPC, PaldoPC—(2000 nM)
24 h, 5% CO, 37°C

Resazurina MOl de 50:1 (bactérias:macrofago)

(3 horas) Tempo de fagocitose (120 min)

4.2. Obtencdo e cultivo das células AMJ2-C11. A linhagem de macrofago
alveolar AMJ2-C11 foi obtida do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ code:
0039). O cultivo foi realizado em garrafas de 75 cm? (Kasvi, EUA) com 30 mL de
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM (Gibco-Aldrich, EUA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco) e 5 mg / mL de
Gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA) (DMEM-C), mantidas em estufa Umida a 37°C e
5% de CO,. Quando as garrafas atingiram confluéncia superior a 80% de células,
15 mL do meio foram removidos, e as células aderidas foram retiradas por
raspagem com o0 meio da cultura restante. Apos, foram centrifugadas a 400 g, 10
min, a 4°C, o sobrenadante foi retirado, e o pellet de células foi ressuspendido em
meio de DMEM-I para avaliagdo da viabilidade celular em microscopio Optico
(Zeiss). A contagem de células foi feita em cadmara de Neubauer e a viabilidade
determinada com o corante Azul de Tripan (Gibco, Life Technologies, EUA).
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4.3. Obtencdo e cultivo de Klebsiella pneumoniae. Foi utilizada a cepa
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (Schroeter) Trevisan, da American Type
Culture Collection — ATCC 13883, tipo 3), gentilmente cedidas pela Prof2 Dr2 Ana
Lucia da Costa Darini, do Laboratério Especial de Bacteriologia e Epidemiologia
Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo - FCFRP- USP. A cepa de 1° passagem foi cultivada
em meio “Brain Heart Infusion” (BHI) (Acumedia, EUA) com 15% de glicerol e
estocada em freezer a -80°C. Anteriormente, a cada experimento foi feito o repique
das cepas com a técnica de esgotamento de estrias para obter colonias isoladas

em meio Agar MacConkey (Himedia, EUA) e incubadas durante 24 horas a 37°C.

4.4. Preparacgao do indculo de K. pneumoniae para infec¢éo in vitro. Coldnias
de K. pneumoniae foram isoladas de repique feito em meio Agar MacConkey, como
descrito no item anterior, com auxilio de uma alca descartavel estéril, sendo
ressuspendidas em 5 mL de Tampao Salina-fosfato (do inglés, PBS), e
homogeneizadas vigorosamente em vortex. Partindo dessa suspensdo, foram
feitas diluicBes sucessivas com o fator de diluicdo igual a 2. Foi transferido 1 mL de
cada diluicdo para uma placa de 48 pocos (Kasvi, EUA), e entdo foi realizada a
leitura da absorbancia em 600 nm (SpectraMax- Molecular Devices, EUA). Além
disso, foram realizadas diluicbes seriadas na base de 10 da solug&o original de
bactérias, e cada diluicdo foi plaqueada (100 pL) em meio Agar Mueller-Hinton
(Acumedia, EUA), e as placas foram incubadas por 18-24 horas a 37°C. Apés esse
periodo de incubacéo, as contagens de UFC (Unidades Formadoras de Colonias)
foram obtidas. Os dados de absorbancia versus diluicdo, e de UFC versus diluicao,
foram utilizados para obter uma equacao da reta para comparar o numero absoluto
de UFC pela absorbancia, como descrito na Figura 1. Dessa forma, esta equacgéo
da reta modelo foi utilizada para calcular todos os in6culos de K. pneumoniae nos

experimentos in vitro.
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Figura 1. Diluicbes de Klebsiella pneumoniae e equacdo da reta para
experimentos in vitro. (A). A partir de uma suspensdao, foram realizadas diluicbes
sucessivas com o fator de diluicdo igual a 2, e determinada densidade Optica (DO)
em 600 nm (SpectraMax- Molecular Devices, EUA). (B). Em seguida, foram
realizadas diluicdes seriadas na base de 10 da solucéo original de bactérias, sendo
cada diluicdo plagueada em meio Agar Mueller-Hinton (Acumedia, EUA), e assim
determinado as UFCs. (C). Correlagdo do numero absoluto de UFCs pela
absorbéancia.

4.5. Fosfatidilcolinas do Liquido surfactante. Os fosfolipidios utilizados para os
tratamentos de MA in vitro, foram obtidos da empresa Avanti Polar Lipids (Alabama,
EUA). Os fosfolipidios apresentavam-se na forma liofilizados, e foram
ressuspendidos em etanol puro e armazenados a - 20°C. No momento do uso, estes
fosfolipidios foram diluidos no meio de cultura celular, de modo que a concentracéo
de etanol ndo fosse superior a 1% (v/v) da solucdo final. As fosfatidilcolinas do
liguido surfactante (PC) utilizadas foram: a POPC e sua forma oxidada PaldoPC,

com estruturas descritas na Figura 2.
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PaldoPC (1-palmitoil-2-(9'-oxo-nonanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina)

Figura 2. Estrutura quimica dos fosfolipidios derivados do surfactante.
Fosfolipidios utilizados nos tratamentos de MA in vitro foram as fosfatidilcolinas
POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), onde sua composicédo de acido
graxo se da por uma cadeia saturada na posi¢do sn-1 e uma cadeia insaturada na
posicdo sn-2; e PaldoPC (1-palmitoil-2-(9'-oxo-nonanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina),
onde sua composicao de acido graxo se da por uma cadeia saturada na posi¢ao sn-
1, e por uma oxidag&ao no carbono 9 na posi¢ao sn-2.

4.6. Ensaio de citotoxicidade celular. O efeito citotéxico das PC (POPC e
PaldoPC) nas células de linhagem AMJ2-C11 foi determinado de acordo com o
método de Mosmann (MOSMANN, 1983). As células (1x10° células/poco) foram
plaqueadas e incubadas por 18 h em placas de 96 pocos (Kasvi, EUA), em 200 pL
de meio DMEM (Gibco-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Gibco) e 5 mg/mL de Gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA) (DMEM-C). Apés
esse periodo, o0 meio de cultura foi removido e substituido por DMEM-C (200 uL com
diluicdes de PC em varias concentragdes (5, 50, 100, 200 nM). Em outros grupos,
somente meio (DMEM-C) foi utilizado como controle negativo, e DMSO (30%) como
controle positivo de citotoxicidade. Apdés 24 h de incubacdo, as placas foram
centrifugadas a 400 g, 10°C, 5 min. E os sobrenadantes de cultura foram obtidos e
armazenados a -20 °C, para posterior analises. As células foram incubadas com 150
ML de DMEM-I e 10 uL de MTT (5 mg/mL) (Sigma, EUA), por 3 h a 37°C. O teste de

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio) avalia a viabilidade celular
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verificando a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase.
Trata-se de um teste colorimétrico, no qual ocorre a redugdo do MTT, de cor
amarelada, a azul de formazana nas células viaveis, sendo sua absorbancia
diretamente proporcional ao nimero de células vivas presentes. Em seguida foi
adicionado 50 pL de SDS 20% (Sigma, EUA) diluido em solugdo de HCI - 0,01M. A
absorbancia das culturas celulares foi obtida em 570 nm em leitor de placas
(SpectraMax - Molecular Devices, EUA).

4.7. Polarizacdo de MA, estimulacdo e tratamentos. Os AMJ2-C11 (5x10°
células/pogo) foram aderidos em placas de microcultivo de 24 pogos (Kasvi, EUA),
em meio DMEM-C, por 2 h & 37°C em atmosfera umida de 5% de CO,. A seguir, 0S
MA foram polarizados para o perfil M1 com adicdo de IFN-y (100 ng/mL) por 2 h ou
para o perfil M2 com a adicao de IL-4/IL-13 (10 ng/mL) por 24 h. Para obter MA néo
polarizados (MO0), estes foram apenas aderidos e cultivados com DMEM-C por 24 h.
ApOs a polarizagdo ou ndo dos MA, os meios de cultura foram retirados, e os MA
foram tratados com as PC (POPC e PaldoPC) diluidos em DMEM-C (1000 pL) em
concentracdo de 2000 nM por 24 h, a 37 °C em 5% de CO,. ApGs o tratamento, 0s
MA foram estimulados ou ndo com LPS (500 ng/mL) por mais 24 h, nas mesmas
condicbes de cultura. Em seguida, os sobrenadantes de cultura foram obtidos e

armazenados a -20°C para quantificacdo de mediadores inflamatérios soluveis.

4.8. Dosagem de mediadores proteicos por ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Os sobrenadantes de cultura dos MA obtidos anteriormente, foram utilizados para as
dosagens das citocinas: TNF-a e IL-6; e quimiocinas: KC (CXCL1) e MCP-1 (CCL2)
(R&D, EUA). Primeiramente, foram adicionados em placas de 96 pocos de alta
afinidade (Kasvi, EUA) os anticorpos monoclonais (primarios) de captura (100
ML/pocgo), por 18 h a temperatura ambiente. Apés, as placas foram lavadas 2 vezes
com PBS 1x + Tween 0,05% (200 upL/pogo); e adicionado 200 pL de Tampéo
Bloqueio (PBS + BSA 1%) por 1 h. Apos, as placas foram lavadas novamente, e 50
ML das amostras, ou curva padréo (diluicdo seriada em base 2) foram adicionados
aos pocos em duplicata e incubados por 2 h em temperatura ambiente. Apds uma

nova lavagem, os anticorpos de deteccado (secundario) conjugado com biotina (R&D,
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EUA) foram adicionados (100 uL/pogo), e a placa foi incubada novamente por 2 h.
Apéds nova lavagem, foi adicionado aos pogos a enzima peroxidase (100 pL/pogo)
(R&D, EUA) e as placas foram incubadas por mais 20 min. ApGs esta etapa, as
placas foram lavadas novamente e o substrato (OPD- Dicloridrato de o-
fenilenodiamina) (Thermo Scientific Pierce, USA) diluido em &agua Milli-Q (100
ML/pogo) foi adicionado aos pocos para a revelagdo colorimétrica. A reacdo da
enzima com o substrato foi parada com a adigdo de 50 pL/pogo de &cido sulfurico
(H2SO4 -1M). A leitura de absorbancia foi feita em 450 nm em espectrofotbmetro de

microplacas (SpectraMax- Molecular Devices, EUA).

4.9. Dosagem de NO. A detecgdo de 6xido nitrico nos sobrenadantes de cultura
dos MA foi avaliada indiretamente pela quantificacdo de nitrito (NO?) através do
método de Griess (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981), e com leitura de
absorbancia em 554 nm (SpectraMax - Molecular Devices, EUA). Brevemente, 50 uL
do sobrenadante de cultura foram misturados com volume igual do reagente Griess:
NEED 0,1% (v/v) (Sigma, EUA) e Sulfanilamida 1% (v/v) (Sigma, EUA) em placa de
96 pocos durante 5 min em temperatura ambiente. Uma curva padrdo de nitrito

(base 2) foi utilizada para calculos das concentracdes.

4.10. Andlise quantitativa de prostaglandinas. MA (2,5 x10° células/poco) foram
aderidos em placas de microcultivo de 24 pocos (Kasvi, EUA), em meio DMEM
(Gibco-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco) e 5
mg/mL de Gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA) (DMEM-C), por 2 h a 37°C em
atmosfera umida de 5% de CO,. Apss, os MA foram tratados com as PC (POPC e
PaldoPC) diluidos em DMEM-C (1000 uL) em concentragdo de 2000 nM por 24 h, a
37 °C em 5% de CO, Ap6s o tratamento, os MA foram estimulados ou ndo com LPS
(500 ng/mL) por mais 4 h, a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO, Em seguida,
0s sobrenadantes de cultura foram removidos, e as células foram tratadas com
HBSS + Ca’ com londfero de Calcio (0,5 pM) por 20 min, nas mesmas condicées de
cultura. Apdls, os sobrenadantes foram armazenados a -20°C para posterior

quantificacdo de prostaglandinas.
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a) Extracado e purificacdo de lipidios. Foi realizada nos sobrenadantes de cultura
empregando extracdo em fase solida (do inglés, solid phase extraction, SPE) em
cartucho de silica C18, 500 mg (HyperSepTM -ThermoScientific, EUA). Para isso,
foram eluidos pelo cartucho sequéncia de 4 mL de metanol (Merck, EUA) e 4 mL de
agua Milli-Q. Apos esta preparacédo do cartucho, foi adicionado as amostras, seguido
de lavagens do cartucho com agua Milli-Q. Ao término desta etapa, foi adicionado
metanol para recuperar a fragao lipidica que estava adsorvida na fase sélida (C18) e
coletados em tubos. Logo apés, foi realizada a secagem do solvente em centrifuga a
vacuo (Thermo Scientific Savant, EUA) em média de 4-5 horas, e a massa solida
contendo os lipidios polares foram recuperadas. Apos a secagem, os lipidios foram
dissolvidos em 50 pL de solugdo agua/metanol (70:30 v/v) e armazenados a -80°C

para posterior analise por HPLC-MS/MS.

b) Analise das PGs por HPLC-MS/MS. O método de HPLC-MS/MS para
identificagdo e quantificagdo das PGs foi otimizado empregando uma coluna
cromatografica de fase estacionaria C18 Ascentis EXPRESS (Supelco, UK) de
dimensdes 100 mm x 30 mm, 2,7 ym. O volume de 10 yL de amostra purificada
(como descrito no item a) foi introduzido ao sistema com uso de um auto-injetor e a
eluicdo da mesma foi realizada utilizando sistema de gradiente binario constituido de
fase movel “A” composta por agua/acetonitrila/acido acético (70:30:0,02, viviv) e
fase “B” composta por acetonitrila/isopropanol (70:30, v/v), de acordo com o seguinte
gradiente: 0% de B em 0 min, 15% de B em 2 min, 20% de B em 5 min, 35% de B
em 8 min; 40% de B em 11 min; 100% de B em 15 min, 100% de B em 20 min, 0% B
de em 21 min, mantendo esta proporcéo até 30 min com um fluxo de 0,6 mL/min. A
fonte de ionizagcdo opera no modo negativo e os dados adquiridos sdao no modo
MRM (Monitoramento de Reacdes Multiplas). As demais condi¢cfes experimentais de
operacdo do Espectrdmetro de Massas (Triple-TOF 5.600 — Sciex, EUA) foram
determinadas para melhor limite de quantificacdo (> 3 pg/uL). Os critérios adotados
para a identificacdo de PGs incluem o tempo de retencao (Tr) e a transicdo de MRM.
Apés a identificacdo de um determinado prostanoide em uma dada amostra, a
quantificacdo do mesmo foi realizada com base na area do pico correspondente no

cromatograma de HPLC-MS/MS obtido no modo MRM em comparacdo com a curva
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de calibracéo linear obtida para cada padréo nas diferentes amostras biologicas. O
processamento dos dados foi pelo programa Analyst™ (Sciex, EUA), e a
quantificacdo de cada PG foi realizada com o auxilio dos softwares Peakview™
(Sciex, EUA) e Multiquant™ (Sciex, EUA).

4.10. Analise da expressdo génica por PCR em Tempo Real (QRT-PCR). Em
macréfagos primarios (por exemplo, macréfagos derivados de medula 0ssea), ja €
conhecido sua capacidade de plasticidade para fen6tipos M1 e M2; que séo distintos
tanto em relacdo as funcdes no organismo, como também, pelas diferentes
expressdes génicas de marcadores de fendétipos, receptores da imunidade inata e
enzimas relacionadas ao metabolismo celular. No entanto, a padronizacdo do
processo de polarizacdo de macréfagos de linhagem, como o AMJ2-C11, ainda ndo
est4 descrita. Para os experimentos de gRT-PCR, 2x10° MA/poco foram plaqueados
em DMEM-C em placas de 24 pocos (Kasvi, EUA) para adeséo por 2 h a 37°C e 5%
de CO,, Em seguida, os MA foram polarizadas ou ndo (MO), para o perfil M1 ou M2
(como descritos no item 4.7) por 2, 6 e 24 h para avaliar a expressdo de RNAm para
marcadores de fenétipos M1 e M2. Em outro experimento, MO foram tratados com as
PC (POPC e PaldoPC) 200 nM diluidos em DMEM:-I por 6 h a 37 °C em 5 % de CO,,
para andlise de expressdo de RNAm para marcadores de fenétipos de MA e
receptores da imunidade inata. Apdés os tratamentos de MA in vitro, o sobrenadante
foi retirado, e entdo acrescentado 300 yL da solucdo de lise (Tampéao Lyser Buffer
(Invitrogen) mais 1% de 2-mercaptoetanol para obtencdo de RNA total. O RNA total
foi extraido utilizando colunas de extracdo de RNA (Spin Cartridge), seguindo as
recomendacdes do fabricante (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, California -
EUA), e entdo quantificado pelo Nanodrop 2000/2000c (Thermo Scientific), no
Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto - Universidade de S&o Paulo - FCFRP- USP, da Prof® Dr2 Juliana Pfrimer
Falcdo. Para a sintese de cDNA utilizamos 1500 ng de RNA total, aplicando o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, California - EUA). A
reacao foi preparada adicionando 2,0 puL de RT buffer (10X); 0,8 uL de mix de dNTP
(100 mM); 2,0 uL RT Randon Primers (10X); 1,0 uL de Transcriptase reversa; 4,2 uL

de H,0 livre de Nuclease. Em seguida, a reacao foi colocada no termociclador e
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incubada seguindo as condi¢des: 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 120
minutos, e 85°C por 5 minutos. Por fim, utilizamos o método Tagman® (Applied
Biosystems, Califérnia - EUA) e a reacdo de amplificacdo de cada gene foi
constituida por cDNA primers especificos, sonda fluorescente especifica e reagente
MasterMix (Applied Biosystems - EUA). A expressdo de genes Gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (Gapdh) e B-actina (Actb) foram analisados como genes
constitutivos (housekeeping) cujos primers e sondas foram desenvolvidos utilizando
o sistema PDAR (Predevelopment TagMan Assay Reagents, Applied Biosystems).
Para tanto, foi utilizado na reacgéo 10 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix; 1,0
uL de sonda gene-especifica; 0,7 uL de cDNA e 8,3 puL de H,O livre de Nuclease
para um volume final de 20 pL, em equipamento StepOnePlus™ (Applied
Biosystems, Foster City — EUA). A normalizacdo dos genes estudados foi realizada
utilizando a expressao relativa (AACt). Com esta técnica avaliamos a expressao do
RNAmM de Argl, Ym1, Stat6, Cxcl10, Nos2, TIr2, Tir4, Cd14, Myd88.

4.11. Ensaio de fagocitose de Klebsiella pneumoniae. Para avaliar a fagocitose
de K. pneumoniae, primeiramente validamos a técnica quantitativa de analise de
viabilidade de bactérias por metabolizacdo de resazurina. Este método consiste na
metabolizacdo da resazurina, através de enzimas mitocondriais de células
eucariodticas, ou de enzimas da respiracdo de procariotos (bactérias); formando um
composto fluorescente denominado resorufina, como demonstrado na Figura 3.
Primeiramente, foi feito uma solucdo de bactérias em PBS 1x estéril, seguido da
leitura no espectrofotdmetro em 600 nm (SpectraMax - Molecular Devices, EUA). Em
seguida, colocamos na equacgao da reta (descrita no item 4.4) para sabermos o
quanto teriamos de UFC inicial. Posteriormente, foram realizadas varias diluicbes em
saponina, e entado plagueadas em placas de 96 pocos (Kasvi, EUA), juntamente com
90 uL de meio BHI (Acumedia, 7116A) e 10 uL da solucédo de resazurina (10
mg/mL). A placa foi incubada por 3 horas no escuro a 37 °C com 5% de CO,. Apos,
obteve-se a equacédo da reta entre 0 numero de UFC com Média da Intensidade de
Fluorescéncia (MIF), como pode ser visto na figura abaixo. A Figura 3A, estdo
representadas em colunas o numero de UFC x MIF, e a Figura 3B representa a

linearidade do método e os limites de deteccéo.
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Figura 3. Padronizacdo da técnica da contagem de UFCs de Klebsiella
pneumoniae pela técnica de resazurina. A partir de uma suspensao conhecida de
K. pneumoniae, foi realizada uma diluicdo de base 10, e em seguida varias diluicdes
na base 2. Assim, as bactérias foram plaqueadas em placas de 96 pocos, com BHI e
resazurina, e incubadas por 3 h. Apos foi determinada a fluorescéncia da resazurina
em espectrofotbmetro (560 nm de emissdo/590 nm de excitacdo) (SpectraMax-
Molecular Devices, EUA). (A). Representacdo em colunas o numero de UFC x MIF
(B). Representacao da linearidade do método e dos limites de deteccao.

Posteriormente, 1x10°> MA/poco foram aderidos em placas de 96 pocos (Kasvi, EUA)
em meio DMEM-C, durante 18 h a 37°C com 5% de CO,. Em seguida, utilizando a
equacdo da reta descrita no item 4.3, foram quantificadas as quantidades de
bactérias na solucdo principal (colbnias isoladas de K.pneumoniae ressuspendidas
em DMEM-I sem antibi6tico), e foram adicionadas nas culturas de MA quantidades
conhecidas de bactérias, para MOI de 100:1, 50:1, 10:1 e 5:1 (bactérias:macrofago).
Os tempos de fagocitose analisados foram de 15, 30, 60, 120 e 240 min. Em outros
experimentos, MA foram tratados com as PC (POPC e PaldoPC — 2000 nM) por 24 h
em meio DMEM-I. Em seguida, o meio de cultura foi retirado e foi adicionado K.
pneumoniae aos pocos de cultura no MOI de 50:1 (bactérias:macréfago) em meio
DMEM-I sem antibi6tico por 120 min. ApGs o periodo de fagocitose, os pocos foram
lavados duas vezes com PBS 1x (estéril), para remocdo das bactérias néo
fagocitadas. Logo em seguida, foram adicionados 200 uL de saponina 0,05% (m/v)
(Sigma, EUA) para fazer a lise dos MA. Entéo, foram retirados 100 yL desta solugéo
para realizar o plaqueamento em meio Mueller Hilton (Acumedia, EUA) e contagem
de UFC; como controle interno experimental. Nos pogos de cultura com o restante
de sobrenadante, foram adicionados 90 uL de meio BHI (Acumedia, EUA) e 10 uL
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da solucao de resazurina (10 mg/mL). Em seguida, as placas foram incubadas por 3
h a 37°C com 5% de CO.. A leitura da metabolizacdo da rezazurina foi realizada por
deteccdo de fluorescéncia em 560 nm de emissdo e 590 nm de excitacao
(SpectraMax - Molecular Devices, EUA). O indice fagocitico (IF) foi determinado pela
formula:

IF = MIF de bactérias fagocitadas com tratamento x 100 / pela média do MIF
de bactérias fagocitadas sem tratamento.

Apos, foi calculado a porcentagem da fagocitose, levando em conta que a
intensidade de florescéncia das bactérias fagocitadas sem tratamento (controle)
seria considerada como 100%, e os tratamentos representariam a variacdo da
porcentagem em relagcdo ao grupo controle.

4.12. Andlise estatistica. Foi utilizado o teste ANOVA (ndo paramétrico) seguido
de Tukey para comparacdes multiplas. A significancia estatistica foi considerada
para valores de p < 0,05. As analises e os graficos foram realizados com o auxilio do

software GraphPadPrism® (versdo 5.00 para Windows).

4.13. Solucbes e Meios utilizados nos procedimentos experimentais.

- BHI (BD)
BHI (Brain Heart Infusion) .............cccooiiiiiiiiiiie, 3,79
Agua destilada ou Millli-Q .S.P «.vevreeeieeeeeeeeee e 500 mL

- MacConkey — (Himedia — 081 — 5009)
MACCONKEY ... e 515¢
Agua destilada ou Milli-Q 0[.S.P....vcveeeeeeeeee e 1L

- Mueller Hinton — (Acumedia — 7101A - 5009)
Mueller HINTON ......ooiiiieic e e 38¢g
Agua destilada ou Milli-Q 0.S.P...ccveveereereeeeeieeee e e 1L



- Solucédo PBS (Solucao 10x concentrada)

1N = T PRSP 809
KL ettt e a e 209
NAZHP O, et 1159
KH2P O, ettt 20¢9
H20 Milli-Q (Q:S-P) +oeeeeeeeieiieeeieeiiiiiise e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeneennees 1000 mL

Solucéo de uso: PBS 1x - Diluir 1:10

- Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco)

- Solucéo de Saponina 0,05% (Sigma)
0,05 g/100 mL em Agua Milli-Q. Depois filtrar.

- Solucéo de Resazurina (Sigma)
10 mg/mL em Agua Milli-Q. Depois diluir 1:20 em PBS 1x.

- Solucéo de Lise

Tampéao Lyser Buffer (Invitrogen) mais 1% de 2-mercaptoetanol

- MTT (Corante) (Sigma Aldrich)

- Meio de Cultura DMEM-I
Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM (Gibco-Aldrich, EUA)

- Meio de Cultura DMEM-C
Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM (Gibco-Aldrich, EUA)
10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco)
5 mg/mL de Gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA)
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5. RESULTADOS

5.1. Citotoxicidade de fosfolipidios do liquido surfactante para macréfagos da
linhagem AMJ2-C11.

Para determinar o efeito dos fosfolipidios do liquido surfactante (POPC e
PaldoPC) na ativacdo de macrofagos, primeiramente realizamos ensaio de
citotoxicidade. Para isso foram plaqueados 1x10° de macréfagos, e baseado em
dados da literatura (UHLSON et al., 2002), tratamos ou ndo com os fosfolipidios
POPC ou PaldoPC em diferentes concentra¢des (5, 50, 100, 200 nM) por 24 horas,
descrito no item (4.6). Como mostrado na Figura 4, as células AMJ2-C11 apos
tratamento com os fosfolipidios, independente da concentragdo, ndo demonstraram
diferencas na metabolizacdo de MTT em relacdo ao controle néo tratado (meio). O
controle positivo de citotoxicidade (DMSO) demonstrou acdo na diminuicdo da

metabolizacdo de MTT, consequentemente indicando morte celular.
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Figura 4. Fosfolipidios ndo apresentam citotoxicidade em macré6fagos de
linhagem AMJ2-C11. Macrofagos alveolares foram tratados com POPC e PaldoPC
em diferentes concentracdes por 24 horas. ApGs o tratamento, foi realizado o ensaio
de metabolizacdo de MTT e determinado a absorbéancia em 570 nm. Como controle
negativo foi utilizado apenas meio (linha tracejada). O controle positivo de morte foi
utiizado DMSO (30%). Experimento representativo de duas repeticdes (n=4).
Diferencas estatisticas foram consideradas para p< 0,05. *Grupos tratados versus
controle (meio).
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5.2. Producdo de NO por macrofagos tratados com fosfolipidios do liquido

surfactante e estimulados com LPS.

De acordo com os resultados apresentados no item anterior, no qual ficou
evidenciado que os fosfolipidios ndo apresentam citotoxicidade, optamos por utilizar
nos demais experimentos uma concentragdo maior (2000 nM) de POPC e PaldoPC
por 24 horas, onde também néao foi toxica para os MA. Sendo isto, importante em
Nnossos experimentos, pois o foco ndo era observar a morte destas células. Além
disso, tivemos como propdésito investigar o efeito dos fosfolipidios na modulacdo de
macrofagos alveolares polarizados. Na Figura 5 observamos que a producao basal
de NO pelos AMJ2-C11 polarizados foi diferenciada de acordo com o fendtipo
(Figura 5A, 5B e 5C). Na ativacao por via classica (perfil M1 - Figura 5B), a producao
basal de NO (sem estimulacdo com LPS) foi em nimeros absolutos maiores que a
producdo basal de MO (Figura 5A) ou da via de ativacdo alternativa (perfil M2 —
Figura 5C). No entanto, POPC e PaldoPC diminuiram significativamente a producéo
basal de NO nos AMJ2-C11 polarizados para M1. Quando estimulamos com LPS
(500 ng/mL) por 24 horas, os macrofagos alveolares polarizados para M1 e M2
aumentaram significativamente a producdo de NO quando comparado ao grupo nao
estimulado. Contudo, os fosfolipidios POPC e PaldoPC tiverem efeito no aumento da
producdo de NO apenas nos macréfagos M1, pos-estimulados com LPS. Esses
resultados sugerem que os fosfolipidios possuem efeito sinérgico na resposta de
macrofagos MO e polarizados para M1, porém ndo mudam as caracteristicas

fenotipicas dos M2.
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Figura 5. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producdo de NO por
macrofagos MO e M1 (AMJ2-C11) pés-estimulados com LPS. Macréfagos foram
plagueados e considerados como (A) MO, ou (B) ativados pela via classica com IFN-
y (M1) 100 ng/mL por 2 horas, ou (C) ativagcdo alternativa com IL-4 + IL-13 (M2) 10
ng/mL por 24 horas. ApoOs ativacdo, os macrofagos foram tratados ou ndo com
POPC ou PaldoPC (2000 nM) por 24 horas. Posteriormente, os macréfagos foram
estimulados ou ndo com 500 ng/mL de LPS por 24 horas. As quantidades de NO
nos sobrenadantes foram determinadas indiretamente pela formacéao de nitrito pelo
Método de Griess. Os dados representam média = desvio padrdao médio.
Experimento representativo de trés repeticdes (n=9). Diferencas estatisticas foram
consideradas para p< 0,05. *Grupo estimulado com LPS versus controle. *Grupos de
macréfagos tratados versus macréfagos ndo tratados. *Grupos de macréfagos
tratados e estimulados com LPS versus grupos tratados e n&do estimulados.
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5.3. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por

macrofagos alveolares néo polarizados (M0), e pos-estimulados com LPS.

A polarizacdo da resposta de macrofagos € importante para determinar sua
funcdo no microambiente inflamado. Dessa forma, investigamos qual € a influéncia
do tratamento com POPC e PaldoPC na modulacdo da producéo de citocinas por
AMJ2-C11, estimulados ou ndo com LPS. Para isso, 5 x10° MA alveolares, foram
tratamos ou ndo com os fosfolipidios (2000 nM) por 24 horas, e estimulamos ou néo
com LPS (500 ng/mL) por 24 horas. Observamos que para macrofagos néao
estimulados, os fosfolipidios n&do tiveram efeito na produgcédo de TNF-a (Figura 6A),
IL-6 (Figura 6B) e MCP-1 (Figura 6C). Porém, PaldoPC aumentou a producao de KC
(Figura 6D), quando comparados com os MO ndo tratados com fosfolipidios.
Salientamos que nestes experimentos com AMJ2-C11, independente da polarizacdo
celular, estimulos e tratamentos, ndo detectamos producdo de IL-10. Para os
macréfagos (MO) estimulados com LPS, a producdo de TNF-a (Figura 6A), IL-6
(Figura 6B) e MCP-1 (Figura 6C) estavam aumentadas em relacdo ao MA nao
estimulados, mas, ndo observamos variacdo na formacdo de KC (Figura 6D) apos
estimulacdo com LPS. POPC ou PaldoPC aumentaram a producdo de todos os
metabdlitos proteicos estudados, em relacdo aos MO estimulados com LPS e néo
tratado com os fosfolipidios. Porém, PaldoPC teve efeito significativamente maior na
producdo de TNF-qa, IL-6 e KC nos MA estimulados com LPS, em relacdo aos MA
estimulados com LPS e tratados com POPC. Dessa forma, podemos considerar que
os fosfolipidios do liquido surfactante apresentam efeito sinérgico na funcéo

inflamatoria dos MA, mas nao € um agente inflamatdrio natural.
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Figura 6. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producéo de citocinas e
quimiocinas por MO, pos-estimulados com LPS. AMJ2-C11 foram cultivados e
tratados ou ndo com POPC ou PaldoPC (2000 nM) durante 24 horas. Em seguida,
foram estimulados com LPS (500 ng/mL) durante 24 horas. As quantidades de
mediadores inflamatérios proteicos nos sobrenadantes de cultura foram
determinadas pelo método de ELISA, para (A) TNF-qa, (B) IL-6, (C) MCP-1 e (D) KC.
O limite de deteccéo foi de 7,5 pg/mL. Os dados representam média + desvio padréo
meédio. Experimento representativo de trés repeticdes (n=12). Diferencas estatisticas
foram consideradas para p< 0,05. *Grupo estimulado com LPS versus controle.
*Grupos de MO tratados versus MO ndo tratados. “Grupos de MO tratados e
estimulados com LPS versus grupos tratados e ndo estimulados.”Grupos tratados
com PaldoPC versus tratados com POPC.
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5.4. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por

macrofagos ativados pela via classica (M1), e pés-estimulados com LPS.

Os macrofagos possuem caracteristicas de plasticidade, podendo mudar seu
fendtipo ou atividade de acordo com a influéncia do microambiente. Os M1 sao
considerados como macréfagos inflamatérios. Dessa forma, investigamos a
influéncia dos fosfolipidios POPC e PaldoPC na modulacdo da producdo de
mediadores inflamatorios proteicos por AMJ2-C11 ativados com IFN-y (M1), pos-
estimulados ou ndo com LPS. Nossos resultados demonstraram que para M1 nédo
estimulados com LPS, os fosfolipidios POPC e PaldoPC diminuiram
significativamente a producdo de MCP-1 (Figura 7C). Porém, PaldoPC aumentou a
producao de IL-6 (Figura 7B), quando comparados com M1 ndo tratados. Também,
nao observamos modulacéo da producédo de TNF-a (Figura 7A) e KC (Figura 7D) por
AMJ2-C11 tratados com os fosfolipidios e ndo tratados com LPS. Em experimentos
com pos-estimulacdo de M1 com LPS, demonstramos que a producdo de TNF-a
(Figura 7A), IL-6 (Figura 7B), MCP-1 (Figura 7C) estavam significativamente maior
em relacdo aos M1 néo estimulados com LPS. Nesse sentido, os fosfolipidios POPC
e PaldoPC tiveram efeito no aumento da producdo de TNF-a (Figura 7A), IL-6
(Figura 7B) e MCP-1 (Figura 7C), mas apenas o PaldoPC modulou positivamente a
producdo de KC (Figura 7D), em relacdo aos M1 estimulados com LPS e néo
tratados. Entretanto, PaldoPC teve efeito significativamente maior na producéo de
TNF-a e KC, quando comparados com M1 tratados com POPC e poés-estimulados
com LPS.
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Figura 7. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producédo de citocinas e
quimiocinas por M1, pds-estimulados com LPS. AMJ2-C11 foram polarizados
para M1 com incubacgc&o com IFN-y (100 ng/mL) por 2 horas, e tratados ou ndo com
POPC ou PaldoPC (2000 nM) durante 24 horas. Em seguida, foram estimulados
com LPS (500 ng/mL) durante 24 horas. As quantidades de mediadores
inflamatorios proteicos nos sobrenadantes de cultura foram determinadas pelo
método de ELISA, para (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) MCP-1 e (D) KC. O limite de
deteccado foi de 7,5 pg/mL. Os dados representam média + desvio padrdo médio.
Experimento representativo de trés repeticdes (n=12). Diferencas estatisticas foram
consideradas para p< 0,05. *Grupo estimulado com LPS versus controle. *Grupos de
M1 tratados versus M1 ndo tratados. “Grupos de M1 tratados e estimulados com
LPS versus grupos tratados e ndo estimulados.”Grupos tratados com PaldoPC
versus tratados com POPC.
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5.5. Efeito dos fosfolipidios na producdo de citocinas e quimiocinas por

macrofagos ativados pela via alternativa (M2), e pés- estimulados com LPS.

Os M2 sao considerados como macréfagos reguladores ou auxiliar de
cicatrizacdo e regeneracdo de tecidos, em geral, € o principal fenotipo de
macrofagos anti-inflamatérios. Baseado nesta informacdo, o M2 seria o fenétipo em
uma situacao de resolucédo da inflamacéo. Dessa forma, investigamos a influéncia
dos fosfolipidios POPC e PaldoPC na modulacdo da producdo de citocinas e
guimiocinas produzidos por AMJ2-C11 ativados com IL-4 + IL-13 (M2), pOs-
estimulados ou ndo com LPS. Nossos resultados demonstraram que para M2 nao
estimulados com LPS, os fosfolipidios POPC e PaldoPC, tiveram efeito no aumento
da producédo de TNF-a (Figura 8A), IL-6 (Figura 8B) e MCP-1 (Figura 8C). Porém,
nao modificaram a producdo de KC (Figura 8D). Nos grupos pés-estimulados com
LPS, demonstramos que a producéo de TNF-a (Figura 8A), IL-6 (Figura 8B) e MCP-
1 (Figura 8C) estavam significativamente aumentadas em relagdo aos M2 né&o
estimulados com LPS. Porém, ndo modificou a producédo de KC (Figura 8D). Neste
caso, a baixa producdo de KC pode ser uma caracteristica destas células
polarizadas para M2, independente de tratamento e estimulagdo. POPC néao
demonstrou efeito na producdo de TNF-qa, IL-6 e KC, mas, diminuiu a producao de
MCP-1, quando comparado com os M2 estimulados com LPS e néo tratados com os
fosfolipidios. No entanto, PaldoPC nos M2 pdés-estimulados com LPS, apresentou
pouca influéncia na modulacdo da producdo de TNF-a e MCP-1. Salientamos, o
efeito de PaldoPC no aumento da producao de IL-6 e na diminuicdo da producéo de
KC, em relagdo aos M2 estimulados com LPS e néo tratados. Consideramos que 0s
fosfolipidios modificaram o estado basal inflamatério de M2, porém, esse efeito néo

foi somatério ao estimulo inflamatério do LPS.
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Figura 8. Fosfolipidios possuem efeito sinérgico na producdo de citocinas e
quimiocinas por M2 nao estimulados com LPS. AMJ2-C11 foram polarizados
para M2 com incubacdo com IL-4 + IL-13 (10 ng/mL) por 24 horas, e tratados ou nao
com POPC ou PaldoPC (2000 nM) durante 24 horas. Em seguida, foram
estimulados com LPS (500 ng/mL) durante 24 horas. As quantidades de mediadores
inflamatorios proteicos nos sobrenadantes de cultura foram determinados pelo
método de ELISA, para (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) MCP-1 e (D) KC. O limite de
deteccado foi de 7,5 pg/mL. Os dados representam média + desvio padrdo médio.
Experimento representativo de trés repeticdes (n=12). Diferencas estatisticas foram
consideradas para p< 0,05. *Grupo estimulado com LPS versus controle. *Grupos de
M2 tratados versus M2 n&o tratados. “Grupos de M2 tratados e estimulados com
LPS versus grupos tratados e ndo estimulados.”Grupos tratados com PaldoPC
versus tratados com POPC.
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5.6. Determinacédo da expressdo génica de marcadores dos fenotipos M1 e M2
para células AMJ2-C11.

Para elucidar os mecanismos envolvidos no tratamento com fosfolipidios e
ativacdo de macrofagos, primeiramente demonstramos a capacidade plastica natural
dos AMJ2-C11 quando estimulados com citocinas do padrdo Thl (IFN-y), ou do
padrdo Th2 (IL-4 + IL-13). Para isso, 2 x10° AMJ2-C11/poco foram incubados ou nédo
com as citocinas de polarizacdo (como descrito nos Materiais e Métodos), e
analisamos a expressao génica ao longo do tempo (2, 6 e 24 horas). Nesse sentido,
para avaliar a polarizacdo de AMJ2-C11 para o perfil M2, utilizamos a expressao de
RNAmM para a enzima arginase-1 (Figura 9A), as moléculas YM-1 (Figura 9B) e FIZZ-
1 (Figura 9C). Assim também, para avaliar a polarizacdo de AMJ2-C11 para o perfil
M1, utilizamos a expressdo de RNAm para a enzima iINOS (Figura 9D) e a
quimiocina CXCL10 (Figura 9E). Através do experimento de qRT-PCR,
demonstramos que apés 6 horas de estimulagdo do AMJ2-C11 com IFN-y, ocorreu a
maior expressao dos genes Nos2 (Figura 9D) e Cxcl10 (Figura 9E), em relacdo aos
AMJ2-C11 néo polarizados (M0). Contudo, as expressdes aumentadas destes genes
continuaram até 24 horas de polarizagdo. Em relacdo aos genes de marcacao do
perfil M2, o primeiro a ser expresso foi o Argl (Figura 9A) em 2 horas de polarizagéo
com IL-4 + IL-13, e continuou aumentando sua expressdo até 24 horas de
polarizacdo, comparando com o MO. A expressao do gene Chil3 (Figura 9B) obteve
seu maximo de expressdo em 6 horas e continuou expresso até 24 horas.
Entretanto, a expressdo do gene Retnla (Figura 9C) foi significativamente maior
somente apOs 24 horas de polarizagdo. O controle endégeno de expressdo génica

utilizado foi o Actb.
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Figura 9. A linguagem AMJ2-C11 possui plasticidade celular. Macréfagos
(AMJ2-C11) foram cultivados (MO) e polarizados para o perfil M1 (IFN-y) e M2 (IL-4
+ IL-13) por 2, 6 e 24 horas. Apos, seu RNA total foi extraido, sintetizado o cDNA e
analisado a expressao relativa (AACt) por gRT-PCR. Transcritos que codificam para
(A) Arginase-1, (B) YM-1, (C) FIZzz-1, (D) iNOS e (E) CXCL10 foram quantificados
no lisado de AMJ2-C11, e comparados com a producdo de MO (linha tracejada). Os
resultados foram normalizados para a expressédo endoégena do controle interno Actb.
Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo médio de dois
experimentos independentes em duplicata (n = 2). Diferencas estatisticas foram
consideradas para p< 0,05. *Comparando grupos polarizados versus controle de
referéncia. (N.D. = ndo detectado).
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5.7. Efeitos dos fosfolipidios na expresséao génica de marcadores de fendétipos

e receptores da imunidade inata nos macrofagos AMJ2-C11.

M1 e M2 sédo fenoétipos de macréfagos bem polarizados e distintos em suas
funcbes, devido em grande parte, as diferentes expressdes de receptores de
membranas, enzimas relacionadas ao metabolismo celular e producdo de
mediadores solUveis. Desta Forma, utilizamos da técnica de RT-PCR para
determinar se os fosfolipidios POPC e PaldoPC teriam efeito na polarizacdo de
macréfagos (MO) e na expressado de receptores celulares. Para isso, AMJ2-C11 (MO)
2x10° de células, foram tratados com POPC ou PaldoPC (200 nM) por 6 horas e o
RNAmM obtido. Como controle, utilizamos a polarizacdo de MA com citocinas do
padrédo Thl (IFN-y — 100 ng/mL) obtendo perfil M1, ou do padréo Th2 (IL-4 + IL-13 -
10 ng/mL) obtendo perfil M2.

Nossos resultados demonstraram que a expressao génica de marcadores de
perfil M1, como Nos2 (Figura 10A) e Cxcl10 (Figura 10B) estava aumentada no
grupo controle tratado com IFN-y. Porém, os fosfolipidios ndo modificaram a
expressao de Nos2 e Cxcl10, quando comparados com a expressao basal de M0O. A
expressao de Argl (Figura 10C), marcador de perfil M2, estava aumentada no grupo
tratado com IL-4 +IL-13, mas novamente, os fosfolipidios ndo modificaram a
expressao de Argl, em relacdo ao MO. Dessa forma, podemos observar que POPC
ou PaldoPC néo tiverem efeito na polarizacdo de macréfagos.

A resposta inflamatéria de macrofagos é dependente do reconhecimento de
PAMPs de microrganismos (como o LPS) por PRRs (como receptores do tipo Toll).
Assim, demonstramos a expressdo génica de receptores da imunidade inata e
moléculas adaptadoras da resposta inflamatoéria, nos AMJ2-C11 tratados com POPC
ou PaldoPC. Na Figura 10D, observamos que a expressao de TIr2 estd menor nos
M2, mas POPC aumentou a expresséo de TIr2 em relacdo ao MO. A expressao de
TIr4 (Figura 10E) estava aumentada nos M2 em relacdo ao M1 e MO. Porém, os
fosfolipidios POPC ou PaldoPC, também modularam positivamente a expressao de
TIr4, em relacdo ao MO. Do mesmo modo, a expressdo da molécula adaptadora
Myd88 (Figura 10F) estava aumentada nos M1, em relacdo ao MO e M2; e os
fosfolipidios POPC e PaldoPC também aumentaram significativamente a expressao

de Myd88, este aumento foi significativo em relacéo a expresséo de M1 e M2. Neste
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contexto, avaliamos a expressao de Cd14 (Figura 10G), que é um cofator auxiliar da
resposta de TLRs. Contudo, os fosfolipidios ndo modificaram a expressdo de Cd14,
guando comparados com o MO. Ainda, avaliamos a expressdo de Stat6 (Figura
10H), que esta relacionado com a regulacdo da resposta inflamatéria em
macrofagos, atuando como um fator de transcricdo. Demonstramos que 0s
fosfolipidios também ndo modificaram a expressdo de Stat6, em relacdo ao MO.
Porém, salientamos que os M1 e M2 regularam negativamente a expressao de Cd14
e Stat6, quando comparados com MO. Assim, os fosfolipidios apresentaram efeito
sinérgico na resposta inflamatéria dos MO, devido ao aumento da expressao de
receptores da imunidade inata e moléculas adaptadoras, e de modo independente

da polarizacdo dos macréfagos.
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Figura 10. Fosfolipidios modulam a expressédo de receptores da Imunidade
Inata em AMJ2-C11. Macréfagos (AMJ2-C11) foram cultivados (MO) e polarizados
para o perfil M1 (IFN-y) e M2 (IL-4 + IL-13). Além disso, MO foram tratados com
POPC ou PaldoPC (200 nM) durante 6 h. Seguinte, o RNA total foi extraido,
sintetizado o cDNA e analisado a expressao relativa (AACt) por qRT-PCR. A
expressao génica de (A) Nos2, (B) Cxcl10, (C) Argl, (D) TIr2, (E) TIr4, (F) Myd88,
(G) Cd14 e (H) Stat6 foram quantificados no lisado de AMJ2-C11, e comparados
com a producdo de MO (linha tracejada). Os resultados foram normalizados para a
expressdo endogena do controle interno Actb. Os resultados sdo apresentados
como a média + desvio padrdo médio de dois experimentos independentes em
duplicata (n = 2). Diferencas estatisticas foram consideradas para p< 0,05.

*Comparando grupos tratados versus MO. *Grupos tratados versus M1. *Grupos
tratados versus M2.
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5.8. Producdo de prostaglandinas por AMJ2-C11 (MO) tratados com
fosfolipidios do liquido surfactante.

Os mediadores lipidicos sdo moléculas importantes na regulacdo das funcdes
efetoras de macrofagos, atuando na iniciagdo da resposta imune. Desta forma, as
prostaglandinas podem estar envolvidas nos processos de fagocitose, morte de
microrganismo e regulacdo da producdo de citocinas. Em nossos experimentos,
através da espectrometria de massas, observamos a produc¢do das prostaglandinas
PGE; (Figura 11A) e PGD; (Figura 11B) nos AMJ2-C11 (MO0), ap0s tratamento ou
ndo com POPC e PaldoPC, e pos-estimulados ou ndo com LPS. Para obter a
informacéo da capacidade celular de producdo de mediadores lipidicos, fizemos um
pos-tratamento dos AMJ2-C11 com iondéfero de calcio (0,5 uM) por 20 minutos, que
ativa a liberacdo de calcio intracelular e sinaliza positivamente para a acdo das
enzimas do metabolismo de lipidios.

No perfil MO (Figura 11A), os fosfolipidios POPC e PaldoPC diminuiram
significativamente a producédo de PGE; basal nos macréfagos ndo estimulados com
LPS. Porém, a estimulagdo com LPS ndo aumentou a producédo de PGE; nos MO, e
os fosfolipidios ndo tiveram efeito na modulacédo da producdo de PGE,; nos AMJ2-
C11 estimulados com LPS, quando comparados com os macrofagos estimulados
com LPS e nédo tratados com os fosfolipidios. Contudo, na producdo de PGD,
(Figura 11B), POPC teve efeito positivo na producdo de PGD,, enquanto que
PaldoPC diminuiu significativamente a producédo de PGD,, quando comparados com
POPC. Interessante, ap0s estimulo com LPS, os fosfolipidios tiveram efeito
semelhante na producdo de PGD, ao observado para os MO ndo estimulados com
LPS.
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Figura 11. Producéo de PGE; e PGD, por AMJ2-C11 tratados com fosfolipidios,
e pos-estimulados com LPS. Macréfagos (MO) foram cultivados e tratados ou néo
com 2000 nM dos fosfolipidios POPC e PaldoPC por 24 h, e estimulados ou néo
com 500 ng/mL de LPS por 4 h. Em seguida, as células foram estimuladas com
lonodfero de calcio (0,5 uM) durante 20 minutos a 37°C. A quantificacéo de (A) PGE;
e (B) PGD; foi realizada por espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) em modo
guantitativo, com fonte de ionizagdo no modo negativo e os dados adquiridos no
modo MRN (Monitoramento de Reacdes Mdltiplas). Os dados representam média +
desvio padrdo médio (n=5). Diferencas estatisticas foram consideradas para p<
0,05. *Grupos tratados com fosfolipidios versus controles ndo tratados. *Grupos
tratados com PaldoPC versus tratados com POPC.
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5.9. Avaliacao do efeito dos fosfolipidios na atividade fagocitica de AMJ2-C11

contra K. pneumoniae.

No ensaio de fagocitose de K. pneumoniae por AMJ2-C11 utilizamos da
padronizacdo do método colorimétrico (fluorescéncia) com rezazurina, como descrito
nos Materiais e Métodos. Dessa forma, consideramos que a metabolizacdo de
rezazurina € diretamente proporcional ao numero de bactérias viaveis. Dessa
maneira, padronizamos o0 ensaio de fagocitose por AMJ2-C11, levando em conta o
tempo e a proporcdo de bactérias (Figura 12A); como também os limites de
deteccdo do método de rezazurina. Para isso, macréfagos foram aderidos em placas
de cultura e acrescentado K. pneumoniae (ndo opsonizadas) nas proporc¢des de
100:1, 50:1, 10:1 e 5:1 (bactérias:macrofagos). A fagocitose das bactérias foi
analisada por 15, 30, 60, 120 e 240 minutos.

Os resultados desta padronizacdo da fagocitose (Figura 12A) demonstraram
gue o evento é dependente da quantidade de bactérias e do tempo. Assim, o melhor
tempo de fagocitose foi de 240 minutos, para todas as propor¢des de bactérias.
Porém, quando a propor¢cdo de bactéria foi de 100:1 (bactérias:macréfagos),
conseguimos identificar fagocitose a partir de 30 minutos de incubacdo. Na
proporcdo de 50:1 (bactérias:macréfagos), a fagocitose de K. pneumoniae foi
identificada somente a partir de 120 minutos. Assim, com base em nossas
padronizacoes, decidimos utilizar para os demais experimentos, propor¢cao de 50:1
(bactérias:macréfago) no tempo de 120 minutos; justificado por ser um ponto médio
de deteccao da fagocitose, permitindo que os fosfolipidios modulem esse evento de
modo positivo ou negativo. Entdo, nosso préximo passo foi verificar o efeito dos
fosfolipidios POPC e PaldoPC na fagocitose de K. pneumoniae por AMJ2-C11.
Como demonstrado na Figura 12B, POPC aumentou significativamente a fagocitose
de bactérias, quando comparado com o controle ndo tratado. Entretanto, PaldoPC
diminuiu a fagocitose de K. pneumoniae, em relacédo controle e ao efeito de POPC.
A fagocitose é um evento dependente da estrutura de membrana, e o tratamento
com POPC pode estar envolvido com sua incorporacdo e remodelacdo da

membrana plasmatica.
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Figura 12. Fagocitose de Klebsiella pneumoniae por AMJ2-C11 tratados com
fosfolipidios. Macréfagos foram incubados por (A) 15, 30, 60, 120 e 240 minutos
com diferentes proporcbes de K. pneumoniae 100:1; 50:1; 10:1 e 5:1
(bactérias:macrofagos). As bactérias ndo fagocitadas foram retiradas por lavagem
dos pocos, e as bactérias fagocitadas foram determinadas por método de
metabolizacdo de resazurina em espectrofotdbmetro (560 nm de emissédo/590 nm de
excitacdo). (B) Macréfagos foram tratados ou ndo com 2000 nM de POPC ou
PaldoPC por 24 horas. A seguir, foram incubados com K. pneumoniae na proporgao
de 50:1 (bactérias:macrofagos) por 120 minutos. A porcentagem de fagocitose foi
obtida a partir do indice fagocitico (IF) = MIF de bactérias fagocitadas por AMJ2-
C11 tratados x 100/ média de MIF de bactérias fagocitadas por AMJ2-C11 sem
tratamento. Experimento representativo de dois experimentos independentes (n=6).
Os dados representam meédia + desvio padrdo médio. Diferencas estatisticas foram
consideradas para p< 0,05. *Grupos experimentais versus controles. *Grupos
tratados com PaldoPC versus tratados com POPC.
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6. DISCUSSAO

A inflamacdo € um processo importante na defesa do hospedeiro, sendo a
resposta dos tecidos vascularizados ap6s danos fisicos, quimicos, e presenca de
microrganismos (STABLES; GILROY, 2011). O LPS, principal componente da
membrana de bactérias Gram-negativas, desencadeia este processo através do
reconhecimento por células do sistema imune do hospedeiro, como os macrofagos,
iniciando assim uma sinalizagcdo intracelular para a producdo de mediadores
inflamatérios, como citocinas, quimiocinas e metabdlitos derivados do &cido
araquidénico (AA), também chamados de eicosanoides, como prostaglandinas e
leucotrienos (FAN et al., 2008; HANADA; YOSHIMURA, 2002; SIBILLE;
REYNOLDS, 1990). A pneumonia, como a causada por Klebsiella pneumoniae, é
caracterizada por uma resposta inflamatoria exacerbada, associada com o excesso
de infiltracdo de macréfagos e neutrofilos, e alta producdo de citocinas pro-
inflamatorias, levando a injaria pulmonar severa (SOARES et al., 2006).

Alteracdes das quantidades e dos tipos de lipidios na composicdo das
membranas tém sido relatadas em varias patologias humanas, como doencas
pulmonares (PALESTINI et al., 2003; PINOT et al., 2000). Assim, a TLM tem como
foco criar estratégias para o desenvolvimento de farmacos, que atuem na
organizacdo dos lipidios pela sua estrutura-funcdo, levando a modulacdo da
atividade celular, podendo interferir no estado patolégico (ESCRIBA, 2006).

A classe das PC, como POPC e seu oxidado PaldoPC s&o a classe de
fosfolipidios (PLs) mais abundantes do liquido surfactante (ALMSTRAND;
VOELKER; MURPHY, 2015). Com isso, nosso objetivo foi entender como esses PLs
participam dos processos inflamatorios de macréfagos induzidos por bactérias
Gram-negativas, como K. pneumoniae. Inicialmente, nossos resultados mostram que
POPC e PaldoPC néo apresentaram toxicidade para os macrofagos (AMJ2-C11)
nas concentragbes maximas utilizadas (200 nM), o que para nosso trabalho é
relevante. Por outro lado, trabalhos utilizando PaldoPC na concentragédo de 6 uM
induziu necrose em macréfagos peritoneais de camundongos (UHLSON et al.,
2002). Em outros trabalhos, POPG néo foi toxico para células epiteliais tratadas com
1000 pg/mL (NUMATA et al., 2012).
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Os MA alveolares estdo localizados na interface ar-tecido dos alvéolos e dos
ductos alveolares, tornando-se assim, as primeiras células que encontram antigenos
e patdgenos inalados no trato respiratorio inferior. Eles ndo sdo somente fagocitos
profissionais, mas também potentes células secretoras de mediadores inflamatorios,
como citocinas, quimiocinas e eicosanoides (BROUG-HOLUB et al., 1997). Os
macréfagos polarizados séo classificados em macréfagos M1 e M2. Enquanto que
os macréfagos M1 sdo microbicidas e inflamatérios, os macréfagos M2 séo
imunomoduladores, e pouco microbicidas (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008). M1
secretam mediadores pré-inflamatérios, como IL-1, IL-12, TNF-a, IL-6, como
também, a expressdo de iINOS que ocasiona a liberacdo de Oxido nitrico (NO)
(BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008; MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Em
contraste, M2 secretam IL-10, TGF-B, e expressam arginase e receptores de
manose (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008; MARTINEZ et al., 2008). Assim,
decidimos avaliar o efeito do tratamento das PC do liquido surfactante sobre a
producgéo de citocinas, como TNF- a, IL-6, KC e MCP-1, pelos diferentes perfis de
MA, sabendo da importancia do perfil M1 em infec¢cdes bacterianas, e do perfil M2
na imunomodulacéo e reparo tecidual.

Nossos resultados demonstraram que os fosfolipidios POPC e PaldoPC
aumentaram a producdo de NO no perfil M1, e de citocinas e quimiocinas
inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e MCP-1, principalmente nos perfis MO e M1,
guando estimulados com LPS. No entanto, para o perfil M2 os fosfolipidios POPC e
PaldoPC aumentaram a producdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias, como
TNF-a, IL-6 e MCP-1 em macréfagos nédo estimulados com LPS, quando
comparados aos macrofagos nao tratados com os fosfolipidios. E isto pode ser
relevante no tratamento da asma, pois pacientes com asma menos grave tem uma
maior populagdo de M1, sendo estes os produtores de citocinas inflamatérias,
possuindo assim propriedades antialérgicas (DRAIJER et al., 2013). A asma é uma
doenca caracterizada por inflamacdo e hiperresponsividade das vias aéreas
(BALHARAS; GOUNNI, 2012), e os macréfagos M2, principalmente os M2a, sao
conhecidos por induzir a asma alérgica, polarizando também as células para um
perfil Th2 (JIANG; ZHU, 2016).
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Por outro lado, o fosfolipidio POPG diminuiu a producdo de citocinas
inflamatorias, como IFN-y e IL-8 (KC) em modelo de infecgbes pulmonares, como a
infeccdo pelo virus sincicial respiratorio (VSR) e Influenza A. A agdo do POPG
nestes modelos estavam correlacionadas ao fato do fosfolipidio ligar-se ao virus com
alta afinidade, impedindo que este se ligue as células epiteliais brénquicas
(NUMATA et al., 2012, 2013). Pl tem o mesmo efeito de POPG, inibindo a infec¢ao
pelo VSR e diminuindo as citocinas inflamatorias, IFN-y e IL-8. Por outro lado,
POPC, PA e PS tem o efeito contrario, ndo impedem a ligacdo do VSR as células
epiteliais (NUMATA et al., 2015). Em macréfagos alveolares humanos (células U937)
e de ratos estimulados in vitro com LPS, POPG e PI inibem a producdo de 6xido
nitrico e citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e KC, pois estes fosfolipidios se
ligam com alta afinidade no local de ligacdo do LPS ao CD14 (KORONUMA et al.,
2009). Neste mesmo estudo os autores concluem que, dependendo do grupo do
fosfolipidio e dos tipos de &cidos graxos que estes sdo compostos, os fosfolipidios
podem atuar ou ndo como um potente antagonista do LPS (KURONUMA et al.,
2009). Nesse sentido, concluimos que dependendo do grupo de fosfolipidios, estes
podem exercer mecanismos diferentes na resposta imune, sendo ligantes de
patégenos virais ou antagonista de LPS, como POPG e PI, e assim, diminuindo
citocinas inflamatérias. Ou podem, como demonstrado no nosso estudo, ter efeito
sinérgico a acao inflamatoria induzida pelo LPS, como POPC e PaldoPC, pela maior
producdo de NO, citocinas e quimiocinas inflamatérias como TNF-q, IL-6, MCP-1 e
KC.

Além dos M1 e M2 distinguirem na producédo de citocinas e quimiocinas, sdo
diferenciados também na expressédo de marcadores celulares (BENOIT; DESNUES;
MEGE, 2008). Os macrofagos do perfil M1 expressam marcadores como, iNOS,
CXCL10 (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; YANG et al., 2016). Ja& os
macréfagos do perfil M2 expressam arginase-1, FIZZ-1 e YM1 (NAIR et al., 2009;
NAIR; COCHRANE; ALLEN, 2003; RAES et al., 2002). Sabendo disso, avaliamos a
expressdo de marcadores dos perfis M1 e M2 nas células AMJ2-C11. Nossos
resultados mostram que apés o tempo de 6 horas, observamos a maior expressao
destes marcadores, iINOS, CXCL10, arginase-1, FIZZ-1 e YM1, nos MA alveolares

de linhagem, sugerindo assim que estes MA apresentam plasticidade, sendo
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polarizados para M1 ou M2 dependendo do estimulo. Assim, apos verificarmos o
tempo para a expressdo dos marcadores dos fenoétipos M1 e M2 nas células AMJ2-
C11, decidimos investigar a influéncia dos PLs na expressao destes marcadores.
Como também, avaliar se o efeito sinérgico na inflamacéo era devido a modulacdo
desses marcadores. Nossos resultados demonstraram que os fosfolipidios POPC e
PaldoPC, nao influenciaram na expressdo dos marcadores relacionados aos
fenétipos M1 e M2 de macréfagos, a exemplo de ARG, iINOS e CXCL10, como
também, de STAT6, um fator de transcricdo que esta relacionado a regulacdo de
genes que envolvem o perfil M2 (GORDON; MARTINEZ, 2010; LIU; YANG, 2013).
Com isso, decidimos avaliar se a resposta inflamatéria estava aumentada devido a
modulacao da expresséo de receptores da imunidade inata.

A imunidade inata possui um papel bastante relevante na defesa do
hospedeiro, pois constitui a primeira linha defesa contra 0s micro-organismos
(LAWRENCE; NATOLI, 2011). E ela depende para isso, dentre outros, de receptores
de reconhecimento de padrbes, tais como os receptores Toll-like (TLRs) e as
proteinas de dominios de oligomerizacdo de ligacdo a nucleotidos (receptores NOD-
like, NLRs) (LAWRENCE; NATOLI, 2011). Estes reconhecem micro-organismos
especificos, e utilizam de diversas moléculas adaptadoras que ativam vias de
sinalizacdes, para assim iniciar uma resposta inflamatéria e imediata (ALBIGER et
al., 2007). O TLR4 é o mais estudado, e é bem conhecido por reconhecer LPS
(ALBIGER et al., 2007; TOSHCHAKOQV et al., 2002) Em contraste, TLR2 reconhece
acido lipoproteico, peptidioglicano, e também LPS atipicos de algumas bactérias
gram-negativas (ALBIGER et al., 2007; TOSHCHAKOV et al., 2002). Para que a
sinalizacao celular de TLR4 ocorra é necessaria a participacdo de varias proteinas
acessorias. Quando o TLR4 reconhece o LPS, este se liga a proteina de ligacédo ao
lipopolissacarideo (LBP), e entdo LBP se liga ao coreceptor CD14, expresso na
superficie da célula. Em seguida, o LPS é transferido para a proteina soluvel MD-2,
que faz parte do complexo receptor TLR4. ApoOs isso, dard inicio a ativacao de vias
de sinaliza¢des que podem ser dependente ou independente da proteina adaptadora
MYD88, que induzira a producdo de citocinas pré-inflamatérias (LU; YEH; OHASHI,
2008). Em nossos resultados demonstramos que os fosfolipidios POPC e PaldoPC

atuam no aumento da expressdo dos receptores TLR2, TLR4 e da proteina
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adaptadora MYD88, mas nao influenciam na expressdo de CD14. Trabalhos com
lisofosfatidilcolina LPC relatam que este ativa a sinalizacdo de NF-kB mediada por
TLR2 e TLR4, mas na presenca do estimulo de LPS este fosfolipidio tem o efeito
contrario, inibe a translocacdo de NF-kB, a expressao iNOS, e producdo de NO.
Segundo os autores, esse efeito divergente de LPC na presenca ou auséncia do
LPS pode ser devido a presenca de diferentes receptores vizinhos ou por uma
interferéncia entre as rotas intracelulares (CARNEIRO et al., 2013). Estudos com
Acido lisofosfatidico (LPA) demonstraram que ha inibicdo das moléculas de
sinalizacdo NF-kB e p38, e assim, inibicdo da expressdo de INOS e também da
producdo de NO em macrofagos estimulados com LPS (CHIEN et al.,, 2015).
Concluimos assim, que nossos dados sao contrarios a esses trabalhos, pois nossos
fosfolipidios POPC e PaldoPC possuem efeito sinérgico ao do LPS, como visto pelo
maior aumento de NO, e das citocinas e quimiocinas inflamatérias, TNF- a, IL-6,
MCP-1 e KC, e este efeito ndo se da pela modulacao dos perfis de MA, mas pelo
aumento da expressao dos receptores da imunidade inata TLR2, TLR4 e da proteina
adaptadora MYDDS.

Além da producdo de citocinas e quimiocinas pelos macrofagos, estes
produzem também os eicosanoides, que sao mediadores lipidicos inflamatdérios,
produzidos a partir do AA liberado das membranas plasméaticas pela acdo das
enzimas fosfolipases (PLA2), sendo estas ativadas pelo aumento do Ca®'
intracelular (STABLES; GILROY, 2011). As cicloxigenases (COX) sdo enzimas que
regulam a producdo das prostaglandinas (FUNK, 2001; STABLES; GILROY, 2011).
Existem dois tipos de cicloxigenases, a COX-1 (constitutiva), e a COX-2 que é
induzida por diversos estimulos, como citocinas, fatores de crescimentos e
endotoxinas bacterianas (FUNK, 2001; TSATSANIS et al., 2006). A producao de
PGE; possui a¢des anti-inflamatorias e imunossupressoras (ARONOFF et al., 2012).
Gauvreau e colaboradores relatam este efeito protetor nas vias aéreas em resposta
a inflamacdo e a alérgenos (GAUVREAU; WATSON; O'BYRNE, 1999). Em
infec¢Bes fungicas inibe a fagocitose (RODRIGUEZ et al., 2013), e em infec¢bes
bacterianas, Soares e colaboradores relatam que PGE; inibe a fagocitose de
Streptococcus pyogenes por células THP-1, diferenciadas para macréfagos com
PMA (SOARES et al., 2013), ou de K. pneumoniae e E. coli por macréfagos
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alveolares de ratos (ARONOFF; CANETTI; PETERS-GOLDEN, 2004). O efeito de
PGD; na inflamagdo é complexo, porque pode induzir ou suprimir a inflamacgéo
dependendo do meio inflamatério (JOO; SADIKOT, 2012). PGD, funciona como um
mediador derivado de mastdcitos desencadeando a asma (MATSUOKA et al., 2000).
No entanto, Gilroy e colaboradores relatam que em modelo de pleurite experimental,
PGD, atenua a inflamacéo (GILROY et al., 1999), semelhante em modelo de colite
experimental (AJUEBOR; SINGH; WALLACE, 2000). Como também PGD, aumenta
a fagocitose por fagocitos profissionais (GOMEZ-ABELLAN et al., 2015).

Nossos resultados, demonstraram que os fosfolipidios POPC e PaldoPC nédo
tém efeito na producdo de PGE; pelos macrofagos quando estes sdo estimulados
com LPS. J4& POPC é o unico que aumenta a producdo de PGD,, quando os
macrofagos sdo estimulados ou ndo com LPS. Estudos com Acido lisofosfatidico
(LPA) demonstraram que ele inibe a expressédo de COX-2, bem como a producéo de
PGE, por macréfagos estimulados com LPS (CHIEN et al., 2015). Kandasamy e
colaboradores, evidenciaram que POPG também inibe a expressédo de COX-2, como
a producdo de PGE, e PGD, que foram estimulados por M. pneumoniae ou
lipoproteina bacteriana (LPP) em células RAW264.7 ou macréfagos alveolares
humanos, no entanto, utilizando a fosfatidilcolina POPC, ndo houve efeito inibitorio
sobre a expressdo de COX-2 (KANDASAMY et al., 2011). Estes dados sugerem que
dependendo da classe de fosfolipidios, estes podem exercer um papel de inibicdo da
via da COX, e assim de seus derivados, PGE, e PGD,, como visto para Acido
lisofosfatidico (LPA) e POPG, ou ndo exercer inibicdo desta via, como vimos para a
classe das PC. E isso é relevante, pois, PGE; e PGD,, possuem papeis opostos no
processo de fagocitose. Nossos dados demonstraram que POPC atua no aumento
da fagocitose, sendo correlacionado assim, ao aumento de PGD.. Por outro lado, a
inibicdo da fagocitose proporcionada por PaldoPC esta relacionada ao aumento de
PGE,, quando comparado a producdo de PGD, Estes dados nos sugerem que a
oxidacdo ou ndo de um fosfolipidio pode esta diretamente relacionada a diversidade
da producdo de PGs, como também na mediacdo da fagocitose por macrofagos

alveolares.
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7. CONCLUSAO
Como conclusdes do presente trabalho, temos:

- Os fosfolipidios potencializaram a resposta de macréfagos MO e polarizados para

M1 na producédo de NO, porém ndo mudam as caracteristicas fenotipicas dos M2.

- POPC e PaldoPC apresentaram efeito sinérgico na funcdo inflamatéria dos MO e
M1 (citocinas e quimiocinas), mas ndao sao agentes inflamatdrios naturais. Para o
perfil M2 os fosfolipidios modificaram o estado basal inflamatério, porém esse efeito

nao foi somatdrio ao estimulo inflamatério do LPS.

- Os macréfagos AMJ2-C11 apresentaram plasticidade, sendo polarizados para M1

ou M2 dependendo do estimulo.

- Os fosfolipidios apresentaram efeito sinérgico na resposta inflamatéria dos MO,
devido ao aumento da expressao de receptores da imunidade inata e moléculas

adaptadoras, e de modo independente da polarizacdo dos macrofagos.

- POPC aumentou a producdo de PGD, e estd correlacionado ao aumento da

fagocitose de Klebsiella pneumoniae.
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