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RESUMO

Introducdo: Macrdéfagos inflamatdrios expressam grande quantidade de receptores para
IL-17 (IL-17R) favorecendo a ligacdo da IL-17. O papel da IL-17 na ativacdo desses
macrofagos e o desenvolvimento de uma resposta microbicida ou reguladora ndo esta
completamente esclarecido, contudo, estudos anteriores demonstraram que a IL-17 pode
estimular macréfagos peritoneais a aumentar a atividade de arginase ou 6xido nitrico
sintase induzida. Nos investigamos a atuacdo da IL-17 e sua possivel interacdo com
IFN-y, IL-4 e LPS na inducdo dos perfis M1 ou M2 de macré6fagos de camundongos
BALB/c selvagens (WT) e IL-4 knockout (KO). Objetivo: Avaliar a capacidade da IL-
17, sozinha ou em associacdo com outras citocinas, ativar diferentes perfis de
macrofagos. Métodos: Macrofagos peritoneais eliciados com tioglicolato foram
caracterizados por citometria e estimulados in vitro por 48h com diferentes associagdes
IL-17A, IL-17F, LPS, IL-4 e IFN-y. No sobrenadante avaliamos a produ¢do de NO e as
células lisadas foram utilizadas para avaliagdo da atividade da arginase. Resultados:
Células totais colhidas em diferentes dias ap6s in6culo com tioglicolato apresentaram
pouca variacdo para 0s marcadores M1/70, F4/80 e IL-17R. As células aderentes obtidas
no dia 5 representaram uma populacdo celular com maior quantidade de células
marcadas para M1/70 e F4/80, além de expressar maior quantidade de IL-17R na
superficie celular. A IL-17 sozinha ndo induziu a atividade da arginase nem a producéo
de NO em camundongos WT e IL-4 KO. A associacao de IL-4 com IL-17 também néo
induziu a atividade da arginase, porém IL-17 associada com o IFN-y aumentou a
producdo de NO nas duas linhagens testadas. Os macréfagos IL-4 KO apresentaram
maior atividade da arginase mesmo sem estimulo com citocinas e IL-4 proporcionou um
aumento ainda maior na atividade destes macréfagos.

Palavras-Chave: IL-17A, IL-17F, IL-4, Macrofagos inflamatorios, I1L-4 KO.
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ABSTRACT

Introduction: Inflammatory macrophages express high amount of IL-17 receptor
(IL17R) favoring IL-17 binding. The role of IL-17 activating macrophages to increase
microbicidal activity or regulatory response is not completely clear, but previous studies
demonstrated that IL-17 activates peritoneal macrophages to increase arginase and
induced nitric oxide synthase. Here, we investigated the role of IL-17 and its interaction
with IFN-y, IL-4 and LPS to induce M1 or M2 profiles in wild type (WT) and IL-4
knockout (KO) BALB/c mice. Objective: Evaluate the ability of IL-17, alone or in
association with other cytokines, to activate different macrophage profiles. Methods:
Thioglycolate-elicited peritoneal macrophages were characterized by cytometry and
stimulated in vitro for 48h with different association of IL-17A, IL-17F, LPS, IL-4 and
IFN-y. The supernatant was used to evaluate NO production and lysed cells were used
to evaluate arginase activity. Results: Cells harvested from different days after
thioglycolate inoculation showed no variation for M1/70, F4/80 and IL-17R. Adherent
cells obtained on day 5 presented the largest number of M1/70, F4/80, IL-17R positive
cells. IL-17 alone did not induce arginase activity or NO production in WT and IL-4
KO mouse macrophages. Association of IL-4 with IL-17 did not induce arginase
activity, but IL-17 plus IFN-y increased NO production in both strains tested. IL-4 KO
macrophages presenting high arginase activity even without stimulation with cytokines

and IL-4 increased in these macrophages.

Keywords: IL-17A, IL-17F, IL-4, Inflammatory macrophages, IL-4 KO.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1Células fagociticas e sua relacdo com as respostas imune inata e adquirida.

O sistema imunoldgico dos mamiferos € constituido pela interacdo de duas
diferentes respostas: a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (Kawai e
Akira, 2009). Dada a importancia do desenvolvimento de uma resposta imune eficaz
contra agentes infecciosos, essa resposta conta com diversas células, entre elas os
leucdcitos, que sdo células de origem hematopoiéticas compostas por diversos tipos
celulares circulantes, que desempenham vérias fun¢des na defesa do hospedeiro
(Geissmann et al., 2010)(Tristao et al., 2017).

Uma variedade de células esta envolvida no processo de defesa estabelecido pela
resposta imune, tais como células dendriticas, macréfagos, células T e células B. Essas
células tém por objetivos barrar a entrada ou disseminacdo de microrganismos invasores
e eliminar células tumorais (Kuwabara et al., 2017). A resposta imune inata constitui a
primeira linha de defesa do organismo contra invasdo de microrganismos patogénicos e é
mediada principalmente por macrofagos e células dendriticas (Kawai e Akira, 2009). Os
macrofagos foram primeiramente descritos por Metchnikoff e sdo classificados como
células mononucleares que apresentam caracteristicas fagociticas e pertencem a um
grupo de células denominado sistema fagocitico mononuclear, que juntamente com os
monocitos, fazem parte de uma populacdo de células mieldides derivadas da medula
Ossea (Geissmann et al., 2010). Mondcitos e macréfagos sdo células multifuncionais
relacionadas tanto ao processo de defesa do hospedeiro, quanto nos processos de
promogéo e manutengdo da homeostasia de tecidos danificados (Oishi e Manabe, 2016).

Como células imunes efetoras, 0s mondcitos possuem receptores para quimiocinas
e receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) que possibilitam sua ativagdo visando a
migracdo dessas células para o local da infeccdo ou injuria. Sdo consideradas células
intermediarias no desenvolvimento entre precursores da medula 6ssea e 0s macréfagos
(Geissmann et al., 2010).



Os mondcitos murinos podem ser diferenciados por seu fendtipo e sua funcéo.
Quando maduros e diferenciados na medula 6ssea, no sangue ou no bago, podem ser
caracterizados em Grl+Ly6C"9" e Gri1-Ly6C'". Mondcitos Grl-Ly6C'™" sdo menores,
perdem a capacidade de expressar CCR2 e L-selectina, aumentam a expressdo de
receptores para quimiocinas CX3CR1, integrina LFA-1 e fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) podendo assim facilitar a recuperacdo tecidual por promover a
acumulacdo de fibroblastos, angiogénese e deposicdo de colageno. Mondcito for
Grl+Ly6CM"9" ele pode se diferenciar de forma semelhante aos macrdfagos
classicamente ativados e assumird um perfil diferente no qual poderé se diferenciar em
macréfago ou célula dendritica, que por sua vez podem tanto ativar quanto inibir a
resposta imune a depender dos sinais locais ou sisttémicos recebidos e ainda da natureza
do patogeno envolvido (Geissmann et al., 2010).

Os macrdéfagos, por sua vez, podem ter origem desde a formagdo do saco vitelino
onde sdo gerados macrdfagos residentes dos diversos tecidos, ou ainda ter origem
hematopoiética onde sdo derivados da migracdo de mondcitos sanguineos para os tecidos
(Wynn et al., 2013; Ensan et al., 2016). Subpopula¢cbes precursoras de mondcitos na
circulagdo definem progenitores para macrofagos “residentes” (Ly6C'"%) no estado
estacionario, ou podem ser recrutados para os locais onde se desenvolve o processo
inflamatério (Ly6C"9" segundo a sinalizacdo de CCR2 (Barin et al., 2012). S&o células
gue apresentam caracteristicas distintas de acordo com o sitio anatbmico a que pertencem
(Soudi et al., 2013). Os macrdfagos residentes habitam diferentes 6rgdos, sendo
especializados na reposta imune local e recebendo denominacdo especifica como as
células de Kupffer no figado, micrdglia no cérebro, osteoclastos nos 0ssos e macrofagos
alveolares quando nos pulmdes. A reposicdo tecidual dessas células residentes se da pela
migracdo de mondcitos sanguineos produzidos pela medula dssea (Lauterbach e
Wunderlich, 2017) e elas séo caracterizadas principalmente pela presenca do marcador
CX3CR1 e CCR2 (Epelman et al., 2014; Molawi et al., 2014).

O sistema de fagdcito mononuclear € flexivel, dindmico e capaz de responder a
estimulos fisioldgicos e a circunstancias patologicas. Os macrofagos sdo essenciais para a
sobrevivéncia do hospedeiro e fornecem um alvo atraente para manipulé-lo, tanto para
fins imunolégicos como metabdlicos (Gordon, 2007). Ha alguns anos, Mills et al., 2000,
propuseram uma classificagdo para essas celulas ap6s avaliar sua capacidade responsiva.
Macrofagos podem ser classificados como M1 ou classicamente ativados, capazes de

promover e responder a um perfil pré-inflamatorio implicados na defesa mais eficaz do



organismo, e M2 ou alternativamente ativados com perfil anti-inflamatério e
propriedades restauradoras voltadas a recuperacdo do tecido danificado (Mills et al.,
2000).

Os macrofagos expressam receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) tais
como os receptores semelhantes a Toll (TLR) que séo capazes de reconhecer padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) e receptores capazes de reconhecer
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), quando ha presenca de fragmentos de
células e outros produtos celulares. (Aki et al., 2010). Quando a ativacdo se da pelo
reconhecimento de antigenos microbianos como o LPS e acontece a ativagdo do perfil de
linfocitos T helper 1 (Thl) responsével pela producdo de citocinas pré-inflamatorias
especificas como o Interferon-gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF), acontece
a ativacdo classica desse macrofago (M1) para eliminar diferentes patdgenos
intracelulares (Gazzinelli et al., 1998; Mcmahon-Pratt e Alexander, 2004; Oliveira et al.,
2005; Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007; Soong, 2008; Zhu et al., 2010). Estas citocinas
aumentam a expressdo do MHC de classe Il e classe | em células apresentadoras de
antigenos (APCs), como macrofagos e células dendriticas, favorecendo a apresentagédo de
antigenos para linfécitos T CD4" e T CD8", 0 que consequentemente induz ao aumento
da expressdo de citocinas pré-inflamatorias (Chen et al., 2017). A IL-12 é uma dessas
citocinas secretadas pelas APCs, importante para diferenciacdo e manutencdo do perfil
Th1 de resposta imune (Gao et al., 2018).

Durante uma resposta inflamatéria acontece ainda o envolvimento de citocinas
como a IL-4 e IL-13 que promovem o desenvolvimento de uma resposta Th2, também
capaz de ativar os macréfagos, sendo estes denominados macrofagos alternativamente
ativados (M2). Esses macrofagos estdo envolvidos nos processos de reparacdo tecidual,
resposta inume alérgica e infec¢bes parasitarias (Gordon, 2007; Zhu et al., 2010; Oishi e
Manabe, 2016). Quando os macrofagos sdo ativados de forma alternativa, eles
desempenham funcOes para ajudar a resolver e finalizar um processo inflamatorio.
Algumas das medidas desenvolvidas para isso é o aumento da capacidade de eliminacéo
endocitica, expressao de receptores de manose, secre¢do de CCL17, IL-1ra e IL-10. Essas
medidas inibem a producdo de mediadores pré-inflamatorios como IL-1, TNF-a, IL-6,
IL-12, GM-CSF, IFN-y e anions superoxido. A CCL17 auxilia na produgéo de citocinas
relacionadas ao perfil Th2 de resposta, a IL-1ra atua como antagonista de IL-1 e a IL-10
apresenta acdo inibidora paracrina sobre as células vizinhas como os macrofagos, células
dendriticas e linfocitos (Aki et al., 2010; Cherry et al., 2014).



A partir do reconhecimento dos PAMPs e DAMPs, os macrofagos sdo ativados
tornando-se efetores e estabelecem entdo uma comunicacdo com os linfocitos T,
promovendo a integracdo da reposta imune inata e adaptativa (Chen et al., 2017; Gao et
al., 2018). Assim, é iniciado um processo importante para protecdo do hospedeiro contra
infeccdo ou injaria tecidual, inclusive aquelas originadas dos processos de necrose e de
diversas condi¢des patoldgicas (Moreira e Zamboni, 2012).

1.2 Marcadores caracteristicos dos macréfagos murinos.

Acredita-se que nos camundongos, 0s primeiros monocitos que entram na corrente
sanguinea oriundos da medula éssea tenham um perfil inflamatério, sendo capazes de sair
rapidamente da corrente sanguinea e se desenvolverem em macrdfagos teciduais. Uma
teoria sustenta que 0s monaocitos que ndo sdo inicialmente recrutados para o tecido podem
amadurecer ainda mais no sangue e, eventualmente, tornar-se parte de uma populagédo
residente de mondcitos com o objetivo de contribuir para a integridade do revestimento
de células endoteliais dos vasos sanguineos e promover a manutencéo de populacbes de
macrofagos residentes no tecido no estado estacionario. Além disso, essas células
tornam-se a principal fonte de macrofagos inflamatdrios nos tecidos durante a inflamacéo
e trauma, momento em que a migracdo de mondcitos da corrente sanguinea é melhorada
(Mosser e Edwards, 2008).

O uso de marcadores antigénicos como o F4/80 em células de murinos torna
possivel identificar populacdes diversas de macréfagos em todos os 6rgaos do corpo,
reforcando defini¢cdes anteriores de macréfagos em drgaos linfo-hematopoéticos, tecidos
gastrointestinais, pulmonares, urogenitais, sistema nervoso e o trato reprodutivo. Esses
estudos mostraram a importancia dos macrofagos residentes, distribuidos durante o
desenvolvimento e durante toda a vida adulta na auséncia de inflamacéo, e a sua extensa
heterogeneidade local (Gordon, 2007).

De maneira geral, € dificil a distingdo entre macrofagos residentes e macrofagos
recém-recrutados derivados de mondcitos nos tecidos por analise de marcadores
antigénicos como MZ1/70, marcador de células fagociticas, e F4/80, marcador de
macrofagos (Gordon, 2007; La Flamme et al., 2012). Contudo, essa caracterizacao € feita
pela expressdo de IL-17R, pois os macrofagos inflamatdrios expressam maior quantidade

de receptores para IL-17 que os macrofagos residentes (Barin et al., 2012).



1.3 Respostas dos macrdéfagos: Producdo de ROS, NO e Arginase.

Os estimulos imunes (infecgdes ou danos teciduais) promovem o recrutamento de
populacdes de macrdéfagos que vao direcionar a resposta para um perfil pro-inflamatério
ou anti-inflamatério, de acordo com a natureza desse estimulo (Soudi et al., 2013).
Estudos mostram que o resultado de vérias doencas inflamatdrias é determinado pelo
fendtipo assumido pelos macrofagos (Aki et al., 2010). Apés sua ativacdo pela ligacao
via PPRs (PAMPs e DAMPs), aqueles macrofagos presentes no ambiente onde ha células
do perfil Thl produzindo INF-y e TNF tém a capacidade de expressar uma grande
quantidade das enzimas 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e fagécito NADPH oxidase
(Phox). Estas enzimas sdo responsaveis por sintetizar respectivamente 6xido nitrico (NO)
e espécies reativas do oxigénio (ROS), os principais agentes microbicidas descritos para
0 combate a patdgenos intracelulares, apresentando menor producdo de ornitina e uréia
(Forstermann e Sessa, 2012). Quando estimulados em presenca de IL-4 / IL-13, citocinas
do perfil Th2, a resposta dos macréfagos M2 é caracterizada por baixa producéo de 6xido
nitrico e aumento no metabolismo da arginina em ornitina e ureia (Bogdan et al., 2000;
Gordon, 2003; Mukbel et al., 2007; Colotti e Ilari, 2010). A ornitina pode ser convertida
em prolina, um aminoacido importante para a sintese de colageno, e ainda em
poliaminas, essenciais para o crescimento e diferenciagcdo celular no processo de
reparacao da lesdo (Kampfer et al., 2003; Satriano, 2004; Dzik, 2014; Abd El-Aleem et
al., 2019).

A L-arginina é um amino&cido importante na resposta imune inata, envolvida em
numerosos processos fisioldgicos, essencial para o crescimento dos macréfagos e o
desenvolvimento de uma resposta M1 ou M2 (Sans-Fons et al., 2013). A polarizacdo da
célula pode determinar o rumo de uma resposta imune, tornando-a mais ou menos
efetiva. A iINOS ¢é ativada por uma variedade de citocinas e pela ligacdo de PAMPSs aos
receptores PRRs, especialmente aos TLRs dos macrofagos. Apos essa ativacéo, acontece
a producao de NO pelos macrdfagos representando uma importante arma efetora contra
microrganismos (Oliveira et al., 2014).

Alguns estudos apontam para a a¢do da IL-17 no aumento da producdo de NO pela
inducdo da transcricdo do gene da iNOS (Trajkovic et al., 2001). Sugerem que a IL-17
pode agir sinergicamente com IFN-y para aumentar a expressdo de iNOS em macrofagos
de camundongos C57BL/6 e em linhagem de células de camundongos BALB/c (Liu et
al., 2012; Zhang et al., 2012; Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi e Le, 2013). E interessante



notar que I1L-17 ndo tem efeito sobre macréfagos peritoneais residentes, uma vez que eles
n&do apresentam receptores para essa citocina. (Trajkovic et al., 2001).

1.4 A Influéncia da IL-17 na ativacdo dos macrofagos.

A Interleucina 17 é uma importante citocina presente na resposta inflamatéria
envolvida ndo apenas nos processos de defesa, mas também relacionada a doencas
inflamatorias, autoimunes e tumores (Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi, Shi, et al., 2013). A
IL-17 é produzida por uma ampla gama de células do sistema imune inato e adaptativo e
atua em diferentes tipos celulares promovendo a producdo de quimiocinas que recrutam e
ativam neutrdfilos (Sousa et al., 2014), mostrando-se ainda capaz de influenciar no
recrutamento de macrofagos (Chen et al., 2011). E uma citocina que possui a capacidade
de induzir a proliferacdo de células de diferentes origens, sendo composta por uma
familia de citocinas formada por seis membros classificados em IL-17A, IL-17B, IL-17C,
IL-17D, IL-17E, IL-17F (Liao et al., 2017). Contudo, o perfil Th17, principal responsavel
pela secrecdo da IL-17, pode ainda produzir outras citocinas e quimiocinas como TNF-a,
IL-6, IL-21 e IL-22 (Tristao et al., 2017). Além dos linfocitos Th17, células da imunidade
inata como as natural killler (NK), neutréfilos, eosinéfilos e outras sdo também capazes
de produzir IL-17A e IL-17F (Korn et al., 2009; Cua e Tato, 2010).

Os linfécitos Th17 exercem acles protetivas contra varios tipos de infeccoes,
especialmente relacionada com fungos e bactérias extracelulares tendo a IL-23 como
principal citocina para sua manutencdo, embora ela ndo seja requerida para a
diferenciacéo desse perfil (Tristao et al., 2017). As células Th17 sdo também capazes de
secretar TNF-a assim como Thl e quando atuam em sinergismo essas células podem
melhorar a expressao de MHC de classe | nos macrofagos (Chen et al., 2017). Por
mecanismos dependentes e independentes da inducdo da resposta inflamatoria, a IL-17
interfere no controle de virus, fungos, bactérias, protozoarios e tumores (Kryczek et al.,
2009; Pitta et al., 2009; Khader e Gopal, 2010; Espinosa e Rivera, 2012; Middleton et al.,
2012; Wang et al., 2013).

A IL-17 tem a capacidade de recrutar neutrofilos e mondcitos para os locais da
inflamacdo induzindo o aumento na producdo de CXCL-8 no local da injuria. A CXCL-8
exerce fungbes como promocdo de quimiotaxia para os neutrdfilos e células T, estimula a

producéo de G-CSF, GM-CSF (expanséo de células mieloides) e IL-6, além de estimular



0s macrofagos a produzir de IL-1B e TNF-o. A IL-17 pode conduzir a resposta
inflamatoria aguda para uma resposta cronica (Clements et al., 2017), agindo, portanto,
ndo apenas na conducdo inicial, mas ainda manutencdo de um perfil de resposta imune
pré-inflamatoria (Trajkovic et al., 2001). Além disso, essa citocina consegue induzir 0s
neutréfilos a apoptose, promovendo a fagocitose dessas células apoptdticas pelos
macrofagos (Lopez Kostka et al., 2009). Entretanto, trabalhos anteriores demonstraram
que a IL-17 é capaz de induzir a producéo de IL-6, caracterizada como uma citocina pro-
inflamatdria, porém capaz de atuar em macrofagos murinos como reguladora e induzir a
expressdo de IL-10 e a atividade de arginase (Fernando et al., 2014; Mauer et al., 2014;
Sousa et al., 2014). Dessa forma, a IL-17 pode desenvolver uma atividade reguladora
durante a resposta inflamatoria (Zizzo e Cohen, 2013).

IL-17A e IL-17F agem em ampla gama de células com o objetivo de induzir a
expressao de citocinas como TNF, IL-1pB, IL-6, GM-CSF, G-CSF, quimiocinas como
CXCL1, CXCL8, CXCL10 e metaloproteinases. Além disso, sdo capazes de produzir
CCL20, ligante para CCR6 que é quimiotatica para células dendriticas (Korn et al.,
2009). A IL-17A ¢é a isoforma mais estudada da familia IL-17 por ser a isoforma mais
importante (De La Paz Sanchez-Martinez et al., 2017).

Na fase inicial da inflamacgdo, os neutrofilos sdo as células que prevalecem no
processo inflamatério e sdo capazes de produzir varias citocinas, como a IL-17. Contudo,
as principais células responsaveis pela producdo dessas citocina sdo os linfocitos Thl7
sendo ela a citocina de assinatura desse perfil de resposta imune adaptativa. Receptores
para IL-17RA estdo expressos em diversas células de diferentes tecidos (Sahin et al.,
2015; Clements et al., 2017; Tristao etb al., 2017) e mesmo atuando em resposta
protetiva do hospedeiro contra diversos agentes infecciosos, a IL-17A pode promover um
papel deletério direcionando a resposta imune para o desenvolvimento de doencas
autoimunes, inflamatdrias e cancer (Prabhala et al., 2016). IL-17RA € o receptor cognato
da IL-17 e se liga tanto com a IL-17A quanto com a IL-17F, embora apresente maior
afinidade com a IL-17A. Esse receptor tem expressdo mais intensa em células
hematopoiéticas e uma expressao menor em células residentes como osteoblastos,
fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais. J& 0 IL-17RC é o receptor cognato
para IL-17F, com alta expressdo em células ndo hematopoiéticas (Korn et al., 2009).
Alguns estudos apontam uma resposta imune Thl amplificada em modelos de
camundongos 1L-17ARKO aumentando a gravidade da doenca. Boari et al,

demonstraram que o silenciamento desse receptor provocou a evolucao da infecgéo por T.



cruzi levando ao aumento da mortalidade devido a uma resposta Th1l exagerada (Tosello
Boari et al., 2012).

A IL-17A também ¢é capaz de agir sobre macrdfagos, ja que estes expressam 0s
receptores IL17RA e IL-17RC (Barin et al., 2012; Ge et al., 2014) induzindo a producao
de citocinas e quimiocinas como a IL-6, CCL2, IL-1B, IL-12, IL-10 e TNF-a através da
ativacdo da p38 MAPK promovendo assim sua ativacdo e diferenciacdo. (De La Paz
Sanchez-Martinez et al., 2017). Entretanto, a producdo de moléculas envolvidas na
resposta inflamatdria induzidas pela IL-17 em macrofagos € complexa e ndo foi ainda
completamente caracterizada (De La Paz Sanchez-Martinez et al., 2017). Além disso, ja
foi observado que a deficiéncia da IL-17 interfere no recrutamento de macrofagos,
provocando alteracdes no desenvolvimento da inflamacdo. Experimento realizado em
camundongos KO para IL-17A mostrou uma diminui¢do na expressao de MCH de classe
Il e também dos receptores de manose nos macrofagos, além de comprometer sua
maturacao, ativacao e diferenciacdo (Barin et al., 2012).

Devido a sua capacidade de promover inflamacéo, varios trabalhos relacionam a
IL-17 com a patogénese de inflamacdes cronicas, alergias e doencas autoimunes como
artrite reumatoide (AR), Esclerose Mdltipla (EM), Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) entre outras (Mcgeachy e Cua, 2008; Korn et al.,
2009). Para evitar tais doencas, a sinalizacdo desta citocina deve ser muito bem regulada.
Existem trabalhos que demonstram que a IL-17 pode exercer uma atividade moduladora
na inflamag&o, inibindo a expressdo de genes pro-inflamatorios. Dentre 0s mecanismos
de regulacdo negativa descritos, podemos citar a dupla fosforilagdo de Cc/EBPD,
recrutamento de TRAF3 e de TRAF4 (Shen et al., 2009; Song e Qian, 2013). Outro
mecanismo de regulacdo da IL-17 é mediado pelos neutrofilos atraidos para o ambiente
inflamatdrio, os quais podem entrar em apoptose e favorecer a geracdo de macrofagos
reguladores (Laskay et al., 2008; Mosser e Edwards, 2008).

A IL-17 pode recrutar macrofagos e induzi-los a producéo de citocinas (incluindo
a propria 1L-17) e quimiocinas. Essa interacdo entre macréfagos e IL-17 pode
potencializar as respostas inflamatorias mediadas por essa citocina, induzindo inclusive a
ativacdo classica dos macrdofagos, uma vez que a IL-17 promove a polarizagdo de M1
induzida por IFN-y, favorecendo a fosforilagdo de STAT1 e suprimindo a fosforilagao de
STAT6, o que conduziria a uma polarizacdo M2 ativando alternativamente o0s
macrofagos. Os macrofagos entdo ativados pela via classica sdo estimulados pela IL-17 a

produzir citocinas como a IL-6 e a IL-23, importantes para a diferenciagdo e manutencao



do perfil Th17 (Zhang, et al., 2013). A 1L-23 desenvolve um papel critico ao estabelecer
essa ligagcdo entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (Korn et al.,
2009). Quando combinada ao IFN-y, a IL-17 pode regular a producdo de IL-10 nos
macrofagos e induzir a producgédo de oxido nitrico (NO) (Quirino et al., 2016).

Macrofagos M1 apresentam aumento na expressdo de TLR2 e TLR4 se
comparados com macréfagos ndo estimulados e um aumento ainda mais significante nos
M2 utilizando-se a mesma comparacdo. Ja em macrofagos diferenciados com IL-17
observou-se um aumento menor na expressdo de TLR2 e TLR4 comparados com
macrofagos ndo diferenciados. Estudos mostraram que mondcitos estimulados com 1L-17
se diferenciaram em macrofagos e ndo apresentaram alteracdes na expressao das suas
moléculas de superficie relacionadas com os fendtipos M1 e M2. Esses resultados
sugerem que macrofagos diferenciados com IL-17 expressam receptores TLR2 e TLR4
na sua superficie, o que consequentemente contribui para a sua ativacdo (De La Paz
Sanchez-Martinez et al., 2017).

Embora muitos trabalhos demonstrem que a IL-17 seja capaz de exercer uma
influéncia na atividade pré-inflamatoria dos macrofagos (Trajkovic et al., 2001; Korn et
al., 2009; Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi, Shi, et al., 2013), outros estudos demonstram
que essa citocina pode agir também na regulacdo da resposta inflamatoria, induzindo o
macrofago a produzir citocinas anti-inflamatorias e estabelecendo também um perfil

permissivo nessas células (Zizzo e Cohen, 2013; Sousa et al., 2014).

1.5 A Influéncia da IL-4 e da IL-13 na ativacdo dos macrofagos e sua atuacdo em
camundongos knockout para IL-4.

A IL-4 e a IL-13 sdo citocinas candnicas do tipo 2 que atuam na resposta imune
contra parasitas extracelulares através da inducdo da producdo de IgE, ativacdo de
macrofagos M2 e diferenciagdo de linfocitos ThO em Th2 (Wang et al.,, 2015).
Receptores para IL-4 estdo presentes em células hematopoieticas, enquanto os receptores
para IL-13 estdo presentes em maior quantidade em células ndo hematopoiéticas (Gordon
e Martinez, 2010), contudo, essas citocinas podem se ligar aos receptores de cadeia o
comum, IL-13Ro2 e IL-4Ra (Hodgkinson et al., 2017).

A IL-4 é uma citocina pleiotropica (Hodgkinson et al., 2017), descrita pela

primeira vez em 1982 como um fator secretado por celulas T que seria capaz de levar a



proliferacdo de células B (Kedong et al., 2019). Hoje se sabe que essa citocina é capaz de
desempenhar um papel central na mediacdo do fendtipo Th2 além de desenvolver
funcdes na homeostase e regulacdo da resposta imune. E produzida principalmente por
células Th2, contudo, pode ser produzida também por outras células de origem
hematopoiética como mastocitos, eosinofilos e basofilos (Paliard et al., 1988; Seder et
al., 1992; Mogbel et al., 1995; La Flamme et al., 2012; Hodgkinson et al., 2017).

A IL-4 esta relacionada com a proliferacdo celular e prevencdo da apoptose em
diversas células, como linfocitos e macrofagos (Ul-Haq et al., 2016), podendo promover
a ativacdo alternativa dos macréfagos, estabelecendo um fenétipo de restauracéo celular
com alteracdo do equilibrio Th1/Th2 (Gordon e Martinez, 2010). Essa ativacdo para um
perfil M2 é caracterizada pelo aumento do metabolismo da L-arginina pela enzima
arginase, promovendo assim o desenvolvimento de uma funcdo restauradora por essa
célula (Hodgkinson et al., 2017). Além disso, essa citocina € capaz de regular as
condices alérgicas (Ul-Haq et al., 2016).

A transcricdo do gene para producdo da IL-4 é dependente do Fator Nuclear de
Células T (NF-AT) (Park et al., 2006). Esse fator de transcricdo permanece inativo no
citoplasma até que seja desfosforilado pela acdo da calcineurina apds ativacdo celular.
Essa desfosforilacdo leva a sua translocacao para o nucleo onde ele sera integrado a outro
fator de transcri¢do, AP-1. Essa integracdo inicia o processo de transcricdo do gene para
IL-4, desencadeando a ativacdo de outros trés fatores de transcricdo: STAT6, GATA3 e
C-maf. STATG6 é um fator de transcri¢do responsavel pela expressdo do receptor de 1L-4,
capaz de induzir ainda o aumento da sintese dessa proteina e consequentemente a
diferenciacdo do perfil Th2. Estudos realizados em camundongos knockout para
receptores de IL-4 (IL-4RaKO), onde houve bloqueio da a¢do de STAT6, comprovaram a
incapacidade de diferenciacdo de células T naive para o perfil Th2, impedindo
consequentemente a produgdo de IL-4. GATA 3 também estd relacionado ao
desenvolvimento de células Th2, agindo na regido distal do gene e C-maf atuando na
regido proximal do gene promotor de IL-4. A deficiéncia em C-maf leva a expressao
reduzida de IL-4 (Ul-Haq et al., 2016).

Assim como a IL-4, a IL-13 é também uma citocina do perfil Th2 que apresenta
atividade sobreposta com a IL-4 na ativagéo alternativa dos macrofagos, embora possuam
funces distintas (Munitz et al., 2008; Suzuki et al., 2015; Hodgkinson et al., 2017). A
IL-4 e a IL-13 atuam nos macréfagos de forma a regular positivamente a expressao dos

receptores de manose e das moléculas de MHC de classe 11, estimulando a endocitose e a
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apresentacdo de antigenos além de promoverem a ativagdo da enzima arginase (Gordon,
2003).

A IL-13 é uma citocina marcante do perfil Th2 e desempenha um papel
importante em doencas alérgicas. Essa citocina pode ser produzida por vérias células
como células T auxiliares foliculares, células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2),
eosindfilos, mastdcitos e baséfilos (Mitamura et al., 2018).

Embora a IL-4 e IL-13 sejam indutores diretos da ativacdo alternativa dos
macrofagos, outras citocinas como a IL-25 e IL-33 sdo capazes de amplificar
indiretamente essa polarizacdo através das células Th2, induzindo o aumento da producéo
de citocinas desse perfil. A IL-25 é uma citocina da familia da IL-17 capaz de induzir a

producdo de células hematopoiéticas (Gordon e Martinez, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

O sistema inume é responsavel por promover e manter a homeostasia no
hospedeiro. Para isso desenvolve mecanismos de defesa contra agentes patogénicos ou
potencialmente patogénicos e injarias internas capazes de provocar algum dano celular
(Murray, 2018). Para que células como os macrofagos sejam capazes de responder
satisfatoriamente a cada agressdo elas recebem uma série de estimulos pos-
reconhecimento do agente agressor, como o de citocinas pro-inflamatorias ou reguladoras
(Hotchkiss et al., 2016). Esses estimulos induzem o recrutamento de populacbes de
macréfagos que serdo capazes de conduzir a resposta inflamatéria (Soudi et al., 2013).

Quando ativados por padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) ou
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), os macrdfagos podem se diferenciar
em M1 ou M2 (Aki et al., 2010; Murray et al., 2014). Macro6fagos classicamente ativados
(M1) séo capazes de produzir IL-12 o que induz a producéo de IFN-y principalmente por
células T auxiliares Thl. Essa citocina ajuda a estabelecer um perfil pré-inflamatério e
com alto poder microbicida desse macrofago (Geissmann et al., 2010). Quando sédo
estimulados por citocinas como IL-4 e IL-13, sdo caracterizados por uma ativacdo
alternativa que favorece o estabelecimento de a¢bes que promovem a reparacgéo tecidual
(Gordon, 2003). Contudo outras citocinas também estdo envolvidas na ativacdo dessas
células, entre elas esta a IL-17, citocina importante na resposta inflamatdria e na ativacao
inducdo da proliferacdo celular (Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi e Le, 2013).

Os macrofagos tém a capacidade de promover agdes nao apenas microbicidas ou
reparadoras, mas também sdo capazes de estabelecer a regulacdo da resposta imune
através da producgdo de IL-10 (Schmidt et al., 2000). Diferentes estudos descreveram que
a IL-17 tem a capacidade de induzir nos macrofagos o aumento ou diminuicdo da
producéo de IL-10, direcionando assim a producéo de citocinas pro- ou anti-inflamatorias
(Zizzo e Cohen, 2013; Sousa et al., 2014).
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Pelo fato dos macrdéfagos serem células fagociticas cuja ativacdo pode ser ainda
estimulada pela acdo de diferentes citocinas tais como a IL-17, IL-4 e IL-13, nossos
ensaios buscam demonstrar in vitro a importancia dessas citocinas na atividade desses
fagocitos. Sabendo das propriedades controversas da IL-17 e da capacidade da IL-4 em
ativar alternativamente os macréfagos (Gordon, 2003), buscamos entender a atuacdo da
IL-17 nos macrofagos inflamatérios de murinos, células capazes de expressar maior
quantidade de receptores para IL-17 na sua superficie celular (Barin et al., 2012), e como
essa citocina interage na presenca de outros estimulos. A utilizacdo de macréfagos
peritoneais inflamatdrios de camundongos BALB/c WT e IL-4KO nos permite avaliar se
ha sinergismo entre 1L-17 e IFN-y e IL-17 e IL-4, avaliando ainda a a¢do da IL-4 quanto

sua capacidade de induzir atividade em células IL-4KO.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral.

Avaliar se a IL-17 é capaz de ativar macréfagos inflamatorios peritoneais de

camundongos BALB/c WT ou IL-4 KO de forma cléssica ou alternativa

3.2 Objetivos Especificos.

3.2.1. Avaliar perfil de macréfagos peritoneais apds a inoculacdo de tioglicolato em

diferentes tempos;

3.2.2. Avaliar a agédo da IL-17 quanto sua capacidade indutora da atividade de arginase e
producdo de éxido nitrico na presencga ou ndo de LPS ;

3.2.3. Avaliar se ha sinergismo entre IL-4 ou IFN-y com IL-17 na ativacéo alternativa ou

classica de macrofagos ;

3.2.4. Avaliar a a¢do da IL-4 quanto sua capacidade indutora da atividade em células KO
para IL-4.
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4 METODOS

4.1 Camundongos.

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c WT e IL-4 KO de ambos 0s
sexos e com idades entre 6 a 16 semanas. Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas e permaneceram durante todo o desenvolvimento do projeto no Biotério do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias.
Receberam alimentacdo e agua ad libitum. Projeto desenvolvido mediante aprovacao pela
Comissdo de Etica No Uso de Animais CEUA sob o protocolo 39/2013 (Anexos 1, 2 e
3).

4.2 Obtencéo de células peritoneais inflamatdrias e enriquecimento de macréfagos

em cultura in vitro.

Os animais foram inoculados com 3 mL de Tioglicolato a 3%
(DIFcoLaboratories, Detroit, MIl, USA) por 4 a 6 dias. Apos este periodo, 0s animais
foram eutanasiados por decaptacdo apOs anestesia com 100uL de xilazina
(Anasedan)/ketamina (Cetamin) e em seguida foi realizada a lavagem peritoneal com
PBS estéril gelado. As células obtidas foram mantidas no gelo durante todo o
procedimento. Macro6fagos residentes ndo inflamatdrios foram obtidos de animais néo
injetados com tioglicolato.

As células peritoneais totais obtidas foram lavadas com PBS. Para a avaliacdo dos
marcadores de superficie as células foram submetidas a dois procedimentos distintos. No
primeiro, apos a lavagem com PBS, as células totais foram marcadas para M170, F480 e
IL-17R. No segundo procedimento, as células foram incubadas por 1h em placas de 6
pocos (Costar, Sigma, Alemanha) previamente tratadas com SBF 50%. ApoOs a
incubacdo, as células do sobrenadante foram desprezadas e as células aderidas foram
retiradas com a adi¢do de meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MD, USA)
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contendo 1g/L de bicarbonato de sodio (Labsynth, Sdo Paulo), e EDTA (Vetec,
Alemanha) a 2mM e posteriormente marcadas para M170, F480 e IL-17R.

Para os estimulos em placa utilizamos células aderidas que foram incubadas em
estufa a 36°C contendo 5% de CO por 48 h na presenga ou auséncia de IL-17A
(Biolegend, San Diego’, Estados Unidos) nas concentra¢des de 150 e 300 ng/mL, IL-17F
(Biolegend, San Diego, Estados Unidos) na concentracdo de 50 ng/mL, IFN-y (R&D
Systems, Miniapolis, EUA) nas concentracdes de 0,2, 1 ng/ml, IL-4 (R&D Systems) nas
concentragdes de 0,04 e 0,2 ng/mL e Lipopolissacaride (LPS, Escherichia coli O111:B4,
Sigma) a 0,5 pg/mL, C¢lulas co-estimuladas com LPS e citocinas foram primadas por 2
horas antes da adicdo do LPS. As células foram incubadas a 1x10° células/mL para

quantificacio de NO e em 5x10* células/mL para ensaio da atividade de arginase.

4.3 Andlise de marcadores de superficie de células peritoneais por citometria de

fluxo.

Para avaliar a expressdo de marcadores de superficie foram utilizadas 2x10°
células em 100uL de PBS contendo 2% de SBF, 5 mM de EDTA e 0,02% de azida
sodica (tampédo de FACS). Células totais ou aderidas foram incubadas com anticorpos
especificos por 20 minutos em Ta, lavadas em tampdo de FACS e ressuspendidas em 50
puL de tampdo de FACS contendo 1ug/mL de anticorpos anti-CD11b (clone M1/70)
FITc-conjugado (BD Pharmingen); 1pug/mL de anti-F4/80 PE de camundongo (BD
Pharmingen) ou 1ug/mL de anti-IL17R PE (invitrogen) por 20 minutos em Ta. As células
foram novamente lavadas e ressuspendidas em 200ul de tampdo de FACS. Foram
coletados 20.000 eventos de cada amostra em aparelho C6 Accuri (Accuri, Estados

Unidos) e os dados foram analisados no software CFlow da BD.

4.4 Avaliagéo da Atividade de Arginase.

A Avaliacdo da atividade de arginase foi realizada como descrito anteriormente por
Corraliza et al, em 1994. Apds 48 h de incubagdo, as células aderidas a placa de cultura
foram lisadas com 100 pL de tampé&o de Lise 10x (Tris-HCI 500 mM, pH 7.5 adicionados
a 1% de Triton) diluido 1/10 em agua milliQ e 2 pL de inibidor de protease (Sigma)
incubando por cerca de 30 minutos. Depois de incubados, o conteddo dos pocos foi
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transferido para tubos de microcentrifuga. Foram adicionados 100 uL Tris HCI contendo
0,02% de azida sodica a cada pogo para remocao do material restante que foi transferido
para o0 respectivo tubo. As amostras foram armazenadas a -20°C até o uso. Essas
amostras foram incubadas por 10 min a 56°C. Depois foi adicionado 50uL de L-arginina
(5M pH 9.7) e incubado por 60 min a 37°C. A reacéo foi parada pela adigéo de 200 pL de
solucdo acida H2SO4:H3PO4:H2O (1:3:7). Subsequentemente, 25 uL da solucdo de o-
isonitropropiophenone (0,99 a-isonitropropiophenone em 10 mL de etanol absoluto) foi
adicionada e incubada a 100°C por 45 min para o desenvolvimento de cor. Foi transferido
120uL da solugdo de cada amostra (em duplicata) para placa de microtitulacdo e
realizada a leitura na leitora de ELISA (MULTISKAN) em filtro 550nm. A curva padrao
foi feita usando uma solucéo de uréia e o limite de deteccdo do ensaio foi de 2,5 mg/dL

de uréia.

4.5 Deteccdo de Oxido Nitrico (NO).

Para deteccdo de 6xido nitrico foi utilizado o método de Griess. Foram utilizados
50 pL de sobrenadante das culturas e 50 pL de reagente de Griess (0,05% N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochoride, 0,5% de sufanilamida em 2.5% de &cido
fosférico) em uma placa de 96 pocos. A leitura foi realizada em leitora de ELISA
(MULTISKAN) em filtro de 550nm. O limite de detec¢do do ensaio foi de 5 pM.

4.7 Analise Estatistica.

Os resultados foram comparados para avaliar a significancia das diferencas
utilizando o teste ANOVA Two-way seguido pelo teste de Fisher LSD para 0s ensaios de
citometria de fluxo e o teste ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher, usando o
programa Graph-Pad Prism Sophtware 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados foram
apresentados em graficos contendo media + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes.
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S RESULTADOS

5.1.1 Anédlise de marcadores de superficie de células peritoneais residentes ou
inflamatdrias obtidas em diferentes dias ap6s in6culo com tioglicolato.

Células peritoneais dos camundongos foram colhidas antes (dia zero-residentes)
ou quatro, cinco e seis dias apds a inoculagdo IP com tioglicolato (inflamatorias) para a
andlise da expressdo das moléculas M1/70, F4/80 e IL-17R. Na figura 1A podemos
observar que a porcentagem de células com dupla marcacdo para M1/70 e F4/80
aumentou no quarto dia apds a inoculagdo (10 + 2,46 dia zero X 53 + 5,3 dia 4; P<0,05),
mantendo se constante nos quinto e sexto (59,2 £ 17,5 dia 5 e 52,9 = 26,7 dia 6). A
porcentagem de expressdo do receptor para IL-17 também aumentou no quarto dia em
células expressando o marcador M1/70 (1,5 £ 0,8 dia zero X 35,2 + 11,3 dia 4) com uma
queda no quinto (13,7 £ 7,49) e um novo aumento no sexto dia (43,3 + 22,5 dia 6) (figura
1B).
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Figura 1. Células peritoneais inflamatérias aumentam a expressao de M1/70, F4/80 e IL-17R apds a
inoculacdo de tioglicolato. Células peritoneais de camundongos BALB/c foram recuperadas no dia zero
(antes do indculo) ou de 4 a 6 dias apds o indculo com tioglicolato IP para observar a marcacéo para M1/70
e F4/80 (A) ou IL-17R e M1/70 (B) por citometria de fluxo. Os dot blots a esquerda mostram uma figura
representativa da marcacdo das células recuperadas. A direita as barras representam a média + desvio
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padrdo da porcentagem de células marcadas. O * indica diferenga significativa entre os grupos (p<0,05)
avaliada por ANOVA Two-way seguido por teste de Fisher LSD. Os graficos apresentados constituem a
média de quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.

5.1.2 Expressdo de marcadores em células peritoneais aderentes recuperadas em
diferentes tempos.

Para selecionar uma populacéo enriquecida em macrofagos, as células coletadas
da cavidade peritoneal nos diferentes tempos foram aderidas a superficie da placa antes
de se proceder as analises dos marcadores de superficie. Na figura 2 observamos que a
porcentagem de células aderentes com dupla marcacao para M1/70 e F4/80 aumentou no
quarto dia (9,9 + 8,6 dia zero X 37,6 + 21,6 dia 4, p<0,05) e continuou aumentando no 5°
dia (37,6 + 21,6 dia 4 X 76,7 £ 16,4 dia 5, p<0,05) mantendo-se constante no sexto dia
(65,2 + 20,5 dia 64). A expressao de IL-17R nas células M1/70 foi maior no quarto dia
(1,6 £ 1,3 dia zero X 38,6 + 7,9 dia 4, p<0,05), aumentando no quinto dia (46,6 + 5,3) e

diminuindo consideravelmente no sexto dia (12,2 + 1,7).
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Figura 2. A expressdo dos marcadores M1/70, F4/80 e IL-17R em células aderentes ¢ maior no 5° dia
apos o indculo com tioglicolato. Células peritoneais de camundongos BALB/c foram recuperadas no dia
zero (antes do inéculo) ou de 4 a 6 dias ap6s o indculo com tioglicolato IP e aderidas por uma hora antes da
marcacdo para M1/70 e F4/80 (A) ou IL-17R e M1/70 (B) por citometria de fluxo. Os dot blots a esquerda
mostram uma figura representativa das células recuperadas. A direita as barras representam a média +
desvio padrdo da porcentagem de células marcadas. O * indica diferenga significativa entre 0s grupos
(p<0,05) avaliada por ANOVA Two-way seguido por teste de Fisher LSD. Os gréaficos apresentados
constituem a média de trés experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.
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5.1.3 Intensidade de Fluorescéncia de diferentes marcadores.

Foi analisada também a intensidade de fluorescéncia dos marcadores M1/70 e IL-
17R expressos em células totais e em células aderentes. A expressao dos marcadores para
M1/70_IL-17R nas células totais foi muito heterogénea (Figura 3A), porém, nas células
aderentes, observa-se que a intensidade de fluorescéncia dos dias 4, 5 e 6 superior ao dia
zero, destacando-se um aumento significativo no 5° dia pds-inoculacdo com tioglicolato
(figura 3B).

Ressalta-se que populacdo aderente foi homogénea com cerca de 80% de
macrofagos (duplo positiva para M1/70 e F4/80) (Figura 2A) e que a expressdo o IL-17R
foi maior no quinto dia (Figura 2B e 3B), sendo este considerado o melhor dia para se
testar o papel da IL-17 sobre os macrofagos. Além disso, o nimero de células
recuperadas no 5° dia foi maior em relacdo aos outros dias avaliados (dados ndo
mostrados). Dessa forma, essa populacdo foi escolhida para a realizacdo dos
experimentos.
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Figura 3. Células peritoneais inflamatdrias aderentes apresentam maior intensidade de fluorescéncia
no 5° dia apds inoculacdo com tioglicolato. Intensidade de fluorescéncia dos marcadores M1/70 e IL-17R
em células inflamatdrias totais (A) ou aderentes (B) obtidas dia zero (sem tioglicolato) ou 4 a 6 dias ap6s
indculo com tioglicolato. As barras representam a intensidade de fluorescéncia + Desvio Padrdo. CT
controle de isotipo. O * indica diferenga significativa entre os grupos (p<0,05) avaliada por ANOVA Two-
way seguido por teste de Fisher LSD. Os graficos apresentados constituem a média de trés experimentos
independentes com dois camundongos em cada experimento.
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5.1.4 Atividade da Arginase.

Para caracterizar os macréfagos M2 de animais WT ou deficientes em IL-4, foi
analisada a atividade da arginase em células peritoneais aderentes estimuladas com as
doses de 0,2 ng/mL e 0,04 ng/mL de IL-4 (Figura 4).

Ambas as doses induziram um aumento na atividade de arginase semelhante nas
duas linhagens, entretanto, macrofagos de camundongos IL-4 KO apresentaram sempre
uma atividade de arginase superior aos animais selvagens. Com esses dados concluiu-se
que as diferentes concentracbes de IL-4 foram capazes de induzir a producdo de uréia
tanto em macréfagos de camundongos WT quanto em KO para IL-4, sendo que em
camundongos KO verificamos maior atividade de arginase mesmo independente dos
estimulos com IL-4, o que aparentemente demonstra maior sensibilidade desse grupo a

IL-4 quando submetidos as mesmas condicgdes.
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Figura 4. Células de camundongos IL-4 KO possuem uma maior atividade de arginase que de
animais WT. Células peritoneais aderentes de camundongos WT ou IL-4 KO foram estimuladas in vitro
com 0,2 ou 0,04 ng/mL de IL-4 por 48h e o lisado celular analisado para atividade de arginase. As barras
representam a quantidade de uréia produzida (média = desvio padrao). “a” significa diferenga estatistica em
relagdo ao controle ndo estimulado e “b” significa diferenca estatistica entre as diferentes linhagens para o
mesmo estimulo. As médias foram avaliadas por ANOVA One-way seguido por Teste de Fisher LSD
considerando significativo p<0,05. Os gréaficos apresentados constituem a média de sete experimentos
independentes com dois camundongos em cada experimento.

Uma vez demonstrada a resposta frente a IL-4, nossa proxima investigacdo foi avaliar se
a IL-17 é capaz de induzir alteracdo na atividade da arginase nos macrofagos dos animais
WT ou IL-4 KO. Nas figuras 5A e 5B observamos que a IL-4 a 0,04 ng/mL induziu
aumento na atividade de arginase em ambas as linhagens, como o esperado. Em

macrofagos de camundongos WT testados com diferentes concentragdes de IL-17A (150
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e 300 ng/mL) ndo observamos alteraracdo da atividade, entretanto, a IL-17F a 50 ng/mL
demonstrou uma tendéncia em aumentar a atividade de arginase em relacdo ao controle
(p=0,06). Doses mais baixas de IL-17A também foram utilizadas, ndo alterando a

atividade de arginase (dados ndo mostrados).
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Figura 5. IL-17 ndo alterou a atividade de arginase em macré6fagos de animais selvagens ou 1L4 KO.
Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) e IL-4 KO (B) foram estimulados in vitro com IL-4
(0,04 ng/mL), IL-17A (150 e 300 ng/mL) ou IL-17F (50 ng/mL) por 48h e o lisado celular foi analisado
para atividade de arginase. As barras representam a quantidade média de uréia produzida = Desvio Padréo,
onde “a” indica diferenca significativa com o grupo ndo estimulado (p<0,05) avaliada por ANOVA One-
way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gréficos apresentados constituem a média de sete experimentos
independentes com dois camundongos em cada experimento.

Em macrofagos de animais IL-4 KO foi possivel observar uma tendéncia de
aumento na atividade de arginase quando a IL-17A foi utilizada nas concentracdes de 150
(p=0,06) e 300 ng/mL (p=0,07) (Figura 5B). Nesta linhagem, a IL-17F ndo foi capaz de
induzir a producéo de uréia na dose testada.

Como a IL-17 sozinha ndo foi capaz de alterar a atividade de arginase de forma
significativa em macréfagos peritoneais de camundongos WT ou IL-4 KO, embora em
alguns experimentos tenha sido observada uma tendéncia para aumentar a atividade da
enzima, resolvemos investigar se haveria sinergismo entre IL-17 e IL-4. Para responder a
essa questdo, realizamos os ensaios com IL-4 a 0,04 ng/mL e IL-17A nas concentragdes
de 150 e 300 ng/mL e IL-17F a 50 ng/mL. Observamos que a atividade da arginase nao
alterou em macrofagos de camundongos WT e KO tratados com IL-17A associada a IL-4
(Figura 6).
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Figura 6. IL-4 e IL-17 ndo agem de forma sinérgica para aumentar a atividade da arginase. Células
peritoneais aderentes de camundongos WT (A) e camundongos KO (B) foram estimuladas in vitro com IL-
4 (0,04 ng/mL), IL-17A (150 e 300 ng/mL), IL-17F (50 ng/mL) ou associacdo destas citocinas por 48h e o
lisado celular foi analisado para atividade de arginase. As barras representam a quantidade média de uréia
produzida + Desvio Padrao, onde “a” indica diferenca significativa com 0 controle ndo estimulado (p<0,05)
avaliada por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gréficos apresentados constituem a
média de sete experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.

5.1.5 Produc&o de oxido nitrico.

Para caracterizar os macrofagos M1 de animais WT ou IL-4KO, foi analisada a
producdo de NO em células inflamatorias aderentes estimuladas com IFN-y nas
concentragdes de 1 e 0,2 ng/mL associado ao LPS a 0,5 pg/mL (Figura 7). Observamos
que a dose de 1 ng/mL de IFN-y foi capaz de induzir um aumento na produgao de 6xido
nitrico em animais WT, mas ndo em animais IL-4KO, enquanto a dose mais baixa de 0,2
ng/mL ndo induziu NO em macrofagos de nenhuma linhagem de camundongo.
Adicionalmente, observamos que a associagdo de LPS ao IFN-y na dose de 0,2 ng/mL foi

capaz de induzir aumento na producdo de NO por macrofagos de ambas as linhagens.
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Figura 7. Sinergismo entre IFN-y e LPS induz aumento na producdo de nitrito em células de
camundongos WT e KO. Células peritoneais aderentes de camundongos WT (preto) ou IL-4 KO (cinza)
foram estimulados in vitro com IFN-y nas concentra¢des de 1 e 0,2 ng/mL e LPS a 0,5 pg/mL. As barras
representam a quantidade média de nitrito produzida = Desvio Padrdo, onde “a” indica diferenga
significativa entre a média de nitrito produzida e o respectivo controle ndo estimulado (p<0,05) avaliada
por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gréaficos apresentados constituem a média de
quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.

Para avaliar se a IL-17 possui algum efeito sinérgico com IFN-y em macré6fagos
de animais WT ou IL-4KO na inducdo da producdo de NO, as células aderentes dos
animais foram estimuladas com IFN-y nas concentragdes 0,2, IL-17A nas concentragdes
de 150 e 300 ng/mL e IL-17F na concentragdo de 50 ng/mL (Figura 8). IL-17A e IL-17F
nas concentragdes testadas ndo induziram sozinhas a producéo de NO, assim como IFN-y
a 0,2 ng/mL. Quando testados simultaneamente, IFN-y a 0,2 ng/mL e IL-17A a 300
ng/mL, podemos verificar aumento na producdo de NO em células de camundongos WT,
sugerindo que houve sinergismo entre elas (p<0,05), pois houve diferenca estatistica com
relacdo ao controle (figura 8A).

Sob as mesmas condicdes, avaliamos as células de camundongos KO (figura 8B)
onde observamos que a IL-17A sozinha também ndo foi capaz de induzir a producdo de
NO. Para avaliar se houve sinergismo entre as citocinas, verificamos que IFN-y a 0,2
ng/mL e IL-17A nas concentracdes de 150 e 300 ng/mL foram capazes de induzir a

producdo de NO acima do controle, sugerindo um sinergismo.
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Figura 8. IL-17 A age sinergicamente com IFN-y para induzir a producéo de nitrito em células de
camundongos WT e KO. Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) ou IL-4 KO (B) foram
estimulados in vitro com IFN-y a 0,2 ng/mL, IL-17A a 150 e 300 ng/mLe IL-17F a 50ng/mL sozinhos ou
em associacdo. As barras representam a quantidade média de nitrito produzida + Desvio Padrao, onde “a”
indica diferencga significativa entre a média de nitrito produzida e o controle ndo estimulado (p<0, 05)
avaliada por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gréficos apresentados constituem a
média de quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.

Na sequéncia, verificamos a capacidade das células aderentes em produzir NO
frente a combinagdo dos estimulos IL-17A, IL17-F, LPS e IFN-y (figura 9). As células
foram estimuladas com IL-17A nas concentra¢fes de 150 e 300 ng/mL, com LPS a 0,5
pg/mL e com IFN-y a 0,2 ng/mL.

Verificamos que apenas na combinagdo de LPS com IL-17F em animais WT
houve sinergismo para a producdo de NO (figura 9A). Em relacdo ao grupo IL-4KO
observou-se uma grande variabilidade da resposta, sem diferenca estatistica nos
resultados (figura 9B).
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Figura 9. Sinergismo entre IL-17F e LPS para producéo de nitrito em células de camundongos WT.
Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) ou IL-4 KO (B) foram estimulados in vitro com
IFN-y a 0,2 ng/mL LPS a 0,5 pg/mL e IL-17A a 150 e 300 ng/mL e IL-17F sozinhos ou em associagdo. As
barras representam a quantidade média de nitrito produzida + Desvio Padrio, onde “a” indica diferenga
significativa entre a média de nitrito produzida e o controle ndo estimulado e “b” significa diferenca
estatistica em relagdo aos estimulos individuais (p<0,05) foram avaliadas por ANOVA One-way seguido
por Teste de Fisher LSD. Os gréficos apresentados constituem a média de quatro experimentos
independentes com dois camundongos em cada experimento para camundongos WT e a média de trés
experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento para KO.
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6 DISCUSSAO

Os macrofagos sdo células multifuncionais com grande capacidade fagocitica,
caracteristica que qualifica sua importancia na defesa do hospedeiro para eliminacdo de
agentes infecciosos, capacidade de eliminar fragmentos celulares remanescentes da
resposta imune e ainda estimular a renovacdo da matriz extracelular (Geissmann et al.,
2010; Okabe e Medzhitov, 2016). Macrofagos inflamatérios murinos derivados de
mondcitos, recém-recrutados da corrente sanguinea, sdo capazes de expressar 0S
marcadores M1/70, F4/80 e receptores de citocinas como IL-17R (Gordon, 2007; Barin et
al., 2012; Sousa et al., 2014). Em estudos realizados em camundongos BALB/c foi
possivel observar que os receptores de IL-17 presentes nos macréfagos podem ser
regulados frente a diferentes estimulos inflamatérios. A inducdo do perfil pré-
inflamat6rio em macrdfagos é capaz de aumentar a expressdo de receptores para I1L-17
(Barin et al., 2012).

Para a realizacdo dos experimentos, foi inoculado tioglicolato na cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c com o objetivo de induzir a migracdo de macréfagos
inflamatorios. O perfil das células totais recém-migradas foi avaliado ap6s a lavagem
peritoneal de animais inoculados. Nos dias 4, 5 e 6 ndo houve variacdo significativa na
porcentagem de macrofagos migratorios que marcaram para M1/70 e F4/80, embora o
namero de células recuperadas tenha sido maior no quinto dia (dados ndo mostrados). No
dia 4 foi observada maior expressao do receptor IL-17 em células positivas para M1/70,
seguido pelo dia 6, contudo no dia 5 houve uma diminuicdo na expressao desse receptor.
Essa variacdo pode ser justificada devido a presenca da ampla variedade de outras
populacdes celulares positivas para M1/70 capazes de expressar esse receptor, como
neutrdfilos e linfocitos B (Korn et al., 2009).

Em virtude dessa variacdo, objetivou-se selecionar uma populagdo mais
purificada de macrofagos inflamatorios. Assim, as células peritoneais obtidas foram
incubadas em placa para promover a aderéncia dos macréfagos (Pineda-Torra et al.,
2015; Bolling et al., 2018). Dessa forma foi possivel selecionar uma populacdo celular

mais homogénea para realizacdo dos experimentos.
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Uma vez constatado que a populacdo de células totais mostrou-se mais
heterogénea que as células aderentes, as quais 80% marcavam para M1/70 e F4/80 no dia
5, as células peritoneais inflamatorias totais foram comparadas as células aderentes
quanto a intensidade de fluorescéncia dos receptores para IL-17 presentes em células que
expressavam M1/70. Foi demonstrado em numeros absolutos que as células aderentes
foram capazes de expressar maior quantidade de receptores, constatado pela maior
intensidade de fluorescéncia em relacéo as células totais em todos os dias avaliados (4, 5
e 6 dias). Observamos ainda que a intensidade de fluorescéncia das células aderentes
marcadas foi maior no dia 5 em relagcdo aos outros dias. Dessa forma, os resultados
indicaram o dia 5 como melhor dia para obtencdo das células peritoneais inflamatérias
para o estudo do papel da IL-17 sobre macrofagos.

Mills et al., 2000, propuseram uma classificacdo para 0s macrofagos,
classificando-os em classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2) (Mills
et al., 2000). Quando os macrofagos sdo classicamente ativados, € necessario que ocorra
a elaboracdo de produtos microbicidas. Para isso, a célula utiliza a L-arginina, que é
catabolizada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS), produzindo NO e citrulina.
Quando s&o alternativamente ativados (M2), ocorre a agdo da enzima arginase que
cataboliza a L-arginina gerando como produto final ornitina e uréia (Durante et al.,
2007).

Macrofagos M2 podem ser ativados pelo reconhecimento de fungos, parasitas,
complexos imunes, LPS, complemento e produtos celulares (PAMPs e DAMPSs) através
dos seus PRRs. Somado a isso, citocinas como fator estimulador de colonias de
macrofagos (MCSF), IL-4, IL-13, IL-10 e fator de crescimento tumoral-p (TGF-B) se
ligam aos receptores cognatos nessas células favorecendo o desenvolvimento desse perfil
de ativacdo. A ligacdo de IL-4, IL-13 e TGF-p ativa a via de transcricio STAT-6,
induzido a ativacdo do gene codificador da arginase-1 (Roszer, 2015).

Pelos resultados obtidos foi possivel constatar que macrofagos inflamatdrios
peritoneais de camundongos BALB/c WT e KO para IL-4 foram capazes de responder a
diferentes concentracdes de IL-4 produzindo uréia, o que demonstra a viabilidade dessas
células para o estudo proposto. Além disso, foi demonstrado que células de camundongos
KO para IL-4 se mostraram mais responsivas as concentracdes de IL-4 testadas, o que
evidenciou maior sensibilidade dessa populacdo celular mesmo quando néo estimuladas.

Quando estimulados por LPS, os macrofagos M2 sdo capazes produzir de IL-12 e

IL-10 (Soudi et al., 2013). A IL-10 € uma citocina reguladora capaz de inibir a producéo
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e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como o IFN-y, através da inibicdo do fator de
transcricdo pro-inflamatério NF-xB (Schmidt et al., 2000) levando consequentemente a
reducdo da producdo de NO em macrofagos ativados (Padigel et al., 2003). Dessa forma,
a IL-10 consegue estimular um aumento da atividade da arginase nessas células
induzindo um perfil regulador.

Os macrofagos constituem a primeira linha de defesa do organismo. Quando hé a
polarizacdo para o perfil M1 pela ligacdo de LPS ao TLR4, acontece a ativacdo da via
NF-kB, desencadeando a transcricdo de genes pro-inflamatorios que induzem a producgéo
de citocinas e quimiocinas, como IL-12, IL-1B e TNF-a. O IFN-y ¢ capaz de se ligar ao
macréfago M1 e reforcar o perfil pro-inflamatério pré-estabelecido pelo reconhecimento
do LPS por TLR4 (Haydar et al., 2019). Quando combinada ao IFNy, a IL-17 pode
regular negativamente a producdo de IL-10 nos macréfagos infectados e induzir a
producdo de éxido nitrico (NO) (Quirino et al., 2016).

A inoculacdo de tioglicolato na cavidade peritoneal dos camundongos promoveu a
migracao de células em resposta ao estimulo inflamatorio. Dessa forma, muitas citocinas
pré-inflamatorias, como o IFN-y e TNF, envolvidas na resposta inflamatéria induzida in
vivo colaboraram na ativacdo prévia dos macréfagos utilizados no estudo. No0ssos
resultados demonstraram que quando macréfagos WT foram estimulados in vitro com
diferentes concentracbes de IL-17A e IL-17F, houve uma tendéncia da IL-17F estimular
a atividade de arginase, 0 que poderia ser devido a uma maior expressao do receptor
IL17R (Barin et al., 2012).

Entretanto, em camundongos IL-4KO a IL-17A (150 e 300 ng/mL) apresentou
uma tendéncia em induzir a atividade de arginase, com p=0,06 e p=0,07,
respectivamente, sendo que a IL-17F ndo conseguiu induzir essa atividade. Dessa forma,
concluimos que a IL-17 ndo foi capaz de induzir o aumento da atividade da arginase nas
linhagens de camundongos testadas. Quando avaliada se haveria sinergismo entre a IL-17
e a IL-4, concluimos que ndo houve alteracdo na atividade da arginase.

A inducdo das células aderentes para um perfil M1 foi avaliada pela deteccéo de
nitrito resultante da producdo de NO. Tanto as células de camundongos WT quanto IL-
4KO néo foram capazes de responder ao estimulo minimo com IFN-y 0,2 ng/mL, sendo
as células de camundongos WT responderam ao IFN-y 1 ng/mL. O LPS ¢ um produto
ativador de macrofagos, capaz induzir a producdo de mediadores inflamatorios e
aumentar a expressao de INOS (La Flamme et al., 2012). O LPS sozinho na

concentracdo utilizada ndo foi capaz de induzir a producdo de NO nas células de
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camundongos WT e KO. Contudo, quando avaliado em associagdo com o IFN-y 0,2
ng/mL, foi possivel observar sinergismo entre os estimulos nas células de camundongos
WT e KO.

Embora ja tenha sido demonstrada a capacidade da IL-17 em induzir a producao
de NO em macrofagos (Quirino et al., 2016), trabalhos anteriores demonstraram que
macrofagos de diferentes linhagens de camundongos ndo foram capazes de produzir NO
quando estimulados com IL-17 (Trajkovic et al., 2001; Bi et al., 2014). Assim, foi
avaliada a participacdo da IL-17 na inducdo da producdo de NO e concluiu-se que tanto a
IL-17A quanto a IL-17F nas concentragdes utilizadas ndo foram capazes de induzir
sozinhas NO nestas células. Contudo, foi observado sinergismo dentre IL-17A a 300
ng/mL e IFN-y a 0,2 ng/MI na inducéo de NO em células aderentes de camundongos WT.
Em camundongos KO para IL-4 o sinergismo foi observado nas duas concentracdes
testadas de IL-17A (150 e 300 ng/mL) com o IFN-y a 0,2 ng/mL. Verificou-se também
que ndo houve sinergismo entre a IL-17A (150 e 300 ng/mL) com LPS, embora a
interacdo da IL-17F com o LPS tenha sido capaz de induzir a producao de NO nas celulas
aderentes.

Linfécitos de camundongos BALB/c tem uma predisposicdo para expansdo
preferencial de células Th2, secretoras de IL-4, sendo uma linhagem mais favoravel para
a ativacdo alternativa dos macrofagos (Kropf et al., 2003). As células utilizadas no nosso
estudo sdo de origem inflamatdria, uma forma de induzir a maior migracao de células.
Assim, deve ser considerado que elas passaram por ativacdo prévia in vivo, para
posteriormente serem submetidas aos estimulos in vitro como proposto no estudo. Com
isso, é possivel que essas células tenham recebido diversos estimulos como acéo de IFN-
v ¢ IL-13. No caso de camundongos IL-4KO, observamos maior atividade da arginase,
mesmo em células ndo estimuladas. Como a IL-13 pode induzir os macréfagos na
atividade da arginase (Gordon, 2003), consideramos o fato de que os macréfagos
peritoneais de camundongos IL-4KO possam ter sido previamente ativados
alternativamente in vivo, induzindo essas células ao perfil M2, induzindo assim maior
atividade da arginase.

Acreditamos entdo que, ao estimularmos in vitro esses macrofagos com IL-4,
estimulamos um perfil ja pré-definido, tornando a IL-4 nesse cenario capaz de otimizar a

ativacdo alternativa dos macrofagos, resultando assim na maior atividade da arginase.
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7 CONCLUSOES

7.1. Células aderentes do dia 5 apds inoculacdo com tioglicolato sdo as melhores para se
avaliar a acdo da IL-17, pois elas expressam maior quantidade de receptores para IL-17

em relacdo as células totais em todos os dias avaliados (4, 5 e 6 dias);

7.2. Células de camundongos KO para IL-4 sdo mais sensiveis a acdo da IL-4 e

apresentam maior atividade da arginase, mesmo sem estimulo;

7.3. A IL-17 ndo foi capaz de induzir o aumento da atividade da arginase sozinha e nem

em associacdo com a IL-4 em camundongos BALB/c WT e KO;

7.4. LPS apresentou sinergismo com IFN-y induzindo a producdo de NO nas células de
camundongos WT e KO;

7.5. 1L-17 sozinha ndo induziu NO. Assim, a IL-17 sozinha nédo foi capaz de induzir um
perfil M1;

7.6. A IL-17A apresentou sinergismo com IFN-y na inducdo de NO nas linhagens

testadas;

7.7. IL-17F apresentou sinergismo com o LPS na inducdo de NO nas células de
camundongos WT.
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Titule do projeto: Awvahacdo do papel da inferlencina-17 na atividade microbicida de fagoertos
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6. Data de apresentacio do protocolo a CEUA: 28/05/13
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II - Parecer da CEUA:
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U Pesguisador Responsivel/ Unidade:
Miton Agcanc Pell &e Olvera 1 IPTSP

U Pesquisadores Participantes:
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Lucila Avia PTSPIUFG | Fihp Mestre acompanhamento

hetp diattes cnpg b AT 84004026580 @ 3poio 303

103 experimentas

Nathaia Oivera de Carvaiho estudante | Segundo acompanhaments

hitp Miaties crpg brid 163450000191 Bomescns | Geay € 3poio 305

840 eApENMEnice
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O Unidade onde seri renlizado:
Instituto de Patologin Tropical & Saide Publica - IPTSP

2 Dats de apresentagio b CEUA: 28/05/2013
111 - Objetivos ¢ justificativa do projeto:

Objctivo geral
Avaliar sc a intericucing- 17 ¢ capaz de alterar os mecanisinds leishmanicidas de macrdfagos ¢
netirsfilos.

especificos

I-Avaliar a cxpressio das enzimas iINOS, Phox ¢ Arginase cm macrifagos ¢ neutrdfilos
estimulados por lipopolissacdrides na presenca ou auséncia de 11L+17.

2- Avaliar i produgho de CCL2, CXCLLCXCL2, 1L+1b, IL-10, IL-12p70, 11-6, TNFa ¢ VEGF
em macrdfagos ¢ neutrdfilos estimulados por lipopolissacarides no presenga ou apséocia de 1L-17.

3-Avaliar a expressio de CDAY, CDBO, CD86 ¢ receptor de 11-17 em macedfagos ou neutrdfitos
cultivados na presenga de 1117 ¢ estimuladas por lipapolissaciride.

4-Avaliar a expeessdo das enzimas iINOS, Phox ¢ Arginase em macrdfagos ¢ neutrdfilos
Infectadas por diferentes espdeies de leishimdnia na presenga ou ausdnein de 11.-17,

3-Avaliar a expresado de CDHO, CD80, CDE6 ¢ receplor de 1L-17 em macrdfagos ou neutrdlilos
infectados por keishmdnia na presenya ou suséncia de [L-17.

6- Avaliar 0 efeito da adicdo ou blogeeio de PGE2 na atividade de arginase, produgio de NO ¢
produgso de citocinas por macrofagos ¢ neutrdfilos cultivados sa presengs de 1L-17 ¢ estimulados poe
lipopolissacinde ou miectados por Icishminias,

T-Avaliar o cfciwo do INF-g ¢ IL4 ma cxpressdo das cnzimas INOS, Phox © Arginase em
macrifages ¢ neutrofilos estimulados por lipopolissacarides ou infectados por Jeishminia na presenga ou
suséncia de IL-17.

8- Avaliar o efeito do INF-g ¢ 114 na produgdo de CCLY, CXCLICXCL2, IL-1b, 1L-10, 1L+
12p70, 1L-6. TNFu ¢ VEGF em maerdfagos ¢ neatrofilos estimulados por Hipopolissacarides ou infectados
por leishmiinia ni presengn ou ausdngin de 1L-17,

Q-Avuliar o capacidade fagoeitica de macréfagos ¢ neutndfilos infectados por diferentes espécies
de leishminia na presenga ow ausdnein de IL-17,

10-Avalior » cupacidade microbicida de macedfagos ¢ neutrdtilos Infectados por diferentes
espécies de leishmilnia na presenga ou suséneia de 1L-17.

1= Avaliar o efeito do INF-g e 1L na atividade fagociticn ¢ microbicida de macrdlbgos ¢
neutrofilos infectados por diferentes espécics de fefshminia ns presenga ov auséneia de 1L-17.

Comisndu e Elica o Lss de ety CELA
Pro-Reminsa de Merguing ¢ My Caradungdo 1 RIPG-LTG, Caixx Fosals 131 P &2 Rohiuria. Mo L Cammpuy Samombols
(Campan 1) « CLISTA01-970, Goidnia — Golds. bone: 13562 14211213,
Lnail: cena.ufgd gl com
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IV - Sumirio do projeto:

O Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos:

Pam pesquisa com neutrdfilos, ndo existe outrn forma de obler estas cclulas 2 alo scr dos
individuos, sendo que peutrdfilos podem ser obtidos do sangue perifético ou cavidsde peritoocal
inflamada, porém, o nimero de nevirdfilos obtido de sangue periférico de camundongos ¢ inferior a0
obtido da cavidade perioneal inflamada.

O Descrigiio das instalagoes utilizadas ¢ namero de animaivirea/qualidade do Ambiente (ar,
temperatura, umidade), Allmentuciohidratagio:

Serdio utilizados camundonges BALB/c ¢ CS78L/6 machos de 8-12 semanas oriundos do
biotério do IPTSP/UGF. Pars cada grupo de experimentos serflo utilizados 5 camundongos de cada
finhagem. Os animais seedo wiilizados parm oblengdo de células peritoncais. Como a quantidade de células
peritoneais obtidas de cads animal € de corca de 10.000.000, serd possivel fazer um grupo de experimentos
(descritg a seguir) com as oélulas obtidas. Serfio necessirios animais injetados com toghicolato por $ dias
mmkmeblmm&mﬂn

Experimentos:
1) Avalisgho dn utividade de arginase, produgdio de NO e citocings por macrifagos
2) Avaliar a produgo de ciocinas € quimiocings em macrofagos
3) Avaliar a expressio de marcadores de superficie em macrdfagos
4) Avalisr o expressio das enzimas expressiio das eazimas INOS, Phox ¢ Arginase em
macrdfages
5) Avaliar a atividade fagocitica ¢ leishmanicidu de mucrdfagos
Portanto, serdo utilizados:
5 unimais por grupo experimental
5 grupos experimentais para obtenglo de macrofugos (23 animais de cada linhagem)
5 grupos experimentais pare obtenclo de peutrdfilos (215 animais de cada linhagem)
Total de ankmais de cada linhagem (30 animals).
Total de animais das duas linhagens (100 camundongos),

Os animais seeo mantidos em cstantes ventiladas Alewo que scrSo adquiridas com verbas do
projeso aprovado no edital Universal FAPEG 2012, As estantes ventiladas possuirdo caixa confecsionadn em
polisulfons, nas medidas: 31em comprimento x 20cm de largura x 13¢m de alters contendo a¢ § animals
por gaiola, Serd fornecida a vontade dpun acidificada ¢ ragdo comercial. A sala ¢ climatizada a 22°C com
ciclos de ¢laro e eseuro de 12 horas,

3 Utilizagio de agente infeccioso/gravidade da infeeghao a ser observada: Para o oblengdo das
células, os cumundongos serlo Inoeulados i cavidade peritoneal com Iml de caldo tioglicolato ¢ apds 6
horas (para peutrdfilos) va 5 dias (para macedfagos inflamutdrios),

2 Método de cutandsia:

Comiiniio de Fica oo Lo de Anbsois CELL
Pro-Restoriz de Posquina € M Graduagdo PRFPG-UTG. Cina Postad; 131, Prasio da Rebane. Piso 1. Campos Samambala
{Campiis 1) ~ CUPTH00 1970 Goidnia - Golds, Fone: ($562) 15251215,
Emsil: cemufy dgmai com
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mgm Apds a coleta das células, 08 animais ser§o CONAICONAA0S eM SACOS PLASLODS @ Mantdos em
zar ;

O Destino do animal:
Ay corcagas serdo Incineradas na escola de veterinana do UFG

V ~ Comentirios do relator frente ds orientagdes da SBCAL

O Estruturs do protocolo: Adequads, apresenta cronogrami compativel, teemo de responsabilidade
assinado

nkﬂnﬁMbmmm.mmm{mm
manipulados apenas por pesquisadores treinados para tal a fim de promover um estresse minimo
durante a injeglo com tioglicolato, anestesia ¢ decapitagiio dos animais.

O Andlise dos riscos s0s pesquisadoresialunos: De uma maneira geral, o projeto spresenta risco
minimo para 0s pesquisadores, j& que os animais utilizados o estarSo infectados. Alm disto, todos os
pesquisadores toro a disposiglo ¢ deverdo utilizar os EPis como gorro, méscara, jalecos ¢ luvas de
pracedimento, Todos os pesquisadores serSo devidamente treinados para 0 COMeto manuseio dos materiais
cirlirgicos, seringas ¢ cuidados para trabalho no fluxo laminar. Caso algum dos pesquissdores se sinta
incomodado com a manipulagho ¢ saceifico dos animais, estes serfio convidados a se retinurem do recinto
para evitar riscos psicoldgicos. A manipulagio dos parasitos (leishmining) serd feita em cabine de fluxo
laminar com o8 devidos EPIs sem a presenga de materiais perfuro cortantes.

VI« Parecer da CEUA:
Diante do exposto, o parecer da CEUA sobre o projeto ¢ APROVADO,

Informucio nos pesquisndores:

Releramos a importincia deste parccer consubstancindo, ¢ lembramos que ofa) pesquisados(a)
responsivel deverd encaminhar & CEUA-PRPPG-UFG o Relatdrio Fingl baveado na conclusdo do estudo
¢ na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei 0" 11.794 de
08102008, ¢ Resoluglo Normativa n®, 01, de 09/072010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimeniaglo Animal-CONSEA. O prazo pama cotrega do Relatdrio ¢ de sté 30 dias spds o
encerramento da pesquine.

VIl - Data da reunifio: 08072013

&:imum

Coordenadors da CEUAPRPPG/UFG

Prff Tt 2momg hveon By
3 - . : =
‘¥ il i
Comissdo de Erica no Uso de Amimais CEUA
Pri-Hellorln de Pesquing ¢ Pos-Criducdo/PRIPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reora, Plv 1, Campus Samumbuia
(Campus 11) « CER74001-970, Goklnia - Goids, Fone: (55:62) 35211218,
Email: ceuaulg@@gmail.com
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Anexo 2 — Termo de prorrogacdo do projeto

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

Rua 235, S/N - Setor Universitirio -Goifinia-GO - CEP 74605-050 - Fone (62)3209-6109 - FAX (62) 3
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CERTIDAO

Certificamos que no Conselho Diretor do Instituto de Patologia
Tropical e Satde Pablica da Universidade Federal de Goids, em reunido realizada no
dia 31 de agosto de 2017, fol apreciado e aprovado a prorrogagéo do Projeto de
Pesquisa "Avaliagao do papel da interleucina-17 na atividade microbicida de fagécitos
inflamatérios de camundongos”, com Prorrogacao da Vigéncia Final para 31/12/2019 —
Coordenador: Prof. Dr. Milton Adriano Pelli de Oliveira

Goiania, 31 de agosto de 2017
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erafiori e
Val aria de Sousa Moura

Coordenadora Administrativa em exercicio do IPTSP/UFG

Diretora do IPTSP/UFG
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Tendo em vista Certiddo expedida, encaminhe-se & Prof®, Dr*. Fabiola
Souza Fiaccadori, para os devidos fins.
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Prof®. Dr*. Flavia /2 ia {
Diretora do IPTSP/UFG
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