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Resumo:

Os neutrofilos sdo células essenciais na
resposta imune a microrganismos. Bactérias
podem modificar, direta ou indiretamente, o
processo de morte de neutréfilos, podendo ser
relevante para a resposta imune. Ao entrar em
apoptose essas células sdo reconhecidas e
fagocitadas por macréfagos (eferocitose), os
quais por sua vez modificam o seu perfil de pré-
inflamatdrio para anti-inflamatério. No presente
projeto analisamos a relevancia da inducéo de
morte de neutréfilos por produtos do
metabolismo bacteriano (os acidos graxos de
cadeia curta, AGCCs) no que diz respeito a
capacidade de macréfagos fagocitarem
neutrofilos (eferocitose) e sua resposta efetora
incluindo produgédo de citocinas e killing de
bactérias. Nossa hipétese é que a producéo de
AGCCs por bactérias patogénicas tem um
papel relevante tanto no que diz respeito a acao
do sistema imune quanto aos danos teciduais
decorrentes da ativacdo desse sistema.
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Introducdo:

Durante o0 inicio do processo
inflamatorio, os neutrdfilos séo recrutados para
0 tecido, o que envolve sua interacdo com
moléculas de adesao presentes no endotélio e
quimiocinas “apresentadas” pelas células
endoteliais e dispersas na matriz extracelular
(Kolaczkowska and Kubes 2013). Uma vez no
local da infecgéo, os neutrofilos exercem suas
funcbes efetoras incluindo a fagocitose,
producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, liberacdo do conteddo de seus
granulos, liberacao de armadilhas

extracelulares (NETS) e mediadores
inflamatorios (derivados do acido araquidénico
e citocinas, principalmente), que atuam em
conjunto tanto na destruicao dos
microorganismos como na amplificacdo da
resposta imune (Mantovani, Cassatella et al.
2011).

O processo de morte de neutrofilos
também pode ser induzido ou inibido por
microorganismos incluindo bactérias, direta ou
indiretamente, o que pode ser relevante para a
resposta imune. Nesse sentido, ja foi
demonstrado que bactérias incluindo
Salmonella spp e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans podem induzir a
apoptose de neutrdéfilos e com isso evadir seus
mecanismos efetores (Permpanich et al. 2006;
Chiu et al. 1999).

A morte de neutrdfilos por apoptose e
sua remoc¢do de modo integra, processo esse
feito pelos fagdcitos e denominado eferocitose,
ajuda a limitar o dano tecidual (Vinolo,
Rodrigues et al. 2011). Esse processo constitui
importante mecanismo de promocdo da
resolucdo da inflamacdo por prevenir a
exposicdo de componentes intracelulares
visando manter a homeostase, além de
constituir importante mecanismo de reparo e
terminacdo da resposta inflamatoria nos
tecidos.

Ao fagocitar células apoptéticas, os
macrofagos  evitam  extravasamento  do
contetdo celular e consequentemente a
producdo e liberacdo de componentes pro-
inflamatérios como TNF-a, IL-12 e IL-1B. A
producdo de componentes anti-inflamatorios
como IL-10, TGF-B e prostaglandina EZ2,
também pode ser estimulada.

Os acidos graxos de cadeia curta

(AGCCs), séo gerados durante o processo de
fermentacéo bacteriana.
Bactérias anaerObias, dentre as quais
Porphyromonas gingivalis (P9),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e
Fusobacterium nucleatum, as quais tém papel
relevante no desenvolvimento de doencas
periodontais e outros tipos de infecgoes,
produzem grandes quantidades de AGCCs
(Kurita-Ochiai, Fukushima et al. 1995;
Hendrickson, Xia et al. 2009).
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Os AGCCs atuam sobre diferentes tipos
celulares envolvidos na resposta imune como
neutréfilos (Vinolo, Hatanaka et al. 2009;
Vinolo, Rodrigues et al. 2009; Vinolo, Ferguson
et al. 2011; Vinolo, Rodrigues et al. 2011),
linfécitos (Cavaglieri, Nishiyama et al. 2003) e
macrofagos (Park, Woo et al. 2005; Park, Lee
et al. 2007). As principais acoes desses acidos
graxos na resposta imune/inflamatoria incluem
modulacéo negativa, em geral, da producao de
mediadores inflamatdérios. (Vinolo, Rodrigues et
al. 2011). Além dessas agbes dos AGCCs,
sabe-se que eles também modulam a
sobrevivéncia de determinados tipos celulares
incluindo neutréfilos (Aoyama, Kotani et al.
2010; Vinolo, Rodrigues et al. 2011).

Considerando gue os AGCCs,
principalmente, butirato, sdo capazes de induzir
apoptose em neutrofilos, nos propomos no
presente projeto a analisar a relevancia desse
processo ho que diz respeito a capacidade de
macrofagos de fagocitarem neutréfilos em vias
de morte (eferocitose) e sua resposta efetora
incluindo producdo de citocinas e killing de
bactérias. Nossa hipétese é que a producao de
AGCCs por bactérias patogénicas tem um
papel relevante tanto no que diz respeito a acdo
do sistema imune quanto aos danos teciduais
decorrentes da ativacdo desse sistema.
Metodologia:

Foram utilizados camundongos machos
C57/BI6 adultos obtidos junto ao CEMIB.

3.1 Obtencdo das células. Neutrdéfilos
foram obtidos por lavagem da cavidade
peritoneal, jA os macréfagos foram obtidos a
partir de células tronco da medula 6ssea de
camundongos utilizando meio condicionado de
células L929, conforme descrito na literatura
(Weischenfeldt and Porse 2008).

3.2 Cultivo de neutrdéfilos e analise de
apoptose em neutréfilos. Neutréfilos foram
incubados, em estufa, a 37°C, por 4 horas, na
presenca acetato nas concentracdes de 10 e 25
mM ou butirato 1 ou 5 mM. Apdés esse periodo,
as amostras foram lavadas e marcadas com
anexina-V FITC, 7-AAD e Ly-6G-PE para
analise da viabilidade celular e apoptose,
através de citometria de fluxo.

3.3. Co-cultivo de macréfagos e
neutrofilos e estimulacdo com bactérias. Na co-
cultura de neutrdfilos e macrofagos, neutrofilos
foram pré-incubados na presenca de AGCCs e
adicionadas aos macréfagos na proporcao 1:5
(macrofago: neutrdéfilo). Os macrofagos entéo
foram incubados com as  bactérias
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e
com Escherichia coli (E. coli).

3.4. Quantificacdo de mediadores
inflamatorios. Para a andlise de mediadores
inflamatorios utilizamos o sobrenadante de 24

horas de incubacdo dos macréfagos (descritos
no item anterior) estimulados com Aa.
Quantificacdo de mediadores inflamatorios
(TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-6) por ELISA.

3.5. Expressdo génica de genes
inflamatorios. A extragdo do RNA foi realizada
através de tubos coletores com coluna,
utilizando o kit PureLink RNA (Ambion) de
acordo com as orientacdes do fabricante e a
andlise da quantidade de RNA e do grau de
pureza das extracdes foi realizado utilizando o
aparelho Nanodrop. Para sintese do cDNA foi
utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) através do
MIX (RT buffer, DNTP, Randon Primer,
enzimas e H20) de acordo com o0 o0s
procedimentos do fabricante. Por fim foi
realizado o PCR (real time) das amostras para
os genes [(B2M, TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-6
utilizando o marcador Sybr green de acordo
com o os procedimentos do fabricante do kit
Power SYBR Green PCR Master MIX (Applied
Bi systems).

3.6. Andlise de crescimento bacteriano
apos incubagdo. Para a andlise de killing
extracelular, fizemos a coleta do meio de
cultura ap6s 2 horas de incubagdo dos
macrofagos com Aa ou E.coli, ja no caso do
killing intracelular, adicionamos PBS com 5%
de saponina nas amostras (sem 0 meio de
cultura, pois foi removido anteriormente) com o
proposito de liberar o conteddo intracelular. O
material foi processado, diluido e plaqueado,
para posterior contagem de unidades
formadoras de colénias (CFUs). A capacidade
microbicida dos macrofagos foi calculada
considerando a contagem de CFUs em
amostras incubadas na auséncia de
macréfagos e plaqueadas nas mesmas
condicbes das amostras.

3.7. Teste de eferocitose in vivo. Foram
utilizados  camundongos  C57/BI6  que
expressam a proteina fluorescente GFP, Os
neutrofilos desses animais foram coletados.
Apbés a contagem, o numero de células foi
ajustado, resultando em 4 microtubos por
condicdo (presenca ou auséncia de butirato 5
mM). Os microtubos foram incubados durante 4
horas. Apés este periodo, as células foram
inoculadas na cavidade peritoneal de animais
gue ja haviam recebido tioglicolato a 4%. ApoOs
2 horas, foi realizada a coleta das células dos
animais injetados pelo mesmo protocolo de
lavagem intraperitoneal. Em seguida todo o
material coletado de cada animal foi
ressuspendido e foi adicionado 1 pL de
anticorpo de bloqueio de Fc (anti-CD16) e em
seguida 2,5 yuL de anticorpo anti-F4/80 APC.
As amostras obtidas dos animais foram
passadas em um cell sorter (BDFACS Aria™),
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separando 0os macréfagos em quatro
populacdes, macrofagos GFP  positivos
(eferocitose de neutréfilo GFP) ou macréfagos
GFP negativos (auséncia de eferocitose), na
presenca ou auséncia de butirato. Apds a
separagdo, as quatro populagbes foram
plagueadas em duplicata, sendo uma
estimulada com LPS e a outra ndo, gerando 8
diferentes condicbes. As células foram
incubadas por 24 horas antes da retirada do
sobrenanadante, com o qual foi realizada a
guantificacdo de mediadores inflamatorios por
ELISA,

3.8 Andlise estatistica dos dados. Os
resultados foram expressos como média + erro
padrao da média. Comparacdes entre 0s
diferentes  grupos experimentais  foram
realizadas por andlise de variancia de uma via
(ANOVA) e pos-teste de Dunnet e em alguns
casos teste-t ndo pareado. Para a realizacdo
das analises estatisticas foi utilizado o
programa GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). As
diferencas serdo consideradas significativas
para p<0,05.

Resultados e Discusséo:

Efeito dos AGCCs sobre a morte de
neutréfilos. Foi adicionado acidos graxos aos
neutréfilos. ApGs andlise por citometria de
fluxo, verificamos que na presenca do butirato
(concentracgtes de 1 e 5 mM) a viabilidade das
células foi significativamente reduzida. Esse
tratamento desencadeou 0 processo apoptose
em neutrdéfilos conforme evidenciado pelo
aumento de células positivas para anexina,
assim como de fragmentacdo de DNA.

Efeito da pré-incubacéo de neutrofilos
com AGCCs sobre a eferocitose. Neutrdéfilos
GFP+ foram incubados em placas de baixa
adeséo, tanto na presenca quanto auséncia de
AGCCs, em seguida foram retirados da placa,
e adicionados a placa contendo os
macréfagos.

Esses macrofagos foram analisados
por citometria de fluxo. Os neutréfilos pré-
tratados com AGCCs por 4 horas ndo
alteraram a eferocitose por macrofagos.

Efeito da pré-incubacéo de neutrdfilos
com AGCCs sobre a expressao de citocinas. A
expressdo do gene TNF-a por macrofagos
incubados com neutréfilos é aumentada,
porém, essa expressao diminui
significativamente quando os neutrdéfilos séo
tratados previamente com butirato. Por outro
lado, macréfagos incubados com neutrofilos
mantiveram a expressao do gene IL-10,
porém, ao tratar os neutrofilos com butirato 5
mM, houve um aumento significativo nessa
expressao desse gene.

Efeito da pré-incubacéo de neutrdfilos

com AGCCs sobre o killing de E.coli por
macrdéfagos. Este experimento foi realizado
com o intuito de analisar o efeito dos
neutréfilos pré-incubados na presenca ou
auséncia de AGCCs sobre a capacidade
microbicida dos macrofagos. Nao houve uma
diferenca significativa entre as 3 condicfes
analisadas: macrofagos, macrofagos
préincubados com neutroéfilos e macrofagos
pré-incubados com neutrdéfilos previamente
tratados com butirato.

Sendo assim é possivel afirmar que a
presenca de neutrdéfilos (tratados ou ndo com
AGCCs), nao interfere na capacidade
microbicida dos macréfagos.

Conclusdes:

De acordo com os resultados obtidos
concluimos que a presenca do butirato
(concentracbes de 1 e 5 mM) reduz
significativamente a viabilidade de neutrdfilos.
Quando se trata da taxa de apoptose dos
neutrofilos, nota-se um perfil dose dependente
da concentracao deste AGCC. Contudo, o pré-
tratamento com butirato 5 mM n&o alterou a
taxa de eferocitose in vitro ou in vivo nem a
capacidade microbicida dos macréfagos. Com
relacdo a expressdo génica, concluimos que o
pré-tratamento com butirato 5 mM reduz a
expressao de TNF-a e aumenta a de expressao
de IL-10 nos macrofagos co-cultivados com os
neutrofilos. Esse  efeito também  foi
parcialmente observado nos experimentos
realizados in vivo, nos quais os macréfagos que
eferocitaram neutréfilos pré-tratados com
butirato produziram maiores quantidades de IL-
10 quando estimulados.

Considerando os achados até o
momento temos que o butirato induz apoptose,
mas apesar de nao afetar a fagocitose de
neutrofilos por macréfagos nem a capacidade
microbicida dessas células, altera o seu padrdo
de producdo de citocinas para um perfil mais
anti-inflamatério. A relevancia desse efeito sera
posteriormente investigada em modelos in vivo
de infecg&o por bactérias.
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