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RESUMO

ANTONIA CORREA CASTRO FERREIRA

O RECEPTOR DE EFEROCITOSE AXL CONTROLA O RECRUTAMENTO DE
MACROFAGOS ALVEOLARES PARA AS MUCOSAS PULMONARES DURANTE
A HOMEOSTASE, E REGULA A INFLAMACAO PULMONAR

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo do
titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS
Trabalho de Concluséo de Curso.

ORIENTADOR: ALESSANDRA D’ALMEIDA FILARDY

A mucosa pulmonar é um microambiente constantemente exposto a entrada de patdgenos e
devido a sua funcéo fisioldgica de trocas gasosas, é bastante sensivel aos danos colaterais das
respostas imunologicas. Desse modo, as respostas inflamatdrias e tolerogénicas precisam ser
finamente controladas nestes locais. Macrofagos alveolares (AMs) sdo constantemente
estimulados por antigenos e sua ativacdo deve ser finamente regulada para evitar danos ao
tecido pulmonar. Além de seu papel na fagocitose de microrganismos, AMs sdo as principais
células que fagocitam células apoptéticas (eferocitose), contribuindo para a imunidade e
homeostase nos pulmdes. O receptor Axl, da familia TAM, é expresso por células do sistema
imunoldgico e além de mediar a eferocitose, bloqueia as vias de sinalizacdo pré-inflamatorias
dos TLRs e de citocinas. Nesse estudo, investigamos o papel do receptor Axl no recrutamento
de AMs para as mucosas pulmonares, e na regulacdo de vias pro-inflamatorias durante a
homeostase e silicose. Primeiramente a expressdo do receptor Axl foi confirmada em células
pulmonares totais e, especificamente em AMs. Analisando comparativamente 0s percentuais
de AMs, caracterizados pela marcagdo duplo positiva para Siglec F* e CD11c", durante a
homeostase, observamos que o BAL de camundongos selvagens possui em média 37% de
AMs, enquanto que o BAL de camundongos AxI” possui em média, 65% de AMs. Além do
aumento do recrutamento de AMs, observamos uma menor concentracdo de TGF-B e IL-10
nos BALs de camundongos AxI”" se comparados aos selvagens, durante a homeostase. AMs
de camundongos AxI”" e selvagens quando estimulados in vitro com LPS, ndo apresentam
diferengas entre si, no que diz respeito a producdo de citocinas, porém o LPS em combinacgéo
com neutrofilos apoptoticos opsonizados com Gasé provoca uma diminuicdo de TNF-a e
aumento de IL-6 nos camundongos Axl” em relacdo aos selvagens. Durante a silicose,
observamos um aumento no numero total de células nos BALs de ambos os animais, porém
existe uma diminuicdo de AMs em camundongos AxI” e selvagens. Investigando o perfil
celular que se encontrava aumentado durante a silicose, observamos que o percentual de
neutréfilos (CD11b*Ly6G") nos BALs de camundongos Axl” estava aumentado, se
comparados aos selvagens. Também observamos diminui¢do nas concentragcfes de IL-10 nos
BALs de camundongos silicéticos selvagens e deficientes em Axl, em relacdo aos BALs dos
mesmos grupos instilados com PBS e nenhuma diferencga nas concentragdes de TGF- nesses
grupos. A instilacdo de silica provocou amento da concentracdo de TNF-o nos BALs de
camundongos deficientes em AxIl, mas ndo em camundongos selvagens e um aumento de 1L-6
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nos BALs de camundongos selvagens, mas ndo nos BALs de camundongos deficientes em
Axl. Coletivamente, nossos dados indicam que o bloqueio da eferocitose mediada por Axl e
deficiéncias na regulacdo negativa da sinalizacdo pré-inflamatoria intracelular pelo receptor
AxI resulta no aumento do recrutamento de AMs durante a homeostase e, além disso essas
células apresentam um potencial regulatorio, devido ao perfil de citocinas secretadas durante a
homeostase. Durante a silicose, existe um possivel aumento de morte de AMs, sugerindo que
ha um controle menor do processo inflamatério em camundongos AxI”". O aumento maior no
recrutamento de neutréfilos nos camundongos AxI™ corrobora a hipétese de menor controle
do processo inflamatorio.

Palavras chave: macrofagos alveolares, eferocitose, receptores TAM.



ABSTRACT

ANTONIA CORREA CASTRO FERREIRA

EFEROCYTOSIS RECEPTOR AXL CONTROL AND RECRUIT ALVEOLAR
MACROPHAGES TO THE PULMONARY MUCOSAL DURING HOMEOSTASIS
AND REGULATE PULMONARY INFLAMMATION

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

ADVISOR: ALESSANDRA D’ALMEIDA FILARDY

The pulmonary mucosa is a microenvironment constantly exposed to pathogens entrance, and
due to its biological function is very sensitive to the collateral damage caused by
immunological responses. In this way, inflammatory and tolerogenic responses need to be
balanced in these sites. Alveolar macrophages (AMs) are continually stimulated by antigens
and their activation needs to be tightly regulated to avoid tissue damage. Besides their role in
the phagocytosis of microorganisms, AMs play an important role in the phagocytosis of
apoptotic cells (efferocytosis), which contributes to the immunity and homeostasis in the
lungs. The AxI receptor, from TAM family, is expressed by cells of the immune system and,
in addition to mediating efferocytosis, blocks the TLRs and cytokines proinflammatory
signaling pathways. In the current study we investigate the role of the AxI receptor in the
recruitment of AMs to the pulmonary mucosae, and its role in the regulation of
proinflammatory pathways during homeostasis and silicosis. Firstly, AxI receptor expression
was confirmed in total lung cells, and specifically in AMs. Comparing the percentages of
AMs, characterized by double positive labeling for SiglecF™ and CD11c¢", during homeostasis,
we observed that the BAL of WT mice has about 37% of AMs, whereas BAL of Axl-/- mice
has about 65% of AMs. We also observed a lower concentration of TGF-§ and IL-10 in the
BALs of AxI-/- mice when compared to WT, during homeostasis. AMs from Axl-/- and WT
mice when stimulated in vitro with LPS do not show any differences in relation to cytokine
production, but LPS plus Gas6-opsonized-apoptotic neutrophils provokes a reduction in TNF-
a production and enhances IL-6 in Axl-/- compared to WT mice. During silicosis, we
observed an increase in the numbers of cells in the BALs of AxI-/- and WT mice, but also a
decrease of AMs numbers in both animals. By investigating the cellular profile that was
increased during silicosis, we found that the percentage of neutrophils (CD11b" Ly6G") was
increased in the BALs of AxI-/- compared to WT mice. In addition, we observed a decrease in
IL-10 concentration in the BALs of WT and AxI-/- silicotic mice, compared to the BALs of
the PBS group; and we did not find differences in TGF-B concentrations in BALSs. Silica
instillation provoked an increase in TNF-a concentration in the BALs of Axl-/- mice but not
in the BALs of WT mice; and increased IL-6 in WT mice, but not in Axl-/- mice.
Collectively, our data indicate that blockade of AxI-mediated efferocytosis and the
deficiencies in the downregulation of intracellular proinflammatory signaling results in an



increased recruitment of AMs during homeostasis and, in addition, these cells could present a
regulatory potential due to the cytokine profile secreted during homeostasis. During silicosis
there is a possible increase in AMs cell death, suggesting that there is less control of the
inflammatory process in Axl-/- mice. The increase in neutrophil recruitment in AxI-/- mice
corroborates the hypothesis of a lower control of the inflammatory process.

Key words: alveolar macrophages, efferocytosis, TAM receptors.
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1. Introducéo

1.1 Mucosas Pulmonares

O trato respiratorio, que é responsavel pelas trocas gasosas e oxigenacdo do sangue
venoso ¢ dividido em superior, composto pela cavidade nasal, faringe, laringe e parte superior
da traqueia e em inferior (West, 2013), sendo a porcdo respiratoria composta pelos
bronquiolos respiratérios e ductos alveolares, que sdo completamente revestidos por alvéolos
onde ocorrem as trocas gasosas (West, 2013 e Ovalle e Nahirney, 2014). Contendo uma
superficie de aproximadamente 70 m? em adultos (Holt et al., 2008), o trato respiratorio é
considerado a segunda maior superficie de mucosa do corpo humano, sendo a mucosa

intestinal a maior delas (Sato e Kiyono, 2012) (Figural).

Traqueia

W —— Epitéliorespiratorio

Bréonquios

J

J@lqmox

Ducto
alveolar%
(7 = Alvéolo
£
— -

1 A Parénquima pulmonar
R
N

1 5
\ s

Figura 1. Divisdo esquematica do trato respiratério. Trato respiratorio dividido em superior, representado
pela traqueia, e inferior, sendo representado pelos brénquios, ductos alveolares e alvéolos. Adaptado de Holt et
al., 2008.

As mucosas exercem, no organismo, um papel de defesa muito importante. Por
estarem em contato direto com o meio externo sdo as primeiras barreiras fisicas de defesa
encontradas por microrganismos comensais e patogénicos. Essa barreira € revestida por um
epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado com células secretoras de muco, e este,

juntamente com os cilios das células, ajudam na remocédo de particulas indesejadas que sao
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inaladas (Ovalle e Nahirney, 2014). Essas céelulas, em homeostase, permanecem integras,
porém dependem de complexos juncionais multiproteicos para promover a adesdo entre as
células adjacentes e, consequentemente, promover a integridade necessaria dificultando,
assim, a passagem de microrganismos (Georas e Rezaee, 2014; Merga, Campbell, e Rhodes,
2014).

As células epiteliais do trato respiratorio, que apresentam uma interface delicada com
0 meio externo e estdo constantemente entrando em contato com um amplo repertorio de
antigenos durante a respiragdo (Holt et al., 2008), precisam controlar a permeabilidade celular
que, se aumentada, pode ser um importante facilitador de inflamacao nas mucosas (Georas e
Rezaee, 2014).

Durante muito tempo o pulméo foi considerado um sitio estéril, uma vez que o
isolamento e identificagdo de microrganismos presentes nas vias aéreas inferiores ndo eram
realizados, devido as dificuldades relacionadas as técnicas dependentes de cultura, a
reproducdo de condicdes ideais de crescimento de bactérias fastidiosas e a contamina¢do com
bactérias das vias aéreas superiores (Monso et al., 1995; Goldstein et al., 2008). Com a
utilizacdo de técnicas independentes de cultura, como a reacdo em cadeira da polimerase
(PCR) da subunidade 16S do RNA ribossomal (RNAr), foram identificados produtos
bacterianos nas vias aéreas inferiores e assim, descrita a presenca de microrganismos nos
pulmdes, embora em menor quantidade sdo encontrados nas vias superiores (Charlson et al.,
2011; Segal et al., 2013; Einarsson et al., 2016;).

A microbiota pulmonar é muito semelhante a microbiota oral, e a maioria dos dados
revela uma diversidade microbiana substancial em individuos saudaveis (Segal e Blaser,
2014). Assim como em outras regides de mucosa, 0 uso de antibidticos pode alterar toda a
dindmica e composicao da microbiota. Além disso, a aspiracdo de saliva, que é um fenémeno
que ocorre frequentemente e explica a presenca das bactérias Prevotella e Veillonella nas vias
inferiores, exerce uma pressao seletiva nos microrganismos que irdo colonizar mucosas

pulmonares (Figura 2) (Gleeson, Eggli, e Maxwell, 1997; Segal e Blaser, 2014).
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Figura 2. Distribuicdo microbiana no trato respiratorio. Distribuicdo espacial e esquematica de géneros
bacterianos encontrados no trato respiratorio superior e inferior. Adaptado de Man, Piters e Bogaert, 2017.

A microbiota pulmonar, assim como a intestinal, desempenha um papel importante na
estimulagdo das respostas imunes, mas provavelmente também € influenciada pelo sistema

imunoldgico do hospedeiro (Segal e Blaser, 2014).

1.2  Sistema imunoldgico associado a mucosa pulmonar

Os alvéolos pulmonares, responsaveis pelas trocas gasosas, sdo constituidos por
células epiteliais alveolares (AECs) do tipo I e II (Lambrecht, 2006). As AECs do tipo I
constituem 98% de toda a area superficial dos pulmdes, constituindo uma fina camada que
permite as trocas gasosas entre os alvéolos e os vasos capilares (Hussel e Bell, 2014). As
AEC:s do tipo II sdo responsaveis pela secrecao/produgdo de moléculas, como mucinas (Galli
et al., 2005), peptideos antimicrobianos (Lu et al., 2006; Nakae et al., 2006), 6xido nitrico
(NO) (Bilyk e Holt, 1993), citocinas e quimiocinas (Pichavant et al., 2006; Mayer et al.,
2007) e fatores de crescimento, como GM-CSF (fator estimulante de colonias de granuldcitos
e macrdofagos) e G-CSF (fator estimulante de colonias de granulocitos) (Cox, Gauldie e
Jordana, 1992) que, por sua vez, contribuem para a defesa deste sitio contra patogenos. Além
disso, as AECs do tipo II possuem sitios, em seu citoplasma, de armazenamento do
surfactante, substancia importante para a redu¢dao da tensdao superficial entre ar aspirado e
liquido da cavidade alveolar (Flecknoe et al., 2000) Em conjunto, essas células sdo

responsaveis pela formagao de uma barreira fisica de protegdo que, juntamente com moléculas
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secretadas neste sitio, serdo responsaveis pela manutengdo da homeostase e controle da

entrada de patogenos (Holt ef al., 2008).

Funcionalmente, os pulmd&es podem ser divididos em vias aéreas condutoras, que sao
revestidas pela mucosa, e parénquima pulmonar que, além de possuir 0 mesmo revestimento,
é especializado em trocas gasosas (Holt et al., 2008). Por se tratar de um sitio vulneravel a
entrada de antigenos, as respostas imunoldgicas devem ser muito bem reguladas para evitar
respostas inflamatorias com edema e recrutamento celular exacerbados, evitando o
comprometimento da parede alveolar e consequentemente, da difusdo de gases (Lambrecht,
2006).

O sistema imunoldgico associado as mucosas pulmonares € composto por uma densa
populacdo de ceélulas incluindo os neutrofilos, células dendriticas (DCs) e macréfagos
(Jahnsen et al., 2001). Os neutréfilos, as primeiras células a serem recrutadas para o sitio
inflamatorio, sdo liberados em grande quantidade da medula 6ssea para a corrente sanguinea,
possuem meia vida curta e, durante infeccbes, através de um gradiente de quimiocinas,
extravasam para os tecidos onde sdo necessarios (Furze e Rankin, 2008). Os neutrofilos sdo
capazes de eliminar microrganismos através de multiplos mecanismos (Nathan, 2006),
incluindo a fagocitose, com a consequente produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
dependente da enzima NADPH oxidase, e produgdo/secre¢ao de proteinas antibacterianas,
como as catepsinas, defensinas, lactoferrinas e lisozimas, presentes em seus granulos, que, em
conjunto com os ROS, promovem a morte de microrganismos (Kolaczkowska e Kubes,
2013). Além do seu recrutamento para sitios inflamatorios, os neutrofilos também sdo
encontrados como células residentes de alguns tecidos, como no caso dos pulmdes. Uma
pequena populacdo de neutréfilos residentes pode ser encontrada na regido alveolar dos
mesmos, em condicoes fisioldgicas. A produ¢do de GM-CSF pelos neutrofilos residentes €
ativada pela liberagao de IL-23 pelos macrofagos alveolares (AMs). Esse eixo IL-23/GM-CSF
regula e influencia no tamanho e fungdo dos compartimentos de AMs e dos proprios AMs.

(Tian et al.,2016).

As DCs desempenham um papel importante na interface entre a imunidade inata e
adaptativa (Worbs, Hammerschmidt, e Forster, 2017). Elas povoam a pele, a maioria dos
orgdos solidos e regides de mucosa ainda durante o desenvolvimento embrionario e durante a
vida pds-natal. Elas podem ser subdivididas em células dendriticas convencionais (cDCs),

plasmocitoides (pDCs) e derivadas de mondcitos (moDCs) (Kopf, Schneider, e Nobs, 2015).
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As cDCs sdo as tipicas apresentadoras de antigenos, que ap6s sua ativacdo, geralmente,
migram para os linfonodos drenantes regionais (RLNSs), onde oferecem o0s sinais necessarios
para a completa ativacdo de linfocitos T virgens, induzindo, em ultima analise, memoria
imunolodgica contra antigenos inalados (Stumbles et al., 1998). Quando imaturas essas células
possuem pouca motilidade e elevada capacidade de macropinocitose ou endocitose
dependente de receptor para adquirir seus antigenos, o que contribui para a ativacdo e
amadurecimento dessas células (Merad et al., 2013). A ativacdo de cDCs, apds reconhecerem
estimulos da microbiota ou de patégenos inalados, leva ao aumento de sua motilidade e
expressdo do receptor 7 de quimiocina CC (CCR7) (Ohl et al., 2004; Tal et al., 2011) que,
através da sua ligacdo com seu ligante CCL21 (CCR7-CCL21), promove 0 recrutamento de
DCs para o lumen dos vasos linfaticos, e finalmente, para os RLNs (Weber et al., 2013).
Dentre a populagio de DCs, destaca-se o subtipo CX3CR1", localizado estrategicamente
dentro do epitélio, formando uma rede altamente desenvolvida na camada epitelial das vias
aéreas condutoras, fazendo com que essas células sejam capazes de entrar em contato tanto
com antigenos localizados no proprio epitélio, como os presentes no limen da mucosa
pulmonar (Guilliams, Lambrecht, and Hammad, 2013). Devido a sua capacidade de emitir
longos prolongamentos entre o espaco basolateral das células epiteliais, elas alcancam o
l[umen aéreo, onde interagem e capturam antigenos do limen pulmonar (Jahnsen et al., 2006)
(Figura 3). Outro subtipo de cDC presente no microambiente pulmonar séo as que expressam
o marcador de superficie CD11b, sendo classificadas como cDCs CD11b", localizadas abaixo
da membrana basal (lamina prépria) (Guilliams, Lambrecht e Hammad, 2013). Estudos
sugerem que a populagio de c¢DCs CDI11b" pulmonares sio potentes produtoras de
quimiocinas e citocinas sob condigdes fisiologicas, assim como sob condi¢des de inflamagao

alérgica (Beaty et al., 2007).
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Figura 3. Interaco DCs-antigenos do limen aéreo e sua migracdo para linfonodos drenantes. DCs emitem
prolongamentos que permitem que a célula alcance antigenos presentes no lumen aéreo. ApGs capturar o
antigeno, a célula dendritica migra para os linfonodos drenantes onde irdo ativar células T virgens. Adaptado de
Holt et al., 2008. DC- célula dendritica.

Durante a homeostase, a funcdo da subpopulacdo de moDCs nos pulmdes ainda ndo
foi bem estabelecida, enquanto que a subpopulacdo de pDCs, aparentemente, contribui para a
manutencdo da tolerancia a antigenos indcuos inalados (de Heer et al., 2004; Oriss et al.,
2005). Estudos tém demonstrado que as subpopulagdes de DCs, moDCs e pDCs, possuem um

papel antiviral importante (GeurtsvanKessel et al., 2008; Kopf et al., 2015).

Além das DCs, os macrdfagos também sdo células centrais na homeostase pulmonar
exercendo um papel fundamental no reparo tecidual e na defesa do hospedeiro contra
moléculas externas. A maioria dos macrofagos sdo células de origem hematopoiética e estao
distribuidos por varios tecidos, apresentando funcdes e fenotipos diferentes (Gordon e Taylor,

2005; Geissmann et al., 2010). Devido a sua plasticidade e a fatores do microambiente a que
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essas células sdo expostas, os macrofagos podem adquirir diferentes estados de ativacao,
assim como estabelecer respostas imunes que vao variar de acordo com os estimulos

recebidos.

Existem pelo menos duas populacbes de macréfagos no ambiente pulmonar: os
intersticiais (IMs) e os alveolares. Fenotipicamente, os AMs sdo caracterizados por expressar
altos niveis das moléculas de superficie Siglec-F, CD11c e F4/80 e baixos niveis de CD11b,
MHC de classe Il (MHC-I11) e Ly6C, enquanto que os IMs expressam altos niveis de MHC-II,
niveis intermediérios de F4/80 e ndo expressam CD11c ou Siglec-F (Kopf et al., 2015)
(Tabela 1).

Quanto a sua origem, os IMs representam uma populacdo mista de células derivadas de
precursores embrionarios provenientes do figado fetal, e de células derivadas da medula 6ssea
que migram para 0s pulmdes na homeostase e durante infec¢des. Os IMs estdo localizados no
parénquima pulmonar (entre os alvéolos) onde podem interagir com outras células, como por
exemplo, DCs e linfécitos intersticiais, auxiliando na apresentacdo de antigenos (Cai et
al.,2014; Kapellos et al.,2018). Em contrapartida, os AMs sdo células derivadas de mondcitos
do figado fetal que colonizam o limen das vias aéreas de neonatos poucos dias apds seu
nascimento (Guilliams et al., 2013). Devido a sua localizacdo, os AMs entram em contato
constantemente com antigenos inalados, porém na homeostase permanecem em um estado
quiescente. Neste estado, 0s AMs secretam pequenas quantidades de citocinas inflamatorias,
possuem pouca atividade fagocitica (Holt, 1978) e produzem moléculas imunossupressoras,
incluindo a citocina TGF-f e 0 &cido retindico, que juntos, promovem a inducdo da expressdo
de FOXP3 em células T virgens (Roth e Golub, 1993; Coleman et al., 2013), que contribuem
para o estabelecimento da tolerancia a antigenos indcuos, suprimindo a ativacdo de células T

efetoras (Figura 4).
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Tabela 1. Distribuicdo de marcadores de superficie celular em diferentes tipos celulares presentes no
ambiente pulmonar. Expressao alta (+++), média (++), baixa (+) e ausente (-). Adaptado de Kopf, Schneider e
Nobs, 2014. cDCs- células dendriticas convencionais, AMs- macr6fagos alveolares, IMs- macréfagos
intersticiais.

A regulacdo negativa dos AMs na mucosa pulmonar pode ser controlada através de
interagBes célula-célula ou mediadores sollveis, criando um microambiente regulatorio e
plastico para essas células (Hussell e Bell, 2014). Interagdes célula-célula como as que
ocorrem entre os AMs e as AECs do tipo I e II através de receptores e/ou moléculas e
interagdes com citocinas podem regular a ativagdo dos AMs. Por exemplo, a interagdo entre o
ligante CD200 expresso pelas AECs do tipo II com seu respectivo receptor nos AMs,
CD200R, ¢ capaz de inibir a ativagdo dos macrofagos e de células T nos alvéolos (Snelgrove
et al., 2008; Jiang-Shieh et al., 2010). Além da interacdo CD200-CD200R, a interleucina-10
(IL-10) e 0 TGF-PB contribuem para a manutencdo da tolerdncia nesse microambiente. A
citocina 1L-10, ao se ligar ao seu receptor IL-10R, expresso pelos AMs, envia um sinal
inibitdrio via Janus kinase 1 (JAK1), que desencadeia uma via de sinalizacdo intracelular,
cujo o resultado final € a supressdo da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (Murray,
2005; Murray, 2006). J& o TGF-B pode exercer uma regulacdo pardcrina nos AMs: a ligacéo
entre a integrina avp6 (expressa pelas AECs do tipo ) e esse fator de crescimento permite que
0s AMs, que se encontravam em estado latente, sejam ativados de uma maneira dependente
de contato celular (Munger et al., 1999). Porém, em casos de estimulo via receptores do tipo

toll (TLRs), ou seja, a partir do reconhecimento de padrdes moleculares associados a
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patdégenos (PAMPSs), o contato entre as AECs e 0os AMs ¢é perdido e o TGF-f ndo sera mais
encontrado em sua forma ativa. Uma maneira de restabelecer esse contato é a partir da
secrecdo de interferon gama (IFN-y) pelos linfocitos T no sitio de interacdo entre AECs e 0s
AMs, levando ao estimulo da producdo da metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9) pelos AMs.
A MMP-9, por sua vez, tem a capacidade de transformar a forma TGF- latente em ativa,
fazendo com que os AMs voltem a estabelecer contato com as AECs assim como a expresséo
da integrina avp6 (Lambrecht, 2006). Diante deste cenario observa-se o potencial regulatério

dessas células no epitélio respiratério (Figura4).
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Figura 4. Interacdes celulares nos alvéolos pulmonares. Panorama geral dos tipos celulares presentes no
alvéolo pulmonar e as diferentes interacBes entre eles (esquerda). Interacdo entre AMs e célula T através da acéo
de prostaglandinas, TGF-p e acido retindico liberados pelos AMs (direita inferior). AMs interagindo com AECs
do tipo I, através da expressdo da molécula CD200, AECs do tipo Il, através da expressdo da integrina avp6 e
interacdo da citocina IL-10, produzida pelas AECs, com seu respectivo receptor, IL-10R, expresso pelo AMs
(direita superior). Adaptado de Tracy Hussell e Thomas J. Bell, 2014. AMs- macrofagos alveolares, DC- célula
dendritica, AECs- células epiteliais alveolares.

Macrdfagos e DCs funcionam como “’pontes’’ entre a imunidade inata e adaptativa
(Lund et al., 2002; Olmos, Stukes, e Ernst, 2010). Em situag0es de infeccdo ou traumas que

levam a lesdo estéril, ocorre a liberacdo de padrées moleculares associados ao dano (DAMPS)
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por células necroticas e/ou danificadas. Esses DAMPs podem ser proteinas induzidas por
estresse (HSPs) ou proteinas nucleares (HMGBL), por exemplo. Quando um patdgeno (que
possui PAMPs), ou quando um antigeno in6cuo € reconhecido concomitante a um DAMP, 0s
macrofagos e DCs passam a expressar moléculas co-estimulatérias da familia B7 e também
produzem diferentes citocinas que se ligam em receptores para citocinas em células T,
promovendo a diferenciacdo de subpopulacgdes diferentes (Chen e Kolls, 2013; Tajbakhsh et
al., 2018). Em resposta a determinadas citocinas, as células T CD4" déo inicio & transcricéo
de genes de linhagem especificos, assim como genes que codificam reguladores
transcricionais o que, por fim, culmina na diferenciagdo de subpopulagfes distintas, sendo
elas células T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17) e T regulatérias induzidas
(iTreg) (Amsen, Spilianakis e Flavell, 2009). Todas essas subpopula¢des sdo encontradas no
tecido pulmonar e desempenham func¢Bes importantes nas respostas imunoldgicas do

hospedeiro neste sitio.

As células Thl sdo diferenciadas pela acdo da citocina IL-12, o que leva a ativacdo do
fator de transcricdo T-bet. Essas células sdo caracterizadas pela secrecdo de IFN-y, IL-2 e
GM-CSF. Individuos que possuem alguma mutacdo deletéria que afete a polarizacdo Thl
podem ser suscetiveis a varias doencas respiratorias, como por exemplo, as causadas por
micobactérias ( Newport et al., 1996; de Jong et al., 1998; Sakai et al., 2001). Ao contrario da
subpopulacdo de células Thl, a polariza¢do Th2 é dependente do fator de transcrigdo GATA3,
assim como da acdo da citocina IL-4. Uma vez diferenciadas, as células Th2 sdo
caracterizadas pela producéo de citocinas tais como IL-5, IL-10, IL-13 (Amsen, Spilianakis e
Flavell, 2009), assim como de IL-4, esta que possui tanto fun¢des paracrinas como autdcrinas.
As citocinas produzidas pelas células Th2 podem proteger o hospedeiro contra infeccdes
parasitarias pulmonares, quadro este que pode estar presente em pessoas
imunocomprometidas (Mosmann e Coffman, 1989; Vijayan, 2007). Os produtos das células
Th1l e Th2 podem agir de maneira autdcrina ou como fatores reciprocos inibitdrios para o tipo
celular oposto. Por exemplo, a IL-2, que promove a expansdo clonal de Th2, ir4 por outro
lado, inibir a proliferacdo de Thl. A diferenciacdo em Thl e Th2 parte de um precursor
comum, porém varios fatores influenciam essa polarizacdo, como as citocinas presentes no

microambiente e o background genético dos individuos (Liew, 2002).

As células Thl e Th17 sdo frequentemente encontradas em tecidos danificados e por
muito tempo considerou-se haver uma sobreposi¢do entre as vias de desenvolvimento destas

duas subpopulacgdes celulares. De fato, essas celulas sdo originadas de um precursor comum,
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porém, Wynn e colaboradores (2005) demonstraram que ndo existe uma sobreposi¢do em suas
vias de desenvolvimento, mostrando que elas divergem em algum momento (Wynn, 2005). A
diferenciacdo de células Th1l7 depende das citocinas TGF-B, IL-6 e IL-23 e do fator de
transcricdo RORyt. Goldsteins e colaboradores (2008) demonstraram que camundongos
deficientes em IL-17, principal citocina produzida por essas células, sdo mais suscetiveis a
bactérias gram negativas, como a Klebsiella pneumoniae. Modelos in vivo de animais
deficientes em IL-17 ou seu receptor, IL-17RA, apresentam uma diminuicdo de G-CSF e do
recrutamento de neutréfilos para os pulmdes, colaborando com o aumento da carga bacteriana

e disseminacdo da infeccdo para outros sitios (Goldstein et al., 2008).

As células Tregs, que sdo caracterizadas por expressarem o fator de transcricdo Foxp3,
podem ser dividias em dois grupos (Bilate e Lafaille, 2012). As Tregs naturais (nTregs),
também conhecidas como Tregs timicas, sdo geradas no timo e desempenham suas funcGes
supressoras através do contato célula-célula utilizando receptores de superficie ou através da
secrecdo de citocinas como IL-10, TGF-B e IL-35. As iTregs ou periféricas (pTregs), se
desenvolvem a partir de células T CD4" convencionais na periferia apds o contato com um
antigeno e na presenca de citocinas como TGF- B e IL-2, e acido retindico (Dominguez-Villar
e Hafler, 2018). As iTregs desempenham um papel critico e importante em mediar tolerancia
a antigenos inalados (Chang et al., 2011) e, além disso, assim como as nTregs, Sdo
importantes por estabelecer uma resposta supressora, principalmente a antigenos proprios ou
auto-antigenos (Myers et al., 2006).

O sistema imunologico, que ¢ complexo e vital, se depara a todo momento com um
vasto repertorio de antigenos indcuos e potencialmente danosos ao hospedeiro. O
estabelecimento de uma rede de comunicacdo intercelular complexa é essencial ndo s6 para
permitir que o hospedeiro consiga conviver harmoniosamente com microrganismos presentes
na microbiota e antigenos inalados; como também para permitir que o individuo esteja
preparado para combater possiveis infec¢des. Além de proteger o organismo, outra importante
funcdo do sistema imunoldgico é promover a remoc¢do de células mortas, funcdo necessaria
para manutencdo da homeostase dos tecidos. Essa atribuicdo é especialmente importante em

tecidos que possuem elevada taxa de renovacao celular, como as mucosas.
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1.3 Eferocitose no estabelecimento da homeostase

O corpo humano é constituido por aproximadamente 3,72x10* células de varios tipos
(Bianconi et al., 2013). Muitas dessas células morrem durante seus respectivos estagios de
desenvolvimento, e devem ser rapidamente removidas por outras células; bilhGes de células
morrem diariamente e sdo repostas por novas. Dentre 0s mecanismos conhecidos de morte
celular, trés sdo mais bem descritos e estudados, sdo eles: necrose, piroptose e apoptose
(Nagata, 2018).

A necrose € caracterizada pelo aumento da permeabilidade da membrana plasmatica
devido a lesdes irreversiveis. Ela é considerada uma “’morte suja’> uma vez que a célula
extravasa seu conteldo intracelular para 0 meio consequentemente, liberando auto antigenos e
DAMPs, que sdo capazes de ativar o sistema imunoldgico (Nagata, 2018). Outros estudos
revelam a existéncia de vias de necrose reguladas, como é o caso da necroptose. Este processo
¢ controlado geneticamente e, eventualmente, pode gerar extravasamento do contetdo
intracelular, sendo caracterizado pela granulacdo citoplasmatica (Tom Vanden Berghe et al.,
2014).

A piroptose e a apoptose sdo mortes celulares programadas. A piroptose é uma morte
celular programada dependente das caspases-1, 4 e 5, a0 passo que a morte celular por
apoptose é depende das caspases-2, 3, 6-10 (Hilbi et al., 1998; Bergsbaken e Cookson, 2007;
Agard, Maltby e Wells, 2010). O reconhecimento concomitante de sinais de perigo e estresse
ativam o inflamassomo e este, uma vez ativado, gera uma cascata de sinalizacdo que culmina
na ruptura da membrana plasmaética e liberacdo do conteudo intracelular, ou seja, a piroptose é
resultado da ativacéo do inflamassomo (Fink e Cookson, 2006; Jorgensen, Rayamajhi e Miao,
2017). A morte celular por apoptose ocorre por duas vias: intrinseca, também conhecida como
mitocondrial, e extrinseca, desencadeada a partir do engajamento de receptores de morte,
como os da familia do TNF (fator de necrose tumoral) (Krammer, 2000; Riedl e Salvesen
2007; Strasser, Jost e Nagata, 2009).

A apoptose é caracterizada pelo encolhimento celular, condensacdo da cromatina e
formacdo de corpos apoptdticos (Poon et al., 2014). Esse fendmeno € natural e fisiologico
ajudando na eliminacdo de células velhas, defeituosas ou que ndo sdo mais necessarias, sem
causar dano ao organismo ou ativar respostas imunoldgicas. Existem alguns tipos celulares

qgue possuem alta taxa de renovacdo; no trato gastrointestinal, por exemplo, as células
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epiteliais sdo repostas a cada 4-5 dias. A hematopoiese também é um fenémeno capaz de
produzir bilhGes de células diariamente e, no caso do cérebro, a neurogénese é responsavel
pela producdo de milhares de neurénios diariamente. Todos esses processos sao fisiologicos e,

em algum momento, geram células apoptéticas (Arandjelovic e Ravichandran, 2015).

Uma vez formados, os corpos apoptdticos necessitam ser fagocitados rapidamente,
processo esse conhecido como eferocitose. Durante a homeostase, os fagocitos residentes
exercem a funcdo de clearance, ou seja, remocao das células apoptoticas por eferocitose. Na
presenca de um quadro infeccioso ou dano tecidual, fendmenos em que ha aumento da morte
celular, fagocitos residentes e recrutados precisam realizar eferocitose rapidamente. Caso isso
ndo ocorra, a apoptose pode evoluir para um processo de necrose secundaria com consecutiva
liberacdo do conteddo intracelular levando a inflamacdo e rompimento do equilibrio
homeostatico tecidual (Nagata, 2007; Poon et al., 2014).

Os fagocitos responsaveis pela eferocitose podem ser classificados em profissionais,
ndo profissionais, e especializados. Macréfagos e DCs sdo considerados fagdcitos
profissionais (van Furth et al., 1972), sendo os macro6fagos, os mais eficientes na eferocitose.
Os fagdcitos ndo profissionais sdo menos eficientes na fagocitose que os fagocitos
profissionais, porém possuem fungdo importante quando, por exemplo, os macr6fagos ndo
alcancam de imediato o sitio onde ha o acimulo de células apoptoticas. Dentre o grupo de
fagocitos ndo profissionais, os tipos celulares mais comuns sdo as células epiteliais e
fibroblastos (Arandjelovic e Ravichandran, 2015). Os fagocitos especializados sdo células
multifuncionais. O melhor exemplo deste tipo de fagdcito sdo as células de Sertoli,
encontradas nos testiculos, onde cada uma delas entra em contato direto com
aproximadamente 30-40 células germinativas em diferentes estagios de maturacdo. Essas
células, além de auxiliarem no processo de desenvolvimento dos espermatdcitos, fagocitam
células germinativas que apresentam alguma anormalidade ou meiose inapropriada, capaz de

afetar a espermatogénese (Lysiak, Turner, e Turner, 2000; Elliott et al., 2010).

Para que a eferocitose seja eficientemente realizada é necessario que: 1) sejam
liberados sinais ‘find me’’ pelas células que estdo entrando em apoptose para atrair fagocitos,
2) sinais “eat me’’ sejam expostos pelas células apoptéticas para diferencid-las de células
saudaveis, 3) haja rearranjo do citoesqueleto para internalizacdo dos corpos apoptoticos pelos
fagocitos e que 4) haja o processamento do conteddo internalizado para estimular a liberacéo

de citocinas anti-inflamatérias pelos fagocitos. Os sinais ‘find me’’ S8 importantes
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principalmente em ocasides onde os fagdcitos estdo distantes de células que estdo em
processo de morte. Esses sinais podem ser nucleotideos (ATP e UTP), quimiocinas
(CX3CL1), lipofosfatidilcolina e esfingosina-1-fosfato (Arandjelovic e Ravichandran, 2015).

’

Sinais “eat me’’, presentes nas células apoptoticas ou liberados por elas, precisam ser
reconhecidos por receptores de eferocitose presentes nos fagocitos. Dentre 0s sinais “‘eat
me’’, também conhecidos como ACAMPs (padrdes moleculares associados a célula
apoptotica), podemos citar a calreticulina, anexina 1, proteina C1q do complemento, porém a
fosfatidilserina (PtdSer) € o sinal mais precoce e mais bem estudado. Em condic¢des normais,
a PtdSer é restrita a0 meio intracelular e esta localizada na camada interna da membrana
plasmética. Devido a um desarranjo da simetria da bicamada lipidica durante o processo de
apoptose essa molécula é translocada da parte interna para a externa da membrana plasmatica,
tornando-se exposta aos fagdcitos (Balasubramanian e Schroit, 2003; Tajbakhsh et al., 2018)

(Figura ).

Como a PtdSer € um marcador que pode ser reconhecido por mais de um receptor de
eferocitose, a eferocitose pode ser considerada um processo redundante. O reconhecimento da
PtdSer pode ser realizado diretamente por diversos receptores como o TIM-4, por exemplo, e
indiretamente pelos receptores da familia TAM (Tyro 3, Axl e MerTk) que reconhecem a
PtdSer através de moléculas ponte, e podem apresentar um papel fundamental na regulacéo

das respostas imunoldgicas nas mucosas.
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Figura 5. Sinais necessarios para eferocitose. Distintos sinais *’find me’’ liberados pelas células apoptdticas
sdo sentidos por diferentes receptores presentes em células fagociticas (superior). Sinais “’eat me’’ expressos
pelas células apoptéticas sdo reconhecidos direta ou indiretamente por receptores de eferocitose nos fagécitos
(inferior). Adaptado de Sanja Arandjelovic e Kodi S Ravichandran, 2015. P2Y2 — receptor de nucleotideo no
fagécito, CX3CR1 — receptor de quimiocina CX3CL1, G2A- receptor de proteina G acoplada, S;PR-
receptor da esfingosina-1- fosfato (S,P), LPC- lipofosfatidilcolina.

1.4  Eferocitose mediada pelos receptores TAM

Os receptores da familia TAM, Tyro3, Axl e MerTk, que ddo o nome a familia, sdo
receptores do tipo tirosina quinase (Prasada et al., 2006), compostos por: dois dominios
“imunoglobulina-like’’ (responsaveis pela interacdo com seus ligantes), dois dominios de
fibronectina do tipo I1l, um dominio transmembrana hidrofébico e um sitio catalitico tirosina
quinase. Uma vez ativo o sitio catalitico tirosina quinase é responsével pela fosforilagdo de
residuos de tirosina presentes em proteinas-alvo, alterando suas fungdes e levando a uma

cascata de sinalizacdo intracelular (Lemke, 2013; Rothlin et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Receptores TAM. Representacdo esquematica do receptor do tipo TAM. O receptor, ilustrado em
vermelho, é composto por dois dominios “’imunoglobulina-like’’, dois dominios de fibronectina do tipo I1l, um
dominio transmembrana hidrofébico e um dominio intracelular tirosina quinase. Para o engajamento do receptor,
é necessaria a presenca de moléculas ponte (azul) para intermediar o reconhecimento de ligantes expostos na
superficie de células apoptoticas. Adaptado de Lemke, 2013.

Como dito anteriormente, os receptores da familia TAM sdo responsaveis pelo
reconhecimento indireto da PtdSer exposta pelas células apoptéticas. Tal reconhecimento
indireto se da a partir de moléculas ponte, como Gas6 (proteina de parada de crescimento 6) e
PROS (proteina S). Esses ligantes sdo proteinas y-carboxiladas que se ligam aos receptores
TAM pela porcdo carboxi-terminal e a PtdSer pela regido amino-terminal (Varnum et al.,
1995; Nagata et al., 1996), porém essas moléculas ndo se ligam a todos os receptores da
familia. A proteina Gas6 é capaz de se ligar aos trés membros de receptores da familia TAM,
mas a PROS, se liga apenas ao Tyro3 e MerTk (Mayer et al., 2007; Tsou et al., 2014;
Zagorska et al., 2014).

A PROS é uma proteina dependente de vitamina K, codificada pelo gene PROS1 em
humanos e, por si so, exerce um papel importante na manutencdo da homeostase a partir de
sua acdo como anticoagulante, atuando na prevencdo contra o desenvolvimento de trombose
(Schwarz et al., 1984; Engesser et al., 1987). Ela pode ser expressa no figado, rins, pulmdes e
gbnadas e e produzida por uma grande variedade de células, como por exemplo: osteoblastos,

hepatocitos, células endoteliais, entre outras (Maillard et al., 1992).
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A proteina Gas6, assim como a PROS, também é dependente de vitamina K, e
compartilha sua composi¢do molecular com a PROS. A Gas6 é produzida nos pulmdes, rins e
coracdo e é expressa principalmente por células endoteliais, musculares e da medula éssea
(Manfioletti et al., 1993; Avanzi et al., 1997). Essa proteina € encontrada no plasma a uma
concentracéo de 0,25 nmol/L (Balogh et al., 2005), bem abaixo da quantidade de PROS (346
nmol/L) (Griffin, Gruber, e Fernandez, 1992). Porém, esse nimero pode se elevar em casos de

pacientes com quadros graves de sepse, chegando a 110 ng/mL (Borgel et al., 2006).

A distribuicdo dos receptores TAM pelo organismo é variavel. O receptor Axl tem
uma distribuicdo mais homogénea e é expresso pela maioria das células humanas de origem
hematopoiética, mesenquimal ou epitelial (O'Bryan et al., 1991). O receptor MerTk é um
receptor mais expresso nas células dos ovarios, testiculos, prostata, rins, pulmdes e, em menor
prevaléncia, no timo, baco, figado, colon e placenta (O'Bryan et al., 1991; Graham et al.,
1994; Graham et al., 1995). Ja o receptor Tyro3 é encontrado majoritariamente nas células do
sistema nervoso central, rins, ovarios e testiculos (Dai et al., 1994; Mark et al., 1994). No
sistema imunoldgico, os mais importantes tipos celulares que apresentam receptores TAM
MerTk e Axl, sdo as células apresentadoras de antigenos (APCs) (Seitz et al., 2007),
monocitos e células ‘“'natural killer’” (NK) (Graham et al., 1994). No entanto, esses

receptores ndo sao expressos em granulécitos e linfocitos (Lu e Lemke, 2001).

Apbs o engajamento dos receptores MerTk e Axl com seus respectivos ligantes via
moléculas ponte, ocorre a ativagdo do dominio tirosina quinase dos mesmos, esta que é
combinada a ativacdo “downstream” da via fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)/proteina
quinase B (AKT) (Fridell et al., 1996; Weinger et al., 2008). Na via de sinalizacdo tirosina
quinase de receptores TAM “’livres’” ocorre a fosforilagédo e ativacdo da AKT permitindo que
a célula prolifere, sobreviva e faca um rearranjo do citoesqueleto que permita a eferocitose
(Lemke, 2013). Além dos receptores TAM “livres” as células do sistema imunoldgico como
macrofagos e DCs podem apresentar também os receptores TAM acoplados aos de
sinalizacdo de citocinas — interferon do tipo | (IFNAR) — que interagem com esse receptor
(Lemke, 2013). Em células que exibem as duas possibilidades de reconhecimento de células
apoptoticas via TAM, a sinalizacdo por receptores combinados (TAM-IFNAR) predomina
(Lemke e Rothlin, 2008; Rothlin et al., 2007) (Figura?).
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Figura 7. Modelo esquematico de configuracdes dos receptores TAM. Receptores TAM “’livres’’ (superior) e
combinados ao receptor de citocinas IFNAR (inferior). A cascata de sinalizacdo intracelular que ocorre nos
fagécitos apds o reconhecimento do complexo PtdeSer + molécula ponte pelo receptor TAM “’livre’” leva a
sobrevivéncia e proliferacdo celular e rearranjo do citoesqueleto para fagocitose (superior). Uma vez que esse
receptor esta dimerizado com IFNAR a sinalizagdo intracelular ird inibir a sinalizag8o via TLR e de sinalizagdo
de citocinas levando a supressdo da inflamacdo (inferior). Adaptado de Lemke, 2013.

Quando um ligante de TAM se liga indiretamente ao receptor acredita-se que a
proteina JAK1 ¢ ativada e induz a formacdo de um complexo entre o dominio quinase do
receptor TAM e a cadeia R1 do IFNAR (Zong et al., 1996), além disso, ocorre a fosforilacdo
e ativacdo do fator de transcricdo STATL. Esse fator é entdo translocado para o ndcleo da
célula onde ir4 induzir a sintese das proteinas de sinalizacdo supressora de citocinas 1 e 3
(SOCS1 e SOCS3), levando a inibigdo da sinalizagdo via TLR e dos receptores de citocinas o
que culmina na supressdo da resposta inflamatdria (Rothlin et al., 2007; Lemke e Rothlin,

2008) (Figura 8).
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Figura 8. Via de sinalizacio regulada por TAM. Verde — via de sinaliza¢do iniciada por TLRs que culmina na
ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB e consequente secre¢do de citocinas pré-inflamatérias, azul — sinalizagéo
e amplificacdo do sinal de citocinas e induzindo transcri¢do do gene Axl, vermelho — TAM + IFNAR ativados
concomitantemente induzindo a transcricdo dos genes que codificam SOCS1 e 3 que inibem TLRs e IFNAR,
suprimindo a inflamacéo.

O sistema imunoldgico tem como funcdo principal a manutencdo da homeostase, ou
seja, garantir o equilibrio do organismo, mas também é responsavel pela resolucdo de
inflamacgdes estéreis e ndo estéreis. Devido a maior expressdo de MerTk e Axl em
determinadas células do sistema imunoldgico, esses receptores ajudam no controle das
respostas imunes. A eferocitose é um fator determinante, pois a partir desse mecanismo ocorre
uma regulacdo do sistema imunolégico. Apds a fagocitose de células apoptoticas via MerTk a
producéo e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelos macréfagos € suprimida, enquanto
ocorre a inducdo da producdo de citocinas anti-inflamatérias (Wallet et al., 2008; Alciato et

al., 2010; Zizzo et al., 2012). Enquanto isso € a cooperagdo entre Axl e IFNAR, que permite a
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inibicdo da via pro-inflamatdria mediada por TLRs (Rothlin et al., 2007; Yoshimura, Naka, e
Kubo, 2007).

Camundongos ou células deficientes em receptores TAM, principalmente MerTk e
AXxI, apresentam resposta inflamatoria elevada (Lu e Lemke, 2001; Rothlin et al., 2007). A
deficiéncia nestes receptores esta associada a sustentacdo de uma resposta imune inflamatdria
cronica, visto que animais mutantes para 0s genes dos receptores TAM podem desenvolver
doencgas autoimunes (Lu e Lemke, 2001; Scott et al., 2001; Wallet et al., 2008; Shao et al.,
2009; Rothlin e Lemke, 2010). Ja foi demonstrado também o envolvimento da eferocitose
ineficiente e da sinalizacdo indiscriminada de IFN | no desenvolvimento de doencas
autoimunes e doencas inflamatorias intestinais (Gaipl et al., 2006; Ronnblom e Pascual, 2008;

Nagata, Hanayama e Kawane, 2010).

1.5 Inflamacgéo pulmonar

1.5.1 Silicose

A silicose é uma doenca pulmonar ocupacional causada pela inalagdo de particulas de
silica (SiOy); € uma doenca inflamatoria estéril, persistente e progressiva que pode causar
fibrose pulmonar com consequente perda de funcdo respiratéria e afeta principalmente
mineiros, pessoas que trabalham em marmorarias e com obras (Yang et al., 2016). A
exposicdo as particulas de silica em doses mais baixas pode gerar leses inflamatérias
reversiveis, caracterizadas por aglomerados de AMs com particulas de silica em seu interior.
Exposicdes mais intensas levam a proliferacdo celular excessiva nos pulmdes com
consequente deposicdo de colageno e outros componentes de matriz extracelular (Mossman e
Churg, 1998; Velan, Kumar, e Cohen, 1993).

Durante o processo de patogénese da silicose, células efetoras do sistema imunoldgico
entram em contato com células lesionadas, como as células epiteliais bronquiolares,
alveolares e fibroblastos que sofrem hiperplasia e hipertrofia (Mossman e Churg, 1998). A
proliferacdo das AECs pode ajudar na regeneracdo tecidual inicial, porém leva a fibrogénese
se descontrolada. Essa hiperproliferacdo das células epiteliais e fibroblastos pode levar a

ativacdo e expressdo precoce de genes pro-apoptoticos ligados a ativacdo do processo de



32

apoptose em Varios tipos celulares, gerando um acumulo de células apoptdticas (Angel e
Karin, 1991)

Particulas de silica sdo conhecidas indutoras da ativacdo do inflamassomo. A resposta
inflamatdria gerada a partir de sua interacdo com os AMs presentes na mucosa pulmonar
levam a subsequente formacdo de fibrose pulmonar esta que é dependente da ativacdo do
inflamassomo NLRP3 (Cassel et al., 2008).

Os inflamassomos sdo complexos proteicos formados apo6s estimulo
microbiano/inflamatorio associados ao dano celular. O principal resultado da montagem desse
complexo é a ativagdo de caspase-1, uma protease envolvida na promocao de respostas pro-
inflamatdrias e protetoras no hospedeiro. A formacdo desse complexo macromolecular pode
ocorrer em resposta a PAMPs e/ou DAMPSs, sinais estes que informam sensores da imunidade
inata do hospedeiro de uma infec¢do ou possivel desvio nocivo da homeostase (Prochnicki e
Latz, 2017). Como dito anteriormente, o resultado molecular final da montagem desse
complexo se da a partir da ativacdo auto catalitica de caspase-1, esta que € responsavel pela
ativacdo proteolitica de citocinas pré-inflamatorias como IL-1p ¢ IL-18 (Latz et al., 2013),
assim como da proteina citosélica sollvel gasdermina D (He et al., 2015, Shi et al., 2015,
Kagayaki et al., 2015). Apds protedlise dessas citocinas, fragmentos de gasdermina D se
inserem na membrana plasmatica da célula e medeiam a secrecdo de IL-1B e IL-18, ambas
induzindo um tipo de morte inflamatéria conhecido como piroptose (Ding et al., 2016, Liu et
al., 2016). De maneira importante, nem todo estimulo que causa a formacéo do inflamassomo
e ativacdo de caspase-1 leva a piroptose, mas 0 mecanismo de protecdo celular contra a

piroptose ainda é desconhecido (Prochnicki e Latz, 2017).

No ambiente pulmonar estdo presentes antigenos microbianos que séo responsaveis
pelo primeiro sinal via TLR, e embora essa via ndo seja a Unica possibilidade envolvida no
primeiro sinal é uma das mais descritas e conhecidas. O segundo sinal envolvido na
inflamacéo estéril induzida por particulas de silica sdo os produtos da desestabilizacdo que
essa particula cristalina causa no fagolissosomo. Nesse caso, a inflamacao iniciada seguinte a
inalacdo de particulas de silica se da a partir de produtos provenientes da desestabilizagdo que
essa particula cristalina causa no fagolisossomo apds sua internalizacéo pelos AMs. Uma vez
rompida, essa estrutura € capaz de liberar sinais de perigo como NO e ROS que, por sua vez,

sdo capazes de ativar a formagédo do inflamassomo. Esses sinais de perigo também podem
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atuar de forma parécrina e sinalizar para a ativacao desse complexo em células vizinhas (Liu
etal., 2017 e Cunha et al., 2017).

A silicose € uma doenca que ndo possui cura conhecida (Leung, Yu, e Chen, 2012),
mas a lavagem total dos pulmd&es pode dar um alivio ao paciente (Idec-Sadkowska et al.,
2006), porém ndo sdo observadas melhorias funcionais no 6rgdo em si (Wilt et al., 1996). O
risco de silicose deve ser avaliado antes do inicio de um trabalho, e 0 monitoramento
constante de silica inaldvel deve ser feito em inddstrias ou minas que j& apresentaram

trabalhadores com casos de silicose (Kromhout, 2002).

A eferocitose € um processo muito importante ndo apenas para manter o equilibrio do
organismo durante a homeostase, mas tambem é responsavel por impedir o inicio de respostas

inflamatdrias indevidas através do acimulo de células apoptoéticas no tecido.

2. Justificativa

Nas mucosas pulmonares, onde a exposi¢do a microrganismos comensais, antigenos
exogenos e a quantidade de células apoptéticas sdo elevadas, € necessario que exista um
equilibrio muito bem regulado entre as respostas inflamatorias e tolerogénicas. Desta forma,
acreditamos que a eferocitose mediada pelo receptor TAM, AxI, possa contribuir para a
manutencdo da homeostase neste local, uma vez que esse receptor, além de promover a
eferocitose de células apoptéticas, também é responsavel pela regulacdo negativa da
sinalizacdo pro-inflamatéria disparada pelos receptores TLRs e citocinas. Com isso,
acreditamos que estudar a fundo o papel desse receptor na mucosa pulmonar, principalmente
o fenétipo e fungdo dos AMs e de outras células residentes nos pulm@es durante a
homeostase, bem como durante processos inflamatorios seja importante para contribuir para o
desenvolvimento de novos conhecimentos na area, assim como novas estratégias e alvos
terapéuticos para o tratamento de doencas inflamatdrias pulmonares. Para este fim, usaremos

camundongos isogénicos da linhagem C57BL6 selvagens (WT) e/ou AxI™",
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3. Objetivos

Investigar o papel da eferocitose mediada pelo receptor da familia TAM, Axl, na
frequéncia, regulagdo da ativagdo e fungdo dos AMs na homeostase e durante processos
inflamatdrios utilizando como modelo experimental, a silicose. Para isso foram estabelecidos

0s seguintes objetivos especificos:

1. Verificar a presenca de RNA mensageiro para os receptores TAM e molécula ponte
Gas6 em células totais pulmonares e em AMs.

2. Avaliar a quantidade de células totais pulmonares e AMs nos pulmdes de
camundongos selvagens e deficientes em AxI durante a homeostase.

3. Verificar o perfil celular presente nos BALs de camundongos WT e AxI/ durante a
homeostase.

4. Avaliar o perfil funcional de células pulmonares totais durante a homeostase e de AMs
mediante a estimulacdo atraves da dosagem de citocinas.

5. Acompanhar a massa corporal e pulmonar de camundongos selvagens e deficientes em
Axl apds instilagdo intratraqueal de silica.

6. Avaliar a quantidade de células totais pulmonares, AMs e neutrofilos nos pulmdes de
camundongos selvagens e deficientes em AxI durante a silicose.

7. Avaliar o perfil funcional de células pulmonares totais durante a silicose através da

dosagem de citocinas.

4.0 Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 selvagens e
deficientes no receptore da familia TAM, AxI (AxI™), do sexo masculino com idade entre 6 e
8 semanas. Os animais foram gentilmente cedidos por Brian Kelsall, National Institutes of
Health (NIH), Estados Unidos, e mantidos em microisoladores estéreis, em ambiente com
temperatura e umidade controladas. Todos 0s experimentos seguiram as normas estabelecidas
pela CEUA CCS/UFRJ (Licenga 041/17- 25/04/2017).
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4.2 Lavado broncoalveolar (BAL)

Camundongos WT ou AxI” foram anestesiados com fenobarbital sédico (2,0 mg/kg)
via intraperitoneal (i.p.). Apds a aplicacdo do anestésico os animais foram imobilizados na
mesa cirurgica para o inicio dos procedimentos. Primeiramente, a pele e o periténio do animal
foram incisados, a veia cava inferior foi exposta e cortada causando morte por hipovolemia.
A traqueia dos camundongos foi exposta com o auxilio de pingas e tesouras cirdrgicas, 0
fluxo de ar foi interrompido a partir do uso de linha de sutura e o BAL foi feito através de
injecBes intratraqueais (i.t.) consecutivas de 1 mL de PBS 1X estéril totalizando, em média,
um volume final de 3 mL. Para isso, foram utilizadas seringas de 1 mL (BD Plastik) e canulas
de 20G (Medcateter).

O volume recuperado a partir do primeiro BAL foi coletado, centrifugado por 8
minutos a 4500 rpm e 50 pL foi usado imediatamente para dosagem de Oxido nitrico a fresco
e o restante, armazenado para posterior dosagem de citocinas por ELISA. As células obtidas a
partir do primeiro BAL foram acrescentadas aos BALs seguintes (segunda e terceira
lavagem), centrifugadas por 6 minutos a 1600 rpm e ressuspendidas em 1 mL de tampdo PBS
suplementado com 0,5% BSA (Sigma), 5 mM EDTA (Sigma) e 50% SFB (Gibco) para
citometria de fluxo ou meio RPMI completo com 10% SFB para estudos de AMs in vitro. Em
outros experimentos, as células obtidas atraves dos BALs foram utilizadas para analise da
expressdo dos mRNA para MerTk, Axl, Tyro3, Gas6, TGF-p, IL-10, TNF-a, IL-6 e KC
através de PCR em tempo real (RT-PCR). Todos as células coletadas nos lavados
broncoalveolares foram contados utilizando cdmara de Neubauer e azul de Trypan (Sigma;
diluicdo de 1:10).

4.3 RT-PCR e gPCR

Para as andlises de expressao génica por RT-PCR, AMs foram coletados, plagueados,
estimulados e por fim, tiveram seus RNA totais extraidos e isolados usando o reagente TRIzol
de acordo com metodologia preconizada pelos fabricantes (Invitrogen; ThermoFischer). Para
analise de células pulmonares totais uma parte de aproximadamente 1 cm do lobo direito do

pulméo foi retirado e colocado em um tubo eppendorf para extragéo e isolamento de RNA
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total utilizando 0 mesmo reagente anteriormente citado. Resumidamente, o reagente TRIzol
foi adicionado as culturas de células e homogeneizado para a ruptura das membranas
celulares. O tecido pulmonar, além da adicdo de TRIzol, foi macerado com a ajuda de um
embolo de seringa. Em seguida, foi adicionado cloroférmio e realizada uma centrifugacéo de
12000 g a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa superior, contendo o RNA, foi transferida para
outro tubo para o prosseguimento do protocolo. Foi adicionado isopropanol, seguido de uma
etapa de centrifugacdo de 12000 g a 4°C por 10 minutos, e o contetido foi solubilizado em
etanol a 75% seguido de uma nova etapa de centrifugacdo de 5000 g a 4°C por 5 minutos. O
pellet foi solubilizado em 20-50 pL de agua livre de RNAse. A partir dessa ressuspensao o
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado usando iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD) e
as analises do RT-PCR em tempo real foram realizadas no instrumento QuantStudio 3 and 5
Real-Time PCR (Applied Biosystems) usando sequéncias iniciadoras e sondas gene-
especificas (Applied Biosystems). O nivel de expressdo do gene alvo foi calculado como 2™
onde ACt = Ctgyo - Cteappn, sendo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), um
controle endégeno e CT um indicador de limiar de ciclo (ciclo treshhold). O RT-PCR e o
gPCR foram realizados para verificacdo da expressdao dos mRNA para receptores da familia
TAM no pulmdo total de camundongos selvagens e em AMs de camundongos selvagens e
deficientes em Axl.

4.4 Citometria de fluxo para anélise de populac@es celulares

Células obtidas a partir dos BALs de camundongos WT e AxI”" foram transferidas
para tubos de citometria, centrifugadas por 6 minutos a 1600 rpm e ressuspendidas em 10 puL
de uma solucdo de 1:200 de anti-CD16/CD32 (Fc Block) (BD-Biosciences). Os tubos foram
mantidos em gelo ao abrigo da luz por aproximadamente 10 minutos. Apés incubacao, foi
adicionado 50 pL do coquetel contendo os seguintes anticorpos conjugados a fluorocromos
aos tubos de citometria: PE-anti-SiglecF, APC-Cy7-anti-MHCII, PerCP-anti-CD11b, APC-
anti-CD11c, PECy7-anti-Ly6G, PE-anti-CD103 e AmCyAn-live/dead. O corante utilizado
para diferenciar as células vivas e mortas (live/dead; ThermoFischer) age como corante
fluorescente de aminas. O live/dead reage e cora com maior intensidade as células mortas, ou
seja, que possuem maior permeabilidade celular e consequentemente mais aminas expostas.
S&o consideradas mortas as células com emissdo de fluorescéncia acima de 10* tendo como

comprimento de excitagdo, 405nm, e emissdo, 525nm. As células foram mantidas no gelo ao
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brigo da luz e incubadas por mais 30 minutos. Ap6s incubacdo, as células foram lavadas com
2 mL de tamp&o PBS suplementado com 0,5% BSA, 5 mM EDTA e 50% SFB e, em alguns
experimentos, foram fixadas com paraformoldeido (PFA) 2% para posterior analise. As
amostras foram adquiridas pelo cittmetro CANTO Il (BD) e os resultados analisados por

softwares especificos FlowJo (TreeStar).

Molécula | Fluorocromo | Concentracdo Marca Excitagédo Emisséo
(nm) (nm)
SiglecF PE 0,33 pg/mL BD Bioscience | 496 578
CD11b PerCP 0,26 pg/mL BioLegend 482 678
CDllc APC 0,26 pg/mL eBioscience 650 660
Ly6G PECy7 2 ug/mL BioLegend 496 785
4.5 Citospin

Apos coleta dos BALs de camundongos selvagens e knockouts, a quantidade de
células foi ajustada para 1x10° cél/mL para realizacdo do citospin. As laminas de vidro
(Bioslide) foram higienizadas com alcool 70% e filtros (Thermo Shandon) e amostras foram
colocadas no aparato e, centrifugados na citocentrifuga CT-2000 (Cientec) a 900 rpm durante
6 minutos. Ap6s a realizacdo do citospin, as amostras foram fixadas com metanol e, apds
secagem, coradas com Pandtico Rapido (Laborclin). As imagens foram obtidas e fotografadas
utilizando maltiplos campos em microscopio éptico de campo claro e utilizando o software

AxioVision versdo 7.0.1.

4.6 Cultura in vitro de AMs

As células recuperadas através dos BALs de animais WT e AxI/” foram plaqueadas
em placa de 48 pocos (Costar) na concentracéo de 1x10° células/poco no volume final de 500
puL/poco de RPMI completo suplementado com 10% de SFB. Apos 1 hora, a cultura foi
lavada com Hank’s (GIBCO) para a retirada de células ndo aderentes (consideradas nédo

macrofagos) e, em algumas situagfes, o lipopolissacarideo (LPS) ultrapuro derivado de
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Escherichia coli K12 (Invivogen) a uma concentracdo de 200 ng/mL foi adicionado para
estimular os macrofagos durante 4 horas a 37°C com atmosfera imida contendo 5% de CO..
Além do estimulo com LPS algumas culturas foram estimuladas ou ndo com ATP (5 uM; Cell
Signalling) por 1 hora, nas mesmas condi¢cfes de temperatura e umidade. Em outras situacdes
foram adicionados neutréfilos apoptéticos (5x10° células/poco) opsonizados com a molécula
ponte Gas6 (R&D; 200 ng/mL). As culturas com neutrdfilos apoptoticos foram incubadas
O.N. a 37°C com atmosfera imida contendo 5% de CO,. Ap0s os tratamentos, 0 sobrenadante

das culturas foi coletado, centrifugado e congelado para posterior dosagem de citocinas.

4.7 Obtencéo de neutrofilos apoptdéticos

Foi injetado 1 mL de tioglicolato a 3% no peritdnio de camundongos C57BL/6 para
inducdo de inflamacdo estéril e, apds 7h, quando se considera o pico de recrutamento de
neutrofilos, os animais foram sacrificados para realizacdo de lavado peritoneal com meio
RPMI completo sem adi¢cdo de soro e recuperacdo de neutréfilos. Os lavados peritoneais
foram colocados em garrafas de cultura (75 cm?/150 cm?) (Corning Inc.) por 1h a 37°C com
atmosfera umida contendo 5% de CO, para aderéncia de células. Apés 1h de incubagdo o
liquido foi recolhido com uma pipeta de vidro e esta foi deixada na posi¢do horizontal por
cerca de 2 minutos para deposicdo de proteinas e outras substancias. Com fluxo constante e
lento o contetido da pipeta de vidro foi depositado em tubo Falcon de 50 mL, centrifugado a
1600 rpm por 6 minutos e o pellet foi ressuspendido em meio RPMI suplementado sem
adicdo de SFB. As células foram contadas e deixadas over-night (O.N.) a 37°C com atmosfera
umida contendo 5% de CO,. Com esse procedimento foram obtidos neutréfilos apoptéticos

pelo método de aging.

4.8 Obtencdo de macrdfagos peritoneais (pMPs)

Camundongos WT ou AxI” foram anestesiados com fenobarbital sédico (2,0 mg/kg)
via intraperitoneal (i.p.). Apés a aplicagdo do anestésico os animais foram imobilizados na
mesa cirlrgica para o inicio dos procedimentos. Primeiramente, a pele dos animais foi
incisada para a exposicdo do peritbnio e, para a realizagdo do lavado peritoneal, foram

utilizadas seringas de 5 mL (BD Plastik) com meio RPMI completo sem adicdo de soro. Os
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PMPs obtidos através dos lavados peritoneais foram utilizados como controle de producéo de

citocinas em experimentos in vitro.

4.9 Dosagem de citocinas por ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay)

A quantificacdo das citocinas (IL-1p, TNF-o, IL-6, IL-10, TGF-B ¢ KC) nos
sobrenadantes dos BALS e das culturas de AMs in vitro estimulados com LPS ou néo foi feita
pela técnica de ELISA do tipo sanduiche, de acordo com metodologia preconizada pelos
fabricantes (R&D; PeproTech; e-Bioscience). Resumidamente, placas de 96 pocos com fundo
chato foram cobertas com anticorpos monoclonais de captura diluidos em PBS 1X e
incubadas a 4°C, por 18 horas. Apds etapa de lavagem com PBS 1X contendo 0,05% Tween
20 (PBS-T) (Sigma), a placa foi bloqueada com PBS 1X contendo 10% de SFB ou 1% de
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) por 1 hora a T.A., seguida de nova etapa de lavagem
com PBS-T. Os sobrenadantes, bem como as citocinas recombinantes (curva-padrao) foram
adicionados e incubados a 4°C por 18 horas. Apos lavagem com PBS-T, foram adicionados 0s
anticorpos secundarios de detec¢do, marcados com biotina, diluidos em PBS 1X contendo
10% de SFB ou 1% de BSA). A placa foi incubada por 2h30min a T.A. e lavada com PBS-T.
A reacdo foi revelada com peroxidase conjugada a estreptoavidina (HRP) (eBioscience)
diluida na propor¢do de 1:250 em PBS 1X contendo 10% de SFB ou 1% de BSA a T.A.
durante 1 hora. Apds etapa de lavagem, foi adicionado 50uL do substrato 3,3°, 5,5°-
Tetrametilbenzidina (TMB) (eBioscience) para revelar a reagdo. A reacgdo foi interrompida
usando 25uL de &cido sulfarico (H,SO4) (2N). A densidade 6ptica foi obtida através de leitura
em espectrofotdmetro de placa (SpectraMax M5, Molecular Devices), com filtro de 450 nm.
As concentracdes das citocinas foram calculadas a partir dos valores obtidos da curva padrédo
de citocinas recombinantes e o0s resultados expressos em pg/mL, representando a média e erro

padrdo (SEM) das leituras de absorbancia das triplicatas de cultura.

4.10 Instilacdo de silica

Camundongos WT ou AxI” foram instilados via i.t. (dose Gnica) com silica em

suspensdo (SiO,; 20 mg/50 pL em PBS 1X estéril, tamanho de particula: 80% entre 1-5 uM;
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Sigma-Aldrich) ou 50 pL de PBS 1X estéril (controle). Para isto, particulas de silica foram
pesadas e ajustadas de acordo com a dose estipulada para instilagdo e, em seguida, foram
esterilizadas por dois ciclos de 5 minutos no micro-ondas. Ao final, as particulas cristalinas
foram ressuspendidas em PBS 1X estéril e extensivamente homogeneizadas com pipeta e no
vortex. Para a instilacdo, os animais foram anestesiados com Sevocris (Sevofluorano 100% -
Cristélia; anestésico inalatorio) e imobilizados sobre a mesa cirdrgica. Os animais foram
traqueostomizados com auxilio de pinca e tesoura cirurgica. Apos a exposicao da traqueia as
particulas de silica em solugdo ou PBS 1X foram instilados utilizando uma seringa de insulina
com agulha 27 % G no angulo de 45°. Os animais foram suturados com fios agulhados (Fio
USP 4/0, 45cm e agulha 20mm, 3/8 de circulo; NYLON PROCARE) e receberam aplicacdo
de cloridrato de lidocaina local (2%; Cristalia). Apés a instilacdo os animais foram pesados
para acompanhamento de perda ou ganho de massa corporal, durante o periodo do
estabelecimento da resposta inflamatéria induzida pelas particulas de silica (silicose). Todos
os experimentos foram realizados apds 15 dias da instilacdo, considerado pico da resposta

inflamatdria aguda.

411 Avaliacéo da perda de massa corporal

A verificacdo da massa corporal dos animais foi realizada, no minimo em 4
momentos ap06s a instilacdo intratraqueal de silica ou PBS. Os camundongos foram
pesados individualmente e para o célculo da porcentagem da perda de massa corporal foi

utilizada a seguinte formula:

Varia¢cdo da massa = massa observada x 100
massa inicial (dia 0)

Os resultados foram expressos como percentual de variagdo de perda de peso

corporal durante o periodo de silicose, em relagdo ao peso inicial.

4.12 Avaliacao de peso pulmonar

A verificacdo da massa pulmonar dos animais instilados foi realizada apos o

lavado broncoalveolar e retirada dos pulmdées. Ambos os pulmdes de cada animal foram
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retirados, pesados e os resultados foram expressos por grupo de tratamento (PBS x silica)

e background genético (selvagens x AxI™).

413 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism para Mac,
empregando o teste t de Student para amostras independentes. Diferencas com um valor de

p<0,05 ou p<0,01 foram consideradas significantes.

5. Resultados

51 Expressdo dos mMRNA para os receptores de eferocitose da familia
TAM e para molécula ponte Gas6 nas células pulmonares e em macrofagos
alveolares

A presenca dos receptores de eferocitose da familia TAM e da molécula ponte Gas6
nas células residentes de mucosas é muito importante devido ao seu papel dicotdmico: realizar
a eferocitose e regular negativamente as vias pro-inflamatorias (Rothlin et al., 2007). Para
confirmar a presenca dos receptores Tyro3, Axl e MerTk e da molécula ponte Gas6 nas
células pulmonares, foram realizados ensaios de RT-PCR para detectar os RNAm para as
respectivas moléculas. Para isso, 0 MRNA de células totais dos pulmdes foram isolados e
transformados em cDNA. Em seguida, sequéncias iniciadoras especificas para Tyro3, Axl,
MerTk e Gas6 foram utilizadas para realizar o0 RT-PCR. Nés detectamos niveis similares de
expressao dos mRNA para os receptores MerTk e Axl e uma expressdo elevada de mRNA
para a molécula ponte Gas6, enquanto que baixos niveis de expressdao de Tyro3 foram
detectados nas células totais dos pulmdes, durante a homeostase (Figura 9 A). Para avaliar a
expressdo dos receptores da familia TAM em AMs, nos coletamos os BALs de camundongos
selvagens e deficientes em Axl, plagueamos as células e admitimos como AMs as células
aderidas as placas de cultura. Extraimos e isolamos 0 RNA total das células da monocamada e
realizamos um comparativo da expressdao do mRNA para os receptores Axl, MerTk e Tyro3
em AMs. Observamos niveis mais elevados de expressdo de Axl em relacdo a MerTk em

AMs de camundongos selvagens e nenhuma expressdo de Tyro3 foi detectada nessas células
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(Figura 9 B). Em AMs de camundongos deficientes em AxI| foi detectada uma menor
quantidade de MerTk e Axl em relacdo aos camundongos selvagens (Figura 9 C e 9 D,

respectivamente).
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Figura 9. O mRNA para os receptores de eferocitose da familia TAM (Axl, MerTk e Tyro3) esta presente
em AMs e em células pulmonares e, para a molécula ponte Gas6, em células pulmonares. (A) As células
totais pulmonares, a partir de tecido pulmonar dissociado mecanicamente, tiveram seus mRNA extraidos e
isolados para a realizagdo da quantificacdo da expressdo de mMRNA para os receptores da familia TAM por RT-
PCR. (B) AMs de camundongos selvagens foram coletados, plaqueados, mantidos overnight em estufa a 37°C
contendo 5% de CO, e tiveram seus respectivos mMRNA extraidos e isolados para a quantificacdo da expresséo de
MRNA para 0s receptores da familia TAM por RT-PCR. J&4 0 mMRNA para (C) MerTk e o (D) Axl também foram
quantificados em AMs de animais selvagens e deficientes em Axl por RT-PCR. Experimento feito em duplicata.
O resultado é apresentado como média + desvio padrdo de 5 a 8 camundongos por grupo. Os dados séo
representativos de 2 experimentos independentes; a significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 em comparac¢do com animais WT e AxI/".
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5.2 Contagem total de células pulmonares e porcentagem de AMs
(SiglecF* CD11c¢") no BAL de camundongos C57BL/6 e deficientes em AxI
durante a homeostase

J& foi demonstrado que animais deficientes em receptores Axl e MerTk podem possuir
maior inflamacéo e sustentacdo de respostas inflamatdrias (Lu e Lemke, 2001; Scott et al.,
2001; Rothlin et al., 2007; Wallet et al., 2008;). Para verificar se camundongos deficientes
apenas em AxI apresentam uma maior celularidade nos pulmdes durante a homeostase, foi
realizada a contagem de células obtidas dos BALs de camundongos selvagens e deficientes
em AxI. Células totais foram coradas com azul de Trypan e contadas no microscépio Optico
em camara de Neubauer. NOs observamos que camundongos deficientes em AxI apresentaram
um maior numero de células pulmonares totais em relagdo aos camundongos selvagens
(Figura 10).
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Figura 10. Contagem de células totais pulmonares é aumentada em camundongos deficientes em Axl. As
células obtidas a partir dos BALs de camundongos selvagens e deficientes em Axl foram ressuspendidas para a
contagem de células totais com Trypan (dilui¢do1:10) utilizando cAmara de Neubauer. O resultado é apresentado
como média + desvio padrdo de 4 a 6 camundongos por grupo. Os dados sdo representativos de 3 experimentos
independentes; a significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student. ***P<0,001 em compara¢do com
animais WT e AxI/.

Em seguida, para avaliar a frequéncia de AMs nos BALs de camundongos selvagens e
deficientes em Axl, nés inicialmente selecionamos um gate que chamamos de células totais,
excluindo células mortas e debris celulares. A partir deste gate, excluimos as células aderidas
umas as outras (single cells, células planctonicas). NOs entéo, selecionamos apenas as células
vivas (através do corante Live/dead; alive) e finalmente avaliamos o percentual de AMs

através da expressdo concomitante das moléculas SiglecF e CD11c (Figura 11). Dentro do
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gate de AMs, também verificamos a autofluorescéncia celular (Figura 12 C), caracteristica
de AMs (Hussel e Bell, 2014).

Single cells
95%

— SiglecF —

Live/dead

Figura 11. Estratégia de gate para anélise de AMs. As células obtidas nos BALS para a identificagdo de AMs
foram analisadas através da seguinte estratégia de gate: células vivas - sigle-cells (células planctdnicas)—> alive
- SiglecF" CD11c". As células foram adquiridas no citometro de fluxo Canto Il. Os dados foram analisados no
software FlowJo e as células duplo positivas para SiglecF* CD11c" foram consideradas AMs. SSC- do inglés, side
scatter, FSC- do inglés, forward scatter, FSC-A — do inglés, forward scatter area, Live/dead- corante de células
vivas e mortas, CD — do inglés, cluster of differentiation. Non-AMs — ndo AMs.

NOs observamos um percentual maior de AMs (SiglecF" CD11c") em camundongos
deficientes em Axl em relacdo aos selvagens (Figura 12 A). A mesma porcentagem de AMs
obtida com a realizacéo da citometria foi mostrada graficamente (Figura 12 B). Nds também
confirmamos que os AMs apresentam elevada autofluorescéncia se comparados as demais
células (ndo macrofagos; Non-AMs) (Figura 12 C). Esses dados sugerem que a deficiéncia no
receptor Axl leva a um aumento no recrutamento de AMs para as mucosas pulmonares

durante a homeostase, sugerindo uma quebra da homeostase do microambiente pulmonar.
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Figura 12. Deficiéncia no receptor Axl aumenta a porcentagem de AMs (SiglecF* CD11c") no BAL
durante a homeostase. As células obtidas nos BALs (A e B) foram marcadas com anticorpos anti-SiglecF e
anti-CD11c e a analise quantitativa de AMs foi feita por citometria de fluxo. (C) Para confirmacdo do tipo
celular foi realizada uma analise da expressdo de autofluorescéncia nas populacfes de células obtidas dos BALS
de camundongos selvagens e deficientes em AxI por citometria de fluxo. As células foram adquiridas no
citbmetro de fluxo Canto Il e as células duplo positivas e autofluorescentes foram consideradas AMs. O
resultado € apresentado como média + desvio padrdo de 4 a 6 camundongos por grupo. Os dados sdo
representativos de 3 experimentos independentes. A significAncia foi calculada utilizando-se teste t-Student.
**P<0,01 em compara¢do com animais WT e AxI7/".
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53 Anélise do perfil morfoldgico de células presentes em BALSs de
animais selvagens e deficientes em AxI

Para avaliar morfologicamente as populacgdes celulares nos BALs de camundongos
selvagens e deficientes em Axl, realizamos um citospin seguido de coloracao utilizando o kit
Panotico. NOs observamos que a grande maioria das células dos BALSs de ambas as linhagens
de camundongos, selvagens e deficientes em AxI, sdo células mononucleares, provavelmente
AMs (Figura 13). Nossos dados confirmam que h& presenca de AMs nos BALs de

camundongos selvagens e deficientes em Axl, durante a homeostase.

Figura 13. Auséncia de diferengas morfoldgicas no perfil celular coletado em lavados broncoalveolares de
animais selvagens e deficientes em Axl. O BAL de camundongos selvagens e deficientes em AxI foi realizado
com PBS 1X estéril. O citospin (1x10° células/mL; 900 rpm por 6 minutos) foi realizado e corado com Panético
Répido para posterior analise em microscépio optico de campo claro (aumento de 40X) . Barras de escala séo
iguais a 20pum. Os dados sdo representativos de 2 experimentos.
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5.4 Anélise da producdo de citocinas por células pulmonares de
camundongos selvagens e deficientes em AxI

Devido ao maior recrutamento de células observado nos resultados anteriores e a
deficiéncia dos camundongos AXxI/" em regular vias pro-inflamatorias investigamos a
producdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias por camundongos selvagens e deficientes em
Axl. A dosagem de citocinas (TGF-B, IL-10, IL-6, KC e IL-1p) presentes no sobrenadante
dos BALs de camundongos selvagens e deficientes em AxI foi realizada por ELISA. No6s
observamos que os animais deficientes em Axl apresentaram niveis menores de producéo de
TGF-B e IL-10 (Figura 14A e B, respectivamente), por outro lado, ndo houve diferenca
entre camundongos selvagens e deficientes em Axl em relacdo & producgdo de IL-6 (Figura
14C), KC (Figura 14D) e IL-1p (Figura 14E). Esses dados sugerem que AMs deficientes em
Axl podem ter funcdo regulatdria diminuida na mucosa pulmonar, uma vez que sua
deficiéncia, além de aumentar o recrutamento de células e diferenciacdo das mesmas em

AMs, também reduz os niveis das citocinas regulatorias TGF- e I1L-10.
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Figura 14. AMs de camundongos deficientes em Axl produzem menores quantidades de TGF-p e IL-10 na
homeostase. O sobrenadante do BAL de camundongos selvagens e deficientes em Axl foi coletado e congelado
para dosagem de (A) TGF-B, (B) IL-10, (C) IL-6 e (D) KC e (E) IL-1B por ELISA. Os valores em pg/mL das
citocinas avaliadas foram normalizados pelos volumes coletados dos BALSs e representados como pg/BAL. Os
dados séo representativos de 4 experimentos independentes. O resultado € apresentado como média + desvio
padrdo de 4 a 6 camundongos por grupo. A significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student. **P <0,01

em comparagdo com animais WT.
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55 Analise funcional de AMs de camundongos selvagens e deficientes
em Axl através da dosagem de citocinas in vitro

Apos a dosagem de citocinas ex vivo (anterior), investigamos a fungdo de AMs in vitro
em comparacdo com macrofagos peritoneais (pMPs). Os AMs foram adquiridos com a
realizacdo do BAL de camundongos selvagens e deficientes em Axl e os pMPs foram
adquiridos através de lavado peritoneal de camundongos selvagens. As células obtidas a partir
dos dois lavados foram plaqueadas em placas de 48 pocos, estimuladas com LPS (200 ng/mL)
e, apos 4 horas, o sobrenadante foi coletado para dosagem de IL-10, TNF-a, IL-6 e IL-B por
ELISA. Observamos que AMs secretaram niveis muito menores que os pMPs de IL-10 e IL-6
sem adicdo de estimulo e apds a estimulagdo com LPS (Figuras 15 A e C, respectivamente).
Por outro lado, AMs possuem uma tendéncia a produzirem niveis mais elevados de TNF-a
sem estimulo e quando estimulados com LPS, se comparados aos pMPs (Figura 15B). A
producdo e liberacdo de IL-1B nos sobrenadantes de cultura s6 foi observada quando os
macrdfagos foram estimulados com LPS e entdo, desafiados com ATP. No entanto, os AMs
secretaram niveis muito inferiores desta citocina quando comparados aos pMPs (Figura
15D). Surpreendentemente, ndo encontramos diferencas na producdo das citocinas avaliadas

entre AMs de camundongos selvagens e deficientes em Axl.
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Figura 15. AMs de animais selvagens e deficientes em Axl ndo possuem producéo diferencial de citocinas
mediante a LPS in vitro. AMs e pMPs foram plaqueados (10°/mL) e estimulados com LPS (200 ng/mL) ou
LPS+ATP (5 uM; 1 hora) por 4 horas. Os sobrenadantes foram recolhidos para quantificacdo de (A) IL-10, (B)
TNF-0 e (C) IL-6 e (D) IL-1pB por ELISA. Os dados sdo representativos de 1 experimento. O resultado é
apresentado como média + desvio padrdo de 4 a 6 camundongos por grupo. A significAncia foi calculada
utilizando-se teste t-Student. **P <0,01; ***P <0,001. LPS- lipopolissacarideo, ATP- adenosina trifosfato.

Para que os receptores TAM possam exercer seu efeito regulador de vias pro-
inflamatorias € necessario que haja o engajamento da molécula ponte Gasé6 ligada a PtdSer da
célula apoptoética ao receptor Axl, da familia TAM. A partir disso, realizamos um novo ensaio
in vitro, onde AMs de animais selvagens e deficientes em Axl foram co-cultivados com
neutrdfilos apoptéticos opsonizados com Gas6 por 1 hora, e em seguida as co-culturas foram
desafiadas ou ndo com LPS (Figura 16). Nés observamos que AMs de camundongos
deficientes em AxI secretaram maiores quantidades de TNF-a e IL-6 quando co-cultivados
com neutrofilos apoptéticos opsonizados com Gas6, se comparados aos AMs de
camundongos selvagens (Figura 16B e 16C). No entanto, quando foi adicionado o LPS a co-
cultura, observamos que, surpreendentemente, AMs de camundongos deficientes em Axl
secretaram menos TNF-a se comparados aos AMs selvagens (Figura 16B). Como esperado,
quando desafiados com LPS, AMs de camundongos deficientes em Axl secretaram mais I1L-6
se comparados aos AMs selvagens (Figura 16C). Finalmente, ndo observamos diferencas
significativas na producédo de IL-10 mediante aos estimulos fornecidos para os AMs (Figura
16A). Nossos dados sugerem que a sinalizagdo via receptor Axl é um importante regulador

negativo da secre¢do de IL-6, e regulador positivo da secrecdo de TNF-a. Experimentos
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adicionais serdo feitos para elucidar o papel dos receptores Axl na regulacdo diferencial das
citocinas pré-inflamatorias IL-6 € TNF-a.
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Figura 16. Receptor Axl controla a producéo de citocinas pré-inflamatoérias em AMs. AMs obtidos através
dos BALs de camundongos selvagens e deficientes em Axl foram plaqueados (1x10° células/mL) e co-
cultivados com neutréfilos apoptéticos opsonizados com Gas6 (5x10° células/mL; 200 ng/mL) por 1 hora. Ap6s
este periodo, as co-culturas foram desafiadas ou ndo com LPS (200 ng/mL; over-night). Os sobrenadantes foram
recolhidos para quantificagdo de (A) IL-10, (B) TNF-a e (C) IL-6 por ELISA. Os dados séo representativos de 1
experimento. O resultado é apresentado como média + desvio padrdo de 4 a 6 camundongos por grupo. A
significancia foi calculada utilizando-se teste t -Student. *P<0,05; **P <0,01; ****P<0,0001.

5.6  Controle de peso corporal e pulmonar de camundongos selvagens e
deficientes em Axl apos instilacdo intratraqueal de silica

A silicose ¢ uma doenca inflamatoria estéril, que pode levar a perda de funcdo
respiratoria devido a persistente e progressiva formacdo de fibrose pulmonar (Yang et al.,
2016). Com a finalidade de estudar o papel do receptor Axl durante a inflamacéo pulmonar,
utilizamos o modelo de inflamagdo estéril induzida pela instilagdo de particulas de silica

(silicose). Para tal, camundongos selvagens e deficientes em Axl foram instilados i.t. com
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50uL de PBS (1X) ou 20 mg/50 uL de silica e o peso corporal foi medido durante duas
semanas. Todos os experimentos foram iniciados com a mesma quantidade de camundongos
(de 5 a 8 animais por grupo), e obtivemos uma taxa de mortalidade de 30% em ambos 0s
grupos de animais (WT e AxI™) que receberam a instilagdo i.t. de silica (silicéticos) (Figura
17A). Além disso, observamos que camundongos deficientes em Axl e silicéticos
apresentaram: perda de peso mais acentuada e prolongada em relagdo aos selvagens e
silicoticos (aproximadamente 20% versus 10%, respectivamente) e tempo de recuperacgéo de
peso corporal maior (por volta do 7° versus 4° dia ap6s a instilagdo) (Figura 17B).
Finalmente, avaliamos o peso dos pulmfes dos camundongos nos diferentes grupos e
observamos que os pulmdes de camundongos silicéticos, selvagens e deficientes em AxI
apresentaram maior peso total que os pulmdes de camundongos instilados com PBS (Figura
17C). No entanto, ndo observamos diferencas nos pesos dos pulmdes entre 0s grupos
selvagens e deficientes em AxI. Juntos, nossos dados sugerem que camundongos deficientes

em Axl sdo mais suscetiveis a silicose.
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Figura 17. Instilagdo intratraqueal de silica leva a perda de peso corporal em camundongos selvagens e
deficientes em AxIl. Camundongos selvagens e decifientes em AxI foram instilados com 50uL de PBS (1X) ou
de 20 mg/50pL de silica intratraquealmente. Todos os animais foram monitorados durantes duas semanas para
registrar (A) sobrevivéncia e (B) perda de peso corporal (g). Ap6s duas semanas, quando se considera o pico da
inflamacdo, os animais foram anestesiados e sacrificados para a realizacdo do BAL e (C) retirada dos pulmdes
para serem pesados. Os dados sdo representativos de 2 experimentos. Os resultados sdo apresentados como
média + desvio padrdo de 4 a 8 camundongos por grupo. A significancia foi calculada utilizando-se teste t-
Student. **P <0,01.
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5.7 Contagem de células totais das vias aéreas, AMs e neutrofilos apos
instilacdo intratraqueal de silica

O processo de patogénese da silicose leva a um aumento do numero de células
apoptéticas nos pulmdes, o que pode aumentar o recrutamento de células do sistema
imunologico para esses sitios (Mossman e Churg, 1998). A eferocitose realizada
principalmente pelos AMs é um processo muito importante para o clearance de um
microambiente rico em células apoptéticas. Como vimos anteriormente, a auséncia do
receptor AxI, por si s, é capaz de levar ao aumento do recrutamento de células para a mucosa
pulmonar durante a homeostase, uma vez que a funcdo de eferocitose dos AMs se encontra
prejudicada, levando a um acumulo de células apoptoticas neste sitio. Com isso, avaliamos se
camundongos deficientes em Axl e silicoticos apresentariam maior recrutamento de células se
comparados aos animais selvagens instilados. Ap6s duas semanas da instilacdo de PBS 1X
(50 pL) ou de silica (20 mg/50 uL), os lavados broncoalveolares foram realizados nos quatro
grupos de camundongos. Para realizar a contagem de células totais obtidas a partir dos BALs
de camundongos selvagens e deficientes em Axl, foi realizada uma diluicdo de 1:10 com azul
de Trypan e as células totais foram contadas no microscépio 6ptico com o auxilio da cdmara
de Neubauer. NOs observamos um aumento significativo de células nos BALs de
camundongos silicoticos selvagens e deficientes em Axl quando comparados aos instilados
com PBS (Figura 18).
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Figura 18. A instila¢do intratraqueal de silica induz aumento de células totais nas vias aéreas pulmonares.
As celulas obtidas a partir dos BALs de camundongos selvagens e deficientes em AxI foram ressuspendidas para
contagem de células totais com azul de Trypan (diluicdol:10) utilizando cdmara de Neubauer. Os dados séo
representativos de 2 experimentos independentes. Os resultados sdo apresentados como media + desvio padréo
de 4 a 8 camundongos por grupo. A significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student. *P<0,05.
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Em seguida, investigamos quais as populagdes celulares estariam sendo recrutadas em
maior quantidade para a mucosa pulmonar durante a silicose. As porcentagens de AMs foram
obtidas através de marcacbes com anticorpos anti-SiglecF, anti-CD11c, e as de neutréfilos,
através de marcacdes anti-Ly6G e anti-CD11b por citometria de fluxo. Confirmamos que 0s
BALs de camundongos deficientes em AxI instilados com PBS apresentaram um percentual
maior de AMs, se comparados aos camundongos selvagens (Figura 19A; painéis esquerdos
e Figura 19B). No entanto, durante a silicose, observamos uma diminuicdo drastica dos
percentuais de AMs nos BALs de ambos os grupos de camundongos, com uma reducao mais
acentuada nos deficientes em Axl (Figura 19A; painéis direitos e Figura 19B). Por outro
lado, observamos um maior aumento da porcentagem de neutrofilos nos BALs de
camundongos deficientes em AxI instilados com PBS (Figura 19C; painéis esquerdos e
Figura 19D). Apos a instilacdo de silica, o percentual de neutr6filos aumenta em ambos 0s
grupos de animais (WT e Axl-/-), no entanto, esse aumento é mais pronunciado nos BALs de
camundongos deficientes em Axl (Figura 19D). Em conjunto, nossos dados sugerem que a
deficiéncia na sinalizacdo do receptor Axl leva a diminuicdo de AMs durante a silicose,
provavelmente por apoptose e/ou piroptose; e que o receptor Axl regula negativamente o

recrutamento de neutréfilos durante a homeostase e silicose.
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Figura 19. A instilacdo intratraqueal de silica induz diminuicdo de AMs e aumento de neutréfilos em
mucosas pulmonares. Foram realizadas, em células provenientes de BAL de camundongos selvagens e
deficientes em Axl marcacdes com (A e B) anticorpos anti-SiglecF e anti-CD11c para analise de AMs e (C e D)
com anticorpos anti-CD11b e anti-Ly6G para andlise de neutréfilos por citometria de fluxo. Os dados sdo
representativos de 2 experimentos independentes. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao
de 4 a 8 camundongos por grupo. A significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student. *P<0,05; **P<0,01;
***p <0,001; ****P>0,0001 .
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5.8  Analise da producéo de citocinas por células pulmonares totais de
camundongos instilados intratraquealmente com silica

Para verificar o perfil de citocinas nos BALs de camundongos silicéticos, realizamos
os lavados broncoalveolares ap6s duas semanas da instilacéo i.t. de silica ou PBS nos animais
selvagens e deficientes em Axl. O sobrenadante proveniente dos BALSs foi congelado para
posterior dosagem das seguintes citocinas: TGF-B, IL-10, TNF-a, IL-6, KC e IL-1p pelo
método de ELISA. N6s observamos que houve um aumento da producéo de IL-6, KC e IL-1p
nos BALs de camundongos selvagens ap0s a instilacdo de silica (Figura 20C, D e E,
respectivamente). Observamos também um aumento na secrecdo de IL-1B e KC nos BALS
de camundongos silicéticos e deficientes em Axl em relacdo aos BALs dos mesmos grupos
instilados com PBS, com uma diminuida concentracdo de KC nos BALs de camundongos
silicéticos deficientes em Axl em relacdo aos selvagens (Figura 20E e F). Por outro lado,
verificamos uma diminuicdo nas concentragdes de IL-10 nos BALs de camundongos
silicoticos selvagens e deficientes em Axl em relacdo aos BALs dos mesmos grupos instilados
com PBS (Figura 20B); e nenhuma diferenca nas concentragdes de TGF-B nesses mesmos
grupos (Figura 20A). Finalmente, a instilacdo de silica provocou um amento da concentragdo
de TNF-a nos BALs de camundongos deficientes em Axl, mas ndo em camundongos
selvagens (Figura 20C), e um aumento de IL-6 nos BALs de camundongos selvagens, mas
ndo nos BALs de camundongos deficientes em Axl (Figura 20D). Nossos dados sugerem que

o receptor Axl controla a producéo e secrecdo das citocinas TNF-o e KC durante a silicose.



56

A B
7 i owr = 80 __»_gOwr
% 60- B A" é 0] — =
2 D
2 40: 2 40
o —
W 20. v 2] =
2 = =M
oLC1Em =] 0
PBS Silica PBS Silica
C D
& . ow ~ 20 0 wr
560' BATr € g5 ————— (=
2| = @ x
5 = g 10
2 20 ?® 5 _
= -
; 0
FRb Silica PBS Silica
E F
300- *k O wrt 30
g *h \ B Ax” - *% ] WT
@ 200 T g 2 - B AT
o)) o T
R 2
g 100' g 10.
A
olemim | | L B
PBS Silica PBS Silica

Figura 20. Camundongos deficientes em Axl produzem maiores niveis de TNF-a e menores de KC durante
a silicose. O sobrenadante dos BALs de camundongos selvagens e deficientes em Axl foi coletado e congelado
para dosagem de (A) TGF-B, (B) IL-10, (C) TNF-a (D) IL-6, (E) KC e (F) IL-1B por ELISA. Os dados séo
representativos de 2 experimentos independentes. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao
de 4 a 8 camundongos por grupo. A significancia foi calculada utilizando-se teste t-Student. *P<0,05; **P <0,01;
***p <0,001 em comparagdo com animais WT e AxI/.
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6. Discussao

Em condicfes homeostaticas existe uma alta taxa de renovagdo tecidual principalmente
em ambientes de mucosa. As células da mucosa pulmonar entram em apoptose
constantemente e seus corpos apoptoticos necessitam ser fagocitados para que, ndo haja
necrose secundaria com consequente quebra da homeostase e possibilidade de
desenvolvimento de autoimunidade (Mufioz et al., 2010). A eferocitose, importante
mecanismo de manutencdo do equilibrio do organismo, é realizada por fagdcitos atraves de
diversos receptores, dentre eles, 0s que sdo capazes de reconhecer a PtdSer indiretamente
através das moléculas ponte Gas6 e/ou Proteina S (Poon et al., 2014). Esses receptores
pertencem a familia TAM, que realizam a eferocitose e regulam vias pré-inflamatorias (ex.:
vias de TLR) simultaneamente. J& foi descrito por Lemke e Rothlin (2008) que células
diferenciadas do sistema imunoldgico expressam mais os receptores Axl e MerTk do que
outras células do organismo. Visto isso, investigamos a presenca desses receptores e de Gas6,
por ser a molécula ponte universal (reconhecida pelos trés receptores TAM), no ambiente de
mucosa pulmonar. Nossos dados mostraram que AMs expressam mais Axl, MerTk e Gas6 do
que Tyro3, o que é condizente com dados ja publicados, uma vez que esse Ultimo receptor é
mais expresso por células do sistema nervoso central, ovarios e testiculos (Lemke e Rothlin,
2008). O principal fagdcito de células apoptoticas nas mucosas pulmonares é o macréfago
alveolar que, além de realizar a eferocitose, entra em contato constante com a microbiota, por
estar localizado no limen aéreo. Esse duplo reconhecimento, em ambientes de mucosa,
guando realizado através dos receptores Axl ou MerTk, pode ser um importante mecanismo

de manutencdo da homeostase.

Dados da literatura indicam que a distribuicdo dos receptores Axl e MerTk ndo é
homogénea entre as células do sistema imunolégico. Zagoérska e colaboradores (2014)
mostraram que macrofagos de medula 6ssea (BMDMs) expressam menos mRNA para AxI
do que para MerTk, enquanto que MerTk € expresso em maiores quantidades por células
dendriticas derivadas de medula (BMDCs) do que por BMDMs. NGs também observamos
niveis similares de expressdo de mMRNA para Axl e MerTk em células pulmonares totais e em
AMs durante a homeostase. Mais especificamente, Zagorska e colaboradores (2014)
demonstraram que BMDMs de animais deficientes em Ax| na presenga de Gas6, mas que
expressam MerTk, realizam a fagocitose de células apoptéticas. Porém, BMDMs de

camundongos deficientes em MerTk na presenca de Gas6, mas que expressam AxI, realizam
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a eferocitose em menores niveis. Quando ligantes de TLR s&o adicionados as culturas de
BMDMs de camundongos deficientes em MerTk na presenca de Gas6, mas que expressam
AXI, os niveis de eferocitose aumentam consideravelmente. Isso sugere que a expressao de
AXI pode ser dependente de estimulo, como por exemplo, um ligante de TLR. Nos realizamos
a quantificagdo de mMRNA para Axl e MerTk durante a homeostase sem adicao de estimulos, e
observamos que AMs de camundongos selvagens expressam mais Axl em relacdo a MerTKk,
porém esses niveis podem ser maiores mediante a estimulacdo dessas células. A
heterogeneidade da distribuicdo desses receptores pelas células do sistema imunoldgico pode
ocorrer mediante a presenca de estimulos e a necessidade de compensar a auséncia de um
receptor em casos de deplecdo genética. Além disso, esse fator pode afetar a quantidade de
eferocitose realizada pelas células do sistema imunol6gico. Para nossa surpresa, n0s também
observamos uma pequena expressao de mRNA para Axl em animais que possuem delecédo
genética desse receptor. Futuramente, iremos avaliar a expressao da proteina Axl nos AMs de

camundongos AxI™", para confirmar que sdo realmente deficientes.

A deficiéncia do receptor Axl em células do sistema imunoldgico de camundongos pode
levar a ativagdo desse sistema, aumentando o recrutamento de células para as mucosas
pulmonares e a producdo de citocinas pro-inflamatdrias (Rothlin et al., 2007; van der Meer,
van der Poll ¢ van’t Veer, 2014). Nossos dados mostraram que camundongos deficientes em
Axl tem maior recrutamento de células em condi¢cGes homeostaticas e também maiores
porcentagens de AMs nas mucosas pulmonares, se comparados aos camundongos selvagens.
Esse aumento de células nas vias aéreas pode ocorrer devido a um estado inflamatoério basal
causado pela falta e/ou diminuicdo de regulacdo da resposta imunolégica, que pode acontecer
nesses sitios em decorréncia da auséncia do receptor Axl. Além do aumento da porcentagem
de AMs nas mucosas pulmonares, uma pequena populacdo de neutréfilos em camundongos
deficientes em AxI pode estar presente e/ou aumentada durante a homeostase. A presenca de
neutrofilos residentes nas mucosas pulmonares ja foi descrita por Feng Tian e colaboradores
em 2016 (Tian et al.,2016).

Macrofagos sdo células essencialmente plasticas, dependentes das variacdes do
microambiente onde estdo inseridas. Devido a heterogeneidade fenotipica e funcional,
macrofagos sdo divididos em dois grandes grupos: M1 ou classicamente ativados e M2 ou
alternativamente ativados. Os M1 ja estdo mais bem estabelecidos na literatura, possuem
caracteristicas fenotipicas e funcionais que permaneceram quase inalteradas desde suas

descrigdes iniciais. Essas células M1 s&o ativadas através de sinalizagdo via TLR ou IFN-y,
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possuem atividades antimicrobianas aumentadas e secretam citocinas como IL-1, IL-6, IL-12,
IL-23 e TNF-a. Ja o conjunto de M2 abrange macro6fagos com variadas fun¢des. Macréfagos
M2 sdo ativados majoritariamente por IL-4 e/ou IL-13, contribuem para a cicatrizacdo
tecidual, sdo anti-inflamatorios e secretam citocinas como IL-10 e TGF-B. Os AMs, células
predominantes nos pulmdes de adultos saudaveis (95-98%), desempenham papéis
homeostaticos, inflamatorios e patogénicos simultaneamente, porém ainda ndo se encaixam
perfeitamente nessa classificacdo (M1-M2) de macrofagos (Duan et al., 2012; Hussel e Bell,
2014). Quando submetidos a diferentes estimulos de polarizacdo podem expressar genes para
TLR2 e TLR4, por exemplo, mas também podem passar a expressar genes para MMP-9 e
arginase (Hussel e Bell, 2014). A eferocitose mediada por receptores TAM de AMs de
camundongos selvagens cria um ambiente mais regulatério, porém a deficiéncia nesses
receptores pode ter implicacdes negativas na homeostase e na inflamacdo. Foi descrito por
van der Meer e colaboradores (2014) que camundongos deficientes em MerTk apresentam um
excesso de producdo de citocinas pré-inflamatorias devido a diminuicdo da capacidade de
fagocitar células apoptoéticas, e que os deficientes em AxI possuem respostas inflamatorias
mais elevadas no sistema nervoso central, devido a reducdo da remocdo de debris celulares.
No6s demonstramos que AMs de camundongos deficientes em Axl expressam niveis mais
baixos de TGF-f e IL-10 em relacdo aos AMs de animais selvagens, porém citocinas pro-
inflamatorias como IL-6, KC e IL-1B nédo se alteram ou alteram pouco, em experimentos ex
vivo. O ndo aumento de producdo de citocinas pro-inflamatorias em nossos experimentos ex
vivo pode ser decorrente a presenca de MerTk em animais AxI/, ou seja, a presenca de um

receptor pode compensar a auséncia do outro.

Ja em experimentos in vitro, onde é adicionado LPS ou LPS+ATP a cultura de AMs de
camundongos selvagens e deficientes em Axl, ndo observamos diferengas significativas na
producdo de citocinas pro e anti-inflamatorias entre os AMs de ambos 0s grupos. Porém,
guando o ligante de Axl, Gas6é em conjunto com neutréfilos apoptéticos, é adicionado as
culturas, contendo LPS, observamos reducéo nos niveis de producdo TNF-o ¢ aumento de IL-
6 pelos AMs de animais deficientes em TAM. Esses resultados sdo similares aos encontrados
por Rothlin e colaboradores em 2007, que demonstraram que BMDCs, na presencga de LPS e
Gas6, apresentavam reducdo dos niveis tanto de TNF-a quanto de IL-6, além de apresentarem
niveis maiores do receptor Axl que macrofagos. A distribuicdo diferencial dos receptores AxI

e MerTk entre as diferentes células do sistema imunologico pode explicar os resultados
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obtidos pelo nosso grupo. Desta forma, o modelo ideal para a elucidagdo do papel dos
receptores TAM em mucosa pulmonar seria um animal duplo knockout (AxI"/ MerTK'/").

A sinalizacdo mediada por receptores TAM, realizada atraves da eferocitose, é essencial
para a manutencdo da homeostase do organismo (Lemke e Rothlin, 2008). Inimeras doencas
podem gerar acumulo de células apoptoticas e agravar 0 processo patologico. Uma dessas
doencas € a silicose, que afeta principalmente trabalhadores de minas, pedreiras e fabricas de
vidro (Leung, Yu, e Chen, 2012). A silicose é uma doenca causada pela inalagdo prolongada
de particulas de silica, é progressiva e irreversivel e causa fibrose pulmonar com consequente
perda de funcéo respiratdria (Mossman e Churg, 1998; Velan, Kumar, e Cohen, 1993). NGs
instilamos particulas de silica ou PBS via i.t. em camundongos selvagens e deficientes em
Axl, e acompanhamos a perda de peso corporal por 15 dias. Observamos que ambos
camundongos, selvagens e deficientes em Axl, instilados com silica apresentaram uma perda
de peso corporal de aproximadamente 20%. Por outro lado, observamos um aumento nos
pesos dos pulmdes de ambos os grupos instilados com silica, 0 que sugere aumento do

infiltrado celular e fibrose pulmonar.

Foi demonstrado por Yang e colaboradores (2016) que o BAL de camundongos C57BL/6
apresentava contagem de leucdcitos totais mais elevada em animais que foram tratados com
silica intratraqueal em relacdo aos animais sham. Além de apresentarem contagem total de
leucdcitos mais elevada, apresentaram também ndmeros absolutos de macréfagos e
neutrofilos mais altos (Yang et al., 2016). Em nosso modelo experimental, tanto os
camundongos deficientes em AxI quanto os selvagens apresentam maior nimero de células
totais das vias aéreas ap0s o tratamento com silica. Para nossa surpresa, ambos 0s grupos de
camundongos (AxI”" e selvagens) instilados com silica tiveram uma drastica reducdo da
porcentagem de AMs em seus BALs, sugerindo um aumento da apoptose ou piroptose de
AMs nesses casos. Por outro lado, observamos uma maior porcentagem de neutrofilos nos
camundongos (selvagens e AxI™) instilados com silica, com um aumento mais pronunciado
em camundongos AxI-/-, sugerindo um papel importante de Axl em controlar o aumento de

respostas inflamatorias pulmonares.

Durante o processo patoldgico da silicose existe acimulo de células mortas que podem ser
geradas através de diferentes tipos de morte celular. Ja foi descrito por Borges e colaboradores
(2002) que durante a silicose, existe morte por apoptose através do ligante de receptor de

morte celular (FasL) e, além disso, existe a ativacdo de inflamassomo, gerando morte celular
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inflamatoria por piroptose (Cassel et al., 2008). Foi demonstrado em 2008 por Cassel e
colaboradores que, em experimentos in vitro, macréfagos estimulados apenas com silica
produziam baixos niveis de TNF-o e IL-6, porém, mediante a estimulo prévio com LPS
(ativacdo de inflamassomo) altos niveis de IL-1B eram produzidos. Tais citocinas (TNF-a, IL-
6 e IL-1pB) foram dosadas pelo nosso grupo em ensaios ex vVivo nos BALs de camundongos
selvagens e deficientes em Axl, instilados intratraquealmente com silica ou PBS. NOs
mostramos que as células pulmonares de camundongos silicoticos deficientes em AxI
possuem uma tendéncia a produzirem maiores niveis de TNF-o, menores de IL-6 e
equivalentes de IL-1p em relacdo aos silicoticos selvagens. Além disso, observamos o
aumento da producdo de KC pelas células pulmonares de animais selvagens e deficientes em
AXxI apoés instilacdo de silica. A quantificacdo de KC é condizente com o0 aumento de
neutrofilos presentes nos pulmdes mediante a instilacdo de silica em ambos os animais
(selvagens e AxI™), porém ndo corresponde ao aumento pronunciado de neutréfilos em
camundongos silicoticos deficientes em Axl encontrados na citometria de fluxo. Além de
citocinas pro-inflamatérias, nés também investigamos a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias. NOs verificamos que durante a homeostase, os animais deficientes em AxI
produziram niveis mais baixos de TGF-f e IL-10, porém mediante a um estimulo inflamatdrio
como a silicose, 0s niveis dessas citocinas foram mais elevados ou possuiram uma tendéncia a
serem mais elevados. Uma possivel explicacdo para esse acontecimento € que durante
processos inflamatorios, animais deficientes em AxI, passem a expressar quantidades muito

mais elevadas de MerTk o que podera compensar a regulacao das vias pro-inflamatorias.

Em resumo, nossos dados mostraram que a falta do receptor de eferocitose Axl, por si so,
¢ capaz de aumentar o recrutamento celular para as mucosas pulmonares e diminuir a
producdo de citocinas anti-inflamatorias. Esses fatores, em conjunto, favorecem um perfil
mais inflamatdrio nos pulmdes de animais deficientes em Axl, durante a homeostase. Durante
a silicose, doenca em que ha acimulo de células apoptéticas, existe aumento de recrutamento
celular em animais selvagens e deficientes em Axl em proporcdes equivalentes, diminuicdo da
porcentagem de AMs devido a alta taxa de morte celular, provavelmente por apoptose e
piroptose, e aumento da quantidade de neutrofilos em ambos os grupos de animais instilados
com silica, porém com uma tendéncia a maior recrutamento de neutréfilos em animais
deficientes em AxI devido ao maior potencial inflamatério. O ndo aumento de citocinas pro-
inlamatorias por animais deficientes em Axl durante a homeostase e a heterogeneidade na

dosagem de citocinas durante a silicose pode ser explicada pela realizacéo de experimentos
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utilizando animais single knockouts, onde a presencga de um receptor pode compensar a falta
do outro. Nossos resultados fornecem novos dados sobre a regulacdo de AMs através de
receptores especificos, dados esses que podem fornecer novas descobertas nos estudos de
imunologia das mucosas e manutencdo da homeostase nesses sitios. Além disso, subsequentes
experimentos envolvendo esses receptores e suas vias de regulacdo podem ser empregados em
futuros estudos para novos alvos terapéuticos, tanto para a silicose quanto para outras doencas

inflamatdrias pulmonares.

7. Concluséao

A deficiéncia do receptor de eferocitose da familia TAM, AxI, é capaz de aumentar o
recrutamento de celulas para as mucosas pulmonares e diminuir a producéo de citocinas anti-
inflamatorias e, além disso, mediante a estimulacdo, AMs de camundongos deficientes em
AxI produzem maiores niveis de citocinas pro-inflamatorias. Esses fatores, em conjunto,
favorecem um perfil mais inflamatério em animais deficientes em AxI durante a homeostase,
e sugerem que esse receptor, quando presente, regula as vias de producéo de citocinas. Em
situacBes inflamatdrias, como a silicose, existe reducdo de AMs em animais selvagens e
deficientes em Axl, provavelmente decorrente da morte celular provocada pela fagocitose
frustada de particulas de silica. No entanto, existe aumento de neutréfilos, principalmente em
animais deficientes em AxI silicéticos. Juntos, nossos dados sugerem que camundongos
deficientes em AxI sdo mais suscetiveis a silicose e que, o receptor de eferocitose Axl, além
de ser um fator regulador do ambiente de mucosa pulmonar durante a homeostase, também

contribui na regulacédo de processos inflamatérios.
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