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RESUMO

T-bet(Tbx21) foi identificado em linfécitos T auxiliares como responsavel pela
transativagao do gene de Interferon gamma(lFNy) e polarizagdo Th1. T-bet também induz
expressao de IFNy em outras células linfoides como células NK, ILC1 e T citotdxicas. Em
linfcitos B, T-bet auxilia na troca de isotipo para IgG2a. T-bet tem sido descrito com um
papel altamente inflamatério sistemicamente. No entanto, foi descrito que T-bet é um
repressor da transcricdo do gene de TNFa em células dendriticas, sugerindo um papel
regulador. A literatura é rica em estudos que descrevem a funcdo de T-bet nas células
linfoides, entretanto, carece de estudos que avaliem especificamente o papel de T-bet na
linhagem mieloide, como em macrofagos. Nosso objetivo foi estudar o papel de T-bet em
macréfagos. Primeiramente, avaliamos a cinética do mRNA de Tbhx21 em BMDMs e
observamos que o LPS sozinho néo é capaz de modular sua expressao génica. No entanto,
o tratamento com IFNy induziu a expressado de Tbx21 com pico apos 3h de estimulo. O
estimulo conjunto de LPS+IFNy potencializou a expressao de Tbx21 induzida por IFNy. A
polarizacdo de macrofagos com IL-4 ndo modulou a expressdo de Thx21l. Assim, a
expressao e funcao de Thx21 em macrofagos esta relacionada com a polarizacao do perfil
pré-inflamatério e ndo do perfil alternativo. Analise de Western Blotting revelou que
macrofagos MO expressam T-bet constitutivamente, o que aumenta com estimulo de
LPS+IFNy até 12h e decai apdés 24h de estimulo. Utilizando de BMDM de animais
C57BL/6JThx21"LyzMe¢(Thx21" na linhagem mieloide), observamos que macrdfagos
Thx21”- tiveram maior expressdo génica e secrecdo de IL-12 e TNFa, independente da
ativacdo de NF-kB. Demonstramos que T-bet se liga no promotor de 1112 e Tnfa, sugerindo
mecanismo de regulacdo negativa desses genes. Além disso, a dele¢cdo de Thx21
aumentou a expressao de Nos2 e a subsequente producdo de NO, com diminuicdo da
expressdo de Argl em BMDMs. Observamos que T-bet ndo se liga no promotor de Nos2.
Entretanto, como os niveis de NO estavam aumentados nos macréfagos Thx217,
buscamos avaliar se T-bet modularia o metabolismo celular. Macréfagos Thx21-
I~ estimulados com LPS+IFNy expressaram mais Slc2a1(GLUT1), Hk2(Hexocinase 2) e
Ldh(Lactato Desidrogenase), bem como secretaram maiores niveis de lactato do que
BMDMs Tbhx21**. Observamos também que a Taxa de Acidificacdo Extracelular(ECAR)
estd aumentada em macrofagos inflamatérios Thx21”-, bem como acidificagdo n&o
relacionada a glicélise, que pode indicar niveis aumentados de ROS. Confirmamos que
macréfagos Thx217 apresentam maiores niveis de H202do que os Thx21** e apresentam
atividade microbicida aumentada, independente de Nox2. Em conjunto, nossos dados
indicam que T-bet é importante para manter o tbnus inflamatorio dos macréfagos regulado.
Animais Thx217LyzM°® apresentam uma capacidade bactericida (figado/baco) mais efetiva
do que Thx21" ao serem infectados com E. coli IP, acompanhado de maiores niveis séricos
de IL-1B, marcador de agravamento séptico. Juntos, nossos dados indicam que a delegao
de Tbx21 na linhagem mieloide leva a quadros exacerbados de inflamacdo em
camundongos, o0 que sugere que o T-bet regula o tdnus inflamatério de macrofagos em
termos de citocinas, metabolismo e funcao efetora.

Palavras-chave: Gene TBX21; Células mieloides; Macréfagos; Resposta imune —
Regulacéo; Imunometabolismo.



ABSTRACT

T-bet(Thx21) was identified in T helper lymphocytes as responsible for the
transactivation of the Interferon gamma gene (IFNy) and Th1 polarization. T-bet also
induces IFNy expression in other lymphoid cells such as NK, ILC1 and cytotoxic T
lymphocytes. In B lymphocytes, T-bet assists in isotype switching to IgG2a. T-bet has been
described having a highly inflammatory role systemically. However, it has been reported that
T-bet is a transcriptional repressor of the Tnfa gene in dendritic cells, suggesting a regulatory
role. The literature is rich in studies that describe the role of T-bet in lymphoid cells, however,
there is a lack of studies that specifically assess the role of T-bet in the myeloid lineage,
such as in macrophages. Our aim was to study the role of T-bet in macrophages. First, we
evaluated the kinetics of Tbx21 mRNA in BMDMs and observed that LPS alone is not able
to upregulate its gene expression. However, IFNy treatment upregulated Thx21 expression
with a peak after 3h of stimulation. The joint stimulus of LPS+IFNy potentiated the
expression of Tbx21 induced by IFNy. Polarization of macrophages with IL-4 did not
modulate Thx21 expression. Thus, the expression and function of Tbx21 in macrophages is
related to the polarization to the pro-inflammatory and not to the alternative profile. Western
Blotting analysis revealed that MO macrophages constitutively express T-bet, which
increases with LPS+IFNy stimulation up to 12h and decreases after 24h of stimulation. Using
BMDM from C57BL/6JTbx21"LyzM®® animals (Tbx21” in the myeloid lineage), we
observed that Tbhx21-/- macrophages had higher gene expression and secretion of IL-12
and TNFa, regardless of NF-kB activation. We demonstrated that T-bet binds to the 1112 and
Tnfa promoter, suggesting a negative regulation mechanism for these genes. Furthermore,
deletion of Thx21 increased Nos2 expression and subsequent NO production, with
decreased Argl expression in BMDMs. We observed that T-bet does not bind to the Nos2
promoter. However, as NO levels were increased in Thx21”- macrophages, we sought to
assess whether T-bet would modulate cell metabolism. Tbx21”- macrophages stimulated
with LPS+IFNy expressed more Slc2a1(GLUT1), Hk2(Hexokinase 2) and Ldh(Lactate
Dehydrogenase), as well as secreted higher levels of lactate than Tbx21** BMDMs. We
also observed that the Extracellular Acidification Rate (ECAR) is increased in Thx21”
inflammatory macrophages, as well as non-glycolytic acidification, which indicate increased
levels of ROS. We confirmed that Tbx217- macrophages have higher levels of H202 than
Tbx21** and have increased microbicidal activity, independent of Nox2. Taken together, our
data indicate that T-bet is important for maintaining regulated macrophage inflammatory
tone. Thx21f/fLyzMcre animals have a more effective bactericidal capacity (liver/spleen)
than Tbx21f/f when infected with E. coli IP, accompanied by higher serum levels of IL-18, a
marker of septic worsening. Together, our data indicate that deletion of Thx21 in the myeloid
lineage leads to exacerbated inflammation in mice, which suggests that T-bet regulates the
inflammatory tonus of macrophages in terms of cytokines, metabolism, and effector function.

Keywords: TBX21 Gene; Myeloid cells; Macrophages; Immune response -
Regulation; Immunometabolism.
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1. INTRODUCAO

A imunologia é um campo de estudo relativamente novo comparado as outras
ciéncias, ja que seu advento se deu em 1796 com o médico franco-inglés Edward
Jenner, cujos experimentos demonstraram que ha um processo de melhora na
resposta do corpo frente a infeccéo por um microrganismo quando exposto ao agente
previamente (SMITH, 2011). Ele inoculou pustula de variola bovina coletada de
mulheres ordenhadoras em James Phipps, uma crianca de 8 anos, a qual teve uma
clinica branda e se recuperou. Posteriormente, quando desafiado com o virus da
variola humana, a crian¢a ndo desenvolveu a doenca, fendbmeno este que foi chamado
de imunizacdo (RIEDEL, 2005).

A palavra imunidade advém do termo grego “immunitas”, conceituado como a
protecdo e os privilégios legais que os senadores romanos detinham ao longo do
mandato (JANEWAY et al., 2020). Ao longo de muitos anos, foi atribuida ao sistema
imune a funcdo de protecdo do organismo contra microrganismos como bactérias,
virus e parasitos. No entanto, hoje fica cada mais claro que o sistema imune nao atua
apenas como responsavel pela protecdo contra microrganismos, mas também é
essencial para a manutencdo da homeostase nos mais diferentes tecidos do corpo
(OKUMURA; TAKEDA, 2016).

Os conceitos de infeccao e inflamacao diferem entre si. A infeccdo pode ser
definida como 0 processo em que um agente patogénico transpassa as barreiras
fisicas, como a pele e mucosas, ganhando sitio de colonizacéo para se proliferar. Por
outro lado, a inflamacédo compreende a ativacdo de células imunes que resulta na
migracdo de leucdcitos para um sitio especifico, processo este capaz de ocasionar
dor, febre, vermelhiddo, inchacos e perda de funcdo dos tecidos ou Orgaos
(JANEWAY et al., 2020).

O sistema imune é didaticamente dividido em inato e adaptativo (HOEBE,
2004). A imunidade inata conta com células, proteinas e barreiras fisico-quimicas que
ja se encontram prontas para responder contra infec¢des e lesbes teciduais. Sao
células da imunidade inata os neutrofilos, basofilos, eosinofilos, monocitos,
mastoécitos, células dendriticas, células assassinas naturais (NK), células linféides
inatas (ILCs) e macrofagos (BEUTLER, 2004).

Ja a imunidade adaptativa € composta pelos linfécitos, que sdo capazes de
identificar e lidar com as infec¢cdes de uma maneira altamente especifica. Os linfocitos

possuem duas populagbes principais, sdo elas os linfocitos T e os linfécitos B.
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Enquanto as células T podem ser auxiliares (CD4+) ou citotéxicas (CD8+) (e até do
tipo NKT — T assassinas naturais), as células B sédo responsaveis pela producéo e
secrecao de anticorpos, também chamadas de imunoglobulinas (lg), e apresentacéo
de antigenos (BENDELAC et al., 2007; BONILLA; OETTGEN, 2010).

As células T CD4 necessitam de que células apresentadoras de antigenos
como as células dendriticas, macrofagos e linfécitos B internalizem, processem e
exponham peptideos derivados de micrébios conjugados a molécula de MHC-II
(JANEWAY et al, 2020). E em conjunto com coestimuladores, principalmente, da
familia B7 e das citocinas presentes no meio, os linfécitos T auxiliares polarizam para
os perfis Thl, sob efeito da IL-12, os quais expressam T-bet; Th2, sob efeito de IL-4,
0s quais expressam Gata3; Th1l7, sob efeito de IL-6 e TGF-B, expressam RORyT; e
as células T reguladoras (Treg), sob efeito de TGF[3, expressam FoxP3 (GEGINAT,
2014).

Dentre os diversos espectros dos linfécitos T CD4, as células Thl produzem
IFNy e séo criticas para potencializar a defesa contra virus e microrganismos
fagocitados (LA GRUTA et al., 2018). Ja as células Th2 produzem IL-4/5/13 e
participam de manifestacdes alérgicas e na defesa anti-helmintica. As células Th17
produzem IL-17/22/23 e participam da defesa antibacteriana e antifingica. Ja as Tregs
produzem TGF-, IL-10, IL-35 e expressam CTLA-4 (antagonista competitivo de B7),
regulando negativamente a resposta inflamatoéria (ABBAS et al., 2021).

Quando se trata das células T CD8 (CTLs), sdo restritas ao reconhecimento de
peptideos apresentados na fenda do MHC-I, o qual é expresso por todas as células
nucleadas (LA GRUTA et al., 2018). Todas as células nucleadas sdo passiveis de
mutacdes genéticas e infec¢des citoplasmaticas, que culminam na apresentacao de
neoantigenos tumorais e antigenos virais que indicam necessidade de eliminacdo. E
de responsabilidade das CTLs identificar essas células, e induzi-las a apoptose com
a liberagao de perforinas e granzimas ou por FAS/FAS-Ligante (TAKEUCHI; SAITO,
2017).

Embora o sistema imune seja uma complexidade de células, os macrofagos
sdo as células objeto de estudo do presente trabalho por estarem relacionados com
diversas desordens inflamatorias e presentes nos mais diversos tecidos,
desempenhando papeis especificos (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). A

modulagdo de seus fenotipos altera consideravelmente o desenvolvimento do



17

processo inflamatério em varios modelos de doencas (ARANGO DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014).

1.1. MACROFAGOS

Por meio de observacfes microscopicas que levaram ao Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina de 1908, o zoologista russo Elie Metchnikoff foi quem descreveu
pela primeira vez, em 1883, células moveis respondendo a injdrias, induzidas com uso
de um espinho, em uma larva de estrela do mar (METCHNIKOFF, 1883).
Posteriormente, essas células foram identificadas como macréfagos (do inglés big
eaters — grandes comildes). Neste sentido, os macréfagos sdo células imunes
altamente especializadas no processo de fagia, denominado fagocitose, seja de
células e debris ou micrébios, sendo, portanto, considerados fagécitos profissionais
(GORDON, 2007).

Os macrofagos podem ser derivados do saco vitelinico e do figado fetal,

originando os macroéfagos residentes de longa vida, que colonizam tecidos e se auto

renovam até a vida adulta (células de Kupfer — figado; células de Langerhans — pele;
macrofagos alveolares — pulmdes; macrofagos peritoneais -peritdnio; osteoclastos —
0Ss0s; microglia - sistema nervoso; macréfagos cardiacos e do tecido adiposo, dentre
outros), ou podem ser derivados a partir do estimulo de Fator Estimulante de Colbnias
de Macréfagos (M-CSF) sobre células mieloides pluripotentes da medula éssea em
pr6-mondcitos, 0s quais se tornam mondcitos circulantes e, posteriormente, se
diferenciam em macréfagos nos tecidos (Figura 1) (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH,
2014).

Os macrofagos estdo presentes nos mais distintos tecidos e sdo altamente

plasticos e versateis ao ponto de se especializarem em fungdes néo-candnicas
inerentes ao microambiente, diferentes daquela canbnica de serem apenas sentinelas
contra microrganismos estranhos (THERET; MOUNIER; ROSSI, 2019). Os
macrofagos do figado e baco, por exemplo, participam promovendo a limpeza de
hemacias envelhecidas e reciclando ferro (DE BACK et al., 2014). Ja a microglia esta
relacionada com processos de neurogénese e limpeza de neurbnios defeituosos
(SATO et al., 2015). Macréfagos cardiacos sdo importantes participantes nos
estimulos elétricos que resultam no ritmo cardiaco (MOSKALIK; NIDERLA-
BIELINSKA; RATAJSKA, 2022). Os ATM contribuem para a regulacdo da
termogénese e controle enddécrino (CATRYSSE; VAN LOO, 2018).
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Quanto aos macréfagos peritoneais, foram descritas por Ghosn e
colaboradores (2009) duas subpopulacdes que diferem entre si em termos de
desenvolvimento e fungdo, sendo a populacdo de grandes macrofagos do peritdnio
(LPM) e a de pequenos macréfagos do peritdnio (SPM). Os LPM expressam altos
niveis de CD11b e F4/80, e representam grande maioria da populacdo celular de
peritbnio em individuos saudaveis, sem infeccdo ou inflamacédo peritoneal,
desaparecendo sob estimulo inflamatorio. J& os SPM sé&o infiltrantes, expressam
baixos niveis de CD11b e F4/80, porém altos niveis de MHCII e aumentam a

frequéncia com inflamacéao peritoneal.

A E6.5 E8.5 E10.5 E12.5 E16.5 P1 Adult

Figura 1. Ontogenia e espectro de macréfagos. Os macrofagos teciduais sdo primeiramente
produzidos no saco vitelinico e, posteriormente, no figado fetal. Com o desenvolvimento para a vida
adulta, a ontogenia de macro6fagos se da na medula 6ssea, com producdo de mondcitos que podem se
tornar macréfagos infiltrantes mediante processo inflamatério. Os macréfagos residentes sentinelas
estdo presentes nos mais diferentes tecidos, no cérebro temos a microglia, no figado células de Kupffer,
nos pulmdes os macrofagos alveolares, no bagco os macréfagos esplénicos da polpa vermelha e da
zona marginal. Na pele temos células de Langerhans, no coragdo os macréfagos cardiacos, no
peritbnio os macréfagos peritoneais e no sangue estéo presentes mondcitos Ly6C+, marcador de
macrdéfagos infiltrantes.

Fonte: Figure 1. Macrophage Lineages, Ontogeny, and Contribution to Populations of Resident Tissue
Macrophages de Epelman et al. (2014).
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Os macroéfagos sdo componentes da imunidade inata contra microrganismos
passiveis de serem fagocitados, como bactérias e fungos, e atuam também no
remodelamento tecidual (WU; LU, 2019). Macrofagos contam com receptores de
Padrées Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPs) e a Dano (DAMPSs). Os
receptores de padrbes moleculares (PRRs) podem estar presentes na face externa
da membrana plasmatica, na membrana do fagolisossomo ou até mesmo no citosol.
A localidade do receptor ativado dita a resposta que o macréfago promovera
(TAYLOR, 2005; PLUDDEMANN; MUKHOPADHYAY; GORDON, 2011).

Dentre os PRRs de membrana plasméatica destacam-se 0s receptores do tipo

Toll (TLRs), os quais reconhecem, dentre outras moléculas, componentes da parede
e da membrana bacteriana, como é o caso do TLR4 que € ativado pelo
lipopolissacarideo (LPS), presente na membrana externa de bactérias Gram
negativas, e amplamente utilizado no presente trabalho (BEUTLER, 2000).

Além dos TLR, ha os receptores de Lectina tipo C (CLEC) que reconhecem -
glucano derivado de fungos e manose, 0s receptores Scavenger que reconhecem
lipoproteinas e &cido lipoteicoico, e os receptores de residuos N-formil-metionil
presentes em bactérias e proteinas derivadas da mitocondria (THEBAULT, 2009).

Quando se trata dos PRRs presentes nos endossomos, destacam-se os TLR que

reconhecem material genético derivado de microrganismos fagocitados, como RNA e
DNA de fita simples ou dupla (KRIEG; VOLLMER, 2007).

A ativagéo dos TLRs deflagra, dentre outras vias, a via de MyD88, a qual induz
a ativacao do Fator Nuclear (NF)-kB responsavel pela transcricdo de quimiocinas que
atraem outros leucdcitos, e citocinas pré-inflamatorias, tais como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF)a, Interleucina (IL)-18, IL-6, IL-12 e IL-18. Essas citocinas podem agir
de forma autdcrina, paracrina e enddcrina, promovendo vasodilatacéo, febre, sintese
de mediadores agudos da inflamacao no figado e ativacdo de células imunes inatas e
adaptativas (SERASANAMBATI; CHILAKAPATI, 2016). Além disso, a via de TRIF
ativa IRF3/7/9, promovendo um estado anti-viral autdcrino e paracrino, com producao
de Interferon (IFN)-1 (sendo os a / B) (CHO; KELSALL, 2014).

Quanto aos PRRs localizados no citosol, temos os receptores do tipo RIG
(RLR) que reconhecem RNA (REHWINKEL; GACK, 2020), e do tipo NOD (NLR) que
reconhecem diversos PAMPs e DAMPs (KIM; SHIN; NAHM, 2016), além do complexo
PRR sensor de DNA citosolico cGAS-STING (MA; DAMANIA, 2016). Os NLR tém

ganhado destaque na ultima década devido o descobrimento do inflamassoma de
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NRLP3 que, dentre outras fungcbes, quando ativado cliva pro-caspase em caspase
ativa, a qual cliva as citocinas imaturas pro-IL-13 e pro-I1L-18 em IL-1 e IL-18 maduras
e funcionais (PLATNICH; MURUVE, 2019).

O inflamassoma também é responsével pela clivagem da Gasdermina-D, a qual
se oligomeriza na membrana celular formando poros para que a IL-1B e a IL-18
possam ser secretadas, o que é descrito por ocorrer de forma dependente de
MTORCL1. Trata-se de um mecanismo altamente regulado, denominado piroptose,
com intuito de sinalizacdo celular através dessas potentes citocinas pré-inflamatorias
(EVAVOLD et al, 2021).

A fim de atender as necessidades celulares de sobrevivéncia, desenvolvimento
e proliferacdo ou para desempenhar suas funcbes efetoras como producdo de
citocinas, fagocitose, eliminar microrganismos no fagolisossomo ou eferocitose de
células apoptoticas, os macrofagos reprogramam seu metabolismo e alteram seus
fenotipos (PEARCE et al., 2013; O’NEILL; PEARCE, 2016).

Serdo aqui destacados a funcdo e o metabolismo de macrofagos classicos
inflamatoérios (M1) e de macréfagos alternativos de reparo/resolucao (M2), assim
classificados didaticamente, embora a nomenclatura esteja obtusa, pois 0s
macrofagos podem adotar fendtipos mistos a depender do microambiente
(ARTYOMOV; SERGUSHICHEV; SCHILLING, 2016).

1.1.1. Macréfagos M1

Os macrofagos classicamente ativados (LPS+IFNy), conhecidos como M1,
secretam citocinas inflamatérias como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-18. S&o capazes
de induzir respostas do perfil Thl, por meio da IL-12 e sao altamente microbicidas.
Macréfagos M1 expressam altos niveis de MHC-II, moléculas coestimuladoras CD80
e 86, e CD68. Secretam quimiocinas CXCL9 e 10, e expressam 0s receptores para
quimiocinas CCR2 e 7 (JABLONSKI et al., 2015; CASTOLDI et al., 2016).

Esses macréfagos possuem o metabolismo centrado na glicélise aerdbica
(Figura 2), com a glicose sendo convertida em piruvato, o qual é convertido em lactato
pela Lactato Desidrogenase (LDH), mesmo em condicdes de normoéxia. Esse
processo é chave para a regeneracao de NAD+, o qual é necessario para sustentar a
via glicolitica (CLASSEN; LLOBERAS; CELADA, 2009; O'NEILL; PEARCE, 2016).

Esses macréfagos também possuem um alto fluxo da via das pentoses fosfato (PPP),
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gerando NADPH, gque é oxidado para a producao de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) via CYBB, codificado pelo gene Nox2 (NADPH oxidase 2) (WEST et al., 2011).

Os macrofagos M1 apresentam o Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido
Tricarboxilico (TCA) com desvios, o primeiro levando ao acumulo de Citrato, o qual é
convertido pela ACOD1 (Irgl) em Itaconato, que pode atuar como agente
antimicrobiano e inibidor da Succinato Desidrogenase (SDH) (MEISER et al., 2016).
Isso promove o0 segundo desvio em que ha acimulo de Succinato (MILLS et al., 2016).
O succinato pode inibir a Prolil-Hidroxilase (PHD - a qual marca HIF-1a para
degradacédo proteassomal), estabilizando HIF-1a (TANAHILL et al, 2013). HIF-1a tém
como alvos génicos a Slc2al (GLUTL1), enzimas da via glicolitica (Hk2, Pfkfb3, Pkm2,
Pdh e Ldh), além da pré-IL18 (MCGETTRICK; O’'NEILL, 2020). A glutamina alimenta
o ciclo a nivel de a-Cetoglutarato, uma vez que o citrato esta sendo desviado
(O'NEILL; ARTYOMOV, 2019).

Um terceiro desvio, a nivel de malonato, foi descrito em macréfagos M1 uma
vez que nesse perfil, 0 malonil-CoA se liga & GAPDH na lisina 213 em um processo
chamado de malonilacédo, o qual leva a dissociacdo dessa enzima de diversos mMRNAs
como € o caso do transcrito de TNFa. Deste modo, a GAPDH deixa de reprimir a
traducdo de TNFa e passa a integrar o acelerado fluxo da glicdlise (GALVAN-PENA;
O’'NEILL, 2014).

Ademais, com a ativagdo da via de STAT1 pelo IFNy, os macréfagos
expressam Nos2 que codifica a Sintase de Oxido Nitrico Induzivel (iNOS),
convertendo L-arginina em NO e L-citrulina (RATH et al.,, 2014). O NO, além de
microbicida, € metabolicamente conhecido como um importante inibidor de Piruvato
Desidrogenase (PDH) e Aconitase 2 (ACO2), acentuando ainda mais o primeiro
desvio do TCA (PALMIERI et al., 2020). NO também causa inibicdo dos complexos
da cadeia transportadora de elétrons (ETC), levando ao transporte reverso de elétrons
(RET) e a subsequente formagéo de ROS mitocondrial (mtROS) (O'NEILL; PEARCE,
2016; LINDEZ; REITH, 2021).

As mitocondrias de macrofagos M1 encontram-se mais fissionadas,
apresentando-se mais puntiformes e com cristas menos espessas comparadas com
macrofagos quiescentes (M0). A expressao dos complexos da ETC também é menor,
fazendo com que a assinatura desse fenotipo de macrofago seja mais glicolitica e com
menos fosforilagdo oxidativa (OXPHOS - que geraria ATP) (KAPETANOVIC et al.,

2020). Essa disfuncdo mitocondrial faz com que macrofagos M1 ndo possam ser



22

repolarizados para o fen6tipo M2 de homeostase e reparo tecidual, um sério problema
para o controle de doencas inflamatorias (VAN DEN BOSSCHE, et al., 2016).

E importante mencionar, ainda, que, nesse perfil, as mitocondrias colocalizam-
se com o fagolisossomo por meio da interacdo das proteinas membranares ECSIT
(mitocondrial) e TRAF6 (lisossomal), possibilitando o fornecimento de mtROS aos

fagolissosomos, o que potencializa a capacidade microbicida dos macréfagos dentro

da vesicula (WEST et al., 2011; GENG et al., 2015).
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Figura 2. Metabolismo de macrofagos inflamatérios. O reconhecimento de LPS e IFNy faz com que
haja producéo de citocinas pro-inflamatorias pela via de NF-kB, além de ROS e NO para degradar a
bactéria fagocitada. Neste fenétipo a via glicolitica e das pentoses fosfato (PPP) estdo com fluxo
acelerado com bastante producdo de lactato para reciclar o NADH em NAD+ que sustenta a via
glicolitica. A producao de pentoses produz concomitantemente NADPH que é oxidado pela NOX2 para
produzir ROS. O NO inibe a PDH e a IDH, além de afetar a ETC. Com isso, o ciclo de Krebs se encontra
com dois desvios com acumulo de citrato e succinato. Citrato € utilizado para producédo do
antimicrobiano Itaconato, o qual também inibe a SDH, acentuando o acumulo de succinato. O ROS
dependente da oxidacéo de succinato pela SDH inibe a PHD estabilizando HIF-1a, o qual transcreve
Slcla2 (Glutl), Hk2, Pfkfb3, Pkm2 e Ldh, além de pré-IL1b juntamente com a Pkm2 dimérica. Pro IL-
1B é clivada pelo inflamassoma e liberada por piroptose. As mitocondrias possuem elevado potencial
de membrana, colocalizam-se com o fagolisossomo e tém morfologia mais fissionada ou puntiforme,
com menor quantidade dos complexos da ETC, o que resulta no RET responsavel pela formacgéo do
mtROS. A OXPHOS ndo é uma assinatura neste fenétipo, neste sentido o consumo de oxigénio
mitocondrial é reduzido comparado ao MO e M2.

Fonte: Proprio autor. Criado com o Biorender no periodo que cursou a disciplina de Imunometabolismo.
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1.1.2. Macréfagos M2

Os macrofagos alternativamente ativados (IL-4 ou IL-13) de fendtipo M2
secretam as citocinas anti-inflamatérias TGF- e IL-10, e as quimiocinas CCL17, 18,
22 e 24 (JABLONSKI et al., 2015). Sé&o induzidos por respostas Th2 e podem induzir
células T reguladoras (OISHI et al., 2016). Os M2 expressam altos niveis de PPARy
que induz a expressao de genes envolvidos no metabolismo lipidico, além de
expressarem CD163 (receptor scavenger) e CD206 (receptor de manose), entre
outros marcadores (JABLONSKI et al., 2015). Essa polarizacao esta relacionada com
homeostase tecidual, reparo, fibrose, patologias alérgicas, helminticas e tumorais
(JABLONSKI et al., 2015; CASTOLDI et al., 2016). Conforme observa-se na Figura 3,
0s macréfagos M2 centram seu metabolismo em uma maior taxa de OXPHOS
comparado aos macrofagos M1 e MO (VATS et al., 2006; MARTINEZ; HELMING,;
GORDON, 2009; GALVAN-PENA; O'NEILL, 2014).

Esses macrofagos apresentam um Ciclo de Krebs candnico e intacto. Usam
como fonte de carbono ndo somente a glicolise, mas também &cidos graxos,
glutamina e lactato extracelular (TANNAHILL et al., 2013; JHA et al., 2015; NOE et al.,
2021). O lactato em especial pode ser internalizado pelos macrofagos, ser convertido
em piruvato, que entra na mitocondria e é transformado em Acetil-CoA, e
posteriormente em Citrato. O citrato intramitocondrial pode ser transportado para o
citosol e transformado em Acetil-CoA pela ATP Citrato Liase (ACLY) para sintese de
lipidios e para a acetilagdo de histonas na regido de genes relacionados ao perfil M2,
como Argl, Retnla, Ccl22 e 1110, facilitando a transcricdo desses genes (NOE et al.,
2021).

Os macrofagos M2 expressam altos niveis de Argl, que é induzida pelas
citocinas 1L4/13 via STAT6, e, com isso, deslocam a utilizacdo de L-arginina para
producéo de ureia e L-ornitina (RATH et al., 2014). A L-ornitina serve como precursora
para producao de L-prolina atraves da Ornitina Aminotransferase (OAT), promovendo
a producéo de fibras colagenas criticas para reparo tecidual e também para producao
de poliaminas através da Ornitina Descarboxilase (ODC), a qual é importante em
processos de proliferacéo celular (LINDEZ; REITH, 2021).

A morfologia mitocondrial neste perfil € predominantemente caracterizada por

mitocondrias fusionadas, alongadas, inumeras ramificacbes, cristas espessas,
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levando a uma maior respiragdo mitocondrial (CERVANTES-SILVA; COX; CURTIS,
2021).

Sendo assim, descobertas de novos moduladores da funcdo e do metabolismo
de macrofago sdo necessarias para regular sua resposta efetora de acordo com o
contexto em que essa célula se encontra.
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Figura 3. Metabolismo de macré6fagos ativados alternativamente. In vitro, estes macréfagos sao
estimulados com IL-4 ou 13, ativando o mesmo receptor, 0 que promove ativacdo de STATSG,
responsavel pela transcricdo de genes como Retnla, Argl, CD36, CD206, CD301, IL-10 e TGF-B.
Contam com a glicélise, glutamindlise e B-oxidagdo para alimentar suas vias metabodlicas. Também
realizam PPP para sintese de pentoses. A arginase degrada arginina em ureia e ornitina, a qual é
utilizada para producgdo de poliaminas com fun¢é@o de reparo tecidual. HIF-1a esta constantemente
sendo degradado no proteassoma. As mitocondrias estdo em uma morfologia mais fusiforme ou
ramificada. O piruvato néo é desviado para lactato, mas entra na mitocdndria e é oxidado a Acetil-CoA.
O ciclo de Krebs encontra-se intacto, sem desvios, que favorecem a OXPHOS com fluxo normal de
elétrons pela ETC e maior consumo de oxigénio comparado ao MO e M1. O metabolismo lipidico esta
elevado e ha acetilacédo de histonas que favorecem a transcrigdo de genes anti-inflamatérios.

Fonte: Préprio autor. Criado com o Biorender no periodo que cursou a disciplina de imunometabolismo.

E o T-bet € um forte candidato para modulacéo do fenétipo dos macrofagos no
contexto inflamatorio, uma vez que ja se foi provado por Garret e colaboradores (2007)
que “células dendriticas” CD11c+ expressam T-bet com uma funcdo regulatoria na

colite e, de modo preliminar, nosso grupo identificou a expressao de T-bet por
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macrofagos peritoneais, cujo papel foi por nés estudado no presente trabalho (dado

nao demonstrado).

1.2. O FATOR DE TRANSCRICAO T-BET

Codificado pelo gene Thx21, T-bet € um fator de transcricdo da familia de
proteinas com dominio T (T-Box) que regula a diferenciacéo e a funcéo das células
do sistema imune, podendo regular positiva ou negativamente a transcricdo de genes
alvos (MISHAL; LUNA-ARIAS, 2022).

T-bet foi originariamente descoberto como importante fator de transcricdo para
polarizacdo de linfécitos T CD4 naive sob estimulo de IL-12 via STAT4 em células
efetoras e pro-inflamatorias do perfil Thl, e com isso, recebeu o nome de T-Box
expressa em células T (SZABO et al., 2000). O mecanismo se baseia na transativacao
do gene de IFNy que, dentre outras fungdes, essa citocina polariza classicamente os
macréfagos, potencializando seu poder de fagocitose e acado microbicida (ZHANG;
YANG, 2000). O IFNy também atua autocrinamente em linfécitos Thl via STATL,
aumentando ainda mais a expressao de Thx21 (LIGHVANI et al., 2001).

Assim como ilustrado na Figura 4, a literatura contempla diversos estudos da
funcdo de T-bet nas células imunes (LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013),
principalmente linfoides, como a repressédo da expressdo de Gata3 e Rorct, genes
relacionados a polarizacdo Th2 e Th17 (SZABO et al., 2000); producdo de granzima
B e IFNy por linfécitos T CD8 (citotoxicos) (TAKEMOTO et al., 2006), producéo de
IFNy por células assassinas naturais (NK) e células linféides inatas (ILCs) tipo 1
(TOWNSEND et al., 2004); e mudanca de classe de imunoglobulinas para IgG2 em
linfocitos B (NGUYEN et al., 2012; HAGGLOF et al., 2022).
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Figura 4. Funcdo de T-bet nas células imunes. T-bet foi identificado em células T CD4 como
responsavel pela transativagao de IFNy. Posteriormente, a mesma funcgao foi dada para células T CD8,
Ty, NKT, ILC1 e NK. Em células B, promove a mudanca de isotipo para IgG2a. Em células dendriticas
€ um regulador negativo da expressdo de TNFa. Ndo ha fungdo descrita para macrofagos.

Fonte: Figure 1. Expression and functions of T-bet in immune cells de Lazarevic, Glimcher e Lord (2013).

Estudos com a delecdo de T-bet em camundongos demonstraram maior
susceptibilidade a infeccBes de bactérias e protozoarios (RAVINDRAN et al., 2019;
LOPEZ-YGLESIAS et al., 2021). Isso se deve a incapacidade da produgédo de IFNy, o
qual é necessario para potencializar a funcao efetora de macréfagos (PRITCHARD;
KEDL; HUNTER, 2019).

Camundongos C57BL/6 inoculados com Leishmania major sédo resistentes a
infeccdo em comparagao a camundongos BALB/c e animais C57BL/6 deficientes em
Thx21, e se tornam mais susceptiveis ao agravo da leishmaniose (SZABO et al.,
2002). A resposta contra infeccdes com Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
entérica, Herpes simplex Virus 2, Trypanosoma cruzi, Listeria monocytogenes e
Toxoplasma gondii também dependem da producéo de IFNy derivado de T-bet por
células do perfil Thl (PRITCHARD; KEDL; HUNTER, 2019).

Em contraste, ha estudos que demonstram o papel deletério de T-bet na
condicdo de sepse. Animais induzidos & sepse, sepse severa e choque séptico
apresentam niveis elevados de mRNA de Tbx21 e IFNy (PRITCHARD; KEDL;
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HUNTER, 2019). Sendo assim, T-bet € importante para lidar com as infec¢cdes, porém
niveis descontrolados podem comprometer a homeostase no processo inflamatorio.

E notorio que o T-bet possui um papel chave no processo inflamatério, devido
ao papel na modulacéo de diversas células imunes, mas por mecanismos ainda nao
completamente elucidados em todas as células, especialmente mieloides
(LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013). Em células dendriticas (DCs), o T-bet foi
descrito por Garrett et al. (2007) como um importante modulador negativo da
expressdao de TNFa. Um papel regulador (anti-inflamatoério) totalmente contrario ao
presente em células da linhagem linfoide (inflamatério) foi proposto a esse fator de
transcricdo em células dendriticas (LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013).

A deficiéncia de T-bet em animais Rag2KO leva a producéo exacerbada de
TNFa por DCs intestinais (CD11c+), agravando a colite. Em contrapartida, a
superexpressao de T-bet nas DCs fez com que a produgdao de TNFa diminua de
maneira dose-dependente (GARRET et al., 2007).

Dentre as limitacdes do estudo de Garrett et al. (2007), destaca-se a utilizacao
do modelo TRUC (T-bet"RAG27- Ulcerative Colitis) de delecdo total. Também né&o
houve estudo de KO condicional de Tbhx21 em DCs ou linhagem mieloide. Por
citometria, os autores isolaram células CD11c+ como sendo DCs, contudo, sabe-se
gue CD11c ¢é altamente expresso em macrofagos teciduais e inflamatoérios (LU et al.,
2022) e, dessa forma, os fenotipos observados pelos autores podem ser remetidos a
macréfagos também.

Sendo assim, apesar de sua funcdo bem elucidada na linhagem linfoide, a
literatura ainda é incerta a respeito do papel de T-bet em células da linhagem mieloide,
sobretudo em macréfagos. O nosso trabalho foi centrado em entender o que a
deficiéncia em T-bet modula nos macréfagos, para subsidiar futuros estudos mais

aprofundados acerca dos mecanismos.
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2. JUSTIFICATIVA

A literatura carece de estudos que avaliem especificamente o papel do fator de
transcricdo T-bet em macrofagos. Como o T-bet regula diversas células imunes,
inclusive células “DCs CD11C+” (GARRET et al., 2007), € possivel que esse fator de
transcricdo também possa modular o perfil e o metabolismo de macréfagos e a
subsequente homeostase sistémica em contexto de saude/doenca.

Esse potencial eixo de regulacdo de macrofagos pode ser utilizado para
desvendar mecanismos para atenuacao da inflamacé&o. Isso pode fornecer achados
gue auxiliardo na identificacdo de novas vias regulatorias, levantando-se a possiveis
novas propostas de estratégias terapéuticas para prevencdo e/ou tratamento de
doencas inflamatérias em que o macréfago juntamente com seus mediadores

inflamatorios tenha um papel importante.

3. HIPOTESES

Temos como a principal hipétese de que a deficiéncia de T-bet na linhagem
mieloide de camundongos sera responsavel por um fenétipo de maior inflamacéo
frente ao estimulo de infeccéo bacteriana. Hipotetizamos que T-bet seja um fator de
transcricdo regulatorio em macrofagos e células mieloides, diferentemente de seu

papel pro-inflamatoério em células da linhagem linfoide.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Estudar o papel de T-bet na modulacdo de macréfagos.

4.2. Objetivos especificos
a) Determinar a cinética de Tbx21 e T-bet em macréfagos;
b) Estudar o impacto da delecéo de Thx21 sobre citocinas, metabolismo e fungéo
efetora dos macrofagos;
C) Avaliar o enriquecimento da ligacdo de T-bet no promotor de alguns genes
modulados nos macrofagos;
d) Analisar aspectos inflamatorios de animais suficientes e deficientes em T-bet

na linhagem mieloide frente desafio de infeccéo bacteriana peritoneal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Os camundongos foram mantidos no biotério de animais do DGEMI e
DBBT/IB/Unicamp, na area de Imunologia. Eles foram acondicionados em
microisoladores coletivos, com maravalha, contendo no maximo cinco animais do
mesmo sexo por caixa, com ciclo artificial claro/escuro de 12/12 horas, a uma
temperatura constante de 22°C e com suprimento de agua (filtrada) e alimento (racéo
padrdo-CHOW) autoclavados a vontade.

Os animais foram acondicionados com sistema de exaustao e enriquecimento
de microambiente para evitar estresse, além da limpeza semanal. O projeto de

pesquisa referente a essa dissertacao intitulado “Estudo do papel de T-bet em

Macréfagos no modelo de sepse” foi aprovado junto ao Comité de Etica de Uso de
Animais do Instituto de Biologia da UNICAMP (Protocolo n® 6039-1/2022 — ANEXO I).

Os animais B6.129P2-Lyz2mlcre)lo/j ou simplesmente LyzMcre, apresentam o

alelo de Cre recombinase localizado na primeira codificacdo ATG do gene da lisozima
2 (Lyz2) para knockout condicional (KOc) em células mieloides. Eles foram cruzados
com o0s animais B6.129-Thx21™25M7/], ou Tbx21" que possuem sitios loxP

flanqueando os éxons 2-6 do gene Tbx21, para delecao condicional de Thx21 apenas
na linhagem mieloide, a qual pertencem os macrofagos. Para o KO de Thx21, é
necessario genotipo homozigoto para Tbx21" e pelo menos heterozigoto para
LyzMere,

Esses animais foram submetidos a genotipagem por PCR convencional do

DNA extraido de 2mm de cauda de acordo com protocolo da The Jackson
Laboratory®. Os animais foram eutanasiados com deslocamento cervical para coleta
de medula 6ssea para cultura priméaria de Macrofagos Derivados de Medula Ossea
(BMDM). Alguns animais participaram do grupo de experimentos in vivo de infec¢ao
peritoneal com E. coli e tiveram sangue e seus 6rgdos como figado, baco, e lavado

peritoneal coletados para analises de citometria de fluxo e ELISA (soro).


https://www.jax.org/strain/004781
https://www.jax.org/strain/022741
https://www.cellco.com.br/pcr-qpcr-e-lamp/pcr-convencional/taq-dna-polimerase/pol-100-taq-pol-plus-mgcl2
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5.2. Cultura primaria de macréfagos e estimulos

Com auxilio de uma tesoura cirurgica estéril coletamos fémures e tibias de
animais devidamente eutanasiados para tubos Falcon estéreis de 15 mL com 5 mL de
alcool etilico 70%. Dentro do fluxo laminar, cortamos as espiculas dos ossos e
lavamos a medula 6ssea (com PBS 1X gelado estéril usando seringa e agulha
hipodérmica) para um novo tubo Falcon de 50 mL estéril.

Centrifugamos 300xG por 5 minutos, desprezamos o PBS, as células foram
ressuspendidas com 5mL de tampao de lise de hemacias por 5 minutos, o qual é
neutralizado com mesmo volume de PBS. Centrifugamos e desprezamos o liquido. As
células foram ressuspendidas em 1x108/mL e cultivadas durante 5 dias em meio
RPMI-1640 da Sigma Aldrich® suplementado com 10% do sobrenadante de L929
(que contem M-CSF para diferenciacdo de macréfagos in vitro) conforme descrito
previamente por nosso grupo (MONTEIRO et al., 2020).

O meio foi trocado no 6° dia, e os estimulos realizados no 7° dia. Assim, a
cultura ficou livre de células mortas e células ndo aderentes, restando ~98% de
Células vivas CD11b+ F4/80+ (macréfagos). Para mimetizar in vitro o ambiente de
infeccdo bacteriana, BMDMs foram polarizados para M1 com LPS (Cat L4391-1MG
Sigma Aldrich) 100ng/mL e IFNy (Cat 315-05 PeproTech) 20ng/mL. J& para
polarizagédo M2, foram estimulados com 20ng/mL de IL-4 (Cat 214-14 PeproTech).

5.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA foi extraido de cultura de células e purificado conforme o protocolo
padrdo de Tri-Reagent da Sigma Aldrich® (Cat. T9424-200ML), Fenol Cloroférmio,
Isopropanol e Etanol 75% com sucessivas etapas de centrifugacdo. O RNA foi
ressuspendido em 20uL de H20 Ultrapura e quantificado no Synergy HTX Multi-Mode

Microplate Reader da BioTek/Agilent®. Para a reacdo de transcricdo reversa e
producdo de cDNA, o kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ da Thermo Fischer® foi
utilizado (Cat 4387406) e o transcrito reverso diluido 10X (Add 180uL de H20 Ultrapura
aos 20pL de cDNA).



https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/r6504
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/t9424?gclid=EAIaIQobChMIg5XAzPjH_AIVyUVIAB1L2A12EAAYASAAEgIbfPD_BwE&gclsrc=aw.ds
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10977015
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/br/en/4387406
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5.4. Imunoprecipitacdo da Cromatina

A Imunoprecipitacdo da cromatina foi realizada com o kit MAGnify ™ Chromatin

Immunoprecipitation System (Cat 492024) da Thermo Fischer® de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. O anticorpo T-bet/TBX21 (E412K) Rabbit mAb

#97135 foi utilizado para imunoprecipitar T-bet. Ao final do protocolo, o DNA que
estava ligado a T-bet foi purificado com os reagentes do kit. Para verificar se T-bet se
ligava nos promotores dos genes que foram modulados, realizamos qPCR com

primers que flanqueiam a regido TATA-box que T-bet possivelmente interagiria.
5.5. gPCR

Para realizacdo da gPCR, o kit QuantiNova® SYBR® Green PCR da Qiagen®

foi usado conforme instrucdes do fabricante com otimizacdo de 3 pL de Sybr Green

para 0,3 pL de uma solucao de Primers Forward+Reverse a 10 uM, por poco. 3uL de
cDNA foi utilizado. A corrida foi realizada no equipamento CFX384 Touch Real-Time
PCR Detection System da Bio-Rad.

A analise da expressao génica foi realizada com auxilio do programa CFX
Manager Software versdo 2.0, por meio de 222Ct versus o Controle experimental, em
que nao h& perda ou ganho de funcao e nao ha estimulos, exemplo Flox MO. O gene
que codifica a subunidade 18S do ribossomo de camundongos foi utilizado para
referéncia na analise por ndo alterar Ct conforme estimulos sdo administrados em
nossas células (ndo utilizamos GAPDH por ser uma enzima modulada
metabolicamente e padronizamos o 18S que é amplamente utilizado em artigos de
imunometabolismo nas revistas Cell, Nature e Science).

Ja para andlise de ChIP por gPCR, utilizamos do 224Ctversus input, ou seja, a
amostra que nao sofreu processo de Imunoprecipitagcdo com anticorpo de T-bet.

Os primers utilizados foram desenhados no Primer-BLAST da NCBI a partir da

sequéncia de interesse para se amplificar, e adquiridos pela Sigma-Aldrich®. As

sequéncias dos primers estdo na Tabela 1, a seguir:


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/492024
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/492024
https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/t-bet-tbx21-e4i2k-rabbit-mab/97135
https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/t-bet-tbx21-e4i2k-rabbit-mab/97135
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/pcr-qpcr-dpcr/real-time-pcr-enzymes-and-kits/probe-based-qpcr/quantinova-pcr-kits?catno=208052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

TABELA 1. Sequéncia de primers para qPCR.
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GENE Forward Reverse
18s 5'- CTCAACACGGGAAACCTCAC -3' 5'- CGCTCCACCAACTAAGAACG -3'
Thx21 5'-AGCAAGGACGGCGAATGTT-3' 5'-CCACCTGGGAATTCAACATC-3'
Tnfa 5'-ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3' 5'-AGATAGCAAATCGGCTGACG-3'
Nos2 5'-TGGTGAAGGGACTGAGCTGT-3' 5'-CCAACGTTCTCCGTTCTCTTG-3'
Argl 5'-CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG-3' 5'-AGGAGCTGTCATTAGGGACATC-3'
1l1b 5'-GGCAGCTACCTGTGTGTCTTTCCC-3' 5'-ATATGGGTCCGACAGCACGAG-3'
ll6 5'-TGCTTCCCCATCTCTCATGC-3' 5'-TGTCTGGAAAAAGTGCCGCT-3'
1112b 5'-GTGCAAGCTCAGGATCGCTA-3' 5'-CCTCACAAGCCTCCTGTTGT-3'
Slc2a1 5'-GCTGTGCTTATGGGCTTCTC-3' 5'-CACATACATGGGCACAAAGC-3'
Hk2 5'-ATTGTCCAGTGCATCGCGGA-3' 5'-AGGTCAAACTCCTCTCGCCG-3'
Pkm2 5'-GCCGCCTGGACATTGACT-3' 5'-CCATGAGAGAAATTCAGCCGA-3'
Ldha 5'-ACGCAGACAAGGAGCAGTGGAA-3' 5'-ATGCTCTCAGCCAAGTCTGCCA-3'
PROMOTOR Forward Reverse
Tnfa 5'-CACAGAATCCTGGTGGGGAC-3' 5'-CCCTACACCTCTGTCTCGGT-3'
1112b 5'-TGAACTCGGTTTGGGGCAAG-3' 5'- AATAGAGGCGGCAATGGCTA -3'
Nos2 5'-CAGGAAGAGATGGCCTTGCA-3' 5'-TCCCCAGTTGGGTGTGCAAG-3'

Primers para avaliar expressao génica através do cDNA foram desenhados a partir do Refseq mRNA
de Mus musculus. J4 os primers para deteccdo de regides do DNA foram desenhados a partir da base
de dados Refseq Representative Genomes de M. musculus utilizando-se da sequéncia promotora
obtida no Eukaryotic Promoter Database. Fonte: Préprio autor.

5.6. ELISA

Os ensaios de imunoabsor¢cdo enzimatica foram realizados com os kits da BD
OptEIA™: Mouse TNF (Mono/Mono) ELISA Set (Cat 555268), Mouse IL-18 ELISA Set
(Cat DB559603), Mouse IL-6 ELISA Set (Cat 555240) e Mouse 1L12 (p40/70) ELISA

Set (Cat 555256). Foram utilizados com a finalidade de dosagem das citocinas

liberadas pelos BMDMs no meio de cultura, mediante estimulos nos experimentos. A
técnica usada se baseia no ELISA de captura ou sanduiche conforme instrucées do
fabricante. As absorbancias de 450nm e 570nm foram aferidas pelo Synergy HTX
Multi-Mode Microplate Reader da BioTek/Agilent®. Os resultados foram obtidos com

a equacao da reta proveniente da curva padrao.

5.7. Mensuragéo de H20:2

A fim de determinar a quantidade de H202 da cultura celular, contamos com o
kit Amplex™ Red Reagent da Thermo Fischer® (Cat Al12222) e seguimos as
recomendacdes e protocolos do fabricante. Trata-se de uma probe altamente sensivel

para dosagem dessa espécie reativa de oxigénio por meio da deteccdo de


https://epd.epfl.ch/mouse/mouse_database.php?db=mouse
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fluorescéncia no nosso Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader da
BioTek/Agilent®.

5.8. Mensuracédo de NO

Com a finalidade de estimativa de NO (um gés) produzido pela iNOS, a Reacdo
de Griess é o padréo ouro a ser realizado com o kit Invitrogen™ Griess Reagent Kit,
for nitrite quantitation (Cat G7921), como feito por Palmieri et al 2020. Esse teste é
capaz de dosar nitrito que reage com sulfanilamida em condi¢bes acidas formando
diazo. Este ultimo reage com N-(I-naftil)etilenodiamina (NED) mudando a cor para um
vermelhol/violeta intenso.

Para cada poco de uma placa de 96 pocos de fundo chato, foi utilizado 50 pL
da mistura de Sulfa 1% (2X) e NED 0,1% (2X) na proporcédo 1:1, e 50 uL de amostra.
A curva padréo de nitrito teve concentracao inicial de 200 uM e foram feitas diluicbes
seriadas até 0. Realizamos a leitura ap6s 5 minutos de reagdo no Synergy HTX Multi-
Mode Microplate Reader da BioTek/Agilent® do LIM, com método de absorbancia de
ponto final a 540nm. O resultado de abs foi analisado com equacéo da reta da curva

padréo.

5.9. Citometria de Fluxo (FACS)

O protocolo padronizado para Citometria de Fluxo com marcacao para T-bet,
envolve anticorpos conjugados a fluoréfuros de comprimento de ondas diferentes para
excitacao e emissao adquiridos pelas empresas Biolegend® e BD Biosciences®. Para
marcacao de citocinas intracelulares, o kit Fixation/Permeabilization Solution Kit with
BD GolgiStop™ foi utilizado, tudo conforme instrugdes dos fabricantes. Painel de
anticorpos/fluoréfuros pode ser consultado na Tabela 2. Os painéis de fluorofuros

foram elaborados com auxilio da ferramenta BD Spectrum Viewer.

Além da marcacéo de viabilidade (Live and Dead), foram preparados pogos
com um pool de amostras que ndo foram marcadas com nenhum anticorpo de
fluorescéncia (Unstained), bem como FMOs (Fluorescence Minus One) e marcacdes
de cor unica (Single Color). Deste modo, os limites (Threshold) de negativo e positivo
puderam ser melhor determinados para as fluorescéncias. Bloqueador de FcR foi

utilizado para eliminar a possibilidade de ligacdes inespecificas de nossos anticorpos.


https://www.bdbiosciences.com/en-us/resources/bd-spectrum-viewer
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Tabela 2. Painel de citometria para caracterizacdo de infiltrado inflamatério peritoneal.

Marcador Canal utilizado Empresa - Catalogo
Zombie aqua BVvV480 BioLegend - 423101
CD45 BV750 BioLegend - 103157
CD11b APC-Cy7 BioLegend - 101226
CDllc BUV737 BD - 612797
F4/80 BB515 BioLegend - 123108
Ly6G BB700 BioLegend - 127616
Ly6C BV605 BioLegend - 128035
CD206 BV786 BioLegend - 141729
MHCII BUV395 BD - 743876
TNF-a PE-Cy7 BioLegend - 506324
IL-1B PE Invitrogen - 12-7114-82
IL-12 APC BioLegend - 505206

Fonte: Proprio autor.

O equipamento BD FACSymphony™ A5 | High-Parameter Cell Analyzer foi
utilizado para citometria multiparamérica. Apds a aquisicdo, os eventos foram

analisados no Software FlowJo™ v10 da BD.

5.10. Western Blotting

As amostras proteicas foram coletadas com RIPA + Inibidores de protease e
fosfatase da Cell Signaling® (Cat 5872S) para tubos de 1,5mL, sonicadas por 20s e
guantificadas pelo método de BCA da Thermo Fischer®, sempre mantidas em gelo ao
manusear ou Freezer -80°C.

O gel Resolving SDS-PAGE Bis-Acrilamida 12% e o gel Stacking 6% foram
padronizados para T-bet (65kDa). 30ug € a concentracao proteica a ser depositada
por poco para eletroforese em 120v em cuba da BioRad®. A PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Cat 26619) seré utilizada para referéncia
de peso molecular. A transferéncia para membrana de PVDF foi realizada a 400mAh

por 90 min em cuba da BioRad®. O bloqueio de ligagbes inespecificas foi realizado
com solucéo de Leite livre de gorduras 5% em TBS-T (TBS-Tween 0,1%) por 1h com
posterior lavagem em TBS-T.

Os anticorpos primarios anti T-bet/TBX21 (E412K) Rabbit mAb #97135, anti
Phospho-NF-kB p65 (Ser536) (93H1) Rabbit mAb #3033, anti NF-kB p65 (D14E12)
XP® Rabbit mAb #8242 da Cell Signaling® e Anti-NOX2/gp91phox (ab129068) da



https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/protein-biology/protein-purification-isolation/cell-lysis-fractionation/cell-lysis-total-protein-extraction.html?gclid=Cj0KCQiA1NebBhDDARIsAANiDD0w_-th0-9BEvxzkRMsOXaCQMfZb4eMvLQa1mNwmUtYKvtPdMpmJQsaAinJEALw_wcB&ef_id=Cj0KCQiA1NebBhDDARIsAANiDD0w_-th0-9BEvxzkRMsOXaCQMfZb4eMvLQa1mNwmUtYKvtPdMpmJQsaAinJEALw_wcB:G:s&s_kwcid=AL!3652!3!606658602179!p!!g!!protein%20extraction%20protocol!13368767895!123500391776&cid=bid_pca_ppf_r01_co_cp1359_pjt0000_bid00000_0se_gaw_nt_pur_con
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/protein-biology/protein-assays-analysis/western-blotting/transfer-proteins-western-blot/membranes-transfer-buffers-western-blotting.html?gclid=Cj0KCQiA1NebBhDDARIsAANiDD2FKRNfYDZHdFf-RwedTHYUE-d8wIR2Jap-j5kNEbgHU-4u1GGZTmAaAo9-EALw_wcB&ef_id=Cj0KCQiA1NebBhDDARIsAANiDD2FKRNfYDZHdFf-RwedTHYUE-d8wIR2Jap-j5kNEbgHU-4u1GGZTmAaAo9-EALw_wcB:G:s&s_kwcid=AL!3652!3!571667503345!p!!g!!millipore%20pvdf%20membrane!1666865951!68168296241&cid=bid_pca_wwr_r01_co_cp1359_pjt0000_bid00000_0se_gaw_nt_con_con
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Abcam® foram utilizados 1:1000 overnight e posteriormente incubados por 1h com o
anticorpo secundario Anti Rabbit IgG, HRP linked #7074 1:10000.

Utilizamos o kit Thermo Fischer® SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrate (Cat 34095) para revelagcdo da membrana no aparelho Chemidoc
da BioRAD® com 8 capturas em 120 segundos. A densidade optica foi aferida pelo
Image LAB e/ou Image J, para quantificacdo das bandas, versus controle endégeno

que pode ser Vinculina ou B-actina. Caso seja proteina fosforilada, foi comparada com

sua fracao total.

5.11. Ensaios metabélicos com fluxo extracelular

Contamos com os aparelhos Seahorse XFe24 Analyzers - Cell Analysis da
Agilent®, que sdo capazes de mensurar em tempo real dois parametros principais:
ECAR (Extracellular Acidification Rate — Taxa de acidificacdo extracelular) e OCR
(Oxygen Consumption Rate — Taxa de consumo de oxigénio), para revelar como estéo
moduladas a glicolise e a OXPHOS, respectivamente, dentre outros parametros,
mediante aplicacdo de drogas durante a corrida. Os macréfagos foram plaqueados
em placas proprias de 24 pocos (Seahorse FluxPaks) e os testes realizados conforme
recomendacdes do fabricante e trabalho de Van de Bossche, Baardman e de Winther
(2015). O kit Seahorse XF Glycolysis Stress Test da Agilent® foi utilizado conforme
instrucbes do fabricante. A normalizacdo foi realizada no proprio software Wave
fornecendo-se a quantificacdo de proteinas de cada poco. O ensaio de MitoStress
sera realizado tdo cedo chegue o novo Seahorse XFe96 que foi comprado por
importacdo para 0 nosso laboratorio, a fim de conhecermos o perfil de respiracdo dos

nossos macréfagos.

5.12. Ensaios de capacidade efetora dos macréfagos

A cepa BL21 da bactéria Escherichia coli (DH5a) GFP clonada com o vetor
pET28a (resistente a canamicina; expressao induzida por adicdo de IPTG; promotor
T7) foi utilizada para o ensaio de capacidade efetora dos macréfagos. O genétipo da
BL21 é F- ompT hsdSb (Rb- mb-) gal dcm (DE3) pLysS (resisténcia a cloranfenicol).
Neste sentido, a bactéria foi cultivada um dia anterior em meio LB Agar para selec&o

de colbnias verdes resistentes a canamicina 50ug/mL.


https://www.abcam.com/nav/primary-antibodies/rabbit-monoclonal-antibodies/vinculin-antibody-epr20407-ab219649.html
https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/b-actin-13e5-rabbit-mab/4970?N=4294956287&Ntt=4970s&_requestid=353330&fromPage=plp&site-search-type=Products
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Cultivamos as bactérias em meio LB liquido com o antibiético de selecéo, e
preparamos o meio de interagdo com macrofagos (T-bet+/+ e -/-), em sextuplicata na
placa de 96 pocos, numa proporcao de 10 bactérias para 1 macrofago. Plaqueamos
2 x 10° BMDM e os desafiamos com 2 x 10° bactérias. Apds tempo indicado, lavamos
0s pocos 2x com PBS estéril filtrado e lisamos os macrofagos com solucdo de 1% de
Triton em PBS por 5 minutos. Apos isso, diluicdes seriadas foram realizadas a fim de
determinar a quantidade de CFU/mL das bactérias no interior dos macroéfagos. As
amostras diluidas foram semeadas em placas de Petri com meio LB Agar, e a
contagem de coldnias no dia seguinte foi realizada, com multiplicacdo pelo fator de

diluicdo e correcéo para 1 mL.

5.13. Modelo in vivo de peritonite séptica

As bactérias BL1 sem GFP (para utilizacdo de FITC na citometria de fluxo)
foram cultivadas com dois dias de antecedéncia (a infeccéo) por 24h em 5 tubos de
meio LB, sob agitacdo constante de 180RPM a uma temperatura de 37°C. As
bactérias foram colocadas dentro de um tubo Falcon de 50mL e centrifugadas a
1800RPM por 10 minutos para eliminar o meio LB e foram ressuspendidas em 5mL
de PBS estéril. A quantificacdo de CFU/mL foi realizada em placa de Petri com meio
LB agar, com diluicbes seriadas.

A quantidade de bactéria utilizada foi de 7x108 CFU, em cerca de 120uL de
solucdo em seringas de insulina estéreis, por ser uma carga bacteriana subletal
previamente padronizada pelo laboratério com camundongos C57BL/6J.

Com a finalidade de avaliar o fenétipo inflamatério de animais na condicao de
suficiéncia ou deficiéncia de T-bet na linhagem mieloide frente a um modelo de
peritonite séptica, foram utilizados 6 animais por grupo experimental, conforme célculo

amostral aprovado junto ao comité de ética:

6) Thx21" com injecéo intraperitoneal de PBS estéril;
¢
(6) Tbx21" com injecéo intraperitoneal de E. coli;
(6) Tbx21"LyzMe® com injecado intraperitoneal de PBS estéril;

(6) Thx21"LyzM®® com injecdo intraperitoneal de E. coli.
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Apoés 24 horas, os animais receberam Cetamina (100 mg/kg) e Xilasina (10
mg/kg) intramuscular, tiveram seus sangues coletados por puncdo cardiaca, e
posteriormente, foi coletado o lavado peritoneal, bago e figado. O sangue coagulado
foi centrifugado a 5000 RPM por 25 minutos para obtengéo do soro para quantificagéo
de citocinas por ELISA. Ja o lavado peritoneal seguiu para marcacao de citometria de
fluxo. O baco e o figado foram pesados, processados em Cell Strainers, e semeamos

10puL para contagem de CFU normalizando por grama do érgéo.

5.14. Anélise dos resultados

Os resultados brutos foram tabulados em planilhas do Excel e analisados por
meio do software GraphPad Prism 8®, com ressalva de deposi¢cdo no Google Drive.
Foram realizados dois ou trés experimentos independentes, e foi evidenciado na figura
um gréfico representativo com média +SEM. Para andlise de dois grupos foi utilizado
o Teste T student. Para analise de mais de trés grupos, foi utilizado o Teste Anova
one-way. Para o experimento de Seahorse, em que as mesmas ceélulas sdo
analisadas em temporalmente, foi utilizado o Teste Anova two-way. Consideramos
significancia nas diferengas dos grupos experimentais quando o P resultou em menor
ou igual a 0.05, com marcacéao de asterisco (*). Nao foram utilizados mais asteriscos
para evidenciar valores de P menores, visto que 0.01 e 0.001 sdo menores que 0.05,
ou seja (*).

Para os ensaios de RT-gPCR, utilizamos o software CFX384 Manager da
BioRad, e analisamos a expressdo génica relativa ao gene 18S do controle
experimental sem delecdo e sem tratamento (Thx217 MO0) por meio de 2"DDCT. Para
analise de ChIP gPCR foi utilizado 2"DDCT das amostras imunoprecipitadas
comparadas ao input. Para os ensaios de ELISA, quantificacdo de lactato, proteinas
e nitrito utilizamos da curva padrédo que apresenta concentracdes conhecidas que
forneceram absorbancias especificas em cada experimento; deste modo, subtracéo
do branco e equacédo da reta, quantificamos as amostras. A quantificacdo de H20z2 foi
realizada com o delta da cinética de fluorescéncia, conforme determinado pelo
fabricante (Amplex). Ja para citometria de fluxo, utilizamos o software FlowJoV10. As
quantificacbes de bandas de Western Blotting foram realizadas com o software
ImageJ dividindo os pixels obtidos pela banda da proteina pelo seu endégeno, ou da

fracéo fosforilada dividida pela fracao total.
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6. RESULTADOS

A fim de conhecer a cinética de expressao génica e proteica de Thx21/T-bet
em macrofagos, derivamos macréfagos da medula 6ssea (BMDM) de camundongos
C57BL/6J e tratamos essas células com estimulos inflamatérios como LPS, IFNy, LPS
+ IFNy (M1) e o estimulo de IL-4 que polariza os macrofagos para o perfil alternativo,
ou de reparo. Fizemos as andlises apés 1h, 3h, 6h, 12h e 24h. Observamos que o
LPS sozinho ndo modulou a expresséo génica de Thx21 (Figura la). No entanto, o
tratamento apenas com IFNy foi suficiente para suprarregular a expressao de Thx21,
com pico apos 3 horas de estimulo (aumento médio de 7.13 em relacdo ao MO,
SEM=0.2) (Figura 1la). O estimulo concomitante de LPS+IFNy foi responsavel por
intensificar a expressao de Thx21 (aumento médio de 15.82 em relacdo ao MO,
SEM=1.4), frente ao aumento observado com IFNy (Figura 1a). A IL-4 também n&o
foi capaz de induzir a expressao de Thx21 (Figura 1a). Juntos, estes dados sugerem
que a expressao e funcao de Thx21 estd mais relacionada com o perfil inflamatorio de
macrofagos (M1) do que com o perfil de homeostase (MO) ou reparo (M2).

Com o intuito de avaliar a cinética proteica de T-bet em macrofagos, utilizamos
de 2 abordagens, sendo elas citometria de fluxo e Western Blotting. Utilizamos do
estimulo que mais aumentou a expressao génica (LPS+IFNy) para fazer a avaliacao
da cinética proteica. Na citometria, observamos um aumento na expressao dessa
proteina apds 6 horas de tratamento LPS+IFNy (MFI média=1449, SEM=117.5), com
diminuicdo da intensidade chegando ao basal apds 24h (MFI média=1128,
SEM=30.95) (Figura 1b). Por Western Blotting, observamos um aumento na
expressao da proteina de 1h até 12h apds estimulo com LPS+IFNy, o qual decaiu a
niveis inferiores aos basais apds 24h (Figura 1c). Assim, macrofagos nao
estimulados (M0) expressam baixos niveis de T-bet, o que € aumentado frente a
estimulo com LPS+IFNy.

Considerando que o estimulo de IFNy foi suficiente para induzir o aumento da
expressao de Thx21 nos BMDMs, e STAT1 € uma via deflagrada quando ha a ligacao
de IFNy em seu receptor, decidimos avaliar se o fen6tipo de aumento da expressao
de Tbx21 em resposta ao estimulo de IFNy é dependente de STAT1. Para isso,
construimos um sistema de silenciamento da expressao génica de Statl, com uso de

shRNA (Figura 1d). Observamos que com o silenciamento de STAT1, houve
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diminuicao da expressao de Tbx21 induzida por LPS+IFNy (Figura 1e), evidenciando

participacéo desta via.
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Figura 1. Cinética de mRNA e proteina de Tbx21/T-bet em macréfagos.

a) RTgPCR de Thx21 de BMDM, 1x10¢ células por poco;

b) Citometria de fluxo de T-bet (APC) expresso em BMDM CD11b+, 1x108 células por pogo;

c) Western Blotting de T-bet proveniente de cultura de BMDM, 2x106 células por pogo;

d) RTgPCR de Statl de BMDM, 1x10°© células por pocgo;

e) RTgPCR de Tbx21 de BMDM com silenciamento de Statl, 1x106 células por poco.

Gréficos sdo representativos de 2 ou 3 experimentos independentes, analisados com teste ANOVA
one-way e demonstrados como média +SEM.

Sabendo que os macrofagos expressam T-bet, hipotetizamos que sua funcéo
estaria relacionada com a regulacdo de citocinas nessas células, devido ao seu papel
em outras células imunes. Para constatar isso, utilizamos da abordagem de perda de
funcdo de T-bet na linhagem mieloide com o uso de camundongos C57BL/6J Thx21%
cruzados com LyzMce, Cultivamos BMDMs de animais Thx21" e Thx21%LyzMmere,
prosseguimos com estimulo de LPS+IFNy, extraimos RNA para gPCR e sobrenadante
para ELISA, avaliando as citocinas IL-18, IL-6, IL-12 e TNFa.

Quanto a expressao génica de ll1b (Pré-IL-1B) e 116, ndo observamos diferenca
na quantidade transcrita, ja l112 e Tnfa foram mais transcritos em macréfagos Thx21
I do que Thx21**, frete a estimulo com LPS+IFNy (Figura 2a), fenétipo confirmado
também pela quantificacdo dessas proteinas secretadas no meio (Figura 2b). Uma
vez que a via de NF-kB esta relacionada com a transcricdo dessas citocinas pro-
inflamatorias, decidimos avaliar por Western Blotting se a deficiéncia de T-bet impacta

na fosforilagdo de p-65, a qual denota atividade de NF-kB. Observamos que
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macrofagos deficientes em T-bet possuem uma ligeira reducdo na quantidade de p-
p65, 0 que ndo estaria contribuindo para a maior quantidade de IL-12 e TNFa nos
macréfagos Thx217- (Figura 2c). Hipotetizamos que T-bet se ligue nos promotores de
IL-12 e TNFa regulando negativamente a transcricdo, para atestar essa hipotese,
realizamos a imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP) com anticorpo anti T-bet,
purificamos o DNA que encontrava-se ligado ao T-bet nos BMDMs e realizamos gPCR
para os promotores de 1112 e Tnfa. Com isso, observamos que T-bet se liga no
promotor desses genes, pois é possivel observar o enriquecimento (Figura 2d), e, em
conjunto com os dados da Figura 2, podemos sugerir o mecanismo de repressao da
transcricdo como forma de modular negativamente a expressao dessas citocinas e

controlar o ténus inflamatorio dos macréfagos.
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Figura 2. T-bet regula negativamente a expressao de IL-12 e TNFa de Macré6fagos inflamatérios.
a) RTgPCR de das citocinas dos BMDM ap6s 6h de estimulo, 1x10° células por poco;

b) ELISA do sobrenadante dos BMDM ap6s 6h de estimulo, 1x10°8 células por poco;

c) Western Blotting de fosfo-p65, subunidade ativa de NF-kB, de BMDM, 2x10¢ células por pogo;

d) gPCR dos promotores de IL-12b e Tnfa em BMDM que passaram por ChIP de T-bet, 1x107 células.
Gréficos sao representativos de 2 ou 3 experimentos independentes, analisados com teste ANOVA
one-way e demonstrados como média +SEM.
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Tendo em vista que a deficiéncia de T-bet nos macréfagos fez com que
secretassem mais citocinas pré-inflamatérias, buscamos avaliar qual o impacto da
delecdo de Thx21 no metabolismo de arginina, o qual dita o balango pro-inflamatorio
e reparo. Macrofagos inflamatorios expressam altos niveis de Nos2 e baixos niveis de
Argl (em prol da producdo de NO) (RATH et al., 2014). Neste sentido, cultivamos
BMDMs Thx21** e Tbx21” e estimulamos com LPS+IFNy para avaliar a expressio
génica de Nos2 e Argl.

Observamos que os macréfagos Thx21** expressaram altos niveis de Nos2
sob estimulo inflamatério (Média=5770, SEM=927) comparados com os MO, como
esperado. No entanto, macréfagos Tbx21”- expressaram ainda mais (Média=8964,
SEM=479) (Figura 3a). A mensuracdo de NO, através da dosagem de nitrito no
sobrenadante corroborou com a maior expressdo de Nos2 (Flox Média=15.03,
SEM=1.217 /| KO Média=45.71, SEM=1.973), com um detalhe para o fato de que LPS
sozinho foi capaz de induzir producdo de NO em BMDMs Thbx21” (Média=6.102,
SEM=0.3740) mas ndo em Thx21** (Figura 3b). A Argl em macréfagos inflamatérios
Tbx21** teve uma expressao génica relativa ao MO com média de 607 e SEM=146,
enquanto os Thx21” tiveram uma expressdo ainda menor (Média=272, SEM=9)
(Figura 3c). Sendo assim, hipotetizamos que fosse possivel que T-bet também se
ligasse no promotor desses genes, promovendo uma regulacdo negativa da
transcricao de Nos2, assim como de 1112 e Tnfa. No entanto, realizamos ChIP gPCR
para o promotor de Nos2, e ndo observamos enriquecimento da ligacdo de T-bet
(Figura 3d). Esses dados demonstram que a deficiéncia de T-bet em macréfagos
resulta em uma maior producdo NO, mas com algum mecanismo independente da

regulacéo da expressao de Nos2 ainda a serem desvendados.
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Figura 3. Macréfagos inflamatdrios deficientes em T-bet favorecem ainda mais o metabolismo
de L-arginina para iNOS e producéo de NO.

a) RTgPCR de Nos2 dos BMDM ap6s 6h de estimulo, 1x10° células por pogo;

b) Reacdo de Griess para quantificagdo de nitrito no sobrenadante dos BMDM, 1x10°¢ células/pogo;
¢) RTQgPCR de Argl dos BMDM ap6s 24h de estimulo, 1x108 células por pogo;

d) ChlIP de T-bet em BMDM e qPCR para o promotor de Nos2, 1x107 células;

Graéficos sdo representativos de 3 experimentos independentes, analisados com teste ANOVA one-way
e demonstrados como média +SEM.

Os altos niveis de NO em macréfagos inflamatorios estéo relacionados com um
perfil mais glicolitico e menos respiratério, modulando o metabolismo celular para
assinatura do perfil pré-inflamatério (M1) (PALMIERI et al., 2020). Sendo assim,
buscamos avaliar como estava a expressao de genes relacionados a via glicolitica por
gPCR, tais como Slcla2 (que codifica GLUT1), Hk2 (que codifica a Hexoquinase2) e
Ldh (que codifica a Lactato desidrogenase). Observamos que ha o aumento da
expressdo de genes glicoliticos nos macréfagos sob estimulo de LPS+IFNy, sendo
esse aumento ainda maior nos e macréfagos Tbx217-(Figura 4a).

Ao dosarmos lactato, constatamos quantitativamente que ha um aumento no
fluxo glicolitico ainda maior nos macréfagos Thx21” (Figura 4b). Com isso, decidimos
realizar o ensaio glicolitico no Seahorse XFe comparando BMDM Thbx21+/+ e -/- sob
estimulo de LPS+IFNy quanto & Taxa de Acidificacdo Extracelular (ECAR).
Observamos que a deficiéncia de Thx21 levou a um aumento na glicélise, na
capacidade glicolitica, na reserva glicolitica e na acidificacdo ndo relacionada a
glicolise (Figura 4c) ao compararmos com os macréfagos Thx21**. Juntos, esses
dados nos permitem concluir que a deficiéncia de T-bet em macréfagos néo leva
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apenas ao aumento desregulado da producdo de mediadores inflamatérios como

também exacerba o metabolismo glicolitico relacionado ao perfil inflamatorio descrito

nessas células.
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Figura 4. O metabolismo glicolitico de macréfagos é intensificado com a delecdo de Thx21.

a) RT-gPCR do genes que codificam Glutl, Hexoquinase e Lactato desidrogenase em BMDM, 1x10¢
células por poco;

b) Dosagem de lactato por kit no sobrenadante dos BMDM, 1x108 células por pogo;

c) Glyco-Stress Assay no Seahorse XFe, 1,5x10° células por pogo na placa de 24 pogos.

Gréficos sdo representativos de 3 experimentos independentes, analisados com teste ANOVA one-way

e demonstrados como média +SEM.

Quando observamos o0 aumento na acidificagcdo nao relacionada a glicolise em
macréfagos Tbx217, nos questionamos se estes produziriam mais espécies reativas
de oxigénio, tais como o peroxido de hidrogénio (H202), as quais sdo descritas por
acidificar o meio. Neste sentido, cultivamos BMDM Thx21** e -, e mensuramos a
producdo de H202 por meio da probe Amplex®, que emite fluorescéncia para
guantificacdo. Observamos que mesmo em macrofagos MO, a deficiéncia de Thx21
aumenta a producdo de H202, sendo essa producdo maior frente a estimulo com
LPS+IFNy nos tempos de 1h, 3h ou por 6h (Figura 5a).

Nossos dados sugerem que macréfagos deficientes em Tbx21 sdo mais
inflamatorios e possivelmente mais eficazes na destruicdo de microrganismos
fagocitados, devido aos maiores niveis de H20.. Para atestar essa hipotese,
realizamos um ensaio de desafio com Escherichia coli na proporcao 10 bactérias para

1 macrofago por 90 minutos. No final, lavamos os pogos 3x com PBS para eliminar
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bactérias que ndo foram fagocitadas, lisamos os macréfagos com Solucédo Triton 1%,
e plaqueamos as bactérias provenientes do interior dos macréfagos em agar Luria-
Bertani (LB), com diluicbes seriadas para melhor contagem. Observamos que havia
menor quantidade de unidades formadoras de col6nia no interior de macrofagos
Tbx21”- (Figura 5b), o que confirma a hipotese de que eles tém a capacidade efetora
mais potente in vitro. Em busca do mecanismo que responde o aumento de H202em
macréfagos deficientes em T-bet, iniciamos pela analise da CYBB (NADPH-Oxidase).
Cultivamos BMDMs Thx21** e Thx21”- e estimulamos com LPS+IFNy por 1h, 3h e 6h.
N&o Observamos diferencas na expressao de Nox2/gp91phox entre os grupos Flox e
KO (Figura 5c). Deste modo, outras fontes de ROS deve contribuir para a elevagao
de ROS em macrofagos deficientes em Thx21, tais como ROS oriundo dos complexos

I e Ill da mitocondria, 0 que merece ser futuramente estudado.
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Figura 5. Macréfagos deficientes em T-bet possuem uma capacidade microbicida aumentada in
vitro, independente de Nox2.
a) Ensaio de Amplex para mensuracdo de H202 da cultura de BMDM com 3h de estimulo classico,
2x10° células por pogo em placa escura para aferi¢édo de fluorescéncia;
b) Ensaio de capacidade microbicida com desafio de Escherichia coli sobre os BMDM, 2x10° células
por poco, proporcdo de 10 Bactérias para 1 Macrofago;
c) Western Blotting para a subunidade gp91phox da NADPH-Oxidase.
Gréficos sdo representativos de 2 experimentos independentes, analisados com teste ANOVA one-way
e demonstrados como média +SEM.
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A fim de averiguar o fendtipo in vivo de camundongos suficientes e deficientes
em T-bet na linhagem mieloide, que os macréfagos fazem parte, utilizamos de um
modelo de peritonite séptica com a bactéria E. coli. Ap6s 1 dia de infeccéo, realizamos
a citometria de fluxo do lavado peritoneal e ndo observamos diferengcas nas
populacdes de células CD45+ vivas, as quais remetem-se aos leucocitos em geral,
bem como células Ly6G+, marcador de neutrofilos, e de células CD11b+ F4/80+, que
denotam macrofagos residentes / LPM (Figura 6a). Houve o aumento na frequéncia
dessas células no grupo que recebeu E. coli intraperitonealmente, no entanto, sem
diferencas entre os genoétipos de Thx21" e Thx217LyzM®® (Figura 6a). Também
decidimos avaliar a capacidade microbicida dos gendétipos in vivo, e, para isso,
coletamos o baco e o figado desses animais para semear e analisar o crescimento de
CFUs em &gar LB. Com isso, notamos que os animais com a deficiéncia condicional
de T-bet na linhagem mieloide apresentam menores quantidades de bactérias nos
dois 6rgaos analisados, o que significa que foram capazes de eliminar mais bactérias
do que o grupo controle Tbx21" (Figura 6b). Esse dado esta alinhado com a
capacidade microbicida dos macréfagos aumentados quando sdo deficientes em T-
bet e desafiados com E. coli in vitro, apresentando maiores niveis de H202 e NO
(Figuras 3b, 5a, 5b). Como a carga bacteriana IP de 7x108 CFUs é capaz de induzir
sepse, buscamos avaliar um marcador sensivel de deteccdo nessa condicdo
patologica. Neste sentido, coletamos 0 sangue dos animais que foram submetidos ao
experimento in vivo de peritonite séptica, fracionamos o soro, e realizamos ELISA para
IL-18, um mediador primario na sindrome de resposta inflamatdria sistémica (SIRS)
(JIMENEZ-SOUSA et al., 2017). Nosso resultado demonstra que ndo houve deteccéo
de IL-1B no soro dos animais PBS IP, e no que diz respeito do grupo E. coli IP (n=4),
os animais Thx21"LyzM®e apresentaram niveis mais elevados (Média=219.70,
SEM=63.92) do que o grupo sem dele¢édo (Média=362.50, SEM=56.09), p<0.0001.
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Figura 6. Camundongos deficientes em T-bet possuem uma capacidade microbicida aumentada
e maiores niveis de IL-1B séricos.

a) FACS de lavado peritoneal;

b) Contagem de CFUs do figado e do baco;

c) ELISA de IL-1B do soro.

Graficos sdo provenientes de um experimento de peritonite séptica com replicatas bioldgicas n=6 por
grupo, exceto ¢ que o n=4(motivo na discussdo), analisados com teste ANOVA one-way e
demonstrados como média +SEM. (artigo cassado plos1 2011)

Juntos, esses resultados sustentam o fato de que a delecdo de T-bet na
linhagem mieloide causa uma inflamacdo exacerbada devido o tonus inflamatorio
aumentados dos macrofagos e das células mieloides em si. Com isso, através do
nosso estudo do fenétipo da delecdo de Thx21 em mielécitos, temos a fortes indicios
de que T-bet é um fator de transcri¢cdo importante para induzir o ténus inflamatério na
linhagem linfoide, como varios autores ja publicaram, no entanto, quando se trata da
linhagem mieloide, T-bet aparenta ter um papel antagbnico e protetor contra o
agravamento de doencas inflamatorias, de modo a promover o controle da inflamacéao.
Desta maneira, estamos no caminho de uma descoberta que alimentara a literatura
acerca do papel de T-bet em macréfagos, haja vista que se tratando de células
mieloides, apenas as células dendriticas tém seu papel evidenciado. Descoberta esta
gue sera realizada durante o doutoramento do aluno com a mesma linha de pesquisa

em busca dos mecanismos moleculares.
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7. DISCUSSAO

Nosso trabalho é pioneiro em realizar o estudo do papel de T-bet na linhagem
mieloide apds mais de uma década, e o primeiro a estudar seu papel em macréfagos
especificamente. Nossos resultados demonstraram um possivel papel para o fator de
transcricdo T-bet em macrofagos semelhante ao observado em células dendriticas
(GARRET et al., 2007) e antagbnico ao descrito em células linfoides (LAZAREVIC,;
GLIMCHER; LORD, 2013), que devera ser melhor explorado quanto aos mecanismos
moleculares. Em células T auxiliares, citotoxicas, linfoides inatas e NK, o T-bet tem
um papel altamente pro-inflamatorio ao promover a transativacdo do gene de IFN-y,
reprimindo a transcricdo de outros fatores como Gata3 e RoryT (LIGHVANI et al,
2001). No entanto, quando se trata da linhagem mieloide, um dos poucos estudos que
motivou nosso trabalho (GARRET et al., 2007), o qual foi realizado com células
dendriticas, demonstrou um papel imunorregulador, trazendo novos olhares para a
funcdo de T-bet, diferindo daquela no contexto em que foi descoberto (SZABO et al.,
2000).

Demonstramos que a expressao de Thx21 é aumentada em macrofagos em
resposta ao estimulo de IFNy e intensificado com LPS. O LPS € um agonista de TLR4
que deflagra, dentre outras vias, a cascata de sinalizacdo via Myd88 e TRIF com
subsequente ativacdo de NF-kB e IRFs (JANEWAY et al., 2020). Entretanto, o LPS
individualmente néo foi capaz de suprarregular a expressdo génica de Thx21, tdo
pouco IL-4, a qual induz a via de JAK/STAT6 (WAQAS et al., 2019). O receptor de
IFNy (IFNyR), quando recebe seu ligante, ativa a via de JAK/STAT1 (TOLOMEO et
al., 2022). Com isso, observamos que o0 aumento da expressao de Thx21 em BMDMs
depende de STATL, e futuros estudos deverdo se esforcar para averiguar se esse
fenotipo também depende de outras STATs, como a 4, induzida pela propria I1L-12
secretada pelo macrofago, ou outros fatores. H4 um estudo que demonstra que T-bet
€ rapidamente expresso em células linfoides e mieloides sob estimulo de IFN-y
(LIGHVANI et al., 2001) e outro que demonstra que monocitos e células dendriticas
tratados com LPS+IFNy ativam a via de STAT4 em microambientes Thl (FRUCTH et
al., 2000). Nas células Thl, é bem descrito que a expressao de Tbx21/T-bet ocorre
mediante estimulo de IL-12 que induz a via de STAT4 (ABBAS et al., 2021). Com a
expressado de T-bet STAT4-dependente, ha a transcricdo de IFNy, o qual é secretado
e age autocrinamente, ativando a via de STAT1 que causa uma alca de alimentacéo
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positiva na transcricdo de Tbx21, sendo o T-bet STAT1 e 4-dependente em células do
perfil Th1 (JANEWAY et al., 2020).

Nosso trabalho revelou que macréfagos deficientes em T-bet expressam mais
das citocinas pro-inflamatorias IL-12 e TNF-a, sugerindo uma funcdo repressora a
nivel transcricional que foi confirmada por Imunoprecipitacdo da Cromatina (ChIP) e
gPCR dos promotores. Nao existe dados na literatura descrevendo um potencial
supressor de T-bet em IL-12, com isso, somos 0s primeiros a descrever. Se tratando
de TNFa, um estudo que baseou nosso projeto (GARRET et al., 2007) demonstrou
gue T-bet se liga no promotor de Tnfa em células CD11c+ intestinais (denominando-
as células dendriticas), reprimindo a transcricdo desse gene. Sabe-se que macrofagos
também expressam CD11c, ndo apenas DCs (LUMENG et al., 2007; LU et al., 2022).
Garret et al (2007) utilizaram de vetores de superexpressdo dose-dependente em
RAW264.7, como prova de conceito de que quanto mais T-bet por meio de
transducdo, menos TNFa expressavam. E importante destacar que a linhagem
RAW264.7 nao é um modelo para estudo de células dendriticas e sim de macréfagos,
pois se trata de uma linhagem tumoral isolada de camundongos BALB/c machos
infectados com o virus da leucemia murina Abelson (TACIAK et al., 2018). Além disso,
Garret et al. (2007) usaram um modelo animal para avaliar colite, como experimento
in vivo, consistindo de animais Rag2’- comparados com TRUC, os quais possuem
dupla delecéo sistémica de Tbx21 (Animal deficiente em T-bet em todas as células do
corpo) e Rag2 (Animal nao desenvolve linfocitos por falta de recombinacdo somatica
dos BCRs e TCRs, ndo passando pela selecédo no baco e no timo, sofrendo apoptose).
Neste sentido, a limitacdo do estudo desses autores estd em ndo haver um estudo
com knockout condicional de Thx21 apenas em células dendriticas, com alguma Cre
recombinase especifica juntamente com o Tbhx21” com induc&o alternativa de colite,
por exemplo medicamentosa ou séptica. O animal TRUC nao apresenta todas as
células imunes funcionais, e 0s resultados apresentam esse Viés, jA nosso estudo
conta com um sistema imune funcional, com a delecdo de Tbx21 apenas em células
mieloides, as quais estudamos o papel desse fator de transcricao.

A primeira hipotese que tivemos acerca do mecanismo por tras da regulacao
negativa das citocinas IL-12 e TNFa, seria que na condi¢ao de deficiéncia de T-bet,
0s macrofagos tivessem a via de NF-kB com maior atividade. Contudo, ndo houve
alteracdo na ativacdo dessa via entre os macréfagos Thx21** e Tbhx21” sugerindo

gue aregulagéo pode ser diretamente transcricional. Conseguimos, entdo, demonstrar
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gue T-bet se liga no promotor desses genes dessas citocinas pré-inflamatérias, e, em
conjunto com nossos dados de gPCR e ELISA do nivel das citocinas, contamos com
sélidos fundamentos para sugerir que T-bet reprime a transcrigéo de 112 e Tnfa em
BMDMs estimulados com LPS+IFNy.

Determinamos que T-bet modula a expressdo génica de Nos2 e Argl,
favorecendo maior producao de NO nos macrofagos deficientes em Thx21 comparado
com os controles. E descrito que que a expressio de Nos2 é controlada por STAT1 e
a de Argl por STAT6 (TUGAL et al., 2013). Nosso dado nos permite especular que T-
bet poderia se ligar no promotor de Nos2 reprimindo sua transcricdo para controlar os
niveis de NO, e o ténus inflamatério dessas células, ao passo que se ligam no
promotor de Argl favorecendo sua transcricdo. Através de ChlIP e gPCR constatamos
que T-bet ndo modula os niveis de NO em BMDMs através da ligacdo direta ao
promotor de Nos2, mas sim por outro mecanismo que ainda sera estudado, como
algum feedback de regulacéo da via de STAT1, por exemplo.

Macrofagos inflamatorios com delegcdo de Thx21 apresentaram um fluxo pela
via glicolitica mais acelerado (GALVAN-PENA; O’'NEILL, 2014) . Linfécitos T auxiliares
gue expressam T-bet, polarizam-se para o perfil Thl e adotam um metabolismo mais
glicolitico (O'NEILL et al. 2016; KONO et al., 2019). Na condicao de suficiéncia de T-
bet, os macréfagos aparentam regular negativamente o fluxo glicolitico, -que é
diretamente proporcional ao ténus inflamatorio descrito para essas células (TANAHILL
et al., 2013; GALVAN-PENA; O’NEILL, 2014)-, comparado aos macrofagos Thx21-/-.
Neste sentido, experimentos mais aprofundados sdo necessarios para explicar o
mecanismo pelo qual T-bet regula negativamente o metabolismo glicolitico dos
macréfagos. A subunidade a do fator induzivel por hipéxia (HIF-1a) € um fator de
transcricdo conhecido por transcrever genes da via glicolitica e IL-1B, em acéo
conjunta com a PKM2 (piruvato kinase M2) (CHENG, 2014; TANAHILL et al., 2013;
PALSSON-MCDERMOTT et al.,, 2015). Uma vez que notamos modulagdo na
expressdo de genes glicoliticos alvos de HIF-1a com em macréfagos Thx21”, mas
nao de IL-1B, T-bet pode controlar o fluxo glicolitico de maneira HIF1a-independente,
podendo ser através do nivel de NO.

Pelo fato de termos observado um aumento de NO nos macréfagos
inflamatérios Thx217, isso pode levar a maior envenenamento dos complexos
mitocondriais que compdem a cadeia transportadora de elétrons, além da inibicdo da

isocitrato desidrogenase e da piruvato desidrogenase, 0 que necessita de futuras
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investigacbes (PALMIERI et al., 2020). Sendo assim, a fosforilacdo oxidativa e
respiracdo mitocondrial ficariam comprometidas, obrigando os macrofagos a
adotarem maior perfil glicolitico para sustentar suas necessidades energéticas.
Futuros estudos avaliando as mitocondrias de macréfagos Thx21” deverdo ser
realizados a fim de comprovar a hipotese de que T-bet controla o metabolismo celular
dos macrofagos via regulacéo dos niveis de NO, reprimindo o fluxo exacerbado da
glicolise ao diminuir os danos no ciclo de Krebs e nos complexos da ETC. Desta
maneira, T-bet serd descrito ndo apenas pela regulacdo de citocinas e outros fatores
de transcricdo, mas também a nivel metabdlico.

A funcéo efetora de células T auxiliares € de orquestrar o perfil de resposta
adaptativa mediante estimulo inato (ABBAS et al., 2021). Funcao parecida € descrita
para as ILCs, que possuem similaridade no fenétipo de resposta (Th1-ILC1, Th2-ILC2
e Th17-ILC3, por exemplo) (JANEWAY et al., 2020). J& as células T citotdxicas, NKT
e NK possuem funcao efetora relacionada a vigilancia de infec¢des intracelulares e
tumores (MATSUDA et al., 2006; SUTHERLAND et al., 2013; ZHANG et al., 2018). T-
bet participa da funcéo efetora de cada uma dessas células, e no presente trabalho,

nos observamos que T-bet é importante para regular a capacidade microbicida dos
macrofagos, uma vez que BMDMs Tbx21” produzem mais H202 e matam mais
bactérias in vitro do que células controle sem delecdo pareadas. Essa regulacao
aparenta ser independente de NADPH-Oxidase (CYBB), o que nos leva a crer que T-
bet pode estar modulando os niveis de espécies reativas de oxigénio mitocondriais
(mtROS), o que necessita de comprovacao.

Dentro do contexto regulatério de T-bet em macréfagos, € possivel inferir que
a delecao de Tbhx21 na linhagem mieloide possa potencializar o tdnus inflamatério dos
macrofagos por aumentar producdo de citocinas inflamatodrias, NO, metabolismo
glicolitico, H202 e fung&o microbicida, o que acarreta em uma inflamacéo exacerbada.
Esse fendtipo é condizente com o descrito por Garret et al (2007) e diferente do
encontrado quando ha delecdo sisttmica de Thx21, pois, neste segundo caso, as
células linfoides sdo incapazes de se polarizar para o perfil Thl e secretar IFNy para
promover inflamagéo (LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013).

Nés demonstramos gue animais infectados com bactérias
intraperitonealmente, no tempo e condi¢cdes descritos, embora néo tenha sido tempo
suficiente (seria 2 dias ou mais) para analisar a mudanca de populagdes de LPM para

SPM (GHOSN et al., 2009), ainda assim comprovou 0s nossos achados in vitro pelo
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fato dos animais Thx21"LyzMc® estarem mais inflamados do que os controles sem
delecdo. Cabe mencionar que 0s animais estavam abatidos e com temperatura
temporal baixa, o que denota febre nos camundongos, e o agravamento séptico foi
confirmado com os niveis de IL-1( séricos aumentados nos animais KO. Em contraste,
qguando autores realizam a delecéo total de Tbx21 em camundongos, 0s niveis de
inflamacéo e citocinas inflamatorias circulantes diminuem (PRITCHARD; KEDL;
HUNTER, 2019). Alids, nossos animais com KO condicional de Thx21 na linhagem
mieloide demonstraram mais resistentes contra as bactérias, o que € observado de
forma contraria quando se observa camundongos Tbx21 null, que sdo mais
susceptiveis e eliminam menos bactérias, protozoarios e fungos (SZABO et al, 2002;
PRITCHARD; KEDL; HUNTER, 2019).

As citocinas ndo foram bem marcadas para o experimento de citometria de
fluxo do lavado peritoneal, com isso, sera necessario repeticdo (Além de diminuir a
guantidade de CFUs IP para que os camundongos superem 2 ou mais dias infectados
para observarmos as populacbes de macréfagos peritoneais, LPM e SPM sendo
moduladas). Porém, é critico mencionar a dificuldade do nascimento de animais
Tbx21"LyzMc™®, As ninhadas tém em média 2 ou 3 animais, enquanto os Thx21
apresentam ninhadas normais, com média de 8 filhotes. As fémeas néo sédo usadas
por apresentarem viés hormonal perante inflamacdo. Neste sentido, a reunido de
camundongos machos de mesma idade € prejudicada para montagem dos quatro
grupos experimentais com N=6. Contudo entendemos a necessidade de repetir 0
modelo in vivo para futura publicacdo. Adicionalmente, buscaremos cruzar nossos
animais (Tbx21"LyzM®) com Nos2-null para explicar o link entre T-bet e o
metabolismo de macréfagos modulado via NO. Hipotetizamos que com a delecéo
adicional de Nos2, o fenétipo de aumento do fluxo glicolitico em macréfagos Thx21
sera perdido, como prova de conceito. E a inflamacédo exacerbada in vivo, bem como
a capacidade microbicida poderao ser prejudicadas, denotando modulacao por parte
do T-bet nestes aspectos metabdlicos, de forma dependente de NO.

Um ultimo ponto a ser mencionado, € o fato de que o papel antagonico de T-
bet na linhagem linfoide comparado com o seu papel na linhagem mieloide sugere que
houve um momento na evolucdo do sistema imune em que a mesma proteina (T-bet)
foi selecionada para exercer papeis contrastantes a depender do tipo celular, a fim de
manter o equilibrio na resposta imune. Se houvesse dele¢édo de Tbx21 na linhagem

linfoide, o sistema resultaria em incapacidade de inflamacéo necessaria para lidar com
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alguns patogenos fagocitados e se houvesse delecdo de Thx21 na linhagem mieloide,

a inflamacéo seria exacerbada em um contexto patolégico. O IFNy proveniente do T-

bet de células linfoides ndo apenas polariza os macrofagos para o perfil pro-

inflamatoério (M1), mas também induz a expressao de Thx21 nessas células mieloides.

Nos macrofagos, T-bet regulando os niveis de IL-12 (que induz Tbx21 na linhagem

linfoide), o que denota a existéncia de um eixo de regulacéo da resposta Th1l muito

importante para induzir o processo inflamatorio ao mesmo tempo que previne a

inflamagé&o aberrante.

8. CONCLUSOES

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) aumentam a expressao de
Tbx21 em resposta a IFNy com pico ap6s 3h de estimulo;

LPS e IL-4 individualmente ndo sdo capazes de aumentar a expressao de
Tbx21 em BMDMs;

BMDMs MO expressam niveis basais da proteina T-bet, e, quando estimulados
classicamente, aumentam gradualmente a expressdo proteica até 12h apos
estimulo, o que decai apés 24h;

T-bet ndo modula os niveis de IL-1B e IL-6 em BMDMs sob estimulo de
LPS+IFNy;

BMDMs deficientes para o fator de transcricdo T-bet apresentam maiores niveis
de IL-12, TNFa, Nos2, NO e H20z;

T-bet se liga nos promotores dos genes de IL-12 e TNFa para regular a
transcricao;

A deficiéncia de T-bet aumenta o fluxo glicolitico de BMDMs estimulados com
LPS+IFNy;

A capacidade microbicida dos BMDMs é aumentada in vitro na condigdo de
knockout de Thx21.

Animais com delecéo condicional de Thx21 na linhagem mieloide apresentam
maior capacidade microbicida, no entanto, encontram-se mais inflamados, com
niveis elevados de IL-1[3 séricos ao se comparar com animais sem delecao em

modelo de peritonite séptica.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprovacéo Etica para realizacdo da presente pesquisa.

CERZHi(?AR016GYA n° 214/2022 INTRANET IB
a;' CE‘UNUNIIC:‘\.MP
LUNICARMB
CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada E | de T- m macrof no model
registrada com o n°® 6039-1/2022, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Pedro Manoel Mendes de Moraes
Vieira e Wi r Leonar imara que envolve a produgao, manutengao ou utilizagdo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 20/06/2022.

Finalidade: () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/08/2022 a 31/07/2023

Vigéncia da autorizacdo para 20/06/2022 a 31/07/2023

manipulagdo animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo transgénico / B6.129P2-Lyz2tm1(cre)lfo/)

No. de animais: 2

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 22.00 Gramas

Sexo: 1 Machos 1 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo transgénico / B6.129-Thx21tm2Srnr/J

No. de animais: 2

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 22.00 Gramas

Sexo: 1 Machos 1 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / T-bet KO condicional em
células mieldides

No. de animais: 38

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 22.00 Gramas

Sexo: 28 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo transgénico / B6.129-Tbx21tm2Srnr/J

No. de animais: 38

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 22.00 Gramas

Sexo: 28 Machos 10 Fémeas

Origem: Biotério de Camundongos do DGEMI| e

DBBT/IB/UNICAMP
Biotério onde serdo mantidos os animais: | Biotério de Camundongos do DGEMI e

DBBT/IB/UNICAMP

A aprovagcdo pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizacdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou CIBio e
é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de
Campinas.

Campinas, 28 de julho de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos

Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atencdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o de sua vigéncia. 0 ario encontra-
se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, rea do Ando de relatério no pr impediré que sejam
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62

Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP, em
29/07/2022, as 14:26 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA DA
CEUAJ/UNICAMP, em 29/07/2022, as 08:42 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR
54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "'
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: & ,A
C499B274 7C7440DA 8D5SBEB6C 2EFA2D6F =
&
UNICAMP

SIGAD




63

Anexo 2. Declaracédo dos direitos autorais.

Declaracéo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos a publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam em minha Dissertacdo de Mestrado, intitulada Estudo do
papel de T-bet em macréfagos no modelo de sepse, nado infringem os dispositivos

da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.
Campinas, 23 de fevereiro de 2023.
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