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RESUMO

GONZALEZ, R. P. Efeito da melatonina sobre a diferenciacao, ativacao e funcao de Células
Dendriticas. 2006. 104 f. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Células dendriticas (DC) sdo as principais células apresentadoras de antigenos e, ultimamente,
tém se tornado foco de varios estudos procurando usa-las na imunoterapia, principalmente do
cancer. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da melatonina (MLT) sobre a
diferenciagdo e ativagao in vitro de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em
DC. Estudou-se, por citometria de fluxo, o fendtipo de membrana (expressdao de CD14, CDS8O0,
CD86, CD&3, CDl11c, CDla, CD40, HLA-DR, HLA-I ¢ CCR7) de células diferenciadas ou
ativadas sob acdo de uma dose fisiologica (1 nM) ou farmacologica (1 pM) de MLT em
comparagdo as citocinas IL-4 e GM-CSF e TNF-a. Nestas mesmas culturas avaliou-se a
secrecdo de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL10, IL12p40, IL12p70 e IL2), por ELISA, e o
potencial aloestimulador das células obtidas. Esta Gltima por co-cultura com PBMC nao-
aderentes, coradas com CFSE. Os resultados indicam que a MLT induz tanto diferenciacdo de
PBMC em DC, quanto ativacdo de DC, em niveis semelhantes aos obtidos com o uso das

citocinas, IL-4, GM-CSF e TNF-a.



ABSTRACT

GONZALEZ, R. P. Melatonin effect on dendritic cell differentiation, activation and function.
2006. 104 f. Dissertagao (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncia Biomédicas.
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Dendritic cells (DC) are the major antigen presenting cells and lately have been the focus of
many trials attempting their use for immunotherapy, mainly in cancer. The objective of this
research was to evaluate melatonin (MLT) in vitro effects upon differentiation and activation
of peripheral blood mononuclear cells-derived DC. The membrane phenotype (flow
citometry-determined expression of CD14, CD80, CD86, CD83, CD11c, CDla, CD40, HLA-
DR, HLA-I and CCR?7) of differentiated or activated cells treated with physiological (InM) or
pharmacological (1uM) MLT concentrations, was compared to that of IL-4, GM-CSF and
TNF-a-treated cells. In the same cultures cytokine secretion was evaluated by ELISA (for
TNF-a, IFN-y, IL10, IL12p40, IL12p70 and IL2) and the cells” allostimulatory potential, by
co-culture with CFSE-labeled alogeneic lymphocytes. The results indicate that MLT is able to
induce in vitro DC differentiation and activation, in a similar way as the cytokines, IL-4, GM-

CSF and TNF-a.
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MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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ou MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF e IL-4).

45

46

52

53

54

55

56

57



Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Ensaio de proliferagdo pela “diluicdo” da marcacdo com CFSE de células
respondedoras co-cultivadas com células diferenciadas sob diferentes
tratamentos: citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas com MLT 1uM e,
citocinas com MLT ImM. Numeros no interior dos histogramas representam o
indice de proliferagdo. Controle = Células respondedoras cultivadas sem
estimulo.

Resposta proliferativa de PBMC ndo-aderentes quando em contato com células
estimuladoras tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM ou tratadas com

citocinas combinadas com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT 1InM.
Anova p = 0,2426. Cito = Citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).

Producdo de TNF-a por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células
foram tratadas com citocinas, MLT 1uM ou MLT InM (n=5) ou citocinas
combinadas com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM (n=4).
Anova p = 0,0206 para células tratadas com citocinas ou MLT 1uM ou MLT
InM; teste de Tukey nao apresentou diferengas. Anova p = 0,1904 para células

tratadas com citocinas, citocinas com MLT 1uM e, citocinas com MLT 1InM.
Cito = citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).

Produgdo de IFN-y por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células
foram tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas combinadas com
MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM (n=6). Anova p = 0,0052;
teste de Tukey p < 0,05 para citocinas vs MLT 1uM, MLT 1uM vs citocinas
com MLT 1uM e MLT 1uM vs citocinas com MLT InM. Cito = citocinas (GM-
CSF e IL-4).

Produgdo de IL-10 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células
foram tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM (n=7), ou citocinas
combinadas com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM (n=6).
Anova p = 0,1050 para citocinas, MLT 1uM ou MLT InM. Anova p = 0,7575
para citocinas, citocinas com MLT 1uM ou citocinas com MLT InM. Cito =
citocinas (GM-CSF e IL-4).

Producdo de IL-12p40 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As
células foram tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas
combinadas com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM (n=6).
Anova p = 0,797. Cito = citocinas (GM-CSF e 1L-4).

Produgdo de IL-12p70 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As
células foram tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM (n=4), ou citocinas
combinadas com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT 1InM (n=3).
Anova p = 0,3837 para citocinas, MLT 1uM ou MLT InM. Anova p = 0,1201
para citocinas, citocinas com MLT 1uM ou citocinas com MLT InM. Cito =
citocinas (GM-CSF e IL-4).

Producdo de IL-2 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células
foram tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas combinadas com
MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM (n=5). Anova p = 0,7848.
Cito = citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Ensaio de proliferagdo pela “diluicdo” da marcacdo com CFSE de células
respondedoras co-cultivadas com células diferenciadas por tratamento com
citocinas e ativadas (nos dois utlimos dias de cultura) com TNF-a, MLT 1uM,
MLT 1nM ou BCG. Numeros no interior dos histogramas representam o indice
de proliferagdo. Controle = Células respondedoras cultivadas sem estimulo.

Resposta proliferativa dos linfécitos quando em contato com células
estimuladoras diferenciadas com citocinas e ativadas com MLT 1uM ou MLT

InM ou BCG, comparadas as diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-a..
Anova p =0,3560.

Produgdo de IFN-y por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF ¢ IL-4) ¢
ativadas com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=6). Anova p =
0,0548.

Produgdo de IL-10 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF ¢ IL-4) ¢
ativadas com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=9). Anova p =
0,4185.

Produgdo de IL-12p40 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF e IL-4) ¢
ativadas com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=8). Anova p =
0,2473.

Produgdo de IL-2 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF ¢ 1L-4) ¢
ativadas com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=4). Anova p =
0,7195.

Expressdo dos marcadores CD83 ¢ CCR7 em células diferenciadas por MLT
1uM e MLT InM e ativadas por MLT 1uM e MLT InM, comparadas ao modo
usual de diferenciagdo (GM-CSF e IL-4) ¢ de ativacdo (TNF-o). Numeros no
interior dos histogramas representam a porcentagem de células positivas para o
marcador. Histograma cheio = amostra; histograma vazado = controle isotipico.

Resposta proliferativa dos linfocitos quando em contato com células
estimuladoras diferenciadas com MLT 1uM ou MLT InM e ativadas com MLT
1uM ou MLT InM, respectivamente, comparadas as diferenciadas com citocinas
e ativadas com TNF-a. Anova p = 0,1133. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).

Produgdo de IFN-y por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a
ou diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por
MLT InM e ativadas por MLT InM (n=5). Anova p = 0,0123. Teste de Tukey P
< 0,05 para citocinas vs MLT 1uM. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).

Produgdo de IL-10 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a
ou diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por
MLT InM e ativadas por MLT InM (n=5). Anova p = 0,0816. Cito = Citocinas
(GM-CSF e IL-4).

Produgdo de IL-12p40 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por
TNF-a ou diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou
diferenciadas por MLT InM e ativadas por MLT InM (n=5). Anova p = 0,8020.
Cito = Citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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Producdo de IL-12p70 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por
TNF-a ou diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou
diferenciadas por MLT InM e ativadas por MLT InM (n=5). Anova p = 0,1343.
Cito = Citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT
InM e ativadas por MLT InM (n=5). Anova p = 0,3952. Cito = Citocinas (GM-
CSF e IL-4).

Resposta proliferativa dos linfécitos quando em contato com células
estimuladoras diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-a ou MLT 1uM
com TNF-o ou MLT InMM com TNF-a (n = 6). Anova p =0,4911.

Produgdo de IFN-y por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a
ou por MLT 1uM combinada com TNF-a ou ativadas por MLT 1nM combinada
com TNF-a.. Anova p =0,8889.
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1 INTRODUCAO

Frente a resisténcia do cancer avangado as formas usuais de tratamento, a busca por
terapias alternativas tem conduzido as pesquisas por diversos caminhos, freqiientemente na
area da imunoterapia. Pode-se citar como exemplo o uso do bacilo Calmette-Guérin em
cancer superficial de bexiga (AKASA et al, 1995), o uso de citocinas, principalmente no
carcinoma renal (BUZAID et al, 1987; BUZIO et al, 2001; ALATRASH et al, 2004) e no
melanoma (LEGHA; BUZAID, 1993; BUZAID; LEGHA, 1994; RADNI et al, 2003;
ALATRASH et al, 2004), a combinagao de citocinas e drogas quimioterapicas (DUTCHER et
al, 2000; WAGENER et al, 2002; PADRIK et al, 2004; SHINOJIMA et al, 2004) em
carcinomas renais metastaticos (HOFMOCKEL et al, 1996) e melanoma (GOGAS et al,
2004), o uso de anticorpos monoclonais (LARA et al, 2004; LEONARD et al, 2004;
HASSAN et al, 2004; COLEMAN et al, 2003) e o uso de vacinas (MORSE, 1997;
MACKENSEN, 2000; NESTLE, 1998, BARBUTO et al, 2004).

Para a produ¢do de vacinas terapéuticas contra o cancer, diversas estratégias t€ém sido
utilizadas, tais como a “fabricagdo” de peptideos imunogénicos (ROSENBERG et al, 1998),
a combinacdo de extratos tumorais ou antigenos purificados e diferentes adjuvantes
(OOSTERWIIK-WAKKA et al, 2002; PORTIELJE et al, 2003; DE VRIES ef al, 2003;
MCNEEL et al, 2003; SUZUKI et al, 2004) e as células dendriticas (DCs), potentes
desencadeadoras da resposta imune (NESTLE et al, 1998; BARBUTO et al, 2004).

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigenos (APCs) e dentre as
varias populacdes celulares capazes de atuar como tais, as mais eficientes (BOOG et al, 1985;
BANCHEREAU et al, 2000; FONG & ENGLEMAN, 2000). Estas células sdo capazes de
ativar, eficientemente, linfocitos T virgens, dando-lhes a capacidade de atuar como células
efetoras do sistema imune (STEINMAN et al, 1973; INABA et al, 1983; INABA &

STEINMAN, 1984; INABA & STEINMAN, 1985).
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As DCs podem se diferenciar, in vivo, a partir de diferentes precursores, dentre os
quais os mondcitos, embora estes, ao deixar o sangue, possam se diferenciar tanto em
macréfagos (BECKER et al, 1987) quanto em DCs (ZHOU & TEDDER, 1996). Esta
diferencia¢do depende, provavelmente, dentre outros fatores, também de citocinas, como o
fator estimulador de colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), a interleucina (IL)-4,
IL-3, IL-1beta, fator de crescimento e transformacdo (TGF)-beta, interferon (IFN)-gama
secretadas no tecido por diversas células como células de Langerhans, macrofagos,
mastdcitos, neutrdfilos, monodcitos e linfocitos (EGELER et al, 1999; CHU et al, 1999;
LORENTZ et al, 2000; CORVOL et al, 2003; VILANI-MORENO et al, 2004; REDDY et
al, 2004). Outro evento considerado importante para a promogao da transi¢do de mondcitos a
DCs ¢ a migragdo das células pela camada endotelial (RANDOLPH et al, 1998).

Uma vez diferenciadas em DCs, estas células assumem um estagio “imaturo”, quando
tém alta taxa de fagocitose e relativamente baixa expressao de moléculas codificadas pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, bem como das moléculas co-
estimulatorias CD80, CD86 e CD40 (PERRIN-COCON et al, 2004).

Sob determinadas condigdes, em geral associadas a situacdes onde a apresentagdo
antigénica € necessaria, como a presenca de substancias bacterianas reconhecidas como sinais
de perigo (TERMEER et al, 2002; AL-BADER et al, 2003) ou de células tumorais necroticas
(SAUTER et al, 2000), ocorre o “amadurecimento” das DCs. A maturagdo pode ser, ainda,
resultado de efeito autocrino da secregdo de citocinas como IFN-gama pelas DCs (PAN et al,
2004), substancias como a endotelina-1 (GURULI et al/, 2004), ou mesmo, de um efeito
autdcrino/paracrino da producdo de IL-1 beta e fator de necrose tumoral (TNF)-
alfa.(ROVERE et al, 1998).

A maturagdo das DCs ¢ evidenciada por varias alteracdes fenotipicas, notadamente,

diminui¢do na internalizagdo e processamento dos antigenos, acompanhada de um
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aparentemente paradoxal aumento de apresentacdo de antigenos (INABA et al, 1990;
INGULLI et al, 1997), bem como aumento da expressdo de diversas moléculas co-
estimuladoras como CD40, CD80, CD86 ¢ outras como o receptor para quimiocinas CCR7
(CHEN et al, 2001)

Embora a populacdo de mondcitos sangiiineos pare¢a ser uma das principais
precursoras das DCs, outros precursores podem ser identificados, como as células-tronco
hematopoiéticas CD34+ presentes na circulagdo (STRUNK et al, 1996). De qualquer modo,
DCs caracteristicas podem ser encontradas em praticamente todos os 6rgaos, como DCs
intersticiais (IDCs) (HART & FABRE, 1981; KLINKERT et a/,1982; PRICKETT et al 1988;
ROCHESTER et al, 1988; NICOD et al, 1989; POLLARD & LIPSCOMB, 1990; PAVLI et
al, 1990). Estas células, em geral, se localizam em areas perivasculares com seus dendritos
estendendo-se para o intersticio, numa distribuicdo muito “apropriada” para a captura e
processamento de antigenos. Nao surpreendentemente, DCs estdo caracteristicamente
presentes nos orgdos linféides (STEINMAN et al, 1974; HART & MACKENZIE, 1988;
CROWLEY et al, 1990), onde foram inicialmente descritas por Steinman & Cohn em 1973,
através de microscopia de contraste de fase e eletronica, apesar da dificuldade em isola-las.

Também na circulagdo linfatica sdo encontradas células, descritas como “veiled cells”
(SPRY et al, 1980; KNIGHT et al, 1982), que representam, provavelmente, DCs intersticiais
em migracao para os 6rgdos linféides. Freudenthal & Steinman (1990) isolaram, também a
partir de células mononucleares do sangue, células dendriticas correspondendo a menos de
0,1% das células brancas. Estes pesquisadores observaram, ainda, que estas células
expressavam poucos receptores para a porcao Fc das imuneglobulinas (FcR), poucos
receptores para complemento (C3R), diminuida atividade fagocitica, mas altos niveis de MHC
classe II na membrana, e alta capacidade estimulatéria em reacdes mistas de linfocitos

(MLR). No bago de camundongos, células com morfologia de células dendriticas sao
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encontradas em maior nimero e, quando cultivadas por um dia, assumem morfologia tipica
das células “veiled” (CROWLEY et al, 1990), reforgando a idéia de serem DCs em migragao
para orgdos linfoides. Coerentemente com esta hipodtese, tais células estimulam ativamente
culturas mistas de linfocitos e apresentam eficientemente antigenos protéicos aos linfocitos T
(CROWLEY et al, 1990).

Nos orgaos linfoides, as DCs sdo mais caracteristicamente encontradas nas regides T
dependentes, onde foram descritas como células interdigitantes, com morfologia e fenotipo
semelhante as anteriormente descritas (WITMER & STEINMAN, 1984) e onde estariam
apresentando antigenos capturados na periferia, aos linfécitos T (KRIPKE et al, 1990).

Outro tecido onde se encontra uma populagdo caracteristica de DCs é a epiderme.
Neste tecido, encontram-se as células de Langerhans (LCs) que, em humanos, sio
caracterizadas pela expressdo do marcador de superficie CDla (ATHANASAS-PLATSIS et
al, 1995; PORCELLI, 1995; GATTI et al, 2000) e organelas conhecidas por granulos de
Birbeck (BIRBECK et al, 1961). Estas células quando cultivadas assemelham-se muito a DCs
do sangue ¢ linféides (ROMANI et al, 1989) e, da mesma forma, sdo capazes de estimular a
proliferacdo de linfocitos T (CAUX et al, 1996). As LCs podem, também, deixar a pele e
deslocar-se, via linfaticos aferentes para 6rgdos linféides de drenagem, fato evidenciado pela
presenga dos granulos de Birbeck, caracteristicos das LCs, na linfa (SILBERBERG-
SINAKIN et al, 1976) e nos linfonodos (HOEFSMIT et al, 1982).

Embora todas estas subpopulac¢des atuem in vitro como APCs, é muito provavel que in
vivo apresentem diferengas funcionais significativas, embora ainda ndo bem caracterizadas.
Mesmo in vitro ainda € dificil caracterizar com precisdo as diferentes fun¢des de cada um
destes subtipos celulares (FAUSCH et al, 2003; MUNZ et al, 2005), o que, aliado a
dificuldade técnica de seu isolamento, vem dando grande impulso as tentativas de

diferenciagdo in vitro destas diversas subpopulacdes de DCs.
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Entretanto, também aqui a heterogeneidade tem constituido empecilho a completa
compreensdo dos diversos papéis biologicos destas células. Esta heterogeneidade ja se faz
presente nos precursores utilizados para a obtencdo das DCs in vitro. Tanto células-tronco
hematopoiéticas CD34", quanto mondcitos sangiiineos podem, em condi¢des adequadas, dar
origem a DCs in vitro (revisto por BANCHEREAU, 1997).

Os precursores podem, também, ser encontrados numa forma mais madura em tecidos
linféides e nao linféides (revisto por WHITESIDE & ODOUX, 2004), e também na
circulacao (revisto por STEIMAN, 1991).

Caux et al. (1996), isolaram duas populacdes precursoras CD14+CDla- e CD14-
CDla+, a partir de culturas de 5 dias de células CD34+ de corddo umbilical em meio
contendo GM-CSF ¢ TNF-alfa.. Neste trabalho ¢ mostrado que precursores CD14+CDla-
mudam seu fenotipo, perdendo a expressdo de CD14 e adquirindo expressao de moléculas
CDla, diferenciando-se em DCs intersticiais quando tratadas com GM-CSF e TNF-alfa, apo6s
14 dias de cultura. Ja os precursores CD14-CDla+ diferenciam-se em LCs sob o mesmo
tratamento. Esses dois subtipos de DCs mostraram-se capazes de estimular linfocitos T
virgens com semelhante eficiéncia (CAUX et al, 1996; CAUX et al, 1997).

Strobl et al (1996) utilizando-se, também, de precursores hematopoiéticos CD34+ em
meio de cultura livre de soro, suplementado com TGF-beta-1, obtiveram DCs com fenétipo
CDla+ e antigenos relacionados com granulos de Birbeck. Em suas culturas, estes autores
fizeram uso de uma combinagdo basica de citocinas recombinantes GM-CSF ¢ TNF-a e fator
de células tronco (SCF), utilizados sem mais suplementagdes, ou suplementado com TGF-
beta-1, ou ainda com plasma de sangue de corddo umbilical. De acordo com esse trabalho, a
suplementagdo com TGF-beta-1 aumenta o rendimento e melhora a fun¢do das células obtidas

na estimulac¢ado de linfocitos T em culturas mistas.
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Subpopulagdes  derivadas de precursores mieldides CD34", como as
CD14+CD11c¢+CDla- encontradas no sangue podem se diferenciar em IDCs quanto tratadas
com GM-CSF e IL-4 e, maturar pelo uso de TNF-a ou LPS (ITO et al, 1999). Por outro lado
células CD14-CD11c+CDla+ diferenciam-se em LCs pelo uso de GM-CSF, IL-4 e TGF-beta
(ITO et al, 1999), CD40L ou LPS (GATTI et al, 2000). Células plasmocitoides tonsilares
CD4+CDl1c-Lin-, quando isoladas e tratadas com IL-3 e CD40L apresentam fenotipo de
célula dendritica, com baixa capacidade de fagocitose ou endocitose e alta capacidade
aloestimuladora (GROUARD et al, 1997). Estas células dendriticas plasmocitdides no homem
sdo, possivelmente, equivalentes as DCs linfoides encontradas em camundongos (ZHOU &
TEDDER, 1995).

Precursores da linhagem mieldide sdo obtidos diretamente do sangue, e entre estes
precursores, pode-se encontrar duas subpopulagdes principais: CD11¢’; CD14"; CD33" que
maturam in vitro com o uso de citocinas e CD11c"; CD 1410; CD33hi, que podem maturar in
vitro sem citocinas em DCs (O’DOHERTY et al, 1994).

Outros precursores obtidos do sangue periférico, sdo as células mononucleares
CD14+, que também se diferenciam em DCs, apds tratamento com GM-CSF e IL-4 por
periodo de 5 dias, dando origem a células também eficientes na estimulagdo de linfocitos T
(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994).

Como se pode notar, a obtencdo de DCs in vitro pode ser conseguida de diferentes
modos. Tais variacdes incluem os precursores selecionados (O’DOHERTY et al, 1994;
SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994; ZHOU & TEDDER, 1995; CAUX et al, 1996;
STROBL et al, 1996; STRUNK et al, 1996; GROUARD et al, 1997; CAUX et al, 1997), as
citocinas utilizadas (O’DOHERTY et al, 1993; CAUX et al, 1996; ROSENZWAIG et al,
1996; GROUARD et al, 1997, OLWEUS et al, 1997), sua concentracdo (STRUNK et al,

1996, CAUX et al, 1997, PALUCKA et al, 1998; BARBUTO et al, 2004), e o acréscimo de
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diferentes agentes maturadores, desde citocinas como o TNF-alfa (SALLUSTO &
LANZAVECCHIA, 1994) e IFN-gama (FEDELE et al, 2004), mediadores inflamatorios
como a prostaglandina-E2 [PGE-2 (LUFT et al, 2002; SCANDELLA et al, 2002)], até
mesmo bactérias como o BCG (KIM et al, 1999), ou seus produtos, como o LPS (AL-
BADER et al, 2003) ou outras toxinas (BAGLEY et al, 2002; BAGLEY et al, 2005). Além
do mais, a maturacdo de DCs pode ser também obtida pela adigdo de lipoproteina de baixa
densidade oxidada (oxLDL), uma fracdo do colesterol (PERRIN-COCON et al, 2001).
Também a lisofosfatidilcolina, um dos componentes principais da oxLDL, implicado em
diversos aspectos da resposta inflamatoria e citada como um dos mediadores requeridos na
resposta citotoxica de células NK contra células tumorais (WHALEN et al, 1999) ¢ capaz de
induzir esta maturacdo (COUTANT et al, 2002).

Acrescentando ainda mais heterogeneidade a biologia das DCs, observa-se um efeito
modulador hormonal sobre a fisiologia destas células. Hormonios como estrégenos (KOMI &
LASSILA, 2000), glicocorticoides (PIEMONTI et al, 1999a; MATYSZAK et al, 2000),
neuropeptideos como o peptideo intestinal vasoativo (VIP) (KODALI et al, 2004) ¢ o
polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria (PACAP) (DELGADO et al, 2004)
afetam a funcdo de DCs.

Assim, Piemonti et al (1999b), mostraram que os glicocorticéides aumentam a
endocitose em DCs. Por outro lado, estes pesquisadores também observaram uma reduzida
capacidade na apresentagao de antigenos a células T autologas e, descreveram uma baixa
expressdo das moléculas co-estimulatorias CD40 e CD86 em DCs tratadas com estes
hormdnios. Outros pesquisadores mostraram que os efeitos dos glicocorticoides sobre as DCs
dependem do estagio de maturacdo das mesmas (MATYSZAK et al, 2000). DCs
diferenciadas e tratadas com glicocorticoides antes da maturacdo, falham em expressar

moléculas do MHC de classe 11, CD86 e expressam baixos niveis de CD 40, enquanto células
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tratadas com LPS e, somente apds 4 horas, tratadas com glicocorticoides ndo mostraram
alteracdes fenotipicas (MATYSZAK et al, 2000).

O neuropeptideo VIP mostrou efeitos moduladores na producdo de citocinas em LCs
estimuladas com LPS (KODALI et al, 2004). Neste trabalho, LCs obtidas de camundongos
tiveram seus niveis de secrec¢do de citocinas IL-12 e IL-1-beta suprimidos, enquanto os niveis
de IL-10 se elevaram. Outro estudo, também em modelo animal, mostrou que DCs imaturas
tratadas com VIP ou PACAP exibiram aumentada expressio de CD86 e atividade
estimuladora da proliferagdo de linfocitos T CD4+. Mas, contrastando, os mesmos
neuropeptideos, VIP e PACAP, agindo sobre DCs estimuladas com LPS, reduzem a expressao
de CD80 e CD86, sem afetar a expressdo de CD40 e MHC de classe II, ao mesmo tempo em
que inibem a capacidade destas células estimularem a proliferacdo de linfocitos T in vitro e in
vivo (DELGADO et al, 2004).

Estrogenos podem afetar a apresentacdo de antigenos, como visto in vitro, em modelo
de encefalomielite experimental autoimune (EAE) (LIU et al, 2002). Neste trabalho, DCs de
animais com EAE, tratadas com estrogeno, tiveram reduzida a capacidade de apresentacdo da
proteina basica da mielina (MBP) aos linfocitos T, além de outras interferéncias, como
reducdo na produgdo de TNF-alfa, IFN-gama e IL-12 (por DCs maduras). Também, células
mononucleares do sangue periférico, tratadas in vitro com GM-CSF e IL-4, em presenca de
antiestrogenos como Tamoxifeno e Toremifeno, falham em diferenciar-se em DCs (KOMI &
LASSILA, 2000).

Um hormonio, que tem se tornado alvo do interesse de pesquisadores nos ultimos
anos, ¢ a melatonina (MLT) [(melatonina), N-acetil-5-metoxitriptamina]. Esta ¢ produzida
pela glandula pineal e tem efeitos pleiotropicos. Relatos de que a injecdo de extratos da
glandula pineal em girinos, ras, sapos e peixes produzia um clareamento da pigmentacao da

pele, que isso era causado pela agregacdo da melanina no interior dos melandcitos,. por
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inibicdo do hormoénio estimulante dos melandcitos (MSH), levaram Lerner et al (1958) a
isolar o “fator de clareamento”, dando a esse fator a denominagdo de MLT.

Este hormonio, produzido principalmente pela glandula pineal, é derivado da
serotonina, ¢ estd relacionado com os ritmos bioldgicos, sendo determinante para o ritmo
circadiano (BINKLEY, 1988a) ¢ para a pigmentagdo da pele (PROTA, 1992) em alguns
animais. Sabe-se atualmente que a sintese de MLT pode ocorrer difusamente em diversos
tecidos como a retina, o trato gastrointestinal e em plaquetas (ARENDT, 1997). Embora
também encontrada na medula dssea de ratos, em niveis proximos aos niveis circulantes
(TAN et al, 1999) e concentrada no citosol de células pequenas, a MLT ndo parece ser
produzida localmente. Isto porque, embora as células que a contém expressem a enzima N-
acetil-transferase (NAT), requerida para a sintese de MLT, elas ndo expressam a enzima
hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), fundamental para esta sintese (TAN et al, 1999).
Isso, ¢ ainda refor¢ado pela observagdo de que animais pinealectomizados, recebendo MLT
oral, t€m os niveis circulantes desse hormodnio proximos aos da medula.

Também em seres humanos, a MLT tem atuagdo direta na melanogénese, regulando a
proliferacdo de melanocitos e sua atividade (IYENGAR, 2000). Além do mais, parece ter
efeito regulatério sobre o sono, pois sua produgdo tem pico maximo durante o periodo
noturno, diminuindo durante o dia (BINKLEY, 1988b; ARENDT, 1997). Este ritmo levou a
seu uso com sucesso para o tratamento de distirbios do sono (ZHDANOVA, 2001) e
alteracdes no ritmo circadiano provocadas por mudangas bruscas no fuso horario habitual, a
sindrome do “Jet Lag” (TAKAHASHI et al., 2002; HERXHEIMER & WATERHOUSE,
2003).

Todavia, os efeitos da MLT s3o muito mais amplos do que inicialmente se supunha,
parecendo atuar, em diferentes situagdes como uma agente “protetor” da integridade tecidual.

Em lesdes mucosas produzidas por estresse em ratos, a MLT mostrou um efeito gastroprotetor
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melhor que o da ranitidina, quando usada separadamente, e sinérgico a ranitidina e ao
omeprazole, quando administrada simultaneamente (BANDYOPADHYAY et al. 2002). Em
modelo de necrose tubular aguda em ratos induzida pelo quimioterapico cisplatina, a MLT
também se mostrou protetora, diminuindo a lesdo renal, provavelmente por sua acdo
antioxidante (PARLAKPINAR et al, 2002). Da mesma forma, a alta atividade antioxidante
apresentada pela MLT, removendo eficazmente radicais livres do oxigénio, principalmente o
radical hidroxila (QI et al., 2000; BANDYOPADHYAY et al., 2002), também parece ser a
responsavel na diminui¢ao da lesdo hepatica causada por isquemia-reperfusdo do figado em
individuos submetidos a hepatectomia (CHEN, 2003).

Ao mesmo tempo em que tem estes efeitos “protetores” em tecidos normais, contra o
tecido neoplasico a MLT parece exercer efeito oposto. O tratamento de diversas células
tumorais (carcinoma de mama, carcinoma cervical, carcinoma de ovario, melanoma,
neuroblastoma) com MLT ¢ capaz de bloquear sua divisao (HILL & BLASK, 1988; COS et
al., 1996a; RAM, 2000; SLOMINSKI & PRUSKI, 1993; YING et al., 1993; PETRANKA et
al., 1999; CHEN et al., 1995; COS et al., 1996b). Esta acdo parece depender da influéncia da
MLT sobre a cinética do ciclo celular da célula tumoral (DELAUNOIT et al., 1990; COS et
al., 1991; SHIU et al., 1999), que ao contrario do da célula normal (NATARAJAN et al.,
2001), ¢ afetado significativamente pelo hormonio.

Este efeito direto da MLT sobre as células tumorais foi sugerido como significante e
responsavel pelo efeito clinico de seu uso em pacientes com cancer (CAPELLI et al. 2002),
embora ele ja tenha sido disputado (PAPAZISIS, 1998). Na verdade, em portadores de cancer
a MLT ndo s6 apresenta apenas efeitos diretos contra a célula tumoral, mas também agao
antiangiogénica, com diminui¢do dos niveis do fator de crescimento vascular-endotelial
(VEGF), em pacientes com doenga metastatica (LISSONI, 2002) e capacidade de diminuir os

niveis séricos de TNF-alfa, em pacientes acometidos por caquexia devido a doenca neoplésica
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avangada (LISSONI et al. 1996b). Com esta gama de efeitos, a MLT vem ganhando espago
crescente na clinica (LISSONI et al., 1996a; LISSONI, 2002), embora sem consenso quanto a
seu valor.

Especificamente no melanoma maligno, a MLT parece ter um papel mais especifico,
uma vez que foi descrita a ocorréncia de um sistema melatoninérgico em células de melanoma
humano (SLOMINSKI et al., 2002). Nestas células, a sintese de MLT ¢ acompanhada da
diminui¢do na “dendricidade” e aumento de sua taxa de mitose (IYENGAR, 1998). Estas
observagdes sugerem que as células de melanoma utilizam seu sistema melatoninérgico de
maneira autocrina, facilitando sua proliferagao.

Por outro lado, a secrecdo local de MLT, além de afetar diretamente as células
tumorais, que expressam receptores para este hormonio, poderia afetar também outros
componentes do microambiente neoplasico. Neste ponto ¢ importante considerar que é neste
ambiente que as interagdes iniciais entre o sistema imune e a neoplasia ocorrem (ROBERTS;
WIECHMANN; HU, 2000; SOUZA; VISCONTI; CASTRUCCI, 2003), de modo que a
produgdo local de MLT poderia também alterar a resposta do sistema imune a neoplasia.

Na verdade, em 1981 foi publicada a primeira evidéncia de um possivel envolvimento
da MLT enddgena na resposta imune humoral em camundongos (MAESTRONI, 1981 apud
BUBENIK et al., 1998). Posteriormente confirmou-se, com ajuda de inibidores
farmacolodgicos da sintese de MLT, a influéncia da MLT sobre a funcdo também dos
linfocitos T (revisado por MAESTRONI, 1999). Na verdade, hoje se reconhece que a MLT
age sobre os mais variados aspectos da fisiologia do sistema imune, incluindo a circulagao
leucocitaria, a cinética da resposta inflamatoria, a produgdo de radicais livres por células
efetoras, a producgdo de citocinas, a apresentacdo antigénica, a resposta humoral e a resposta

celular.
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Dentro de um modelo de inflamacdo em ratos, a MLT mostrou-se inibidora da
circulagdo leucocitaria, reduzindo o rolamento e¢ a adesdo dos leucocitos as células
endoteliais, mediada pelos receptores para MLT, mostrando uma regulacdo enddgena da
inflamacao (LOTUFO et al, 2001).

Em modelo experimental de inflamacdo cronica em camundongos, a MLT, tanto
enddgena quanto exdgena, mostrou efeito na redug@o do inchago e da permeabilidade vascular
(LOPES et al, 1997). Com a finalidade de eliminar o surgimento noturno da MLT, foram
utilizados procedimentos cirurgicos como a pinealectomia e a gangliectomia cervical superior,
interrompendo, assim, a comunicagdo entre a retina ¢ a glandula pineal, o que resulta na
inibi¢do dos picos noturnos de MLT (LOPES et al, 1997). Neste trabalho, a administracao de
MLT restaurou a variagdo ritmica da inflamagao. Posteriormente, os autores demonstraram
que, animais adrenalectomizados, tinham a ritmicidade da inflamacdo rompida e, que a
mesma, era restaurada com administragdo de MLT, sugerindo assim, uma interagdo da
glandula adrenal com a pineal na regulacdo da ritmicidade na inflamag¢do (LOPES;
MARIANO; MARKUS, 2001).

Morrey et al (1994) observaram um estimulo na produgdo de reativos intermediarios
do oxigénio (ROI), em monocitos humanos através da incubacio destes com MLT em doses
que variavam de 107 a 10> M. Os autores verificaram um aumento da capacidade citotoxica
dos monocitos frente a células de melanoma (A375) e fibroblastos murinos (L929), bem como
a producdo de IL-1 e, que isso ocorreu em concentra¢des a partir de 10™'° M, com produgio de
oxido nitrico, superdxido, peroxido de hidrogénio, bem como um aumento da sensibilidade de
monocitos ao LPS.

A MLT induziu, ainda, em mondcitos humanos, produgdo de tanto IL-1-alfa quanto
IL-1-beta, com predominio de IL-1-beta. Coerentemente, outro trabalho encontrou receptores

para MLT presentes em mondcitos humanos nao ativados e, para confirmar se a MLT ativava
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estes monocitos, mantiveram culturas por 1 dia com diferentes concentracdes deste hormonio.
A ativacdo foi confirmada pela habilidade dos mondcitos ativados secretarem IL-1, IL-6 ou
TNF-alfa (BARJAVEL et al, 1998). Os autores observaram, também, que a MLT ndo induziu
secrecdo significante destas citocinas quando cultivados por 3 dias, sugerindo que a MLT
ativa os monocitos cultivados por 1 dia, mas ndo aqueles cultivados por 3 dias. Analisando-se
a expressdo dos receptores em mondcitos frescos e cultivados, foi encontrada similaridade
entre o numero de receptores para os mondcitos frescos ou cultivados por 1 dia, enquanto que
monocitos cultivados por 2 dias apresentaram uma queda de 75% no numero de receptores,
podendo este quadro ser revertido por adi¢do de LPS a cultura (BARJAVEL et al 1998). No
entanto, essa reversao nao acontece com monocitos cultivados por mais de dois dias.

A MLT mostrou-se, também, estimuladora sobre mondcitos, obtidos de sangue
periférico humano, na producdo de IL-12. Mondcitos humanos cultivados com LPS e IFN-
gama, responderam com um aumento na producao de IL-12. A MLT aumentou a producdo de
IL-12, somente quando as concentragdes de IFN-gama foram muito baixas (0,5 a 1 ng/mL).
Esta acdo foi dose-dependente e mais intensa quando a MLT foi acrescentada no periodo de
aderéncia dos mondcitos (GARCIA-MAURINO, et al, 1999).

Pesquisadores descreveram, ainda, agdo estimulatoria da MLT sobre a producao das
citocinas IL-2 e IFN-gama, possivelmente, por linfocitos T auxiliares humanos (GARCIA-
MAURINO, et al, 1997). Neste trabalho, células mononucleare do sangue periférico (PBMC)
foram ativadas em cultura com fito-hemaglutinina (PHA) e PHA e MLT, para se avaliar a
produgdo de citocinas. A producdo de IL-2 ndo foi afetada pela MLT quando combinada com
concentragdes de PHA entre 2 ¢ 8 ug/mL. No entanto, em auséncia de PHA ou com 0,5
ug/mL, a MLT aumentou significantemente a producdo de IL-2. As citocinas IL-6 e IFN-
gama mostraram-se aumentadas pela MLT, somente em culturas sem PHA. No mesmo

trabalho, em culturas com PBMC totais, a MLT ativou a produgdo de IL-2 e IL-6, entretanto,
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quando as PBMC foram depletadas de mondcitos (CD14+) e, incubadas com MLT, somente a
produgdo de IL-2 foi ativada pelo hormonio, sugerindo que os monodcitos tenham participagao
ativa na producao de IL-6. Outro estudo apontou um efeito proliferativo, in vitro, sobre
linfocitos, com diminui¢do da produgdo de IL-10, mas sem efeitos sobre a producao de IFN-
gama (KUHLWEIN; IRWIN, 2001). Estes autores sugeriram um possivel efeito modulador
da MLT sobre a proliferacdo de linfocitos e inducdo de ativacdo, através da supressdo da
expressdo de IL-10. Mais recentemente, evidéncias da sintese da propria MLT por linfocitos
humanos foram relatadas através de técnicas de RT-PCR que, detectaram RNA mensageiro
para as enzimas NAT e HIOMT, enzimas chave para a sintese de MLT (CARRILLO-VICO et
al, 2004). Neste modelo a sintese de MLT foi confirmada através de dosagem por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e, foi proposta a hipdtese de uma atuagao
intracrina, autocrina e paracrina da MLT no estimulo a produg@o de IL-2. Desta forma, nao ¢
surpreendente que a MLT tenha sido descrita como sinérgica com a IL-2 no tratamento de
portadores de cancer (CONTI; MAESTRONI, 1995; LISSONI et al., 1995).

Além disso, IFN-gama e, também a IL-10, foram dosadas ap6s cultura de sangue total
com toxina tetdnica ou lipopolisacarideo bacteriano (LPS) de E. coli ¢ mostraram
correspondéncia com os niveis de MLT obtidos do sangue desses individuos, indicando a
ocorréncia de ritmicidade na produgdo dessas citocinas, porém, sem identificar o tipo celular
envolvido (PETROVSKY; HARRISON, 1997).

Retornando a modelos animais, a expressao de genes para citocinas foi analisada por
meio de células preparadas a partir de exsudato peritoneal e de esplendcitos extraidos de
animais que receberam, por 10 dias consecutivos, inje¢des de MLT e, o grupo controle
somente injecdes de veiculo salino alcodlico (LIU et al, 2001). Apods extracdo do acido
ribonucléico (RNA) foi feita a transcri¢ao reversa pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-

PCR), mostrando que células do exsudato peritoneal apresentaram aumentada expressiao
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génica, do fator estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), o fator de células tronco
(SCF), o fator de transformacdo do crescimento (TGF)-beta ¢ o IFN-gama, quando
comparados ao controle, que no caso do M-CSF, ndo mostra qualquer expressdo. Os
esplendcitos apresentaram, também, aumentada expressdo para os genes da IL-1-beta, M-
CSF, SCF, TNF-alfa e IFN-gama (LIU et a/, 2001), em relagdo ao grupo controle.

Além do mais, macréfagos esplénicos de camundongos tratados com MLT exdgena
apresentaram uma melhor estimulagdo de linfocitos T em ensaio de proliferacdo. Estas células
apresentaram, quando incubadas em placas plasticas e tratadas com MLT e LPS, secrecao de
IL-1 cerca de 2,2 vezes maior que células tratadas unicamente com LPS (PIOLI et al, 1993).
O sobrenadante examinado quanto a producdo de IL-1, também revelou um aumento na
produgdo de TNF-alfa e, resultados obtidos através de citometria de fluxo mostraram maior
expressao de moléculas do MHC de classe II, quando comparados a macrofagos de
camundongos tratados com solucdo salina (PIOLI et al. 1993). Contrariamente, ha relato de
que macrofagos obtidos de bago de camundongos, apos aderéncia a placas plasticas,
mostraram sob a¢do da MLT, uma diminui¢ao na expressao de CD80 e de produgdo de TNF-
alfa, quando estimulados por LPS ¢ IFN-gama (RAGHAVENDRA et al, 2001). Uma possivel
explicagdo para estes resultados contraditorios poderia ser o uso de linhagens de
camundongos diferentes, o sexo dos animais (machos em um experimento e fémeas em
outro), bem como a exposi¢do a diferentes periodos de iluminagdo (13:11 h — claro:escuro no
ultimo) e, finalmente, a imunizagdo dos animais no segundo experimento. Completando as
contradi¢des, Shafer; McNulty; Young (2001) ndo conseguiram detectar efeito da MLT sobre
a produgdo de TNF-alfa por macréfagos de camundongos tratadados com LPS. Em estudo
recente, a producao de IL-8 mostrou-se também afetada pela MLT (SILVA et al, 2004).

Camundongos suplementados com MLT em sua ra¢ao diaria, durante 7 dias, sofreram

alteracdo em suas populacdes celulares obtidas do baco e medula 6ssea (células NK e
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monocitos/macrofagos). Em animais tratados por 14 dias, houve aumento no nimero absoluto
apenas de células NK do baco e, células NK e monocitos/macrofagos da medula éssea
(CURRIER; SUN; MILLES, 2000). Este trabalho mostrou também eleva¢ao no numero total
de células nucleadas, granulécitos maduros e células precursoras mieldides da medula 6ssea
dos animais suplementados com MLT por 7 dias.

Embora varios relatos, como citados, sugiram um efeito estimulador da resposta imune
causado pela MLT, ha outros apontando para uma a¢do moduladora deste hormonio,
indicando que diversas condigdes fisiopatologicas que envolvem o sistema imune sao
influenciadas pelos niveis séricos de MLT. Por exemplo, camundongos imunizados com
ovalbumina (OVA) e tratados com MLT apresentaram proliferagdo das células T auxiliares
antigeno-especificas, produ¢ao de IL-4 e imuneglobulina Gl (IgGl) aumentadas, mas
diminui¢dao na produgdo de IL-2 e IFN-gama (SHAJI; KULKARNI; AGREWALA, 1998).
Em codornizes, mostrou-se um aumento da resposta imune celular ¢ humoral (MOORE;
SIOPES, 2003), dando consisténcia ao fato de animais pinealectomizados mostrarem uma
depressao da resposta imune humoral (revisado por BUBENIK et al., 1998).

Frente a resposta dos linfocitos com a MLT, levando a produgdo de citocinas como a
IL-2, que aumentam a proliferagdo destas células, seria correto pressupor que houvesse a
mediagdo de um receptor para MLT nessas células. Garcia-Pergafieda et al, isolaram
membranas de linfécitos e através da ligacdo de moléculas de MLT marcadas com iodo
radioativo, verificaram a existéncia de ligagdes de alta afinidade da MLT com moléculas da
membrana dos linfocitos. Estudos realizados com timo e bago de camundongos mostraram,
igualmente, a existéncia de receptores para MLT em células obtidas destes oOrgdos
(CARRILLO-VICO et al, 2003a). Carrilo-Vico et al (2003b), observaram em outro estudo
que através do receptor de membrana conhecido como MT1, a MLT se contrapde ao efeito

inibidor da PGE-2 sobre os linfocitos, na producao de 1L-2.
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Frente a todos estes dados, mostrando efeitos imunomoduladores da MLT, ¢ plausivel
supor que seus efeitos na diminui¢do do crescimento tumoral ndo dependam exclusivamente
de sua agdo direta anti-tumoral. Embora esta possibilidade, de agdo direta via receptores
encontre suporte experimental, também outra o encontra, ou seja, a de que a produgdo de
MLT nas proximidades do tumor leve a modificagdo funcional de células do sistema imune
no local, diferenciando-as e ativando-as contra o tumor.

E bastante conhecido o fato de que tumores exibem inimeros mecanismos de evasdo
frente ao sistema imune, entretanto, a multiplicidade de a¢cdes da MLT poderia contribuir para
a superacao destes mecanismos de escape e o estabelecimento de uma resposta eficaz contra o
tumor. Dentre os varios alvos possiveis, tanto para a evasdo tumoral quanto para sua
superacao, estdo as DCs. Sendo fundamentais para o inicio da resposta, a indu¢do de sua
deficiéncia funcional pelos tumores, representa uma forma eficaz e “econdomica” de escape
tumoral (GABRILOVICH, 2004; PINZON-CHARRY; MAXWELL; LOPEZ, 2005;
VICARI; CAUX; TRINCHIERI, 2002). Da mesma forma, com a possibilidade, hoje, de
geragdo in vitro deste tipo celular, o uso das DCs passou a representar uma perspectiva
animadora para a imunoterapia dos tumores (BARBUTO, 2005). Assim, ¢ possivel propor
que a modulagdo funcional das DCs contribua também para a agdo anti-tumoral da MLT, de
forma que o presente trabalho pretendeu investigar a agdo da MLT sobre mondcitos do sangue

periférico humano, estudando sua diferenciacdo em DCs in vitro.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da MLT, quer isoladamente, quer
em conjunto com citocinas (GM-CSF e IL-4), sobre a diferenciagdo in vitro de células
mononucleares do sangue periférico em DCs. Também se pretendeu avaliar o efeito da MLT
sobre a ativagdo de DCs diferenciadas in vitro sob agdo de citocinas ou da prépria MLT. Estes
efeitos foram estudados através da verificagdo do fenétipo de membrana e da producdo de
citocinas por essas células, além da determinagdo de seu potencial aloestimulador para

linf6citos T.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Amostras de sangue, de 18 individuos diferentes, foram usadas neste trabalho. Elas
foram obtidas através de aférese de sangue periférico dos doadores, todos acima de 18 anos de
idade e considerados saudaveis pelos testes de praxe, utilizados em bancos de sangue. Estes
doaram células para a vacinagdo de pacientes com cancer, no Hospital Sirio Libanés,
conforme protocolo HSL.2001/01 de 05/02/2001, aprovado em 07/03/2001 pela comissdo de
ética do referido hospital.

O projeto, base para o trabalho aqui apresentado, foi submetido a Comissdo de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao

Paulo e, aprovado em 06-04-2004, conforme Parecer 562/CEP datado de 07-04-2004.

3.2 Isolamento de células mononucleares

Para purificagdo de PBMC, o produto da aférese dos doadores foi colocado em tubos
plasticos conicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no fundo, 12 mL de Ficoll-Paque
(Amersham Pharmacia Biotech, Upsalla Sweden, densidade 1.077 +/- 0,001 g/mL). O
material foi centrifugado a 600G, por 30 minutos, a 18°C e a camada de células
mononucleares formada foi retirada com o auxilio de uma pipeta. O produto obtido foi lavado
3 vezes em meio RPMI 1640, pH 7,2 (Gibco Brl — Life Technologies, Grand Island, NY) com
centrifugagdo a velocidades decrescentes (400G, 150G e 90G) por 10 minutos cada vez. O
botdo celular foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 1% de L-
glutamina (2nM) e 10% de soro fetal bovino (FCS; Gibco Brl — Life Technologies), pH 7,2

(meio R-10) e a viabilidade celular foi testada com Azul de Trypan (0,4%) 1:1.
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3.3 Cultura para diferenciacio de células dendriticas

As células mononucleares obtidas como anteriormente descrito foram enriquecidas por
aderéncia a placas de Petri plasticas ou placas plasticas de 6 ou 12 pogos, em meio R-10, por
um periodo de 2 horas, em estufa a 37°C, com atmosfera contendo 5% de CO, e saturada de
agua. Apos esse periodo, as células ndo aderentes foram desprezadas e as aderentes cultivadas
por 5 ou 7 dias em meio de cultura contendo fatores capazes de induzir sua diferenciacdo em
DCs.

Neste ponto, o protocolo usual requisita o acréscimo das citocinas 1L-4 e GM-CSF
(R&D Systems, Minneapolis, MN), para a diferenciagdo das células dendriticas e, no quinto
dia, da citocina TNF-alfa (R&D Systems) para a maturacdo das células. Foram usadas as
concentragdes de 50 ng/mL para cada citocina. A MLT (Sigma) foi usada em concentragdes
de 1 nM e 1 puM, dose fisiolégica e farmacoldgica, respectivamente (GARCIA-MAURINO et
al, 1997). Em experimentos onde a MLT foi usada, ela foi colocada nos mesmos tempos que
as citocinas utilizadas, ou seja, quando foi colocado GM-CSF ¢ a IL4 em determinada cultura,
também foi colocada a MLT (na mesma cultura ou em cultura paralela), nas concentragdes
acima especificadas. O mesmo acontecendo com a citocina TNF-alfa.

Os experimentos foram realizados em capela de fluxo laminar, em auséncia de luz
ambiente artificial, baixa luminosidade natural e, quando necessario, para melhor execugao

dos trabalhos em baixa luminosidade, foi utilizada uma lampada vermelha.

3.4 Coleta e analise fenotipica das células

Ap0s os cinco ou sete dias, o meio de cultura sobrenadante foi retirado e acrescentou-
se aos pocos 1 ml de salina tamponada com fosfato (PBS) gelada para coleta das células.
Apo6s 10 minutos e pipetacdo vigorosa, as células foram colhidas e colocadas em tubos, que

foram centrifugados por 10 minutos a 153G, ressuspendidas em 1 mL de R-10 e em seguida
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contadas utilizando-se o método de exclusdao pelo Azul de Trypan, conforme mencionado
anteriormente.

Para a determinagdo do fendtipo de membrana, as células foram marcadas utilizando-
se anticorpos monoclonais especificos, bem como os anticorpos controles. Analisou-se a
expressao dos diferentes antigenos, com os anticorpos: anti-CD14 (Caltag Lab. Burlingame,
CA ou R & D Systems), anti-CD80 (Caltag Lab. Burlingame, CA ou R & D Systems), anti-
CD86 (Caltag Lab. Burlingame, CA ou R & D Systems) anti-CD83 (Caltag Lab. Burlingame,
CA ou R & D Systems), anti-CD11c¢ (Caltag Lab. Burlingame, CA ou R & D Systems), anti-
HLA-I (Caltag Laboratories), anti-HLA-DR (R & D Systems), anti-CCR7 (R & D Systems),
anti-CD40 (R & D Systems) e anti-CD1a (R & D Systems).

Cerca de 2 x10° células de cada grupo foram colocadas em tubos de 1,5 mL; os tubos

foram centrifugados por 10 minutos a 153G, a 4°C e, em seguida, foi adicionado o anticorpo
especifico para o marcador de interesse, diluido em 25 pL de tampao para citometria (PBS,
0,5% de soroalbumina bovina (Life Technologies) e 0,02% de azida sdédica — PBS-BSA
0,5%); as células foram incubadas por 20 min a 4°C, protegidas da luz. Com o término do
periodo de incubagdo, as amostras foram lavadas duas vezes em um volume de 100 pL/tubo
de tampao para citometria (PBS/BSA 0,5%), fixadas em tampao para citometria contendo 2%
de paraformaldeido (200 pL/tubo) e armazenadas até a aquisi¢ao. As aquisi¢des foram feitas
em citdometro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Para analise usou-
se o “software” Cell Quest (Becton Dickinson) ou, o software WinMDI versdo 2.8 (Windows
Multiple Document Interface — Flow Cytometry Application - Joseph Trotter 2000), obtido
gratuitamente da “FACS Core Facility — The Scripps Research Institute”

(http://facs.scripps.edu/software.html).
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3.5 Analise dos dados obtidos por citometria de fluxo

A andlise da expressdo dos diferentes marcadores se fez em populagdo selecionada,
por tamanho e granulosidade, como compativel com as DCs, como encontrado em materiais e
métodos de diversos autores (UPHAM et al, 2000; SMYTH et al, 2004; BERGES et al,
2005). Entretanto, para verificar a adequacao desta sele¢ao, dados mais recentes obtidos por
citometria de fluxo foram analisados também, por uma estratégia de “back gate”, envolvendo
os marcadores CD11lc e HLA-DR. Estes marcadores poderiam ser considerados como
caracteristicos de DCs, o que, provavelmente, possibilitaria uma melhor andlise das
populagdes. Foram, entdo, comparados os resultados obtidos com o “back gate” e os
resultados com os “gates” tracados com estimativa baseada no tamanho e granulosidade das
amostras. Nao encontramos diferencas significativas entre as duas abordagens. Abaixo
encontram-se graficos de um mesmo experimento, no qual a analise foi feita em “back gate”

(figura 1) ou em “gate” desenhado por tamanho e granulosidade (figura 2).
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Figura 1. Resultados obtidos através da analise de células selecionadas por “back gate” definido pela
expressdao de CD11c e HLA-DR. Os numeros no interior dos quadrantes representam as porcentagens
de positivos para cada marcador.
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Figura 2. Resultados obtidos através da andlise por gate desenhado por tamanho e granulosidade. Os
numeros no interior dos quadrantes representam as porcentagens de positivos para cada marcador.

3.6 Ensaio de proliferaciao

Como células estimuladoras nestes ensaios, usaram-se células dendriticas
(estimuladoras) geradas ou ativadas na presenca de citocinas ou MLT e, coletadas seguindo-se
o método descrito acima. Estas células, apds irradiagdo com 1250 rads (radiacdo gama
proveniente de fonte de Césio), foram colocadas na concentragdo de 1 x 10* ou 3,33 x 10°

células/pogo, em placas de 96 pocos. Como células respondedoras foram usadas células



47

mononucleares nao-aderentes alogenéicas ou, linfocitos T (purificados dentre as células nao-
aderentes por formacdo de rosetas com hemacias de carneiro — vide a seguir). As células
respondedoras foram colocadas na propor¢do de 1:10 ou 1:30 (1x10° células/pogo) e
previamente coradas com éster de succinimidil-5-(e—6)-diacetato de carboxifluoresceina
(CFSE). Para esta marcagdo, cerca de 1 x 10’ células foram incubadas, por 20 minutos, em
CFSE (5 uM) diluido em PBS/BSA 0,1% (LYONS, 1994; LYONS, 2000). Apds a incubacao,
as cé¢lulas foram lavadas e usadas nas co-culturas. As co-culturas foram mantidas por 5 dias
em estufa saturada de agua, a 37°C e contendo 5% de CO,.

Ao final da cultura, o sobrenadante das culturas foi retirado e as células acrescentou-se
200 mL de tampao para aquisi¢cao de amostras em citometro de fluxo (FACScalibur — Becton
Dickinson, Palo Alto, CA) e, a andlise, foi realizada usando-se o “software” Cell Quest
(Becton Dickinson, Palo Alto, CA) ou, o software WinMDI versao 2.8. O resultado da
proliferacdo foi determinado através do calculo de um indice de proliferagao, obtido pela
divisdo da média geométrica do controle (células sem estimulo) pela média geométrica das

amostras (células estimuladas).

3.7 Obtencio das células respondedoras
As células respondedoras utilizadas para realizagdo de experimentos de proliferagao

(aloestimulagdo), foram obtidas por 2 métodos diferentes descritos a seguir.

3.7.1 Separacio de células mononucleares nio aderentes
As células mononucleares ndo-aderentes alogenéicas, utilizadas em alguns
experimentos como células respondedoras, foram obtidas na etapa de enriquecimento das

células mononucleares, em que as aderentes foram utilizadas para cultura de diferenciacio e
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ativacdo de células dendriticas. Células nao aderentes obtidas nesta etapa foram congeladas
em meio contendo 60% de RPMI, 30% de SFB e 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO), em
frascos de congelamento de 1,5 mL, onde foram colocados 1 mL de suspensdo de células.
Quando necessarias aos experimentos, foram descongeladas, colocadas em tubos conicos de
15 mL, aos quais acrescentou-se R-10 até o volume de 10 mL e centrifugadas a 1200 rpm, por

10 minutos a 4°C.

3.7.2 Separacio de linfocitos T pelo método de rosetas

Para recuperar os linfocitos T dentre uma populagdo celular, foram preparadas
hemacias de carneiro para formagdo de rosetas com linfécitos T (SAXON; FELDHAUS;
ROBINS, 1976). Hemacias de carneiro foram colocadas em um tubo plastico estéril de 50 mL
e centrifugadas a 900 G durante 10 minutos a 20 °C, e, a seguir, lavadas 2 vezes, com mesma
centrifugagdo, em meio RPMI-1640 e em tampao PBS a temperatura ambiente. Estas
hemaécias foram tratadas com AET [S(2-aminoethyl)-isothioronium bromide hydrobromide]
(Sigma Chemical Co.) a fim de mudar a carga elétrica da superficie das hemécias,
possibilitando uma maior interagdo eletrostatica com linfécitos T e a formagdo de rosetas
estaveis. Para tanto, foram diluidos 0,5 g de AET em 12,5 mL de agua bidestilada e
deionizada, com ajuste final do pH para 9,0 utilizando-se NaOH 1,0 M (Reagen, RJ). Apos
passagem em filtro de 0,22 um (Costar, Cambridge, MA), 8 mL de solu¢do de AET foram
acrescentados a cada 2 mL de papa de hemacias de carneiro e mantidos durante 40 minutos a
37 °C. A seguir, foram efetuadas lavagens (centrifuga¢des de 650 G durante 10 minutos) das
hemaécias, com tampao PBS pH 7,2 gelado até obtengdo de sobrenadante claro. As hemacias

foram, entdo, ressuspendidas até se obter uma suspensdo a 4 % em R-10.
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Uma suspensao de células mononucleares foi obtida como descrito no item 3.2, a
partir de um volume de 30 mL de sangue periférico de doadores sadios. As células foram,
entdo, incubadas em estufa de CO; a 37°C por 2 horas. Apos esse periodo, as células nao-
aderentes foram retiradas e ajustadas para uma concentragio maxima de 1x10’ células/mL.
Soro fetal bovino e hemacias de carneiro pré-tratadas com AET foram adicionados numa
proporg¢do de 2 : 1: 2. A solugdo foi submetida a centrifugagio a 200 G por 5 minutos a 4 °C
e, em seguida, incubada em gelo por 1 hora. Apos esse periodo, o numero de rosetas foi
contado e a suspensdo foi submetida a centrifugacdo sobre Ficoll-Paque (900 G, 4°C, 35
minutos).

Ap6s a centrifugagao, os linfocitos T estavam no “pellet”, no fundo do tubo, formando
rosetas com as hemacias de carneiro modificadas. Os linfocitos T foram recuperados com
tampao de lise de hemacias e as células lavadas em meio de cultura (R-10), com centrifugacao

a 290 G, durante 10 minutos a 20 °C.

3.8 ELISAs (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Para analise da produgdo de citocinas pelas células cultivadas com citocinas ou MLT,
utilizou-se o método ELISA através do kit BD OptEIA™ (BD Biosciences Pharmingen — San
Diego, CA). Para este ensaio, o kit dispunha de anticorpos de captura, que foram plaqueados
“overnight”, a 4°C, em placas para ELISA, de 96 wells, fundo chato e lavados no dia seguinte
em lavadora para placas (Opsys MW — Dynex Technologies Inc. Chantilly, VA) por 3 vezes,
a fim de retirar-se o excesso de anticorpos. A seguir as placas foram bloqueadas com solugao
de PBS com 10% de soro fetal bovino, 200 uL/pogo, por 1 hora. Decorrido esse periodo, as
placas foram novamente lavadas por 3 vezes e nos pogos correspondentes colocados 100 pL
de cada padrio e das amostras dos sobrenadantes das culturas (retirados no momento da
coleta das células, e mantidos congelados até este momento). Apo6s a colocagdo das amostras
as placas foram seladas com filme pléstico e incubadas por periodo de 2 horas, em

temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas por 5 vezes e a elas adicionados
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100 pL de solugdo de reagente de deteccao (anticorpos de detecg¢do acrescido de peroxidase
com estreptoavidina). As placas foram mais uma vez seladas e incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente. A seguir, as placas foram lavadas por 7 vezes e a cada pogo adicionado
100 pL de solugdo substrato, e as placas incubadas por meia hora em temperatura ambiente e
no escuro. Por fim, adicionou-se a cada poco 50 uL de solucao de parada de reagdo (acido
sulfurico 2 N) e as placas foram lidas dentro do periodo de 30 minutos de parada da reagdo, a
450 nM, em leitor de ELISA (Versamax — Microplate Reader — Molecular Devices —
Sunnyvale, CA), equipado com o “software” SOFTmax" PRO (versio 3.1.2, Molecular

Devices Corp.).

3.9 Analise estatistica

O método estatistico utilizado para comparagdo dos vdrios tratamentos, foi o da
Analise da Variancia (ANOVA) Pareada, seguido pelo teste de Tukey, comparando todos os
pares de colunas. A analise foi feita utilizando-se o “software” GraphPad Prism (versdo 2.01,

GraphPad Software Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da MLT sobre a diferenciacao das células

Ap6s adesdo, PBMC aderentes foram cultivadas por um periodo de 5 dias, na presenca
de citocinas (GM-CSF e IL-4), MLT na concentragao de 1uM ou MLT na concentracao de
InM. Também foram feitos tratamentos combinados nos quais as células receberam citocinas

e MLT 1uM ou citocinas e MLT InM.

4.1.1 Fenotipo de membrana
Ao final do quinto dia, as células foram coletadas e avaliadas quanto a expressdao dos
marcadores CD14, CD80, CD86, CD83 e CDl1c, por meio de citometria de fluxo, conforme

relatado em material e métodos.

4.1.1.1 Expressao de CD86

A figura 3 mostra os resultados obtidos de um experimento tipico, analisado por meio
de citometria de fluxo, das culturas tratadas com citocinas (GM-CSF e IL-4), MLT 1uM ou

MLT InM e MLT 1uM ou MLT InM combinada com citocinas.
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Figura 3. Expressdao do marcador CD86 em culturas tratadas com citocinas (GM-CSF e IL-4), com
MLT 1 uM, MLT 1nM, citocinas combinadas com MLT 1 uM e citocinas combinadas com MLT
ImM. Os nimeros no interior dos histogramas correspondem a porcentagem de células positivas para o
marcador. Controle = histograma vazado; amostra=histograma cheio. Cito = citocinas (GM-CSF +
IL4).
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A figura 4 mostra o resultado de 11 repeti¢des destes experimentos em que as culturas
receberam MLT 1puM ou MLT InM e também de 9 experimentos em que as culturas
receberam MLT 1uM ou MLT InM juntamente com citocinas. A analise estatistica dos 11
experimentos foi feita em separado dos outros 9 resultados, comparando se apenas os

experimentos correspondentes, gerando dessa forma resultados de ANOVA diferentes.
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Figura 4. Porcentagem de expressao do marcador CD86 em células que foram tratadas com citocinas,
MLT 1 uM ou MLT InM ou citocinas em combinagdo com MLT 1 uM ou MLT InM. Anova p =
0,0531 para citocinas, MLT 1 uM ou MLT 1nM. Anova p = 0,7833 para citocinas isoladamente ou
combinada com MLT 1 uM ou MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF e IL-4).
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4.1.1.2 Expressao de CD14

A figura 5 mostra a expressao de CD14 em 10 repetigdes do experimento em que as
culturas receberam MLT 1uM ou MLT 1InM e também de 8 experimentos em que as culturas
receberam MLT 1uM ou MLT InM juntamente com citocinas, sempre em comparagao as
células que receberam apenas as citocinas. A andlise estatistica dos 10 experimentos foi feita
em separado dos outros 8 resultados, comparando se apenas os experimentos correspondentes,

gerando dessa forma resultados de ANOVA diferentes, embora os resultados tenham sido

plotados no mesmo grafico.
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Figura 5. Porcentagem de expressdo do marcador CD14 por células que foram tratadas com citocinas,
MLT 1 uM ou MLT InM ou citocinas em combinagdo com MLT 1uM ou MLT InM. Anova p =
0,0057 para citocinas, MLT 1 uM ou MLT InM; teste de Tukey p < 0,01 para citocinas vs MLT 1uM
e p < 0,05 para citocinas vs MLT ImM. Anova p = 0,7291 para citocinas isoladamente ou combinadas
com MLT 1 uM ou MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF e IL-4).
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4.1.1.3 — Expressao de CD80

A figura 6 mostra o resultado dos mesmos experimentos, mas quanto A expressio do
CD80. Da mesma forma, a analise estatistica dos 10 experimentos foi feita em separado dos
outros 8 resultados, comparando se apenas os experimentos correspondentes, gerando dessa
forma resultados de ANOVA diferentes, embora os resultados tenham sido plotados no

mesmo grafico.
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Figura 6. Porcentagem de expressao do marcador CD80 por células que foram tratadas com citocinas,
MLT 1 uM ou MLT InM ou citocinas em combinagdo com MLT 1uM ou MLT InM. Anova p =
0,0288 para citocinas, MLT 1 uM ou MLT InM; teste de Tukey p < 0,05 para citocinas vs MLT
InM. Anova p = 0,1340 para citocinas isoladamente ou combinadas com MLT 1 uM ou MLT InM.
Cito = citocinas (GM-CSF e [L-4).
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4.1.1.4 — Expressao de CD83

A figura 7 mostra o resultado de 9 repeti¢des do experimento, quanto a expressao do
marcador de ativagdo CDS83 em culturas receberam MLT ou citocinas isoladamente e de 7
repeticdes para culturas com combinacdo de MLT e citocinas. Também aqui a analise

estatistica foi feita em separado para estes dois tipos de experimento.
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Figura 7. Porcentagem de expressd@o do marcador CD83 por células que foram tratadas com citocinas,
MLT 1 pM ou MLT InM ou citocinas em combinagdo com MLT 1uM ou MLT InM. Anova p =
0,1840 para citocinas, MLT 1 uM ou MLT InM. Anova p = 0,4384 para citocinas isoladamente ou
combinada com MLT 1 uM ou MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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4.1.1.5 Expressao de CD11¢
O marcador CD11c foi analisado em 5 repeticdes dos experimentos com tratamentos
isolados e em trés com o tratamento combinado. Os resultados encontrados estdo resumidos

na figura 8.
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Figura 8. Porcentagem de expressdo do marcador CDIllc por células que foram tratadas com
citocinas, MLT 1 uM ou MLT 1InM, ou citocinas em combinagdo com MLT 1uM ou MLT InM.
Anova p = 0,001 para citocinas, MLT 1 uM ou MLT InM; teste de Tukey p < 0,01 para citocinas vs
MLT 1 uM e citocinas vs MLT InM. Anova p = 0,6927 para citocinas isoladamente ou combinadas
com MLT 1 uM ou MLT InM. Cito = citocinas (GM-CSF e IL-4).
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4.1.2 Aloestimulacio pelas células diferenciadas
Células que foram avaliadas quanto ao fenotipo, também foram avaliadas quanto a sua
capacidade de aloestimulagdo em reagdo mista de linfocitos. As células respondedoras usadas

foram PBMC ndo-aderentes. A figura 9 mostra os resultados de um experimento tipico de

aloestimulagao.
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Figura 9. Ensaio de proliferagdo pela “dilui¢do” da marca¢do com CFSE de células respondedoras co-
cultivadas com células diferenciadas sob diferentes tratamentos: citocinas, MLT 1uM, MLT InM,
citocinas com MLT 1puM e, citocinas com MLT InM. Numeros no interior dos histogramas
representam o indice de proliferacdo. Controle = Células respondedoras cultivadas sem estimulo.



59

O resultado de 6 repetigdes destes experimentos de aloestimulagdo sdao apresentados

na figura 10.
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Figura 10. Resposta proliferativa de PBMC ndo-aderentes quando em contato com células
estimuladoras tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM ou tratadas com citocinas combinadas
com MLT 1uM ou citocinas combinadas com MLT InM. Anova p = 0,2426. Cito = Citocinas (GM-

CSF e IL-4).

4.1.3 Producao de citocinas nas culturas de diferenciaciao

Os sobrenadantes das culturas de PBMC na presenca dos diferentes estimulos

(citocinas ¢ MLT em diferentes concentragdes/combinagdes) foi coletado e seu conteudo

analisado quanto a presenc¢a de diferentes citocinas: TNF-o, IFN-y, IL-10, IL-12 p40, IL-12

p70 e IL-2. O numero de repeticoes de cada ensaio e os resultados da analise estatistica

constam das legendas das figuras. Os resultados sdo apresentados nos graficos a seguir.
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Figura 11. Producdo de TNF-a por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM ou MLT InM (n=5) ou citocinas combinadas com MLT 1uM ou
citocinas combinadas com MLT 1mM (n=4). Anova p = 0,0206 para células tratadas com citocinas ou
MLT 1uM ou MLT InM; teste de Tukey ndo apresentou diferencas. Anova p = 0,1904 para células
tratadas com citocinas, citocinas com MLT 1uM e, citocinas com MLT InM. Cito = citocinas (GM-
CSF e IL-4).
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Figura 12. Produgdo de IFN-y por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas combinadas com MLT 1uM ou citocinas
combinadas com MLT InM (n=6). Anova p = 0,0052; teste de Tukey p < 0,05 para citocinas vs MLT
1uM, MLT 1uM vs citocinas com MLT 1uM e MLT 1uM vs citocinas com MLT InM. Cito =
citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 13. Produgdo de IL-10 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM (n=7), ou citocinas combinadas com MLT 1uM ou
citocinas combinadas com MLT InM (n=6). Anova p = 0,1050 para citocinas, MLT 1uM ou MLT
InM. Anova p = 0,7575 para citocinas, citocinas com MLT 1uM ou citocinas com MLT InM. Cito =
citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 14. Producao de IL-12p40 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas combinadas com MLT 1uM ou citocinas
combinadas com MLT InM (n=6). Anova p = 0,797. Cito = citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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Figura 15. Producao de IL-12p70 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM (n=4), ou citocinas combinadas com MLT 1uM ou
citocinas combinadas com MLT InM (n=3). Anova p = 0,3837 para citocinas, MLT 1uM ou MLT
InM. Anova p = 0,1201 para citocinas, citocinas com MLT 1uM ou citocinas com MLT InM. Cito =
citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 16. Produgdo de IL-2 por células cultivadas sob diferentes tratamentos. As células foram
tratadas com citocinas, MLT 1uM, MLT InM, citocinas combinadas com MLT 1uM ou citocinas
combinadas com MLT InM (n=5). Anova p = 0,7848. Cito = citocinas (GM-CSF ¢ IL-4).
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4.2 Efeito da MLT sobre a ativacdo de células dendriticas diferenciadas sob a¢ao de
citocinas

Células mononucleares do sangue periférico foram tratadas com citocinas (GM-CSF ¢
IL-4) do primeiro ao quinto dia de cultura, para diferenciacdo. No quinto dia, a fim de ativa-
las, essas culturas foram suplementadas com TNF-a, MLT 1uM, MLT InM ou ainda BCG e

mantidas em cultura até o sétimo dia, quando foram colhidas.

4.2.1 Fenotipo de membrana
Na tabela 1 encontram-se as anélises do fen6tipo das células cultivadas nas condi¢des
acima descritas, onde se véem as médias e desvios-padrdo das porcentagens de células

positivas para os marcadores CD11c, CD14, CD80, CD83 e CD86.

Tabela 1 — Porcentagem de células positivas para as moléculas de membrana de células
diferenciadas por citocinas e ativadas por MLT.

Estimulo

Marcador n  ANOVA (p) TNF-a MLT 1uM MLT InM BCG

CDllc 6 0,1973 20,09 £22,30 20,45+13,00 11,50%£10,40 11,757,994
CD14 10 0,2036 1,30+ 1,71 3,10 4,05 5,69 £11,52 1,39 £1,98
CDS83 10 0,4800 1,54 £ 2,01 2,97+ 191 9,60 + 26,80 1,17+ 1,13
CD80 10 0,3718 15,65 +15,10 13,77+12,60 20,62+19,97 14,00 + 5,89

CD86 11 0,0655 24,19 £15,60 27,37+21,20 36,05+15,27 30,79 £18,13
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4.2.2 Aloestimulacio pelas células ativadas

As células diferenciadas com citocinas (GM-CSF e IL-4) e ativadas por TNF-a ou
MLT 1uM ou MLT InM ou ainda BCG foram submetidas a avaliagdo de sua capacidade de
aloestimulagdo de linfocitos (MLR). Essa estimulagdo fez uso de células respondedoras
obtidas pelo método de separagao por ndo-aderéncia das células mononucleares. Os resultados

obtidos de um experimento representativo podem ser vistos na figura 17.
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Figura 17. Ensaio de proliferacdo pela “dilui¢ao” da marca¢do com CFSE de células respondedoras
co-cultivadas com células diferenciadas por tratamento com citocinas e ativadas (nos dois utlimos dias
de cultura) com TNF-o, MLT 1uM, MLT InM ou BCG. Numeros no interior dos histogramas
representam o indice de proliferagdo. Controle = Células respondedoras cultivadas sem estimulo.




65

Os resultados de 9 repetigdes deste experimento sdo mostrados na figura 18.
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Figura 18. Resposta proliferativa dos linfocitos quando em contato com células estimuladoras
diferenciadas com citocinas e ativadas com MLT 1puM ou MLT InM ou BCG, comparadas as
diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-a. Anova p = 0,3560.

4.2.3 Producao de citocinas

Células submetidas a diferenciagdo com GM-CSF e IL-4 e ativacdo com TNF-a, MLT
1uM ou MLT InM ou BCG, foram avaliadas quanto ao padrdo de citocinas produzido
durante sua diferenciacao/ativagdo. Os resultados obtidos para as citocinas IFN-y, IL-10, IL-

12p40, IL-12p70 e IL-2 sdo mostrados abaixo.
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Figura 19. Producdo de IFN-y por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF e IL-4) e ativadas

com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=6). Anova p = 0,0548.
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Figura 20. Producdo de IL-10 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF e IL-4) e ativadas

com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=9). Anova p =0,4185.
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Figura 21. Producéo de IL-12p40 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF e [L-4) e ativadas
com TNF-o ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=8). Anova p = 0,2473.
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Figura 22. Produgao de IL-2 por células diferenciadas por citocinas (GM-CSF e IL-4) e ativadas com
TNF-a ou MLT 1uM ou MLT InM ou BCG (n=4). Anova p = 0,7195.
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4.3 Efeito da MLT na ativacio de células diferenciadas sob acao da MLT

A fim de avaliar a capacidade de a MLT ativar células diferenciadas com MLT, do
quinto ao sétimo dia de cultura foi adicionada a cultura, MLT 1 p M ou MLT 1 nM., em
concentragdo igual a usada nos primeiros 5 dias da cultura. Como controle foram feitas DCs

da maneira usual (citocinas + TNF-a).

4.3.1 Fenotipo de membrana
Para ilustrar os efeitos da MLT sobre a ativa¢ao de células dendriticas sdo mostrados,
na figura 23, os histogramas de um mesmo experimento onde se véem os marcadores CD83 e

CCR7, obtidos de um experimento tipico.
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Figura 23. Expressdo dos marcadores CD83 e CCR7 em células diferenciadas por MLT 1uM e MLT
InM e ativadas por MLT 1uM e MLT 1mM, comparadas ao modo usual de diferenciagdo (GM-CSF e
IL-4) e de ativagdo (TNF-a). Numeros no interior dos histogramas representam a porcentagem de
células positivas para o marcador. Histograma cheio = amostra; histograma vazado = controle
isotipico.
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Na tabela 2 encontram-se as andlises do fendtipo das células cultivadas nas condigdes
acima descritas, onde se véem as médias e desvios padrio das porcentagens de células
positivas para os marcadores CD11¢c, HLA-DR, HLA-I, CD 14, CD80, CDS83, CD86, CDla, ¢
CDA40. O teste de Tukey apresentou diferengas para as moléculas de HLA-DR ( p < 0,01 para
citocinas + TNF-a vs MLT InM), CD14 (p < 0,05 para citocinas + TNF-a vs MLT 1uM e p
< 0,01 para citocinas + TNF-ao vs MLT InM) e CCR7 (p < 0,01 para citocinas + TNF-a vs

MLT 1pM e p < 0,001 para citocinas + TNF-a vs MLT InM).

Tabela 2 - Porcentagem de células positivas para as moléculas de membrana, que foram

diferenciadas e ativadas por MLT.

Estimulos
Marcador n ANOVA (p) Cito+TNF-a 1\1/\14&,1:1"11“;\1([; l\ﬁf:rl;]nl\;\l/;r
CDllc 6 0,2287 50,92 £30,53 43,44+36,51 41,06+ 35,83
HLA-DR 6 0,0103 37,72 £25,24 5443 +£2548 61,65+£22,43
HLA-I 6 0,3410 71,21 £33,10 83,75+ 12,97 76,08 £15,17
CDh14 6 0,0096 15,06 £23,17 28,25+22,43 32,87+21,05
CD80 6 0,5765 11,88+ 17,54 13,92+18,12 18,83 £27,52
CD&3 6 0,2263 22,12 +£30,78 30,54 £26,48 37,15 +35,12
CD86 6 0,4682 15,20+ 13,73 19,75+ 18,52 25,16 £17,38
CCR7 6 0,0001 29,74 £30,91 46,54 +£29,17 55,35 +£28,92
CDla 6 0,6821 16,62 £ 14,42 14,74+ 13,93 23,86 £ 25,97
CD40 3 0,1268 31,b11 £26,53 19,23 +£21,23 20,69 £26,67
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4.3.2 Aloestimulacio pelas células diferenciadas e ativadas por MLT

As células diferenciadas por MLT e ativadas por MLT 1uM ou MLT InM e as
diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-o foram submetidas a avaliacdo de sua
capacidade de aloestimulagdo de linfocitos (MLR). Essa estimulagao fez uso de linfocitos T,
obtidos pelo método de separacdo por rosetas formadas por eritrocitos de carneiro, co-
cultivados com as células ativadas. Os resultados obtidos para 6 repetigdes do experimento

podem ser vistos na figura 24.
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Figura 24. Resposta proliferativa dos linfocitos quando em contato com células estimuladoras
diferenciadas com MLT 1uM ou MLT InM e ativadas com MLT 1uM ou MLT InM,
respectivamente, comparadas as diferenciadas com citocinas e¢ ativadas com TNF-a. Anova p =
0,1133. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).

4.3.3 Producio de citocinas nas culturas diferenciadas e ativadas por MLT

A presenca das citocinas IFN-y, IL-10, IL-12 p40, IL-12 p70 e IL-2 foi avaliada nos
sobrenadantes das culturas de DCs, e os resultados de experimentos independentes sdo

apresentados a seguir.
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Figura 25. Producao de IFN-y por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou
diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT InM e ativadas por
MLT InM (n=5). Anova p = 0,0123. Teste de Tukey P < 0,05 para citocinas vs MLT 1uM. Cito =
Citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 26. Producdo de IL-10 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou
diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT 1nM e ativadas por
MLT InM (n=5). Anova p = 0,0816. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 27. Producdo de IL-12p40 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou
diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT InM e ativadas por
MLT InM (n=5). Anova p = 0,8020. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 28. Produgdo de IL-12p70 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou
diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT 1nM e ativadas por
MLT InM (n=5). Anova p = 0,1343. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).
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Figura 29. Produ¢do de IL-2 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-o ou
diferenciadas por MLT 1uM e ativadas por MLT 1uM ou diferenciadas por MLT 1nM e ativadas por
MLT InM (n=5). Anova p = 0,3952. Cito = Citocinas (GM-CSF e IL-4).

4.4 Efeito da ativacao por MLT combinada com TNF-o em células diferenciadas por
citocinas

Células diferenciadas por citocinas foram submetidas a ativagio por MLT
(concentracdo de 1puM ou 1mM) combinada com TNF-a, a partir do quinto dia de cultura,
para que se pudesse avaliar os efeitos da combina¢do deste hormonio com essa citocina,
usualmente utilizada para ativacdo de células dendriticas cultivadas in vitro. Como controle

padrao foram feitas DCs da maneira usual (citocinas + TNF-a.).

4.4.1 Fenétipo de membrana
A tabela 3 mostra os dados obtidos para os marcadores CD14, CD80, CD83, CD86 e
CDl1c, através das médias e desvios padrao das porcentagens de células positivas para estes

marcadores.



Tabela 3. Porcentagem dos marcadores de membrana de

combinada com TNF-a..

células ativadas com MLT

Estimulos
MLT 1luM +  MLT InM +
Marcador n Anova (p) TNF-a TNF-a TNF-a

CD14 9 0,0674 1,288+1,845 1,820+3,446 3,570+4,383
Ccbg 9 03802 17,75+20,26 11,50+9,735 13,58 +£8,634
CD83 9 02966 2,601 +4,862 7,497 +12,42 2,506+2,215
CD86 9 00,7374  19,94+13,60 21,82+15,95 23,53 +19,64
CDllc 6 04840 11,36+9,990 10,83 £13,95 6,395+ 3,829

4.4.2 Aloestimulaciio pelas células ativadas por MLT combinada com TNF-a em células

diferenciadas por citocinas

Os resultados de 6 experimentos onde estas células foram usadas como estimuladoras

de PBMC nao-aderentes, sdo mostrados na figura 30.
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Figura 30. Resposta proliferativa dos linfécitos quando em contato com células estimuladoras
diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-a ou MLT 1uM com TNF-a ou MLT InM com
TNF-a (n = 6). Anova p =0,4911.

4.4.3 Producao de citocinas

Foram dosadas as citocinas IFN-y, IL-10, IL-12p40, IL-12p70 e IL-2 no sobrenadante
das culturas de DCs obtidas pelo cultivo com citocinas e ativagdo com MLT 1uM ou MLT
INM combinada ao TNF-a ou com TNF-a isoladamente. Os resultados para estas dosagens

sdo apresentados a seguir.
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Figura 31. Produgdo de IFN-y por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou por
MLT 1uM combinada com TNF-a ou ativadas por MLT InM combinada com TNF-a. Anova p =

0,8889.
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Figura 32. Producdo de IL-10 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-o ou por
MLT 1uM combinada com TNF-o ou ativadas por MLT 1mM combinada com TNF-o. Anova p =

0,3512.
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Figura 33. Produgdo de IL-12p40 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a, ou por
MLT 1uM combinada com TNF-a ou ativadas por MLT InM combinada com TNF-a. Anova p =
0,0034. Teste de Tukey ndo apresentou diferengas.
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Figura 34. Producdo de IL-12p70 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou por
MLT 1uM combinada com TNF-a ou ativadas por MLT 1mM combinada com TNF-a. Anova p =

0,4522.
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Figura 35. Produgdo de IL-2 por células diferenciadas por citocinas e ativadas por TNF-a ou por
MLT 1uM combinada com TNF-a ou ativadas por MLT InM combinada com TNF-a. Anova p =
0,7143.
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5 DISCUSSAO
Este trabalho investigou a agdo da MLT sobre a diferenciacdo e ativagdo de PBMC em
células dendriticas e os resultados indicaram que a MLT tem, de fato, a capacidade de afetar este
tipo celular. Inicialmente, para verificar a agdo da MLT sobre a diferenciacdo, as células
mononucleares do sangue periférico foram mantidas em culturas, que receberam MLT em
concentragdes “fisiologica” e “farmacologica”. Estes dois niveis de dose foram assim chamados,
seguindo o descrito por Garcia-Mauriio et al. (1997), embora haja discussdo quanto ao que
seriam niveis fisioldogicos de MLT, uma vez que estes variam amplamente, dependendo das
condi¢des ambientais e dos tecidos analisados (REITER; TAN 2003). Como controle para a
diferenciacdo das PBMC em DC, as células foram cultivadas com as citocinas, GM-CSF ¢ 1L-4,
em condi¢des usualmente utilizadas (KOMI et al, 2001; LEE et al, 2002; BARBUTO et al,2004).
A expressdao da molécula de CD14, marcador tipico de mondcitos e macrofagos e que
deve deixar de ser expresso em DC (CANING et al, 2001; LEE et al, 2002), em culturas
estimuladas por MLT, tanto em concentracao de 1uM quanto de 1mM, foi mais intensa que nas
culturas estimuladas apenas com citocinas. O que poderia sugerir que a MLT nao ¢ capaz de
induzir a diferenciacdo de PBMC em DC. De fato, embora ndo haja relatos sobre a alteracdo na
expressao marcadores para células dendriticas ou mesmo mondcitos ¢ macrofagos, por efeito da
MLT, trabalhos anteriores com essa substancia mostraram efeito sobre ativacdo de monocitos €
macréfagos, com producdo de reativos do oxigénio e aumento da citotoxicidade sobre células
tumorais (MORREY et al,1994). Por outro lado, a citocina IL-4, sabidamente, diminui a
expressao do marcador CD14 na diferenciagdo de PBMCs em DCs (LAUENER et al, 1990),
embora haja relatos de manuntencdo da expressdo deste marcador em DCs, o que denotaria uma
célula imatura com alta capacidade fagocitica, como mostrado em estudo no qual se utilizou GM-

CSF e IL-4 para diferenciagdo juntamente com histamina.
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Este estudo mostra, que o cultivo destas células com histamina, provoca a manutengao
das moléculas CD14 na superficie celular e diminui a expressdo de CDla, levando a célula a
apresentar um fenodtipo de DC com aumentada capacidade fagocitica e de producao de citocinas,
porém mostrando baixa atividade aloestimuladora (KATOH et al, 2005). E interessante notar,
porém, que a MLT induziu a diminui¢do da expressao de CD14 nas células (quando comparada a
expressao de células mantidas em cultura pelo mesmo periodo, sem estimulo — dados nao
mostrados), sugerindo como hipotese, uma cinética diferente de perda do CD14 em células
tratadas com a MLT, mas ndo auséncia de diferenciacdo das PBMC em DCs. Ainda vale ressaltar
que em culturas tratadas com a combinagdo de MLT com citocinas a expressdo de CD14 foi
baixa, semelhante a daquelas tratadas apenas com citocinas. Da mesma forma, culturas
diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-o, MLT 1uM, MLT InM ou ainda BCG
mostraram niveis igualmente baixos deste marcador. Aparentemente confirmando os efeitos da
IL-4 (diminuindo) e da MLT (“aumentando”) a expressio do CDI14, células que foram
diferenciadas e ativadas por MLT apresentaram maior expressao deste marcador que aquelas
diferenciadas e ativadas por citocinas. Por outro lado, e de certa forma inesperadamente, células
de culturas diferenciadas por MLT e ativadas com TNF-a expressaram niveis de CDI14
praticamente iguais e baixos.

O marcador CD80, juntamente com o CD86, constitui um dos principais sinais co-
estimuladores para os linfécitos T (LANIER et al, 1995; DILIOGLOU; CRUSE; LEWIS, 2003) e
sua expressdo ¢ caracteristica das DCs. Desta forma ¢ relevante nossa observagdo de que a
populagdo de células diferenciadas sob agao da MLT, independentemente da dose, mostrou maior
freqliéncia de células CD80+ do que a populagdo diferenciada sob acdo das citocinas GM-CSF e
IL-4. Este aumento da expressdo de CD80 ¢ compativel com estudos que relatam aumento na
apresentacao de antigenos sob influéncia da MLT. Num destes estudos, macrofagos esplénicos de

camundongos tratados com MLT apresentaram aumento de
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expressdo de moléculas de MHC de classe II, da producdo de IL-1 e TNF-a e tiveram sua
capacidade de estimulagdo antigeno-especifica de linfécitos T aumentada (PIOLI ef al, 1993).
Assim, em contraposicao a aparente “deficiéncia” da MLT na inducdo da diferenciacdo de PBMC
em DCs, esta expressdao aumentada de CDS80 pelas células tratadas com MLT, sugere que este
horménio é capaz de induzir esta diferencia¢io. E possivel até mesmo especular que a populagio
de macréfagos esplénicos do trabalho anteriormente citado esteja, na verdade, “contaminada” por
DCs, geradas pelo tratamento com MLT. Ainda confirmando este efeito, encontramos expressao
de CD86 equivalente em PBMC diferenciadas sob acdo da MLT ou de citocinas.

De maneira surpreendente, os experimentos que fizeram uso da MLT para ativar DCs
diferenciadas por acdo das citocinas indicaram que o hormoénio tem efeito equivalente ao TNF-a
ou a0 BCG na ativagdo das células, ao menos quanto a expressio de CD80 e CD86. Esta
observagdo parece sugerir que a acdo da MLT sobre as PBMC seria “completa”, isto ¢ induziria
desde sua diferenciacdo em DCs, até sua ativagdo. Também semelhante foi a expressdo dos
marcadores CD80 e CD86 entre as condigdes testadas nos experimentos em que se usou MLT
para diferenciagdo e TNF-a para ativacdo ou MLT para diferenciacdo e ativagao das células.
Entretanto, ¢ preciso notar que ndo obtivemos niveis elevados de expressdo da maioria dos
marcadores estudados, o que exige cautela na elaboragdo de conclusdes. De qualquer forma, os
resultados obtidos nos ensaios de aloestimulagdo, indicam que as células obtidas nestas culturas
tinham atividade compativel com a de DCs, que devera ser, no entanto, investigada com maior
profundidade no futuro.

E interessante que também para a expressio da molécula de CD83, apresentada como um
marcador da ativagdo das DCs (ZHOU; TEDDER, 1995), obtivemos baixa freqiiéncia de células
positivas. Todavia, e de maneira sugestiva, nas culturas diferenciadas e ativadas com MLT,

observamos expressao maior desta molécula. Mais uma vez, os resultados parecem
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sugerir que a MLT parece ser capaz de induzir desde a diferenciacdo até a ativagdo de DCs a
partir de PBMC do sangue periférico humano. Vale lembrar que a molécula CD83 pode ser
encontrada no citoplasma de mondcitos, macrofagos e células dendriticas, sendo translocada para
a superficie ap0ds ativacdo das células, o que pode acontecer muito rapidamente com o uso de LPS,
mas permanecendo estavel apenas em DCs (CAO; LEE; LU, 2005).

A molécula CDl1l1c, uma integrina com func¢do na adesdo de monocitos, macrofagos e
DCs, componente de receptores para diferentes ligantes (LPS, fibrinogénio e fatores do
complemento), marcadora da origem mieléide de uma célula (CORBI; LOPEZ-RODRIGUEZ,
1997) e freqiientemente usada para identificar as DCs (SUMMERS et al, 2001; NUNEZ et al,
2004), foi expressa em porcentagens maiores nas culturas tratadas com MLT do que nas culturas
tratadas apenas com citocinas. Esta observagdo, mais uma vez refor¢ca a capacidade da MLT
induzir a diferenciagdo das PBMC em DCs.

As células diferenciadas com o uso da MLT apresentaram fendtipo compativel com o de
DCs, também quanto a expressdo das moléculas codificadas pelo complexo principal de
histocompatibilidade, isto tanto para as de classe I, necessarias a apresentacdo antigé€nica
principalmente para os linfocitos T CD8+ (GAO; JAKOBSEN, 2000), quanto para as de classe I,
necessarias a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T auxiliares CD4+(KONIG, 2002). Na
verdade, células tratadas com MLT apresentaram niveis mais elevados de expressdo das
moléculas de classe II, fendmeno que ja havia sido descrito em ( PIOLI et al, 1993; JIANG-
SHIEH et al, 2005).

Verificou-se também a presenca de moléculas CD1a, um marcador fenotipico encontrado
em células de Langerhans, um subtipo de célula dendritica encontrado principalmente na pele
(ATHANASAS-PLATSIS et al, 1995; GATTI et al, 2000). A expressdo deste marcador ndo se
mostrou diferente entre os tratamentos dados as culturas. Da mesma forma, ndo encontramos

diferenga na expressao do CD40, molécula expressa em DCs,
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e cuja interagdo com a molécula ligante de CD40 (CD40L) em células murinas T CD4+ retorna a

DC sinais de maturagdo, com aumento da expressio de MHC de classe II, CD80 ¢ CD&6,
acompanhado de aumento na apresentagdo de antigenos tumorais endocitados, pelo MHC de
classe I e classe II (WATANABE et al, 2003). J4 a molécula CCR7, que tem expressao
aumentada nas células dendriticas maduras, apresentou-se em niveis mais altos em células de
culturas tratadas com MLT para diferenciacdo e ativagdo. Inducdo semelhante da expressdao de
CCR7 foi conseguida por pesquisadores utilizando PGE2, ou estimulo por CD40L
(SCANDELLA et al, 2002).

De forma semelhante ao observado para a expressdo de marcadores de membrana, as
PBMC diferenciadas sob estimulo da MLT tiveram padrdo de secre¢do de citocinas muito
semelhante ao das células diferenciadas sob acdo de GM-CSF, IL-4 ¢ TNF-a. Na verdade ha
diversos relatos de efeitos do tratamento com MLT sobre a producao de citocinas. Por exemplo,
esplendcitos de camundongos apresentaram aumento da producgdo de IL-1P3, TNF-a, IFN-y e M-
CSF, enquanto a producdo de TGF-1 se manteve inalterada (LIU; NG; FUNG, 2001), células U-
937 e Jurkat, mostraram aumento da produgdo de IL-6 e IL-2 (GARCIA-MAURINO et al, 2000),
e macrofagos sinoviais, obtidos de pacientes com artrite reumatoide tiveram aumento da producao
de IL-12 (CUTOLO et al, 1999). Na verdade, até mesmo as varia¢des dos niveis de IL-2, IL-6,
IL-10 e IL-12 no sangue de voluntarios saudaveis foram correlacionadas aos niveis circulantes da
MLT (LISSONI et al, 1998).

Por outro lado, a MLT provocou a reducdo da produgao de TNF-a e IFN-y por monocitos
obtidos de sangue de doadores saudaveis tratados in vitro com este horménio (FJERLI et al,
1999). Em nossos experimentos, porém, ndo houve diferenca na produgdo de TNF-a por células
tratadas com MLT isoladamente ou combinada as citocinas, quando comparada a de células
diferenciadas sob acdo de GM-CSF ¢ IL-4. Na verdade, esta observacado é coerente com dados da

literatura, que relatam niveis semelhantes de produgao de
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TNF-a por DCs, quando ndo se acrescentam estimulos adicionais, como LPS ou antigenos
tumorais (CARLOS et al, 2005).

Por outro lado, observamos um aumento significativo da producdo de IFN-y por
células diferenciadas sob acdo da MLT. Este efeito se confirmou na analise de células
diferenciadas e ativadas com MLT, pois estas mostraram os niveis mais altos de producgdo
desta citocina. O IFN-y é produzido por linfocitos T, células NK, monocitos ativados e células
dendriticas, sofrendo influéncia, neste tltimo tipo celular, da IL-12, que estimula fracamente a
producdo de IFN-y em células imaturas e altas quantidades em células maduras quando
combinada com IL-18 (YAMAGUCHI et al, 2005). O efeito da MLT sobre a produgdo de
IFN-y, é uma observacdo que nos parece relevante e que pode levar uma diferenca funcional
significativa entre células diferenciadas por agdo da MLT e aquelas diferenciadas por acdo das
citocinas, GM-CSF e IL-4. Embora este ponto ndo tenha sido mais explorado no presente
trabalho, ele devera ser objeto de investigagdes futuras.

Em contraste ao observado para o IFN-y, ndo obtivemos diferencas significativas entre
os tratamentos quanto a produgdo de IL-10 e IL-12p40. Em todas as culturas de células
imaturas, obtivemos valores superiores aos relatados na literatura para IL-12p40 ¢ inferiores
para IL-10, produzidas por DCs tratadas com LPS in vitro por 18 horas. No entanto, para DCs
ndo tratadas os valores de IL-10 e IL-12p40 foram superiores aos relatados na literatura
(CARLOS et al, 2005). Constatamos também produgdo de IL-12p70 em nossas culturas, mas
estas dosagens foram feitas em poucos experimentos € obtivemos niveis inferiores aos
relatados, ao menos para células ativadas com LPS (HEYSTEK et a/, 2003).

Estudos realizados recentemente, mostraram que as DCs sdo capazes de produzir IL-2,
quando estimuladas por IL-15 e ap6s contato com linfécitos T (FEAU et al, 2005). Nossos
resultados mostraram baixa produgdo desta citocina, sem diferenca entre os tratamentos,

indicando que a MLT nao supre a necessidade da IL-15 e do contato com os linfocitos.
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A andlise da produgdo de citocinas por células diferenciadas sob agdo de GM-CSF e
IL-4 e ativadas pelos diferentes tratamentos (TNF-a, MLT 1uM ou MLT InM ou BCG), ndo
mostrou diferengas significativas entre estes. Vale notar que a producao de IFN-y mostrou-se
inferior aquela obtida nas culturas antes da ativagdo e, como dito, ao contrario do observado
nestas ultimas, ndo foi diferente entre os grupos. Nao foi possivel a anélise da producdo do
TNF-a devido a sua adigcdo as culturas. A producdo de citocinas por células diferenciadas
com citocinas e ativadas com MLT e TNF-a, foi, mais uma vez, semelhante entre os
diferentes tratamentos, com excecao da IL-12p40, que mostrou-se significativamente elevada
nas culturas em que se usou MLT.

Em conclusao, pudemos observar que a MLT foi capaz de induzir a diferenciacdo de
PBMC de individuos saudéveis em cultura. As células obtidas nas culturas apresentaram
fen6tipo de membrana, potencial aloestimulador e padrdo de secrecdo de citocinas
semelhantes aos apresentados por células tratadas com GM-CSF, IL-4 e TNF-a e compativeis
com o de DCs. Desta forma, acreditamos ter obtido evidéncias que justificam o estudo mais
aprofundado do fenomeno. Além do mais, considerando o custo da MLT e o das citocinas, €
possivel prever que o uso deste hormdnio poderd, eventualmente, levar a uma maneira mais
econdmica de se obter células dendriticas humanas para utilizacdo em protocolos de

imunoterapia.



86

6 CONCLUSAO

O tratamento in vitro com MLT foi capaz de induzir a diferenciagdo de PBMCs em

DCs, tanto isoladamente quanto em combinagdo com as citocinas GM-CSF e IL-4. Este

mesmo tratamento ainda foi capaz de produzir alteragdes fenotipicas compativeis com a

ativacdo de DCs, de maneira também semelhante ao feito pelo TNF-a. Especificamente,

pdde-se verificar que:

A MLT, usada isoladamente, induziu expressao da molécula CD80 e CDll1c
maior do que a induzida pelas citocinas GM-CSF e IL-4, niveis semelhantes de
CD86 e manteve niveis mais elevados de CD14 em PBMCs cultivados por 5
dias na presenca de niveis fisioldgicos (InM) e farmacoldgicos (1 uM) da
droga.

As células obtidas nas culturas estimuladas por MLT por 5 dias apresentaram
secrecao de IL-12p40, IL-2, IL-10 e IL-12p70 em niveis semelhantes aos
secretados por células diferenciadas sob acdo de GM-CSF e IL-4, e niveis mais
elevados de TNF-a e IFN-y.

Em células diferenciadas com citocinas e ativadas com TNF-o, MLT ou BCG,
a MLT mostrou-se capaz de induzir alteracdes fenotipicas semelhantes aos
outros estimulos de ativagdo/maturagdo, levando a expressao semelhante dos
marcadores CD14, CD80, CD83, CD86 ¢ CDl1c.

Células diferenciadas e ativadas com MLT apresentaram expressdao aumentada
de CCR7 e HLA-DR e CD14 e expressao equivalente dos demais marcadores
(CDla, CDl1l1c, CD40, CD80, CD83, CD86 ¢ HLA-I). Estas células também

apresentaram maior secre¢ao de IFN-y.
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e Em ensaios de aloestimulagdo as DCs obtidas apo6s tratamento com MLT
mostraram atividade equivalente as diferenciadas sob a¢do das citocinas GM-
CSF e IL-4.

e O uso combinado da MLT com citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a), quer na
diferenciagdo, quer na ativagdo das c¢lulas, ndo levou a alteracdes
significativas do fendtipo das células, quando comparadas as tratadas apenas
com as citocinas.

Estes efeitos apontam para um efeito MLT sobre PBMC, levando a sua diferenciagcao
em DCs. Tais efeitos podem estar relacionados a atividade imunomoduladora do tratamento

com MLT e merecem ser, mais profundamente, explorados.
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