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RESUMO

O fator induzivel por hipéxia (HIF) € um componente chave na adaptacdo das células a redugcdo da
demanda de oxigénio tecidual. Esta condi¢do € frequentemente associada a infec¢des por bactérias
e estd associada a alteracdes de mecanismos efetores das células imunes. Contudo, ha pouca
informacdo a respeito da participacdo desse fator na resposta imune a bactérias envolvidas no
desenvolvimento de periodontite, como a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). Dessa
maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar a relevancia do HIF-1 na funcdo efetora de
neutréfilos frente & bactéria Aa e, juntamente, analisar a acdo dos produtos derivados da
fermentagdo bacteriana, os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), na ativacdo deste fator de
transcri¢ao em neutréfilos. Para tal, utilizamos in vitro compostos que modificam a estabilidade de
HIF-1 na presenca de oxigénio, assim como a incubagdo das células em condicdes de hipdxia.
Além disso, foram realizadas anélises in vivo, utilizando animais com delecao tecido especifico de
HIF-1 em células mieldides. Vimos que a ativacdo da via do HIF-1 em neutréfilos por meio de
estabilizadores sintéticos ou através da reducdo de oxigénio aumenta a produc¢do do mediador IL-
1B apds estimulagdo com Aa. Para a capacidade fagocitica observou-se redugdo dessa funcdo de
neutréfilos frente a bactéria Aa sob condi¢cdo de hipdxia, mas ndo nos ensaios com estabilizador
sintético de HIF-1. Ao avaliarmos a capacidade de killing vimos que a ativagdo da via de HIF em
neutréfilos acentuou sua acdo microbicida. Ao avaliarmos a acdo dos AGCCs na ativacdo de HIF-
1, observamos esses compostos reduziram a estabilidade de HIF-1 e que a hipdxia alterou a resposta
de neutréfilos a bactérias na presenca de AGCCs. No modelo de infec¢do em animais com delecao
de HIF-1 em células miel6ides, vimos aumento na produgdo de IL-10 e redugdo de TNF-a.
Entretanto, ndo observamos diferencas em outros parametros dos grupos avaliados. Desta forma,
concluimos que a hipdxia e ativacdo de HIF-1 em neutréfilos sdo importantes para as suas funcdes
efetoras durante a infeccio por Aa, e os AGCCs, principalmente o butirato, interferem
negativamente nesta ativacdo de HIF-1, podendo assim modular a resposta durante quadro
infeccioso.

Palavras-chave: Fator induzido por hipdxia, neutréfilos, hipéxia, dcidos graxos de cadeia curta.



ABSTRACT

The hypoxia-inducible factor (HIF) is a key component in the adaptation of cells to the reduction
of tissue oxygen demand. This condition is often associated with bacterial infections and with
changes in the effector mechanisms of immune cells. However, there is a limited amount of
information regarding the participation of this factor in the immune response to bacteria involved
in the development of periodontitis, such as Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). The
aim of this study was to evaluate the relevance of HIF-1 to the effector function of neutrophils
against Aa bacteria and to analyze the action of products derived from bacterial fermentation, short
chain fatty acids (SCFAs), in the activation of this transcription factor in neutrophils. For this, we
used in vitro compounds that modify the stability of HIF-1 in the presence of oxygen, as well as
the incubation of the cells on hypoxia. In addition, in vivo analyses were performed using animals
with tissue-specific deletion of HIF-1 in myeloid cells. We saw that the activation of the HIF-1
pathway in neutrophils by synthetic stabilizers or by reduction of the oxygen levels increases the
production of IL-1p after Aa stimulation. Regarding the phagocytic capacity, we observed a
reduction on this neutrophil function against the Aa bacterium under hypoxic condition, but not in
the HIF-1 synthetic stabilizer assays. When evaluating the killing capacity, we saw that the
activation of the HIF pathway in neutrophils accentuated their microbicidal action. When assessing
the action of SCFAs on the activation of HIF-1, we observed that these compounds reduced the
stability of HIF-1 and that hypoxia altered the neutrophil response to bacteria in the presence of
SCFAs. In the model of infection in animals with deletion of HIF-1 in myeloid cells, we saw an
increase in the production of IL-10 and reduction of TNF-a. However, we did not observe
differences in other parameters among the evaluated groups. Thus, we conclude that hypoxia and
activation of HIF-1 in neutrophils are important for their effector functions during Aa infection,
and SCFAs, especially butyrate, interfere negatively with this activation of HIF-1, thus modulating
the response during an infectious disease.

Key words: Hypoxia-inducible factor, neutrophils, hypoxia, short chain fatty acids.
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INTRODUCAO

Leucdcitos sdo células do sistema imunoldgico que atuam na remogao e destruicdo de
patégenos invasores ao organismo, além de liberarem mediadores quimicos, estimulando a
regenerac¢do tecidual e crescimento celular. Um dos leucdcitos encontrado em maiores nimeros na
circulacdo sanguinea de humanos adultos e que atuam diretamente na fase incial do processo
inflamatorio sdo os neutréfilos, foco deste estudo.

Neutroéfilos possuem funcdes consideradas relevantes na defesa do hospedeiro, em
especial na resposta e resolucdo de infec¢des. Essa célula € o tipo mais abundante de leucécitos no
sangue humano constituindo em torno de 60 a 70% de todos os leucdcitos presentes no sangue.
Sao células derivadas de precursores da medula dssea que possuem grande capacidade de migracao
para os tecidos e apresentam uma meia vida relativamente curta (K. HUNNIGER & O. KURZALI,
2018). Foi estimado que o tempo de vida destas células no sangue de camundongos é de até doze
horas, enquanto que em humanos podem sobreviver por até cinco dias, sendo que ao final deste
tempo, a célula tende a morrer por mecanismos apoptoticos espontaneos. (KOLACZKOWSKA &
KUBES, 2013). Quanto a sua morfologia, sabe-se que seu nucleo é condensado e multilobular,
além de conter vérios granulos e vesiculas intracelulares no citoplasma, o que justifica sua
denominacgio de granuldcito polimorfonuclear (FUTOSI et al., 2013).

Uma caracteristica importante dessa célula € o fato de expressar diferentes classes de
receptores de reconhecimento de padrdes moleculares de microrganismos incluindo receptores foll-
like (TLR) e do tipo nod (NLRs) como NLRPI, NLRP3, NLRP6. Isso permite que essas células
reconhecam e montem as respostas imunes iniciais contra patégenos (THOMAS & SCHRODER,
2013).

Atualmente, como jia bem estabelecido na literatura, sabe-se que neutréfilos estio
envolvidos em diversos processos fisiolégicos e patoldgicos, tais como angiogénese, cicatrizagao
de feridas, doencas autoimunes e neopldsicas, além de condi¢des patoldgicas inflamatdrias
(TAMASSIA et al., 2018). Esse envolvimento se da pelas mais variadas fungdes desta célula,
dentre essas, considera-se como principais: fagocitose de patégenos; liberacdo de proteases, como
elastase e catepsinas; liberacdo de peptideos antimicrobianas como o-defensinas e catelicidinas;

producido de espécies reativas de oxigénio (ROS); liberacdo de armadilhas extracelulares (NETs);
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além da secre¢do de citocinas e quimiocinas que induzem a atracdo e ativacao de outras células do
sistema imune (HARRIS et al., 2014 ;HAJISHENGALLI et al., 2015). Essa célula é capaz de
sintetizar in vitro e in vivo, dependendo do estimulo, citocinas como TNF-a, IL-1p, IL-6, além de
quimiocinas como CXCL1, CXCLS8, CXL10, entre outros mediadores inflamatérios (TAMASSIA
et al., 2018). Sendo assim, fica-se claro que os neutréfilos e suas acdes bioldgicas tém papel chave
em processos inflamatorios.

O processo inflamatério € um mecanismo de defesa do hospedeiro contra patégenos
invasores (agentes bioldgicos) ou ac¢do de agentes quimicos ou fisicos, que acarretam em lesdes
teciduais. Esta resposta é orquestrada por células e mediadores especificos, que colaboram de
forma direta para neutralizar e eliminar os estimulos prejudiciais, visando o reestabelecimento da
homeostase (COTRAN et al,. 1999; MEDZHITOV, 2010). A inflama¢do é um componente
presente em varias condi¢des patoldgicas, como infec¢des, doengas autoimunes, entre outras. Sabe-
se que a inflamacdo possui alguns sinais caracteristicos como calor, rubor, edema, dor e perda de
funcdo. Como forma inicial da cascata inflamatdria, ocorre uma resposta vascular exacerbada e
aumento da permeabilidade das paredes dos vasos. Juntamente, ha vasodilatacdo arteriolar,
acarretando em um aumento de fluxo sanguineo para a 4rea danificada, resultando em um quadro
de hiperemia local. Nesses estdgios iniciais do processo inflamatério € prontamente detectavel o
acumulo de proteinas plasmadticas e liquido nos tecidos. Este processo € logo seguido pelo aumento
da migracdo de leucdcitos presentes da circulagdo para o tecido lesado (COTRAN et al,. 1999;
LAWRENCE et al., 2002). Esse influxo leucocitdrio, caracterizado predominantemente por
neutréfilos, depende de sinalizacdo de agentes quimiotaticos, citocinas e leucotrienos (RYAN &
GODSON, 2010; SERHAN, 2007). Neutréfilos s@o usualmente os primeiros a serem recrutados
para os sitios de inflamacgdo, exercendo fungdes importantes no combate inicial aos agentes
patolégicos, como fagocitose e destruicao dos mesmos (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Virios estudos mostraram ao longo dos ultimos anos que as cé€lulas do sistema
imunolégico encontram diferentes tensdes de oxigénio nos tecidos (sangue, linfonodos e outros
tecidos), sendo que niveis consideravelmente reduzidos de oxigénio s@o normalmente descritos em
tecidos inflamados (HARRIS et al., 2014). O aumento de leucécitos recém migrados aos locais de
inflamacao em conjunto com o maior consumo de oxigénio por essas células acarreta em redugdes
drésticas de niveis de oxigénio (O2) aos quais as mesmas estdo expostas, condi¢do essa denominada

de hipéxia.
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O termo hipdxia € utilizado para definir o estado no qual hd um déficit entre a
quantidade de oxigénio consumido e seu aporte a determinado tecido, o que leva a uma redugdo da
disponibilidade de O2 em relag@o as condi¢des normais. A reducdo da disponibilidade de Oz pode
ser o resultado de uma diminui¢do no seu suprimento ao tecido devido a fatores vasculares como,
por exemplo, a presenca de microtrombos ou rompimento de vasos, e/ou de aumento no seu
consumo pelas células, podendo ocorrer tanto em condi¢des fisiologicas como em diversos
processos fisiopatoldgicos. Em tecidos sauddveis a tensdo de oxigénio varia entre 20-90 mmHg,
ou seja 2,5 a9 % (NIZET & JOHNSON, 2009). E dificil estabelecer in vivo um valor exato de
tensdo de oxigé€nio que caracteriza uma condi¢do de hipdxia, contudo considera-se que abaixo de
6% de oxigénio, para a maioria das células, sdo iniciadas respostas intracelulares condizentes com
um estado de hipéxia (NIZET & JOHNSON, 2009). Nesse sentido, é importante ressaltar que
durante a resposta imune a agentes infecciosos, € frequente a ocorréncia de hipdxia tecidual,
havendo relatos de tensdes de oxigénio inferiores a 1% em feridas e locais infeccionados
(ARNOLD et al., 1987; MELICAN et al., 2008). Sao diversos os fatores que contribuem para esse
quadro de hipéxia. Além do aumento do recrutamento de leucdcitos, vé-se também fatores
associados ao crescimento dos microrganismos invasores, o que ocasiona um aumento da demanda
de oxigénio local. Adicionalmente, pode haver diminui¢do do fluxo sanguineo ao tecido,
contribuindo assim para a baixa disponibilidade de oxigénio durante a infec¢cdo (PALAZON et al.,
2014; SCHAFFER & TAYLOR, 2015). Particularmente, em determinados tipos de infeccao
incluindo abcessos, infec¢gdes intestinais e periodontais, as acdes das células do sistema imune
recrutadas ocorrem em condicdes de hipoxia (BEERLAGE et al.,2013; SHI et al., 2015).

Na literatura h4 relatos de que células incluindo os neutréfilos conseguem se adaptar a
ambientes com baixos niveis de oxigénio. Estudos anteriores comprovaram que a hipéxia pode
modular positivamente a sobrevivéncia desta célula através da inibicdo de apoptose celular via
NF«B (WALMSLEY et al., 2005). Estudos mais recentes, como o realizado por MCGOVERN et
al (2015) mostram que condi¢des de hipoxia ndo afetam algumas fungdes biolégicas importantes
dos neutréfilos em modelos de infeccdo com Staphylococcus aureus, como motilidade, migracao
e liberacdo de contetido de granulos. Entretanto, a reduc@o de oxigénio local reduz a producao de
ROS, imterferindo de forma direta no burst oxidativo e consequente destruicdo da bactéria em

questdo. Logo, compreende-se que acdes importantes destas células podem ser modificadas em
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baixas tensdes de oxigénio, o que pode interferir a eliminagdo do microrganismo invasor e a
resolucdo do processo inflamatorio.

Todas células nucleadas possuem mecanismos que as capacitam a identificar e reagir
a mudancgas nas concentracdes de oxigénio. As células se adaptam via expressdo de genes
especificos que sintetizam proteinas importantes para manter a homeostase em condicdes de
hipéxia. Uma proteina que desempenha a fungdo de sensor celular de oxigénio nas células € o fator
induzido por hipéxia (HIF), tendo um importante papel nas respostas celulares e sistémicas em
condi¢des de hipoxia (SEMENZA, 2011; SUPPA, 2009). HIF-1 é um fator de transcri¢io
heterodimérico, sendo composto por uma subunidade alfa (HIF-1a) e uma subunidade beta (HIF-
1B). A expressdo de HIF-1a ¢ regulada pela quantidade de oxigénio, havendo rapida degradagao
dessa proteina na presenca de concentragdes normais de oxigé€nio, enquanto que a HIF-1B ¢
expressa constitutivamente (KE; COSTA, 2006; SCHOFIELD; RATCLIFFE, 2004). A
subunidade alfa de HIF € pds-transcricionalmente regulada pela disponibilidade de oxigénio local
através de enzimas chamadas prolil-hidroxilases dependentes de ferro (PHDs). Em condig¢des
normais de oxigénio, as PHDs sdo ativadas, atuando na hidroxilagdo da subunidade alfa de HIF,
marcando-a para que ocorra a degracdo proteassomal, sendo este processo serd mediado pela
ubiquitina¢cdo dependente da proteina von Hippel-Lindau (VHL). Entretanto, se as concentracdes
de oxigénio caem, as enzimas PHDs se tornam inativas, o que resulta em um acimulo no
citoplasma da subunidade alfa, a qual transloca ao nucleo, se ligando a subunidade beta, e
juntamente a coativadores como P300, origina um complexo transcricional efetivo, que por sua vez
atuard como um fator de transcri¢cdo, modulando a expressao de vérios genes alvo (SEMENZA,
2014).

Histéricamente, o gene HIF-1 foi descoberto em células humanas em 1988, através da
identificacdo de um elemento de resposta a hipéxia (HRE) presente no gene da eritropoietina
(EPO). Além do fato deste gene ser considerado um regulador da eritropoietina, ele também ¢é
responsavel por controlar a sintese do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que tem
acOes importantes sobre a angiogénese, além de enzimas glicoliticas importantes na adaptacdo do
metabolismo das células em condicdes de hipdxia e uma ampla gama de fatores envolvidos na
sinalizacdo e resposta efetora do sistema imune como citocinas pré-inflamatérias (SEMENZA,

2011; FERREIRA, 2009).
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Figura 1: Imagem esquemadtica da via de ativacdo e inibi¢do de HIF-1. Em condi¢des de normdxia, a subunidade alfa
de HIF-1 é degradada ap6s hidroxilagdo pelas PHDs, mediante agdo de VHL. Em condic¢des de hipéxia, tanto PHDs
quanto FIH sdo inibidas, o que impede a degradac@o desta subunidade, acarretando na translocacio ao nicleo, dando
origem ao complexo heterodimerico de HIF-1, que atuard transcrevendo genes alvo (Adaptado de TAYLOR &

COLGAN, Nature Reviews Immunology, 2017).

Sabendo-se que as células e 6rgdos necessitam se adaptar as mudancas no suprimento
de oxigénio, ndo causa estranheza o fato de uma grande variedade de genes serem regulados pela
HIF-1 nos tecidos. Nesse sentido, hd mais de 100 genes identificados com fung¢des diferentes que
sdo regulados por esta proteina (SEMENZA et al.,1991). A exemplo disso, na literatura ha
resultados, obtidos em células endoteliais arteriais através da utilizacdo de microarranjos de DNA,
que evidenciam que mais de 2% dos genes humanos sao modulados de forma direta ou indireta por

HIF-1 (MANALO et al., 2005). Porém, € valido ressaltar que vérios estudos recentes tém mostrado
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que a ativacdo de HIF-1 ndo é somente pela via de hipdxia. Foi mostrado que a presencga de IL-1 e
TNF-a em condi¢des inflamatdrias também sdo capazes de ativar este fator de transcrigdo,
acarretando na subsequente transcri¢do dos genes alvos. (ARNETT 2010; OLSON & VAN DER
VLIET, 2011; NG et al., 2011).

Sabe-se hoje que HIF-1 € expressa em praticamente todas as células do sistema imune,
incluindo macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e linfécitos, nas quais apresenta um
importante papel, conforme discutido a seguir (MCNAMEE et al., 2013; SCHOLZ & TAYLOR,
2013). Diversos estudos tém evidenciado a participacao de HIF tanto na regulacao da sobrevivéncia
quanto da funcdo efetora das células do sistema imune, sendo que a delecdo desse fator de
transcri¢do esta associada, em geral, a uma condi¢do desfavordvel a atividade bactericida de células
mieldides, como neutréfilos (BURKE & HOLLANDER, 2001). O grupo de PEYSSONNNAUX et
al. (2005) demonstrou que este fator de transcri¢do ndo s6 € capaz de adaptar ao metabolismo
glicolitico das células mieldides, como também atua coordenando diversos aspectos funcionais
dessas células, resultando na modificacdo da capacidade microbicida das células em condigdes
hipéxicas. Em neutréfilos, viu-se que a ativacdo de HIF-1 aumenta a expressdo de moléculas
antimicrobianas, como catelicidinas, proteases, elastases, entre outros. Logo, vé-se neste fator de
transcri¢do um papel importante na coordenagdo das células mieldides em condi¢des assépticas ou
infecciosas associadas a hipodxia.

Muitos patégenos bacterianos sobrevivem e se proliferam sob condicdes anaerdbicas,
portanto, os fagdcitos devem ser adaptados para atuar na erradicacdo microbiana nos mesmos
microambientes. Na regido periodontal, em condi¢des infecciosas, tanto as células quanto os
microrganismos ali presentes consomem de forma gradativa os nutrientes e o oxigénio ali
presentes, gerando uma condicao hipdxica tecidual. Essa condi¢do pode induzir a ativagao de HIF-
1, que como discutido anteriormente, € considerado um dos principais reguladores celulares as
modifica¢des das concentragdes de oxigénio local (BRIGATI et al., 2010; KOMINSKY et al.,
2010).

A periodontite € uma doenca inflamatéria de cardter cronico, que causa
comprometimento na integridade do tecido que faz a sustenta¢do do dente, incluindo a gengiva,
ligamento periodontal e osso alveolar, que juntos formam o que chamamos de periodonto (CEKICI
et al.,2014; LAMONT, 2012). Entende-se que este processo estd estritamente ligado a

modificagdes no equilibrio da microbiota oral. De forma geral, vé-se um acimulo de biofilme
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bacteriano disbidtico, que acarreta na exacerbacdo de infiltrados inflamatérios, constituido
principalmente por células como neutréfilos, macréfagos, linfocitos TH17, entre outros tipos
celulares, localizados no interior do tecido subgengival (ROSIER, B.T. ef al, 2014). Neste sentido,
sabe-se que esta exacerbacdo contribui de forma direta para o acréscimo do processo inflamatério
local, que serd mediado através da producao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p, TNF-a, e
IL-17 (CEKICI et al.,2014).

As doengas periodontais possuem variadas etiologias, podendo ser de carater
infeccioso, inflamatério, traumdticos ou até mesmo genéticos. Contudo, o termo doencga
periodontal € frequentemente usado quando se tem como objetivo se referir as desordens
inflamatorias de origem infecciosa, provocadas pela presenca dos microrganismos patogénicos
locais no sulco gengival provenientes de uma microbiota disbidtica (PIHLSTROM;
MICHALOWICZ; JHONSON, 2005; LINDEH et al., 2010). Diversos estudos ja identificaram
diversas bactérias associadas a doenga periodontal incluindo Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia, e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), esta tltima foco deste estudo (LINDHE et al., 2010; VIEIRA et al.,
2010). Essas bactérias sdo comumente encontradas em pacientes que possuem periodontite
agressiva e cronica (MOMBELLI et al, 1994).

Como comentado anteriormente, muitos patdgenos bacterianos sdo capazes de
sobreviver e se proliferar em condi¢des anaerdbicas, sendo uma delas a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). Ela € um cocobacilo, Gram-negativa, anaerdbia facultativa,
associada a quadros de periodontite agressiva generalizada ou localizada. A periodontite agressiva
(PA) € uma forma grave e de rdpida progressdo, onde os molares e dentes incisivos tendem a serem
os dentes mais afetados (ARMITAGE, 2010). Porém, este microrganismo pode estar associado a
quadros infecciosos que nao se restringem apenas a regido do periodonto, mas a outros locais,
como: endocardite, pericardite, artrite bacteriana, osteomielite, entre outros (VAN WINKELHOFF
etal.,1999; CUENDE, E. et al, 1996; ANTONY, B. et al, 2009). O presente estudo utilizou a cepa
JP2, que é produtora de leucotoxina (LTxA), uma proteina com caracteristica altamente citotoxica,
principalmente para células imunes de primatas como os neutrdfilos, sendo assim considerado
como um mecanismo de evasdo bacteriano (KACHLANY 2010; JOHANSSON 2011). Logo, a
periodontite causada por bactérias encontradas no periodonto como a Aa resulta em alteracdes na

producdo local de moléculas importantes que conectam a microbiota e as células do hospedeiro
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incluindo os 4cidos graxos de cadeira curta (AGCCs) (revisado por CORREA, R.O. e al, 2016).
Nesta perspectiva, varios estudos mostraram que a condicao de periodontite acarreta em alteracoes
das concentragdes dos AGCCs na cavidade oral destes individuos. Em quadros nos quais a
periodontite € generalizada e agressiva, foi mostrado que as concentracdes de AGCCs eram de duas
a quatro vezes superiores no fluido gengival crevicular dos pacientes quando comparados a
individuos que nao apresentam quadros de periodontite (QIQIANG et al., 2012; LU et al., 2014).

Os 4cidos graxos de cadeia curta (AGCCs) sdo compostos organicos que possuem em
sua estrutura um grupamento carboxilico e uma curta cadeia carbonilica que normalmente varia de
1 a 3 carbonos. Os principais AGCCs sao acetato, propionato e butirato e sua produgao se d4 através
pela fermentac@o de carboidratos e proteinas derivados da dieta dos hospedeiros (ANDOH et al,
2006). Altas concentracdes desses compostos estdo presentes ao longo do trato gastrointestinal.
Entretanto, como comentado anteriormente, estudos relatam que os mesmos podem ser
encontrados em outros tecidos, como na regido do periodonto, uma vez que foi constatado haver
alteragdes significativas desses compostos durante processos inflamatérios, como a periodontite
(QIQIANG et al, 20125 LU, R. et al 2014).

Esses metabdlitos ndo atuam somente como fontes energéticas para as células, mas
também podem desempenhar fun¢des modulatdrias nas células dos hospedeiros, tais funcdes como:
apoptose, producao de ROS, citocinas, 6xido nitrico, proliferacdo e migracdo (RODRIGUES et al,
2010; HANSEN et al, 2011; KEANE et al, 2011; TAKAHASHI et al, 2012). VINOLO (2009) e
colaboradores mostraram que o butirato modulava de forma negativa a capacidade de fagocitose e
killing de neutréfilos em modelo de infeccdo por Candida albicans. De forma conjunta, esses
metabolitos interferem no recrutamento, funcido efetora e sobrevivéncia em diferentes tecidos
(RODRIGUES et al., 2015). Alguns outros estudos comprovaram que os AGCCs regulam a
producdo de mediadores inflamatérios por neutréfilos incluindo o TNF-a e IL-10, além de atuar
no processo de quimiotaxia de neutréfilos (MASLOWSKI et al., 2009; SINA et al., 2009;
VINOLO et al., 2011).

Considerando o exposto, temos que HIF-1 é expresso em células do sistema imune e
que modula diversos fatores importantes para a resposta dessas células durante processos
infecciosos. Contudo, pouco se sabe a respeito do seu papel na resposta a bactérias anaerdbias e

microaerdfilas que estdo envolvidas no desenvolvimento de periodontite como a Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans (Aa), alvo deste estudo. Além disso, o presente estudo investigou a

implicacao dos efeitos dos AGCCs na ag¢ao e ativacao do fator de transcri¢do HIF-1 em neutrofilos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi investigar a relevancia da ativagdo do fator induzido por
hipéxia do tipo 1 (HIF-1) na resposta de neutréfilos frente a bactérias, bem como a implicacdo no

efeito dos AGCCs.

Objetivos especificos:

e Analisar a resposta efetora de neutréfilos incubados in vitro com estabilizadores de
HIF-1a frente a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e
Escherichia coli (E.coli) em normoxia;

e Comparar a resposta efetora de neutrofilos incubados in vitro com as bactérias Aa
e E.coli em hipdxia e normoxia;

e Analisar em modelo de camara subcutanea a resposta in vivo de animais com
dele¢do em células mieldides de HIF-1a (LysM“*HIF-1a/***) 4 bactéria Aa;

e Analisar a acio de AGCCs na ativacdo e a¢dao de HIF-1 em neutréfilos.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Todos os procedimentos com animais descritos neste projeto foram submetidos e
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (Protocolo n® 4171-1). Neste projeto foram utilizados
camundongos C57BL/6 machos adultos provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica (CEMIB — UNICAMP). Com o intuito de explorar o papel do fator de transcri¢ao HIF-
lo foram utilizados camundongos com dele¢do desse fator seletivamente em células mieldides
(Lisozima®*HIF-1a/**"*). Esses camundongos foram gerados apés o cruzamento de animais
Lisozima-Cre (B6.129P2-Lyz2tm1(cre)lfo/J) com animais cujo gene HIF-1a foi floxeado (B6.129-
Hiflatm3Rsjo/J). Os animais gerados (Lisozima“**HIF-10***) e seus controles (Lisozima“™
HIF-10°***) foram utilizados nos experimentos. Também foram utilizados neste projeto
camundongos Odd-luciferase (FVB.129S6G#ROSA) 26Sorm?HIFIAuc)Kael Ty t¢m a por¢do C-
terminal do dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD) do fator de transcri¢do induzido
por hipéxia (HIF-1a) ligado ao gene da enzima luciferase de vaga-lumes (luc). Estes animais foram
adquiridos da The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME USA) e servem como reporter de HIF-1.
Todos os animais foram mantidos no Biotério de Animais SPF e no Biotério de Nivel de
Biossegurancga do tipo 2 do Departamento de Genética, Evolu¢do, Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Os mesmos foram mantidos em

gaiolas autoclavadas e com filtro no topo, com livre acesso e dgua esterilizada.

Bactérias

A bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 (Aa) foi fornecida pelo
Laboratério de Anaerébios coordenado pelo Prof. Mirio Jilio Avila Campos (ICB/USP) e
cultivadas em anaerobiose em meio dgar chocolate (Aa) BHI (Kasvi) suplementado com hemina
(5 pg/mL, Sigma Aldrich, Germany) e menadiona (1 pg/mL, Sigma Aldrich, Germany) a 37° C.
Dois dias anteriores aos experimentos realizados, as bactérias presentes na placa foram transferidas
para caldo BHI (Kasvi) e parte da suspensao de bactérias (100 uL) foi entdo plaqueada em meio
agar chocolate, por meio da técnica de esgotamento, visando garantir que a bactéria cultivada era

a de nosso interesse, eliminando a possibilidade de contaminacdo. Ja a Escherichia coli
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expressando GFP foi fornecida pelo Prof. Marcelo Lancellotii (FCF/UNICAMP) e cultivada em
aerobiose em meio dgar L.A com ampicilina, em placa de pétri, a 37°C.

Nos dias dos experimentos, as bactérias foram retiradas das placas, centrifugadas a
12.000 rpm por 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS estéril (pH=7,3). Posteriormente as
lavagens, as mesmas foram ressuspendidas na concentracio de 12x10® CFUs/mL em PBS

utilizando-se para tanto a escala de MacFarland.

Experimentos in vitro com neutrofilos

Isolamento de Neutrofilos.

Neutrofilos foram isolados da medula Ossea obtida das tibias e o fémures de
camundongos (Figura 2). A separacdao dos neutréfilos das demais células que compdem a medula
Ossea foi realizada através da técnica de gradiente, utilizando o reagente Percoll (Ge Healthcare
Bio-Sciences AB). Com este protocolo, a pureza dos neutrdfilos obtida foi superior a 70%.
Inicialmente, as células foram coletadas através da lavagem da medula, utilizando 5 mL. de HBSS
(Thermo Fisher) em tubos conicos, e posteriormente centrifugados a 1.200 rpm em 10 minutos a
4°C. Apos esta etapa, as células foram ressuspendidas em 3 mL de HBSS. Para o processo de
separacdo foram preparados dois gradientes de Percoll (65% e 55%), os quais foram unidos em um
tubo conico, sendo o gradiente de 65% colocado por baixo do gradiente de 55%, e as células entao
depositadas por cima dos gradientes. A amostra foi entao centrifugada a 2.400 rpm, por 30 minutos,
a 4°C, sem aceleracdo e a desaceleracdo. Apos o término desse intervalo de tempo, houve a
formacdo de duas bandas bem visiveis, sendo que a primeira banda composta por células
mononucleadas, enquanto que a segunda banda era composta por células polimofornucleadas.
Utilizando a pipeta Pasteur, a primeira banda foi retirada cuidadosamente, juntamente com o
gradiente de percoll a 55%. Logo em seguida, a segunda banda contendo neutréfilos foi retirada
cuidadosamente e transferida para um tubo conico contendo 30 mL de PBS para lavagem das
células. As células foram entdo centrifugadas a 2000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Posterior a
centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI (Vitrocell, Campinas/SP)
contendo soro bovino fetal a 10% (Vitrocell, Campinas/SP). As células foram entdo contadas em
camara de Neubauer, e posteriormente ajustadas para a concentragdo necessaria de acordo com o
tipo de experimento realizado. Laminas de citocentrifugado foram confeccionadas e coradas com

Panético, para posterior andlise da pureza do experimento. Esta técnica de coloracdo possibilitou
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visualizar os lobos nucleares das células, o que permitiu distinguirmos os diferentes tipos celulares

ali presentes.
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Figura 2: Esquema de delineamento experimental para isolamento de neutréfilos utilizando a técnica de gradiente

Percoll.

Tratamentos com drogas que interferem na estabilizacao de HIF-1

Para que fosse possivel analisar a relevancia de HIF-1 em norméxia, neutréfilos
isolados da medula 6ssea foram incubados com estabilizadores sintéticos, compostos que atuam na
estabilizacdo de HIF-1 na presenca de oxigénio. Para tal, foram utilizados inibidores de PHDs
(enzimas que hidroxilam HIF-1la e, com isso induzem sua degradacdo): lox-2 e Bay85-3934
(FLAMME et al., 2014; MURRAY et al., 2010). Juntamente foi utilizado o composto cloreto de
cobalto (CoCl2), composto esse que possui a capacidade de mimetizar condi¢des hipdxicas, por
atuar como inibidor competitivo de ferro, fator essencial a atividade da enzima PHD (FAN et al.,

2014). As concentracdes dos inibidores foram inicialmente padronizadas.

Viabilidade Celular

Para a anélise de viabilidade celular empregamos a anexina marcada com FITC, a qual
faz a deteccdo de fosfatidilserina (PS) externalizada, e o 7-AAD, marcador de DNA nao permedvel

a membrana. Neutréfilos isolados da medula 6ssea foram plaqueados na concentracdo de 4x10°
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células/mL a 37°C e mantidos em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem
antibiotico, e tratados com inibidores da enzima prolil-hidroxilase (Iox-2, Bay-85 e CoCl2) em trés
concentracoes distintas, e entdo incubados por um intervalo de 6 horas. Apds o tempo de incubacao,
as células das placas foram coletadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS para lavagem. Em
seguida, as células foram centrifugadas, o PBS foi descartado e entdo se iniciou o procedimento de
marcacao dos neutrdfilos. Inicialmente as células foram ressuspendidas em tampao de ligacdo da
Anexina V. Em seguida, utilizamos 2 uLL de Anexina V FITC (BioLegend). A marcacao prosseguiu
entdo com a adicdo de 1 uL de 7-AAD (Sigma), na concentracdo de 1 mg/mL, e finalizando o
processo de marcagdo, foi utilizado o anti-Ly6G PE (PE anti-mouse Ly6G PE, clone 1AS,
Biolegend, EUA). As células foram analisadas por citometria de fluxo. De acordo com a marcac¢ao

das células, nds identificamos quatro populagdes: células vidveis, apoptose, apoptose tardia, e

necrose, conforme mostrado na figura abaixo.
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Figura 3: Andlise de Viabilidade celular de neutréfilos in vitro por citdmetria de fluxo. Figura 3(A) refere-se a

populacio de células totais em tamanho (FS-A) por granulosidade (SS-A). A figura 3(B) mostra a granulosidade (SS-
A) por selecdo da populacdo celular positiva para neutrdfilos (Anti-Ly6G PE), e a figura 3(C) apresenta quatro
parametros de andlise dos neutrdfilos, sendo: Q5 (Necrose), Q6 (Apoptose Tardia), Q7 (Apoptose) e Q8 (Células

Viaveis).

Animais HIF-1 reporter

Neste modelo reporter, os animais expressam o dominio de degradaciao dependente de
oxigénio (ODD) do gene de HIF-1 fundido com um gene repodrter bioluminescente luciferase. Desta
forma, visando expressar universalmente o gene da ODD-luciferase em camundongos, neste

modelo a luciferase € continuamente transcrita e traduzida em todas as células. Em condi¢des de
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normoxia, a luciferase é rapidamente degradada. Entretanto somente sob condicdes de hipoxia, a
luciferase se acumula, onde ao fornecer o substrato luciferina, regides em hipoxia nestes animais
podem ser visualizadas e quantificadas (SAFRAN et al., 2006).

Para as andlises, foram realizadas culturas de neutréfilos utilizando a concentracio de
4x10° células/mL. As células foram tratadas com drogas que interferem na ativacdo do fator de
transcricdo HIF-1, como Iox-2, Bay85-3934 e Cloreto de cobalto (CoCl2) em diferentes
concentragdes. Adicionalmente, foram realizadas analises utilizando um mix de AGCCs (Acetato,
Propionato e Butirato) em diferentes concentragdes. As células e seus respectivos tratamentos
foram incubados em estufa a 37°C por 2 horas, e posteriormente coletadas e transferidas para
microtubos. Em seguida, as células foram lisadas, o que permitiu que a andlise da atividade
enzimdtica da luciferase fosse quantificada, por meio do kit Dual Luciferase Reporter Assay
System (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. Para que realizdssemos a quantificacao
de emiss@o de luminescéncia das amostras, foi utilizado o leitor de placas Biotek Synergy HT™
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Os resultados foram normalizados através da
quantificacdo de proteinas totais do lisado das células através do método de Bradford, sendo entdo
calculada a razdo da luminescéncia pela quantidade de proteinas presentes em cada amostra

avaliada. As andlises foram realizadas em duplicatas.

Ensaios em Hipoxia e Normoxia.

Tendo como objetivo realizar andlises comparativas da resposta efetora in vitro de
neutréfilos frente as bactérias Aa e E.coli nas condi¢des de hipdxia e normdxia, foram realizadas
culturas de neutréfilos utilizando uma concentragdo de 4x10° células/mL. As células foram
incubadas em hipéxia (1% de Oz e 5% de CO2) e norméxia (21% Oz2e 5% de CO2) a 37°C. Para
que fosse possivel a realizacao da cultura em hipdxia, foi utilizado o leitor de microplacas Cytation-
5(BioTeK), o qual permitiu a mimetizacdo de ambientes hipdxicos através da regulaciao dos niveis
de nitrogénio e diéxido de carbono. Quanto as culturas em normoxia, as placas foram incubadas

em estufas de cultura celular a 37°C.

Ensaios com acidos graxos de cadeia curta

Tendo como objetivo analisar o possivel papel dos dcidos graxos de cadeia curta

(AGCCs) na atividade de HIF-10 em neutréfilos foram realizadas culturas de neutréfilos com esses
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metabolicos bacterianos. Nesses experimentos utilizou-se trés concentracdes de uma mistura de
AGCCs (acetato, propionato e butirato) onde acetato encontrava-se a 26 mM, butirato a 10 mM, e
propionato a 2,5 mM como concentracdes iniciais. Foram realizadas trés dilui¢des nas proporcoes
de 1/2 (Ac 13 mM, Bt 5 mM e Pr 1.25 mM), 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) e 1/10 (Ac
2,6mM, Bt 1mM e Pr 0,25mM). Essas concentracdes foram escolhidas baseando-se no artigo de
LU et al. (2014), que descreve as concentracdes de AGCCs que encontradas no fluido gengival
crevicular de indivudos que apresentam quadros de periodontite agressiva generalizada, condi¢ao

infecciosa na qual h4 envolvimento da bactéria Aa.

Parametros funcionais de neutroéfilos avaliados.
Neutréfilos foram analisados quanto a producgdo de citocinas pro- e antiinflamatdrias,

capacidade de fagocitose e killing de bactérias.

Producao de Citocinas.

Sobrenadantes de culturas celulares foram quantificadas para mediadores pré-
inflamatérios (TNF-a, IL-1B) e anti-inflamatério (IL-10) através da técnica de ELISA
(imunoensaio enzimatico) utilizando o Kit Duo Set (R&D System, Mineapolis, MN, USA).

Os neutréfilos foram plaqueados na concentracdo de 4x10° células/mL a 37°C e
mantidos em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem antibiotico. Para os
ensaios com estabilizador sintético de HIF-1a, Bay85-3934 (5,0 uM e 10 uM), as células foram
pré-tratadas inicialmente por 2 horas, e posteriormente estimuladas com a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 (Aa) ou LPS (1 ug/mL, E.coli 0111:B4) por mais 4
horas. Com relacao aos ensaios em hipdxia e normoxia, as células foram estimuladas com a bactéria
Aae E.coli por 6 horas. A condicdo de hipdxia foi realizada por meio do leitor Cytation-5(mimetiza
ambientes de hipdxia), enquanto que para a condi¢do de normoxia, as células foram mantidas em
estufa de cultura celular. Sobre os ensaios com AGCCs, as células foram tratadas com o mix de
AGCCs em diferentes concentragdes e incubadas com Bay-85 ou em hip6xia/norméxia, e entdo
estimuladas com a bactéria Aa. Apds o tempo total de incubagdo, os sobrenadantes foram
transferidos para microtubos e congelados (-80°C).

As quantificagdes seguiram procedimentos padrdes estabelecidos pelo Kit.

Brevemente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo de captura overnight. No dia
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seguinte, foi realizado o bloqueio das placas com solucdo contendo 0,1% de albumina pelo
intervalo de 1 hora. Posterior ao tempo de bloqueio, realizou-se a adicdo das amostras e padroes
internos. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds trés
lavagens (PBS 0,05%-Tween 20) foi adicionado anticorpo de detec¢dao. Apds passadas 2 horas de
incubacdo, foram feitas trés lavagens e em seguida adicionada solucdo contendo estreptavidina
(1:200), a qual foi mantida ao abrigo da luz por 20 minutos. Apds novas lavagens, foi adicionado
o substrato (Solucdo A e B) e as placas foram mantidas ao abrigo da luz por mais 20 minutos. Por
fim, adicionou-se solu¢do de HCI 2 M para encerrar a reacdo e entdo foi realizada a leitura da placa

no espectrofotometro em 450 nm.

Analise de Fagocitose

Os ensaios de fagocitose foram realizados utilizando 5x10° neutréfilos e 2,5x107
bactérias (propor¢ao de 1:50 células por bactérias). As células de interesse foram tratadas com
inibidor de PHD Bay85-3934 a 5,0 uM ou 10,0 uM ou entdo mantidas em hipoxia (1% de O2¢e 5%
de CO2) ou norméxia (21% Oz2e 5% de CO»).

Obtencéo de Bactérias

As bactérias de interesse foram retiradas do meio dgar BHI (Aa) ou dgar L.A (E.coli)
e transferidas para microtubos com 1 mL de PBS. Em seguida, foi realizada uma centrifugacao a
12.000 RPM por 5 minutos, e as bactérias foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Ap6s efetuadas
as duas lavagens em PBS, o material foi ressuspendido em 1 mL de PBS e foi realizada a
quantificacdo seguindo os parametros da escala de McFarland. A quantidade de bactéria que seria
necessdria para a andlise foi entdo transferida para um microtubo, centrifugada a 12.000 RPM por
5 minutos a 4°C.

A opsonizacdo das bactérias foi realizada com soro murino (100 uL no total)
previamente coletado e armazenado no freezer. As bactérias foram ressuspendidas no soro murino
e mantidas sob agitacao por um intervalo de 30 minutos, a 400 RPM, a 37°C. Em especifico para
a bactéria Aa, finalizado o processo de opsonizagdo, as bactérias foram lavadas duas vezes com
PBS, ressuspendidas em 200 uL de PBS com pH: 9,0 e juntamente adicionado 1 uL de sonda
pHRodo (Invitrogen). Nao foi utilizado sonda pHRodo na bactéria E.coli, pois as mesmas

expressam a proteina GFP.
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As bactérias entdo foram mantidas sob agitacao por 400 RPM, a 37°C por um intervalo
de 30 minutos. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 minutos a
4°C, e logo em seguida lavadas com 1 mL de PBS e centrifugadas novamente seguindo o mesmo
padrdo de centrifugacio anterior. Ao final as bactérias foram ressuspendidas em meio RPMI com
10% de soro bovino fetal (SBF), sem antibidtico, em volume ajustado de acordo com a

concentracdo desejada.

Obtencio de Células e condicoes de tratamento.

Ap6s ajuste do volume e concentracdo das células, as mesmas foram incubadas em
normoéxia com o inibidor de PHD ou entdo incubadas em hipdxia (1% de Oz2e 5% CO2) ou
normoxia 21% de O e 5% CO2) em conjunto das bactérias
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 e Escherichia coli), por um intervalo de 2 horas.
Também foram realizados ensaios utilizando mix de AGCCs nas condicdes de 1/2 (Ac 13mM, Bt
SmM e Pr 1.25mM) e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM).

Apés a incubagdo, as células foram coletadas, transferidas para microtubos e
centrifugadas por 2.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 500 uL. de PBS e centrifugado mais duas vezes com PBS para lavagem. Posterior
a lavagem, as amostras foram marcadas com anticorpos anti-Ly6G-APC (APC anti-mouse Ly-6G,
clone 1A8, Biolegend, EUA). Para este procedimento, as células foram ressuspendidas em 100 uL.
de PBS, e foi adicionando 1 uL. do anticorpo. As células foram incubadas ao abrigo de luz por um
intervalo de 15 minutos. Passado esse intervalo, foram adicionados 200 uLL de PBS e o material foi
entdo transferido para tubos especificos de citometria. Em seguida, foi adicionado Azul de Tripan

diluido a 0,5% e entdo feita a leitura no Citdmetro de Fluxo FACS Calibur (BD).

Sobrevivéncia bacteriana (Killing)

Neutréfilos foram plaqueados na concentragio de 4x10° células/mL a 37°C e mantidos
em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem antibiético por duas horas sob
tratamento de Bay-85. Posterior a este intervalo, foram adicionadas as bactérias Aa ou E.coli (MOI
1:10) previamente opsonizadas com soro murino. Apds duas horas de incubagdo, as bactérias foram
coletadas, diluidas serialmente em PBS estéril (pH 7,4) e entdo plaqueadas. Para Aa, as bactérias

foram entdo plaqueados em dgar BHI chocolate suplementado com hemina e menadiona e as placas



35

foram mantidas em anaerobiose, por 3-5 dias a 37°C. Enquanto que para a bactéria E.coli, as
bactérias foram plaqueadas e cultivadas em aerobiose em meio dgar L.A, a 37°C e mantidas por 2-
3 dias. Para ambas as bactérias, ap6s os dias de crescimento, foi possivel determinar o ndmero de
CFUs em cada placa. Estes nimeros representam a quantidade de bactérias que sobreviveram junto

aos neutréfilos apds as 2 horas de incubagao.

Experimentos in vivo

Camara subcutanea

A implantagdo da camara foi realizada de acordo com protocolo proposto por Genco et
al. (1991). As camaras foram feitas utilizando-se de fio de aco inoxidavel e tinham 0,5 cm de
didmetro e 1 cm de comprimento. Posterior a confec¢do da camara, os materiais utilizados nos
procedimentos foram esterilizados em autoclave.

Os camundongos foram inicialmente anestesiados i.p. (intra-peritonealmente) com
xilazina (Anasedan, Ceva) e quetamina (Dopalen, Ceva) nas concentracdes respectivas de 10
mg/Kg e 100 mg/Kg de peso corpéreo. Em seguida, realizamos a tricotomia do quadrante inferior
do dorso do animal utilizando 1aminas, e entdo foi feita a assepsia da regido com édlcool 70%. No
procedimento cirdrgico, realizou-se uma incisdo de 1,5 cm no dorso do animal, permitindo assim
a inser¢cdo da camara subcutaneamente. Finalizada a insercdo, o local onde foi realizado a incisdo
foi fechada com cola instantanea (Super Bonder, Henkel), e aplicado degermante de iodopolividona
(Riodeine, Rioquimica, 1% de iodo). Os animais foram mantidos em recuperacdo por um intervalo
de 10 dias, sendo que no primeiro dia os mesmos receberam analgésico aplicado 1.p. (cetoprofeno).
Posterior aos dias de recuperacdo, a camara de aco foi totalmente recoberta por tecido epitelial,
sendo que seu interior permaneceu livre, local onde foi feito posteriormente a inoculagdo da

bactéria (Figura 4).

Infeccao com Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2

Posterior ao periodo de recuperagdo, os animais foram anestesiados com isoflurano a
2% (BioChimico) por via inalatéria. A regido onde a camara foi implantada foi desinfectada com
dlcool 70% e entio foi inoculado 1x10® UFCs/100 uL da bactéria Aa diretamente no interior da
camara, utilizando seringas hipodérmicas e agulhas de 25G estéril (BD - Sdo Paulo, SP). Apés o

procedimento de inoculagdo da Aa, parte da suspensao inicial de bactérias inicial foi plaqueada em
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meio BHI chocolate suplementado para contagem de UFCs, visando a determinacdo do nimero

inicial de bactérias, além de possibilitar analises para possiveis contaminagdes.

Coleta e analise do material

Ap6s 24 horas da inoculacdo da bactéria na camara, os animais foram eutanasiados
com uso de Isoflurano a 2% (BioChimico) e posterior deslocamento cervical. O exsudato formado
no interior da camara foi entdo coletado de forma conjunta a 40 uL de EDTA 0,5M estéril em
seringas hipodérmicas (BD — S@o Paulo, SP). O material foi entdo dividido de forma que fosse
possivel avaliar posteriormente alguns parametros como produgdo de citocinas, migracdo de

leucocdcitos e killing (sobrevivéncia bacteriana) (Figura 4).

Analise de mediadores pro-inflamatorios e anti-inflamatorio

Para a avaliagao dos mediadores de interesse (TNF-a, IL-1p3, IL-10) foi utilizado cerca
de 50 uL do material obtido no interior da camara. As analises foram realizadas por meio da técnica
de imunoensaio enzimético (ELISA), de acordo com o protoloco fornecido pelo fabricante do Kit

Duo Set (R&D System, Mineapolis, MN, USA).

Analise qualitativa e quantitativa de leucocitos

As andlises para avaliagdo do total de células presentes no interior da camara foram
realizadas utilizando camara de Neubauer. Para tal, foi adicionado solucao para lise de hemécias
em 10 uL do exsudato e centrifugadas por 10 minutos a 2.000 RPM. Apés a centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e entdo o pellet celular foi ressuspendido em PBS estéril. Em seguida,
as células foram entdo contadas utilizando a camara de Neubauer.

Para que pudesse ser feita a diferenciacao morfoldgica das células (neutréfilos e células
mononucleadas) presentes no exsudato coletado, foi utilizado 20 uL. do exsudato coletado. Foram
realizadas ldminas de citocentrifugado (Citospin/INCIBRAS), e as mesmas coradas com o Kit
Panétipo Répido (LABORCLIN). As laminas foram posteriormente analisadas em microscopio

optico e cerca de 100 a 200 células foram contadas e diferenciadas em neutréfilos e mononucleares.
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Avaliacio da capacidade de killing das células imunes

Para realizacdo deste parametro, 20 uL do exsudato obtido no interior da cimara foram
diluidos serialmente em PBS estéril (pH=7,4) e entdo plaqueados em 4gar BHI chocolate
suplementado com hemina e menadiona. As placas foram mantidas em anaerébiose, por 3-5 dias a
37°C, seguido pela determinac¢do do nimero de UFCs. Estes nimeros representam a quantidade de

bactérias que sobreviveram no interior da camara ap6os 24 horas de incubacao.
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Figura 4: Esquema de delineamento experimental da insercdo da cAmara subcutanea e dos parimetros avaliados.

Analise estatistica dos resultados

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao. Todos os resultados foram
inicialmente analisados quanto a normalidade usando os testes de D’Agostino/Shapiro-Wilk.
Comparacg0Oes entre dois diferentes grupos experimentais foram realizadas por teste t ou teste de
Mann Whitney. Para mais de dois grupos, os dados foram comparados por ANOVA com p6s-teste
de Tukey. Andlises foram realizadas utilizando o programa Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc.,

San Diego, Califérnia, USA). As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.



38

RESULTADOS

Anadlises de viabilidade celular de neutrofilos com estabilizadores sintéticos de HIF-1o.

Sabe-se que HIF-1 é um fator de transcricio heterodimérico, composto por
subunidades alfa (HIF-1a) e beta (HIF-1B). Enquanto a HIF-1 € expressa de forma constitutiva, a
HIF-1a € regulada pela presenga ou auséncia de oxigénio local. Na presenca de oxigénio, enzimas
prolil-hidroxilases atuam de forma direta para que ocorra a degradacdo proteossdomica de HIF-1aq,
sendo este mecanismo mediado pelo Fator de Von Hipal Lindal (VhL). Desta maneira, visamos
inicialmente avaliar se estabilizadores sintéticos de HIF-1 (Iox-2, Bay85-3934 e CoCl2) em
concentracdes pré-estabelecidas, poderiam apresentar alguma citotoxicidade para neutréfilos em
culturas in vitro.

Para a realizacdo desta andlise, neutrdfilos extraidos da medula 6ssea foram mantidos
em cultura celular sob condi¢do de normoéxia por 6 horas na presenca de lox-2 (10 e 20 uM), Bay85-
3934 (5 uM e 10 uM) ou CoClz (100 uM e 250 uM). Passado o tempo de incubacio, as c€lulas
foram marcadas com Anexina V, anti-Ly6G PE, e 7-AAD e posteriormente analisadas via
citometria de fluxo.

Conforme apresentado na Figura 5, conclui-se que as células mantidas com os
estabilizadores nas diferentes concentragdes, ndo apresentaram qualquer sinal de citotoxicidade
quando comparados ao grupo controle, principalmente quanto a viabilidade dos neutréfilos. Sendo
assim, esses resultados viabilizaram a utiliza¢do dos estabilizadores de HIF-1 nas concentragdes

testadas em anélises posteriores.
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Figura 5: Efeito dos estabilizadores sintéticos de HIF-1 sobre a células vidveis (A), apoptose (B), apoptose tardia (C)
e taxa de necrose (D) de neutrdfilos in vitro em cultura com 6 horas de incubag@do. O grupo controle (C+) foi utilizado
como referéncia. Resultados apresentados como média e erro da média em dois experimentos independentes (N=4).

Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Analise da eficacia de estabilizadores sintéticos de HIF-1a em neutroéfilos.

Ap6s os testes de citotoxidade, nos quais pudemos ver que as concentragdes de escolha
dos estabilizadores de HIF-1a ndo apresentavam efeitos citotoxicos para os neutrofilos, o proximo
passo foi descobrir quais dos estabilizadores sintéticos apresentavam maior eficicia em estabilizar
HIF-1 em neutrofilos. Utilizando animais Odd-luciferase, neutréfilos foram isolados da medula

Ossea, tratados com trés estabilizadores sintéticos distintos em diferentes concentracdes e
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incubados por duas horas. Nossos resultados indicam que o estabilizador sintético Bay-85-3934
nas concentracdes de 5 uM e 10 uM foi capaz de estabilizar HIF-1 nestas células (Figura 6). A
partir deste resultado, dentre todos estabilizadores avaliados, apenas Bay-85-3934 (5 uM e 10 uM)

foi utilizado nas andlises posteriores.
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Figura 6: Andlise da eficicia de estabilizadores sintéticos de HIF-1 em neutréfilos. Os neutréfilos foram tratados in
vitro com os estabilizadores durante 2 horas. O grupo controle (C) foi utilizado como referéncia. Dados de
luminescéncia foram normalizados por proteina total das amostras. Resultados apresentados como média e erro da
media em 2 experimentos independentes (N=4). Analise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferengas foram

consideradas significativas para p<0,05.

Considerando os resultados obtidos, realizamos uma analise temporal do efeito do Bay-
85-3934. Para tal, os neutréfilos foram isolados da medula 6ssea de animais Odd-luciferase, e em
seguida tratados com Bay a 10 uM por diferentes intervalos de tempo. Nesses experimentos vimos
que somente a partir de 60 minutos de incubacdo h4 estabilizac@o significativa de HIF-1 nessas
células (Figura 7). A partir deste resultado ficou estabelecido que todos ensaios posteriores com

esse composto seriam realizados com de 1 a 2 horas de incubacao das células.
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Figura 7: Andlise temporal da estabilizacdo de HIF-1 por Bay85-3934 em neutréfilos. Os neutréfilos foram tratados
in vitro com Bay-85-3934 por intervalos de tempo distintos. O grupo controle foi utilizado como referéncia. Resultados
apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Andlise estatistica por ANOVA e

Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1a sobre a producao de citocinas in vitro.

Com o intuito de analisarmos o efeito do estabilizador sintético de HIF-1 (Bay-85-
3934) sobre a producdo de citocinas por neutréfilos in vitro, células isoladas da medula 6ssea foram
tratadas previamente por 2 horas com o estabilizador e posteriormente estimuladas com Aa ou LPS
(células incubadas a 37°C em estufa por mais 4 horas). Finalizado o periodo de incubac¢do foram
coletados os sobrenadantes das amostras, os quais foram posteriormente utilizados na quantificacdo
das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-10 pelo método de ELISA.

Vale ressaltar que em todos os experimentos foi realizado controle negativo (células
ndo estimuladas com Aa ou LPS, ndo apresentado nos graficos) e que as células responderam
conforme esperado a estimulacdo. Como mostrado na Figura 8, as células tratadas com o
estabilizador sintético Bay-85 sob estimulo de Aa aumentaram a producdo da citocina IL-18
quando comparadas ao grupo controle (Figura 8B). Contudo, ndo foi visto o mesmo perfil de
resposta quanto as citocinas IL-10 e TNF-a (Figura 8C e A).

Quanto aos neutrdfilos estimulados com LPS, ndo houve diferencas significativas

quanto a producdo de IL-10 e IL-1B (Figura 9B e C). Entretanto, nossos resultados mostraram
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reducdo na producdo de TNF-a (Figura 9A) por células mantidas na presenca de estabilizador de

HIF-1 quando comparadas ao grupo controle.
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Figura 8: Efeito do estabilizador sintético de HIF-1 sobre a producdo dos mediadores inflamatérios por neutréfilos.
As células foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e, posteriormente, incubadas por 4 horas sob estimulo de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) (MOI: 1:10). O grupo controle foi utilizado como referéncia. Resultados
apresentados como média e erro da media em 3 experimentos independentes (N=6). Andlise estatistica por ANOVA e

Kruskal-Wallis. As diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.
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Figura 9: Efeito do estabilizador sintético de HIF-1 sobre a produ¢do dos mediadores inflamatérios por neutréfilos.
As células foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por 6 horas sob estimulo de LPS. O
grupo controle (C+) foi utilizado como referéncia. Resultados apresentados como média e erro da media em 3
experimentos independentes (N=6). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram

consideradas significativas para p<0,05.

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1a sobre a capacidade fagocitica in vitro

Neutréfilos isolados da medula dssea, foram pré-tratados com Bay-85-3934 por duas
horas. Posteriormente, foram adicionadas as bactéria Aa ou E.coli, previamente opsonizadas. No
caso da bactéria Aa, a mesma foi previamente marcada com sonda pHrodo (sonda fluorescente
sensivel as mudancas de pH e que serve como indicador de fagocitose dessas células (SIMONS,
2010). Passadas duas horas, apds as bactérias terem sido adicionadas as culturas, as células foram
coletadas e entdo marcadas com anti-Ly6G e andlisadas via citometria de fluxo.

Nestes ensaios analisamos a porcentagem de neutr6filos com bactérias internalizadas

(Aa ou E. coli). Além disso, avaliamos a média de fluorescéncia nas células que fagocitaram
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bactérias, parametro esse que nos d4d uma idéia do nimero de bactérias fagocitadas por célula. A
capacidade fagocitica e a média de fluorescéncia dos neutrdfilos tratados com Bay-85-3934 e
incubados com Aa ndo foi modificada (Figura 10 A e B). O mesmo perfil de resposta foi verificado
para as células incubadas com E.coli (Figura 12 A e B). Esses resultados nos indicam que a
ativacdo de HIF-1 em neutrdfilos in vitro mediante a Bay-85-3934 ndo exerce acdo modulatdria

sobre este parametro.
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Figura 10: Efeito de estabilizador sintético de HIF-1a sobre a capacidade fagocitica de neutréfilos frente a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). As células foram pré-tratadas com Bay-85-3934 por 2 horas e
posteriormente incubadas por mais 2 horas com Aa (MOI: 1:50). As células foram marcadas com anticorpos anti-
Ly6G-APC, e depois lidas no citometro de fluxo. Os resultados obtidos referentes a percentagem de neutréfilos que
fagocitaram bactérias (A) e média de fluorescéncia por neutrdfilos que fagocitou bacteria (B) foram normalizados pela
condicdo controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da média de 2 experimentos
independentes (N=4). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas

significativas para p<0,05.
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Figura 11: Gréficos representativos das taxas de fagocitose de neutrdfilos pré-tratados com estabilizador

sintético de HIF-1 por 2 horas e posterior estimulado com Aa por mais 2 horas. Os gréficos foram gerados

pelo programa FlowJo v.X.0.7
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Figura 12: Efeito de estabilizador sintético de HIF-1a sobre a capacidade fagocitica de neutrdfilos frente a bacteria

Escherichia coli. As células foram pré-tratadas com Bay-85-3934 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2

horas na presenca da bacteria E.coli (MOI: 1:50). As células foram marcadas com anticorpos anti-Ly6G APC, e depois

analisadas em citometro de fluxo. Os resultados obtidos referentes a percentagem de neutrdfilos que fagocitaram

bactérias (A) e média de fluorescéncia por neutréfilos que fagocitou bacteria (B) foram normalizados pela condi¢do

controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4).

Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.
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Figura 13: Grifico representativos das taxas de fagocitose de neutréfilos pré-tratados com estabilizador sintético de
HIF-1 por 2 horas e posterior estimulado com E.coli por mais 2 horas. Os graficos foram gerados pelo programa

FlowJo v.X.0.7.

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1a sobre a capacidade de Killing in vitro.

As células foram inicialmente pré-tratadas com Bay85-3934 em duas concentracdes e,
posteriormente, incubadas com bactérias por mais duas horas. Passado este periodo de tempo, de
forma resumida, as bactérias ndo internalizadas foram diluidas serialmente, plaqueadas e mantidas
em anaerobiose para Aa, ou em aerobiose para E.coli, a 37°C. Apés os dias de crescimento em
estufa, pdde-se determinar o nimero de UFCs presentes em cada placa. Um exemplo de
crescimento bacteriano pode ser visto na placa de BHI chocolate (Figura 16). Este crescimento
de coldnias estd estritamente associado a capacidade dos neutréfilos de destruirem as bactérias.

Nossos resultados mostram que a establiza¢do de HIF-1a em neutréfilos nas presentes
condic¢des resulta em uma reducdo significativa de bactérias vidveis na concentragdo de Bay SuM
nos ensaios com Aa (Figura 14). Entretanto, o mesmo néo foi visto, quando os neutréfilos foram

estimulados por E.coli. (Figura 15).
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Figura 14: Andlise da capacidade de killing de neutrdfilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1. As células

foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2 horas sob estimulo da bacteria Aa.

Posterior ao tempo de incubacdo, as bactérias foram diluidas serialmente e plaqueadas em dgar BHI chocolate

suplementado com hemina e menadiona, onde as placas foram mantidas em anaerobiose, por 3-5 dias a 37°C. Ap6s os

dias de crescimento, foi possivel determinar o nimero de UFCs em cada placa. Os grupos foram normalizados pela

condicdo controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em 3 experimentos

independentes (N=6). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas

significativas para p<0,05.

150+

100

Bactéria Viavel
(normalizado pelo controle)
(3]
?

o
L

C+

T
5uM

10 uM

Bay

Figura 15: Anélise da capacidade de killing de neutréfilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1. As células

foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2 horas sob estimulo da bacteria



48

E.coli. Posterior ao tempo de incubag@o, as bactérias foram diluidas serialmente e plaqueadas e cultivadas em aerobiose
em meio dgar L.A a 37°C e mantidas por 2-3 dias. Apds os dias de crescimento, foi possivel determinar o nimero de
UFCs em cada placa. Os grupos foram normalizados pela condi¢@o controle (C+ = 100%). Resultados apresentados
como média e erro da media em 3 experimentos independentes (N=6). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-

Wallis. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Figura 16: Exemplo de placa dgar BHI chocolate com
bactérias plaqueada em trés diferentes dilui¢des, mostrando o
crescimento bacteriano (UFCs) apds 3-5 dias em estufa a 37
°C. Cada gota representa uma replicata, sendo cinco
replicatas por diluicdo. Dilui¢des: (1) 1:1000; (2) 1:10.000;

(3) 1:100.000. Cada placa consistia em um animal diferente.

Analise da producao de mediadores pré- e anti-inflamatdrios por neutréfilos em norméxia e
hipéxia in vitro.

Com o intuito de avaliar se ambientes hipdxicos seriam capazes de interferir na
producdo de mediadores pré e anti-inflamatdrios, neutréfilos foram estimulados com bactérias Aa
ou LPS durante um intervalo de 6 horas em duas condi¢des distintas. Para as culturas em hipdxia
foi padronizado os niveis de oxigénio em 1% e de CO2em 5%. J4 as culturas em normoéxia, foram
mantidas em condi¢des normais de oxigénio (em torno de 21%) e CO2em 5%. Apds o tempo de
incubacdo foram realizadas as quantificagdes dos mediadores TNF-a, IL-1B e IL-10 no
sobrenadante das culturas pelo método de ELISA.

Conforme mostrado na figura 17, em cultura de neutréfilos sob estimulo de Aa, em
hipéxia houve aumento da producdo de IL-1PB, importante mediador pré-inflamatério (Figura
17B), quando comparados aos neutréfilos mantidos em norméxia. Entretanto, ndo houve diferengas
significativas na producdo de TNF-a, e IL-10 (Figura 17 A e C). Quanto aos neutrdfilos
estimulados com LPS (Figura 18) foi visto aumento na producdo de IL-1f e IL-10 por parte dos

neutréfilos em hipéxia (Figura 18 B e C). O mesmo ndo foi visto quanto ao mediador TNF-a
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(Figura 18A). Sendo assim, estes resultados sugerem que neutréfilos expostos a baixas tensdes de

oxigénio, a capacidade de produgdo de citocinas por neutréofilos € aumentada.
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Figura 17: Avaliacdo da producdo de mediadores pré-inflamatérios TNF-a e IL-1p (Figura A e B) e anti-inflamatério
IL-10 (Figura C) em cultura de neutréfilos incubados por 6 horas em norméxia (21% O, e 5% COy) ou hipéxia (1%
0, and 5% CO,) e estimulados com Aa (MOI:1:10). Resultados apresentados como média e erro da media de trés
experimentos independentes (N=6). Os resultados foram normalizados pela condi¢do controle (norméxia = 100%).

Andlise estatistica por teste T ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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Figura 18: Avaliacdo da producio de mediadores pré-inflamatérios TNF-a e IL-1 (Figura A e B) e anti-inflamatdrio
IL-10 (Figura C) em cultura de neutréfilos incubados por 6 horas em norméxia (21% O, e 5% CO,) ou hipéxia (1%
0, and 5% CO,) e estimulados com LPS. Resultados apresentados como média e erro da media em trés experimentos
independentes (N=6). Os resultados foram normalizados pela condicdo controle (norméxia = 100%). Andlise estatistica

por teste T ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Avaliacao da capacidade fagocitica de neutréfilos mantidos em normoxia e hipéxia in vitro.
Prosseguindo com as andlises em hipdxia e normodxia avaliamos a capacidade
fagocitica de neutrdfilos in vitro expostos as bactérias Aa e E.coli. Conforme explicado
anteriormente, as culturas de hipéxia foram mantidas em atmosfera de 1% de O2 e 5% de COz,
enquanto que as culturas em normdxia permaneceram em ambiente com 21% de Oz e 5% de COx.
Para este ensaio, a bacteria Aa foi marcada com sonda pHrodo, enquanto que a E.coli utilizada
apresentava GFP. As bactérias foram opsonizadas com soro murino e adicionadas as culturas de
neutréfilos (MOI: 1:50), e entdo incubadas por 2 horas. Posteriormente, as células foram marcadas

com anticorpos anti-Ly6G e lidas no citometro de fluxo Calibur FACS (BD).
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Para os ensaios com Aa (Figura 19), o ambiente hip6xico diminuiu a capacidade

fagocitica dos neutréfilos (Figura 19A). O mesmo padrao foi visto para a média de fluorescéncia

destas células (Figura 19B). Esse mesmo efeito foi em parte observado frente a E.coli. Em hipdxia

houve reducgdo significativa das células que fagocitaram bactérias quando comparada ao grupo

normoéxia. Entretanto, a média de fluorescéncia ndo foi diferente entre os dois grupos (Figura 20

A eB).
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Figura 19: Anélise da capacidade fagocitica de neutréfilos frente a Aa em condi¢des de normoxia (21% Oze 5% CO»)

ou hipéxia (1% O and 5% CO,). Os resultados obtidos (percentagem de neutrdfilos que fagocitaram bactérias e média

de fluorescéncia por neutréfilos que fagocitou bactéria) foram normalizados pela condi¢@o controle (noméxia = 100%).

Resultados apresentados como média e erro da media em trés experimentos distintos (N=6). Andlise estatistica por

teste T ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05
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Figura 20: Analise da capacidade fagocitica de neutrdfilos frente a E.coli em condig¢des de norméxia (21% Oz e 5%
CO3) ou hipéxia (1% O and 5% COs). Os resultados obtidos referem-se a percentagem de neutréfilos que fagocitaram
bactérias (A) e média de fluorescéncia por neutréfilos que fagocitou bacteria (B). As andlises foram normalizadas pela
condi¢do controle (nomodxia = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em trés experimentos
distintos (N=6). Andlise estatistica por teste T ndo pareado. As diferengas foram consideradas significativas para

p<0,05

Analise do efeito de AGCCs sobre a ativacdo de HIF-1 em neutroéfilos.

Sabe-se que os acidos graxos de cadeia curta sdo produtos da fermentagdo bacteriana
que atuam de varias formas modulando as acdes bioldgicas de neutréfilos, como migracao,
sobrevivéncia, producdo de citocinas, entre outras funcgdes (revisado em RODRIGUES et al.,
2015). Recentemente foi mostrado em células epiteliais intestinais que um dos mecanismos pelos
quais os AGCCs atuam sobre essas células € via estabilizacdo de HIF-1a. Considerando isso € o
fato de que, conforme mostrado até o0 momento, condi¢des de estabilizacdo quimica ou por hipdxia
desse fator modificam as respostas dessas células a bactérias, avaliamos se os AGCCs poderiam
apresentar algum papel na estabilizagdo de HIF-1 em neutrdfilos in vitro. Para isso, neutréfilos
isolados da medula dssea de animais Odd luciferase foram tratados com Bay-85-3834 ou com
AGCCs em duas concentragdes diferentes pelo intervalo de duas horas. Conforme mostrado na
figura 21, somente os AGCCs ndo exerceram nenhuma a¢do na estabilizacdo de HIF-1 em
neutréfilos in vitro.

A partir deste resultado, resolvemos avaliar de forma mais especifica o papel destes

AGCCs na ativacao de HIF-1 em neutréfilos. Para tal, tratamos estas células com mix de AGCCs
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em duas concentracOes distintas, € juntamente adicionamos Bay-85-3934, que, conforme ja
mostrado neste trabalho, atua estabilizando HIF-1 nestas células. Nossos resultados mostraram que
a ativacdo de HIF-1 em neutréfilos cai drasticamente quando da presenca dos AGCCs em
comparacao a condi¢do controle (s6 estabilizador de HIF-1) (Figura 22).

Como vimos, utilizando um mix de AGCCs em neutréfilos in vitro, temos como
consequéncia uma menor ativacao de um importante fator de transcri¢do para essas células (HIF-
1). Portanto, como préximo passo, decidimos avaliar se era o butirato que exercia esse efeito
inibitério sobre HIF-1. Esta escolha ¢ justificada pelo fato de em células epiteliais intestinais o
butirato ser o AGCC com efeito mais evidente sobre a estabilizacao de HIF-1 (KELLY et al.,
2015). Para esta andlise, utilizamos duas concentracdes distintas de butirato, e tratamos os
neutréfilos juntamente com Bay-85 por duas horas. Os resultados obtidos demonstram que o
butirato exerce uma atividade inibidora sobre a estabilizacdo de HIF-1 nessas células, quando

comparados com a condi¢ao controle (Figura 23).
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Figura 21: Anilise da ativacdo de HIF-1 por mix de AGCCs em neutréfilos. Neutréfilos de animais Odd-luciferase
foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 ou com mix de AGCCs 1/2 (Ac 13mM, Bt 5SmM, Pr
1.25mM) e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) no intervalo de 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram
lisadas e mensurou-se a atividade de luciferase em cada condigéo, resultado esse que foi normalizado pela quantidade
de proteina. Resultados apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Andlise

estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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Figura 22: Anilise da acdo de AGCCs na ativagdo de HIF-1 em neutrdfilos. Neutréfilos de animais Odd-luciferase
foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 e mix de AGCCs 1/2 (Ac 13mM, Bt 5SmM, Pr 1.25mM)
e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) por 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram lisadas e mensurou-se a
atividade de luciferase em cada condi¢do, resultado esse que foi normalizado pela quantidade de proteina. A condi¢ao
(C+) refere-se ao grupo tratado apenas com estabilizador sintético (Bay-85). Resultados apresentados como média e
erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As

diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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Figura 23: Andlise da acdo de butirato na atividade de HIF-1 em neutréfilos de animais Odd-luciferase. Neutréfilos
de animais Odd-luciferase foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 e butirato em duas diferentes

concentracdes por 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram lisadas e mensurou-se a atividade de luciferase em
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cada condicdo, resultado esse que foi normalizado pela quantidade de proteina. Resultados apresentados como média
e erro da media em 2 experimentos independentes (N=2). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As

diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Avaliacao do efeito de AGCCs sobre a producao de citocinas por neutrofilos tratados com
estabilizador sintético de HIF-1.

Estudos anteriores ja mostraram a capacidade dos AGCCs modificarem em neutréfilos
a producdo de importantes citocinas presentes em condicdes inflamatorias e infecciosas (VINOLO
et al., 2010; CORREA et al., 2017). Entretanto, pouco se sabe a respeito das acdes modulatérias
destes compostos em condi¢des nas quais HIF-1 esteja ativo nestas células. Logo, foram realizadas
culturas de neutréfilos isolados da medula 6ssea, as quais foram tratadas com Bay-85-3934 e/ou
mix de AGCCs em duas concentracdes distintas, e estimuladas com a bacteria Aa.

Nossos resultados mostraram que os AGCCs diminuem drasticamente a produgdo do
mediador TNF-a em neutrdfilos, em ambos grupos analisados, sendo esta redugdo mais acentuada
na condicao de mix de AGCCs 1/2. Na condi¢ao de mix 1/5 observamos que o grupo com Bay-85
aumentou a producao deste mediador quando comparado ao grupo sem Bay-85 (Figura 24A). Para
IL-1PB, foi observado que na condi¢gdo de AGCCs 1/5 houve aumento no grupo tratado com Bay-
85 quando comparado ao grupo sem Bay-85. Além disso, observa-se um aumento quando as células
foram incubadas com mix 1/5 de AGCCs na presenca de Bay-85-3934 (Figura 24B). Para o

mediador IL-10, ndo houve diferencas significativas entre os grupos andlisados (Figura 24C).
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Figura 24: Efeito do mix de AGCCs sobre a producdo de citocinas de neutréfilos tratados com estabilizador sintético
de HIF-1. As células foram previamente tratadas com estabilizador sintético de HIF-1e/ou mix de AGCCs por 2 horas
e posteriormente incubadas por 6 horas sob estimulo de Aa. Resultados apresentados como média e erro da media em
2 experimentos independentes (N=4). Andlise estatistica por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferencas foram

consideradas significativas para p<0,05.

Andlise da producao de citocinas em cultura de neutrdfilos in vitro tratados com mix de
AGCCs e expostos a condicao de hipéxia e normoéxia.

A seguir avaliamos os efeitos dos AGCCs em céluals incubadas em condi¢des de
hipéxia e normoxia. Para isso, as células foram isoladas da medula 6ssea dos animais, incubadas
com mix de AGCCs e estimuladas com Aa em condi¢des de hipdéxia (1% O2 e 5% CO2) ou
norméxia (21% O2 e 5% CO2) por um intervalo de 6 horas. Posteriormente, coletou-se o
sobrenandante das culturas os quais foram usados na quantificagdo das citocinas pela técnica de
ELISA.

Conforme ja mostrado em resultados anteriores, a condi¢do de hipdxia ndo altera a

producdo de TNF-a quando comparada a normoéxia. A producdo desse mediador foi reduzida em
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células mantidas na presenca de AGCCs tanto em hipdxia quanto em normdxia, 0 que sugere que
esse efeito independe desse fator (Figura 25A).

Quanto as andlises de IL-1PB, assim como ja mostrado anteriormente, a condicdo de
hipéxia aumentou a produgdo deste mediador, quando comparado a normdxia. Observou-se que
nas trés condi¢des em que o mix de AGCCs foi adicionado em hipéxia houve aumento da producao
deste mediador quando comparado a condi¢do de normoéxia. Quando comparado a condicdo
controle em relacdo aos grupos tratados com mix de AGCCs em hipdxia, notou-se um aumento
significativo de produgdo de IL-1p nas condigdes com mix de AGCCs 1/2 e 1/5, ou seja, os AGCCs
tiveram um efeito aditivo sobre a produgdo de IL-1f3 na condicao de hipoxia (Figura 25B).

Para as analises de IL-10, o grupo mix de AGCCs 1/2 e 1/10 na condic¢do de hipoxia
reduziram a produgdo deste mediador quando comparado a condicdo de norméxia. Juntamente,

vimos que o grupo mix de AGCCs 1/2 em hip6xia reduziu drasticamente a produgcdao quando

comparado com a condi¢@o controle em hipéxia (Figura 25C).
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Figura 25: Avaliacdo da producdo de mediadores pré-inflamatérios TNF-a e IL-1 (Figura A e B) e anti-inflamatdrio
IL-10 (Figura C) em cultura de neutréfilos tratados com mix de AGCCs e incubados por 6 horas em norméxia (21%
0, e 5% CO») ou hipéxia (1% O, e 5% CO,) e estimulados com Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
(MOI:1:10). Resultados apresentados como média e erro da media em dois experimentos independentes (N=4). Anélise

estatistica por teste T ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.

Avaliacao da capacidade fagocitica de neutrdfilos in vitro tratados com mix de AGCCs em
hipdxia e norméxia.

A seguir avaliamos se condi¢do de hipdxia afetaria a capacidade fagocitica de
neutréfilos tratados com mix de AGCCs. Para isso, neutréfilos foram isolados da medula dssea,
tratados com mix de AGCCs em diferentes concentracdes e incubados com a bactéria Aa por um
intervalo de duas horas. Posterior ao tempo de incubacdo, as células foram marcadas e entdo
realizadas as leituras via citometria de fluxo. Nossos resultados evidenciam que, como ja mostrado

anteriormente, a capacidade fagocitica dos neutréfilos é prejudicada em condi¢des de hipdxia
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quando comparada a de normdxia. Entretanto, o tratamento com mix de AGCCs, ndo teve qualquer
efeito sobre esse parametro (Figura 26A). Para a média de fluorescéncia, a excecdo da condicao

controle, ndo houve diferencgas significativas entre os grupos avaliados (Figura 26B).
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Figura 26: Anilise da capacidade fagocitica de neutréfilos tratados com mix de AGCCs em condi¢des de norméxia
(21% O, e 5% CO») ou hipdxia (1% O, e 5% CO»). As células foram tratadas e incubadas por 2 horas e posteriormente,
realizada a leitura em citdmetro de fluxo. Os resultados obtidos referem-se a percentagem de neutréfilos que
fagocitaram bactérias (A) e média de fluorescéncia por neutréfilos que fagocitou bacteria (B). As andlises foram
normalizadas pela condi¢@o controle (noméxia = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em trés
experimentos distintos (N=8). Andlise estatistica por teste T ndo pareado. As diferencas foram consideradas

significativas para p<0,05

Analises in vivo em animais com delecao de HIF-1 em células mieldides.

Com o intuito de analisar in vivo a relevancia de HIF-1 para células de origem mieldide
frente a uma condi¢do infecciosa causada pela bactéria anaerdbia
Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 utilizamos do modelo de camara subcutanea
(GENCO et al.,, 1991). Esse modelo nos permitiu induzir uma monoinfec¢io por Aa em
camundongos com delecao mieldide de HIF-1a.

Primeiramente, analisamos a capacidade de eliminagdo das bactérias inoculadas na
camara. Para tal, uma parte do exsudato inflamatério que foi formado no interior da cAmara foi
diluido de forma seriada em PBS estéril e plaqueado em &4gar chocolate suplementado com
menadiona e hemina. Por se tratar de uma bactéria anaerdbia, as placas foram mantidas em
anaerdbiose em estufa por 37°C, por 3-5 dias. Ao fim deste periodo, foi possivel determinar o

nimero de UFCs em cada placa, nimero este que nos mostra a capacidade das células que
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migraram para o local infectado em matar as bactérias. Conforme mostrado na figura 27, a auséncia
de HIF-1 em células mieldides ndo modificou a resposta quanto a capacidade de destrui¢io de Aa.
Nota-se que a capacidade de killing de animais KO para HIF-1 € semelhante aos animais WT que
possuem este fator de transcricdo presente em suas células, evidenciando que a a¢do de HIF-1
nessas células ndo modula o pardmetro em questao.

Seguidamente, foi avaliado o recrutamento celular para o interior da camara subcutinea
apo6s 24 horas da inoculagdo da bactéria Aa. De acordo com a figura 29, os resultados obtidos nos
mostraram que HIF-1 ndo tem acdo direta no recrutamento celular das células no nosso modelo de
infeccdo: tanto o total de células quanto de polimorfonucleares neutréfilos (Figura 28B) e células
mononucleadas (Figura 28C) ndo diferiu entre os grupos experimentais.

A seguir, foi analisado e quantificado a produgdo de citocinas, onde sabe-se que as
mesmas sao importantes em processos inflamatérios, tais como TNF-a, IL-1, e IL-10. Para que
fosse possivel esta andlise, parte do exsudato formado no interior da cAmara subcutanea apés 24
horas da infeccdo por Aa foi coletado e quantificado. Inicialmente, avaliamos TNF-a, citocina que
possui uma vasta gama de acdes pro-inflamatérias e que geralmente € encontrada em altas
concentracdes em condicdes infecciosas. Como mostrado na (Figura 29A), a producdo deste
mediador inflamatorio foi reduzida significativamente no grupo que apresenta delecao de HIF-1,
quando comparado ao grupo WT. Perfil distinto de resposta foi visto para outro importante
mediador inflamatério, a IL-1p (Figura 29B). As concentracdes desta citocina foram semelhantes
entre os dois grupos, mostrando que a auséncia de HIF-1 em células mieléides em 24 horas ndo
tem influéncia quanto a produgdo da mesma por parte dessas células em processos infecciosos por
Aa. Contudo, a producio de IL-10 (Figura 29C), importante citocina anti-inflamatéria, se elevou
no grupo KO para HIF-1 quando comparado ao grupo WT. Com isso temos que na auséncia de
HIF-1 em células mieldides hd uma reducdo de TNF- a e aumento de IL-10, mostrando que a

auséncia deste fator de transcricao reduz a resposta inflamatdria.
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Figura 27: Andlise da sobrevivéncia das bactérias Aa na camara subcutanea. O exsudato inflamatério foi diluido,
plaqueado em dgar BHI chocolate, mantido em anaerobiose, a 37°C, por 3-5 dias, para determinacdo do nimero de
UFCs. Os valores foram posteriormente normalizados pelos valores obtidos nos animais WT. Nos graficos, cada
circulo ou quadrado representa um animal. Sao apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. As
barras horizontais representam a média de cada grupo (N = 7-8 animais por grupo). Os resultados foram analisados

pelo teste de Mann-Whitney, com significincia considerada para p<0,05.
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Figura 28: Recrutamento leucocitdrio para o interior da cAmara 24 horas apds a inoculagdo de Aa. Numero total de
leucécitos (A), neutréfilos (B) e células mononucleadas (C) presentes na camara subcutinea. Nos gréficos, cada
quadrado ou circulo representa um animal. Sdo apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. (N
= 7-8 animais por grupo). Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, com significincia considerada

para p<0,05.
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Figura 29: Anélise da producio de mediadores inflamatérios no interior da camara subcutanea apds infecgdo com Aa.
As concentragdes das citocinas no exsudato inflamatério da cimara subcutinea foram medidas pelo método de ELISA,
24 horas ap6s inoculagdo da bactéria Aa (N = 8 animais para WT e 7 animais para KO). Nos grificos, cada quadrado
ou circulo representa um animal. S@o apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. Resultados

apresentados como média + SEM e analisados pelo teste de Mann-Whitney, com significancia considerada para p<0,05.
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DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relevancia do fator induzido por hipdxia
(HIF)-1 na funcao efetora de neutréfilos frente a bactéria Aa, e juntamente analisar a acdo dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) na ativacao deste fator de transcricao. Para tal, utilizamos
compostos que modificam a estabilidade de HIF-1 na presenca de oxigé€nio, assim como a
incubacgdo das células em condi¢do de hipoxia. Além disso, foram realizadas andlises utilizando
animais com delecdo tecido especifico de HIF-1 em células mieldides.

Inicialmente, vimos pelo teste de viabilidade celular que os estabilizadores sintéticos
nas concentracdes utilizadas nao apresentaram danos citotéxicos em neutréfilos, mostrando que
nossas condi¢des de tratamento eram vidveis. Entretanto, era importante descobrirmos quais destes
compostos seriam eficazes na estabilizacdo de HIF-1 nessas células. Dentre os inibidores usados,
o Unico que apresentou efeito significativo foi o inibidor de PHDs Bay-85-3934. Acreditamos que
este resultado se deu pela capacidade deste composto em atuar sobre as trés isoformas das PHDs
(1-3) acarretando em um efeito mais eficaz do que I0X-2, que atua apenas em uma das isoformas
desta enzima (PHD2) ou cloreto de cobalto, o qual atua como competidor endégeno de ferro
(FLAMME et al., 2014; MURRAY et al., 2010; FAN et al., 2014).

Estudos in vitro mostraram que em células de carcinoma, como HelLa e A549, o
tratamento com Bay-85-3934 por 20 minutos foi suficiente para induzir concentragdes proteicas
detectdveis de HIF-la (FLAME et al.,2014). Em neutréfilos, observamos que a estabilizacao
ocorreu apenas a partir de 1 hora de tratamento com o estabilizador, sendo que esta foi mais
evidente no intervalo de 2 horas. Assim, foi possivel definir no nosso modelo uma condi¢do de
estabilizacdo de HIF-1a (pré-tratamento de 2 horas) em neutréfilos antes de realizarmos as outras
andlises.

Sabe-se que células como neutréfilos tendem a produzir quantidades inferiores de
citocinas quando comparadas a outros tipos de células mieldides, como os macréfagos. Entretanto,
no fnicio do processo inflamatério, o tipo celular mais abundante encontrado sdo os neutréfilos,
tornando-os importantes ndo somente para destruicdo e contengdo de patdgenos invasores, mas
também ao que diz respeito quanto a produgdo de mediadores inflamatérios (MANTOVANI et al.,
2011). Na inflamacao, os niveis de oxigénio local normalmente sao reduzidos, expondo células

como neutrdfilos a condic¢ao de hipdxia. Os efeitos da hipdxia na fun¢do dos neutréfilos ainda ndo
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sdo totalmente conhecidos, porém, a literatura evidencia que HIF-1 atua de forma direta na
regulacdo das fungdes inflamatodrias destas células. Neste contexto, HIF-1 age principalmente na
sobrevivéncia e migracdo de células mieldides, destruicio bacteriana via ROS, regulando a
capacidade fagocitica, além de modular a produ¢do de mediadores inflamatérios como TNF-a e
IL-6, o que o torna um importante regulador das funcdes efetoras destas células (PALAZON et al.,
2014; AMULIC et al., 2012). Entretanto, ainda ndo € claro qual o papel de HIF-1 na resposta de
neutréfilos frente a bactérias envolvidas em quadros de periodontite como a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), alvo deste estudo. Vale ressaltar que ja ha relatos na literatura
indicando que a tensdo de oxigénio tecidual em individuos com periodontite tende a diminuir de
acordo com a intensidade da doenca (PRADEEP et al.,2011).

Tanto em neutréfilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1 quanto expostos a
condic¢des de hipoxia e entdo estimulados com Aa ou LPS, observou-se aumento significativo na
producdo do mediador pré-inflamatério IL-1, enquanto que para outras citocinas (IL-10 e TNF-
a) houve alteragdo apenas em determinadas condi¢des de estimulagdo (apenas com LPS). A IL-13
¢ um mediador importante na resposta a infec¢des bacterianas, sendo essencial para o processo
inflamatorio. Essa citocina € sintetizada como um polipeptideo biologicamente inativo, se tornando
ativo por meio da acdo de caspase-1 (ou outras proteases), que atua clivando e liberando a forma
madura deste mediador, que atuara nas respostas imunes (FOLCO et al., 2014). A literatura mostra
que macréfagos produzem grandes quantidades deste mediador apds estimulagdo. Nestas células
ha descric¢do de que a ativacao de HIF-1, potencializa essa acao. Em nosso trabalho, nas condi¢des
estudadas, pudemos ver que neutrdfilos, assim como macréfagos, produzem quantidades
aumentadas de IL-1B em condicdo de hip6xia ou ativagdo de HIF-1 (FOLCO et al.,2014;
TANNAHILL et al.,2013; SNODGRASS et al.,2016). Logo, vé-se que HIF-1 possui um papel
importante no contexto inflamatério em células mieldides.

A fagocitose € o processo pelo qual microrganismos sdo internalizados e
subsequentemente degradados por células do sistema imune inato, como os fagdcitos,
representando assim, uma das primeiras linhas de defesa contra infec¢des. A ativagdo deste
mecanismo depende de reconhecimento de moléculas produzidas pelo hospedeiro, as quais se
ligam a superficie dos microrganismos (opsoninas incluindo constituintes do sistema
complemento, proteinas de fase aguda e imunoglobulinas) e do reconhecimento via receptores de

de padrdes moleculares associados a microrganismo como receptores do tipo Toll (STEINBERG
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et al., 2007; NORDENFELT & TAPPER, 2011; ROGER et al., 2011). Diferentemente do que foi
observado para a producio de IL-1f, o tratamento dos neutr6filos com Bay-85-3934 ndo apresentou
nenhum efeito sobre a capacidade de fagocitose destas células frente a Aa ou E. coli. Estes
resultados indicam que o processo de fagocitose, ao menos nas condi¢des por nds estudadas, ndo é
regulado pela ativacdo de HIF-1. J4 em neutréfilos expostos a condi¢do de hipdxia, nossos achados
mostraram que a porcentagem destas células com bactérias internalizadas (Aa e E.coli) foi
significativamente menor quando comparada as células mantidas em condi¢do de normédxia. Além
disso, houve redu¢do na quantidade de bactérias internalizadas (a0 menos para Aa) por neutréfilo
na condicio de hipéxia em comparagdo a condicdo controle. Logo, se levarmos em conta que a
reducdo foi vista apenas na condicao hipoxia e ndo com o estabilizador de HIF-1, podemos sugerir
que mecanismos independentes de HIF-1 estejam atuando na regulacdo desse parametro em
neutréfilos. Nesse sentido, vale ressaltar que vérios outros mecanismos (independentes de HIF-1)
sao reponsivos a hipéxia e podem estar envolvidos na resposta ora observada (SHIRATSUCHI,
2005; HOENDERDOS et al., 2016). Além disso, considerando os relatos na literatura de que a
hipéxia e/ou ativacdo de HIF-1 aumentam a capacidade fagocitica de macréfagos
(PEYSSONNAUX et al., 2005), podemos especular que mecanismos diferentes atuem na
regulacdo do processo de fagocitose em neutréfilos, macréfagos e outras células em hipdxia.

No presente estudo também avaliamos a capacidade microbicida de neutréfilos
incubados com Bay-85-3934 frente as bactérias Aa e E. coli. Diferente do que foi visto na
fagocitose, nossos resultados indicam que a ativacdo de HIF-1 em neutréfilos incubados com Aa,
mas nao com E.coli, aumenta a capacidade microbicida destas células. Nesse sentido, Okumura e
colaboradores (2012) evidenciaram que a estabilizacdo farmacoldgica de HIF-1 em neutrofilos
aumentou significativamente a atividade antibacteriana dessas células frente a Staphylococcus
aureus (OKUMURA et al., 2012). De forma associada, BERGER e colaboradores (2013)
evidenciaram que a inibicdo de HIF-1 em neutréfilos reduz a atividade bactericida tanto in vivo
quanto in vitro destas células.

Os AGCCs, principalmente acetato, propionato e butirato, sdo produtos finais da
fermenta¢do de fibras por bactérias. Tais compostos s@o comumente encontrados em altas
concentracdes no colon, contudo, estudos ja revelaram que estes metabolitos bacterianos também
podem ser encontrados em altas concentracdes em tecidos periodontais, principalmente em

condic¢des infecciosas, como em quadros de infec¢des por Aa, alvo do presente estudo (TAN et al.,
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2014; LU et al.,2014). Os AGCCs sabidamente tém a¢des metabdlicas importantes, incluindo sua
funcdo de substrato energético para células epiteliais, mas também, conforme mostrado em
trabalhos mais recentes, alteraram diferentes aspectos fisioldgicos de leucdcitos, como a sua
diferenciacdo, quimiotaxia e outras funcdes efetoras. Em neutréfilos, sabe-se que estes compostos
modulam fun¢gdes como producdo de espécies reativas de oxigénio, degranulacdo, atividade
microbicida, além de processos fagociticos (CORREA et al., 2017; TAN et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2015). Contudo, ainda ndo € bem esclarecido até o momento, o papel e
possiveis acdes modulatérias dos AGCCs na ativacdo e acdo do fator de transcricdo HIF-1 em
neutréfilos.

Estudos constataram que os AGCCs sdo capazes de estabilizar HIF-1 em células
epiteliais intestinais, o que decorre ao menos em parte da capacidade dos AGCCs em aumentar o
metabolismo oxidativo dessas células e conseguentemente o consumo de oxigénio (KELLY et al.,
2015). Neste sentido, analisamos inicialmente se os AGCCs poderiam apresentar algum papel na
estabilizacdo de HIF-1 em neutrdfilos in vitro. Para tal, utilizamos neutréfilos isolados da medula
Ossea de animais HIF reporter e entdo tratados com Bay 85-3934, ou AGCCs. De forma distinta
ao que foi visto em células epiteliais intestinais, em nosso estudo, os AGCCs ndo exerceram acao
na estabilizacdo de HIF-1, mostrando que estes compostos nao sdo capazes de estabilizar HIF-1
em neutréfilos. Mais do que isso, em experimentos subsequentes, observamos que a ativacao de
HIF-1 por Bay 85-3934 cai drasticamente quando as mesmas sdo tratadas com AGCCs. Portanto,
os resultados sugerem que além dos AGCCs nao estabilizarem HIF-1, eles ainda interferem de
forma negativa na estabilizacdo deste importante fator de transcricdo em neutréfilos.

A seguir avaliamos se o butirato poderia estar exercendo esta acdo negativa na
estabilizacdo de HIF-1 em neutréfilos. Optamos pelo butirato devido ao fato de que esse ¢ 0 AGCC
normalmente mais ativo nestas células (VINOLO el al., 2010; SINA et al., 2009) e na estabilizacao
de HIF-1 em células epiteliais intestinais (KELLY et al., 2015). Os resultados obtidos mostraram
que o butirato exerce atividade inibitdria sobre a ativacdo de HIF-1 em neutréfilos. Esse efeito,
conforme ja comentado, € oposto ao observado em células epiteliais, o que pode ser em parte
explicado pelas diferencas de metabolismo entre essas células. Vale ressaltar que os neutréfilos sao
altamente dependentes do processo de glicdlise anaerdbica, enquanto que as células epiteliais
obtem parte de sua energia pelo processo de oxidagcdo fosforilativa. Conforme descrito

anteriormente, o0 mecanismo associado a ativacdo de HIF-1 envolve aumento de consumo de
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oxigénio pelas células epiteliais (utilizado na metabolizacao aerdbia de butirato), o que ndo deve
ocorrer em neutréfilos devido ao fato de estas ultimas serem células que tem pouca capacidade de
metabolizacdo aerdbia.

Considerando os resultados dos AGCCs sobre a ativagao de HIF-1 em neutréfilos, a
seguir avaliamos o efeito dos AGCCs sobre pardmetros funcionais destas células na presencga de
estabilizador deste fator de transcri¢do ou hipdxia. Os é4cidos graxos de cadeia curta diminuem
drasticamente a producdo do mediador TNF-a em neutroéfilos incubados com Aa, efeito esse que
foi mantido tanto na presenca de Bay 85-3934 quanto em condicdes de hipdxia. Para IL-10, o
estabilizador de HIF-1 nao teve qualquer acdo, porém em hipdxia a produgdo desta citocina foi
inibida na presenca de AGCCs, efeito ndo observado em norméxia. Por fim, para IL-1p observou-
se que em condi¢des de hipoxia a presenca de AGCCs aumentou ainda mais a producdo desse
mediador. Esses resultados, apesar de preliminares, nos indicam que em hipdxia sdo ativados
mecanismos (independentes de HIF-1) os quais modificam a resposta de neutréfilos aos AGCCs,
sendo que, de modo geral, quando em hipdxia os neutréfilos incubados com AGCCs se tornam
mais pré-inflamatérios (maior producdo de IL-1B e menor de IL-10). Por outro lado, para a
fagocitose, ndo observamos qualquer acdao da condi¢cdo de hipdxia sobre os efeitos dos AGCCs.
Em conjunto, esses dados nos indicam que em hipéxia os AGCCs atuam em neutréfilos
aumentando sua capacidade inflamatdria, mas sem alterar sua capacidade fagocitica, o que pode
ter grande relevancia durante condicdes infecciosas em que hé redugdo dos niveis de oxigénio.

No presente estudo, além dos ensaios in vitro, avaliamos in vivo a relevancia de HIF-1
na acio de células mieldides em condicdo infecciosa causadas pela Aa. Para tanto, utilizamos o
modelo de camara subcutanea (GENCO et al., 1991), modelo que nos permitiu induzir uma
monoinfec¢do por Aa em camundongos knockout tecido especifico (KO) para HIF-1. Vale ressaltar
que o modelo animal (LysMCre) utilizado envolve delecdo de HIF-1a em células mieldides e de
forma mais evidente em macréfagos do que em neutréfilos (CRAMER et al., 2003). Em geral,
nesses experimentos ndo houve alteracao no recrutamento de células e sua capacidade de destrui¢dao
de bactérias (Aa). Por outro lado, observamos alteracdes relevantes na producdo de mediadores
inflamatoérios incluindo TNF-a e IL-10, o qual estavam em menores e maiores concentragdes
respectivamente nos animais KO para HIF-1, importante mediador anti-inflamatério cujas
concentracdes estavam mais altas nos animais do grupo KO para HIF-1 quando comparados ao

grupo WT. Em conjunto estes dados nos indicam que na auséncia de HIF-1, apesar de ndo haver
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prejuizo da funcdo microbicida frente a Aa, a resposta inflamatoria tende a ser menos intensa
devido as menores concentracdes de TNF-a e aumento de IL-10. A cerca dos efeitos de HIF-1 na
producdo de mediadores inflamatdrios por células mieldides, nossos resultados vao de encontro a
estudos ja publicados, que mostram que animais deficientes de HIF-1 produzem menores
quantidades de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a e IL-6 (PEYSSONNAUX et al., 2007,
CHEN et al., 2015; ZAMPELL et al., 2012). Adicionalmente, trabalho realizado em modelo de
infeccao por H. capsulatum, demonstrou que animais com auséncia de HIF-1 na linhagem miel6ide
produzem quantidades aumentadas de IL-10 (FECHER et al., 2016). Estes resultados sugerem que
a auséncia deste fator de transcri¢ao nas células estudadas contribui para uma resposta menos

inflamatoria, afetando assim de forma direta na resolucao do processo infeccioso.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a hipdxia e ativacao
de HIF-1 em células mieldides (neutréfilos) € relevante na resposta efetora frente a bactérias
envolvidas no desenvolvimento de periodontite como a Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Aa), e os AGCCs, principalmente o butirato, interferem negativamente nesta ativacao de HIF-1,
podendo assim modular a resposta durante quadro infeccioso, uma vez que:

1) Neutréfilos mantidos em hipoxia ou incubados com estabilizador de HIF-1 apresentam
alteracdo das suas respostas efetoras (produgdo de IL-1p e atividade microbicida) frente a bactéria
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa).

2) Os AGCCs inibem a estabilizacdo de HIF-1 em neutréfilos.

3) Os efeitos dos AGCCs sobre a produ¢do de mediadores inflamatérios por neutréfilos em
hipdxia sdo, em parte, distintos daqueles observados em normoxia.

4) A delecdo especifica de HIF-1 em células miel6ides ndo altera o recrutamento de células
ou sua acao microbicida frente a Aa em modelo de monoinfec¢ao. Contudo, a auséncia desse fator
modifica a producdo de mediadores inflamatdrios pelas células, o que pode ter consequéncias

diretas na resolu¢@o do processo inflamatodrio.
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Anexo I — Protocolo do comité de ética

an,
%.}'
e ce:uancur

e e
CERTIFICADO

b

Certificamos que o projeto intitulado “Relevéncia da ativacdo do fator induzido por hipéxia (HIF) na
resposta de fagécitos a bactérias anaerébias”, protocolo n® 4171-1, sob a responsabllidade de Prof. Dr.
Marco Aurélio Ramirez Vinolo / Felipe Cezar Pinheiro de Mato / José Luis Fachi, que envolve a

produgao, manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
© hemem) para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N°
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal - CONCEA, tendo sido aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 07 de marco de 2016

Vigéncia do projeto: 04/2016-12/2017
Inicio do experimento envolvendo manipulagdo animal: ABRIL/2016

- Espécie/Linhagem: Camundongo transgénico / B6.129P2-Lyz2tm1(cre)lfolJ
No. de animais: 10 - Idade/Peso: 02 meses / 25q - Sexo: machos

- Espécie/Linhagem: Camundongo transqgénico / B6.129S4( C )-Vhitm1Jae/J
No. de animais: 10 - Idade/Peso: 02 meses / 25g - Sexo: machos

- Espécie/Linhagem: B6.129-Hif1atm3Rsjo/J

No. de animais: 10 - Idade/Peso: 02 meses / 25q - Sexo: machos

- Espécie/lLinhagem: Camundongo Knockout / LisozimaCre+Vhliflox+/+

No. de animais: 168 - Idade/Peso: 02 meses / 25qg - Sexo: machos

Origem: Biotério de Animais Transgénicos, DGEB/IB/UNICAMP

- Espécie/Linhagem: Camundongo isogénico /C57BL/6JUnib
No. de animais: 84 - Idade/Peso: 02 meses / 259 - Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP
A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao prévia junto ac IBAMA, SISBIO cu CiBio.

Camp'naé. 07 de marco de 2016

(‘I\//Q(A'u,@u r'(_/ ‘i\( ) W )

. 1
Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengio ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este
protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O formulério encontra-se
disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, drea do pesquisador responsivel, A nido
apresentagdo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam
submetidos.
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Anexo II — Declaracao dos direitos autorais

Declaragdo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam na minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
" Relevancia da ativacao do fator induzido por hipéxia (HIF) na resposta de
neutrofilos a Aggregatibacter actinomycetemcomitans: possivel implicagdao no
efeito dos AGCCs”, n3o infringem os dispositivos da Lei n°. 9.610/98, nem o direito
autoral de qualguer editora.

Campinas, 21 de agosto de 2018.

Assinatura:

Nome do(a) autor(a): Felipe Cezar Pinheiro de Mato

RG n°. 10.052.672.-7

Assinatura: /\/\A - L& > -t \//\Q\D

Nome do(a) orientador(a): Marco Aurélio Ramirez Vinolo

RG n°. 33.269.470-7
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