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LISTA DE ABREVIATURAS

- APC = célula apresentadora de antigeno

- ARG1/ Al/ isoforma I ou forma catidnica

- ARG2/ A4/ isoforma II ou forma anidnica

- C3b = fragmento do sistema complemento

- C5a = fragmento do sistema complemento

- CCL2 = ligante para o receptor de quimiocina 2

- CCR2 = receptor de quimiocina CC-2

- CCR7 = receptor de quimiocina CC-7

- CCRS8 = receptor de quimiocina CC-8

- CD3" = Cluster of differentiation 3

- CpG DNA = DNA microbiano ndo-metilado com motivo CpG, no qual a freqiiéncia C
(citosina) G (guanina) ¢ maior do que em outras regides ¢ “p” indica que “C” e “G” sdo
conectados por uma ligagdo fosfodiéster.

- CRP = proteina C reativa (do inglés, C-reactive protein)

- CSFs = Fator Estimulador de Colonia

- CX3CL1 = ligante 1 quimiocina com motivo C-X3-C

- CX3CR1 = receptor 1 (CR1) de quimiocina contendo nimero varidvel de aminoécidos
entre duas cisteinas conservadas (CX3)

- DCs = células dendriticas

- DNA = 4cido dexorribonucléico

- DO = densidade 6ptica

- dsRNA = 4cido ribonucléico de dupla fita (do inglés, double-strand RNA)

- E.P.M =erro padrdao da média
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- ELISA = Enzyme linked immunoabsorbant assay

- eNOS = sintase do 6xido nitrico endotelial

- E-selectinas = moléculas de adesdo de baixa afinidade expressas pelo endotélio
- FITC = Isotiocianato de Fluoresceina

- G-CFU = unidades formadoras de colonia de granuldcitos.

- GM-CFU = unidades formadoras de colonia de granulécitos e macréfagos.

- GM-CSF = Fator Estimulador de Colonia de Granulécitos-Macréfagos

- HBSS = solugao salina balanceada de Hank’s

- HSC = célula-tronco hematopoiética

- ICAM-I = receptores expressos pelo endotélio

- IFN-y = Interferon-gama

- IL-(1) = Interleucina-1

- iNOS = sintase do 6xido nitrico induzida

- ISPF = a-isonitroso-propiofenona

- L. major = Leishmania major

- LPS = lipopolissacarideo

- L-selectinas = moléculas de adesdo de baixa afinidade expressas pelos fagdcitos
- LTA = 4cido lipoteicéico (do ingles, lipoteicoic acid)

- Ly 6C = antigeno de diferenciacdo de mondcitos/macrofagos e células endoteliais
- MOMO = Macréfagos diferenciados in vitro a partir de precursores da medula 6ssea
- M¢P = macréfagos peritoneais

- MBL = lectina ligante de manose (do inglés, manose binding-lectin)

- M-CFU = unidades formadoras de colonia de macrofagos
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- MMR = receptor de manose (do ingles, macrophage mannose receptor)

- MinCl, = cloreto de manganés

- MO = medula 6ssea

- mRNA = 4cido ribonucléico mensageiro

- MSR = receptor para detritos de macréfagos (do inglés, macrophage scavenger receptor)
- NADPH = nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

- NADPH oxidase = complexo enzimatico ativo que catalisa a geracdo da NADPH

- nNOS = sintase do 6xido nitrico neuronal

- NO = 6xido nitrico

- NO; = radical diéxido de nitrogénio

- NOS = sintase do 6xido nitrico

- OAT = Ornitina aminotransferase

- PAMPs = padrdes moleculares associados a patégenos (do inglés, Pathogen-associated
molecular patterns)

- PBS = Salina tamponada

- PGN = Peptideoglicanos

- PHA = fitohemaglutinina

- PKR = receptor de proteina quinase (do inglé€s, protein kinase receptor)

- PMN = neutréfilos polimorfonucleares

- PMSF = Fluoreto de fenilmetanosulfonila (do inglés, Phenylmethylsulphonylfluoride)
- RNA = 4cido ribonucléico

- RNI = espécies reativas de Nitrogénio

- ROI = espécies reativas de Oxigénio

- RPMI 1640 = Roswell Park Memorial Institute 1640
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- SAP = proteina soro amil6ide (do ingles, serum amyloid protein)
- SDS-PAGE = dodecil sulfato de Sédio

- SFB = Soro Fetal bovino

- sIL-2R = receptor soluvel da interleucina-2

- SPF = specific pathogen free

- Stat6 = fator de transcri¢do 6 da familia STAT

- TGF-B = Fator transformador de crescimento-f3

- Th1/ THI = linfécito T auxiliar 1

- Th2/ TH2 = linfécito T auxiliar 2

- TLR = receptor Toll-simile (do inglés, Toll-like receptors )
- TNF-a = Fator de Necrose Tumoral-a

- VCAM = integrinas de alta afinidade que se ligam aos receptores expressos pelo endotélio
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RESUMO

Porque as alteracdes dependentes de idade no sistema imune inato s@o pouco
estudadas, no presente trabalho comparamos macréfagos de camundongos BALB/c jovens
(8 semanas de idade) e velhos (72 semanas de idade) quanto as atividade de iNOS e de
arginase, bem como a produgdo de citocinas. Avaliacdes iniciais realizadas em macréfagos
peritoneais (M¢P) naive ou elicitados de camundongos BALB/c jovens mostraram niveis
detectdveis de atividade arginase mesmo na auséncia de estimulos indutores. Apenas IL-4
induziu aumento da atividade arginase nessas células, enquanto LPS e IFN-y induziram
atividade iNOS. O LPS inibiu a atividade de arginase induzida por IL-4 em M¢P e em
macréfagos derivados de medula 6ssea (MPMO). A IL-4 inibiu a producdao de NO em M¢P
naive e em M¢MO, mas nao teve efeito em M¢P elicitados. A fagocitose de zimosan ou de
linfécitos apoptdticos, mas nao de Leishmania major, resultou em aumento da atividade
arginase em macrofagos elicitados e apenas a fagocitose de zimosan induziu aumento da
atividade arginase nos macréfagos naive. A fagocitose de quaisquer das particulas testadas
resultou em aumento de atividade arginase quando IL4 foi adicionada em dose sub-Gtima as
culturas de M¢P; a adi¢do de dose sub-6tima de IFN-y resultou em aumento de atividade
arginase apenas em M¢P de BALB/c elicitados que fagocitaram Leishmania major.
Comparativamente, M¢P de camundongos C57BL/6 mostraram atividade arginase muito
mais reduzida que os camundongos BALB/c apds a fagocitose de qualquer das particulas
testadas. A fagocitose de zimosan ou de linfécitos apoptdticos, mas nao de L. major,
induziu a atividade arginase em M¢P elicitados de C57Bl/6 e a adicdo de IFN-y elevou de

modo significativo a atividade arginase nessas células. Da mesma forma que em BALB/c,
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os M¢P de C57BL/6 ndo mostraram atividade iNOS apds a fagocitose de qualquer das
particulas testadas, na presenga ou auséncia de estimulos inflamatérios. Nossos resultados
mostram ainda que o envelhecimento altera algumas das atividades de macréfagos de
camundongos BALB/c. Nesse sentido, verificamos que M¢P de camundongos jovens
apresentaram atividade iNOS e arginase mais elevadas do que M¢P de camundongos
idosos. MPMO de camundongos jovens ou velhos ndo diferiram significativamente na
atividade iNOS, mas a atividade arginase foi mais elevada nos M¢MO de animais velhos.
A expressdo da arginase induzida por IL-4 foi mais elevada em M¢P naive de animais
jovens do que de velhos, mas foi igualmente elevada em M¢P elicitados e M¢MO de
camundongos jovens e velhos. Nao se observou diferenca na expressdo de iNOS induzida
por IFN-y em M¢P ou M¢MO de BALB/c jovens ou velhos. A produgdo de IL-1a induzida
por LPS foi mais elevada em macréfagos elicitados de camundongos velhos e a de TNF-a
foi mais elevada nos macréfagos elicitados de camundongos jovens. A estimulacdo de
M¢OMO com LPS resultou apenas em producdo de TNF-o, cujos niveis foram mais
elevados nas células de camundongos velhos. Nossos resultados apontam diferencas
dependentes da idade em macréfagos teciduais e diferenciados in vitro. Com relagdo aos
macrofagos teciduais, as alteracdes mais notaveis dependentes da idade foram a reducdo da
producdo de TNF-o e da atividade de iNOS. Tendo em vista a importancia desses dois
mediadores para a eficiente eliminacdo de patégenos, a sua reducdo em macréfagos de

camundongos velhos pode contribuir para a maior susceptibilidade as infec¢des na velhice.
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ABSTRACT

Given that the age-dependent changes in the innate immune system are poorly
studied in the present study we investigated the activity of iNOS and arginase, as well as
cytokine production in macrophages from BALB/c young (8 weeks old ) and old (72 weeks
old). Initial assessments carried out on peritoneal macrophages (PM¢) or elicited from
naive BALB/c mice showed that these young phagocytes have detectable levels of arginase
activity, even in the absence of inducing stimuli. Only IL-4 induced increased arginase
activity in these cells, while LPS and IFN-y induced iNOS activity. LPS inhibited the
arginase activity induced by IL-4 in PM¢ and macrophages derived from bone marrow
(BMMy¢). IL-4 inhibited NO production in naive PM¢ and BMM¢ in MO, but had no effect
on M¢P elicited. Phagocytosis of zymosan or apoptotic lymphocytes, but not from
Leishmania major, resulting in increased arginase activity in elicited macrophages and only
the phagocytosis of zymosan induced an increase in arginase activity in naive macrophages.
Phagocytosis of any of the tested particles resulted in an increase in arginase activity when
IL4 was added to sub-optimal dose to cultures of PM¢, the addition of sub-optimal dose of
IFN-y resulted in increased arginase activity only in PM¢ of BALB/c elicited that
phagocytized Leishmania major. Comparatively, PM¢ of C57BL/6 showed arginase
activity much lower than the BALB/c after the phagocytosis of any of the tested particles.
Phagocytosis of zymosan or apoptotic lymphocytes, but not L. major, induced arginase
activity in PM¢ elicited from C57BL/6 and the addition of IFN-y significantly increased
arginase activity in these cells. Just as in BALB/c, PM¢ C57BL/6 iNOS showed no activity

after phagocytosis of any particles tested either in the presence or absence of inflammatory
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stimuli. Our results also show that aging alters some of the activities of macrophages from
BALB/c. Similarly, we found that PM¢ of young mice showed activities iNOS and arginase
higher than PM¢ of old mice. BMM¢ of young and old mice did not differ significantly in
iNOS activity, but arginase activity was higher in BMM¢in older animals. The expression
of arginase-induced IL-4 was higher in PM¢ of naive young mice, but was also high in
M¢P elicited AND BMM¢ of young and old mice. No difference was observed in the
expression of iNOS induced by IFN-y in both PM¢ and BMM¢ of BALB/c young and old.
The production of IL-1 o induced by LPS was higher in elicited macrophages from aged
mice and TNF-a was higher in elicited macrophages from young mice. Stimulation of
BMM¢ with LPS only resulted in production of TNF-a, whose levels were higher in cells
of aged mice. Our results suggest age-dependent differences in tissue macrophages and
differentiated in vitro. With respect to tissue macrophages, the most notable changes were
the age-dependent reduction of TNF-a and activity of iNOS. Given the importance of these

two mediators in the efficient elimination of pathogens, the reduction in macrophages of

aged mice may explain the increased susceptibility to infections in old age.
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I- INTRODUCAO



A imunosenescéncia — envelhecimento do sistema imune — leva a alteragcdes
dramdticas da capacidade de individuos velhos responderem a agentes infecciosos e
transformacdes malignas [CHUNG et al., 2009]. Entre as alteracdes mais importantes
detectadas nos sistema imune de idosos destacam-se as relacionadas a reducao de nimero e
funcdo de linfocitos T, cuja capacidade proliferativa frente a mitégenos ou a antigenos
encontra-se muito diminuida [VICK & GRUBECK-LOEBENSTEIN, 1997]. Trabalhos
recentes também mostram alteracOes funcionais importantes em linfécitos B no
envelhecimento, particularmente as relacionadas a producdo de anticorpos contra neo-
antigenos [FRASCA et al., 2008; SIEGRIST & ASPINALL, 2009].

A eliminacdo de parasitas depende, em grande parte, da capacidade de células
fagociticas internalizarem o patégeno e gerarem moléculas com atividade microbicida. A
maior parte dos microrganismos fagocitados é eliminada no interior dos macréfagos pela
acdo de radicais livres de oxigénio, como os anions superéxido e dcido hipocloroso
[BOGDAN, ROLLINGHOFF & DIEFENBACH, 2000]. Macréfagos ativados podem
ainda eliminar patégenos pela acdo do peréxido de hidrogénio liberado para o meio
extracelular [NATHAN ez al., 1979b]. Alguns parasitas, no entanto, possuem mecanismos
de escape a acdo dos radicais livres de oxigénio e sO sdo eliminados quando os fagdcitos
sdo estimulados a produzir o 6xido nitrico (NO) [GREEN, NACY & MELTZER, 1991]. O
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram negativas e citocinas pro-inflamatorias como o
IFN-y e o TNF-a sdo os principais indutores da enzima responsavel pela sintese de NO em
macrofagos, isto €, a sintase induzida do 6xido nitrico (iINOS) [STUEHR & MARLETTA,
1987, WANG et al., 1995]. O 6xido nitrico € um géds extremamente instdvel, originado

pela acdo da iINOS sobre a L-arginina em macrofagos ativados. Por ser uma molécula



altamente reativa, o NO interage com 0s microrganismos, alterando as propriedades de
moléculas vitais para sua sobrevivéncia e favorecendo a sua eliminagcdo. No entanto, a
producdo excessiva de NO pode levar a destrui¢do de tecidos sadios do hospedeiro e ao
desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas [LIEW, LI & MILLOTT, 1990;
GREEN et al., 1990; HIBBS et al., 1988].

Os fagocitos também metabolizam a L-arginina pela via da arginase, tipos I e II,
gerando L-omitina e uréia. A arginase I pode ter seus niveis elevados em macréfagos por
citocinas como IL-4 e TGF-B [BOGDAN & NATHAN, 1993]. Portanto, a regulacdao do
metabolismo da L-arginina pelo sistema imune € vital para a resolu¢do de processos
infecciosos.

O metabolismo da L-arginina também é reconhecido como um importante regulador
do sistema imune adaptativo, uma vez que macrofagos e células dendriticas atuam no
processamento e apresentacdo de antigenos para linfécitos T; o balango entre iNOS e a
Argl pode determinar tipos especificos de respostas de células T [BRONTE et al., 2003].

Tendo em vista a importdncia do metabolismo da arginina na regulagdo de
processos imunes, nosso laboratorio iniciou uma linha de investigagdo visando estudar a
relacdo entre o envelhecimento e a produgdo de metabdlitos da L-arginina em macréfagos
peritoneais murinos. Os resultados obtidos nesses trabalhos mostram que a produgdo de NO
por macréfagos peritoneais murinos parece depender do status das células empregadas
(residentes ou elicitadas) e da idade dos animais dos quais as células sdo provenientes. De
um modo geral, os animais velhos foram menos responsivos aos estimulos que sabidamente

induzem a expressao de iNOS [COSTA, 1998].



A producio de citocinas por células da imunidade inata e adaptativa também parece
ser afetada pelo envelhecimento. Resultados do nosso e de outros laboratérios mostram que
linfécitos de camundongos velhos sob estimulo de Concanavalina-A, proliferam menos e
produzem niveis mais reduzidos de IL-2, [FN-y e IL-10 [PAHLAVANI & RICHARDSON,
1996; CHAKRAVARTI & ABRAHAM, 1999; SIMIONI, COSTA & TAMASHIRO,
2007]. Por outro lado, a literatura mostra que citocinas como IL-6 e TNF-a, bem como
antagonistas de citocinas e proteinas de fase aguda, sdo detectados em niveis mais elevados
na circulagdo de idosos, o que poderia explicar a manuten¢ao de atividade inflamatéria e
febre prolongadas observadas nesses individuos no decurso de um processo infeccioso.
Porém, niveis plasmadticos elevados de IL-6 sdo encontrados em idosos, sem qualquer
correlacdo com doencas ou desordens relacionadas com a velhice. Por outro lado,
concentracoes elevadas de TNF-a correlacionam-se com processos patologicos como o mal
de Alzheimer e aterosclerose em centenarios [revisto em BRUUNSGAARD, PEDERSEN
& PEDERSEN, 2001]. Entretanto, estudos in vitro sobre as diferencas na produgdo de
citocinas dependentes da idade nem sempre proporcionam resultados consistentes com 0s
descritos acima, dificultando sua interpretacdo. Apesar disso, diversos estudos apontam
para uma correlac@o positiva entre niveis elevados de TNF-a e deteccido de sIL-2R - um
marcador de ativacdo de linfécitos - e negativa com niveis de IL-2 em culturas de
leucdcitos do sangue periférico estimulados com fitohemaglutinina (PHA), um marcador de
ativacao de linfécitos [CATANIA et al., 1997].

Com o objetivo de avaliar os efeitos do envelhecimento sobre o metabolismo da L-
arginina em células fagociticas, investigamos neste estudo a expressao e atividade de iNOS

e arginase em macrdfagos de camundongos BALB/c, jovens e velhos, tratados com LPS



e/ou 1L-4 e IFN-y. Avaliamos também a producdo de citocinas IL-1, TNF-a e IL-10

liberados por macréfagos de camundongos jovens e velhos estimulados in vitro com LPS.



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA



0S MONOCITOS E OS MACROFAGOS

Os mondcitos do sangue periférico se originam na medula 6ssea a partir de
precursores mieldides, estimulados por fatores formadores de coldonia de macréfagos e
granuldcitos (GM-CFU) e fatores formadores de colonia de macréfagos (M-CFU). Os
mondcitos sdo liberados para o sangue periférico onde circulam por vérios dias até
atingirem os diferentes tecidos, onde vao constituir a populacdo de macréfagos residentes.
Estas células, também conhecidas como histidcitos, desenvolvem um citoplasma
abundante, com conteddo granular e sdo responsaveis pela remoc¢do de produtos (debris) e
pela defesa contra microorganismos invasores [revisto por GORDON, 2003]. A origem e as
principais caracteristicas das células que compdem o sistema fagocitico mononuclear sao

mostradas na Figura 1.
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Figura 1. Sistema fagocitico mononuclear. Durante a vida fetal, a hematopoiese ocorre inicialmente, no saco vitelinico e
depois no figado fetal. Gradualmente, essa fun¢do € assumida pela medula 6ssea (MO), estimulada pelos fatores: GM-
CFU, M-CFU e G-CFU. Os mondcitos da MO sdo liberados para o sangue periférico adulto, com o fenétipo Ly 6C*,
podendo se diferenciar em Ly 6C ~, e células com ambos os fendtipos podem migrar para os tecidos adultos, onde se
diferenciam em Macréfagos, Células Dendriticas e Osteoclastos. HSC (do inglés haematopoietic stem cell): célula-tronco
hematopoiética; GM-CFU do inglés granulocyte/macrophage colony-forming unit): unidade formadora de colonia de
macréfago/granuldcito, M-CFU (do inglés, macrophage colony-forming unit): unidade formadora de coldnia de
macréfago; G-CFU (do inglés, granulocyte colony-forming unit): unidade formadora de coldnia de granuldcito. Adaptada
de GORDON & TAYLOR [2005].



Os macréfagos tissulares sdo encontrados em todos os Orgdos e tecidos do
organismo e recebem uma denominacdo diferente para cada localizagdo, como por
exemplo, células microgliais (no sistema nervoso central), células de Kupffer (no figado),
macréfagos alveolares (nos pulmdes) e osteoclastos (nos ossos) [GORDON & TAYLOR,
2005].

Além dos macréfagos tissulares, os mondcitos também dao origem as células
especializadas como as células dendriticas e os osteoclastos. As células dendriticas sdo
células com papel importante na indugao de respostas imunes, das quais participam como
células apresentadoras de antigenos (APC) para as células T naive. Morfologicamente,
essas células se distinguem dos mondcitos e macréfagos por apresentar numerosas
projecdes membranosas. As células dendriticas interdigitantes ou simplesmente, células
dendriticas (DCs), povoam o intersticio da maioria dos érgdos como os linfonodos e o baco
e estdo dispersas por toda a epiderme, onde recebem a denominacdo de células de
Langerhans. Também hd outro tipo de DCs, as células dendriticas foliculares, assim
chamadas devido a sua localizacdo nos centros germinativos de foliculos linféides dos
linfonodos, baco e tecidos linfoides associados as mucosas [KAH-WAIL, JACEK &
JACEK, 2003].

Durante o processo inflamatério, os mondcitos sdo recrutados para o local da injaria
onde vao atuar na destruicdo dos patdgenos e na remodelacdo tecidual. A migracdo de
células da circulacdo para o foco da injuria é acompanhada pelo aumento do fluxo
sanguineo local e da permeabilidade capilar, causado pela retragdo das células endoteliais, o
que facilita a passagem das moléculas através do endotélio e permite que fatores soliveis

cheguem ao local inflamado [BROWN, 1997].



As primeiras células a chegar ao local da inflamacdo sdo os neutréfilos
polimorfonucleares (PMN), seguidos pelos macréfagos. A migracao dos fagdcitos
(quimiotaxia) é um fendmeno multimediado, que se inicia pela marginalizacdo dos
leucécitos na parede dos vasos, induzida por fatores quimiotédticos, como o fragmento C5a
do sistema complemento, que se difundem aos capilares adjacentes, provocando a
aderéncia dos fagdcitos que estdo circulando pelo vaso sanguineo (marginalizacdo). A
aderéncia dos fagdcitos ao endotélio € inicialmente mediada pela interagdo entre moléculas
de adesdo de baixa afinidade, denominadas selectinas, expressas tanto pelos fagdcitos (L-
selectinas) como pelo endotélio (E-selectinas). A interacdo entre as selectinas e a pressao
exercida pelo fluxo sanguineo no local permitem o rolamento dos fagdcitos sobre o
endotélio vascular. Durante esse trajeto e sob estimulos de citocinas como a IL-8 e TNF-a,
os leucdcitos passam a expressar integrinas de alta afinidade (VCAM), que se ligam aos
receptores expressos pelo endotélio (ICAM-I), permitindo a firme adesdo do leucécito na
parede do vaso, em um processo que leva a ativacdo dos leucocitos e alteracdes na
organizacdo do citoesqueleto dessas células. Desta forma, por movimentos de diapedese, os
fagdcitos emitem pseuddpodos e atravessam a membrana basal dos capilares, passando para
o exterior do vasoem dire¢do ao local da inflamac@o onde estdo os estimulos quimiotéticos
[BROWN, 1997; COX & HUTTENLOCHER, 1998].

Na auséncia de processo inflamatério, os mondcitos do sangue periférico também
sdo capazes de deixar a circulacdo e repovoar Orgdos e tecidos com os chamados
macrofagos residentes (células de Kupffer, macrofagos esplénicos, macréfagos alveolares,

microglia, etc). Embora os processos envolvidos na migracao dos leucécitos na auséncia de



inflamacdo ndo estejam esclarecidos, o desenvolvimento de diferentes populacdes

funcionais de macréfagos € conhecido e estd resumido na figura 2.
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Figura 2. Desenvolvimento e funciio de subgrupos de mondécitos em camundongos. Quando os mondcitos partem da
medula ssea para o sangue periférico (a), apresentam um fenotipo “inflamatério” (Ly6C™), que serd mantido enquanto
estiver na circulagdo, podendo ser alterado para “Ly6C™®”, que expressa CCR7 (receptor de quimiocina CC-7), CCRS e
retém CCR2 (b) ou para “Ly6C CCR2’, caracterizado pela alta expressdo de CX3CR1 (receptor de quimiocina 1-CX3)
(¢). Os mondcitos com fendtipos “Ly6C* e “Ly6C™” respondem a estimulos inflamatérios tais como o CCL2 (ligante
para o receptor de quimiocina 2) e sdo recrutados (d) para as lesdes inflamatdrias, onde se diferenciam em macréfagos que
vdo atuar no processo de eliminacdo de patégenos e de cicatrizagdo (e). Os mondcitos “Ly6C™que migraram para os
tecidos inflamados também podem se diferenciar em uma célula que expressa CCR7 e CCR 8 com potencial para migrar
(f) dos tecidos para os linfonodos que drenam a regido e 1d se transformar em DC (g). Na auséncia de inflamagdo, os
mondcitos CX;CRILy6C™ ligam-se a CX;CL1 (quimiocina ligante 1 CX3;CR1) entram nos tecidos (h) onde se
diferenciam em macréfagos residentes ou em DC teciduais; essas ultimas podem se destacar dos tecidos e migrar para os
linfonodos, apds a fagocitose de particulas. O processo de transmigragdo dos mondcitos CX;CR1Ly6C™ ainda é
desconhecido. As setas solidas representam as vias conhecidas e as pontilhadas refletem dados compilados da literatura
recente e especulagdes [adaptado de GORDON & TAYLOR, 2005].

PAPEL DOS MACROFAGOS NA ELIMINACAO DE PATOGENOS
O reconhecimento de patdégenos por células do sistema imune inato se faz através de
receptores que interagem com padrdoes moleculares exibidos pelos microrganismos. Ao

contrdrio do que ocorre no sistema imune adaptativo, o repertorio de receptores presentes
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nos fagdcitos é bastante reduzido. Enquanto o repertdrio de linfécitos B e T representam
mais de 10° moléculas distintas na espécie humana, as classes de receptores de padrdes
moleculares dos fagdcitos ndo perfazem mais do que 10 tipos distintos. Os receptores para
padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMPs, do inglés, Pathogen-associated
molecular patterns) podem ser expressos na superficie dos fagdcitos, ou distribuidos nos
compartimentos intracelulares ou ainda serem secretados para a corrente circulatdria
[revisto por JANEWAY & MEDZHITOV, 2002]. Fazem parte desse grupo de moléculas, o
receptor MMR (do inglés, macrophage mannose receptor), proteina de superficie que
desempenha papel importante na fagocitose de fungos e de bactérias Gram-negativas e
Gram-positvas, e os Toll-like receptors (TLR). Outros receptores, como a MBL (do inglés,
manose binding lectin), CRP (do inglés, C-reactive protein), SAP (do inglés, serum
amyloid protein), sao ligantes soliveis de PAMPs, secretados pelo figado durante a fase
aguda da inflamagdo. Os receptores MSR (do inglés, macrophage scavenger receptor), sao
proteinas de superficie envolvidas na fagocitose de patdgenos capazes de ligar uma
variedade de estruturas microbianas, como polidnions, incluindo dsRNA (do inglés double-
strand RNA), LPS (lipopolissacarideo) e LTA (do inglés, lipoteicoic acid). Entre os
receptores de PAMPs de localizacdo intracelular, destacam-se as PKR (do inglés, protein
kinase receptor), que se ligam a dsSRNA durante a replicagdo viral e bloqueiam a dispersao
do agente infeccioso.

Entre os receptores de PAMPs mais estudados encontram-se os TLRs. A maioria
dos TLRs € expressa na superficie celular e desempenham papel importante no
reconhecimento e internalizacdo de patégenos, desencadeando respostas imunes inatas e

adaptativas, pela ativacdo de vias sinalizadoras pré-inflamatérias [AKIRA & HEMM]I,
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2003; KUMAR, KAWAI & AKIRA, 2009; KAWAI & AKIRA, 2010]. Os ligantes de

algumas dessas moléculas estdo listados na Tabela 1.

RECEPTORES LIGANTES
Toll-like

TLR2 Bactérias Gram™: Peptideoglicanos (PGN), Acido lipoteicéico (LTA).
Bactérias: Lipoproteina
Leveduras: Zimosan

TLR2/TLR1 Neisseria meningitides: Fator solivel

TLR3 Virus: RNA dupla fita

TLR4 Bactérias Gram™: Lipopolissacarideo (LPS), Acido lipoteicéico (LTA).

TLRS Bactérias flageladas: Flagelina

TLR2/ TLR6 Micoplasmas: Lipoproteina

TLR7 Substincias quimicas: Loxoribine, Bropirimine

TLR9 Bactérias, virus, insetos: CpG DNA ndo metilado (DNA bacteriano)

TLR10 Ligante desconhecido*

TLR11 Bactérias uropatogénicas, molécula profillin-like (Toxoplasma gondii)*

Tabela 1. Ligantes reconhecidos pelos Toll-like receptors. [Tabela adaptada de AKIRA & HEMMI, 2003; KUMAR,
KAWAI & AKIRA, 2009%; KAWAI & AKIRA, 2010%.

ApOs fagocitar os microrganismos, os macréfagos sdo capazes de elimind-los
através da acdo de duas vias de oxidagdo que envolvem a sintese de espécies reativas de
Oxigénio (ROI) e de Nitrogénio (RNI). As espécies reativas de Oxigénio sdo produzidas
numa via metabdlica denominada explosdo respiratoria e as espécies reativas de Nitrogénio
sdo produzidas durante a reacdo de oxidacdo da L-arginina para L-citrulina, na presenca de
enzimas denominadas sintases do 6xido nitrico (NOS). Para a formag¢do dos ROI e dos RNI
€ requerido o mesmo agente redutor, 0o NADPH [NATHAN, et al., 1979a; MONCADA,

2006].
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Ambos os grupos de intermedidrios inorganicos (ROI e RNI) assumem fungdes
variadas no sisttema imune, tanto na imunidade inata como na adquirida, regulando
respostas de citocinas, induzindo ou suprimindo a apoptose de vérias células do sistema
imune [HANSSON et al., 1996] e contribuindo para o dano tecidual observado em doencas
autoimunes e em outros processos inflamatérios cronicos [BOGDAN, ROLLINGHOFF &
DIEFENBACH, 2000].

A explosao respiratdria consiste em uma série de eventos metabdlicos coordenados,
que levam a produgcdo do anion superéxido e do peréxido de hidrogénio. O anion
superoxido é formado pela reducdo monoeletronica do oxigénio, tendo o NADPH como
doador especifico de elétrons. O complexo enzimatico ativo que catalisa a geracdo do anion
superoxido a partir do O, é chamado de NADPH oxidase e é composto de proteinas
citosdlicas e de membrana. Esta via tem importante papel na destrui¢io de células
neoplésicas e de micrébios intracelulares facultativos [NATHAN et al., 1979a; NATHAN
etal., 1979b; ALEXANDER & VICKERMAN, 1975].

Certos microrganismos e protozodrios patogénicos sdo capazes de parasitar os
macrofagos sem ser eliminados pelos produtos da explosdo respiratéria [CHANG &
DWYER, 1978; LIEW, LI & MILLOT, 1990]. Entretanto, tais patdgenos podem ser
eliminados quando os macrofagos sdo ativados por produtos de linfécitos T, como por
exemplo, o Interferon-gama (IFN-y), que levam a expressdo da enzima sintase do 6xido
nitrico induzida (INOS), a qual catalisa a oxidacdo da L-arginina para L-citrulina, gerando
o 6xido nitrico (NO), que € um gas toxico [MACKANESS, 1962; GREEN et al., 1990;
LIEW et al., 1990; ROACH, KIDERLEN & BLACKWELL, 1991; NATHAN & HIBBS,

1991]. Além da L-arginina, a iNOS usa o oxigénio molecular e o NADPH para gerar o NO
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na primeira etapa da reacdo de oxidacao de um dos guanido-nitrogénios do aminoécido. O
NO formado podera reagir com outra molécula similar, ou com oxigénio ou com a dgua e
gerar os produtos finais acumulantes: nitritos, nitratos e o radical diéxido de nitrogénio
(NO»). A reacao de oxidagdo da L-arginina termina com a doagdo de um 4dtomo de oxigénio
ao guanido-nitrogénio oxidado, gerando a L-citrulina [HIBSS et al., 1988; LOWENSTEIN
& SNYDER, 1992; GREEN, NACY & MELTZER, 1991].

Precursores hematopoiéticos cultivados in vitro na presenca de fatores de
crescimento, como o CSFs (Fator Estimulador de Colonia), sdo capazes de se dividir e
formar col6nias de granulécitos e mondcitos, de modo dose-dependente [NICOLA &
VADAS, 1984; METCALF, 1985]. Células dendriticas também podem ser diferenciadas de
precursores da medula 6ssea cultivados na presenga de GM-CSF (Fator Estimulador de
Colonia de granulécitos e macrofagos) [INABA et al., 1992]. DCs diferenciados in vitro
pelo GM-CSF e ativados com LPS, foram capazes de utilizar a L-arginina pela via da iNOS
e pela via da arginase [CORRALIZA et al., 1994].

O metabolismo da L-arginina € agora reconhecido como um importante meio
através do qual o sistema imune € regulado, uma vez que os produtos de sua degradacao
também influenciam as respostas das células T [BRONTE et al., 2003]. Nesse sentido,
ZIMMERMANN & ROTHENBERG [2006] identificaram a arginase e seus metabdlitos,

com efeitos inibitorios sobre a INOS, como um elemento chave na patogénese da asma.

AS ENZIMAS iNOS e ARGINASE

A producio de 6xido nitrico pelas células fagociticas estd sob controle imunolégico.

Sua producdo € positivamente regulada pelo IFN-y, que age sinergicamente com o Fator de
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Necrose Tumoral-o (TNF-a) e com o LPS bacteriano, e € inibida por citocinas como a IL-4
e IL-10 e o Fator transformador de crescimento (TGF)- [HIBBS et al., 1988; AMES &
SHIGENAGA, 1992, CUNHA, MONCADA & LIEW, 1992; BOGDAN et al., 1994]. Por
ser altamente mutagénico e toxico ao DNA e provocar alteragdes nas fungdes normais das
células e na morte celular, as grandes quantidades de NO produzidas durante as respostas
inflamatérias vém sendo apontadas por varios autores como um dos agentes do processo de
envelhecimento [AMES & SHIGENAGA, 1992; KIRKWOOD & KOWALD, 1997;
McCANN et al., 1998].

Entretanto, o NO também pode ser produzido em situagdes fisiologicas, em
pequenas quantidades e de modo transitério, através da acdo das sintases do 6xido nitrico
expressas constitutivamente em células endoteliais (eNOS) e em neurdnios (nNOS)
[CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997; HARRISON, 1997; MAYER & HEMMENS,
1997; NATHAN, 1997].

Ao contrdrio da iNOS, a qual a calmodulina encontra-se permanentemente ligada, as
NOS constitutivas ligam-se a calmodulina na dependéncia do influxo de célcio para o
interior das células, o que explica a transitoriedade de seus efeitos. A forma neuronal estd
presente no sistema nervoso central e periférico e o NO por ela gerado durante a oxidacao
da L-arginina tem um papel fisioldgico importante como neurotransmissor. Por sua vez, o
NO produzido pela a¢do da eNOS tem grande importancia no controle do fluxo sanguineo e
do tonus vascular, devido ao seu papel no relaxamento da musculatura lisa dos vasos
[BATLOUNI & RAMIRES, 1994; LORENTE et al., 1993].

Em condi¢des normais, a disponibilidade de L-arginina parece ser um dos principais

fatores que limitam a taxa de producdo de NO intracelular em células fagociticas [MORI &
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GOTOH, 2000]. Nesse sentido, a expressdo da arginase, outra enzima que utiliza a L-
arginina como substrato, pode ser responsabilizada por limitar a disponibilidade de L-
arginina em macréfagos ativados e, portanto, de geracio de NO [MORI et al., 1998;
MORRIS, 2002]. Além de regular a sintese de NO, a arginase desempenha um papel
importante na remodelacdo da parede dos vasos e na prevencdo de doencas vasculares,
constituindo um novo agente promissor na terapéutica vascular [ DURANTE, JOHNSON &

JOHNSON, 2007].
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Figura 3- Metabolismo de L-arginina pela sintase do 6xido nitrico (NOS) e arginase. A NOS degrada a L-arginina
por oxidacdo em L-citrulina e 6xido nitrico (NO), enquanto a arginase hidrolisa a L-arginina a uréia e L-ornitina
[adaptado de DURANTE, JOHNSON & JOHNSON, 2007].

A literatura mostra que o tratamento de macréfagos peritoneais ou derivados da
medula 6ssea com IL-4 e IL-13 leva a expressdao aumentada de arginase tipo I, com alto
consumo de L-arginina, regulando negativamente a produgdo de NO nessas células. O

aumento da expressdao de ARGI em macréfagos murinos estimulados por IL-4 e IL-13 foi
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dependente de Stat6, um componente essencial da via sinalizadora de receptores dessas
citocinas [RUTSCHMAN et al., 2001].

A arginase estd presente nos mamiferos em duas isoformas [JENKINSON, GRODY
& CEDERBAUM, 1996], uma catidnica (Al) e outra anidnica (A4), também chamadas
isoformas I e II, respectivamente [POREMBSKA, 1973]. Essas isoformas sdo expressas no
intestino, rim e cérebro de ratos [KONARSKA & TOMASZEWSKI, 1986] e suas
atividades podem ser detectadas a partir do 13° e 16° dias de gestagdo. No intestino de
roedores, a isoforma I da arginase aparece na vida fetal e perdura até o 19°— 21° dias da
vida pds-natal, ocasido do desmame. Ao redor desse periodo, comeca a aparecer e
rapidamente se acumular no intestino a arginase tipo II, sendo esta isoforma a responsavel
pelo aumento da atividade da arginase no intestino durante o desmame. No rim, no periodo
fetal, apenas a isoforma I estd presente. Nesse tecido, a isoforma II s6 € detectada 3-4 dias
antes do nascimento e sua atividade persiste nas duas primeiras semanas de vida pds-natal.
No cérebro, as isoenzimas da arginase sdo formadas mais cedo do que em outros tecidos
[WU & MORRIS, 1998]. Foi recentemente demonstrado que a isoforma Al parece ser mais
efetiva em regular a producdo de NO através da nNOS, provavelmente por competir pela L-
arginina [QUE et al., 2002].

As isoformas I e II da arginase, presentes nas células de mamiferos adultos também
sdo denominadas ARGI1 (forma catidbnica) e ARG2 (anidnica), respectivamente
[JENKINSON, GRODY & CEDERBAUM, 1996; POREMBSKA, 1973]. A ARGI é uma
enzima citosdlica, expressa em altos niveis no figado, como um componente do ciclo da
uréia, onde hidrolisa a L-arginina dando origem a uréia e a ornitina, sendo este ultimo
produto, um precursor para a biossintese da prolina, glutamato e poliaminas [MEZL &

KNOX, 1977; WU & MORRIS, 1998]. A ARG2 ¢ uma enzima mitocondrial expressa em
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baixos niveis no rim, cérebro, intestino delgado e glandula mamédria, mas com expressao
limitada no figado [BRONTE et al., 2003].

As atividades e regulacdo da arginase e da Ornitina aminotransferase (OAT) no
figado - um tecido mitdtico- sdo mais elevadas em rato imaturo e diminuidas no rato velho.
No cértex do rim - um tecido pds-mitético -, a atividade da arginase € alta em individuos
jovens e diminui com o avanco da idade, enquanto a OAT ndo mostra alteracdo durante
toda vida do animal. Neste tecido, a atividade da arginase € aproximadamente 1/20 da
enzima no figado. Em animais adrenalectomizados ou tratados com hidrocortisona, nio se
observam altera¢des na atividade da arginase no figado e no rim, mas a OAT se mostra
alterada no figado. A Actinomicina D foi capaz de inibir a inducd@o da arginase no figado e
cortex de rim, e da OAT no figado [PATNAIK & PATNAIK, 1989].

E conhecido de longa data que macréfagos podem ser induzidos a produzir arginase
e que isso pode levar a uma perda de sua capacidade citotoxica [KUNG et al., 1977] e ao
crescimento de células tumorais [CHANG, LIAO & KUO, 2001]. Entretanto, macréfagos
murinos ativados por LPS co-expressam iNOS e a arginase, enzimas que utilizam o mesmo
substrato [WANG et al., 1995]. Em respostas imunes adaptativas, a predominincia de uma
enzima sobre a outra depende da citocina envolvida na estimulacdo, isto €, citocinas Thl
induzem iNOS e citocinas Th2 induzem a expressdo de arginase [MODOLELL et al.,
1995]. MUNDER e colaboradores [1999] verificaram que citocinas derivadas de linfocitos
Th2 induzem apenas a expressdao da ARG1 em macrofagos e células dendriticas; a ARG2 €
constitutivamente expressa em macrofagos murinos. Observacdes posteriores indicam que
macré6fagos de ratos e camundongos diferem quanto a utilizacdo de L-arginina pelas vias da
INOS e da arginase, em resposta a inflamacao. Em ratos, a inflamag¢do provocou o aumento

exclusivo da via da iNOS enquanto em camundongos ambas, iNOS e arginase, foram
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aumentadas pelo processo inflamatério provocado pela administracdo de caseina por via
intraperitoneal [MULLNER, LAZAR & HRABAK, 2002].
Entre os mediadores enddégenos, IL-4, IL-10 e prostaglandina E2 se mostram

potentes indutores de arginase, enquanto o IFN-y inibe a sintese da enzima. Por outro lado,

a aplicacdo simultanea de IFN-y e de IL-4 ou IL-10 as culturas de macréfagos reduz a
expressdo de ambas as enzimas [MODOLELL et al., 1995].

Como mencionado acima, o LPS induz a co-expressdo in vitro de arginase e de
iNOS em macréfagos peritoneais de ratos [SONOKI et al., 1997; MORI et al., 1998]. Sob
estimulo com a endotoxina, as células peritoneais primeiramente expressam a iNOS e logo
em seguida expressam a arginase. Cerca de 2 horas apds o contato com o LPS, as células
comecam a expressar 0o mRNA para iNOS, que em 8-12 horas alcanca o pico de produgao.
O mRNA para a ARG1 sé comeca a ser expresso cerca de 4 horas apds o contato com o
LPS, alcancando o pico de expressio em 12 horas. A isoforma II da arginase ndo foi
induzida em macréfagos de ratos pela exposicdo a endotoxina [MORI ez al., 1998]. A
expressdo da iNOS e da arginase também pode ser observada in vivo, em macréfagos de
pulmdo e baco de ratos apds a administracao de LPS. Nesse caso, a iNOS alcangou o pico
de expressdo entre 2-6 horas e a arginase em 12 horas. Em macr6fagos murinos da
linhagem RAW 264.7, o LPS também co-induziu o mRNA para ARG2 e o mRNA para
INOS [MORI et al., 1998]. Resultados similares foram encontrados por CHANG e
colaboradores [1998]. Entretanto, t€m sido relatadas discrepancias com relacdo a habilidade
do LPS induzir também a ARG2 em células mieldides, o que na opinido de alguns autores

[WU & MORRIS, 1998; MORRIS, 2002] pode ser atribuido ao uso de linhagens
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macréfago-simile ou de culturas primdrias de macréfagos derivados da medula dssea
[BRONTE et al., 2003].

A quitosana, um aminopolissacarideo com capacidade de aumentar as funcdes de
células inflamatérias, como macréfagos e leucécitos polimorfonucleares, foi capaz de ativar
tanto a via da iNOS quanto a da arginase, em macréfagos residentes e elicitados com
proteose-peptona [PORPORATTO et al., 2003; USAMI et al., 1998; BIANCO et al.,
2000]. Em macroéfagos elicitados, a atividade arginase se mostrou fortemente aumentada
pelo tratamento com quitosana, sugerindo que a atividade cicatrizante do polissacarideo
pode ser devida a elevacdo da atividade dessa enzima.

Mas, enquanto o papel dos macréfagos como células inflamatdérias que expressam
iNOS estd bem estabelecido, a competéncia funcional de células expressando arginase em

resposta a citocinas ainda nao foi completamente elucidada.

MACROFAGOS E ENVELHECIMENTO

O envelhecimento estd acompanhado por uma redugdo da eficiéncia do sistema
imune, comprometendo a saude geral de individuos idosos [WICK & GRUBECK-
LOEBENSTEIN, 1997; WICK et. al., 2000; BEVERLEY & GRUBECK-LOEBENSTEIN,
2000]. Enquanto as mudancas no sistema imune adaptativo em fun¢do do avanco da idade
estdo bem documentadas, as alteracoes do sistema imune inato sdo menos descritas.
Todavia, € cada vez mais evidente a interdependéncia dos sistemas imune inato e
adaptativo, que cooperam em vdrios niveis para assegurar uma eficiente resposta imune
contra os microbios e células tumorais. Assim, a disfuncdo de um brago da imunidade pode

comprometer seriamente o funcionamento do conjunto do sisttma imunoldgico,
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principalmente em idosos [REIS E SOUSA, 2004]. Profundas alteragdes no sistema imune
adaptativo, principalmente em ndmero e fung¢do de células T, podem contribuir para um
aumento na susceptibilidade de idosos as doengas auto-imunes, tumores e infec¢des virais
[WICK et al., 2000]. Embora menos estudadas, alteragdes dependentes da idade no sistema
imunoldgico inato e seu reflexo sobre a saide dos individuos velhos tém sido relatadas.
Nesse sentido, foi observado um aumento de reacdes inflamatérias em idosos, que se
correlacionam com condi¢gdes neuroldgicas, tais como a doenca de Alzheimer e doencas
cardiovasculares, tais como a arteriosclerose [revisto em WICK et al., 2000].

Para lidar eficientemente com micrébios, as células do sistema imunoldgico sdo
capazes de produzir moléculas antimicrobianas, tais como defensinas e lactoferrina, e
radicais livres como o peréxido de hidrogénio e o 6xido nitrico [revisto em GREEN,
NACY & MELTZER, 1991]. Citocinas como IFN-y e TNF-a, bem como LPS bacteriano,
sdo responsdveis pela expressdo da iNOS, e a geracdo de grandes quantidades de NO em
neutréfilos e macréfagos, a partir da conversdo da L-arginina [STUEHR & MARLETTA,
1987, MARLETTA et al., 1988; GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1990; ROACH et al,
1991]. Quando produzido em grandes quantidades, o NO pode reagir com o anion
superdxido, formando peroxinitrito, uma potente molécula oxidante que contribui para a
lesdo tecidual em processos inflamatérios [BOGDAN C., ROLLINGHOFF M. &
DIEFENBACH A. 2000].

As arginases I e II também sio enzimas envolvidas no metabolismo da L-arginina,
gerando L-ornitina e uréia. Produtos intermedidrios da via da arginase sdo responsaveis
pela geracdo de poliaminas, como a putrescina, espermidina e espermina, moléculas

importantes na regulacdo da proliferagdo, diferenciacdo e morte celular [INIESTA et al.,
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2002; BLANTZ et al., 2000]. Os macréfagos também podem utilizar a L-arginina pela via
da arginase, cuja expressdao pode ser substancialmente aumentada por citocinas anti-
inflamatérias como a IL-4, IL-10 e TGF-§ [BOGDAN AND NATHAN, 1993].

Desta forma, o balanco da atividade da iNOS e arginase em macréfagos parece ser
crucial para fungdes dessas células, mas os mecanismos envolvidos neste equilibrio ainda
ndo estdo definidos, bem como ndo se conhece o perfil de expressdao dessas enzimas em
macréfagos no envelhecimento.

Embora o envelhecimento esteja associado ao desenvolvimento de doengas cronicas
[WICK et al., 2000], ainda ndo esta claro se a atividade inflamatéria aumentada causa a
patologia associada a idade ou se reflete a soma de vdarios processos em curso
[BRUUNSGAARD, PEDERSEN, & PEDERSEN, 2001]. Contudo, De MARTINIS e
colaboradores [2005] consideram que as doengas cronicas da velhice sao decorrentes da
intensa atividade inflamatoria, tendo cunhado o termo “inflamm-ageing” para se referir a
tal associacdo de causa e efeito.

No presente trabalho, analisamos a atividade e a expressdo de iNOS e arginase, bem
como a produgdo de citocinas IL-1, TNF-a e IL-10 em macr6fagos de camundongos jovens
e velhos. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos a seguir e indicam que
alteracoes significativas desses parametros ocorrem ao longo da vida nas células do sistema

imune inato.
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III - OBJETIVOS E ESTRATEGIAS
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OBJETIVOS

Investigar a atividade das enzimas iNOS e arginase em macréfagos de
camundongos BALB/c e C57BL/6 jovens frente a diferentes estimulos inflamatdrios,
considerando-se sua origem e estado de ativacdo. Estudar comparativamente a atividade e
expressdo das enzimas iNOS e arginase, bem como a producdo de citocinas, em

macréfagos de camundongos BALB/c jovens e velhos.

ESTRATEGIAS

1. Analisar a atividade iNOS e arginase em macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c jovens, cultivados na presenca de doses padronizadas de LPS, IL-4 ou
IFN-y ;

2. Analisar comparativamente a atividade iNOS e arginase em macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c e C57BL/6 jovens apds a fagocitose de Leishmania
major, zimosan opsonizado ou linfécitos apoptéticos;

3. Comparar a atividade e a expressdo da iNOS em macréfagos peritoneais e de
medula dssea de camundongos BALB/c jovens e velhos, estimulados in vitro com
doses padronizadas de LPS ou IFN-y;

4. Comparar a atividade e a expressdao de arginase em macrofagos peritoneais e de
medula 6ssea de camundongos BALB/c jovens e velhos estimulados in vifro com
doses padronizadas de IL-4 ou LPS;

5. Comparar a producdo de citocinas (IL-la, TNF-o e IL-10) por macréfagos

peritoneais e de medula ssea obtidos de camundongos BALB/c jovens e velhos.
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IV - MATERIAIS E METODOS
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1. - ANIMAIS

Camundongas da linhagem BALB/c e C57BL/6 foram obtidas no Centro
Multinstitucional de Investigacdes Bioldgicas da UNICAMP (CEMIB/UNICAMP) com 4
semanas de idade e mantidas no Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia,
em condi¢des SPF (specific pathogen free), em ambiente com temperatura controlada, com
dgua e racdo em livre demanda. Nos experimentos, esses animais foram utilizados nas
idades 8-12 semanas (jovens), 32 semanas (adultos) e 64-72 semanas (velhos). Os
protocolos experimentais envolvendo animais de laboratério foram aprovados pela

Comissio de Etica em Experimentacio Animal da UNICAMP (Protocolo no. 450-1).

2. - REAGENTES

Os seguintes reagentes especiais foram utilizados: LPS (Lipopolissacarideos de
Escherichia coli 026:B6 (DIFCO Laboratories; Detroit, Michigan, USA); IL-4 e IFN-y
(R&D; Minneapolis, MN, USA); Fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF), Aprotinina,
Antipaina, Inibidor de tripsina da soja, Triton X-100, oa-isonitroso-propiofenona (ISPF),
Leupeptina (USB; Cleveland, OH, USA); Soro Fetal bovino (SFB) foi adquirido da

Cultilab (Campinas, SP, Brasil).

3. - PREPARO DAS CELULAS

3.1. - Coleta e cultura de macréfagos peritoneais (M ¢P)

Células das cavidades peritoneais de camundongos da linhagem BALB/c ou
C57B1/6, normais ou estimulados com meio de tioglicolato a 3% (3,0 mL/cavidade, 4 dias

antes do uso), foram coletados assepticamente com 3,0 mL de meio RPMI (Roswell Park
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Memorial Institute) 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Os lavados peritoneais foram

depositados, individualmente, em tubos estéreis mergulhados em banho de gelo. A

concentracdo celular nos lavados foi ajustada para 1x100 células/mL, apds contagem em
camara de Neubauer. As suspensdes padronizadas de células foram semeadas em placas 96
pocos (CORNING), na densidade de 2x10° células/poco. A seguir, as placas foram

incubadas por 2 horas, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e 85% de umidade.

Ap6s a incubacdo, as monocamadas foram lavadas com PBS pH 7,2, para a remog¢ao das

células ndo aderentes. Em alguns experimentos, as suspensdes foram semeadas em placas

de 24 pocos na densidade de 1x100 células/mL/poco. Apds a aderéncia ao pldstico, as

monocamadas de M¢P foram incubadas com os estimulos apropriados.

3.2. - Obtengao de sobrenadante de células 1.929

Fibroblastos de camundongos da linhagem L929 (ATCC), criopreservados em
nosso laboratério, foram descongelados em meio RPMI, contendo 10% SFB. As células
foram semeadas em frasco de cultura tipo T25 (Corning) e cultivadas a 37°C, em
incubadora de CO,. Os sobrenadantes das culturas foram coletados cerca de 48 horas apds
o inicio das culturas, na fase de crescimento logaritmico, centrifugados a 200g, por 10 min,
em centrifuga refrigerada (Revan Instrumentos Cientificos LTDA, SP) e estocados a -20°C

até o momento do uso, para diferenciacdo de células da medula dssea.

3.3. - Coleta e cultura de células da medula 6ssea (M gMO)
As células da medula dssea foram obtidas de fémures de camundongos BALB/c, de

acordo com BOLTZ-NITULESCU et al. [1987], com algumas modificagdes. Brevemente,
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os fémures foram assepticamente deslocados na jun¢do do quadril, separados do corpo e
colocados em recipiente estéril, contendo solu¢do de cloreto de sédio 0,15 M, tamponada
com fosfatos 0,05 M, pH 7,2 (PBS). Apds a completa limpeza dos ossos e remogdo da
musculatura, o fémur foi separado da tibia, as epifises foram cortadas e os ossos foram
transferidos para outro recipiente estéril, contendo 8-10 mL de PBS. A medula foi expelida,
usando-se uma agulha de insulina através do orificio central do osso, por onde uma solucao
de PBS foi introduzida repetidas vezes. Uma amostra das células obtidas foi diluida (cerca
de 20 vezes) em solugdo de Turk (2% de acido acético), contada em camara de Neubauer e
a concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células/mL. As suspensdes padronizadas de
células da medula foram semeadas em placas de Petri (CORNING), na densidade de 8x1 0°
células/placa/4 mL, em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB, antibitico
(gentamicina, 50pg/mL), 30% de sobrenadante de células 1.929 e 5% de soro eqiiino
(CULTILAB). A seguir, as placas foram incubadas a 370C, por 8 dias, em estufa com

atmosfera de 5% de CO2 e 85% de umidade. No quarto dia, o meio de cultura foi

completamente removido e as células foram alimentadas com meio fresco. Apds o oitavo
dia de cultivo, as colonias diferenciadas (Anexo 1) foram removidas por pipetagens
vigorosas, apOs vinte minutos de incubacdo das placas com solugdo salina 0,15 M, em

banho de gelo. Apds a contagem em camara de Neubauer, a concentracdo celular foi

ajustada para 4x100 células/mL e as suspensoes foram semeadas em placas de 96 pocos
(CORNING), na densidade de 2x10° células/poco, em meio RPMI 1640 completo
(suplementado com 10% de SFB e antibidtico) para os ensaios de atividade iNOS e

arginase.
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3.4. - Cultura de Leishmania major

A cepa de Leishmania major foi cedida pelo Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha
(Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP) e cultivada em nosso laboratério por
passagens a cada 5 a 7 dias em meio Iscoves, contendo 10 mM de HEPES, 2g/L.
bicarbonato de sédio, 25 mg/L. de gentamicina e 20% de SFB. Para os ensaios de
fagocitose, as formas promastigotas (fase estaciondria) foram coletadas dos frascos de
culturas, transferidas para tubos de centrifuga e sedimentadas a 200 g por 20 min. O
sedimento foi ressuspenso em meio RPMI incompleto e a suspensdo foi novamente
centrifugada a 200g por 20 min. O sedimento final foi ressuspenso em meio RPMI
completo, contado em cAmara de Neubauer, a suspensio foi finalmente ajustada para 3x10°

formas/mL e utilizadas em experimentos de fagocitose como descritos no item 6.

3.5. — Preparo de timaocitos apoptoticos

Timécitos de camundongos jovens (BALB/c ou C57B1/6) foram tratados com o
glicocorticdide dexametasona para inducdo de apoptose, de acordo com indicacdes de
FADOK e colaboradores [1992]. Brevemente, os timos foram coletados assepticamente e
depositados em placas de Petri estéril, contendo meio RPMI incompleto. Os 6rgaos foram
macerados e a suspensdo obtida foi filtrada em peneira para a separagdo dos debris
celulares. Apds centrifugagdo a 200g, por 10 minutos, as células foram ressuspensas em
meio de cultura. Uma aliquota da suspensdo foi utilizada para marcacdo com anticorpos
anti-CD3 (clone 2C11) para anélise por citometria de fluxo (FACScalibur, localizado no
Hemocentro da UNICAMP); em trés marcacdes independentes, obteve-se entre 81 € 99,7%
de células CD3+ nas preparagdes (Anexo 2). As células foram semeadas em placas de

cultura de 6 pogos (CORNING) na densidade de 2x10’ células/3 mL de meio RPMI
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contendo 10% SFB, 50 mg/L. de Gentamicina, 10 uM Dexametasona/po¢o e incubadas a
37OC, em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO,, por 15 a 18 horas. Apos esse
periodo de incubacgdo, as células apoptéticas (Anexo 3) foram coletadas das placas de
cultura através de pipetagem suave, centrifugadas a 200g, por 10 minutos, ressuspensas em

meio de cultura e ajustadas para uma concentracdo de 5x100 células/mL, que foram

empregadas nos ensaios de fagocitose descritos no item 6.

4. - DOSAGEM DE NO, EM MACROFAGOS

4.1. - Estimulacdo das monocamadas de macréfagos com LPS, IL-4, IFN-y e

obtencdo de sobrenadantes

Monocamadas de células aderentes (geralmente 90% macréfagos), residentes ou
elicitadas pelo tioglicolato (M¢P), ou monocamadas de células diferenciadas a partir de
células da medula 6ssea (MPMO) foram estimuladas a secretar 6xido nitrico, segundo
indicacdes de DING, NATHAN & STUEHR, [1988], adicionando-se a cada cultura,
diferentes concentracdes de LPS (1, 10, 100, 1000 ng/mL), IL-4 (0,1, 1, 10 UI/mL) e IFN-y
0,5, 5, 50 UI/mL), diluidos em meio RPMI contendo 10% de SFB e antibidticos, em
volume final de 200 uL. Apds a adi¢do dos estimulos, as placas foram incubadas a 37°C,
em estufa com atmosfera de 5% de CO; por 48 horas. Aliquotas de 50puL dos sobrenadantes

de cada cultura foram coletadas e transferidas, em triplicatas, para uma placa de

microtitulacdo de 96 pogos (NUNC, NUNCLON).

4.2. - Dosagem de NOy
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As dosagens de nitrito foram realizadas, segundo indicacdes de GREEN e al. [1982].
Brevemente: 50uL. do reagente de Griess (1% de sulfanilamida em &4cido fosférico a 5% e
0,1% de dihidrocloreto de naftiletielenodiamina em 4dgua destilada) foram acrescentados a
cada sobrenadante de cultura de macréfagos, distribuidos previamente em placas de 96
pocos. Apds agitacdo das placas, foram realizadas as leituras espectrofotométricas em leitor
de ELISA (Multiskan MS, Labsystems, USA), a 540 nm, usando-se, como padrao, solucdes

nitrito de sédio (320, 160, 80, 40, 20, 10 e 5 uM). Os resultados foram expressos em uM de

nitrito/1x100células/mL.

5. - DOSAGEM DE UREIA EM MACROFAGOS

A deteccdo da atividade da arginase foi realizada conforme a metodologia descrita
por CORRALIZA et al. [1994], com algumas alteragdes. Brevemente, monocamadas de
M¢P de camundongos naive ou elicitados pelo tioglicolato ou de M¢MO foram cultivadas
na presenca ou auséncia de estimulos variados (como indicado no item 4.1). Apos a
remogao dos sobrenadantes, SOuL de uma solucao de lise (0,1% de Triton X-100, contendo
5 pg de aprotinina ou do inibidor de tripsina e 5 pg de antipaina ou PMSF), foram
adicionados a cada po¢o de cultura. A mistura foi agitada por 30 min, a temperatura
ambiente. Apés a lise das células, foram acrescentados, a cada pogo, SOuL. de uma solugdo
de MnCl, 10 mM, em tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 7.5, para a ativacdo da enzima, por 10
min, a 55°C.

Aliquotas de 25uL dos lisados previamente ativados foram transferidas para tubos
eppendorf, aos quais foram adicionados 25 pL de L-arginina a 0,5 M (Sigma, St. Louis,

MO 63178, USA), pH 9,7. Apés incubacgio a 37OC, por 60 min, a reacdo de hidrdlise da L-
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arginina foi interrompida pela adi¢do de 400 pL. de uma mistura de 4cidos, contendo
H,SO4, H3PO4 ¢ H,O (1:3:7). A uréia formada foi quantificada através de leitura
colorimétrica, a 540 nm, apds a adi¢do de 25 uLL de uma solug@o a 9% de ISPF, em etanol
absoluto, e aquecimento da mistura a 100'C, por 45 min. Apés 10 min no escuro, a DO a
540 nm foi determinada em leitora de microplaca (Multiskan MS, Labsystems, USA),
usando aliquotas de 100 pL distribuidas em placas de 96 pocos.

A curva de calibragdo foi preparada com quantidades crescentes de uréia, entre 1,5 e
1200 pg/mL. A cada 100 pL das solugdes de uréia, nas concentragdes apropriadas, foram
adicionados 400 pL da mistura de acidos e 25 pulL de ISPF, procedendo-se a seguir,

conforme indicado acima.

6. - FAGOCITOSE

6.1. - Preparo e obtencdo de zimosan

O zimosan foi preparado de acordo com as indicacdes de METCALF et al. [1986],
com algumas modificacdes. Brevemente: quinze miligramas (15 mg) de fermento
Fleischman (Fermix) foram distribuidos em tubos de vidro, contendo 5 mg/tubo. Cada tubo
foi acrescido de 150 mL de solugdo salina estéril (0,85%), e aquecido em banho-maria
Dubnoff a 100°C (Marconi; Piracicaba, SP, Brasil) durante 1 hora. Aliquotas de 50 mL
foram separadas por frascos e filtradas em gaze estéril com funil, e centrifugadas 200g por
10 minutos, até que o sobrenadante se apresentasse claro. Para a contagem, foram feitas
dilui¢des seriadas 1:100 e 1:1000 em salina 0,85%, sempre homogeneizando a solu¢do em
Vortex. As particulas foram ajustadas para a concentragio de 1,5x10%/mL e mantidas a

—20°C até o uso.
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6.2. - Opsonizagdo do zimosan com C3bi

A fagocitose de zimosan foi realizada de acordo com indicacdes de HANKS [1940],
com alteracdes. Brevemente, particulas de zimosan na densidade de 2x10® particulas/2mL
foram adicionadas a 200 pL de soro normal de coelho, esterilizado por filtracdao e incubadas
durante 15 minutos a 37°C, sob agitacdo. A reagdo foi interrompida por abaixamento de
temperatura (em banho de gelo) e a dilui¢do da suspensdo em solugdo salina 0,15 M a 0°C.
Ap6s centrifugacdo a 200g, por 5 minutos, em centrifuga refrigerada, o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, o zimosan foi lavado uma vez em soluc¢ao salina 0,15 M gelada e o
sedimento foi ressuspenso em 2 mL de Solugdo Balanceada de Hank’s, contendo Ca™ e
Mg*™ (HBSS). A suspensdo foi ajustada para a concentracio de 1x10® particulas/mL e

utilizada nos ensaios de fagocitose.

6.3. - Ensaio de Fagocitose

Células do lavado peritoneal de camundongos foram semeadas na densidade de
1x10° células/mL, em placas de 24 pogos foram incubadas por 18 h com doses sub-6timas
de LPS (100 ng/mL), IL-4 (4ng/mL) ou IFN-y (5UI/mL). Apé6s lavagem das culturas para
remog¢ao dos estimulos, 5x10° particulas de zimosan opsonizadas, 5x10° linfécitos
apoptoticos ou 3x10° promastigotas de L. major foram adicionados aos pogos de cultura e
as placas foram incubadas por 3 h a 37°C, em estufa de COs. Apos esse periodo, as
particulas nao fagocitadas foram removidas por lavagem com meio incompleto. As culturas
foram re-incubadas em meio RPMI completo por 48 h em estufa de CO,, quando os

sobrenadantes foram coletados para a dosagem de nitrito e citocinas. Posteriormente, as
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monocamadas de macréfagos foram preparadas para obtencdo de extratos celulares para

dosagem de atividade arginase pela conversdo de L-arginina em uréia.

7. - AVALIACAO DA CELULARIDADE EM CAVIDADE PERITONEAl DE
CAMUNDONGOS BALB/C

Células residentes ou elicitadas pela administracdo de tioglicolato a 3% (3,0
ml./cavidade, 4 dias antes do uso) foram coletadas assepticamente da cavidade peritoneal
de camundongos da linhagem BALB/c de diferentes faixas etdrias, para determinar o
nimero total de células nas cavidades por contagem em camara de Neubauer. Os resultados
foram expressos como média + E.P.M. e analisados estatisticamente pelo teste de

Bonferroni.

8. - DETECCAO DA SINTASE INDUZIVEL DE OXIDO NITRICO E DA
ARGINASE

A técnica de Western blot, descrita por TOWBIN, STAEHELIN & GORDON
[1979], fo1 aplicada para a detecc@o da produgdo da Sintase de 6xido nitrico e da Arginase

por macrofagos de camundongos de diferentes faixas etarias, conforme descrito a seguir.

8.1. - Preparo das amostras

Monocamadas de macréfagos naive ou elicitados foram preparadas em placas de
Petri descartdaveis de 100x20mm (CORNING), semeando-se uma suspensdo de 1x10’
células peritoneais em 5,0 mL de meio RPMI com 10% de SFB e 50 ug/mL de

gentamicina. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C, em estufa com 5% de CO,.
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Apd6s a remocdo das células ndo aderentes por lavagem com PBS pH 7,2 estéril, as
monocamadas de macréfagos foram incubadas com o meio de cultura contendo 1pg/mL de
LPS ou 50 UI/mL de IFN-y, por 12 horas, a 37OC, em estufa com atmosfera de 5% de CO,
(para detecc@o da iNOS), ou entdo com 1ug/mL de LPS ou 40 UI/mL de IL-4 por 48 horas,
a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO, (para deteccdo da arginase). A seguir, as
células foram lavadas 3 vezes com PBS, pH 7,2 para a remocao dos estimulos e do excesso
de proteinas contidas no meio de incubacdo. Meio mililitro de tampdo de amostra para
eletroforese (125 mM de Tris-HCI pH6,8, 2% SDS, 5% de glicerol, 0,003% de azul de
bromofenol e 1% de B-mercaptoetanol) foi adicionado a cada placa de Petri. Os extratos
celulares obtidos foram transferidos para tubos de centrifuga, tipo eppendorf, aquecidos por
5 min a 100°C, em banho-maria e a seguir centrifugados por 5 min, a 8.000g, em
microcentriguga (Eppendorf; Westbury, N.Y., U.S.A.) para a remo¢ao dos debris celulares.
Os sobrenadantes foram coletados e utilizados imediatamente apds a sua obtencdo para a

separagdo eletroforética de proteinas.

8.2. - Eletroforese

A separacdo dos polipeptideos contidos nos lisados de macréfagos foi realizada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida (gel de empilhamento a 3% e gel de
separacdo a 7,0%) contendo dodecil sulfato de Soédio (SDS-PAGE), de acordo com
indicagdes de LAEMMLI [1970]. Volumes de 60 pL contendo os lisados originados de
6x10° células aderentes foram aplicados nas pistas dos géis de eletroforese, que foi
conduzida em equipamento MiniProteanll (BioRad), de acordo com recomendacgdes do

fabricante. A corrente foi ajustada para 25mA e a corrida foi realizada em 2 horas.
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Apdés a separagdo, as proteinas foram transferidas, eletroforeticamente, para
membrana de nitrocelulose (S&S), em equipamento Mini transblotting (BioRad), por 2
horas, a 180 mA, em Tris-HCl 25mM, glicina 192mM, 1% de SDS e 18,4% de etanol. A
eficiéncia da transferéncia foi verificada pela coloracdo dos géis por 30 min em
metanol/acido acético/dgua (5/1/15, v/v/v) contendo 0,25% de Coomassie brilliant blue R
(Bio-Rad) e descorado em 4cido acético/metanol/agua (3/2/35, v/v/v). Os sitios reativos
foram bloqueados pela imersdo das membranas de nitrocelulose em solucio de PBS

contendo 5% de leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé).

8.3. - Detecgdo da iNOS e da arginase

Para a detec¢do da iNOS nos diferentes lisados, as membranas foram incubadas por
1 hora a temperatura ambiente, e a seguir a 4°C por 18 horas, com o anticorpo monoclonal
anti-macNOS do isotipo IgG2a de camundongo (clone 6; BD Transduction Laboratories,
KY, USA) na concentragdo final de 1 pg/mL (1:500) em PBS pH 7,2 e 1% BSA. Apés a
lavagem (5 vezes com PBS pH 7.2 contendo 0,1% de Tween 20, PBS-Tw), a fita de
nitrocelulose foi incubada por 2 horas a 37°C com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (preparado em nosso laboratdrio), diluido a 1:500 em PBS, pH 7,2. A reacdo foi
revelada usando o reagente SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate for
Western Blotting (v:v), seguindo as instrugdes do fabricante (Pierce; SINAPSE
BIOTECNOLOGIA, Rockford, IL, U.S.A.). Para a deteccdo da arginase, utilizou-se o
mesmo procedimento acima descrito, com as seguintes alteracdes: a reacao de deteccdo da
arginase foi conduzida, empregando-se o anticorpo monoclonal especifico do isotipo IgG1

de camundongo (clone 19; BD Transduction Laboratories, KY, USA), na concentracdao
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final de 1 pg/mL (1:000). Apds revelagdo com o composto quimioluminescente, as
membranas foram expostas a filmes de raio-X (KODAK XOMAT LS, KODAK) por 5 a 15
min. Os filmes foram revelados com o revelador e fixador para uso odontolégico, conforme
instrucdes do fabricante (KODAK). Apés a secagem, os filmes foram copiados em aparelho
do tipo Scan e as densitometrias integradas das bandas reveladas foram analisadas pelo

programa ImageJ de andlise de imagem (http://rsb.info.nih.gov/ij/1997-2007).

9. - DETECCAO E DOSAGEM DE CITOCINAS

Monocamadas de M¢P residentes ou elicitados pelo tioglicolato e monocamadas de
M¢MO de camundongos BALB/c, jovens e velhos, foram preparadas como descrito nos
itens 3./. e 3.3., com as seguintes alteracdes: as monocamadas de macréfagos foram
preparadas em placas de 24 orificios, nas quais foram semeadas 1 mL de uma suspensao
contendo 1x100 células de camundongos/mL/pog¢o, do lavado peritoneal ou da suspensio
de células da medula 6ssea diferenciadas em macréfagos na presenca de CSFs. Apds
lavagem para remog¢do das células ndo aderentes, foi acrescentado 1 mL de meio RPMI
completo, contendo LPS (1 pg/mL) a cada pogo de cultura. As placas foram incubadas por
48 horas, a 37°C, em estufa umidificada, em atmosfera contendo 5% de COa.

Os sobrenadantes foram coletados e testados para verificar a presenca das citocinas
IL-1-0, TNF-a e IL-10 por ensaios de ELISA tipo sanduiche, utilizando kits comerciais.
Para a deteccdo de IL-1-a, foram utilizados Kits QuantiKine ® M murine (R&D systems),
para a detec¢@o de TNF-a., foram utilizados Kits DuoSet (R&D systems) e para a detec¢ao

de IL-10, foram utilizados Kits OptEIA ™ (Pharmigen), seguindo as instrucdes do

fabricante.
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10. - ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em puM de nitrito/1x10° células ou pg de uréia/ 1x10°
células ou pg/mL da citocina/1x10° células e em seguida, foi realizado o teste t de “Student”
para determinar se as variacdes foram estatisticamente significativas para valores de

p<0,05. Para a elaboracdo dessas andlises, utilizou-se o Software GraphPad Prism.
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1.- Efeito do LPS, IL-4 e IFN-y sobre a atividade da iNOS e arginase em células
peritoneais aderentes (M ¢P) de camundongos naive e elicitados.

Células peritoneais aderentes (M¢P) de camundongos naive ou elicitados pelo
tioglicolato foram estimuladas in vitro com quantidades crescentes de LPS (1, 10, 100,
1000 ng/mL), IL-4 (0,1, 1 e 10 UI/mL) ou IFN-y (0,5, 5 e 50 UI/mL). A atividade da iNOS
foi inferida pela determinagdo das quantidades de nitrito presentes nos sobrenadantes das
cultura e a atividade de arginase foi inferida a partir da dosagem de uréia, convertida a
partir da L-arginina, em rea¢do conduzida na presenca dos lisados das células aderentes. Os
resultados obtidos estdo resumidos nas Figuras 1 e 2.

Como ¢ possivel observar na Figura 1 (Painel A), o LPS e o IFN-y foram capazes de
induzir uma elevagdo significativa e dose-dependente nas quantidades de nitrito nos
sobrenadantes de cultura de M¢P de camundongos naive; enquanto que a IL-4, em qualquer
das doses utilizadas, nao foi capaz de induzir a producdo de niveis detectdveis de 6xido
nitrico nas células residentes.

E possivel observar na Figura 1 que os M¢P residentes ja expressam arginase
mesmo quando cultivados na auséncia de qualquer estimulo in vitro, tendo em vista os
niveis de uréia detectados nas reagdes conduzidas na presenca dos extratos desse grupo de
células (Painel B). Nenhuma mudanga nos niveis de uréia pode ser observada quando as
reacdes foram conduzidas na presenca de extratos de M¢P naive estimulados in vitro com
qualquer das doses de LPS ou de IFN-y, indicando que estes nao sdo estimulos indutores da
expressdo da Arg2 para essas células. Por outro lado, a IL-4 foi capaz de elevar

significativamente a atividade arginase em M¢P residentes de modo dose-dependente.
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Macréfagos peritoneais de camundongos elicitados pelo tioglicolato e cultivados na
presenca de LPS ou IFN-y também produziram de modo dose-dependente niveis elevados
de NO, conforme determinado pela dosagem de nitrito no sobrenadante de cultura dessas
células (Figura 2, Painel A). A IL-4 ndo foi capaz de induzir a producdo de niveis
detectdveis de 6xido nitrico em todas as doses que foram empregadas.

Os extratos obtidos de M¢P elicitados e ndo estimulados também foram capazes de
gerar quantidades elevadas de uréia nas reacdes de hidrélise da L-arginina; cerca de duas
vezes mais do que o observado em M¢P naive cultivados em condi¢des idénticas (Figura 2,
Painel B). Tanto LPS quanto IFN-y ndao foram capazes de elevar os niveis de arginase nas
células elicitadas. Ao contrdrio, IL-4 teve um efeito dose-dependente sobre a expressao de

arginase, atingindo niveis significativamente mais levados na dose de 10 UI/mL (Figura 2,

Painel B).
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Figura 1 - Efeito do LPS, IL-4 ou IFN-y sobre a atividade da iNOS e arginase em células
peritoneais aderentes (M¢P) de camundongos naive. Pool de células da cavidade peritoneal de
camundongos jovens da linhagem BALB/c naive (n=5) foram semeadas em placas de 96 pogos na
densidade de 2x10°células/pogo, em triplicata, e incubadas por 2 h, a 37°C e 5% CO,. As células
ndo aderentes foram eliminadas por lavagem e os M¢P foram cultivados por um periodo adicional
de 48 h, na presenca de LPS (1, 10, 100 e 1000 ng/mL), ou IL-4 (0,1, 1 e 10 Ul/mL) ou IFN-y (0,5,
5 e 50 Ul/mL). As barras representam os niveis de nitrito liberados nos sobrenadantes de cultura
pela acdo da iNOS (Painel A) ou de uréia liberada através da conversdo da L-arginina pela arginase
contida nos extratos celulares (Painel B). A producdo de NO foi determinada pela medida de nitrito
acumulado nos sobrenadantes de cultura, empregando-se o reagente de Griess. A atividade de
arginase nos lisados celulares foi determinada pela conversdo da L-arginina em uréia, empregando-
se a rea¢do com o d-isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio dcido. Os resultados foram analisados
pelo teste t de “Student” e as variagdes estatisticas foram consideradas significativas para valores de
p<0,05, representadas por (*) na comparacdo entre controles e tratados.
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Figura 2 - Efeito do LPS, IL-4 ou IFN-y sobre a atividade da iNOS e arginase em células
peritoneais aderentes (M¢P) de camundongos pré-tratados com tioglicolato. Pool de células da
cavidade peritoneal de camundongos jovens da linhagem BALB/c naive (n=5) foram semeadas em
placas de 96 pocos na densidade de 2x10°células/poco, em triplicata, e incubadas por 2 h, a 37°C e
5% CO,. As células ndo aderentes foram eliminadas por lavagem e os M¢P foram cultivados por
um periodo adicional de 48 h, na presenca de LPS (1, 10, 100 e 1000 ng/mL), ou IL-4 (0,1, 1 e 10
Ul/mL) ou IFN-y (0,5, 5 e 50 Ul/mL). As barras representam os niveis de nitrito liberados nos
sobrenadantes de cultura pela acdo da iNOS (Painel A) ou de uréia liberada através da conversdo da
L-arginina pela arginase contida nos extratos celulares (Painel B). A producdo de NO foi
determinada pela medida de nitrito acumulado nos sobrenadantes de cultura, empregando-se o
reagente de Griess. A atividade de arginase nos lisados celulares foi determinada pela conversao da
L-arginina em uréia, empregando-se a rea¢do com o a-isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio
acido. Os resultados foram analisados pelo teste t de “Student” e as variacdes estatisticas foram
consideradas significativas para valores de p<0,05, representadas por (*) na comparagdo entre
controles e tratados.
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2.- Efeito reciproco do LPS e da IL-4 sobre as atividades da iNOS e arginase em
células peritoneais aderentes (M ¢P) de camundongos naive e elicitados.

Como esperado, verificamos que IL-4 ndo induziu a produgdo de NO por
macréfagos peritoneais, conforme estimado pela dosagem de nitrito nos sobrenadantes de
cultura. Por outro lado, verificamos que a IL-4 inibiu de modo dose-dependente a producio
de NO induzida por LPS em macréfagos naive (Figura 3, Painel A) e em macr6fagos
elicitados (Figura 4, Painel A).

O cultivo de macréfagos peritoneais na presenca de IL-4 resultou em niveis
significativamente mais elevados de atividade da arginase nos extratos de macr6fagos naive
(Figura 3, Painel B) e elicitados (Figura 4, Painel B), conforme medido pela conversdo de
L-arginina em uréia. Contudo, reducao significativa na atividade de arginase foi observada
em macrofagos cultivados simultaneamente na presenga de LPS (1 pg/mL) e IL-4 (1 e 10

Ul/mL).
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Figura 3 - Efeito reciproco do LPS e da IL-4 sobre as atividades da iNOS e arginase em
células peritoneais aderentes (M¢P) de camundongos naive. Pool de células da cavidade
peritoneal de camundongos jovens da linhagem BALB/c naive (n=5) foram semeadas em placas de
96 pogos na densidade de 2x10°células/poco, em triplicata, e incubadas por 2 h, a 37°C e 5% CO,.
Ap6s a remocdo das células ndo aderentes, os M¢P foram incubados a 37°C, por 48 h, com IL-4 nas
doses de 1 Ul/mL e 10 Ul/mL, na presenca ou auséncia de LPS (1pg/mL). As barras representam os
niveis de nitrito liberados nos sobrenadantes de cultura pela acdo da iNOS (Painel A) ou de uréia
liberada através da conversdo da L-arginina pela arginase contida nos extratos celulares (Painel B).
A producdo de NO foi determinada pela medida de nitrito acumulado nos sobrenadantes de cultura,
empregando-se o reagente de Griess. A atividade de arginase nos lisados celulares foi determinada
pela conversdo da L-arginina em uréia, empregando-se a reagcdo com o o-isonitroso-propiofenona
(ISPF) em meio acido. Os resultados foram analisados pelo teste t de “Student” e as variagoes
estatisticas foram consideradas significativas para valores de p<0,05, representadas por (*) na
comparacao entre controles e tratados e (#) na comparacao entre tratamentos no mesmo grupo.
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Figura 4 - Efeito reciproco do LPS e da IL-4 sobre as atividades da iNOS e arginase em
células peritoneais aderentes (M¢P) de camundongos pré-tratados com tioglicolato. Pool de
células da cavidade peritoneal de camundongos jovens da linhagem BALB/c naive (n=5) foram
semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 2x10°células/pogo, em triplicata, e incubadas por
2 h, a 37°C e 5% CO,. Apds a remocgdo das células ndo aderentes, os M¢P foram incubados a 37°C,
por 48 h, com IL-4 nas doses de 1 Ul/mL e 10 Ul/mL, na presenca ou auséncia de LPS (1pug/mL).
As barras representam os niveis de nitrito liberados nos sobrenadantes de cultura pela acdo da
iNOS (Painel A) ou de uréia liberada através da conversdo da L-arginina pela arginase contida nos
extratos celulares (Painel B). A producdo de NO foi determinada pela medida de nitrito acumulado
nos sobrenadantes de cultura, empregando-se o reagente de Griess. A atividade de arginase nos
lisados celulares foi determinada pela conversdo da L-arginina em uréia, empregando-se a reacio
com o o-isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio dcido. Os resultados foram analisados pelo teste t
de “Student” e as variagOes estatisticas foram consideradas significativas para valores de p<0,05,

representadas por (*) na comparacdo entre controles e tratados e (#) na comparagdo entre
tratamentos no mesmo grupo.

46



3.- Efeito do LPS, IL-4 e IFN-y sobre a atividade da iNOS e arginase em células

diferenciadas da medula 6ssea (M §MO) de camundongos.

Células precursoras da medula 6ssea foram colhidas dos fémures de camundongos
normais e cultivadas por 8 dias, na presenca de sobrenadantes de cultura de fibroblastos da
linhagem 1.929 contendo GM-CSF. Apds esse periodo, as células diferenciadas (M¢MO)
foram examinadas quanto as suas caracteristicas morfolgicas e funcionais.

A andlise das células coradas por hematoxilina-eosina revelou a presenca de células
com aspecto de macréfagos, isto €, células espraiadas, grandes, com citoplasma granular e
vacuolado. Os ensaios de fagocitose mostraram que a maioria das células diferenciadas (60-
70% das células) foi capaz de internalizar particulas de zimosan opsonizadas com C3b
(dados nao mostrados). Os M¢MO foram cultivados na presenca de LPS e/ou IL-4. A
atividade da iNOS nessas culturas foi medida indiretamente, determinando-se as
quantidades de nitrito nos sobrenadantes de cultura das células aderentes. A expressao de
arginase foi verificada nos lisados celulares, medindo-se os niveis de uréia produzidos pela
conversao da L-arginina em meio 4cido.

O comportamento dos MPMO com relagdo a expressdo de iNOS e arginase estd
resumido na Figura 5. Da mesma forma que as células peritoneais, as culturas primdrias de
M¢MO foram sensiveis ao IFN-y e ao LPS para produzir o NO (Painel A) e a IL-4, para

produzir a arginase (Painel B).
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Figura 5 - Efeito do LPS, IL-4 ou IFN-y sobre a atividade da iNOS e arginase em M¢MO de
camundongos. Macréfagos foram diferenciados in vitro pelo cultivo de precursores da medula
ossea de camundongos jovens (n=3), durante 8 dias, na presenca de meio condicionado contendo
CSF. Os M¢MO foram transferidos para placas de 96 pogos na densidade de 2x10°células/poco, em
triplicata, e estimulados com LPS (1, 10, 100 e 1000 ng/mL), IFN-y (0,5, 5 e 50 UI/mL) ou IL-4
(0,1, 1 e 10 UI/mL), por 48 horas, a 37°C e 5% CO,. Os sobrenadantes de cultura foram
empregados para a dosagem de nitrito pelo reagente de Griess. Os extratos celulares foram
empregados como fonte de arginase na reacdo de conversdo da L-arginina em citrulina e uréia,
realizada em meio 4cido na presenca de o-isonitroso-propiofenona (ISPF). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M da concentragao de nitrito/ 10° células (Painel A) ou de uréia (Painel
B). Os resultados foram analisados pelo teste t de “Student” e as variagdes estatisticas foram
consideradas significativas para valores de p<0,05, representadas por (*) na comparagdo entre
controles e tratados.
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4.- Efeito reciproco do LPS e da IL-4 sobre as atividades da iNOS e arginase em
células diferenciadas da medula éssea (M ¢MO) de camundongos.

A Figura 6 resume os resultados obtidos quando se utilizou a IL-4 como estimulo in
vitro, nas doses de 1 e 10 Ul/mL, na presenca ou auséncia de 1ug/mL de LPS. Como
esperado, os M¢MO ndo foram capazes de produzir NO em resposta a IL.-4. Por outro lado,
o LPS induziu niveis significativamente elevados de NO (p<0,0001) nos sobrenadantes de
cultura, que foram gradativamente reduzidos quando se adicionou doses crescentes de IL-4
a cultura (Painel A).

A IL-4 promoveu de modo dose-dependente o aumento da atividade da arginase nos
extratos dos M¢MO, conforme avaliado nas reacdes de conversdo da L-arginina em uréia.
Porém, nas doses empregadas, a IL-4 ndo foi capaz de reverter o efeito inibitério induzido

pelo LPS sobre a atividade da arginase nessas células (Figura 6, Painel B).
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Figura 6 - Efeito reciproco do LPS e da IL-4 sobre as atividades da iNOS e arginase em
M¢MO de camundongos. Macréfagos foram diferenciados in vitro pelo cultivo de precursores da
medula 6ssea de camundongos jovens (n=3), durante 8 dias, na presenca de meio condicionado
contendo CSF. Os M¢MO foram transferidos para placas de 96 pocos na densidade de
2x10°células/pogo, em triplicata, e estimulados in vitro com IL-4, nas doses de 1 UI/mL e 10
Ul/mL, na presenca ou auséncia de LPS (1pg/mL), por 48 horas, a 37°C e 5% CO,. As barras
representam os niveis de nitrito, liberados nos sobrenadantes de cultura pela acdo da iNOS (Painel
A) ou de uréia, liberada através da convers@o da L-arginina pela arginase contida nos extratos
celulares (Painel B). Os niveis de nitrito foram determinados nos sobrenadantes empregando-se o
reagente de Griess e a produgdo de uréia foi determinada nos extratos celulares empregando-se o a-
isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio dcido. Os resultados foram analisados pelo teste t de
“Student” e as variagdes estatisticas foram consideradas significativas para valores de p<0,05,
representadas por (*) na comparacdo entre controles e tratados; (#) p<0,05 na comparacio entre
tratamento no mesmo grupo.
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5.- Efeito da fagocitose de Leishmania major, zimosan opsonizado e linfocitos

apoptoticos sobre a atividade de arginase e de iNOS em macréfagos peritoneais (M ¢P)

Para investigar o papel da fagocitose na atividade de arginase ou na producdo de
6xido nitrico, M¢P obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6 jovens, naive ou
elicitados foram tratados com trés diferentes tipos de particulas - Leishmania major,
zimosan opsonizado com C3b ou linfécitos apoptdticos — na presenga ou na auséncia de
doses sub-6timas de IL-4 (4 UI/mL), LPS (100 ng/mL) ou IFN-y (5,6 UI/mL).

Como se observa na Figura 7, a internalizagdo de promastigotas de Leishmania
major por M¢oP de camundongos BALB/c naive (Painel A) ndo modificou os niveis de
arginase detectados nos extratos dessas células. O tratamento dos M¢P naive com doses
sub-6timas de IL-4 ou IFN-y antes da adicdo do estimulo fagocitico aumentou a atividade
arginase nos extratos de M¢P naive. A fagocitose de L.major por M¢P de camundongos
BALB/c elicitados pelo tioglicolato (Painel C) n@o alterou a atividade arginase nessas
células, mas a adicdo de LPS ou IL-4 aumentou a atividade da enzima nesses extratos
(Painel C). A fagocitose de Leishmania major por M¢P de camundongos C57BL/6 nio
alterou os niveis de arginase em células naive (Painel B) ou elicitadas (Painel D) e os pré-
tratamentos com LPS, IL-4 ou IFN-y ndo alterou de modo significativo essa tendéncia.

J4 a fagocitose de particulas de zimosan (Figura 8) foi capaz de aumentar a
atividade arginase em M¢P de camundongos BALB/c naive (Painel A) ou elicitados com
tioglicolato (Painel C). O pré-tratamento das células peritoneais com doses sub-6timas de
IL-4 (4 Ul/mL), antes da adi¢do das particulas de zimosan, resultou em efeito
acentuadamente maior sobre a atividade arginase em M¢P de camundongos BALB/c naive

(Painel A) ou elicitados (Painel C) do que os demais estimulos. A internalizacdo de
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zimosan por M¢P naive de camundongos C57BL/6, tratados previamente ou ndo com doses
sub-6timas de 1L-4 (4 Ul/mL), ndo resultou na elevagdo dos niveis de arginase nessas
células (Painel B). A atividade de arginase nos extratos de M¢P elicitados obtidos de
camundongos C57BL/6 foi mais elevada do que a encontrada nos macréfagos de
camundongos naive, mas a fagocitose de zimosan opsonizado elevou apenas discretamente
os niveis de arginase nessas células (Painel D). Por outro lado, o tratamento prévio dos
macré6fagos elicitados de C57BL/6 com dose sub-6tima de IFN-y elevou significativamente
a atividade arginase nessas células (Painel D).

A Figura 9 mostra que a fagocitose de linfécitos apoptdticos por M¢P de
camundongos BALB/c naive ndo induziu alteracdes nos niveis de arginase expressos por
essas células (Painel A); apds o pré-tratamento com IL-4 e IFN-y, os niveis de arginase se
elevaram discretamente nas células naive. Porém, apds a fagocitose de linfécitos
apoptéticos, os M¢P elicitados mostraram atividade de arginase mais elevada que os
controles e a adicdo de IL-4 a essas culturas resultou em discreto aumento desses niveis
(Painel C). Nenhum aumento nos niveis de arginase foi observado em M¢P de
camundongos C57BL/6 naive que fagocitaram linf6citos apoptoticos, tratados previamente
ou ndo com doses sub-6timas de IL-4 (Painel B). A fagocitose de linfécitos apoptdticos por
M¢P elicitados de camundongos CS57BL/6 elevou significativamente a atividade de
arginase nessas células; o tratamento prévio com dose sub-6tima de IFN-y aumentou
significativamente a atividade arginase nos M¢P elicitados desenvolvida apds fagocitose de

linfécitos apoptéticos (Painel D).
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A fagocitose de Leishmania major, zimosan opsonizado ou linfécitos apoptdticos
ndo foi capaz de induzir a atividade de iNOS em M¢P de camundongos BALB/c ou

C57BL/6, naive ou elicitados com tioglicolato.

53



A BALB/c B C57BL/6
100- 100~

@ Naive
804 80
QE‘ )
€
= 604 = 604
2 2
© ©
> 404 . . 3 40
> _r =
20+ 20
\ | ] || | e e e [ e
c - LPS IL-4 IFN-y c - LPS IL-4 IFN-y
Leishmania major Leishmania major
C D
250+ 250+
[J Elicitado
200 200
) Y -
g 150+ g 150
o (=)
2 2
© ©
:9—2 100+ :@ 100+
=} )
501 504
: [l —— 1 ]
c - LPS IL-4 IFN-y o] - LPS IL-4 IFN-y
Leishmania major Leishmania major

Figura 7 - Efeito da fagocitose de Leishmania major sobre a atividade da arginase em
macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 naive e elicitados. Pool de células
peritoneais foram coletadas de camundongos BALB/c (Painéis A e C) e C57BL/6 (Painéis B e D)
naive (n=15; barras escuras) ou pré-tratados com meio de tioglicolato (n=5; barras claras) e
plaqueadas na densidade de 1x10°células/poco/mL, em triplicata e incubadas com LPS (100
ng/mL), IL-4 (4 Ul/mL) ou IFN-y (5 UI/ mL) (V:V) por 18 horas. Apds a lavagem das culturas para
remogdo dos estimulos, as formas promastigotas de Leishmania major foram adicionadas as
culturas na densidade de 3x10° parasitas/mL. Apés 3 horas de incubagio a 37°C e 5% CO,, os
parasitas foram removidos por lavagem, seguindo-se incubacio adicional das placas por 48 horas, a
37°C e 5% CO,. As barras representam os niveis de uréia liberada através da conversido da L-
arginina pela arginase contida nos extratos celulares. A produgdo de uréia foi determinada nos
extratos celulares empregando-se o a-isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio dcido. Os resultados
foram analisados pelo teste t de “Student” e as variagdes estatisticas foram consideradas
significativas para valores de p<0,05, representadas por (¥) nas comparagdes entre controles e os
valores obtidos ap6s a fagocitose da particula na ausé€ncia (-) ou na presenca de estimulos e (#) nas
comparagdes entre os valores obtidos apds a fagocitose da particula na auséncia de estimulos (-) e
os valores na presenca de estimulos.
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Figura 8 - Efeito da fagocitose de zimosan opsonizado sobre a atividade da arginase em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 naive e elicitados. Pool de células
peritoneais foram coletadas de camundongos BALB/c (Painéis A e C) e C57BL/6 (Painéis B e D)
naive (n=15; barras escuras) ou pré-tratados com meio de tioglicolato (n=5; barras claras) e
plaqueadas na densidade de 1x10° particulas/pogo/mL, em triplicata e incubadas com LPS (100
ng/mL), IL-4 (4 Ul/mL) ou IFN-y (5 UI/ mL) (V:V) por 18 horas. Apéds a lavagem das culturas para
remogio dos estimulos, particulas de zimosan opsonizado (5x10° particulas/mL) foram adicionadas
as culturas. Apés 3 horas de incubacdo a 37°C e 5% CO,, as particulas foram removidas por
lavagem, seguindo-se incubacg@o adicional das placas por 48 horas, a 37°C e 5% CO,. As barras
representam os niveis de uréia liberada através da conversao da L-arginina pela arginase contida nos
extratos celulares. A produgdo de uréia foi determinada nos extratos celulares empregando-se o o-
isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio 4cido. Os resultados foram analisados pelo teste t de
“Student” e as variagdes estatisticas foram consideradas significativas para valores de p<0,05,
representadas por (*) nas comparacdes entre controles e os valores obtidos apds a fagocitose da
particula na auséncia (-) ou na presenca de estimulos e (#) nas comparagdes entre os valores obtidos
apos a fagocitose da particula na auséncia de estimulos (-) e os valores na presenca de estimulos.
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Figura 9 - Efeito da fagocitose de linfocitos apoptdticos sobre a atividade da arginase em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 naive e elicitados. Células
peritoneais foram coletadas de camundongos BALB/c (Painéis A e C) e C57BL/6 (Painéis B e D)
naive (n=15; barras escuras) ou pré-tratados com meio de tioglicolato (n=5; barras clara) e
plaqueadas na densidade de 1x10° células/pogo/mL, em triplicata e incubadas com LPS (100
ng/mL), IL-4 (4 Ul/mL) ou IFN-y (5 UI/ mL) (V:V) por 18 horas. Apds a lavagem das culturas para
remogdo dos estimulos, linfécitos apoptéticos (5x10° células/mL) foram adicionados as culturas.
Apds 3 horas de incubagdo a 37°C e 5% CO,, as células apoptdticas nao fagocitadas foram
removidas por lavagem, seguindo-se incubagdo adicional das placas por 48 horas, a 37°C e 5%
CO,. As barras representam os niveis de uréia liberada através da conversido da L-arginina pela
arginase contida nos extratos celulares. A producdo de uréia foi determinada nos extratos celulares
empregando-se o a-isonitroso-propiofenona (ISPF) em meio acido. Os resultados foram analisados
pelo teste t de “Student” e as variagdes estatisticas foram consideradas significativas para valores de
p<0,05, representadas por (*) nas comparacdes entre controles e os valores obtidos apds a
fagocitose da particula na auséncia (-) ou na presenca de estimulos e (#) nas comparagdes entre 0s
valores obtidos ap6s a fagocitose da particula na auséncia de estimulos (-) e os valores na presenca
de estimulos.
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6.- Atividade e expressdo da iNOS e arginase em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c jovens e velhos, cultivados na presenca de LPS, IL-4 ou IFN-y.

Os experimentos seguintes foram realizados para avaliar a atividade/expressdo de
arginase e iNOS em células aderentes de camundongos BALB/c, em diferentes etapas do
seu desenvolvimento pds-natal.

Inicialmente, investigou-se a celularidade em cavidades peritoneais de
camundongos BALB/c de diferentes faixas etérias (jovens de 8 semanas de idade; adultos
de 32 semanas de idade e; velhos de 64 semanas de idade), naive ou elicitados com
tioglicolato. Um aumento significativo no ndmero de células nessas cavidades foi
observado no decorrer do envelhecimento, tanto em cavidades naive quanto em cavidades
elicitadas pelo tioglicolato. As cavidades peritoneais de camundongos naive velhos
mostraram um numero de células comparavel ao encontrado nas cavidades elicitadas de
animais jovens, indicando um estado natural de ativacdo nos animais mais velhos (Figura
10).

Em experimentos subseqiientes, a producdo de 6xido nitrico e arginase foi avaliada
em culturas realizadas com suspensdes padronizadas de macréfagos peritoneais (M¢P)
naive e elicitados, obtidas de camundongos jovens e velhos, estimuladas com LPS, IFN-y
ou IL-4. As Figuras 11 e 12 resumem os resultados encontrados nesses experimentos. Os
M¢P de camundongos jovens produziram niveis de NO significativamente mais elevados
em resposta ao LPS e IFN-y do que os M¢P de camundongos velhos (Figura 11, Painel A).
Apenas os macréfagos obtidos de camundongos jovens exibiram atividade arginase apds o
tratamento com IL-4 (Figura 11, Painel B). A produc¢do de 6xido nitrico induzida pelo LPS

foi significativamente mais elevada nos M¢P elicitados provenientes de animais jovens;
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mas, M¢P jovens e velhos ndo mostraram diferengas significativas quanto a produgdo de
NO induzida por IFN-y (Figura 12, Painel A). A atividade arginase em resposta a 1L.-4 foi
similar em M¢P elicitados obtidos de camundongos jovens e velhos (Figura 12, Painel B).

A expressdo da arginase e da iNOS por immunoblotting também foi investigada nos
lisados celulares obtidos de animais jovens e velhos e os resultados obtidos podem ser
observados nas Figuras 13 a 16.

A Figura 13 mostra que a enzima arginase pode ser detectada em preparacdes de
M¢P de camundongos naive, jovens e velhos, estimulados pela IL-4. Porém, a
densitometria das bandas mostrou sinal mais intenso da enzima nos extratos de macréfagos
de camundongos jovens do que nos velhos. No entanto, a IL.-4 foi igualmente eficiente em
induzir o aumento de expressao de arginase em M¢P elicitados de camundongos jovens e
velhos, embora em células dos animais jovens essa enzima ja estivesse expressa em niveis
mais elevados nos controles ndo estimulados pela citocina (Figura 14).

A expressdao de iINOS em M¢P de camundongos naive s6 foi observada apds
estimulacdo das células com IFN-y, ndo havendo diferencas na expressdo da enzima em
macréfagos provenientes de camundongos jovens e velhos (Figura 15). Em M¢P de
camundongos jovens elicitados, a iNOS foi expressa apds estimulacdo com LPS ou com
IFN-y. Em M¢P de camundongos velhos, a iNOS foi expressa apenas quando as células

foram estimuladas com IFN-y (Figura 16).
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Figura 10 - Avaliacdo da celularidade em cavidades peritoneais de camundongos BALB/c. O
nimero de células foi determinado em cavidades peritoneais de camundongos BALB/c com 8
(jovem), 32 (adulto) e 64 (velho) semanas de idade, residentes ou elicitados pelo meio de
tioglicolato (n=5), através de contagem individual em cimara de Neubauer. Valor p<0,05 (*) no
teste One-way ANOVA (Teste de Comparagao Muiltipla de Bonferroni).
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Figura 11 - Atividade de iNOS e arginase em M¢P de camundongos BALB/c jovens e velhos
naive, cultivados na presenca de LPS, IL-4 ou IFN-y. Pool de células da cavidade peritoneal de
camundongos naive, jovens ou velhos (n=14) foram semeadas em placas de cultura de 96 pogos na
densidade de 2x10° células/pogo, em triplicata. ApSs remogio das células ndo aderentes, os MOP
foram estimulados in vitro com LPS (1pg/mL), IL-4 (40 Ul/mL) ou IFN-y (50 Ul/mL), por 48
horas, a 37°C e 5% CO,. Os sobrenadantes de cultura foram empregados para a dosagem de nitrito
pelo reagente de Griess (Painel A) e os extratos celulares foram empregados como fonte de arginase
na reagdo de conversdo da L-arginina em citrulina e uréia realizada na presenga de o-isonitroso-
propiofenona (ISPF) em meio dcido (Painel B). Os resultados foram expressos como média +
EP.M da concentracio de Nitrito/10° células ou de uréia (ug/mL). Foram considerados
significativos valores de p<0,05 representados por (*) na comparagdo entre controles e diferentes
tratamentos e (#) na comparacao entre os grupos jovens e velhos, em cada tratamento.
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Figura 12 - Atividade de iNOS e arginase em M¢P de camundongos BALB/c jovens e velhos
pré-tratados com meio de tioglicolato, cultivados na presenca de LPS, IL.-4 ou IFN-y. Pool de
células da cavidade peritoneal de camundongos jovens ou velhos, pré-tratados com meio de
tioglicolato (n=6) foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 2x10° células/pogo, em
triplicata. Apds a remocdo das células ndo aderentes, os M¢P foram estimulados in vitro com LPS
(1pg/mL), IL-4 (40 Ul/mL) ou IFN-y (50 Ul/mL), por 48 horas, a 37°C e 5% CO,. Os
sobrenadantes de cultura foram empregados para a dosagem de nitrito pelo reagente de Griess
(Painel A) e os extratos celulares foram empregados como fonte de arginase na reagdo de conversao
da L-arginina em citrulina e uréia realizada na presenca de a-isonitroso-propiofenona (ISPF) em
meio dcido (Painel B). Os resultados foram expressos como média £ E.P.M da concentragido de
Nitrito/10° células ou de uréia (ug/mL). Foram considerados significativos valores de p<0,05
representados por (*) na comparagdo entre controles e diferentes tratamentos e (#) na comparagdo
entre os grupos jovens e velhos, em cada tratamento.
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Figura 13 - Anilise por Western blot da expressdo de arginase em M¢P de camundongos
BALB/c naive, jovens e velhos cultivados na presenca de LPS ou IL-4. M¢P de camundongos
naive foram cultivados na densidade de 10’ células com os estimulos LPS (1pg/mL) ou IL-4 (40
UI/mL), por 48 h. Apés remogdo das células ndo aderentes, os M¢P foram lisados em 500uL de
tampdo de amostra para eletroforese. Aliquotas de 60ul de cada amostra foram separadas
eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
postas a reagir com anticorpo monoclonal anti-arginase (clone 19). As rea¢des foram reveladas com
composto quimioluminescente e expostas a filme de raio-X. Apds revelacio e secagem, os filmes
foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise das densitometrias integradas foi feita pelo
programa ImageJ.
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Figura 14 - Analise por Western blot de expressio de arginase em M¢P de camundongos
BALB/c elicitados, jovens e velhos cultivados na presenca de LPS ou IL-4. M¢P de
camundongos pré-tratados com meio de tioglicolato foram cultivados na densidade de 107 células
com os estimulos LPS (1pg/mL) ou IL-4 (40 UI/mL), por 48 h. Apds remog¢do das células ndo
aderentes, os M@P foram lisados em 500uL de tampédo de amostra para eletroforese. Aliquotas de
60ul de cada amostra foram separadas eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas
de nitrocelulose. As membranas foram postas a reagir com anticorpo monoclonal anti-arginase
(clone 19). As reagdes foram reveladas com composto quimioluminescente e expostas a filme de
raio-X. Apoés revelagdo e secagem, os filmes foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise
das densitometrias integradas foi feita pelo programa ImageJ.
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Figura 15 - Analise por Western blot de expressao de iNOS em M¢P de camundongos BALB/c
naive, jovens e velhos cultivados na presenca de LPS ou IFN-y. M¢P de camundongos naive
foram cultivados na densidade de 10’ células com os estimulos LPS (Ipg/mL) ou IFN-y (50
UI/mL), por 12 h. Apés remogdo das células ndo aderentes, os M¢P foram lisados em 500uL de
tampdo de amostra para eletroforese. Aliquotas de 60ul de cada amostra foram separadas
eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
postas a reagir com anticorpo monoclonal mac-NOS (clone 6). As reacdes foram reveladas com
composto quimioluminescente e expostas a filme de raio-X. Apds revelacio e secagem, os filmes
foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise das densitometrias integradas foi feita pelo
programa Imagel.
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Figura 16 - Analise por Western blot da expressao de iNOS em M¢P de camundongos BALB/c
elicitados, jovens e velhos cultivados na presenca de LPS ou IFN-y. M¢P de camundongos pré-
tratados com meio de tioglicolato foram cultivados na densidade de 10’ células com os estimulos
LPS (1pg/mL) ou IFN-y (50 UI/mL), por 12 h. Apés remogdo das células ndo aderentes, os M¢P
foram lisados em 500uL de tampao de amostra para eletroforese. Aliquotas de 60ul de cada amostra
foram separadas eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas de nitrocelulose. As
membranas foram postas a reagir com anticorpo monoclonal mac-NOS (clone 6). As reagdes foram
reveladas com composto quimioluminescente e expostas a filme de raio-X. Apds revelacdo e
secagem, os filmes foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise das densitometrias
integradas foi feita pelo programa ImageJ.
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7.- Atividade e expressdo da iNOS e arginase em macrofagos diferenciados in
vitro a partir de precursores da medula ossea de camundongos BALB/c jovens e velhos.

As atividades da iNOS e arginase também foram investigadas em macréfagos
derivados da medula 6ssea (MPMO) obtidos de animais jovens e velhos e os resultados
estdo resumidos nas Figuras 17 a 19. Observa-se que M¢MO de animais jovens e velhos
foram igualmente capazes de produzir quantidades significativas de 6xido nitrico, quando
estimulados com LPS e IFN-y (Figura 17, Painel A). Embora os M¢MO de animais velhos
tenham exibido atividade arginase em niveis mais elevados em resposta ao estimulo de IL-4
(Figura 17, Painel B), nenhuma diferenca significativa na expressdo da enzima foi
observada em M¢MO de camundongos jovens e velhos (Figura 18). A expressdo da iNOS
em M¢MO (Figura 19) acompanhou os resultados observados nos ensaios para detecgdo de
6xido nitrico, isto €, apos estimulacdo com LPS e IFN-y os M¢MO de animais jovens e

velhos expressaram iNOS de modo similar.
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Figura 17 - Atividade de iNOS e arginase em M¢MO de camundongos BALB/c jovens e
velhos. Macréfagos foram diferenciados in vitro pelo cultivo de precursores da medula dssea de
camundongos jovens ou velhos (n=13) durante 8§ dias, na presenca de meio condicionado contendo
CSF. Os M¢MO foram transferidos para placas de 96 pogos na densidade de 2x10°células/poco, em
triplicata, e estimuladas com LPS (1 pg/mL), IFN-y (50 UI/mL) ou IL-4 (40 Ul/mL), por 48 horas, a
37°C e 5% CO,. Os sobrenadantes de cultura foram empregados para a dosagem de nitrito pelo
reagente de Griess (Painel A) e os extratos celulares foram empregados como fonte de arginase na
reacdo de conversdo da L-arginina em citrulina e uréia, realizada na presenca de o-isonitroso-
propiofenona (ISPF) em meio dcido (Painel B). Os resultados foram expressos como média +
E.P.M da concentracio de uréia (ug/mL) ou como média + E.P.M e da concentracio de nitrito/10°
células. Foram considerados significativos os valores de p< 0,05 representados por (*) na

comparacio entre controles e diferentes tratamentos e (#) entre os grupos jovens e velhos, em cada
tratamento.
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Figura 18 — Analise por Western blot da expressao de arginase em M¢MO de camundongos
BALB/c naive, jovens e velhos cultivados na presenca de LPS ou IL-4. M¢MO de camundongos
naive foram cultivados na densidade de 10’ células com os estimulos LPS (1pg/mL) ou IL-4 (40
Ul/mL), por 48 h. Apds remocdo das células ndo aderentes, os M¢MO foram lisados em 500uL de
tampdo de amostra para eletroforese. Aliquotas de 60ul de cada amostra foram separadas
eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
postas a reagir com anticorpo monoclonal anti-arginase (clone 19). As rea¢des foram reveladas com
composto quimioluminescente e expostas a filme de raio-X. Apds revelacdo e secagem, os filmes
foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise das densitometrias integradas foi feita pelo

programa ImageJ.

68



130 KDa

Jovem Velho

30-
(/)]
©
©
©

D 204
<
(/)]
Q
®

g 10-
(/)]
Cc
[}
a

0_

C LPS |FN-'y C LPS |FN-7
Tratamento

Figura 19 — Analise por Western blot da expressao de iNOS em M¢MO de camundongos
BALB/c naive, jovens e velhos, cultivados na presenca de LPS ou IFN-y. M¢MO de
camundongos naive foram cultivados na densidade de 10’ células com os estimulos LPS (1ug/mL)
ou IFN-y (50 Ul/mL), por 12 h. Apds remogdo das células ndo aderentes, os MOMO foram lisados
em 500uL de tampdo de amostra para eletroforese. Aliquotas de 60ul de cada amostra foram
separadas eletroforeticamente e a seguir transferidas para membranas de nitrocelulose. As
membranas foram postas a reagir com anticorpo monoclonal mac-NOS (clone 6). As reagdes foram
reveladas com composto quimioluminescente e expostas a filme de raio-X. Apds revelacdo e
secagem, os filmes foram copiados em aparelho do tipo Scan. A andlise das densitometrias
integradas foi feita pelo programa Imagel.
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8.- Producdo de citocinas por macréfagos peritoneais ou diferenciados de medula
ossea de camundongos BALB/c jovens e velhos, estimulados com LPS.

A produgdo de IL-la, TNF-a e IL-10 por macréfagos peritoneais (M¢P) ou
diferenciados a partir de precursores da medula 6ssea (MPMO) foi investigada nos
sobrenadantes das células cultivadas, por 48 horas, na presenca de LPS. Os resultados
obtidos nesses experimentos estdo resumidos nas Figuras 20 e 21.

Pode-se observar que o cultivo de M¢P naive ou elicitados na presengca de LPS
resultou na produ¢do de IL-1a em niveis mais elevados que nos controles ndo tratados com
a endotoxina (Figura 20). Porém, nos M¢P de animais velhos elicitados, os niveis de IL-1a
foram significativamente mais elevados do que nos demais grupos experimentais (Figura
20, Painel A). Os niveis de TNF-o também aumentaram significativamente apds o
tratamento com a endotoxina em M¢P de camundongos jovens e velhos, naive e elicitados
(figura 20, Painel B). Porém, os niveis de TNF-a foram significativamente mais elevados
nos M¢P de animais jovens, particularmente de animais elicitados. Por outro lado, a IL-10
nao foi induzida pelo LPS em qualquer tipo de células peritoneais aderentes na dose de
endotoxina empregada neste trabalho (Figura 20, Painel C).

Diferentemente dos resultados obtidos com células peritoneais, os MoMO de
camundongos jovens e velhos, apOs estimulo in vitro com LPS, produziram apenas TNF-a;
os niveis dessa citocina produzidos por M¢MO de animais velhos foram significativamente
mais elevados do que em M¢MO de animais jovens (Figura 21, Painel B). Nao foram
observadas alteracdes nos niveis de IL-1a ou de IL-10 produzidas por M¢MO estimulados

por LPS em relacdo aos controles (Figura 21, Painéis A e C).
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Figura 20 - Deteccio de IL-1a, TNF-o e IL-10 em sobrenadantes de células peritoneais
aderentes de camundongos BALB/c jovens e velhos estimulados in vitro com LPS. Pool de
células peritoneais de camundongos jovens ou velhos, naive (n=15) ou estimulados com o meio de
tioglicolato (n=5) foram plaqueadas na densidade de 10° células/pogo/mL, em triplicata, e incubadas
na presenca ou auséncia de LPS (1pg/mL), por 48 h, a 37°C e 5% CO,. Os sobrenadantes das
culturas foram dosados por ELISA de captura com kits comerciais para a presenca de IL-1o (Painel
A; Kit Quantikine M murine; sensibilidade do teste 5 pg/mL), TNF-a (Painel B; kit DUO SET
ELISA Kit; sensibilidade do teste 62,5 pg/mL) e IL-10 (Painel C; kit Pharmingen; sensibilidade do
teste 30 pg/mL). As barras representam os niveis de IL-1a ou TNF-a ou IL-10 detectados em dois
experimentos independentes para cada citocina. As variagdes estatisticas foram determinadas pelo
teste t de “Student” (*) na comparagdo entre células controles e tratadas com LPS; (#) na
comparagio entre os grupos jovens e velhos em cada tratamento (p<0,05).
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Figura 21 - Deteccio de IL-la, TNF-o e IL-10 em sobrenadantes de células aderentes
diferenciadas de precursores da medula éssea de camundongos BALB/c jovens e velhos
estimuladas in vitro com LPS. Macréfagos foram diferenciados in vitro pelo cultivo de precursores
da medula éssea de camundongos jovens ou velhos (n=13) durante 8 dias, na presenca de meio
condicionado contendo CSF. Os MMO semeados em placas de 24 pocos na densidade de 10°
células/poco/mL, em triplicata, e incubados na presenga ou auséncia de LPS (1pg/mL), por 48 h, a
37°C e 5% CO,. Os sobrenadantes das culturas foram dosados por ELISA de captura com Kkits
comerciais para a presenca de IL-1a (Painel A; Kit Quantikine M murine; sensibilidade do teste 5
pg/mL), TNF-a (Painel B; kit DUO SET ELISA Kit; sensibilidade do teste 62,5 pg/mL) e IL-10
(Painel C; kit Pharmingen; sensibilidade do teste 30 pg/mL). As barras representam os niveis de IL-
la ou TNF-a ou IL-10 detectados em dois experimentos independentes para cada citocina. As
variagdes estatisticas foram determinadas pelo teste t de “Student” (*) na comparacao entre células
controles e tratadas com LPS; (#) na comparacdo entre os grupos jovens e velhos em cada
tratamento (p<0,05).
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A L-arginina pode ser metabolizada nas células fagociticas por duas vias
enzimadticas, uma envolvendo a arginase e a outra a iNOS. A arginase apresenta-se em duas
isoformas nos fagdcitos, uma constitutiva e outra induzida por estimulos microbianos ou
por citocinas produzidas por linfécitos TH2. Por outro lado, a metaboliza¢do da L-arginina
pela sintase do 6xido nitrico em fagdcitos s6 ocorre apds a expressao da forma induzida da
enzima, isto é a iINOS. A expressio da iNOS € geralmente induzida por produtos
microbianos e/ou por citocinas derivadas de células TH1 [revisto em PERANZONI et al.,
2008].

No presente trabalho, analisamos o balanco da producdo e da atividade das enzimas
iNOS e arginase em macréfagos peritoneais (M¢P) residentes ou elicitados e em
macréfagos de medula 6ssea (MPMO) de camundongos da linhagem BALB/c, frente a
diferentes doses de LPS, IL-4 ou IFN-y, bem como apds a fagocitose mediada por
receptores distintos na superficie dos fagdcitos. Uma andlise comparativa dos efeitos da
fagocitose sobre a producdo de iNOS e arginase foi realizada com camundongos C57BL/6.

Corroborando dados da literatura [CUNHA et al., 1994; MODOLELL et al, 1995],
observamos que tanto os macréfagos peritoneais como os derivados de medula 6ssea de
camundongos BALB/c foram capazes de produzir NO, de modo dose-dependente, quando
tratados com IFN-y e/ou LPS. Além disso, verificamos que a produ¢do de NO induzida por
LPS era inibida pelo tratamento concomitante com IL-4, como ja mostrado por outros
autores [CORRALIZA et al., 1995; MODOLELL et al., 1995]. Dados da literatura
mostram que camundongos da linhagem BALB/c sdo mais suceptiveis as infec¢des por
patogenos intracelulares, em comparagdo com camundongos da linhagem C57Bl1/6. Esse

fato € devido a baixa responsividade de macréfagos de camundongos BALB/c a diversos
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estimulos inflamatérios, entre os quais o LPS [WATANABE et al., 2004]. No entanto,
mesmo camundongos BALB/c sdo capazes de desenvolver um quadro similar ao choque
séptico, com nitrito e nitrato sendo detectados no plasma sanguineo, apds a administracao
de LPS [CUNHA et al., 1994].

Observamos também que tanto os macréfagos de peritdneo quanto os diferenciados
de medula 6ssea de camundongos BALB/c ja apresentavam atividade arginase antes
mesmo de qualquer estimulacdo in vitro. Contudo, o tratamento com IL-4 foi capaz de
induzir o aumento de atividade arginase nessas células. Ao contrario do que é relatado em
alguns trabalhos da literatura [RYAN, YOHE & MORRISON, 1980; MILLS et al., 2000],
nao observamos aumento da atividade arginase nos macréfagos de camundongos BALB/c
cultivados com LPS, em qualquer das doses empregadas. Além disso, a IL-4 ndo foi capaz
de induzir aumento na atividade arginase quando os macréfagos foram tratados
concomitantemente com LPS, exceto nos M¢P residentes. MILLS e colaboradores [2000]
observaram que o LPS aumenta a conversio de L-arginina em ornitina/uréia em
macréfagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c em doses tdo pequenas quanto
I ng/ml, enquanto macréfagos de camundongos C57BL metabolizam L-arginina
principalmente pela via da iNOS. Com base nesses resultados, estes autores propuseram o
conceito de macréfagos M-1/M-2, para células derivadas de camundongos que fazem
respostas do tipo THI ou TH2, como os camundongos C57BL e BALB/c,
respectivamente. Em nossas maos, nem macréfagos peritoneais € nem macréfagos
diferenciados de células da medula 6ssea de camundongos BALB/c metabolizaram L-
arginina pela via da arginase quando o LPS foi usado como estimulo, em doses que

variaram de 1 a 1000 ng/mL. Porém, observamos que os macrofagos de BALB/c eram
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capazes de utilizar a L-arginina tanto pela via da iNOS como da arginase quando citocinas
tipicas de TH1 (IFN-y) ou TH2 (IL-4) foram empregadas como estimulos, respectivamente.
Nossos resultados indicam que os macréfagos de camundongos BALB/c sdo
potencialmente capazes de responder tanto as citocinas THI como TH2 se as mesmas
estiverem presentes no microambiente. Portanto, as discrepancias em relagdo a ativacio da
via da arginase pelo LPS encontrada neste trabalho podem ser ou a fonte do LPS utilizado
ou o background genético do camundongo BALB/c proveniente do CEMIB/UNICAMP —
que desde 1987 vem sendo mantido em condicdes de isolamento reprodutivo, podendo ter
gerado uma linhagem peculiar que o CEMIB denomina BALB/c/Uni.

Adicionalmente, testamos os efeitos de fagocitose de zimosan opsonizado, L. major,
e linfocitos apoptoticos sobre a atividade de arginase e iNOS em PM® de camundongos
jovens BALB/ ¢ e C57BL/ 6, de modo que diferentes receptores de superficie fossem
usados para a internalizagdo das particulas. Zimosan opsonizado, um polissacarideo
insoldvel revestido com C3bi, liga-se a um receptor especifico da familia integrinas 2
(CR3, CDI11b/CD18) para acionar a reorganizacdo do citoesqueleto (LE CABEC et al.,
2002) e ativacdo de diversas fungOes celulares importantes, incluindo a fagocitose,
producdo de superdxido, e quimiotaxia (BABIOR, 1999). Por outro lado, a ligagdo de
células apoptoticas ao receptor de fosfatidilserina em fagocitos estimula a internalizagio
dessas células e secrecdo simultanea de citocinas imunossupressoras (SOMERSAN e
BHARDWAJ, 2001). No entanto, o processo inicial de internalizacdo Leishmania major
permanece desconhecido, e dados recentes da literatura descartaram o receptor de manose
como o caminho pelo qual o parasita entra em macrofagos (AKILOV et al., 2003). No

presente trabalho, observamos que nem macréfagos peritoneais de BALB/c nem de
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C57BL/6 foram capazes de metabolizar L-arginina pela via da iNOS apés fagocitar L.
major, zimosan opsonizado ou linfécitos apoptdticos. Todavia, macréfagos de
camundongos BALB/c apresentaram atividade arginase em niveis mais elevados do que
C57BL/6 ap6s a fagocitose de qualquer das particulas empregadas.

O pré-tratamento de células fagociticas com doses sub-6timas de IL-4 aumentou a
conversao de L-arginina em uréia em fagdcitos peritoneais de camundongos BALB/c naive
ou elicitados. O pré-tratamento de macréfagos de camundongos C57BL/6 com IL-4 foi
efetivo em aumentar a atividade arginase somente sobre células elicitadas e, apenas para a
fagocitose de zimosan opsonizado ou de linfécitos apoptéticos. De qualquer forma, os
niveis de atividade arginase foram sempre mais elevados em macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c do que em macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6.
Similarmente, INIESTA e colaboradores [2002] relataram que M¢MO de camundongos
BALB/c, tratados com citocinas provenientes de TH2 (IL-4, IL-10 e TGF-B), antes da
incubacdo com L. major, apresentaram maiores niveis de atividade arginase do que
camundongos C57BL/6. Todavia, n6és observamos que doses sub-6timas de IFN-y também
induzem elevagdo da atividade arginase tanto em macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c quanto de C57BL/6, em ndo conformidade com o modelo M-1/M-2 proposto por
MILLS e colaboradores [2000].

O envelhecimento é acompanhado por profundas alteracdes no sistema imune
adaptativo, principalmente no nimero e funcdes de células T, que podem contribuir para o
aumento da suscetibilidade de individuos velhos a doengas autoimunes, tumores e infec¢oes
virais [WICK et al., 2000]. As alteragdes dependentes da idade no sistema imune inato e

seus reflexos na sadde de individuos velhos sdo menos estudados. Todavia, tem sido
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observado um aumento nas reacdes inflamatorias no envelhecimento que se correlacionam
com condicdes neuroldgicas, tais como Doenca de Alzheimer e em doencas
cardiovasculares como a arteriosclerose [revisto em WICK et al., 2000]. No presente
trabalho, avaliamos de modo comparativo a atividade de arginase e iNOS, bem como a
producdo de citocinas, por macréfagos peritoneais ou derivados de medula déssea de
camundongos BALB/c jovens e velhos, estimulados com doses padronizadas de LPS, IFN-
v ou IL-4.

Camundongos BALB/c velhos apresentam um nimero de células residentes mais
elevado no lavado peritoneal que camundongos jovens, indicando um perfil inflamatério
basal em cavidades peritoneais de animais velhos. A esse respeito, DE MARTINIS e
colaboradores [2005] argumentam em favor de uma atividade inflamatéria aumentada em
individuos velhos em sua hipétese inflamm-ageing, que pode ser responsavel pelas doengas
cronicas instaladas na velhice. Todavia, nés observamos que o LPS e a IL-4 induziram
niveis mais elevados de atividade iNOS e arginase, respectivamente, em M¢P de
camundongos jovens do que nos camundongos velhos. A expressdo da arginase também foi
mais elevada em macrofagos peritoneais do animal naive jovem do que no velho, apos
estimulacdo com IL-4, mas nos macrofagos elicitados ndo se observou diferencas na
expressdo dessa enzima. Por outro lado, os macréfagos diferenciados in vitro a partir de
precursores da medula 6ssea de camundongos velhos mostraram niveis mais elevados de
atividades INOS e arginase do que as células provenientes de animais jovens, apods
estimulacdo com LPS e IL-4, respectivamente. Contudo, a expressdo de arginase nao
diferiu significativamente em macréfagos diferenciados a partir de células da medula de

animais jovens ou velhos, mas a expressao de iNOS induzida por LPS foi mais elevada nas
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células provenientes de camundongos velhos. M¢P elicitados e MOMO de camundongos
jovens e velhos produziram quantidades compardveis de NO em resposta ao IFN-y,
enquanto macréfagos peritoneais de animais naive jovens apresentaram niveis de NO um
pouco mais elevados do que os macréfagos dos velhos. A literatura € controversa sobre este
ponto. Enquanto alguns autores encontraram um aumento na expressao de RNA para iNOS
e da atividade enzimdtica em macréfagos de animais velhos elicitados com tioglicolato
[CHEN et al., 1996], outros indicam uma diminuicdo na producdo da enzima em
macréfagos de camundongos velhos estimulados com LPS e IFN-y [KISSIN ez al., 1997]. E
provavel que essas discrepancias apontadas acima sejam devidas aos diferentes modelos
experimentais empregados nos estudos, tais como linhagens murinas distintas, as faixas
etdrias e estimulos inflamatérios utilizados.

Em relacdo as atividades iNOS ou arginase em M¢MO de camundongos jovens e
velhos, a literatura ainda é muito pobre. Este tipo de células tem sido avaliado mais em
relacdo a atividade apresentadora de antigeno e menos em sua resposta aos agentes
inflamatérios [PLACKETT et al., 2004] .

Macrofagos peritoneais de camundongos jovens e velhos também demonstraram
resultados distintos com relacdo a produgdo de citocinas inflamatdrias como IL-1 e TNF-a
apds a estimulacdo com LPS. Por exemplo, M¢P elicitados de camundongos velhos
produziram altos niveis de IL-1a enquanto M¢P de camundongos jovens produziram mais
TNF-a. Os niveis de IL-10 ndo foram alterados pelo tratamento com LPS em M¢P de
animais jovens e velhos, quando comparado ao grupo controle. M¢MO apresentaram niveis
constitutivos de IL-10 mais elevados que M¢P, um resultado que estd em concordincia

com as caracteristicas imaturas dessas células que, na auséncia de estimulos inflamatorios
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assumem um perfil tolerogénico [KAH-WAI, JACEK & JACEK, 2006]. Da mesma forma,
os niveis de IL-10 em M¢MO ndo foram alterados pela estimulacio com LPS ou com o
avanco da idade. A unica citocina produzida por M¢MO apds estimulacdo in vitro foi o
TNF-a, produzido de maneira dependente da idade. Dados de literatura sobre a produgao
idade—dependente de IL-1 e o TNF-a por macréfagos humanos apontam outros aspectos
além da idade que interferem na producdo de citocinas pré- e anti-inflamatoérias. Nesse
sentido, ha relatos indicando tanto a ocorréncia de reducdo quanto a elevacio dos niveis de
IL-1 e TNF-a, apds estimulagdo de macréfagos de centenédrios com LPS, dependendo do
seu estado geral de saide [revisto em BRUUNSGAARD, PEDERSEN & PEDERSEN,
2001]. As diferencas encontradas entre dados de literatura e os resultados do presente
trabalho sobre a funcao de fagdcitos em camundongos velhos também podem ser atribuidas
a origem das células, duracao das culturas e aos estimulos usados nos diferentes estudos.
Contudo, tomados em conjunto, nossos resultados mostram que macréfagos
peritoneais de camundongos velhos desenvolvem citocinas pré-inflamatdérias em niveis
mais elevados do que as células obtidas de animais jovens, o que pode contribuir para a
maior suceptibilidade as doencas inflamatdrias cronicas na velhice. Por outro lado, os
fagocitos de camundongos idosos produziram NO em niveis mais baixos do que os
camundongos jovens, o que pode levar a maior suceptibilidade dos individuos idosos as
infeccOes microbianas. No entanto, nas condi¢cdes em que esses animais sdo mantidos em
nosso laboratdrio, a maioria deles alcanca e ultrapassa a idade limite de vida da espécie.
Isto porqué, sdo criados em condi¢des livres de patdgenos especificos e com ambiente e
alimentacdo controlados, se assemelhando em sua fisiologia a certas popula¢des humanas

centenarias saudaveis.
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VII — PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSOES
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o Macréfagos peritoneais elicitados ou derivados de precursores da
medula 6ssea de camundongos BALB/c apresentaram niveis basais elevados de
arginase.

. O tratamento com IL-4, mas ndao com LPS, induziu aumento dose-
dependente na atividade de arginase em macréfagos peritoneais e derivados de
medula dssea.

o LPS e IFN-y induziram de modo dose-dependente a atividade iNOS
em macréfagos peritoneais ou derivados de medula dssea .

o A produgdo de NO induzida por LPS foi inibida de modo dose-
dependente por IL-4 em macréfagos peritoneais naive ou derivados de precursores
da medula éssea, mas ndo em macréfagos elicitados.

o A producdo de arginase induzida por IL-4 foi completamente
bloqueada na presenca de LPS em macréfagos peritoneais elicitados ou derivados
da medula 6ssea. Em macréfagos naive, a producdo de arginase induzida por 1L-4
foi apenas parcialmente inibida pelo LPS.

. A fagocitose de L. major, zimosan opsonizado ou linfécitos
apoptoticos nao induziu a atividade de iINOS em macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c ou C57BL/6.

. A fagocitose de Leishmania major ndo modificou os niveis de
arginase em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c naive ou elicitados.
Porém, o pré-tratamento com doses sub-6timas de IL-4, LPS ou IFN-y elevou

significativamente os niveis de arginase produzidos por macréfagos elicitados que
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fagocitaram L. major. Doses sub-Otimas de IL-4 ou IFN-y elevaram a atividade
arginase em macréfagos naive que fagocitaram L. major.

o A fagocitose de particulas de zimosan induziu um aumento
significativo nos niveis de arginase em macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c naive ou elicitados; o pré-tratamento com doses sub-6timas de IL-4 e IFN-
y elevaram significativamente a atividade arginase em macréfagos naive e a IL-4
elevou a atividade arginase em macréfagos elicitados que fagocitaram zimosan.

o A fagocitose de linfécitos apoptéticos induziu um aumento
significativo nos niveis de arginase apenas em macroéfagos peritoneais de
camundongos BALB/c elicitados; o pré-tratamento com doses sub-6timas de IL-4 e
IFN-y elevou significativamente a atividade arginase em macréfagos naive e a IL-4
elevou a atividade arginase em macréfagos elicitados que fagocitaram os linfécitos
apoptoticos.

o A fagocitose de Leishmania major ndo modificou os niveis de
arginase em macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 naive ou elicitados e
nem o pré-tratamento com doses sub-Otimas de IL-4 e IFN-y alterou esses
resultados.

o A fagocitose de particulas de zimosan ou linfdcitos apoptoticos, na
presenca ou auséncia de LPS ou IL-4, n3o induziu um aumento nos niveis de
arginase em macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 naive.

o A fagocitose de zimosan e de linfocitos apoptdticos induziu um
aumento significativo nos niveis de arginase em macréfagos peritoneais de

camundongos C57BL/6 elicitados; o pré-tratamento com doses sub-6timas de LPS
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ou IL-4 ndo alterou significativamente a atividade de arginase produzidos por
macré6fagos elicitados, mas dose sub-6tima de IFN-y elevou significativamente a
atividade de arginase em células que fagocitaram zimosan ou linfécitos apoptéticos.

o A atividade e expressao da arginase induzida por IL-4 foi
significativamente mais elevada em macréfagos peritoneais naive provenientes de
animais jovens do que em células de animais velhos.

o A atividade da iNOS induzida por LPS ou IFN-y também foi
significativamente mais elevada em macréfagos peritoneais naive provenientes de
animais jovens. Porém, sé foi possivel observar a expressio da enzima em
macréfagos naive estimulados com IFN-y, ndo se constatando diferencas entre
jovens ou velhos.

o A atividade e expressao da arginase induzida por IL-4 foi similar em
macréfagos peritoneais elicitados provenientes de animais jovens e velhos;

o A atividade e expressao da iNOS induzida por LPS foi
significativamente mais elevada em macréfagos peritoneais elicitados provenientes
de animais jovens, mas a estimulagdo com IFN-y resultou em atividade e expressao
similar em macréfagos peritoneais elicitados de jovens e velhos.

° Em macréfagos imaturos derivados da medula dssea, a atividade
arginase induzida por IL-4 foi significativamente mais elevada nas células
provenientes de animais velhos, embora a expressdo da arginase tenha sido similar
nas células provenientes de animais jovens e velhos. Na auséncia de estimulo, a
expressdo de baixos niveis de arginase s6 foi observada em macréfagos imaturos

derivados da medula 6ssea de animais velhos.
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o A atividade da iINOS induzida por LPS também foi
significativamente mais elevada nos macréfagos imaturos derivados da medula
Ossea provenientes de animais velhos; a expressao da iNOS induzida por IFN-y foi
similar nas células imaturas provenientes de animais jovens e velhos; LPS induziu a
expressdao aumentada de iNOS nas células imaturas de camundongos velhos.

o O LPS induziu a producdo de IL-1a em macréfagos peritoneais naive
ou elicitados, mas essa producdo foi significativamente mais elevada nos
macréfagos elicitados de camundongos velhos.

. O LPS induziu a produ¢do de TNF-a em macréfagos peritoneais
naive ou elicitados, mas essa producdo foi significativamente mais elevada nos
macré6fagos elicitados de camundongos jovens.

o O LPS nao induziu a produgdo de IL-10 em macréfagos peritoneais
naive ou elicitados de camundongos jovens ou velhos.

o O LPS ndo induziu a produgdo de IL-1a ou IL-10 em macréfagos
diferenciados da medula 6ssea, obtidos nos macréfagos de camundongos jovens ou
velhos.

o O LPS induziu a produgdo de TNF-a em macréfagos diferenciados
da medula Ossea, mas essa producdo foi significativamente mais elevada nos

macr6fagos de camundongos velhos.

Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que a reducdo de TNF-a e de
atividade iINOS em macrofagos teciduais de camundongos velhos poderiam explicar a

maior susceptibilidade as infec¢des na velhice. Por outro lado, camundongos criados em
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ambiente livre de patégenos especificos, como os usados neste trabalho, sobrevivem até
idade avancada sem sinais de doencas de natureza inflamatoria, se assemelhando nesse

aspecto a populacdes humanas centendrias.
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Anexo 1

Figura 1. Microscopia otica de cultura de células precursoras da medula ossea. Células
obtidas da medula 6ssea de camundongos BALB/c, de 8 semanas de idade, foram
cultivadas durante 8 dias em placas de Petri na densidade de 8x10° células/placa na
presenca de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB, antibidtico (gentamicina,
50pg/mL), 30% de sobrenadante de células 1L.929 e 5% de soro eqiiino. Apés o oitavo dia de
cultivo, as coldnias diferenciadas foram removidas através de pipetagens vigorosas, apds
vinte minutos de incubagdo das placas com solugdo salina 0,15 M, em banho de gelo.
Aumento de 200x. A seta indica uma colonia de células diferenciadas.
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Anexo 2
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Figura 2. Andlise de timdcitos por citometria de fluxo. As porcentagens de células CD3"
presentes em suspensdes ndo purificadas de timécitos de camundongos (4 semanas de
idade) foram determinadas empregando-se um anticorpo anti-CD3/FITC comercial (A;
83,31%) ou um anticorpo anti-CD3 conjugado com FITC em nosso laboratério (B;
81,32%), ambos na concentracdo de 1pg/mL. Apds a separacdo dos timdcitos em 1a de
nylon, as porcentagens de células CD3" presentes nas suspensdes enriquecidas foram de
81,32% (C; com o anti-CD3/FITC a 1ug/mL) ou de 99,69% (D; com anticorpo anti-
CD3/FITC a 10 pg/mL). As andlise foram realizadas em citometro FACSCalibur (Becton
&Dickinson), usando o software CellQuest.
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Figura 3. Inducdo de apoptose em timacitos. Os timécitos obtidos de camundongos com 4
semanas de idade foram tratados com dexametasona (1, 10 e 100uM), por periodos de
incubacdo de 3,5, 7 e 15 horas. Apds os tratamentos, as células foram examinadas por
microscopia 6tica, determinando-se as percentagens de células apoptéticas presentes em
cada preparacdo (Painel A). As caracteristicas morfolégicas dos timécitos controles (Painel
B) ou tratados com 100 puM dexametasona, por 3,5 h ou 15 h (Painéis C e D),
respectivamente; aumento de 200 x. As setas indicam células apoptdticas.
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Anexo 4-Cépia do Protocolo CEEA
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producdo de arginase e sintase de 6xido nitrico por macréfagos de

camundongos”, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Wirla Maria_da Silva

Cunha Tamashiro / Carla Aparecida Cecilio, esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentagéo Animal — CEEA/Unicamp em 18 de outubro de 2002.
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We certify that the protocol n® 450-1, entitled i ", is

in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on October 18, 2002.
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Aging alters the production of INOS, arginase
and cytokines in murine macrophages
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Abstract

The limited amount of information on the primary age-related deficiencies in the innate immune system led us to study the pro-
duction of inducible nitric oxide synthase (iNOS), arginase, and cytokines in macrophages of young (8 weeks old) and old (72
weeks old) female BALB/c mice. We first evaluated iNOS and arginase inducers on peritoneal (PM®) and bone marrow-derived
(BMM®) macrophages of young mice, and then investigated their effects on macrophages of old mice. Upon stimulation with
lipopolysaccharide (LPS), resident and thioglycolate-elicited PM® from young mice presented higher iNOS activity than those
from old mice (54.4%). However, LPS-stimulated BMM® from old mice showed the highest NO levels (50.1%). Identical NO
levels were produced by PM® and BMM@ of both young and old mice stimulated with interferon-y. Arginase activity was higher
in resident and elicited PM® of young mice stimulated with LPS (48.8 and 32.7%, respectively) and in resident PM® stimulated
with interleukin (IL)-4 (64%). BMM® of old mice, however, showed higher arginase activity after treatment with IL-4 (46.5%).
In response to LPS, PM® from old mice showed the highest levels of IL-1a (772.3 + 51.9 pg/mL), whereas, those from young
mice produced the highest amounts of tumor necrosis factor (TNF)-a (937.2 £ 132.1 pg/mL). Only TNF-a was expressed in
LPS-treated BMM®, and cells from old mice showed the highest levels of this cytokine (994.1 + 49.42 pg/mL). Overall, these
results suggest that macrophages from young and old mice respond differently to inflammatory stimuli, depending on the source
and maturity of the cell donors.

Key words: Aging; iNOS; Arginase; Cytokines; Murine macrophages; Inflammatory stimuli

Introduction

Aging is accompanied by a reduced efficiency of the immune system, thus compromising the general health of older
individuals (1-3). Although the age-dependent changes in the adaptive immune system are well documented, changes
in the innate immune system have been poorly described. However, the interdependency of the adaptive and innate
immune systems is becoming increasingly clear, since they appear to cooperate at various levels to ensure an efficient
immune response against microbes and tumor cells (4). Thus, the malfunctions in one aspect of immunity may severely
hinder the functioning of the whole immune system, especially in the elderly.

Cells of the immune system deal efficiently with microbes by producing antimicrobial molecules, as well as free
radicals (for a review, see Ref. 5). Nitric oxide (NO) is a toxic gas produced by the action of the enzyme family nitric
oxide synthase (NOS), which converts L-arginine to citrulline and NO (6,7). Cytokines such as interferon-y (IFN-y) and
tumor necrosis factor-o. (TNF-0), as well as bacterial lipopolysaccharide (LPS), are responsible for the expression of
an inducible form of NOS (iINOS) and the generation of large amounts of NO in neutrophils and macrophages (8-12).
Under certain circumstances, NO reacts with superoxide anion to form peroxynitrite, a potent oxidizing molecule that
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contributes to tissue injury during inflammatory processes (13).

Arginase also metabolizes L-arginine to ornithine and urea; it exists in two forms, arginase 1 and 2 (Arg 1 and Arg
2) (14-16). These arginase isoforms differ in terms of tissue distribution, subcellular localization, immunologic cross-
reactivity, and physiologic functions. During early developmental stages, Arg 1 is expressed predominantly in the pe-
ripheral nervous system, the digestive system and in tissue leukocytes, whereas Arg 2 is found only in the intestines
(18). Cytosolic Arg 1 is involved in ammonia degradation in the urea cycle, and its absence in deficient patients leads to
hyperammonemia. Arg 2, on the other hand, is a mitochondrial isoform and is mainly involved in ornithine biosynthesis,
with its absence not resulting in any phenotypic deficiency (17). The arginases are also involved in the generation of
polyamines, e.g., putrescine, spermidine, and spermine, which are important for the regulation of cell proliferation, cell
differentiation, and cell death (15,18).

Macrophages may be able to express both arginase isoforms in response to LPS, although the literature is controversial
in this regard (19,20). Another way of inducing arginase production is the stimulation of macrophages with Th2 cytokines
such as interleukin-4 (IL-4), IL-10, and [L-13. These murine macrophages up-regulate the expression of Arg 1, but not
that of Arg 2 (21). On the other hand, inflammatory cytokines such as IFN-y and TNF-c, alone or in combination with
LPS, are able to induce iNOS. It has been suggested that the production of iINOS is usually accompanied by arginase
expression, and that this arginase may contribute to buffering the overproduction of toxic NO (17). However, it is unclear
whether this balance is maintained with aging. In the present study, we analyzed iNOS and arginase activities, as well
as cytokine production, in macrophages from young and old mice submitted to different stimuli. Our results suggest that
significant changes take place in macrophages of old mice, depending on the source and maturity of the cell donors.

Material and Methods

Animals

Four-week-old female BALB/c and C57BL/6 mice were supplied by the Multi-Institutional Center for Biological In-
vestigation (CEMIB) of the State University of Campinas (UNICAMP). Mice were housed under specific pathogen-free
conditions in the animal facilities of the Department of Microbiology and Immunology, Institute of Biology, UNICAMP, and
were provided with autoclaved food and water ad libifum. Both mouse strains were used at 8 weeks of age. Seventy-
two-week-old BALB/c mice were also used. The study was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal
Experimentation (Protocol No. 450-1).

Reagents

LPS from Escherichia coli and thioglycolate medium were purchased from Difco Laboratories (USA); RPMI 1640,
HEPES, Hank’s balanced salt solution (HBSS) containing Ca?* and Mg?* (H6648), 2-mercaptoethanol, L-arginine, urea,
sulfanilamide, N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride, Triton-X, aprotinin, antipain, and a-isonitrosopropiophenone
(ISPF) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical (USA); IL-4 and IFN-y were purchased from R&D (USA) and from
Genzyme (USA), respectively.

Cells

Macrophages were isolated from the peritoneal cavity of naive (N = 15) or thioglycolate-treated mice (N = 5), as
described elsewhere (22). Peritoneal cells were cultured at a density of 2 x 105 cells in 96-well plates, 1 x 10° cells in
24-well plates or 5 x 10° cells in 6-well plates in RPMI-1640 medium containing 10% heat inactivated fetal calf serum
(FCS; Brazil) for 2 h at 37°C in 5% CO,. Non-adherent cells were washed out, and adherent cells were cultured in the
presence of appropriate stimuli as indicated below.

Bone marrow-derived macrophages were differentiated from precursor cells in a modification of the procedure
described by Munder et al. (21). Briefly, bone marrow cells were obtained by flushing the femurs of mice (N = 5). They
were cultured in 6-well plastic plates at a density of 5 x 108 cells/well, in 3 mL RPMI-1640 medium containing 10% heat
inactivated FCS, 5% horse serum, and a 30% (v/v) concentration of L929 fibroblast culture supernatants, as a source of
colony stimulating factors (CSFs) to drive cell differentiation. On day 4, the plates were swirled vigorously, and 2.5 mL of
the medium was discarded and replaced with fresh CSF-containing medium. The adherent cells were harvested on day
8 with cold saline, sedimented by centrifugation and then cultured at a density of 2 x 105 in 200 pL medium in 96-well
plates, of 1 x 108 in 1 mL medium in 24-well plates or of 5 x 10° in 3 mL medium in 6-well plates.

The strain of Leishmania major was supplied by Dr. Fernando de Queirdz Cunha (Faculdade de Medicina de Ribeir&o
Preto, USP, Brazil) and grown in our laboratory by passages at 5-7-day intervals in an Iscove medium containing 10 mM
HEPES, 2 g/L sodium bicarbonate, 25 mg/L gentamicin and 20% FCS. For the phagocytosis assays, the promastigotes
(stationary phase) were collected from culture flasks, transferred to centrifuge tubes and centrifuged at 200 g for 20 min.
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The pellet was resuspended in incomplete RPMI medium and the parasites were pelleted at 200 g for 20 min. The final
sediment was suspended in complete RPMI and counted in a Neubauer chamber, and the suspension was adjusted to
3 x 108 forms/mL.

Thymocytes of BALB/c or C57BL/6 mice were treated with dexamethasone to induce apoptosis as described by Fa-
dok et al. (23). Briefly, the thymuses were collected aseptically and placed on sterile Petri dishes containing incomplete
RPMI. The organs were macerated and the suspension obtained was filtered through a sieve to separate cell debris.
After centrifugation of 200 g for 10 min, cells were resuspended in a culture medium. An aliquot of the suspension was
labeled with anti-CD3 (clone 2C11)-fluorescein for analysis by flow cytometry (FACScalibur, USA), and 81-99.7% of CD3*
cells were detected in three separate preparations. Cells were plated onto 8-well culture plates (Corning) at a density of
2 x 107 cells in 3 mL/well RPMI containing 10% FCS, 50 mL/L gentamicin and 10 uM dexamethasone, and incubated
at 37°C in a humidified incubator with a 5% CO, atmosphere for 15 to 18 h. Apoptotic cells were then collected from
culture plates by gentle pipetting, centrifuged at 200 g for 10 min, resuspended in culture medium, and adjusted to a
concentration of 5 x 108 cells/mL.

Zymosan was prepared from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae. Briefly, 5 mg baker’s yeast (Fleischmann’s
Yeast; Fermix, Brazil) was transferred to a glass flask, which was filled with 150 mL sterile 0.15 M saline, and heated
in a water bath at 100°C (Dubnoff bath; Marconi, Brazil) for 1 h. Aliquots of 50 mL were separated and filtered through
a funnel with sterile gauze, and centrifuged several times at 200 g for 10 min until the supernatants became clear. The
particles were resuspended in 0.15 M saline, adjusted to a concentration of 2 x 108/mL and kept at -20°C until use. A
2-mL aliquot of the standard zymosan suspension was added to 200 pL normal rabbit serum and incubated for 15 min
at 37°C with occasional shaking. The reaction was stopped by reducing the temperature on an ice bath and by diluting
the suspension in cold 0.15 M saline. After centrifugation at 200 g for 5 min at 4°C, the supernatant was discarded. Then,
the zymosan was washed again in cold 0.15 M saline and the sediment was resuspended in 2 mL HBSS (Sigma). The
suspension was adjusted to a concentration of 108 celis/mL.

Cell cultures for the evaluation of NO production, arginase activity and cytokines

Peritoneal (PM®) and bone-marrow-derived (BMM®) macrophages were cultured for 48 h in the presence of LPS (1
to 1000 ng/mL), IFN-y (0.5 to 50 1U/mL) and IL-4 (0.1 to 10 ng/mL), alone or in combination. The supernatants were then
harvested for the determination of NO and cytokine production. Cell extracts were used to measure arginase activity as
described below. In some experiments, adherent cell monolayers were cultured simultaneously in the presence of IL-4
and LPS, as indicated in the figures.

NO production and arginase activity were also analyzed in PM® harvested from the peritoneal cavities of BALB/c
and C57BL/6 mice, and cultured in the presence or absence of LPS, IL-4 and IFN-y after the phagocytosis of L. major,
apoptotic lymphocytes and zymosan. Briefly, adherent cells from the peritoneal cavity of mice were seeded at a density
of 1 x 108 cells/mL in 24-well plates and cultured for 18 h with suboptimal doses of LPS (100 ng/mL), IL-4 (4 ng/mL) or
IFN-y (5 IU/mL). After washing the cultures to remove the stimulus, opsonized zymosan (5 x 10%), apoptotic lymphocytes
(5 x 109) or promastigotes of L. major (3 x 10°%) were added to culture wells and the plates were incubated for 3 h at 37°C
in a CO, incubator. After this period, free particles were removed by washing with incomplete medium, and cultures were
re-incubated in complete RPMI medium for 48 h in a CO, incubator. After this period, the supernatants were collected
for the determination of nitrite, and macrophage monolayers were prepared to obtain cell extracts for the determination
of arginase activity by conversion of L-arginine to urea.

Measurement of NO

NO was measured as nitrite in the supernatants of macrophage cultures using the Griess reagent, as described
elsewhere (10). Briefly, each 50-pL aliquot was mixed with 50 pL 1% sulfanilamide, 0.1% N-(1-naphthyl) ethylenediamine
dihydrochloride, and 2.5% Hs;PO,. Absorbance was measured at 540 nm in a microplate reader (Muitiskan Il, MS, Lab-
system, Finland), and the concentration of nitrite in the samples was determined by comparison with a standard curve
of sodium nitrite (5 to 320 uM).

Determination of arginase activity

Arginase activity was measured in cell lysates in the presence of urea, which is a conversion product of L-arginine,
according to the procedure described by Corraliza et al. (24), with some modifications. Briefly, cells in 96-well flat-bottomed
plastic plates were incubated with 50 pL/well lysis solution (0.1% Triton X-100 solution containing 5 ug aprotinin and 5
ug antipain) in a shaker, for 30 min, at room temperature. Then, 50 uL 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, containing 2 mM MnCl,
was added to each lysate, and the enzyme was activated by heating the plates for 10 min at 56°C. The lysates were
transferred to centrifuge tubes (25 pl/tube) containing 25 pL 0.5 M L-arginine, pH 9.7, and substrate hydrolysis was
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performed by incubating the tubes for 60 min at 37°C. The reaction was stopped with 400 pL H;SO, (96%)/H;P O, (85%)/
H,O (1/3/7, vlviv). Then, 25 pL 9% o-isonitrosopropiophenone (dissolved in 100% ethanol) was added to the tubes,
which were heated for 30 min at 95°C. After cooling, 50 pL of each reaction mixture was transferred to microplates in
triplicate, and absorbance was measured at 540 nm with an ELISA reader (Multiskan 1I, MS). The concentration of urea
was determined by comparison with a standard curve of 1.5 to 300 pg/mL urea.

Cytokine determination

The levels of IL-1a (Quantikine M murine; R&D Systems; test sensitivity, 5 pg/mL), IL-10 (Pharmingen, USA; test
sensitivity, 30 pg/mL) and TNF-a (DUO SET ELISA Kit; R&D Systems, Inc.; test sensitivity, 62.5 pg/mL) were measured
in macrophage supernatants according to manufacturer instructions. Absorbance was read at 450 nm, with the wave-
length of 540 nm used for correction.

Statistical analysis

Data were analyzed with the GraphPad Prism software using the Student f-test to compare two groups. One-way
ANOVA followed by the Bonferroni test was used for the comparison of more than two groups. Statistical significance
was set at P < 0.05.

Results

iNOS and arginase activities in PM® and BMM® of young BALB/c mice

The peritoneal and bone marrow-derived macrophages were cultured for 48 h with LPS, IFN-y and IL-4, alone or in
combination. iINOS activity was measured on the basis of nitirite accumulation in the culture supernatants, and arginase
activity was determined by measuring arginine-derived urea in the cell extracts.

LPS and IFN-y induced nitrite accumulation in the culture supernatants of naive and elicited PM® in a dose-dependent
manner (Figure 1, Panels Aand B, respectively). Arginase activity was already presentin the non-stimulated macrophages,
since extracts obtained from these cells, which had been cultured in the absence of stimuli, were able to convert L-
arginine to urea (Figure 1, Panels C and D). The addition of IL-4 to peritoneal macrophage cultures increased arginase
expression in a dose-dependent manner, as observed by the increase in urea conversion rates in these extracts (Figure
1, Panel C), whereas no such results were obtained with the addition of LPS or IFN-y (Figure 1, Panel D).

BMM® cultured in the presence of LPS or IFN-y also produced elevated levels of NO (Figure 1, Panel E). The expo-
sure of these macrophages to IL-4 also resulted in the elevation of their arginase activity (Figure 1, Panel F).

The treatment of cell monolayers with IL-4 simultaneously with LPS significantly reduced the production of NO in PM@®
of naive mice but not of elicited mice (Figure 2, Panel A). Conversely, treatment with IL-4 parcialy reversed the inhibitory
effect of LPS on arginase activity observed in elicited PM® (Figure 2, Panel B). Treatment with IL-4 significantly reduced
the LPS-induced NO production in BMM® (Figure 2, Panel C), but had no effect on arginase activity when added to the
cultures concomitantly with LPS (Figure 2, Panel D).

Effects of phagocytosis on INOS and arginase activities in peritoneal macrophages of young mice

To investigate the role of phagocytosis in arginase activity and NO production, adherent celis from BALB/c and
C57BL/6 mice were treated with three different kinds of particles: L. major, C3b opsonized zymosan and apoptotic lym-
phocytes. Figure 3 illustrates the results obtained in these experiments. Phagocytosis of zimosan particles resulted in an
elevation of arginase activity in peritoneal macrophage lysates of both naive and elicited BALB/c mice (Figure 3, Panels
B and H, respectively), as well as those from elicited C57BL/6 mice (Figure 3, Panel K). The phagocytosis of apoptotic
lymphocytes also increased arginase activity in elicited PM® of both BALB/c and C57BL/6 mice, but not in those of naive
mice (Figure 3, Panels | and L, respectively). Treatment with L. major did not alter the arginase levels in adherent cells
of either BALB/c (Figure 3, Panels A and G) or C57BL6 mice (Figure 3, Panels D and J).

The pretreatment of adherent peritoneal cells with a suboptimal dose of |IL-4 before the addition of phagocytic stimuli
resulted in a more marked effect on arginase activity in PM® lysates obtained from BALB/c mice (Figure 3, Panels A, B,
C and G, H, 1), whereas such pretreatment had no effect on arginase activity in those from C57BL/6 mice. Conversely,
pretreatment with a suboptimal dose of IFN-y resulted in more elevated arginase activity in PM® lysates obtained from
C57BL/6 after phagocytosis of zymosan and apoptotic lymphocytes (Figure 3, Panels K and L). NO production was not
observed in macrophage supernatants after phagocytosis of the particles used here.

iNOS and arginase activity in peritoneal and bone marrow-derived macrophages of old BALB/c mice

iNOS and arginase activities were investigated comparatively in PM® and BMM® from both old (72 weeks of age)
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and young (8 weeks of age) BALB/c mice. Figure 4 illustrates the results obtained in these experiments. PM® from na-
ive old mice exhibited a diminished production of NO in response to both LPS and IFN-y (Figure 4, Panel A), and lower
arginase aclivity after treatment with LPS and IL-4 (Figure 4, Panel B) than did those from young mice. Thyoglycolate-
elicited PM® isolated from old mice also revealed slightly lower NO production following stimulation with LPS than did
those from young mice. IFN-y induced similar levels of NO in elicited PM® of both young and old mice (Figure 4, Panel
A). The arginase activity in response to IL-4 increased equally in both naive and thyoglycolate-elicited PM® of young
mice (Figure 4, Panel B), and basal levels of arginase activity were observed in naive PM® of old mice stimulated with
IL-4. BMM® obtained from both young and old mice were equally capable of producing NO in response to IFN-y, but
old mice were more responsive to LPS (Figure 4, Panel C). Arginase activity was elevated only in BMM® from old mice
stimulated with [L-4 (Figure 4, Panel D).

Cytokine production

IL-1, IL-10 and TNF-a were measured by ELISA in supernatants of PM® and BMM® obtained from both young and
old BALB/c mice, cultured in the presence of LPS. As depicted in Figure 5, peritoneal macrophages from both naive and
elicited mice were capable of producing IL-1 and TNF-a when stimulated by LPS. However, elicited PM® from older
mice showed a more elevated production of IL-1 (Figure 5, Panel A), whereas those from younger mice produced more
TNF-o (Figure 5, Panel B). The production of IL-10, on the other hand, was not affected by LPS stimulation, independent
of the age of the mice (Figure 5, Panel C).

Stimulation of BMM® with LPS led to production of only TNF-a, with macrophages from aged mice showing the high-
est levels of this cytokine (Figure 5, Panel E). As shown in Panel D, IL-1 was not produced by BMMa.

Discussion

Aging is accompanied by profound alterations of the adaptive immune system, mainly in the number and function of
T cells, and these alterations have been linked to an increased susceptibility of older people to the development of au-
toimmune diseases, tumors and viral infections (2). In contrast, age-dependent alterations of the innate immune system
have received less attention in the literature. However, an age-associated low-grade elevation in the concentrations of
circulating inflammatory markers such as cytokines and their receptors, chemokines, or acute phase proteins has been
observed (25). This state, also called “Inflamm-aging” (26), correlates with neurological conditions such as Alzheimer's
disease and various cardiovascular diseases such as atherosclerosis (for a review, see Ref. 2).

In the present study, we analyzed the production of iNOS and arginase enzymes in PM® and BMM® from young
and old BALB/c mice, as well as cytokine production by these cells. Initially, we evaluated the most favorable conditions
for the induction of INOS and arginase activity in PM® and BMM® from young mice stimulated with LPS, either alone or
in combination with IFN-y or IL-4. NO accumulated in a dose-dependent manner in both types of macrophages treated
with LPS+IFN-y, whereas arginase activity increased only in IL-4-stimulated cells. Moreaver, IL-4 inhibited the NO pro-
duction induced by LPS, thus confirming reports in the literature (24,27-28). LPS, however, did not increase arginase
activity in either type of macrophages obtained from BALB/c mice, nor was |L-4 capable of reversing the inhibition of
arginase activity induced by LPS. Our results partially contradict those reported by Mills et al. (29), who showed that LPS
increased the metabolism of L-arginine to ornithine/urea in resident PM® from BALB/c mice at doses as low as 1 ng/
mL, whereas macrophages from C57BL/6 mice metabolized L-arginine mainly via iNOS. In the present study, however,
neither resident nor elicited PM® or BMM® from BALB/c mice significantly elevated the conversion rate of L-arginine to
urea when LPS was used at doses from 1 to 1000 ng/mL. However, the concept of M-2 macrophages proposed by Mills
et al. (29) is still applicable to BALB/c macrophages because of the clear contrasting effects of TH1 and TH2 cytokines
on L-arginine metabolism in the macrophages of these mice.

Moreover, we tested the effects of phagocytosis on both arginase and iINOS activity in PM® from young BALB/c and
C57BL/6 mice. Adherent cells were incubated with opsonized zymosan, L. major, and apoptotic lymphocytes, so that
different surface receptors would be used for the internalization of the particles. Opsonized zymosan, a complement
C3bi-coated insoluble polysaccharide, binds to its specific receptor of the B2 integrin family (CR3, CD11b/CD18) to trigger
cytoskeletal reorganization (30) and the activation of many important cell functions, including phagocytosis, superoxide
production, and chemotaxis (31). On the other hand, binding of apoptotic cells to the phosphatidylserine receptor on
phagocytes stimulates cell internalization and simultaneous secretion of immunosuppressive cytokines (32). However,
the initial process of Leishmania internalization remains unknown, and recent literature data have ruled out the mannose
receptor as the way by which the parasite enters the macrophages (33). In the present study, we observed that NO was
not produced in any of these situations; hence, we concluded that BALB/c and C57BL/6 PM® are unable to metabolize
L-arginine via INOS following phagocytosis of such different particles, even in the presence of suboptimal doses of LPS
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or IFN-y. Arginase activity, however, was affected by phagocytosis and was dependent on the type of stimuli and strain of
macrophage donors. In this regard, macrophages from BALB/c showed higher arginase activity after phagocytosis than
those from C57BL/6 mice. Pretreatment with suboptimal doses of IL-4 increased the conversion of L-arginine to urea in
both naive and elicited BALB/c phagocytic cells, whereas for C57BL/6 macrophages, such treatment was only effective
for elicited cells and for the phagocytosis of opsonized zymosan and apoptotic lymphocytes. Similarly, Iniesta et al. (18)
reported that BMM® from BALB/c mice freated with TH2 type cytokines (IL-4, IL-10, and TGF—B) before incubation with
L. major presented higher levels of arginase activity than did C57BL/6 mice. Surprisingly, the suboptimal doses of IFN-y
induced an increase in arginase activity in the PM® of both BALB/c and C57BL/6 mice that phagocytized opsonized
zymosan and apoptotic lymphocytes.

The cellularity in peritoneal washings from old BALB/c mice was higher than that observed in younger ones (data
not shown). However, the adherent cells of young mice showed greater responses to LPS than those of older mice, as
indicated by the amounts of NO and TNF-a measured in the cultures. On the other hand, BMM® from old mice exposed
to LPS showed the highest levels of INOS. In contrast, when the stimulus was IFN-y, the differences as a function of age
and of macrophage source were no longer abserved. The responses to the anti-inflammatory cytokine IL-4 followed the
same pattern as described for LPS, with the younger cells presenting the more elevated levels of arginase activity. Our
results are similar to those reported by Kissin et al. (34) since stimulation of PM® with LPS led to a decrease in iNOS
activity in older mice. Chen et al. (35), however, reported an increase in INOS expression in older mice stimulated with
LPS. Such discrepancies may be related to the specific experimental model, including factors such as mouse lineage,
age range studied and inflammatory stimuli used. Moreover, the literature comparing iNOS and arginase activity in BMMd
from young and old mice is very limited; such cells have been subjected to more studies involving their antigen-presenting
activity, than their response to inflammatory agents (36).

Age also proved to be critical for the production of inflammatory cytokines by PM® stimulated with LPS. Celis elicited
from older mice produced larger amounts of the pro-inflammatory IL-1a, whereas those from younger mice produced
more TNF-o.. IL-10 levels of older and younger mice were not changed by LPS treatment in PM® or BMM®. However,
macrophages differentiated in vitro presented more elevated constitutive levels of IL-10 than those from the peritoneum, a
characteristic that agrees with the tolerant profile of these immature cells (37). The only pro-inflammatory cytokine produced
by BMM® in response to LPS was TNF-a, with the older mice producing more than the younger ones. Although some
studies have shown an elevation of inflammatory markers in older individuals that correlate with age-related diseases and
increased risk of mortality, literature data are inconclusive about this matter in both animal models and human subjects,
with some reports showing an age-associated decrease in IL-1 and TNF-a levels and others suggesting an elevation of
pro- and anti-inflammatory cytokines after LPS stimulation of macrophages (for a review, see Ref. 38).

The results obtained in the present study indicate that the responses of macrophages from young and old animals
may vary according to the microenvironment and to the stimuli to which they are subjected, without necessarily display-
ing a constitutive inflammatory profile. However, we also speculate that the changes in innate immunity observed here
may contribute to the damages associated with the aging process.
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Figure 1. Inducible niric oxide synthase (iINOS) and arginase activities in macrophages of young BALB/c mice: effects of lipopolysac-
charide (LPS), interleukin-4 (IL-4) and interferon-y (IFN-y). A and B, Peritoneal macrophages from naive mice; C and D, peritoneal
macrophages from thioglycolate-elicited mice; E and F, bone marrow-derived macrophages. Adherent cells from 6 mice per group
were incubated in the presence of LPS (1, 10, 100, and 1000 ng/mL), IL-4 (0.1, 1, and 10 IU/mL) or IFN-y (0.5, 5, and 50 IU/mL) for 48
h; all studies were conducted in triplicate. Cells of control groups (C) were incubated in the absence of stimuli. Nitrite was measured in
the culture supernatants using Griess reagent, and arginase activity was determined in cell lysates on the basis of the amounts of urea
produced from L-arginine. Bars indicate the means + SEM of nitrite (Panels A, C, and E) and urea (Panels B, D, and F) levels in three
independent experiments. *P < 0.05 compared to control (Student #-test).
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Figure 2. Effects of IL-4 on LPS-induced inducible nitric oxide synthase (iNOS) and arginase activities in macrophages of young
BALB/c mice (N = __ per group). Naive and elicited peritoneal macrophages (PM®) and bone marrow-derived macrophages (BMM®)
from young BALB/c mice were incubated with lipopolysaccharide (LPS; 1 pg/mL) in the presence or absence of interleukin-4 (IL-4; 1 or
10 IU/mL) for 48 h, at 37°C, in 5% CO,. Cells of the control groups (C) were incubated in the absence of stimuli. Nitrite was measured
in the culture supematants using Griess reagent, and arginase activity was determined in cell lysates based on the amounts of urea
produced from L-arginine. All studies were conducted in triplicate. Bars indicate the means + SEM of nitrite (Panels A, B) and urea
(Panels C, D) levels in three independent experiments. *P < 0.05 (comparison was carried out by the Student t-test) and #P < 0.05
(comparison was carried out by ANOVA followed by the Bonferroni post-test).
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Figure 3. Effects of phagocytosis on arginase activity in peritoneal macrophages of mice (N = __ per group). A, B, C, Naive BALB/c
mice; D, E, F, naive C57BL/6 mice; G, H, |, elicited BALB/c mice; J, K, L, elicited C57BL/6 mice. Adherent peritoneal cells were incu-
bated with lipopolysaccharide (LPS; 100 ng/mL), interleukin-4 (IL-4; 4 [U/mL) or interferon-y (IFN-y, 5 IU/mL) for 18 h, at 37°C, in 5%
CO,. Cells of the control groups (C) were incubated in the absence of stimuli. After removal of the stimuli, cells were incubated with
Leishmania major (3 x 10° cells/mL), C3b opsonized zymosan (5 x 10° yeast/mL) or apoptotic lymphocytes (5 x 108 celis/mL) for 3 h.
Particles were then removed by washing, and the plates were re-incubated for 48 h. Arginase activity was determined in cell lysates
on the basis of the amount of urea produced from L-arginine. All studies were conducted in triplicate. Bars indicate the means + SEM
of urea levels obtained in three independent experiments. *P < 0.05 compared to control (Student t-test).

Braz J Med Biol Res Online Provisional Version www.bjournal.com.br

119



PM@ BMMZ

A C
100 Naive Elicited 100+ 2 Young
EER  Old

—~ anl o 804
_EI 80 (s
2 z

8 60 8 60+
&Do mD

i 40+ 53 40+

2 201 I 2 20

L ; 0
C LPS IFN« G LPS
D

150, © 150+
oy =

_EI 100+ g 100
E] 2
@ ©

@ o i

5 5. %

0

IL-4

Figure 4. Aging affects inducible nitric oxide synthase (iNOS) and arginase activities in macrophages of BALB/c mice (N = __ per
group). Naive mice (N = 14) were the source of naive peritoneal macrophages and bone marrow-derived macrophages. Elicited mac-
rophages were obtained from mice (N = 6) injected 4 days previously with thioglycolate medium. Young and old mice were used at the
ages of 8 and 72 weeks, respectively. Adherent cells were cultured in the presence of lipopolysaccharide (LPS; 1 ug/mL), interleukin-4
(IL-4; 40 1U/mL) or interferon-y (IFN-y; 50 IU/mL) for 48 h at 37°C, in 5% CQO,. Cells of the control groups (C) were incubated in the
absence of stimuli. Nitrite was measured in the culture supernatants using a Griess reagent, and arginase activity was determined in
cell lysates based on the amounts of urea converted from L-arginine. All studies were conducted in triplicate. Bars indicate the means

+ SEM of nitrite (Panels A, C) or urea (Panels B, D) levels in three independent experiments. *P < 0.05 compared to control {Student
f-test).
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Figure 5. Aging affects cytokine production in peritoneal macrophages and bone marrow-derived macrophages of BALB/c mice (N =
__ per group). Naive and thioglycolate—elicited peritoneal macrophages (panels A, B, and C) and bone marrow-derived macrophages
(panels D, E, and F) from young and old mice were prepared and cultured as described in the legend to Figure 4. The culture super-
natants were used for the detection of interleukin-1a (IL-1a; Quantikine M murine; test sensitivity, 5 pg/mL), tumor necrosis factor-a
(TNF-a; Duo Set ELISA Kit; test sensitivity, 62.5 pg/mL) and interleukin-10 (IL-10; Pharmingen; test sensitivity, 30 pg/mL). All studies
were conducted in triplicate. Bars indicate the means + SEM of the respective cytokines detected in three independent experiments.
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*P = 0.05 compared to control (Student t-test).
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