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RESUMO

Ferracini M. Participacdo do PAF-R na fagocitose de células apoptdticas, no fendtipo de
macrofagos e na imunossupressdo causada por terapia fotodinamica. [tese (Doutorado em
Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2014.

Os macroéfagos produzem o mediador lipidico PAF (Platelet-Activating Factor) e expressam
seu receptor (PAF-R). Uma das funcOes primordiais dos macrofagos é a eliminagdo de células
alteradas (eferocitose) e moléculas oxidadas. Um dos receptores responsaveis por esta
funcdo é o receptor scavenger CD36. Em trabalho anterior, vimos que a internalizacdo de
LDL oxidada requer associacao do CD36 com o PAF-R. Aqui, investigamos se esta associa¢dao
também ocorre durante a fagocitose de células apoptoticas (CA). Vimos que o tratamento de
macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM) com antagonistas do PAF-R inibiu a
fagocitose em 70%. Neste processo, observamos coimunoprecipitacdo e colocalizacdo entre
PAF-R e CD36. Também observamos coimunoprecipitacdo destes receptores com a flotilina-
1, um marcador de lipid rafts (LR). O rompimento dos LR com BCD inibiu a fagocitose de CA.
Durante a fagocitose, IL-10 e IL-12p40 foram produzidas e o blogueio do PAF-R inibiu
preferencialmente a IL-10. O mesmo padrdo ocorreu em macrofagos estimulados com LPS. A
inibicdo da COX-2 com nimesulida teve efeito similar ao antagonista de PAF-R sobre a
producdo destas citocinas. Isto sugere que a eferocitose depende da interacdo do PAF-R com
CD36, provavelmente em LR, e que a ativacdo e a associacao destes receptores induz perfil
regulador (IL-10high/IL-12p40'°W) via producdo de prostanoides. O macréfago tem papel
essencial na inflamag¢do imunomediada. Foi proposto que os macrofagos podem adquirir o
fendtipo classicamente ativado, alternativamente ativado ou regulador quando estimulados
com IFN-y/LPS, IL-4 ou 1gG-SRBC/LPS, respectivamente. Para estudar se o PAF-R participa no
estabelecimento destes fendtipos, BMDM foram tratados com antagonista de PAF-R antes
dos estimulos acima e feita a andlise dos marcadores fenotipicos: MCP-1, TNF-a. e iNOS
(classicamente ativado), receptor de manose e arginase-1 (alternativamente ativado) e IL-
10™&"/IL-12p40"" (regulador). O bloqueio do PAF-R inibiu parcialmente a expressio de
marcadores dos trés fendtipos, exceto de IL-12p40, sugerindo que estes estimulos induzem
PAF que, agindo no PAF-R, modula o fendtipo dos macrofagos na fase efetora da resposta
imune. Sabe-se que além do PAF, moléculas PAF-simile sdo geradas por estimulos
ambientais, como a radiacdo UV, e que a ativacdo do PAF-R por estas moléculas induz
imunossupressao sistémica. Nos mostramos que a terapia fotodinamica (PDT), simulada in
vitro em queratindcitos humanos, gerou PAF e moléculas PAF-simile. A PDT feita em
camundongos cinco dias antes da sensibilizagdo com dinitrofluorobenzeno inibiu a reacdo de
hipersensibilidade de contato nos WT, mas ndo nos PAF-R KO, sugerindo que ligantes de
PAF-R gerados durante a PDT tem efeito imunossupressor. Em conjunto, estes resultados
mostram que o PAF-R tem papel relevante na remocdo de células alteradas e na regulacdo
do processo inflamatério favorecendo a polarizagdo dos macrdofagos para fendtipo
regulador. A ativacdo do PAF-R por ligantes gerados durante a PDT contribui para a
imunossupressao sistémica decorrente desta terapia.

Palavras-chave: Macréfago. Fagocitose de células apoptoticas. Fendtipo de macrofagos.
Receptor do PAF. Receptor scavenger CD36. Terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Ferracini M. Participation of PAF-R in the phagocytosis of apoptotic cells, in macrophage
phenotype and in the immunosuppression caused by photodynamic therapy. [Ph.D. thesis
(Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo;
2014.

Macrophages produce the lipid mediator platelet-activating factor (PAF) and express its
receptor (PAF-R). Macrophages are responsible for the clearance of altered cells
(efferocytosis) and oxidized molecules. One receptor responsible for that function is the
scavenger receptor CD36. In previous study, we described that macrophage response to
oxidized LDL requires association of CD36 with PAF-R. Here, we evaluated whether this
association also occurs during phagocytosis of apoptotic cells (efferocytosis). We showed
that treatment of bone marrow-derived macrophages (BMDM) with PAF-R antagonists
inhibited the phagocytosis of apoptotic cells (AC) in about 70%. During efferocytosis,
coimmunoprecipitation and colocalization of PAF-R with CD36 was observed. Both receptors
coimmunoprecipitated with flotillin-1, a lipid rafts (LR) marker. Disruption of LR with BCD
inhibited AC phagocytosis. During efferocytosis, IL-10 and IL-12p40 were produced and the
blockage of PAF-R reduced preferentially IL-10 production. The same pattern was observed
in LPS-stimulated macrophages. Inhibition of COX-2 with nimesulide had similar effects to
PAF-R antagonist on the production of these cytokines. These findings suggest that
efferocytosis depends on the interaction of PAF-R with CD36, probably in LR, and that this
association induces a regulatory phenotype (IL-10high/IL-12p40'°W) via production of
prostanoids. Macrophages have essential role in immune-mediated inflammation. It was
proposed that macrophages can acquire distinct phenotypes when stimulated with IFN-
Y/LPS, IL-4 or 1gG-SRBC/LPS: classically activated, alternatively activated or regulatory
phenotype, respectively. Here, we evaluated whether PAF-R is involved in the establishment
of these phenotypes. BMDM were treated with PAF-R antagonist before the stimuli and
measured the phenotypic markers for classically activated (MCP-1, TNF-o. and iNOS);
alternatively activated (mannose receptor and arginase-1) and regulatory (IL-10high/IL-
12p40'°w) phenotype. PAF-R blockage reduced the expression of all markers, except IL-
12p40. This suggests that these stimuli induce PAF synthesis that engages PAF-R,
contributing to the establishment of these phenotypes. It is known that, besides PAF, PAF-
like molecules are generated by environmental stimuli, like UV radiation, and that PAF-R
engagement by these molecules induces systemic immunosuppression. We showed that
photodynamic therapy (PDT), simulated in vitro in human keratinocytes, induced PAF and
PAF-like species. The PDT administered to the mice five days before sensitization with
dinitrofluorobenzene inhibited the contact hypersensitivity reaction in WT, but not PAF-R
KO. Altogether, these results show that PAF-R has a relevant role in the clearance of altered
cells and regulation of inflammation by favoring macrophages polarization towards
regulatory phenotype. Engagement of PAF-R is also involved in the immunosuppression
caused by photodynamic therapy.



Keywords: Macrophage. Phagocytosis of apoptotic cells. Macrophage phenotypes. PAF
receptor. Scavenger receptor CD36. Photodynamic therapy.
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1.1 O receptor do PAF e seus ligantes

O receptor do fator ativador de plaquetas (PAF-R) pertence a classe dos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), contém sete alcas transmembranicas e esta
presente na membrana plasmatica de leucédcitos, células endoteliais, plaguetas e outras
células. A sinalizacdo do PAF-R se da pelas subunidades de proteina Gag ou Gai/o e sua
ativacdo resulta no aumento dos niveis de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3), Ca?* intracelular e
também na diminuicdo dos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP). Foi mostrado
gue a adicdo de toxina pertussis (PTX) — inibidora da Gai — inibiu totalmente a queda dos
niveis de cAMP e parcialmente os niveis de IP3 apds estimulo do PAF-R. Este residual de IP3
foi anulado com a inibicdo de subunidade ndo-sensivel a PTX o que, para alguns, sugere que
Goqg seria capaz de reconstituir o eixo PAF-R-IP3. Isso mostra que as vias de sinalizacdo
acionadas pelo PAF-R podem ser distintas de acordo com a subunidade de proteina G

envolvida (1, 2).

O PAF-R também foi detectado no envelope nuclear de diversos tipos
celulares (3). Ensaios envolvendo nucleos isolados mostraram que o estimulo do PAF-R
nuclear pode induzir alteracdes nos niveis de Ca** que ativam a via da ERK1/2 (do inglés
Extracellular signal-Regulated Kinases) e permitem a ligacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) ao
DNA para transcricdo de genes. Este fendmeno foi inibido pelo uso de PTX, sugerindo que os
receptores nucleares estariam acoplados a subunidades da proteina Gi/o (1). Marrache e
colegas mostraram que o estimulo do PAF-R nuclear de células endoteliais leva a expressao
de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-2) e especulam que a acdo do
fator ativador de plaquetas (PAF) em receptores da membrana plasmatica resultaria em
respostas “pro-inflamatdérias” imediatas e sintese de PAF no citoplasma que, por sua vez,
atuaria em receptores nucleares (4). Estas etapas de a¢cdo do PAF em distintos receptores
localizados em diferentes compartimentos celulares poderiam ampliar as vias de

regulacdo/mediacdo da resposta celular a este mediador.

O ligante enddgeno do PAF-R primeiramente descoberto foi o PAF (do inglés
Platelet-Activating Factor). O PAF possui este nome por ter sido primeiramente descrito
como indutor da ativagao de plaquetas por Henson, Benveniste e Cochrane no inicio da

década de 70. As evidéncias partiram do fato de que leucdcitos de coelhos sensibilizados
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guando ativados com o antigeno produziam um mediador solivel — mais tarde batizado de
PAF — que induzia a agregacdo de plaquetas e liberacdao de aminas vasoativas (5, 6). Mais
tarde, varias outras funcdes do PAF foram descritas, entre elas a ativacdo e quimiotaxia de
granuldcitos, aumento da permeabilidade vascular, contracdo de musculo liso,

broncoespasmo e hipotensao (7).

Assim como a maioria dos mediadores lipidicos, o PAF ndo existe pré-
formado, mas pode ser produzido rapidamente apds estimulos celulares especificos. Em
células inflamatdrias, a acdo da fosfolipase A, citoplasmatica (cPLA;) gera o acido
araquidonico, que é o precursor dos eicosanoides (prostanoides, leucotrienos, lipoxinas,
etc.), e a alquil (ou acil) 2-liso-glicerofosfocolina que, sob a acdo da PAF-acetiltransferase,
origina o PAF. J4 a degradacdo do PAF é feita por dois grupos distintos de PAF acetil-
hidrolases (PAF-AH) que sdo detectaveis pouco tempo apds a sintese do mediador,
conferindo uma fina regulacdo da a¢do do mesmo. Um grupo de PAF-AH tem o PAF
especificamente como substrato e ¢é encontrado somente em compartimentos
intracelulares. O outro grupo é produzido por mondcitos e células de Kupfer, detectado na
circulacdo associado a lipoproteinas e capaz de hidrolisar outros lipideos similares ao PAF. O

PAF é ativo em leucdcitos em concentragcGes da ordem de picomolar (7).

Além do PAF em si, o PAF-R pode ser ativado por moléculas PAF-simile
geradas pela oxidacdo de lipideos. Isso acontece pela acdo de agentes oxidantes, como
radicais livres, espécies reativas de oxigénio, etc., que reagem com as ligacbes duplas das
moléculas lipidicas insaturadas gerando nelas por¢ées similares as do PAF que se ligam ao
PAF-R. Diferente da biossintese do PAF por enzimas, a oxidacdo de lipideos por agentes
oxidantes ndo é um processo controlado e os produtos gerados sdo diversos, incluindo
isdbmeros de posicdo, sendo que cada um pode possuir afinidade distinta pelo PAF-R (8, 9).
Além disso, estas moléculas sdo passiveis de degradacdo somente por um grupo de acetil-
hidrolases, enquanto que o PAF é degradado pelos dois grupos descritos (10). Por possuir
diversos ligantes que podem ser gerados descontroladamente, o PAF-R pode ser
considerado um componente da fisiopatologia de disfungdes causadas por agentes

estressores pré-oxidativos (discutido mais adiante).
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1.2 O macrofago no reconhecimento do self alterado

Os receptores para reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs) foram
primeiramente descritos para explicar como um numero limitado de receptores de fagocitos
poderia se ligar a um nimero bem maior de ligantes de bactérias. Dai, criou-se o conceito de
que estes receptores se ligam em porg¢Bes/motivos padrdes estruturalmente comuns
encontrados em bactérias, entdo chamados de PAMPs (do inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns), o que explica como um numero limitado de receptores é capaz de

reconhecer diversos microrganismos para ativacao da imunidade inata (11).

Além dos PAMPs, os PRRs de fagdcitos reconhecem também padrdes
moleculares presentes em células prdprias alteradas por estresse oxidativo ou em processo
de apoptose que expressam padrdes moleculares associados ao dano (12, 13). Assim,
analogamente aos PAMPs, foi criado o conceito dos DAMPs (do inglés Damage-Associated
Molecular Patterns). Foi proposto recentemente (11) que os DAMPs tém epitopos em
comum com os PAMPs e que, portanto, a distingdo entre eles pode ser apenas de natureza

semantica.

Receptores envolvidos no reconhecimento de células/moléculas préprias
alteradas foram descritos originalmente como receptores scavenger. Dentre os receptores
scavenger, um dos mais estudados é o CD36, ao qual foi atribuida a capacidade de
reconhecer lipoproteinas de baixa densidade (LDL) oxidadas (oxLDL) e outras lipoproteinas
oxidadas, além de células mortas (14). Estudos realizados por nosso grupo mostraram que a
endocitose de oxLDL por macréfagos era dependente da ativagdo nao sé de CD36, mas
também do PAF-R. Além disso, mostramos que o estimulo de macréfagos com oxLDL induziu
a expressao de interleucina (IL)-10 e TGF-B (do inglés transforming growth fator-/) e inibiu
citocinas pro-inflamatdrias induzidas por lipopolissacarideo (LPS), como IL-12p40, e que a
producdo destas citocinas foi dependente da ativacdo de ambos CD36 e PAF-R (15, 16). Estes
resultados mostram que a associacdo de um receptor scavenger com o PAF-R induz um perfil
anti-inflamatdrio. Ja havia sido descrito que PRRs do tipo toll, manose e dectina se associam
com receptores para leucotrienos, e que esta associacdo leva o macrofago para um perfil

pro-inflamatério e ativa a capacidade microbicida destas células (17, 18). Portanto, PRRs
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podem associar-se com GPCRs para mediadores lipidicos, promovendo respostas distintas

dos macrofagos.

O CD36 também reconhece células apoptdticas por ligar em porcdes de
fosfatidilserina oxidada (DAMP) na superficie destas células (19-21). Existem evidencias que
sugerem que o PAF-R também é capaz de reconhecer estas células (22) e que a fagocitose de
células apoptoticas induz um perfil anti-inflamatério (23-26). Porém, ainda ndo se sabe se o
PAF-R e o CD36 atuam conjuntamente para a ingestao das CA e ativacdo dos macréfagos

assim como descrito para oxLDL.

1.3 O espectro de ativa¢do (ou polarizagdao) de macrofagos

Os macréfagos sdo considerados células-chave do sistema imune na
resisténcia a infeccbes por sua capacidade de reconhecer patégenos, fagocita-los e elimina-
los, bem como apresentar antigenos para acionamento da imunidade adquirida e
consequente amplificacdo da resposta contra a infeccdo. Além disso, estas células também
atuam na imunidade contra tumores e, de modo tao ou mais importante, participam da
homeostasia ao atuarem no clearance de células apoptéticas ou senescentes e no

remodelamento tecidual e cicatrizacdo (27, 28).

Para atuar nestas diferentes funcdes, os macréfagos, ao serem ativados,
podem se diferenciar em subpopulacdes heterogéneas, dependendo dos estimulos
provenientes do microambiente em que estdo inseridos (29, 30). Com isso, diversos
estudiosos criaram sistemas de classificacdo dos macréfagos com base nas caracteristicas
que estas células adquirem em diferentes contextos. Primeiro, criou-se um conceito de
classificacdo bipolarizado de macréfagos, com a ativacao cldssica e a ativacdo alternativa.
Esta classificacdo foi inspirada por outra classificagdo criada por Mosmann, Coffman e
colegas que, na época, propuseram a existéncia de dois subtipos de células T auxiliadoras —
TH1 e TH2 — envolvidas em diferentes padrdes de resposta imune (31, 32). De modo geral,
as células TH1 — relacionadas com a ativacao classica dos macréfagos — estdo envolvidas na
resposta imune celular contra patégenos intracelulares e orquestram esta resposta com a

producdo da citocina interferon-y (IFN-y). J& as células TH2 — relacionadas a ativagcdo
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alternativa dos macréfagos — sao produtoras de IL-4 e estdo envolvidas em infec¢des por

parasitas extracelulares e na imunidade humoral (33).

Porém, macrofagos produtores de citocinas relacionadas com a regulacdo da
resposta imune, como IL-10 e TGF-f3, ndo se encaixavam no contexto de classificagao de
células da ativacdo cldssica ou alternativa. Mantovani e colegas integraram as similaridades e
diferencas fenotipicas dos macréfagos agrupando-os ainda em dois estados funcionalmente
polarizados (M1 e M2), porém, admitindo-se subdivisGes dentro do grupo M2 (34). Nesta
classificagao, os macréfagos M1, gerados por IFN-y e LPS ou fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) sdo caracterizados pelo alto potencial microbicida e por produzirem niveis elevados
de IL-18, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-o. e proteina quimiotdtica de monédcitos-1 (MCP-1). In vivo,
estes macréfagos estao relacionados com a imunidade contra infecgdes, principalmente por
parasitas intracelulares. As caracteristicas fenotipicas dessas células contribuem para o
controle da fase aguda de infeccbes, com estabelecimento da inflamacdo,
recrutamento/ativacdo de neutrdfilos e macréfagos, maturacdo de células dendriticas e
apresentacdo de antigenos para linfécitos T e consequente eliminagcdo dos patogenos (35,
36). Porém, em algumas situac¢des de infeccdo, a polarizacdo prolongada de macréfagos para
M1 pode ser danosa para o hospedeiro e resultar em lesdo tecidual, tornando, em alguns
casos, a inflamagao como a causa de doengas. Além disso, polarizagdo prolongada de
macrofagos em M1 foi correlacionada com maior gravidade da inflamagdo sistémica na

sepse por bactérias gram negativas (37, 38).

Do outro lado estdo as células M2 que, nesta classificacdo, foram subdivididas
em trés grupos: M2a, M2b e M2c. As células M2a sao similares as da ativacdo alternativa e
geradas pelas citocinas IL-4 ou IL-13 caracteristicas da resposta tipo TH2. Estas células
possuem expressao aumentada de receptor de manose, arginase-1 e alguns receptores
scavenger. Apesar de pertencerem ao contexto de resposta TH2, o papel destas células na
imunidade contra helmintos e na hipersensibilidade tipo | ainda é controverso. Porém
acredita-se que as mesmas tenham papel importante na cicatrizacdo tecidual por

produzirem precursores de matriz extracelular, como colageno e poliaminas (39, 40).

Os macrofagos M2c sdo gerados por citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10,

e também por hormonios como glicocorticoides. Por produzirem mais IL-10 e TGF-3, estao
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relacionadas com imunorregulacdo e remodelamento tecidual. Em paralelo as células M2a,
linfocitos da resposta imune tipo TH2 podem gerar células M2c pela producdo de IL-10 e

estas atuarem como potentes supressoras da inflamacdo induzida pela resposta TH1 (41).

Os M2b foram descritos inicialmente pelo grupo de David Mosser que
mostrou que macrofagos estimulados com hemdcias de carneiro (SRBC) opsonizadas com
imunoglobulina G (IgG-SRBC) e LPS apresentavam a expressao de IL-12 bastante reduzida e a
express3o de IL-10 consideravelmente alta (fenétipo IL-10"8"/IL-12'°%) (42-44). Mais tarde, o
mesmo grupo fez um estudo de caracterizacdo bioquimica e funcional de trés diferentes
populacées de macréfagos ativados (45). Neste estudo, os macrdéfagos classicamente
ativados foram gerados por estimulos com IFN-y/LPS, similar as células M1. Os macréfagos
alternativamente ativados foram gerados pelo estimulo com IL-4, similar as células M2a. Por
fim, os macrdéfagos ativados do tipo Il foram primados com IFN-y e depois estimulados com
imunocomplexos e LPS. De modo geral, baseando-se na detec¢do de alguns marcadores
gerados in vitro e avaliando a atividade dos macrofagos in vivo, os autores defendem que
macréfagos alternativamente ativados diferem bastante dos macréfagos ativados tipo I,
apesar de estarem agrupados dentro da classificacdo M2 por Mantovani e colegas (34). Além
disso, devido ao fato de células M2b e M2c apresentarem fendtipos semelhantes (IL-
10high/IL-12'°W), apesar de estimulos distintos, o0 mesmo autor prop0s em uma revisdo
simplificar a classificagdo de ativagdo de macrdéfagos em apenas trés tipos: classicamente
ativados, alternativamente ativados e reguladores, analogos, respectivamente, as células

M1, M2a e M2b + M2c (46), conforme esquematizado na ilustracdo a seguir.
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ativagao classica

IL-6, TNF-a, MCP-1, iNOS
(resposta TH1)

4 receptor de manose,
arginase-1
(cicatrizacdo)

TIL-10
+IL-12
(supressdo

ativagdo alternativa regulador

llustracdo simplificada baseada em revisdo de Fleming e Mosser (46) mostrando os trés
principais subtipos de macréfagos e alguns dos seus marcadores que foram utilizados nesta

tese para demonstracdo da modulac¢do da polarizacao destas células in vitro.

1.4 O PAF-R na ativacdo de macréfagos

Dentre suas diversas fungdes, o papel do PAF na resisténcia a infecgbes de
diversas etiologias foi bastante estudado. Pesquisas conduzidas em nosso laboratério
mostraram que a adicdo de PAF a macrofagos peritoneais murinos infectados in vitro com
Leishmania amazonensis inibiu a infeccdo, e que o bloqueio do PAF-R com antagonista
aumentou o numero de parasitas. In vivo, o PAF endogenamente produzido durante a
infeccdo teve efeito semelhante, visto que o tratamento com antagonista de PAF-R
aumentou significativamente o numero de parasitas no baco, linfonodo e também nas
lesdes (47). De modo similar, Aliberti e colegas descreveram que macréfagos infectados com
Trypanosoma cruzi produziam o PAF que aumentava a atividade microbicida destas células
via producdo de dxido nitrico (NO), visto que o tratamento destas células com antagonista
de PAF-R inibia esta funcdo dos macréfagos. Novamente, o bloqueio do PAF-R em

camundongos aumentou a parasitemia e mortalidade dos animais infectados com T. cruzi
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(48). Isto foi confirmado em estudos de Talvani e colegas que mostraram que animais
deficientes do PAF-R (PAF-R KO) infectados por T. cruzi morriam mais cedo e tinham
quantidade maior de parasitas no baco, linfonodo, musculo cardiaco e no sangue (49). Outro
estudo envolvendo animais tratados com antagonista de PAF-R ou deficientes do receptor
mostrou que estes animais morriam precocemente quando infectados com Klebsiella
pneumoniae (50). Estes estudos mostram que o PAF potencializa a atividade microbicida de
fagocitos, o que é uma caracteristica dos macréfagos classicamente ativados. Além disso,
infeccGes por Leishmania e T. cruzi sdo conhecidas por induzirem resposta do tipo TH1
dependentes da expressao de IFN-y (51, 52). Isto sugere que, em condigdes de infeccdo com
resposta do tipo TH1, o PAF esteja envolvido com a polarizacdo de macroéfagos contribuindo
para o estabelecimento de fendtipo de células classicamente ativadas, porém faltam estudos

para demonstrar esta hipotese.

O fendtipo regulador de macréfagos nao é induzido somente por estimulo via
receptor para porgdo Fc de 1gG (FcyR). Alguns autores descrevem em revisdes que
macréfagos associados a tumor (TAM) possuem caracteristicas IL-10"8"/IL-12"", e que esta
polarizacdo seria promovida por citocinas produzidas por linfocitos T ou pelas proprias
células tumorais. Os TAM, além de possuirem baixa citotoxicidade contra células tumorais,
contribuem para o crescimento e metdstase de tumores por produzir fatores proé-
angiogénicos e fatores de crescimento (fator de crescimento epidermal, fatores de
crescimento de fibroblastos, TGF-f3, fator de crescimento endotelial vascular, quimiocinas,
etc.), além de citocinas imunossupressoras (IL-10, etc.) que inibem a diferenciacdo/

maturacdo de células dendriticas e a inflamag¢do no microambiente tumoral (53-56).

Neste sentido, existem evidéncias de que o PAF possa modular os macréfagos
para um fenétipo regulador. Em estudo realizado em nosso laboratério, Fecchio e colegas
mostraram que durante o crescimento do tumor ascitico de Erlich (TAE), os macroéfagos
peritoneais perdiam as caracteristicas de células ativadas (capacidade de espraiar sobre
vidro e de produzir perdxido de hidrogénio), e que o tratamento dos animais com
antagonistas de PAF-R reverteu esta supressao e, mais ainda, reduziu o crescimento do
tumor (57, 58). Mais recentemente, outros trabalhos mostraram que o antagonista do PAF-R
inibiu o crescimento do melanoma murino B16F10 e que sua associacdao com quimioterapico

diminuiu significativamente a mortalidade dos portadores deste tumor. Interessantemente,
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foi achado que o antagonista de PAF-R reduziu significativamente o numero de células
expressando galectina-3, considerada um marcador de células reguladoras dentro da massa
tumoral (59-61). Em conjunto, estes estudos sugerem que a ativacdo do PAF-R contribui para
0 aumento do tumor por modular a resposta imune contra tumores e sugerem que esta
modulagao acontega em macréfagos ao induzir a ativagdao destas células para fendtipo
similar ao regulador ou dos chamados TAM. Porém, ainda ndo foi mostrado se o PAF-R
participa diretamente no estabelecimento do fendtipo regulador de macréfagos ativados
por 1gG-SRBC/LPS ou por qualquer outro estimulo capaz de induzir o fendtipo IL-10"&" /|-
12p40°".

1.5 Ativacao do PAF-R em terapias para cancer

Conforme descrito anteriormente, agentes estressores pré-oxidativos podem
promover a oxidacdo de lipideos de modo aleatdrio e ndo enzimatico. Muitos destes lipideos
oxidados podem atuar como moléculas PAF-simile pela capacidade de ativar o PAF-R (8, 9).
J4 foram descritos diversos agentes estressores pro-oxidativos, inclusive estressores
ambientais, capazes de gerar moléculas PAF-simile, dentre eles combustivel de avido (62),
luz ultravioleta B (UVB) (63-65) e fumaca de cigarro (66). Em um dos estudos, foi mostrado
que camundongos expostos a fumaca de cigarro apresentaram ligantes do PAF-R no sangue
e que isto induziu resposta diminuida de reacGes de hipersensibilidade de contato ao DNFB
somente em animais selvagens (WT), mas ndo em PAF-R KO (66). Outro estudo do mesmo
grupo mostrou que a exposicao de camundongos a luz UVB, conhecida por induzir oxidagdo
lipidica com formacdo de ligantes do PAF-R, aumentou o crescimento de melanoma B16F10
em camundongos e que este aumento aconteceu somente em animais WT, mas ndo em
PAF-R KO (65). Estes trabalhos mostram que a geracdo de ligantes do PAF-R, e consequente
ativacdo deste, culmina em imunossupressdo sistémica, nestes casos demonstrada em
reacao de hipersensibilidade de contato e em crescimento tumoral. Porém, os mecanismos
envolvidos nesta imunossupressao sistémica ainda ndao foram totalmente esclarecidos. Um
melhor conhecimento destes mecanismos poderia contribuir, por exemplo, para amenizagao
de quadros de imunossupressdo decorrentes de tratamentos que induzem morte celular e

estresse oxidativo, como tratamentos anticancer.
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1.6 Justificativa

A funcdo primordial dos macréfagos tem a ver com a remogdo de células
alteradas/senescentes (eferocitose), moléculas oxidadas e tecidos que se tornam obsoletos
durante a embriogenese ou metamorfose. Ja havia sido relatado por Metchnikoff no século
19 que este processo é “silencioso”, ou seja, os macréfagos ndo adquirem propriedades pro-
inflamatdrias (67). Existem evidéncias de que o PAF-R estd envolvido na remoc¢do de
moléculas oxidadas quando adquire um fendtipo regulador, como discutido na introducao.
Porém, ndo se sabe se o PAF-R estd envolvido na eferocitose e que fendtipo ele adquire

nesta situagao.

Os macréfagos tem papel fundamental na fase efetora da resposta imune
quando sofrem influéncia de citocinas de linfécitos ou fagocitam complexos imunes via
receptor para por¢ao Fc de anticorpos. Nestas situacdes, podem adquirir fenétipos classica
ou alternativamente ativados ou regulador conforme discutido acima. Nao se sabe se o PAF-

R contribui para o estabelecimento destes fenétipos.

Além disso, o PAF-R esta relacionado a inducdo de imunossupressao sistémica
provocada por estresse oxidativo (68). Terapias anticancer, por exemplo, induzem morte das
células pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, e é sabido que as mesmas causam
imunossupressdo sistémica como efeito colateral (69, 70). E provavel que algumas destas
terapias induzam a geracdo de ligantes do PAF-R, o que enquadraria este receptor como
componente deste efeito colateral e também candidato a alvo terapéutico para otimizacgdo

de protocolo de terapias anticancer.



2 OBJETIVOS




30

Foram objetivos desta tese estudar a participagao do PAF-R:
a) na eferocitose e fendtipo dos macréfagos, além de estudar os mecanismos

moleculares envolvidos na associa¢do do receptor CD36 com o PAF-R;

b) no estabelecimento dos fendtipos classicamente ativado, alternativamente

ativado e regulador;

¢) na imunossupressdo sistémica causada por terapia fotodinamica, além de

estudar a producao de ligantes do PAF-R por queratindcitos submetidos a esta terapia.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Material

Soro fetal bovino (SFB), meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), L-glutamina e HEPES foram obtidos da Gibco (Long Island, EUA); lipopolissacarideo
(LPS), penicilina, estreptomicina, nimesulida, dexametasona, a-ciclodextrina (aCD), metil-[-
ciclodextrina (BCD), coquetel inibidor de proteases, IgG anti-IgG de camundongo e coelho
conjugada com peroxidase, acido 5-aminolevulinico (5-ALA), Hank’s balanced salt solution
(HBSS), albumina sérica bovina (BSA), Pefabloc® SC, vitamina C, N-acetilcisteina, FURA-2-AM,
1-0-Palmitoil-2-(N-metilcarbamil)-sn-glicero-3-fosfocolina  (CPAF),  N-Formil-Met-Leu-Phe
(fMLP), forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (DNFB) e
histamina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA); kit ECL reagent e membranas
PVDF para western blotting da GE Healthcare (Uppsala, Suécia); kit BCA da Thermo-Scientific
(Rockford, EUA); WEB2170 (antagonista do PAF-R) gentilmente cedido por Boehringer-
Ingelheim (Pharma KG, Alemanha); Interferon-y e interleucina-4 da Peprotech (Rocky Hill,
EUA); WEB2086 (antagonista do PAF-R) da Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido); CV3988
(antagonista do PAF-R) da Enzo Lifesciences (Farmingdale, EUA); IgG anti-Arginase-1, anti-
iNOS e anti-PAF-R da Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA); IgA monoclonal anti-CD36 (clone
CRF D-2712) da BD Biosciences (Franklin Lakes, EUA); Etanol, metanol e diclorometano da

Synth (Diadema, Brasil) ou da Merck (Whitehouse Station, EUA).

3.2 Animais utilizados

Os protocolos de estudos envolvendo animais de experimentacdo foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais do ICB/USP ou pela Institutional
Animal Care and Use Committee da Indiana University School of Medicine. Os camundongos
da linhagem C57BL/6 WT foram obtidos do biotério de camundongos isogénicos do ICB/USP
e também da Charles Rivers Laboratories (Wilmington, EUA). Os camundongos da linhagem
C57BL/6 deficientes do PAF-R (PAF-R KO) foram gerados conforme descrito (71) e
gentilmente cedidos pelo Prof. Takao Shimizu (Department of Biochemistry, University of
Tokyo, Tokyo, Japan). Exceto para obtencdo de timos, os animais utilizados tinham cerca oito
semanas de vida e foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12 h a 23 °C com acesso a

comida e agua ad libitum.
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3.3 Obtengao dos macrofagos derivados de medula 6ssea

Apds remocao das epifises do fémur, células da medula dssea foram obtidas
por jato do canal medular utilizando seringa e agulha 26-G x 1/2” em ambiente estéril. Para
obtencdo de macréfagos derivados de medula déssea (BMDM), células da medula dssea
forma incubadas com meio condicionado (DMEM suplementado com 15% de SFB e 20% de
sobrenadante de sete dias de cultura de células L929) a 37 °C/5% CO,. Apods trés dias,
adicionou-se o mesmo volume de meio condicionado fresco as células e incubou-se por mais
trés dias. No sexto dia, o sobrenadante foi descartado e as células ndo aderentes removidas
por trés lavagens com PBS pré-aquecido. Das células aderentes, 96% foram detectadas como
duplo-positivas para F4/80 e CD11lb. Os macréfagos foram contados, replaqueados e
cultivados em DMEM contendo SFB (5%) overnight (37 °C/5% CO;) antes dos estimulos

experimentais (adaptado de (72, 73)).

3.4 Tratamento de macrofagos com antagonistas, inibidores e anticorpo bloqueador

Antagonistas do PAF-R foram adicionados aos macrdofagos 30 min antes dos
estimulos nas seguintes concentragdes: WEB2170 a 50 uM, WEB2086 a 50 uM, CV3988 a 10
uM. O receptor scavenger CD36 foi bloqueado com anticorpo IgA especifico adicionado aos
macrofagos a 1 pug/mL por 30 min antes da adicdo de CA. A nimesulida, droga inibidora
seletiva da COX-2, foi adicionada 30 min antes das CA a 10 uM. Metil-B-ciclodextrina (3CD,
depleta colesterol de membrana e rompe LR a 1 mM) e a-ciclodextrina (aCD, andlogo
quimico do BCD sem efeito sobre o colesterol a 1 mM) foram adicionados aos macréfagos
por 10 min antes da adicdo de CA. As doses utilizadas aqui foram baseadas em estudos
previamente realizados por nosso grupo ou por outros (16, 22, 74, 75). Os grupos descritos
como veiculo foram tratados com etanol nas mesmas concentragdes utilizadas para adi¢do

das drogas.

3.5 Fagocitose de células apoptéticas
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Timos de camundongos C57BL/6 jovens (entre quatro e seis semanas de vida)
foram removidos em ambiente estéril, macerados e passados em peneiras para obtencdo de
suspensdo de células soltas. Suspenso contendo cerca de 10° timécitos/mL em DMEM/SFB
10% foi incubada com dexametasona a 1 uM por 6 h a 37 °C/5% CO,. Este protocolo permite
a obtencdo de 50 a 60% de células positivas para anexina V (76). Apds trés lavagens das
células ndo aderentes por centrifugacdo para remocdo da dexametasona, as mesmas foram
contadas e adicionadas aos BMDM (estes em placas de 96 pocos) na proporcao de 10 por
macrofago e incubados por 24 h. Em alguns experimentos, LPS foi adicionado para
concentrac¢do final de 10 ng/mL por mais 24 h. Para determinac¢do do indice fagocitico,
BMDM plagueados em laminulas de vidro dentro de placas de 24 pocos foram pré-tratados
com antagonistas de PAF-R e anticorpo bloqueador de CD36 e incubados com os timdcitos
apoptoticos na proporcdo de 10 para 1 por 90 min. Apds lavagem para remocdo de células
ndo fagocitadas, as laminulas foram coradas com hematoxilina e eosina. O indice fagocitico
corresponde ao produto da porcentagem de macréfagos que fagocitaram ao menos uma CA
pelo numero de CA fagocitadas e foi determinado por contagem cega por mais de uma

pessoa.

3.6 Imunoprecipitacao

BMDM foram tratados com PAF (100 nM) ou timdcitos apoptdticos (10 por
macréfago) por 20 min. Apds lavagem para remocdo de células soltas, as aderentes foram
lisadas sem agitacdo em gelo por 30 min com tampao HEPES contendo 1 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 1% triton X-100, coquetel inibidor de proteases e inibidores de fosfatases NaF e
NasVO,; (Calbiochem-Merck Chemicals, Nottingham, UK). Os lisados foram incubados
overnight com anticorpo primdrio anti-PAF-R feito em coelho (Cayman Chemical, Ann Arbor,
EUA) ou IgA monoclonal anti-CD36 (BD Biosciences, Franklin Lakes, EUA) a 4 °C com leve
agitacdo. Proteina A-Sefarose e proteina G-Sefarose (ambas da GE Healthcare, Uppsala,
Suécia) foram adicionadas as amostras contendo anti-PAF-R ou anti-CD36, respectivamente,
e incubadas por 3 h a 4° C com leve agitacdo. Imunecomplexos ligados a beads foram
lavados trés vezes com tampao HEPES contendo inibidores de proteases sem triton X-100,

fervidos em tamp3do de amostra contendo SDS por 5 min e submetidos a imunoblotting.
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3.7 Imunoblotting

A concentragao de proteinas foi determinada utilizando kit BCA. Quantidades
iguais de proteina (30 pug) foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida (10%)
contendo SDS e transferidas a membrana de PVDF. Apds bloqueio dos sitios inespecificos
das membranas com leite em pd desnatado a 5% (Molico-Nestle, Sdo Paulo, Brasil),
anticorpos anti-Arginase-1, anti-iNOS, anti-CD36 e anti-flotilina-1 feitos em camundongos e
anti-PAF-R feito em coelho foram incubados a 4° C. Apds 18 h, foram feitas lavagens e
incubacdo de anticorpo anti-lgG de camundongo (1:1000) ou de coelho (1:2000) conjugados
com peroxidase (Cell Signaling Technology, Beverly, EUA) ou anti-IgA conjugado com biotina
(1:500) (BD Biosciences, Franklin Lakes, EUA) com estreptavidina-peroxidase (1:200) (Life
Technologies, Carlsbad, EUA). A deteccdo foi feita utilizando agente quimioluminescente ECL
(Thermo Scientific, Rockford, EUA). Os autoradiogramas foram analisados com o software

AlphaEaseFC® v3.2 beta (Alpha Innotech, San Leandro, EUA).

3.8 Microscopia confocal

A colocalizagdo do PAF-R com o CD36 induzida por CA foi analisada por
microscopia confocal. Os macréfagos foram plaqueados em I[aminas de vidro
compartimentalizadas com pocos (Nunc, Rochester, EUA) e estimulados ou ndo com PAF ou
CA por 20 min. Para a visualizacdo da colocalizacdo, os macréfagos foram fixados com
paraformaldeido a 3% por 30 min e bloqueados com 5% SFB em PBS por 1 h para posterior
incubacdo com anticorpos especificos anti-PAF-R (1:100) e IgA anti-CD36 (1:100) ou com
controle de isotipo em 1% BSA por 1 h a temperatura ambiente. Anti-IgG de coelho (1:100)
conjugado com Alexa Fluor 647 (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e anti-IgA de camundongo
conjugado com biotina (1:200) mais estreptavidina conjugada com ficoeritrina (1:200) (BD
Biosciences, Franklin Lakes, EUA) foram utilizados como anticorpos secundarios. Células
incubadas somente com os anticorpos secundarios foram utilizadas para controle do
background de cada fluoréforo. As laminas foram montadas com reagente Prolong Gold
contendo DAPI (Life Technologies, Carlsbad, EUA). As amostras foram observadas em
microscopio confocal Zeiss LSM 510 em objetiva de 100x. As imagens confocais foram

obtidas com configuracdo idéntica para permitir comparacdao de marcagbes. Secdes
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confocais uUnicas das células foram capturadas em multitrack. Cada imagem de um dado
tratamento é representativa de ao menos vinte células analisadas em trés experimentos
independentes. A colocalizagdao foi quantificada pela analise de ao menos dez imagens
determinando-se o coeficiente de Pearson utilizando o plugin JACoP (Just Another
Colocalisation Plugin) no software Imagel® 1.46r (NIH, Maryland, EUA), disponivel pelo
website http://imagej.nih.gov/ij/ (77). Basicamente, uma equacdo linear é calculada para
descrever a relacdo entre as intensidades de duas imagens (cores separadas). A inclinacdo
desta aproximacao linear fornece o grau de associacao de dois fluorocromos, e o coeficiente

de Pearson avalia o qudo boa é esta aproximacao (78).

3.9 Polarizagdo de macrofagos para ativagao cldssica e alternativa

BMDM foram plaqueados em placas de seis pocos, incubados overnight em
DMEM + SFB 5% e tratados com WEB2170 a 50 uM por 30 minutos antes da adi¢ao de INF-y
a 5 ng/mL e LPS a 50 ng/mL para ativagdo cldssica ou adi¢do de IL-4 a 20 ng/mL para ativagdo
alternativa e incubados a 37 °C/5% CO, por 18 h (RT-PCR em tempo real) ou 24 h (ELISA e
imunoblotting). Os sobrenadantes foram coletados e analisados por ELISA. As células foram
lisadas com tampao de lise (1% Nonidet P40, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, SDS 0,1%, pH 8,0)

suplementado com coquetel inibidor de protease e inibidores de fosfatase.

3.10 Fagocitose de hemacias opsonizadas

O ensaio de fagocitose via FcgR foi realizado conforme descrito anteriormente
(79). Resumidamente, hemacias de carneiro (SRBC; bioBoaVista, Valinhos, Brasil) foram
lavadas 3 vezes por centrifugacdo e, em suspens3o contendo 10° SRBC, foi adicionada IgG de
coelho anti-SRBC (Cappel Organon Teknika, Durham, NC - EUA) em concentragdo
subaglutinante. Apds incubacdo por 30 min a 37 °C, as hemacias opsonizadas com IgG (IgG-
SRBC) foram novamente lavadas para remocdo de excesso de IgG, adicionadas aos
macréfagos na proporgdo de 10:1 e incubadas a 37 °C por 18 h. Em alguns experimentos, LPS

foi adicionado para concentracdo final de 10 ng/mL por mais 24 h.
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3.11 Expressao de RNA

Apds o estimulo para ativagdo alternativa com IL-4 por 18 h, o RNA dos
BMDM foi isolado utilizando-se TRIzol® reagent (Life Technologies, Carlsbad, EUA) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Para reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o cDNA
foi sintetizado utilizando-se RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis® Kit (Fermentas Life
Sciences, Ontario, Canadd) de acordo com as instrucdes do fabricante. PCR-master mix
Power SYBR Green® (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) contendo os primers

especificos (abaixo) foi adicionado as amostras.

Receptor de manose Forward: GATATGAAGCCATGTACTCCTTACTGG
Receptor de manose Reverse: GGCAGAGGTGCAGTCTGCAT
Arginase-1 Forward: TTCTCAAAAGGACAGCCTCG

Arginase-1 Reverse: AGCTCTTCATTGGCTTTCCC

HPRT Forward: CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC

HPRT Reverse: GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

PCR em tempo real foi realizada utilizando o sistema Stratagene Mx3005PTM gPCR Systems®
(Santa Clara, EUA). Expressao relativa dos genes foi calculada pelo método 224% descrito

anteriormente (80) utilizando HPRT como housekeeping.

3.12 Determinacgao de citocinas por imunoensaio enzimatico

Apds o estimulo com citocinas ou IgG-SRBC ou CA, os sobrenadantes das
culturas foram centrifugados para remocao de células ndo aderentes ou ndo fagocitadas. A
deteccdo de MCP-1, TNF-a, IL-10 e I1L-12p40 foi feita por imunoensaio enzimatico (ELISA) de

acordo com as instrucdes do fabricante (BD OptEIA®, BD Biosciences, Franklin Lakes, EUA).

3.13 Terapia fotodinamica in vitro
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Células da linhagem de queratindcitos humanos HaCaT foram originalmente
obtidas da Dra. Petra Boukamp (Heidelberg, Alemanha) e mantidas em DMEM contendo SFB
10%. As células foram cultivadas até confluéncia de aproximadamente 90-100% em placas
de 10 cm de diametro e incubadas (37 °C/5% CO,) com acido 5-aminolevulinico (5-ALA) a 1
mM diluido em meio de cultura (10 mL por placa) por 4 h no escuro. As células foram entdo
lavadas trés vezes com HBSS e incubadas com 2 mL de HBSS pré-aquecido contendo BSA
livre de acidos graxos (10 mg/mL) e inibidor de serino-hidrolase Pefabloc® SC (1 uM). Em
alguns experimentos, vitamina C (2,5 mM) ou N-acetilcisteina (5 mM) foi adicionada por 60
min. Em seguida, as células na placa foram expostas a fonte de luz azul de 415 nm (Acne 415
Blue Light Therapy 38 LED Bulb, Honkon Technologies Co., Ltd., China) em doses de 10 ou 20
J/ecm? (taxa de irradiacdo de 12 mW/cm?), e incubadas por 0, 30 ou 60 min (37 °C/5% CO,).
Lipideos totais das células foram obtidos por extracdo utilizando diclorometano de acordo

com o método descrito por Bligh e Dyer (81).

3.14 Bioensaio com células KBP/KBM/KBF (mobilizagio de Ca** e produgdo de IL-8) para

detecgdo de atividade agonista sobre o PAF-R

Células KBP (que expressam PAF-R) e KBM (deficientes de PAF-R) transduzidas
com vetor retroviral MSCV2.1, e células KB transduzidas com receptor para formil-peptideo-

1 (KBF) foram desenvolvidas conforme descrito anteriormente (82). Para_mobilizacdo de

célcio: células KBP e KBF foram pré-incubadas com indicador fluorescente sensivel ao Ca**,
Fura-2-AM (4 uM em HBSS), a 37 °C/5% CO, por 90 min, lavadas e ressuspensas em HBSS a
temperatura ambiente. Extratos lipidicos de células HaCaT expostas ou ndo a PDT foram
adicionados a uma aliquota destas células (1,0 - 1,5 x 10° células em 2 mL) em uma cubeta a
37 °C com agitacdo constante. Os extratos lipidicos foram normalizados pelo nimero de
células (2,5 x 10° células). CPAF e fMLP dissolvidos em etanol (ajustado para 1 pM) foram
utilizados como controles positivos para células KBP e KBF, respectivamente. A fluorescéncia
do Fura-2 foi monitorada por espectrofotémetro Hitachi F-4010 (Téquio, Japdo) com
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 331 e 410 nm, respectivamente. O influxo
de Ca** nas suspensodes foi calculado como descrito e mostrado como porcentagem do pico

maximo de influxo de cdlcio induzido por CPAF ou fMLP (64, 66, 82, 83). Para producdo de IL-
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8: células KBP e KBM foram plaqueadas em placas de 12 pogos (2 x 10° células em 1
mL/poco) em DMEM contendo SFB 10%. Apds 18 h, o meio de cultura foi trocado por meio
pré-aquecido sem SFB para se evitar a presenca de hidrolases que poderiam degradar os
analitos. As células foram estimuladas com os extratos lipidicos das células HaCaT (lipideos
de 2,5 x 10° células em 1 mL/poco) diluidos em DMEM sem SFB e incubados por 6 h a 37
°C/5% CO,. Os sobrenadantes foram coletados e quantidades de IL-8 determinadas por ELISA
de acordo com as instrucdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Como controle
positivo da producdo de IL-8 por células KBP e KBM, CPAF (100 nM) e PMA (10 nM) foram

respectivamente adicionados as células.

3.15 Andlise de ligantes do PAF-R por espectrometria de massa

Apds a PDT em células HaCaT, os lipideos foram extraidos de 4 - 6 x 10’ células
utilizando o método de Bligh e Dyer (81). Cinco nanogramas de 1-o-hexadecil-2-[2,2,2-
2H3]acetoiI—sn—glicero—3—fosfoco|ina (d3-PAF) foram adicionados durante as extracdes como
padrdes internos bem como cinco nanogramas de cada d3-PAcPC, d3-18ePAF e ds-SAcPC
marcados com deutério para padrdo de referéncia de tempo de retengao. Fosfatidilcolinas
oxidadas (ox-GPC) foram isoladas da maioria dos outros lipideos, como descrito (84, 85).
Hidroxitolueno butilado foi adicionado (50 pL of 10 uM) para fracées de 4 mL de
metanol:dgua (4:1) para prevenir reagGes de oxidagdo durante o transporte das amostras.
Estas foram transportadas overnight em gelo seco e armazenadas a -70 °C até evaporagao
total a vacuo no aparelho Savant Speed Vac Plus® modelo SC110A (Thermo-Scientific,
Rockford, EUA) em configuracdo de baixa temperatura. Os residuos foram transferidos com
dois enxagues de 100 pL de metanol para vials conicos de vidro de 1 mL para injegao em
HPLC, concentrados novamente e entdo diluidos em 100 pL de solug¢do aquosa de metanol
(20%). 20 pL das amostras foram injetados para analise por HPLC/MS/MS. A separagdo por
HPLC foi realizada com coluna Kinetex C18 (2.6u, 100 A) e com pré-coluna Guard Security de
2 mm (Phenomenex, Torrance, EUA) em HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japao) com autosampler
CTC-PAL®. As amostras foram analisadas pelo espectroOmetro de massa com triplo

quadrupolo QTRAP® 5500 da AB Sciex (Foster City, EUA).
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3.16 Ensaio de hipersensibilidade de contato

Para avaliar se a imunossupressdo induzida pela PDT era dependente do PAF-
R, ensaio de hipersensibilidade de contato ao 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (DNFB) foi
conduzido como descrito anteriormente em camundongos C57BL/6 WT e PAF-R KO (86, 87).
Resumidamente, para PDT, 20 mg de 5-ALA diluidos em veiculo (etanol:agua: isopropanol a
2:1:1, v/v/v + 1% polietilenoglicol) foram distribuidos em 3,0 x 3,0 cm de area do dorso
inferior depilado de cada camundongo. Apds 4 h no escuro, os animais foram anestesiados e
o dorso inferior exposto a fonte de luz azul de 415 nm (Acne 415 Blue Light Therapy 38 LED
Bulb, Honkon Technologies Co., Ltd., China) a uma dose de 20 J/em? (taxa de radiacdo de 12
mW/cm?). Cinco dias apds a PDT, os animais foram anestesiados e sensibilizados com 25 pL
de DNFB (0,5% diluido em acetona:dleo de oliva, 4:1, v/v) adicionados ao dorso superior
depilado (ndo tratado), pelo menos a 2 cm da area tratada com PDT. Nove dias depois, a
espessura das orelhas foi aferida com um micrémetro e a orelha direita desafiada com 10 uL
de DNFB (0,5% diluido em acetona:dleo de oliva, 4:1, v/v). A orelha esquerda foi pintada
somente com veiculo como controle. Apds 24 h, a espessura das orelhas foi aferida
novamente. Como controle para imunossupressao sistémica, um grupo de camundongos foi
injetado com agonista do PAF-R, CPAF (250 ng por animal, i.p.), e outro com histamina (250

pg por animal, s.c.) no mesmo dia em que a PDT foi feita (66).

3.17 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados conforme descrito nas respectivas legendas. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Prism 5® (GraphPad, San Diego,
EUA), com comparacao por analise de variancia (ANOVA) e pds-teste Student-Newman-Keuls
para analise de diferencas significantes entre trés ou mais grupos. Para diferengas entre dois
grupos, foi utilizado teste t de estudante bicaudal nao pareado. A significancia foi assumida

com p < 0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 O PAF-R na fagocitose de células apoptéticas (eferocitose)

Os macrofagos podem ser ativados via receptores scavenger que reconhecem
padroes moleculares presentes em células alteradas e em lipideos oxidados (88). Estes
estimulos sao conhecidos por induzir alta produgao de IL-10 e baixa produgao de IL-12p40
em macrofagos, o que sugere que estes estimulos, similar ao descrito para 1gG-SRBC/LPS,
sao indutores de macréfagos reguladores. Sabe-se que o receptor CD36 estd envolvido no
reconhecimento de células apoptoticas e de oxLDL (20, 89). Nosso grupo mostrou que o PAF-
R se associa ao CD36 em macréfagos humanos e murinos para uptake 6timo da oxLDL e que
esta associa¢do induz fendtipo IL-10"&N/jL-12'" (15). Em funcdo disto, avaliamos se o mesmo

acontece em macroéfagos durante a fagocitose de células apoptdticas.

4.1.1 A eferocitose é dependente do PAF-R e de CD36

Estudos mostram que, assim como o CD36, o PAF-R pode reconhecer lipideos
oxidados como a oxLDL. O CD36 esta presente em macréfagos e faz parte de um sistema de
clearance de debris celulares e de particulas oxidadas, por exemplo, a oxLDL e células
apoptaoticas. Assim, foi verificado se PAF-R e CD36 participam da fagocitose de CA e se

ambos atuam conjuntamente na ingestdo destas células.

Para tanto, macrdéfagos foram incubados com células apoptdticas na presenca
de antagonistas do PAF-R (WEB e CV) e anticorpo bloqueador de CD36, e o indice fagocitico
determinado apds 90 min de fagocitose. A figura 1 mostra que o bloqueio do PAF-R tanto
com WEB quanto com CV inibiu significativamente a fagocitose de CA pelos macréfagos em
71% e 79%, respectivamente. Além disso, o bloqueio do CD36 também reduziu a fagocitose
de CA em cerca 70%. Mais ainda, o bloqueio de ambos os receptores em conjunto resultou
em efeito aditivo na inibicdo da ingestdo das CA, com reducdo de 90% e 93%, ao se associar
o anticorpo bloqueador de CD36 com WEB e com CV, respectivamente. Isto mostra que a
fagocitose de CA é dependente da ativacdo de ambos PAF-R e CD36 e que é provavel que

exista uma associagdo entre os receptores induzida por CA em macréfagos.
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FIGURA 1 - Efeito do PAF-R e CD36 na fagocitose de células apoptéticas

Macrofagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram incubados com WEB2086
(WEB; 50 uM), CV3988 (CV; 10 uM) ou anticorpo bloqueador de CD36 (CD36 Ab; 1 ug/mL) 30 min
antes da adicdo de CA. Apds 90 min de fagocitose, as células foram lavadas para remocdo de alvos
ndo ingeridos, coradas com hematoxilina/eosina e o indice fagocitico determinado (produto da
porcentagem do numero de macréfagos que fagocitaram ao menos uma CA pelo nimero de CA
fagocitadas). Os resultados sdo expressos pela média + EPM de trés experimentos independentes. *
e " denotam diferenca estatisticamente significante (*p < 0,05 e **p < 0,001 em relacdo ao veiculo;

*n < 0,05 em relagdo a WEB, CV e CD36 Ab).

4.1.2 PAF-R e CD36 interagem e colocalizam na membrana de macréfagos durante a

eferocitose

O resultado mostrado acima mostra efeito aditivo do bloqueio concomitante
de PAF-R e CD36 sobre a inibicdo da ingestdo de CA. Isto sugere que estes receptores
possam interagir durante a fagocitose dessas células pelos macréfagos. Para avaliar se o
PAF-R e CD36 interagem e se estdo localizados nos mesmos compartimentos celulares
durante a fagocitose de CA, macréfagos incubados com CA foram submetidos a ensaios de

imunoprecipitacdo e microscopia confocal.



44

Primeiramente, foi avaliado se estes receptores interagem entre si durante a
fagocitose de CA por ensaio de imunoprecipitacdo. Para tanto, lisados de macréfagos
estimulados com PAF ou que estavam em contato com CA por 20 min foram submetidos a
imunoprecipitacdo com anticorpos especificos para CD36 ou PAF-R e entdo sondados para
detec¢ao de PAF-R ou CD36, respectivamente, por immunoblotting. Na figura 2A, os
resultados mostram que as CA induziram aumento das quantidades de CD36 em amostras
nas quais o PAF-R foi imunoprecipitado. O mesmo foi observado para o PAF-R, que estava
aumentado em amostras nas quais o CD36 foi imunoprecipitado apds incubacdo dos
macrofagos com CA (figura 2B). A adicdo de PAF aos macrdofagos aumentou as quantidades
de PAF-R em imunoprecipitados de CD36, porém em menor grau comparado com estimulo
com as CA. Estes dados mostram que a fagocitose de CA induz associacdo entre o PAF-R e o

CD36 em macréfagos.
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FIGURA 2 - A fagocitose de CA induz imunoprecipitacdo do PAF-R com o CD36 em macréfagos

Macrofagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 foram estimulados com PAF (400
nM) ou incubados com CA por 20 min. Apds lavagem, as células foram lisadas e submetidas a
imunoprecipitagdo (IP) utilizando anticorpos especificos anti-PAF-R e anti-CD36. Os
imunoprecipitados foram entdo submetidos a immunoblotting para detec¢cdo de CD36 (A) e PAF-R
(B), respectivamente. A densidade das bandas foi quantificada pelo software AlphaEaseFC® v3.2 beta
(Alpha Innotech). As radiografias mostram um experimento representativo e os valores integrados de
densidade (VID) nos graficos sdo apresentados como média + EPM de trés experimentos. * denota

diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagdo ao veiculo.

Ainda sobre a interacdo do PAF-R com o CD36, os dados até aqui sugerem que
os receptores interagem entre si para a fagocitose das CA pelos macréfagos. Nesse contexto,
sabe-se que ambos os receptores sdo capazes de reconhecer lipideos modificados, ou seja,
que podem compartilham seus ligantes (21, 90, 91). Isso poderia promover a colocalizacdo

dos mesmos induzida, por exemplo, pelas CA. Entdo, para avaliar se os receptores estdo
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colocalizados e presentes em regides especificas da membrana celular de macréfagos em
contato com as CA, foram feitas analises por microscopia confocal de células em momentos
iniciais da fagocitose. Os macrofagos foram incubados com CA por 20 min, fixados e
marcados para deteccdo do PAF-R e CD36 utilizando-se anticorpos conjugados com

fluoréforos de cores diferentes.

Na foto A da figura 3, observa-se que macrdofagos ndo estimulados
apresentam distribuicdo difusa do PAF-R (verde) e CD36 (vermelho) e pouca colocalizacdo
em porc¢Oes especificas da membrana celular (amarelo). O estimulo com PAF ndo induziu
aumento da colocalizagdo entre estes receptores, apesar de ter induzido uma redistribuicdo
dos receptores CD36 na membrana celular em compartimentos (figura 3B). A adicdo de CA
induziu a colocalizacdo do PAF-R com o CD36 perceptivel em regides da membrana celular
adjacentes as CA adicionadas (em amarelo na figura 3C), com aumento de quase duas vezes
na colocalizagdo quando comparada com o controle (figura 3D). Estes resultados mostram
gue existe a interacdo fisica por colocalizacdo entre o PAF-R e o CD36 na membrana de

macrofagos induzida por CA.
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FIGURA 3 - PAF-R e CD36 se colocalizam na membrana de macrofagos durante a fagocitose de
células apoptoticas

Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram plaqueados em laminas de vidro
e estimulados ou ndo (A) com PAF (400 nM) (B) ou CA (C) por 20 min. Apds serem fixadas, as células
foram incubadas com anticorpos especificos para PAF-R e CD36, lavadas e incubadas novamente com
anticorpos secunddrios conjugados com rodamina ou FITC. O nucleo das células foi corado com DAPI. As
ldminas foram analisadas em microscépio Zeiss® LSM 510 e com o software de analise de imagem LS 2.5
(Zeiss). Em D, representagdo semi-quantitativa de colocalizacdo utilizando o coeficiente de Pearson e
software JACoP/Imagel®. Dados apresentados pela média + EPM de dez imagens provenientes de trés
experimentos independentes. * denota diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em relacdo

ao controle (veiculo).
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4.1.3 A eferocitose é dependente da integridade dos lipid rafts e induz a associacdo do PAF-R

e CD36 com um marcador deste microdominio

Em algumas condicGes, os receptores podem interagir fisicamente na
superficie das células e isto pode depender de sua colocalizacdo em microdominios de
membrana ricos em colesterol e compostos por glicoesfingolipideos que servem como
plataformas que promovem essa interacao (lipid rafts, LR) (92). Apds os receptores serem
recrutados, a associacdo entre eles promove a fosforilagdo de quinases componentes de vias
de sinalizacdo que culminam na ativacdo dos macréfagos. O CD36 possui um pequeno
dominio citoplasmatico, entretanto tem sido demonstrado que ele pode associar-se a
diversos outros receptores favorecendo a ligacdo com o ligante (88). Até o momento, pouco
se sabe sobre a associagdao do CD36 com um receptor acoplado a proteina G, como o PAF-R.
Além disso, ndo é sabido se os microdominios que promovem essa possivel associacdo sao

necessarios para a fagocitose de células apoptdticas, por exemplo.

Portanto, primeiro avaliamos o papel dos LR na fagocitose de CA por
macrofagos tratando-os com um composto que depleta colesterol da membrana celular,
BCD, assim dissociando os LR, por 10 minutos antes da adigdo das CA para fagocitose por 90
min. Como controle, outro composto quimicamente relacionado ao BCD (o aCD), mas sem
atividade sobre os LR, foi adicionado em paralelo. A figura 4 mostra que a deplecdo dos LR
em macrofagos diminuiu pela metade a ingestdo de CA, sendo este efeito especifico do CD
nos LR ja que o aCD ndo causou o mesmo efeito. Isso mostra que a integridade destes
microdominios é necessaria para ingestdo 6tima de CA pelos macréfagos, assim como

mostrado para o PAF-R e o CD36.



49

100+

o)
T

o)
T

N
T

indice fagocitico

N
T

o
1

veiculo BCD aCD

células apoptoéticas

FIGURA 4 - A fagocitose de CA é dependente da integridade dos LR

Macrdéfagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 foram incubados com BCD (1 mM)
ou aCD (1 mM) por 10 min antes da adicdo de CA. Apds 90 min de fagocitose, as células foram
lavadas para remocéo de alvos ndo ingeridos, coradas com hematoxilina/eosina e o indice fagocitico
determinado (produto da porcentagem do nimero de macrdéfagos que fagocitaram ao menos uma
CA pelo numero de CA fagocitadas). Os resultados sdo expressos pela média + EPM de trés
experimentos independentes. * denota diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagdo

ao veiculo.

Os LR podem ser rastreados pela deteccdo de certas proteinas que sdo
consideradas componentes caracteristicos (marcadores) desses microdominios. Com isso, é
possivel avaliar se um receptor estd presente em LR detectando-se estas proteinas em
amostras apds imunoprecipitacdo do receptor em questdo, ou seja, se um receptor se
coimunoprecipitar com proteinas marcadoras de LR. Um exemplo é a flotilina-1, que é
encontrada tipicamente em LR e utilizada como marcador destes microdominios (93).
Seguindo protocolo de imunoprecipitagdo similar ao utilizado para mostrar a interagao entre
CD36 e PAF-R, amostras de lisados de macrofagos em contato com CA foram
imunoprecipitadas com anticorpos especificos para CD36 e para PAF-R e quantidades de
flotilina-1 detectadas nestes precipitados por immunoblotting. A figura 5 mostra que
macréfagos que fagocitaram CA possuem quantidades significativamente maiores de

flotilina-1 em imunoprecipitados tanto de PAF-R quanto de CD36, ou seja, que ambos os
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receptores provavelmente se localizam em LR durante a fagocitose das CA. Somado ao fato
de que PAF-R e CD36 interagem fisicamente entre si e se colocalizam durante a fagocitose de
CA, estes dados em conjunto sugerem fortemente que esta interagdo/colocalizagdo/

cooperacdo entre PAF-R e CD36 para a fagocitose de CA aconteca nos LR.
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FIGURA 5 - Fagocitose de CA induz interagdo de marcador de LR (flotilina-1) com PAF-R e CD36

Macrdéfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram incubados com CA por 20
min. Apds lavagem, as células foram lisadas e submetidas a imunoprecipitacdo (IP) utilizando
anticorpos especificos anti-CD36 (A) e anti-PAF-R (B). Os imunoprecipitados foram entdo submetidos
a immunoblotting para deteccdo de flotilina-1. A densidade das bandas foi quantificada pelo
software AlphaEaseFC® v3.2 beta (Alpha Innotech). As radiografias mostram um experimento
representativo e os valores integrados de densidade (VID) nos graficos sao apresentados como média
1+ EPM de trés experimentos. * denota diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagdo

ao ndo tratado.
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4.1.4 A eferocitose induz fendtipo regulador em macréfagos (IL-10"8"/1L-12p40"°%) de modo
dependente da ativacao do PAF-R e CD36

Mostramos que a fagocitose de CA pelos macréfagos é dependente da
ativacdo de PAF-R e de CD36 e da integridade de LR. Além disso, mostramos que o PAF-R e
CD36 se colocalizam e interagem entre si e com proteina marcadora de LR, sugerindo entdo
gue durante a fagocitose de CA, os receptores sdao recrutados aos LR onde sdo ativados e
promovem a ingestdo 6tima das CA. Como resultado da fagocitose de CA, foi descrito que os
macrofagos expressam altas quantidades de IL-10 e baixas quantidades de 1L-12p40 (IL-
10M8"/IL-12p40'°Y), 0 que seria fendtipo regulador destas células (40, 94). Dado o importante
papel do PAF-R e de CD36 no reconhecimento e fagocitose de CA por macroéfagos, bem
como a interacdo entre ambos, acredita-se que estes receptores também participem do

estabelecimento do fenétipo IL-10"8"/IL-12p40"°Y em macréfagos que fagocitam CA.

Para avaliar esta hipdtese, macréfagos foram colocados em contato com
células apoptodticas na presenca dos antagonistas do PAF-R (WEB2086 e CV3988) e de
anticorpo bloqueador do CD36, e foi avaliada a produgao de duas citocinas relacionadas com
o fendtipo ativador e regulador, IL-12p40 e IL-10, respectivamente. A figura 6 mostra que
macréfagos expressam mais IL-10 quando comparada com IL-12p40 induzidas por CA. O
blogueio do PAF-R com ambos os antagonistas inibiu a expressdo de IL-10 (55% para WEB e
67% para CV) mais que a de IL-12p40 (26% para WEB e 26% para CV). Da mesma forma, o
blogueio do CD36 também inibiu a expressdo de IL-10 de modo mais intenso que a de IL-
12p40 (74% versus 42%, respectivamente). Diferente do observado para a fagocitose, o
bloqueio concomitante do PAF-R e de CD36 nao teve efeito aditivo sobre a inibigao de IL-10

e IL-12p40 induzida por CA.
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FIGURA 6 - O bloqueio do PAF-R e CD36 inibe a expressdo majoritaria de IL-10 sobre IL-12p40
induzida por células apoptéticas em macréfagos

Macrofagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com WEB2086
(WEB, 50 uM), CV3988 (CV, 10 uM) e anticorpo bloqueador de CD36 (CD36 Ab, 1 pug/mL) e incubados
por 30 min antes da adicdo de células apoptéticas. As células foram incubadas por 24 h, o
sobrenadante das culturas coletado e centrifugado para remocdo de timdcitos ndo fagocitados e
analisado por ELISA para determinacdo de IL-10 (A) e IL-12p40 (B). Os valores correspondem a média
+ EPM de trés experimentos independentes. * e * (p < 0,05) denotam diferencas estatisticamente

significantes (* em relagdo ao grupo n3o tratado e ¥ em relagdo ao tratamento somente com CA).
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Em paralelo, LPS foi adicionado as culturas de macrofagos apds 24 h de
incubacdo com as células apoptoéticas. Isto promoveu a potencializacdo da producdo das
citocinas pelos macréfagos apds aquisicdo do perfil estabelecido pelas CA. Como resultado,
foi observado que a combinac¢do de LPS com CA dobrou a produgdo de IL-10 em rela¢do ao
estimulo somente com LPS. Porém os niveis de IL-12p40 induzidos por LPS mais CA nao
foram diferentes dos induzidos apenas por LPS. Mais ainda, o bloqueio do PAF-R e de CD36
inibiu a produgdo de IL-10 induzida pelas CA e LPS a niveis similares aos induzidos por LPS
somente, ou seja, aboliu a participacdo das CA na potencializacdo da producdo de IL-10,
fendbmeno ndo observado para IL-12p40 (figura 7). Estes achados mostram que CA induzem
a producdo de IL-10 em macréfagos de modo dependente da ativacdo do PAF-R e de CD36,
que a baixa produgdo de IL-12p40 neste contexto é pouco afetada pelos receptores e que,
com isso, 0s mesmos contribuem para estabelecimento de fendtipo IL-10"8"/IL-12p40""

(regulador) de macrofagos.
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FIGURA 7 - A produgdo de IL-10, e ndao de IL-12p40, induzida por células apoptoticas e LPS é

dependente do PAF-R e do CD36

Macrofagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com WEB2086

(WEB, 50 uM), CV3988 (CV, 10 uM) e anticorpo bloqueador de CD36 (CD36 Ab, 0,5 pg/mL) e

incubados por 30 min. Apds a adicdo de células apoptéticas, os macrdfagos foram incubados por 24 h

e estimulados com LPS (concentracdo final de 10 ng/mL) por mais 24 h depois de fagocitar CA. O

sobrenadante das culturas foi centrifugado para remocdo de timdcitos ndo fagocitados e analisado

por ELISA para determinagdo de IL-10 (A) e IL-12p40 (B). Os valores correspondem a média + EPM de

trés experimentos independentes. * e * denotam (p < 0,05) diferencas estatisticamente significantes

(* em relagdo ao tratamento somente com LPS e # em relagao ao grupo células apoptéticas + LPS).
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4.1.5 A producdo de IL-10 durante a eferocitose depende da ativacdo da COX-2

Os mecanismos envolvidos na ativacdo do PAF-R por células apoptéticas que
culminam na ativacdo dos macrofagos para fendtipo regulador (indugdo de macréfagos IL-
10M8"/IL-12p40"°Y) ainda n3o estdo totalmente desvendados. Dados da literatura mostram
que a producdo de IL-10 estd relacionada com ativacdo de ciclooxigenase (COX) e producdo
de PGE, (95-99). Resultados anteriores mostraram que a fagocitose de CA induz a expressao
de COX-2 em macréfagos (24), e que a ativacdo do PAF-R induz COX-2 e PGE2 (22, 82).
Assim, avaliamos se os prostandides estariam envolvidos na producdo de IL-10 induzida por
CA assim como mostrado para o PAF-R. Para isto, adicionamos um inibidor seletivo da COX-2
(nimesulida) aos macréfagos antes da adicdo das CA. As figuras 8A e B mostram,
respectivamente, que o bloqueio da COX-2 inibiu a expressao de IL-10 (73%) e parcialmente
a de IL-12 (28%) induzidas por CA, semelhante ao efeito do bloqueio do PAF-R sobre estas
citocinas. Mais ainda, em células que foram ativadas com LPS 24 h apds terem fagocitado as
CA, a nimesulida foi capaz de inibir a expressdo de IL-10, mas ndo de IL-12p40, também de
modo similar ao bloqueio do PAF-R (figura 8C e D). Estes dados mostram que as CA, além de
ativarem o PAF-R, induzem a producdo de prostandides que contribuem para a producdo de
IL-10 nos macrofagos, e sugerem que a expressao da COX-2 possa ser um passo dependente
e da ativagcdo do PAF-R, fazendo parte do mecanismo pelo qual o PAF-R induz fenétipo

regulador em macrofagos.
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FIGURA 8 - A producgdo de IL-10 induzida pela fagocitose de CA em macréfagos é via ativagao de
COX-2

Macrofagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram incubados com nimesulida
(nime, 10 uM) 30 min antes da adigdo de CA. Um grupo foi estimulado com LPS (10 ng/mL) por 24 h
depois de fagocitar CA por 24 h. O sobrenadante das culturas foi centrifugado para remocdo de
timdcitos nao fagocitados e analisado por ELISA para determinagao de IL-10 (A sem LPS; C com LPS) e
IL-12p40 (B sem LPS e D com LPS). Os resultados estdo expressos pela média + EPM de trés
experimentos independentes. *, *, ¥ e © denotam (p < 0,05) diferencas estatisticamente significantes

(* em relagdo ao n3o tratado, ¥ em relagdo ao tratado somente com CA, ° em relagdo ao tratado

somente com LPS e © em relag3o a CA + LPS).

Na figura 9, os dados relativos a produgao de IL-10 e IL-12p40 induzida por CA
foram colocados em conjunto. As barras em cinza mostram quantidades de IL-10 e as
brancas de IL-12p40. Neste caso, todos os valores foram normalizados em relagao a

expressdo de IL-12p40 induzida por CA e estdo plotados dentro das barras. E bastante
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perceptivel que as quantidades de IL-10 diminuem em mais da metade (sem LPS, em A) ou
até trés vezes (com LPS, em B) quando o PAF-R é bloqueado ou COX-2 inibida, enquanto que
a IL-12p40 sofre minimas alteragdes. Por isso, a razao das quantidades de IL-10 para IL-
12p40 decresce quando os receptores sdo blogueados conforme valores mostrados acima
das barras. Ao se considerar que o fendtipo de ativagao dos macréfagos é uma medida
relativa que, neste caso, leva em conta o balanco entre IL-10 e IL-12p40 produzidas sob o
mesmo estimulo, pode-se afirmar, entdo, que a inducao da polarizacao dos macréfagos para
perfil regulador é dependente da ativacdo do PAF-R e também de produtos derivados da

COX-2.
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FIGURA 9 - Representac¢ido esquematica da relagdo da concentragdo de IL-10/IL-12p40 (com base
nos dados mostrados nas figuras 6, 7 e 8)

Em A, a relagdo IL-10/1L-12p40 no sobrenadante de culturas de macréfagos apds 24 h de fagocitose
de CA. Em B, a mesma relagdo no sobrenadante de macrdéfagos que fagocitaram CA, depois de 24 h
de ativacdo com LPS. As quantidades de citocina estdo expressas em relagdo as quantidades de IL-
12p40 induzidas por CA (A) ou CA + LPS (B) e estdo plotadas dentro das respectivas barras. As razoes
entre as concentragdes de IL-10 para IL-12p40 estdo plotadas acima das respectivas barras (dentro

de retangulos).

4.2 O PAF-R no fenétipo de macrofagos polarizados

Nesta parte da tese, foi avaliado o papel do PAF-R no fenétipo de macréfagos

na fase efetora da resposta imune quando sdo ativados por citocinas ou via receptor para
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porcdo Fc de anticorpos IgG. Para isto, foi avaliado o efeito do tratamento dos macroéfagos
com antagonistas de PAF-R (WEB2170 ou WEB2086) na expressdo de marcadores
fenotipicos em macréfagos polarizados. Os estimulos utilizados foram IFN-y e LPS para
inducdo da ativacdo classica, IL-4 para induzir ativacdo alternativa e hemacias de carneiro

opsonizadas com IgG (IgG-SRBC) mais LPS para induzir macréfagos reguladores.

4.2.1 A expressdo de marcadores de macrofagos classicamente ativados depende da

ativacdo do PAF-R

Macréfagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 foram pré-
tratados com WEB2170 (antagonista do PAF-R) por 30 minutos antes da adicdo dos
estimulos para polarizagdo por 24 h e a expressdao de marcadores de ativagao de macrofagos
determinada. A figura 10 mostra que macroéfagos estimulados com IFN-y/LPS produzem TNF-
o, MCP-1 e apresentam expressao aumentada de iNOS quando comparados com
macrofagos ndo estimulados. O bloqueio do PAF-R com o antagonista WEB2170 reduziu
parcialmente a producdo de MCP-1, TNF-co. e a expressao de iNOS. Todos estes marcadores

ndo foram expressos em macrofagos estimulados com IL-4.
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FIGURA 10 - Antagonista do PAF-R inibe a expressio de alguns marcadores de macroéfagos

classicamente ativados

Macrdéfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com WEB2170
(50 uM, 30 min) e estimulados com IFN-y (5 ng/mL) e LPS (50 ng/mL) por 24 h a 37 °C/5% CO,. O
sobrenadante das culturas foi coletado e analisado por ELISA para determinacgdo dos niveis de MCP-1
(A) e TNF-a (B). As células da cultura foram lisadas e submetidas a andlise por imunoblotting para
detecc¢do de iNOS (C). Os valores das figuras A, B e C correspondem a média £ EPM de ao menos trés
experimentos independentes. * denota diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) em relagdo
ao veiculo. Os dados e radiografias da figura D sdo representativos de trés experimentos

independentes.

4.2.2 A expressdo de marcadores de macrofagos alternativamente ativados depende da

ativacdo do PAF-R

Da mesma forma como feito para macréfagos classicamente ativados,

avaliamos o papel do PAF-R na polarizacdo de macrofagos alternativamente ativados pela
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citocina IL-4. A figura 11 mostra que macréfagos estimulados com IL-4 tiveram aumento na
expressao de mRNA para receptor de manose e de arginase-1. A figura 11 mostra ainda que
o bloqueio do PAF-R com WEB2170 diminuiu a expressdao de mRNA do receptor de manose
em cerca de 70% e da arginase-1 em 74%. J4 a expressao da proteina arginase-1, medida por
imunoblotting, foi reduzida em 33%. Estes marcadores ndo foram expressos em macréfagos

estimulados com IFN-y/LPS.
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FIGURA 11 - A expressdao de marcadores de macréfagos ativados alternativamente por IL-4 é
dependente da ativagao do PAF-R

Macréfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com WEB2170
(50 uM, 30 min) e estimulados com IL-4 (20 ng/mL) por 18 (PCR) ou 24 h (imunoblotting) a 37 °C/5%
CO,. O RNA das células foi extraido com reagente TRIzol® e o cDNA correspondente foi submetido a
andlise por RT-PCR em tempo real para deteccdo de sequéncias de receptor de manose (A) e
arginase-1 (B). As células da cultura foram lisadas e submetidas a analise por imunoblotting para
deteccdo de arginase-1 (C). Os valores das figuras A e B correspondem a média + EPM de trés
experimentos independentes. * denota diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) em rela¢do
ao veiculo. Os dados e radiografias da figura C s3o representativos de trés experimentos

independentes.
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4.2.3 O estabelecimento do fendtipo regulador depende da ativacdo do PAF-R

Em seguida, avaliamos se o PAF-R estava envolvido com a ativagao dos
macrofagos para perfil regulador (IL-10high/IL-12p40'°W) induzido por imunocomplexo e LPS.
Para tanto, hemdcias de carneiro opsonizadas com IgG em doses subaglutinantes (IgG-SRBC)
foram adicionadas ao macroéfagos na presenca de antagonistas do PAF-R e concentragdes de
IL-10 e IL-12p40 determinadas. Estas citocinas atuam pleiotrépica e autocrinamente e
possuem fung¢des antagonicas sobre células do sistema imune, sendo a IL-12p40 classificada
como ativadora de leucdcitos para resposta imune contra infeccGes, por exemplo, e a IL-10
como citocina anti-inflamatéria e supressora da resposta imune. Por isso, alguns autores
sugerem que o balanco na producdo destas citocinas também caracterize o fendtipo de
ativacdo de macréfagos (25, 40, 94). Nas figuras 12A e B, observa-se que a adi¢cdo de IgG-
SRBC aos macrofagos por 18 h induziu expressao de IL-10, mas ndo de IL.-12p40, e que esta
inducao foi dependente da ativagao do PAF-R. Em paralelo, LPS foi adicionado as células
apos a adicdo das IgG-SRBC e as citocinas determinadas. Em C, a adicdo de LPS aos
macrofagos estimulados com 1gG-SRBC potencializou a producdo de IL-10 em cerca de 20%
quando comparado com células estimuladas somente com LPS, e esta potencializagdo foi
revertida pelo blogueio do PAF-R. Na figura 12D, macroéfagos que foram tratados com IgG-
SRBC e LPS produziram quantidades de IL-12p40 bastante reduzidas quando comparadas
com macrofagos tratados somente com LPS, reproduzindo dados da literatura que mostram
que o estimulo via FcyR é inibitério sobre a expressao desta citocina (44). Além disso, o

blogueio do PAF-R ndo teve efeito sobre este fend6meno.
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FIGURA 12 - A express3o de IL-10 por macréfagos reguladores (IL-10"¢"/IL-12p40'*) estimulados
por IgG-SRBC/LPS é dependente do PAF-R

Macrdéfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com WEB2086
(50 uM, 30 min) e incubados com hemdcia de carneiro opsonizada com IgG (IgG-SRBC) por 18 h a
37 °C/5% CO,. Em paralelo, LPS (10 ng/mL) foi adicionado a um grupo de células por mais 24 h e
qguantidades de IL-10 (A sem LPS e C com LPS) e IL-12p40 (B sem LPS e D com LPS) determinadas por
ELISA. Os valores correspondem a média + EPM de trés experimentos independentes. * denota
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em relagdo a SRBC (A e B) ou LPS (C e D). # denota

diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em relagao ao veiculo.
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Os dados descritos acima e sumarizados na tabela 1 mostram que o bloqueio
o PAF-R inibe em até 50% a expressdo de marcadores da polarizacdo dos macrofagos
ativados classicamente (IFN-y/LPS) e em mais de 50% os marcadores dos macrofagos
ativados alternativamente (IL-4). Além disso, o aumento da expressdo de IL-10 para o
estabelecimento do fendtipo 1L-10""/IL-12p40"°" de macréfagos por IgG-SRBC/LPS foi
dependente da ativagdo do PAF-R, o que mostra que a polarizacdo destas células para

fenétipo regulador é dependente deste receptor.

TABELA 1 - O PAF-R participa da polarizacdo de macrofagos para ativacao classica,
alternativa e perfil regulador.

MCP-1 TNF-a iNOS MR Arg-1 Arg-1 IL-10 IL-12
(ELISA) (ELISA) (WB) (PCR) (PCR) (wB) (ELISA) (ELISA)
Efeito do
blogueio J J J " 3 J J -
do PAF-R
Classicamente ativado Alternativamente ativado Regulador
(IFN-y + LPS) (IL-4) (IgG-SRBC + LPS)

Resumo do efeito do bloqueio do PAF-R sobre a expressao de marcadores de polarizacao de
macroéfagos classicamente ativados, alternativamente ativados e perfil regulador. Uma seta
(i) indica inibicdo de até 50% e duas setas (ii) indicam inibicdo de mais de 50% na
expressao dos marcadores em relagdo ao veiculo. O sinal (-) indica que ndo houve alteragdo
significativa da expressado pelo bloqueio do PAF-R.

4.3 Ligantes de PAF-R s3ao gerados durante terapia fotodindmica e induzem

imunossupressao sistémica

Até aqui, foi mostrado que o bloqueio do PAF-R inibe a expressdao de
marcadores de macréfagos classica e alternativamente ativados e de macréfagos com perfil
regulador. Além disso, demonstramos que o reconhecimento, fagocitose e ativacdo de
macroéfagos por células apoptéticas para perfil regulador (IL—lohigh/IL—12p40'°W) é dependente
do PAF-R. Vale notar que, para a geracao de perfil regulador, tanto por IgG-SRBC/LPS quanto
por CA, o PAF-R pareceu estar envolvido diretamente com a expressdo da citocina IL-10.
Visto que esta é uma potente citocina capaz de suprimir a resposta de diversas células,

incluindo fagdcitos e linfécitos, pode-se hipotetizar que este receptor faca parte de um
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mecanismo regulador da ativacdo de leucécitos e que, com isso, sua ativagdo tenha efeitos
sobre imunidade inata e adquirida. Durante a quimioterapia para tratamento de cancer, as
células apoptéticas e necroéticas induziriam um fenédtipo regulador em macréfagos infiltrados
no tumor reduzindo sua atividade microbicida. Nesta situacdo, a associacdo da
quimioterapia com antagonista de PAF-R poderia ser benéfica. Além disso, trabalho recente
do nosso laboratério mostrou que as células dendriticas expressam PAF-R e sua ativacdo
induz alta producdo de IL-10 e reduz a funcdo apresentadora de antigeno destas células.
Dessa forma, PAF e moléculas PAF-simile poderiam suprimir a resposta imune adquirida. A
terapia fotodindmica (PDT) é um procedimento utilizado para tratamento de cancer
superficial de pele do tipo ndo melanoma (como doenca de Bowen e carcinoma de célula
basal), além de lesGes pré-cancer (queratose actinica) (100). A PDT é baseada na aplicacdo
tépica de um agente fotossensivel (ou seu percussor) seguida pela exposicdo a uma fonte de
luz de comprimento de onda especifico, o que promove a geracdo de oxigénio singlete e
outras espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando, enfim, na morte das células que
captaram o agente fotossensivel (101). Por induzir a geracdo de oxigénio singlete e outras
ROS, levantamos a hipdtese de que ligantes do PAF-R (células apoptdticas, lipideos oxidados
e PAF), seriam gerados durante este procedimento e que isso resultaria em supressdo da

resposta imune dos animais submetidos a PDT.

4.3.1 PDT induz a geracdo de ligantes do PAF-R por queratindcitos humanos

Para avaliar se a PDT induz a geracao de espécies capazes de ativar o PAF-R, a
PDT foi simulada in vitro em uma linhagem celular derivada de queratinécitos humanos
(HaCaT) ao incubar as células com acido 5-aminolevulinico (5-ALA, precursor de composto
fotossensivel) por 4 h e expd-las a fonte de luz azul (415 nm) em doses de 10 ou 20 J/cm?®. A
quantificacdo da atividade do extrato lipidico total destas células sobre o PAF-R foi feita
utilizando células da linhagem humana KB transduzidas com o gene do PAF-R (KBP) e que
produzem a quimiocina IL-8 ou tém niveis de Ca?* intracelular aumentados guando o
receptor é ativado (readouts para a ativagao do PAF-R; veja figura 13) (82). Células KBP e KBF
(estas negativas para PAF-R e utilizadas como controle) foram expostas por 6 h aos extratos

lipidicos totais das células HaCaT tratadas com 5-ALA e expostas a luz (PDT) e os niveis de IL-
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8 medidos. Para este estudo, a producdo de IL-8 induzida pelos extratos lipidicos foi expressa
como % da resposta de IL-8 induzida por 100 nM de CPAF (ligante sintético estavel do PAF-R)
em células KBP. Como mostrado na Figura 14A, o tratamento das HaCaT com 5-ALA seguido
de exposicdo a luz (PDT) gerou niveis significativos de ligantes do PAF-R (IL-8 aumentada),
sem efeito significativo do tratamento somente com 5-ALA ou somente luz (10 ou 20 J/cmz).
Além disso, os niveis de ligantes do PAF-R permaneceram elevados em células incubadas por

pelo menos uma hora apés a PDT (figura 14B).
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FIGURA 13 - Exemplo de que a produgdo de IL-8 é dose-dependente de ligante do PAF-R (CPAF) em
células KBP que expressam PAF-R

Células KBP foram tratadas com varias doses de CPAF (agonista do PAF-R), 0,5% de etanol (veiculo)
ou 10 nM de PMA. Seis horas depois, os sobrenadantes foram removidos e a proteina imunorreativa
IL-8 medida por ELISA. Os dados sdo a media dos niveis de IL-8 produzidos por 10° células KBP

provenientes de um experimento tipico usando amostras em duplicata.
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FIGURA 14 - PDT induz a formagao de ligantes do PAF-R em queratindcitos humanos HaCaT

Em (A), células HaCaT foram incubadas com 5-ALA (1 mM) por 4 h ou expostas a fonte de luz (415
nm, 10 ou 20 J/cm? a 20 mW/cm?) ou ambos (5-ALA + luz = PDT). Extratos lipidicos foram obtidos
imediatamente apds o tratamento, normalizados para o numero de células (2,5 x 10° células) e entdo
adicionado as células KBP. Apds 6 h, IL-8 foi quantificada por ELISA como medida da atividade
agonista sobre o PAF-R. Um grupo de células KBP foi tratado com CPAF (100 nM) como controle
positivo e outro grupo com 0,5% de etanol (veiculo). Em (B), para analise de tempo-resposta da
formac3o de ligantes do PAF-R gerados pela PDT, apds a terapia (10 ou 20 J/cm?), as células foram
incubadas por 0, 30 ou 60 min a 37 °C, os extratos lipidicos obtidos e os niveis de IL-8 comparados
com as células ndo tratadas. Os resultados em (A) e (B) sdo expressos como porcentagem de IL-8
relativa as quantidades induzidas por CPAF (100 nM). Os dados sdo a media + EPM de ao menos trés
experimentos independentes. * denota diferencas estatisticas significantes (p < 0,05) em relacdo ao

veiculo e ao ndo tratado.
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Mais ainda, extratos lipidicos de células HaCaT tratadas com PDT também
induziram respostas de mobilizacdo de Ca® intracelular (outro readout para a ativacio do
PAF-R) em células KBP carregadas com fluordforo sensivel ao calcio (Fura-2 AM), enquanto
gue extratos de células que ndo sofreram PDT resultaram em resposta insignificante (figura
15A). Para avaliar a especificidade de indugdo de IL-8 via PAF-R, células KBF (que nao
expressam o PAF-R) foram estimuladas com extratos lipidicos de células HaCaT tratadas com
PDT e, como resultado, ndo foram detectados niveis significantes de IL-8 (dado ndo
mostrado) e ndao houve resposta de mobilizacdo de cdlcio intracelular (figura 15B),
mostrando que a IL-8 induzida por extratos lipidicos em células KBP é especificamente via

ativacdo do PAF-R.
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FIGURA 15 - A PDT em células HaCaT resulta em respostas de mobilizacio de Ca”** intracelular
somente em células KB que expressam PAF-R (KBP)

Células HaCaT foram incubadas com 5-ALA (1 mM) por 4 h e ent3o expostas a luz (415 nm, 20 J/cm® a
20 mW/cm?) (PDT-HaCaT) ou n3o tratadas (Sham-HaCaT). Imediatamente apds a exposi¢do a luz, os
lipideos foram extraidos e normalizados pelo nimero de células HaCaT. Células KB transduzidas com
o PAF-R (KBP) ou receptor para Formilpeptideo 1 (KBF) foram carregadas com corante fluorescente
sensivel ao célcio (Fura-2 AM) e tratadas com o extrato lipidico derivado de 2,5 x 10° células HaCaT
em etanol ou CPAF (100 nM) ou fMLP (1 puM). Niveis de Ca®* intracelular foram monitorados com o

tempo. Os resultados mostrados sdo tipicos de dois experimentos independentes.
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Para definir com maior exatiddo quais compostos sdo gerados pela PDT que
podem se ligar ao PAF-R, amostras de células HaCaT que sofreram ou ndo PDT foram
submetidas a espectrometria de massa utilizando-se padrdes internos marcados com
deutério conforme descrito anteriormente (102). A figura 16 mostra um aumento de
aproximadamente trés vezes na quantidade de espécies de PAF sn-1 C-16 (16e 2:0) e C-18
(18e 2:0) em extratos lipidicos de células que sofreram PDT quando comparados aos de
células ndo tratadas. Contudo, diferente do observado para outros estressores pro-
oxidativos classicos, como a UVB, a PDT ndo induziu aumento de lipideos oxidados (ox-GPC)
gue possuem atividade sobre o PAF-R (102). Esses achados sugerem que os ligantes do PAF-
R gerados pela PDT sao produzidos enzimaticamente, e ndo por processos nao-enzimaticos

mediados por ROS.
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FIGURA 16 - PDT induz a formacdo de espécies de PAF medidas por espectrometria de massa em
linhagem derivada de queratindcitos humanos

Células HaCaT foram incubadas com 5-ALA (1 mM) por 4 h seguida pela exposi¢do a fonte de luz (415
nm, 20 J/cm? a 20 mW/cm?) (PDT) ou deixadas sem tratamento. Extratos lipidicos foram obtidos
imediatamente apds o tratamento, normalizados em relagdao ao numero de células e analisados por
cromatografia liquida - espectrometria de massa. Os dados sdo expressos como média + EPM de trés
experimentos independentes. * denota diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em rela¢do

ao grupo ndo tratado.
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Isto é corroborado pelo resultado obtido quando células HaCaT foram
incubadas com os antioxidantes vitamina C e N-acetilcisteina em doses que atenuam a
geracdo de ligantes do PAF-R induzidos pela UVB (processos ndo enzimaticos) (102). Na
figura 17, é mostrado que a incubacdo dos antioxidantes por uma hora antes da exposicao
das células a luz ndo blogueou a atividade agonista do PAF-R gerada pela PDT medida pelo
sistema KBP/IL-8, ou seja, a geracdo de ligantes do PAF-R pela PDT ndo se da por acdo de

reativos de oxigénio que poderiam ser blogueados por antioxidantes.
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FIGURA 17 - A geragao de agonistas do PAF-R pela PDT ndo é afetada por antioxidantes

Células HaCaT foram incubadas com 5-ALA (1 mM) por 4 h e tratadas com vitamina C (2,5 mM) ou N-
acetilcisteina (5 mM) por uma hora antes da exposicdo a luz (415 nm, 20 J/ cm® a 20 mW/cm?).
Imediatamente apds a exposicdo a luz, as células HaCaT foram submetidas a extracdo lipidica e
quantidades correspondentes a 2,5 x 10° HaCaT foram incubadas com células KBP por 6 h e IL-8
medida no sobrenadante como indicador da formacdo de agonistas do PAF-R. Os resultados sao
mostrados como média + EPM da porcentagem de IL-8 relativa a quantidades induzidas por CPAF
(100 nM) de ao menos 3 experimentos independentes. ns denota nenhuma diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.
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4.3.2 PDT induz imunossupressao sistémica via geracao de ligantes do PAF-R

Estudos tém mostrado que a geracdo de agonistas do PAF-R por agentes
estressores pro-oxidativos induz imunossupressao sistémica medida tanto por taxa de
crescimento tumoral quanto por ensaios de hipersensibilidade de contato (CHS) (65, 66).
Mais ainda, estudos utilizando este ultimo ensaio mostraram que PDT em camundongos
induz diminuicdo da resposta imunoldgica ao DNFB (103). Foi mostrado aqui que a PDT induz
ligantes do PAF-R em cultura de células (in vitro). Com base nisso, avaliamos se esta terapia
induz a imunossupressao sistémica via ativacdo do PAF-R. Para tanto, a PDT foi realizada em
camundongos C57BL/6 que expressam o PAF-R (WT) ou sdo geneticamente deficientes do
PAF-R (PAF-R KO). Os animais receberam 5-ALA topicamente (20 mg por animal) na parte
inferior do dorso e apds 4 h foram expostos a luz (20 J/cmz). Cinco dias apds a PDT, foi feita a
sensibilizacdo com DNFB no dorso superior dos animais em regido diferente da PDT (para
que fosse medida resposta imune sistémica). Apds nove dias, os animais foram desafiados
com DNFB na orelha e apds 24 h a mudanca na espessura das mesmas foi determinada
como readout da resposta imune (hipersensibilidade) ao DNFB. A figura 18 mostra que a PDT
inibiu significantemente as reagdes de hipersensibilidade em WT, mas ndo em camundongos
deficientes do PAF-R. A injecdo intraperitoneal de CPAF cinco dias antes da sensibilizacdo
teve o mesmo efeito que a PDT, induzindo imunossupressdao somente nos animais WT.
Similar ao observado in vitro, somente 5-ALA ou somente luz ndo foi capaz de inibir reacbes
de CHS em camundongos WT como o observado para PDT (5-ALA + luz) (dado ndo
mostrado). A histamina foi injetada como controle positivo de imunossupressao para ambas
as linhagens de camundongo (WT e PAF-R KO). Estes dados mostram que a PDT induz
imunossupressao sistémica de modo dependente do PAF-R em camundongos,
provavelmente por induzir a formacdo de espécies de PAF conforme mostrado em

experimentos in vitro.
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FIGURA 18 - PDT inibe reagao de hipersensibilidade de contato ao DNFB de maneira dependente
do PAF-R

Para o tratamento dos animais com PDT, grupos de cinco a oito camundongos (C57BL/6) WT e PAF-R
KO foram tratados topicamente com 5-ALA no dorso inferior depilado. Apds 4 h, a drea contendo 5-
ALA foi exposta a luz azul (415 nm, 20 J/cm? a 20 mW/cm?). Outro grupo de animais foi injetado com
CPAF (250 ng/animal, i.p.) ou histamina (250 pg/animais, s.c.). Cinco dias apds o tratamento, o dorso
superior de todos os animais foi depilado e pintado com DNFB. Apds nove dias, a espessura das
orelhas foi medida, uma orelha tratada com DNFB, a outra com veiculo, e a espessura medida
novamente apds 24 h. Os resultados representam a média + EPM da porcentagem da mudanga da
espessura da orelha relativa ao grupo ndo tratado de trés experimentos separados usando um
minimo de cinco animais por grupo experimental. * e * denotam diferencas estatisticamente

significativas (p < 0.05) do grupo n3o tratado (* para WT e * para PAF-R KO).



5 DISCUSSAO
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O PAF e alguns fosfolipideos modificados por oxidacdo (ox-GPC) podem ser
reconhecidos pelo PAF-R que é constitutivamente expresso por macréfagos. O fato de
organismos eucariotos dependerem de energia proveniente de reacdes de oxidacao implica
na geracdo de grande numero de moléculas oxidadas que sdo removidas por macrofagos
sem causar inflamagao. Células alteradas também sao eliminadas por macréfagos, fendmeno
conhecido como eferocitose o qual também ndo causa inflamagdo. N6s mostramos aqui que
durante a eferocitose, os macréfagos desenvolvem um perfil IL-10""/IL-12p40"", que se
encaixa na definicdo de fendtipo regulador, e que isto é dependente de CD36 e PAF-R.
Estudos anteriores ja implicaram o receptor scavenger CD36 na fagocitose de CA (19, 20).
Contudo, a interagao do CD36 com o PAF-R so foi demonstrada recentemente em artigos do
nosso grupo. Em um deles, mostramos que o uptake de oxLDL foi dependente do PAF-R, o
qual contribuiu para o aumento da expressdao do CD36. Além disso, a producdo de IL-8 por
macréfagos/mondcitos humanos quando estimulados com oxLDL foi dependente de ambos

os receptores (104).

Também observamos que o PAF-R e CD36 se associam e colocalizam na
membrana dos macrdfagos em regidoes adjacentes as CA durante a fagocitose. Mais ainda,
mostramos por imunoprecipitacdo que ambos PAF-R e CD36, além de associarem entre si,
também se associam com a flotilina-1, uma proteina constitutiva de LR (93), em macréfagos
que fagocitam CA. O contato e/ou comunicacdo entre diferentes receptores e moléculas de
sinalizagdo podem ser promovidos por LR, que sdao microdominios que funcionam como
plataformas na membrana plasmatica ricos em esfingolipideos e colesterol (92). Utilizando
uma droga que depleta o colesterol da membrana e rompe os LR, mostramos também que
estes microdominios sdo necessarios para a fagocitose das CA. Ja foi descrito que o CD36
pode ser recrutado aos LR de maneira dependente de ligantes (105, 106). Além disso, outro
estudo mostra que o PAF-R possui um motivo de ligagdo para uma proteina constitutiva de
LR (caveolina-1) (107). Esses resultados sugerem que a interacao PAF-R com CD36 acontece
ao nivel dos receptores, e ndo em niveis downstream de cascatas de sinalizacdo geradas
separadamente por cada um. Mais ainda, pelo fato de ambos os receptores reconhecerem
lipideos, ndo se pode descartar a hipotese de que um auxilie ou estabilize a interagao
ligante-receptor para ativacdo do outro — como uma molécula adaptadora —, o que

poderia, de alguma forma, otimizar a transdugdo de sinais para a fagocitose étima das CA.
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Esta hipdtese é sustentada pelo fato do CD36 possuir uma cauda intracitoplasmatica curta, o
gue dificulta a sua sinalizacdo intracelular (88). Em suma, estes dados sugerem que a
fagocitose de CA é dependente de sinais provenientes da formacdo de LR e da interacdo
entre o PAF-R e CD36, e que provavelmente a interacdo destes receptores seja promovida e

aconteca nos LR.

Como resultado da eferocitose, mostramos aqui que os macrofagos produzem
quantidades maiores de IL-10 do que de IL-12p40, corroborando dados da literatura (23). IL-
10 é uma potente citocina com atividade supressora sobre quase todas as células tanto da
imunidade inata quanto da imunidade adquirida, e sua importancia na regulacao da resposta
imune pode ser comprovada em animais que ndo expressam a IL-10 e desenvolvem
espontaneamente doencas inflamatdrias crénicas (108). A subunidade p40 faz parte da
citocina IL-12 e é também compartilhada com a citocina IL-23. Ambas as citocinas estdo
ligadas a inducdo de processos inflamatérios e contribuem para geracao de resposta imune
do tipo TH1 e TH17, respectivamente, e a importancia delas no fendtipo de ativacdo de
células é descrita por estudos que mostram que animais deficientes de IL.-12p40 possuem
macrofagos produtores de citocina supressora (TGF-) e menos responsivos a citocinas TH1
(IFN-y) (109, 110). Pelo fato de a IL-10 e IL-12p40 serem produzidas pelos macréfagos e
terem agOes antagonicas sobre a inflamacdo e resposta imune, o balango da producdo das
mesmas pode ser tomado como indicador do tipo de ativacdo que os macréfagos podem
adquirir (25, 34, 94). Assim, determinamos o fendtipo dos macroéfagos estimulados com CA
na presen¢a ou auséncia de bloqueadores do PAF-R e CD36. Foi observado que tanto o
blogueio do PAF-R utilizando dois antagonistas distintos quanto do CD36 reduziu a
expressao de IL-10 e de IL-12p40, esta em menor grau, induzida por CA. Porém, os niveis de
ambas as citocinas, apesar de detectaveis, foram relativamente baixos, principalmente os de
IL-12p40. Por isso, conduzimos protocolo no qual os macrdofagos eram polarizados
previamente com as CA por 24 h antes de se adicionar LPS, que é um estimulo por si capaz
de induzir ambas as citocinas nestas células. Observamos que houve efeito aditivo na
producdo de IL-10, mas ndo de IL-12p40, quando macrdéfagos foram estimulados com LPS

apos fagocitar CA, e que este efeito foi inibido quando o PAF-R e o CD36 foram bloqueados.

Este fendmeno ¢é semelhante ao observado em estudos realizados

paralelamente que avaliaram o papel do PAF-R e CD36 na polarizacdo de macréfagos por
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oxLDL. Os resultados mostram que a oxLDL aumentou preferencialmente a expressao de
mediadores anti-inflamatérios induzidos por LPS em macrdéfagos e que ambos os receptores
estavam envolvidos nesse efeito (16). Além disso, a ingestdo de oxLDL e expressdo de IL-10
também foram dependentes de PAF-R e CD36 que colocalizavam com marcador de LR
durante o estimulo com a oxLDL. Estes achados corroboram os descritos aqui e reforgam o

papel do PAF-R na modulacdo da ativacdo de macréfagos para perfil regulador.

Conforme descrito anteriormente, a ativagao por DAMPs e PAMPs pode gerar
distintas respostas de acordo com o ligante e PRRs envolvidos. Grosso modo, o
reconhecimento de PAMPs por macréfagos parece induzir preferencialmente produgao de
citocinas pro-inflamatérios, como a IL-12p40, e a ativacdo por DAMPs parece favorecer a
producdo de citocinas supressoras, como IL-10. Alguns estudos descreveram a capacidade
de PRRs se associarem. Levando-se em conta as caracteristicas dos PRRs em relagdo a
amplitude de ligantes e o compartilhamento dos mesmos, especula-se que em algumas
associacdes, os receptores funcionem como co-receptores os quais um deles é necessario,
porém ndo suficiente para gerar a transducdo de sinal pelo ligante. Um exemplo de
associacdo descrita é do CD36 com receptores do tipo toll (TLR2, TLR4 e TLR6), o que, neste
caso, resulta em producdo de mediadores proé-inflamatorios (14). Neste sentido, mostramos
que o PAF-R se associa com o PRR CD36 quando estimulados por DAMPs (CA e oxLDL) e que
esta associacdo resultou em producdo elevada de IL-10 (fendtipo regulador). Apesar de o
PAF-R ndo ser considerado um PRR propriamente dito, isto sugere que DAMPs e PAMPs
podem até ativar receptores em comum, porém as distintas respostas induzidas dependem
dos PRRs envolvidos. Paralelamente, esta descrito que o PAF-R, além de ter um ligante
enddgeno cuja acdo é bem regulada por enzimas, também possui ligantes que sdo lipideos
oxidados que, na verdade, se enquadram no conceito de DAMPs gerados por estresse
oxidativo. Com base nisto, levanta-se a questao sobre o enquadramento do PAF-R como um
PRR capaz de reconhecer moléculas e/ou particulas que sdo compostas por moléculas
oxidadas que apresentam determinado padrdo, aqui comparado ao padrdao reconhecido

pelo CD36.

As etapas resultantes da ativacdo e interacdo entre o PAF-R e CD36 induzidas
por CA ainda ndao foram completamente descritas. Nosso grupo mostrou anteriormente que

a fagocitose de CA induz a expressdao de COX-2 e que isso era inibido pelo bloqueio do PAF-R
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(22). Além disso, a PGE2, um dos produtos da COX-2, aumenta a producao de IL-10 via AMPc
e do fator de transcricdo CREB (95). Aqui, mostramos que a inibicio de COX-2 com
nimesulida teve efeito bastante similar ou até mais intenso que o bloqueio do PAF-R e CD36
sobre a producdo de IL-10. Isto mostra que a PGE, faz parte da via de indugdo de IL-10 nestas
condigdes. Visto que tanto o PAF-R como o CD36 podem de reconhecer CA e que a
expressao de IL-10 também depende dos dois receptores, é bastante provavel que a
expressao de COX-2 seja um passo downstream e dependente da ativagdo destes

receptores.

Os mecanismos pelos quais o PAF-R modula o crescimento tumoral ainda nao
foram totalmente esclarecidos, porém resultados obtidos por nosso grupo e por outros
sugerem a participacdo de CA neste fen6meno. Primeiro, Correa e colegas mostraram que a
coinjecdo de CA com uma dose sub-tumorigénica de células de melanoma promoveu o
crescimento do tumor (111). Mais tarde, foi mostrado que este efeito pré-tumorigénico das
CA era abolido pelo blogueio do PAF-R (112). Em paralelo, outro estudo mostrou que a
inoculacdo de CA antes do implante do TAE na cavidade peritoneal de camundongos
aumentou o crescimento do tumor e que este fendmeno foi revertido com tratamento dos
animais com antagonista de PAF-R (59). Estes achados mostram que a presenca de CA no
sitio tumoral pode modular a resposta imune contra tumores. Visto que no microambiente
tumoral existe a presenca de grande nimero de células mortas e o predominio de citocinas
imunossupressoras, como a IL-10, os resultados descritos aqui de que a inducdo de
macrofagos reguladores por CA se da via PAF-R explicam o efeito do blogueio deste receptor
sobre o crescimento tumoral. Mais ainda, conforme descrito anteriormente, macréfagos
presentes no tumor (TAM) apresentam fendtipo de células reguladoras por produzirem altas
guantidades de IL-10 e baixas quantidades de IL-12p40. Isso sugere que CA podem contribuir

para o desenvolvimento dos TAM e que isso depende do PAF-R.

Até esta parte da tese, nds estudamos o papel do PAF-R no fendtipo de
macrofagos que estdo exercendo uma fungdo natural, ou seja, que eles ndo estdo ativados
por citocinas. Na sequéncia, nés estudamos o papel do PAF-R em macrdéfagos na fase efetora
da resposta imune, isto é, quando estimulados por citocinas de linfocitos ou via receptor
para porc¢do Fc de anticorpos IgG. Mostramos que nesta situacdo o bloqueio do PAF-R foi

capaz de inibir parcialmente a expressio de marcadores de macrofagos ativados



77

classicamente, induzidos por IFN-y e LPS, tais como MCP-1, TNF-a e iNOS. Além disso,
mostramos que o bloqueio do PAF-R inibiu também a expressdo de receptor de manose e
arginase-1, ambos marcadores de macréfagos ativados alternativamente (induzidos por IL-
4). Vimos também que o antagonista do PAF-R foi capaz de inibir a expressdo de IL-10, mas
ndao de IL-12p40, em macréfagos induzida por 1gG-SRBC e LPS e, assim, inibindo o
estabelecimento do perfil regulador. Estes resultados sugerem que a polarizacdo de
macrofagos com citocinas (classicamente e alternativamente ativados) ou com 1gG-SRBC/LPS
(reguladores) induz a producdo de PAF ou moléculas PAF-simile enddgenas que, ao ativar o

PAF-R, contribui com a polarizacdo dos macrofagos.

Citocinas, quimiocinas e enzimas sdo largamente utilizadas como marcadoras
de polarizacdo de macroéfagos, porém, recentemente tem-se discutido que a funcao destas
células deveria ser considerada como melhor marcador de polarizacdo (41). Nesse sentido,
0s nossos resultados mostrando que o bloqueio do PAF-R inibe alguns marcadores do
fendtipo classicamente ativado estdo de acordo com as observagdes feitas em modelos de
infecgdo onde o bloqueio do PAF-R diminuiu a atividade microbicida de macréfagos e
aumento a infecdo destas células in vitro por Leishmania amazonensis (47) e Trypanosoma
cruzi (48). De modo semelhante, o bloqueio ou auséncia do PAF-R em camundongos
também aumentou a taxa infeccdo por Leishmania e Trypanosoma medida pelo aumento do
numero de parasitas no baco, linfonodo e nas lesGes. Infeccbes por Leishmania e
Trypanosoma sao conhecidas por induzir respostas imunes do tipo TH1 que tem como
caracteristica a produgdo de IFN-y e consequente ativacdo de macrofagos para eliminagao
dos parasitas (51, 52). Isto sugere que o bloqueio do PAF-R também inibe a imunidade
adaptativa. De modo similar, macréfagos ativados alternativamente, que sao induzidos por
IL-4, podem ser encontrados em resposta imune do tipo TH2, como infeccdo por vermes e
também em reacdes de hipersensibilidade do tipo 1 mediadas por IgE. E sabido que o PAF-R
contribui com algumas caracteristicas observadas nestas respostas, como na inflamacao
alérgica (113), porém, ndo se sabe se macrofagos tém papel importante neste contexto e

muito menos se o PAF-R destas células contribui com estas respostas.

Esta parte do trabalho simula a ativagao de macréfagos que atuam na fase
efetora da resposta imune contra infecgGes por patdgenos intracelulares (classicamente

ativados) ou como alternativamente ativados (helmintos ou hipersensibilidade tipo 1). Estes
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resultados sugerem que nestes dois contextos a estimulagao induziu a produgdo de PAF que
ao atuar no PAF-R modifica o seu fendtipo. Este contexto é bastante diferente de quando
macrofagos naive sdao estimulados na resposta imune inata cuja ativacdo depende de
receptores que reconhecem padroes moleculares, por exemplo, TLR, NLR, receptores

scavengers.

Ainda analisando o papel do PAF-R sobre a polarizacdo dos macrofagos,
observamos o efeito do bloqueio do PAF-R sobre a produg¢ao de IL-10 e IL-12p40 — duas
citocinas com funcgGes antagonicas na resposta imune — induzida por IgG-SRBC e LPS. Vimos
que o antagonista do PAF-R inibiu somente a produgdo de IL-10 e ndo teve efeito sobre a
producdo de IL-12p40 em macréfagos estimulados com 1gG-SRBC/LPS. Os mecanismos pelos
quais imunocomplexos e LPS induzem a producdo de IL-10 envolvem a ativacdo de ERK (do
inglés Extracellular signal-regulated kinases). Ainda, este estimulo pode induzir processos de
metilacdo/acetilacdo de histonas (epigenética) que facilitam a transcricdo do gene para IL-10
induzida pelo LPS (44, 114). Ja a baixa expressdo de IL-12p40 neste contexto parece ser
dependente do influxo de Ca®* extracelular derivado da ativagdo do FcyR (115). Contudo,
ainda ndo se sabe sobre os mecanismos pelos quais o PAF-R contribui para a expressado de IL-
10 induzida por IgG-SRBC/LPS. E provavel que a ativa¢do deste receptor potencialize as vias
de sinalizacdo ativadas via 1gG-SRBC, como a ERK, por exemplo, ou que a ligacdo do
imunocomplexo com o FcyR seja estabilizada pelo PAF-R, ja que este receptor se mostrou

capaz de interagir com o CD36 no caso das células apoptodticas e oxLDL, por exemplo.

Ligantes do PAF-R também sdo gerados em situacdes de estressores pro-
oxidativos tais como luz UV (63-65), fumaca de cigarro (66), combustivel de avido (62), etc.
Aqui, mostramos que a terapia fotodinamica induziu a geragdo de ligantes do PAF-R em
gueratinocitos humanos. A deteccdo das espécies ligantes do PAF-R foi feita utilizando
ensaio bioldgico que mede a capacidade de ativacdo do receptor em células transfectadas
com o PAF-R, ou seja, por um bioensaio funcional. Além deste, analisamos a estrutura dos
lipideos das amostras por espectrometria de massa e detectamos que a PDT induziu
majoritariamente espécies de PAF que podem ser geradas enzimaticamente. Estd descrito
que estimulos pré-oxidativos podem gerar ligantes do PAF-R também de modo nao
enzimatico via geracdo de espécies reativas de oxigénio, e que este evento pode ser

blogueado pela presenca de agentes antioxidantes. No caso da PDT, os antioxidantes
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adicionados ndo bloquearam a geracao de ligantes do PAF-R, o que reforca a tese de que as
espécies de PAF detectadas foram biossintetizadas enzimaticamente. Além disso, realizamos
a PDT em camundongos e detectamos que esta terapia induziu imunossupressao sistémica
de modo dependente do PAF-R. Ja era descrito que este tipo de terapia induz
imunossupressdo tanto em camundongos quanto em humanos (103, 116), porém este é o
primeiro estudo que mostra que o PAF-R faz parte dos mecanismos pelos quais isto
acontece. De modo similar, ainda em terapias anticancer, utilizando um modelo em que o
mesmo camundongo era injetado com células tumorais em dois pontos diferentes
(melanoma B16F10, uma inje¢do subcutdnea em cada flanco), mostramos que quimioterapia
intratumoral em um dos tumores aumentou a taxa de crescimento do outro tumor de modo
dependente do PAF-R. Neste mesmo estudo, mostramos que esta imunossupressao induzida
por quimioterapia foi dependente de COX-2 e da geracdo de células T reguladoras. Porém,
diferente da PDT, os quimioterapicos induziram ligantes do PAF-R por via ndo enzimatica que
foi bloqueada pela presenga de vitamina C ou N-acetilcisteina (agentes antioxidantes)

presentes na dieta dos animais (APENDICES).

A inducdo de imunossupressao sistémica pela ativacdo do PAF-R ja foi descrita
em varios outros estudos e mostra a relevancia deste receptor na modulacdo da resposta
imune adquirida, porém os mecanismos envolvidos nesta modulagdo ainda ndao foram
totalmente esclarecidos. Sahu e colegas mostraram que UVB promoveu aumento do
crescimento tumoral em animais WT, mas ndo em PAF-R KO, e que a deplecdo de células T
reguladoras ou de IL-10 — ambas aumentadas — bloqueou o efeito da UVB sobre o
aumento do crescimento tumoral (65). Em outro estudo, Sahu e colegas mostraram que
fumaca de cigarro inibiu resposta ao DNFB em modelo de hipersensibilidade de contato em
camundongos via geracao de ligantes do PAF-R. O bloqueio da COX-2 e deplecdo das células
T reguladoras anulou o efeito da fumaca de inibir a CHS, mostrando que ambas fazem parte
do mecanismo de indugdo de imunossupressado sistémica via PAF-R (66). Ja foi descrito que a
PDT induz morte celular por apoptose e necrose em células que captam o agente
fotossensivel e s3o expostas a luz (117, 118). E bastante provéavel que, além do PAF
(mostrado aqui em modelo de PDT in vitro), células apoptdticas também atuem como
ligantes do PAF-R em animais que sofreram PDT, e que isso também contribui para a inducdo

da imunossupressao sistémica detectada via PAF-R.
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No protocolo de CHS utilizado para mostrar a indugdao de imunossupressao
sistémica, o estimulo gerador de ligantes do PAF-R (PDT ou mesmo fumaca de cigarro
testada por Sahu et al) foi realizado dias antes da sensibilizagdo dos animais com DNFB para
inducdo de imunidade especifica ao antigeno/hapteno. Contudo, um experimento realizado
em 1986 mostrou que a PDT perdia a capacidade de induzir imunossupressao sistémica se
fosse realizada apds a sensibilizacdo dos camundongos com antigeno/hapteno (119). Este
achado sugere que o efeito do PAF-R sobre a resposta imune aconteca ao nivel da
imunidade inata, ou seja, que apds os eventos de apresentacdo de antigenos e ativacdo de
linfdcitos (sensibilizacdo), a ativagcdo do PAF-R ndo altera as caracteristicas de polarizacdo da
imunidade adquirida. Uma das grandes questdes acerca do mecanismo pelo qual agentes
estressores pré-oxidativos indutores de ligantes do PAF-R como PDT, quimioterapicos, UVB e
fumaca de cigarro induzem imunossupressao sistémica é em quais células o PAF-R é ativado.
N3o podemos descartar o papel dos macréfagos nas fases da imunidade inata atuando neste
contexto, visto que mostramos aqui o envolvimento da COX-2 na produgdo de IL-10 induzida
por células apoptoéticas via PAF-R. Assim, hipotetizamos que a PDT gera PAF e células
apoptoticas que ativam o PAF-R de macréfagos residentes da pele (células de Langerhans,
por exemplo) e que isto culmina na expressdo de IL-10 provavelmente dependente da
producdo de prostandides. Este quadro, entdo, favoreceria a geragcdo de células T
reguladoras que inibiriam a resposta de CHS ao DNFB. Neste sentido, outro trabalho do
nosso grupo mostrou que o bloqueio do PAF-R em células dendriticas derivadas de medula
0ssea aumentou a taxa de proliferagao de linfdcitos in vitro e sugeriu entao que a ativagao
do PAF-R nestas células induzia células dendriticas reguladoras, o que reforca a hipotese de
que a ativacdo do PAF-R na fase inata da resposta imune é capaz de modular a resposta

imune adquirida (120).

A descoberta de que o PAF-R modula a ativacdo de macréfagos que fagocitam
CA abre perspectivas para o uso deste receptor como alvo terapéutico em situagées nas
quais n3o é desejavel o estabelecimento de células reguladoras/supressoras em ambientes
nos quais este receptor pode ser ativado. Exemplo disso é o efeito do bloqueio deste
receptor que é capaz de reduzir por si sé a taxa de crescimento tumoral em modelos
experimentais de melanoma (59, 61). Além disso, estes estudos mostram que a

administragdo de antagonistas do PAF-R com quimioterapicos aumenta a eficdcia da
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quimioterapia. Este achado leva em conta a participagdao do PAF-R tanto em leucécitos — e
modulacdo da imunidade contra tumores — quanto a ativacdo deste receptor em alguns
tipos de melanomas. Primeiro, conforme mostrado aqui, a ativagdao do PAF-R por CA — que
estdo presentes em abundancia no microambiente tumoral — induz a polarizacdo de
macréfagos para perfil regulador (producdo de IL-10). Segundo, conforme citado
anteriormente, agentes quimioterdpicos sdo capazes de induzir ligantes do PAF-R e isto
contribui para diminuicdo da resposta imune contra tumores. Em terceiro, estudos mostram
que alguns tumores expressam o PAF-R e que a ativagdo deste receptor contribui para
aumento na resisténcia dos tumores a agdo citotoxica de quimioterapicos. Deste modo,
estudos que avaliardao o bloqueio do PAF-R durante a quimioterapia antitumoral serdao de

grande importancia para otimizacdo do tratamento de pacientes com céncer.

Contudo, a acdo do PAF-R também se mostrou importante para a ingestdo de
CA pelos macrofagos, o que é fendbmeno essencial para a manutengao da homeostase. Foi
descrito que o clearance desregulado de CA estava associado com algumas doencas
autoimunes e crdnicas, como o lupus eritematoso sistémico, diabetes tipo 1, doenca
pulmonar obstrutiva cronica e doengas cardiovasculares (26). Seria preciso, neste caso,
avaliar se o bloqueio do PAF-R reduz a ingestdo de CA in vivo e, mais adiante, se o uso de
drogas bloqueadoras do PAF-R contribui com o desenvolvimento de doencgas crbnicas

derivadas da falta de eliminacdo de células apoptaticas.

Por outro lado, devido a ativacdo do PAF-R levar macréfagos ao fendtipo
regulador, agonistas deste receptor poderiam ser Uteis em situagcdes nas quais doencas
cronicas inflamatdrias, como algumas doencgas autoimunes, tivessem de ser atenuadas. De
fato, a importancia dos macroéfagos reguladores é corroborada por estudos que mostram
que diferengas no FcyR em humanos levam ao desenvolvimento de doengas autoimunes,
como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide e esclerose multipla (121). Um
exemplo do uso de macréfagos reguladores como potenciais agentes terapéuticos foi
mostrado por estudos com macréfagos estimulados com imunocomplexos e LPS. Simulando
modelo de inflamacdo aguda, foi mostrado que a injecdo de um milhdo de macroéfagos
reguladores (tratados com imunocomplexos e LPS) em camundongos antes da injecdo de
dose letal de LPS foi capaz de reduzir drasticamente a mortalidade e sintomas da injegdo da

endotoxina (122). Além disso, o mesmo autor relata que a administracdo de droga que induz
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macréfagos reguladores foi capaz de reverter o quadro de paralisia em camundongos nos
guais foi induzido modelo de encefalomielite autoimune experimental, porém esta droga
nao é conhecida e estes dados ainda ndo foram publicados (46). De modo semelhante, outro
grupo mostrou que a injecdo de IgG-SRBC antes de se iniciar o protocolo de inducdo de
encefalomielite autoimune experimental em camundongos retardou o estabelecimento da
doenca e amenizou os sintomas causados pela mesma. Segundo os autores, este efeito foi
devido a indugdo de resposta TH2 pelas IgG-SRBC que antagonizou a resposta TH1 causadora
da doenca (123). Visto que o PAF-R participa do estabelecimento de macréfagos reguladores
por aumentar a expressao de IL-10, podemos acreditar que a adicdo de ligantes do PAF-R
potencializaria a capacidade destas células de reverter ou amenizar doengas inflamatdrias

cronicas como algumas doencas autoimunes e do trato gastrointestinal.

Os achados mostrados aqui contribuem para o entendimento do papel do
PAF-R na resposta imune através de sua ativacdo em macréfagos. A importancia destas
células tanto nas fases iniciais de reconhecimento e inflamag¢do quanto na fase efetora da
resposta imune (inflamag¢do imunomediada) se da pelo fato de as mesmas apresentarem um
espectro de ativacdo o qual é didaticamente dividido e classificado como polarizagdo. Neste
sentido, o papel do PAF-R mostrou-se importante na fisiologia da ativacdo dos macréfagos
por diferentes citocinas da imunidade adquirida que orquestram respostas contra infeccdes
intracelulares, parasitarias e alergias, por exemplo, e também na ativacdo por ligantes que
induzem macréfagos que suprimem a resposta imune, mostrando, enfim, que o PAF-R tem
papel relevante dentro do espectro de ativacdo destas células. O importante papel dos
macrofagos na homeostase foi aqui melhor estudado ao se colocar estas células em contato
com células apoptéticas e avaliando o papel do PAF-R juntamente com CD36, receptor cuja
participacdo da homeostase ja estava mais bem descrita. Os resultados mostram que ndo sé
a ativacdo dos macréfagos para perfil regulador, mas também o processo de
reconhecimento e ingestdo das CA é dependente do PAF-R e de sua associacdo com o CD36.
Mais ainda, a participacao da PAF-R na resposta imune foi demonstrada pela indugao de
imunossupressao sistémica pela PDT, que foi via geracdo de ligantes do PAF-R. Além disso,
este é um exemplo que mostra a participacdo deste receptor como componente de efeitos
colaterais de terapias anticancer realizadas em humanos. Em conjunto, os dados mostrados

aqui demonstram a relevancia do PAF-R em processos imunoldgicos e, com isso, suportam a
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ideia de se utilizar tanto a ativagdo quanto o bloqueio deste receptor como ferramenta
terapéutica para modulacdo da resposta imune ou otimizacdo de protocolos de terapia

anticancer.



6 CONCLUSOES
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Em macroéfagos, células apoptoticas induzem a associagao e colocalizagao de
PAF-R com CD36 em lipid rafts e a ativacdo de ambos os receptores culmina na fagocitose

otima destas células.

A associagdo do PAF-R com CD36 durante a fagocitose de células apoptodticas
induz o perfil regulador de macréfagos (IL-10™"/IL-12p40"°Y) de modo dependente da

producdo de prostandides.

No contexto de imunidade adquirida, durante ativacdo de macréfagos por
IFN-y/LPS e por IL-4, o PAF-R contribui para a expressdo dos marcadores de fenétipo de
ativacdo classica e alternativa, respectivamente. Quando macrofagos sdo estimulados via
FcyR e LPS, o PAF-R contribui para a produgao de IL-10 e ndo afeta IL-12p40, induzindo o
fendtipo regulador (IL-10"8"/IL-12p40™").

A terapia fotodinamica induz a geracdo de ligantes do PAF-R, resultando em
imunossupressao sistémica. Este efeito do PAF-R acontece provavelmente durante a
imunidade inata (macroéfagos e células dendriticas) que culmina na modula¢do da resposta
imune adquirida.

Em conjunto, estes achados mostram a relevancia do PAF-R na ativagdo de
macréfagos e na modulagdao da resposta imune, ressalta seu importante papel na
homeostase e seu potencial uso como alvo terapéutico.
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Co-Stimulation of PAFR and CD36 Is Required for oxLDL-
Induced Human Macrophages Activation

Francisco J. O. Rios*, Mariana M. Koga, Matheus Ferracini, Sonia Jancar
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Abstract

The oddative process of LOL particles generates molecules which are strocturally dmilar to platelet-activating factor [PAF]
and some effects of oxidimd LDL joxl DL) have been shown to be dependent on PAF receptor (PAFR] activation. In a
previows study, we showed that PAFR i required for upregulstion of (D36 and oDl uptake In the present study we
analyped the moleculsr mechanisms activated by oxlDL in human macrophages and the contribution of PAFR to this
response. Human sdhemnt monocytes'macrophages were sEmulsted with oxl DL Uptake of oslDL and OD36 e presson
were detemmined by flow cytometry; MAP kinases and Akt phosphorylation by Westem blot; IL-8 and MOP-1 concentration
by ELISA and mENA expresion by reaHime POL To investigate the participation of the PI3K/AkL pathway, Gai-coupled
prtein of PAFR, macrophages were trested with LY294002, pertusis toxin or with te PAFR antagonists WEB2170 and
CV3988, respectively befom addition of oalDL It was fownd that the addition of axl DL to hiafm an fmonocytes,im acrophages.
activates the PEKAK pathwey which in turn activates the MAPK (p38 and JMNK). Phosphorylstion of Alt requires the
engagement of PAFR and a Goi-coupled prowein. The upregulation of (D36 protein and the uptake of ool DL as well as the
IL-8 production are dependent on FI3E Akt pathway activation. The increased (D36 protein expression i d ependent on
PAFR and Gri-coupled protein. Transfection sudies using HEK 2031 cells showed that oxl DL uptake ocours with either PAFR
or (D36, but IL-8 production redquires the co-transfection of both PAFR and CO86. These findings show that PAFR has &
pivotal mle in macrophages response to oxlDL and suggest that pharmacdogical intervention at the level of PAFR
activation might be beneficial in stherosclerosio
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Acommulation of modified low-density Epoprotein (LIL), such
25 oxidized LI (o LIDLY, in the arterial wall, and the recniment
of monocyes to the suhendothelial space are nown o be the
main eardy evens in the development of ath derosis [1].
Marrophages express recepinm that hind and ndernafre o dimed
forms of LINL. It & mown that CIE6 receptor expression is not
regulated by intracellnlar levels of choleserol, and & increased in
atherosclerofic ksins hecanse of amor-regulation by components
of the ax[ DL particles [2]. This unconmollad uptake kack o
difierentiation of the macrophage into foom cells that play a
exitical role in development and progression of the athemsclerotic
paque [3].

A number of bhomnry smdies have provided compeling
evidence that CIE6 & one of the main scavenger recepors
involved in the uprake of oxl.DL. by monocytes/maoophages. Tts
deficiency gready reduced the upiake of eIV and stheroscle-
mic lesions in mice models [45]. Momeover, monocytes from
individuals lacking D36, or experimens wng fnotbonal
Hockage with snthodies, deoressed oI wpake by shou
30 [4.

The mechantm of m LD -nduced foam cd] frmation doring
the atherosclerndic process has been nnder infense nvestigation,

@I PLoS OME | wesraplasone arg

recepbors that might act, either independendy or symergistically, i
mediate the well response [1,6]. The uptake of oxl.DL keads i
artivation of a MAPEK pathway that exers o oucial mols in fam
cell formadion and & essential for IL-A producton, which mediates
the: cell recuimment tothe plaque sie, accelerating the athenogenic
process and arterial thicimess [7]. Monsover, MAPK sctivation
tion and foam cell mrvival in the atherosclerotic plaque [H].
The oxidative process of LIN. pertides genemates molerules
which are stucirally similar to the bpid medsior plaeld-
acfivating facior (PAF), and some effects of ax.DL have besn
shown tobe dependent on PA FR. activation [9,10]. Althongh these
PAF-Hke compoimds are les poent than PAF in hinding o
PAFE, they are considerably more abundant [9). Owr previous
stmdy revealed that oxL.IN. activates MAFEK (ERK] /2 and JNE)
and ncresses the sxpression of CD36 in himan cells by PAFR-
dependent mechanizms. Moreover we have shown that uptake of
LI &5 abo dependent on PAFR [11]. Since the main receptor
that mediates the o LIDL mptake by macrophages is CT86, which
has a very shont intmecytoplasmatic tall that hardy activates
intraceliular signaling pathways, we hypothesined that the effect of
ax LIV might be cansed by co-stimulation of CD36 and PAFR
[11]. In the presemt study, we confirmed this hypothesis by
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Ol is recognized by macrophage scavenger receptors, indoding C1036; we have recently found that Platelet-Activating Factor
Receptor (FAFR) is also imvolved. Since PAFR in macrophages is associated with suppressor function, we examined the effect of
oxl. DL on macmphage phenotype. It was foond that the presence of ox LI L during mac rophage differentiation induced high mAENA
leveds to IL-10, mannose receptor, PPARy and arginase-1 and bow levels of IL-12 and iNOS. When human THP-1 macrophages were
pre-treated with oxL DL then stimulated with LPS, the production of TL-10 a.ndTGP—Iﬁ significantly increased, whensas that of TL-
6 and IL-8 decreased. In murine TG-ebcited macrophages, this protocol significantly reduced MO, iNOS and OOX2 expression.
Thus, oxlDL induced macrophage differentiation and activation towards the alternatively activated M2-phenotype. In murine
macrophages, oxl.DL induced arginase-1 and IL-10 mBMA expression, which were significantly redisced by pre-treatment
with PAFE. antagonists (WEB and CV) or with ansibodies to CI36. The mBNA expression of IL-12, EANTES and CXCL2 were
not affected. We showed that this profile of macrophage activation is dependent on the engagement of bath CD346 and PAFE. We

conchode that oxl DL induces alternative macrophage activation by mechanisms imvolbring CD36 and PAFR

1. Introduction

The stimulation of monocytes/macrophages by modified low
density lipoprotein (LDL), such as oxidized LDL (oxLDL),
is an early event in atherosclerosis development. These
macrophages accumulate in the subendothelial space and
differentiate into foam cells [1], which contribute to a chronic
inflammatory response in the arterial wall and atherosclerotic
plaque progression [ 2]. Several pattern recognition receptors.
are imvolved in oxLDL recognition by macrophages; CD36 is
one of the most studied.

Macrophages can acquire distinct phenotypes according
to stimuli from the microenvironment. M1 or classically
activated macrophages are induced by Thl cytokines and
In contrast, M2 or alternatively activated macrophages are
induced by Th cytokines and contribute to the resolution

of inflammation and tissue remodeling [3]. The atheroscle-
rotic plagque provides a complex microenvironment for
macrophages, and both populations, M1 and M2, have been
found in human lesions [4]. It has been demonstrated that b1
macrophages are predominant in regions prone to ruptare,
while M2 macrophages are mostly detected in the adventitia
and in stable plaque areas [5]. However, it is not known which
role macrophages with such opposing functions play in the
progression of athernsclerosis. M2 macrophages express high
levels of CD36 and SR-Al and are thus able to efficiently take
up oxLDL and are more prone to differentiating into foam
cells [6]. Macrophages also express receptors for platelet-
activating factor (PAFR), and our previous work suggested
that PAFR works in conjunction with CD36 for optimal
o0xLDM. uptake and cytokine gene expression [7]. Moreover,
preferential production of IL-10 over IL-12 was observed
(submitted article).
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interaction with owxidized low-density lipoprotein (oxl DL ) leads to its differentiafion inbo foam cells and
. In

ﬁn\xLDLWeh.nd that blocking CO38 or PAFR decreases axl DL uptake and IL-10 production. OxL DL induces
IL-10 mRMNA only in HEK2B3T expressing both receptors (PAFR and CD30). OxLDL does not induce
IL-12 production. The lipid rafts disnuption by treatment with BPCD reduces the oxLDL uptake and IL-10 production.
Cxl DL induces co-immunoprecipitabon of PAFR and CD36 with the constiufve raft protein flotillin-1. and
colocalization with the Bpid raft-marker GM1-ganglioside. Finally, we found colocalizaion of PAFR and (CD35 in
macrophages from human athenos dernotic . Our results show that cd DL induces the recnuitment of PAFR
and CO3E imto the same lipid rafts, mmrsrmnrmfnrmd_[ﬂ_mmeaﬂ IL-10 production. This study provided
new insights ints how oxl DL interact with macrophages and contributing to atherosclerosis development.
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Introduction CD348, or in vifro experiments. using funciional blockage of this

recephor with antibodies, decreased the okl DL uptake by 505

MmﬂmdLmMmen[Lﬂ.}sarrqor
facior in the dewelopment of athercsclenosis.

Chddized LDL (od DL} accurmulates in the sub-endothelial

space of the arteral wall and actvates endothelial cells,
smooth muscle cells and macrophages. The resulting chronic
inflammatory response contributes to athenosderotic plague
pngsmr[‘I] Plnjﬂnswelamemadlﬂﬂne uptake of
jc relevance in athemsclerosis
mmmmaumﬂmm
macrophages ane not fully understood.

CO36 is one of the main scavenger recepiors involved in the
uptake of oxlDL by macrophages and has generally been
viewed as essential for foam cell formation[Z) s deficiency
greally reduced the uptake of oxdDl and atherosdertic
lesions in mice models[3.4]. Monocytes from individuals Lacking

PLOS ONE | Wiw. pic50ne. ong

ajcliund recepion(s) might be Ewolved N macrophage
actiwalion by ood DL and foam cell formalion.

The oxidative modification of LDL generates several oxidized
phospholipids (oxPL) that share a common unsatuated fatty
acid in the sn-2 position of the phosphatidylcholine and confer
the ability to bind fo CO3E[T]. These sinuctural characerisiics
are also responsible for the interaction of some oL with the
recepior for Platelet Activating Factor (FAFR) [B]. which is
expression has been found in macrophages from hueman
gtherosderotic  plagues[B]. In prewious shdies we
demonsirated that deficiency or antagonism of PAFR reduced
e codDl uptake by human macrophages and COAG

October 2013 | Volume 3 | issue 10 | e76803



APENDICE D

Hindawi Publishing Carporation
Mediators of Infammation
Volume 2003, Arthcde [0 950273, B pages @
hitp:iidx doLong L0155 AN ES0ITS

e
Research Article

Clearance of Apoptotic Cells by Macrophages Induces
Regulatory Phenotype and Involves Stimulation of CD36 and
Platelet-Activating Factor Receptor

Matheuns Ferracinl,' Francisco J. 0. Rlos,"* Mateus Pecenin,' and Sonia Jancar"

! Departmernt of b [og, Bi bl Sciemces b

ICE IV, Sala HVI46, 05508-000 Sio Pawlo, SF Brazil

University af Sdo Paula, Averue Professor Lineu Prestes [734,

? Institute of Cardivwscular and Medical Sciences, British Heaart Foundation Glasgow Cardiovascular Researc Cermire,

Umiversity of Glasgow, Glasgow GI2 §TA, UK

Carrespondence should be addressed to Sonia Jancar; sojancan@ich.nsp br
Received 10 July 2013%; Revised 14 September 2003; Accepted & October 2003

Academic Editor: Hidde Bult

Copyright & 2013 Matheus Ferracini et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution

li:rm,wﬂ:i:hp:nnibmﬂhtlndm.diﬂ.ﬂumlnd
cited.

. I . =

P hon n aoy

provided the original work is propedy

Phagocytosis of apoptatic cells (eferocytosis) induces macrophage differentiation towards a regulatory phenotype (IL-10% 11
12p40™ ). CD36 i invobved in the recognition of apoptatic cells (AC), and we have shown that the platelet-actiating factor receptor
(PAFR) is also involved. Here, we investigated the contribution of PAFR. and CD34 to eferocyiosis and to the establishment of 2
regulatory macrophage phenotype. Mice bone marmw-derived macrophages were cocultured with apoptotic thymocytes, and the
phagocyticindex was determined. Blockage of PAFR with antagonists or CD36 with specific antibodies inhihited the phagocytosis of
AL (~70-80%). Using immunoprecipitation and confocal microscopy, we showed that eferocyiosis increased the CD36 and PAFR
mmkmwpmmpmmmﬁmmwﬂﬂnﬂhﬂ] :mﬂ.lml:rnl:lplcl
md.ncndapmﬂ'nnfthn:pm-dncumll 1078 T1L-12p a0, that is, mﬂnmmhmmmmh
efferocytosis-induced production of IL-10, and this was prevented by hlocking PAFR or CD36. It can be conchaded that phagocytosis

of apoptotic cells engages C036 and PAFR, possibly in lipid rafis, and thisis required foroptimal efermcytosis and the establishment

of the macrophage regulatory phenotype.

1. Introduction

Clearance of apoptotic cells ( AC) by macrophages, also called
efferocytosis, plays a central role in tissue homeostasis, and
the impaired dearance of altered cells has been associated
with the development of autoimmune and chronic inflam-
matory diseases [1]. Macrophages can acquire distinct phenso-
types depending on the stimulus. M1 or classically activated
macrophages are indoced by the recognition of PAMPs
(pathogen associated molecular patterns) and by proinflam-
matory cytokines. These cells exhibit high microbicidal activ-
ity and induce inflammation. In contrast, M2 macrophages
produce anti-inflammatory and tissue remodelling cytokines.
and can be divided into subtypes according to the stimulus;

the alternatively activated macrophages are induced by Thl
cytokines, and the regulatory macrophages are induced by
anti-inflammatory cytokines, immune complexes, apoptotic
cells, and oxidised Bpids, among other stimuli [2, 3].

The first evidence that efferocytosis induces a suppressor
phenotype came from the studies of Fadok et al [4]. The
authors showed that the addition of apoptotic cells to macro-
phages inhibited the expression of proinflammatory cytok-
ines induced by LPS. Later on, it was reported that the clear-
ance of apoptotic neutrophils indwced an IL-107%/11-12"*
regulatory phenotype in macrophages [5].

There is evidence that platelet-activating factor (PAF) or
PAF-like meieties present in the tumour microenvironment
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