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Resumo

NASCIMENTO C.R. Estudo da diferenciacéo e ativacao de células dendriticas humanas
in vitro. 2009. (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia). Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, 2009.

As células dendriticas (DCs) induzem a resposta imunoldgica por sua capacidade de
capturar, processar e apresentar antigenos a linfocitos T. O resultado da interagcéo
destas duas células depende do subtipo e do estado de maturacdo das DCs; assim,
estas células podem definir o destino da resposta a ser formada. O objetivo do nosso
trabalho foi estabelecer, in vitro, os processos de diferenciacdo e ativacdo de células
dendriticas humanas; investigar esses processos sob a influéncia do inibidor de
desacetilases de histonas, butirato de sddio (NaB), e do horménio ouabaina (Oua). A
diferenciacdo das DCs foi estabelecida a partir de mondcitos de sangue periférico de
inidividuos saudaveis, em cultura com IL-4 e GM-CSF, e a ativagdo com o estimulo
subsequente do TNF-a. A diferenciacao foi avaliada, principalmente, pela expresséo de
CD14 e CD1la, e a ativagdo pela expressdo de CD83. Os mondcitos, quando
estimulados a diferenciar, formaram colGnias e apresentaram morfologia associada a
células dendriticas. Além disso, estas células perderam a expressdo de CD14,
passaram a expressar CDla, diminuiram a secrecdo de IL-13 e aumentaram a
capacidade de capturar antigenos. Apds o estimulo do TNF-a, as células passaram a
expressar a molécula CD83, aumentaram a secrecdo de IL-12 e induziram intensa
proliferacdo de linfocitos alogenéicos. Quando o NaB foi adicionado as culturas de
diferenciacdo, foi possivel observar que as células perderem CD14, apresentaram
morfologia caracteristica de células dendriticas e aumentaram a capacidade de
fagocitose. Porém, a expressdo de CD1a foi afetada. Além disso, quando estas células
foram estimuladas com TNF-a a expressdo de CD83 foi parcialmente inibida, sem que
houvesse alteracdo na expressdo de HLA-DR e CD86. O mesmo foi observado quando
o NaB era adicionado no tempo de ativacdo (a0 mesmo tempo que o TNF-a) apos
diferenciacdo com IL-4 e GM-CSF. A fim de explorar os possiveis efeitos da Oua na
ativacdo das DCs, n0s adicionamos o horménio durante a ativacdo. A expressao de
CD83 induzida por TNF-a foi inibida na presenca da Oua, assim como a expressao
basal; aléem disto, a secrecdo de IL-12 foi reduzida quando a Oua estava presente nas
culturas. Contudo, a expressao de outras moléculas relacionadas a ativagdo, como o
HLA-DR e CD86, foi bastante elevada pela Oua, excedendo inclusive o aumento
induzido pelo estimulo do TNF-a. Os dados em conjunto sugerem que células
dendriticas com caracteristicas de ceélulas imaturas foram geradas a partir de
mondocitos, em cultura com IL-4 e GM-CSF; o estimulo do TNF-a nestas culturas foi
capaz de promover a ativacdo das células. O inibidor de desacetilases de histonas,
NaB, regulou a expressao de CDla sem comprometer o processo de diferenciacao,
mas afetou a expressdo de CD83 durante a ativacédo induzida por TNF-a. Por fim, o
hormdnio ouabaina foi capaz de modular moléculas essencias para a atividade de
células dendriticas, porém, de forma independente do estimulo de ativacéo.



Abstract

NASCIMENTO C.R. Study of the differentiation and activation of human dendritic cells in
vitro. 2009. (Doutorado em Ciéncias Biologicas - Fisiologia). Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, 2009.

Dendritic cells (DCs) are professional antigen-presenting cells with attributes for
priming/activating T cells and mediating immune responses. DCs are heterogeneous
and, depending on their subtype and maturation stage, these cells can induce different
T-cell fate. The aim of our study was to establish, in vitro, DCs differentiation and
activation; and to investigate these processes under the influence of sodium butyrate
(NaB), a histone deacetylase inhibitor, as well as the effects of the hormone ouabain
(Oua). Monocytes from healthy individuals were differentiated into immature DCs with
IL-4 and GM-CSF; these cells were further stimulated with TNF-a for activation. DC
differentiation was evaluated mainly by CD14 and CD1a expression, whereas activation,
induced by TNF-a, was evaluated by CD83 expression. Monocytes stimulated to
differentiate displayed colony formation and dendritic cell morphology. Moreover, cells
lost CD14, acquired CD1a, and showed decreased secretion of IL-1p3 and increased
phagocytic capacity. After TNF-a stimulation, cells expressed CD83, increased IL-12
secretion and were able to induce intense allogeneic lymphocyte proliferation. We found
that monocytes stimulated to differentiate in the presence of NaB lost CD14, acquired
DC morphology and increased their phagocytic capacity. The acquisition of CD1a,
however, was impaired. On exposure to NaB during differentiation, followed by TNF-a
stimulus, DCs exhibited comparable levels of the co-stimulatory molecule CD86 and of
HLA-DR, whereas the induction of CD83 was partially inhibited. When NaB was given at
the same time as TNF-a, inhibition was also observed. To explore possible effects of
Oua on dendritic cells activation the hormone was given during activation at the same
time as TNF-a. CD83 expression induced by TNF-a or basal expression was inhibited in
the presence of Oua; moreover, IL-12 secretion was also reduced when Oua was
present in the culture. However, the expression of other molecules related to DC
activation, such as HLA-DR and CD86, was increased by Oua, an increment even
higher than that observed with TNF-a. These findings suggest that immature dendritic
cells were generated from monocytes in culture with IL-4 and GM-CSF; and the
presence of TNF-a induced their activation. The histone deacetylase inhibitor, NaB,
regulated CDla expression without impairing DC differentiation, but affected CD83
during activation induced by TNF-a. And the hormone ouabain was able to modulate
molecules essential for DC activity, in both immature and activated cells.
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1. Introducgéo

1.1 Células dendriticas

1.1.1 Histéria

As células dendriticas (DCs) foram descobertas por volta de 1970, o que é
relativamente recente. Dois grupos em paralelo identificaram estas células: o grupo do
Steinman e o grupo da Balfour (STEINMAN, 2007). Os contextos eram bastante
distintos. Para o primeiro grupo o interesse girava em torno do que haveria no caminho
entre o antigeno e a formacédo da resposta imunoldgica. Eles estudavam a producédo de
anticorpos em suspensdes de células do baco de camundongos, quando observaram
gue a producdo de anticorpos estimulada por antigenos (hemécias de carneiro) so
acontecia quando uma populacao de células era adicionada, células ditas “acessorias”.
E dentro desta populacdo havia células diferentes das células do sangue que eram
conhecidas até entdo, com uma forma nova, com expansbes citoplasmaticas e
motilidade. Logo estas células, por terem tantas projecdes de citoplasma, receberam o
nome de “dendriticas”, do grego “dendron” que significa arvore (STEINMAN e COHN,
1973). Os autores acreditaram que estas células eram necessérias para as respostas a
antigenos que eram observadas no baco e nos linfonodos, assim era esperado que o
numero de células dendriticas estivesse aumentado nestes 6rgdos sob estimulo
antigénico. Porém, o aumento no numero de células totais observado naquelas

condicbes ndo coincidia com um aumento no nimero de células dendriticas. Outra
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possibilidade vislumbrada foi a de que as células dendriticas pudessem reter antigenos,
contudo, comparando com outras células, os macréfagos, os autores concluiram que
aquelas células eram incapazes de realizar a endocitose de antigenos (STEINMAN e
COHN, 1974). Assim, os meios pelos quais as células dendriticas participavam das
respostas imunologicas pareciam uma incognita. A figura 1 mostra uma imagem
publicada naquela época de uma célula dendritica isolada do baco de camundongo, e
também uma célula de sangue humano em meio liquido onde € possivel observar, em

imagens sucessivas, sua motilidade.
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Figura 1. Imagem (microscopia de contraste de fase) de uma célula dendritica fixada
isolada de baco de camundongo. No detalhe a direita, imagens sucessivas de uma
célula dendritica de sangue humano (retirado de STEINMAN, 2007).

O grupo de pesquisa da Balfour investigava a presenca de células na linfa
aferente e o possivel aparecimento das mesmas nos linfonodos correspondentes, apés
o estimulo da pele de coelhos com um sensibilizador de contato. Eles observaram,
neste modelo, a presenca de células com diversos prolongamentos que pareciam veus,
na linfa e um percentual expressivo nos linfonodos. Considerando a impresséo causada
pela forma das células, os autores passaram a se referir a elas como células “veladas”.
Além disso, foi revelado um potencial fagocitico em parte destas células, e
caracteristicas em comum com as ja descritas células de Langerhans da pele,

sugerindo uma relacdo com as mesmas. A hipétese que foi formulada com base nestes
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estudos foi que estas células fariam o transporte de antigenos (KELLY e cols, 1978;
DREXHAGE e cols, 1979). Seguindo nesta linha, linfocitos de animais previamente
estimulados com antigenos foram cultivados e estimulados in vitro. A adi¢cdo as culturas
de pequenos numeros de células veladas era suficiente para aumentar a resposta
proliferativa dos linfécitos, e quando isto ocorria era possivel observar que os linfécitos

estavam “cercados” pelos prolongamentos daquelas células (KNIGHT e cols,1982).

1.1.2 Origem e subtipos

As células dendriticas (DCs) formam uma populag¢do heterogénea de células que
compreende subtipos com diferencas no fendtipo de superficie, funcéo e localizacao.
Trés subtipos foram definidos: células de Langerhans (LCs), presentes na epiderme e
também em outros epitélios, como o instestinal e respiratério; DCs da derme; DCs
intersticiais; e plasmacitéides, encontradas na circulacdo sanguinea. As trés primeiras
também sdo denominadas DCs convencionais, ou mieldides quando se faz referéncia a
origem hematopoética destas células, enquanto as plasmacitotides teriam origem a
partir da linhagem linféide. Assim como todas as células sanglineas, as DCs sao
originadas a partir de células tronco hematopoéticas na medula 6ssea (SHORTMAN e
NAIK, 2007). Muitos fatores séo importantes para o processo total de desenvolvimento
das DCs, alguns aparecem em etapas do desenvolvimento de outras células
hematopoéticas, e outros sdo mais especificos para a geracao de DCs e seus subtipos.
A citocina FLT3L é considerada indispensavel para o desenvolvimento das DCs
convencionais e plasmacitéides, pois animais deficientes dessa citocina tém niveis

baixos de DCs (MCKENNA e cols, 2000), assim como os animais deficientes de STATS,
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gue € uma molécula importante na sinalizacdo do FLT3L (LAOUAR e cols, 2003). Por
outro lado, a administracdo de FLT3L induz a producédo de altos niveis de DCs, tanto
em humanos quanto em camundongos (MARASKOVSKY e cols, 1996;
MARASKOVSKY e cols, 2000). O fator estimulador de colénias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) também tem sido apontado como um dos fatores responsaveis
pelo desenvolvimento das DCs, porém ndo esta claro se esta citocina participaria da
geracao de DCs em estado de repouso ou em condi¢cdes de inflamacédo, ja que seus
niveis sao baixos no estado de repouso e aumentam durante a inflamacao (CHEERS e
cols 1988, CEBON e cols, 1994). E diferentemente do que se observa para o FLT3L,
animais deficientes de GM-CSF ou seu receptor ndo perdem a producdo de DCs,
sugerindo que outros fatores podem desempenhar o mesmo papel (VREMEC e cols,
1997). Cabe ressaltar que no estudo de Vremec e colaboradores, apenas as
populagdes residentes foram avaliadas.

O fato das células dendriticas terem origem a partir de células CD34" na medula
0ssea ndo é controvertido, porém a origem de cada subtipo dentro das linhagens da
medula tem sido extensamente discutido. A origem linféide foi atribuida as células
plasmacitdides, por estas terem a expressdo de “marcadores” linféides, como por
exemplo, a enzima RAG (CORCORAN e cols, 2003); por outro lado, as DCs
convencionais expressam moléculas comuns as células mieldides, como o CD11c e
CD33 (SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994). Contudo, Ishikawa e colaboradores
separaram progenitores linfides comuns e progenitores mieldides comuns e mostraram
gue ambos podem dar origem a células convencionais e a células plasmacitdides

(ISHIKAWA e cols, 2007). Ainda neste estudo os autores compararam a expressao
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génica das células convencionais originadas do progenitor linféide com a do mesmo
tipo celular originado do progenitor mieldide e observaram um padrdo idéntico,
sugerindo que o desenvolvimento das DCs segue uma via comum independente das
vias tradicionais de diferenciacdo linféide e mieldide. A figura 2 mostra 0 esquema
proposto para o desenvolvimento das DCs na medula 6ssea, onde a separacdo dos
tipos DCs convencionais e plasmacitbéides se daria em uma fase mais tardia da
diferenciagdo, a partir de um precursor comum que ainda ndo foi definido, mas que

deve responder ao estimulo do FLT3L.
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Figura 2. Esquema de diferenciagdo de células dendriticas convencionais e
plasmacitéides (adaptado de ISHIKAWA e cols, 2007).

As células dendriticas respondem com plasticidade a diversos estimulos
enddgenos, como citocinas, mediadores inflamatorios, neuropeptideos e hormonios. As
modificacbes decorrentes de tais estimulos e a ampla distribuicdo pelos tecidos tém
levado a uma classificacéo ainda mais complexa das DCs, que podem ser subdivididas
com base em caracteristicas fenotipicas, de migracdo, presenca na inflamacao,

estagios de desenvolvimento, entre outros. Os estagios de desenvolvimento, por
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exemplo, fazem a distingdo entre células denominadas pré-DCs, DCs imaturas e DCs
ativadas (STEINMAN, 1991; NAIK, 2008). As células plasmacitdides sdo exemplos de
pré-DCs, pois precisam de estimulo (virus, bactérias) para apresentar a forma e a
funcéo tipicas de células dendriticas. Estas células tém como caracteristica peculiar a
capacidade de produzir grandes quantidades de interferons do tipo | (O’KEEFFE e cols,
2002).

As células dendriticas (DCs) desempenham o papel de inducdo da resposta
imunoldgica, principalmente por apresentarem antigenos a linfocitos T, e tém sido
apontadas como reguladoras dessa resposta. Esta funcdo das DCs esta separada em
duas etapas, a captura e processamento dos antigenos e a interacdo com linfécitos e
apresentacdo desses antigenos, correspondendo aos estagios de ceélulas imaturas e

ativadas, respectivamente (STEINMAN, 1991).

1.1.3 Captura e processamento de antigenos

As células dendriticas imaturas sdo muito eficientes na captura de antigenos, e o
fazem por diversas vias, como: macropinocitose, endocitose mediada por receptor e
fagocitose. Na macropinocitose as células sdo capazes de formar vacuolos e englobar
guantidades de liquido do seu entorno, o que permite a internalizacdo de antigenos de
uma forma ndo especifica; com os processos de fagocitose € possivel capturar
fragmentos de células, células necréticas/apoptéticas, mediado por CD36 e pelas
integrinas avp3 e avp5, além de virus, bactérias e parasitas; tanto a macropinocitose

guanto a fagocitose sdo dependentes de actina. Quando ocorre a endocitose mediada

por receptores, como os receptores do tipo lectina-C (receptor de manose e DEC-205),
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receptores Fcy (para porgcdes Fc das imunoglobulinas) tipos | (CD64) e 1l (CD32), e 0
receptor de complemento C3bi (CD11lb), a captura é de macromoléculas,
imunocomplexos e particulas opsonizadas e ha formagdo de vesiculas endociticas
(GUERMONPREZ e cols, 2002). As DCs também séo capazes de endocitar complexos
de proteinas de choque térmico (HSPs) com peptideos através dos receptores
“scavenger” CD91 e SR-A (BASU e cols, 2001; BERWIN e cols, 2003). Neste ultimo
caso a origem do antigeno € a célula a qual pertenciam as HSPs; entdo se as HSPs
foram liberadas, por exemplo por células tumorais, a origem dos antigenos sera tumoral
(UDONO e SRIVASTAVA, 1993). Além disso, as DCs neste estado produzem uma
série de citocinas (ex. IL-12) que podem modular a atividade de outras células do
sistema imunoldgico que estejam no local, como macréfagos, eosinofilos e células NK
(BANCHEREAU e cols, 2000). Desta forma as DCs percebem modificacdes em seu
meio e levam a informacéo adiante.

As DCs acumulam moléculas do complexo principal de histocompatibilidade I
(MHC 1) em compartimentos intracelulares (endossomos). Na via do MHC de classe Il 0
material internalizado (antigenos de origem extracelular) € processado em
endossomos/lisossomos e 0s peptideos resultantes encontram os compartimentos ricos
em moléculas de MHC. Porém, estas moléculas de MHC tém a porcéo de ligacdo aos
peptideos ocupada por proteinas denominadas cadeias invariantes. Sob estimulo de
ativacdo ocorre a remocdo das cadeias invariantes e a associacdo dos peptideos
formados a moléculas de MHC classe Il, s6 entdo o complexo MHC-peptideo sera
exportado para a superficie da célula onde permanece estavel durante dias. Na via do

MHC de classe | os antigenos de origem intracelular, que podem ser proteinas de
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microorganismos intracelulares ou proteinas normais da célula, sdo processados em
estruturas denominadas proteossomos e o0s peptideos formados sado transportados,
através das proteinas TAP (transportadores dependentes de ATP, da familia ABC de
transportadores), para dentro do reticulo endoplasmatico. Neste ambiente os peptideos
se ligam a moléculas de MHC classe |, que estdo aptas para serem transportadas para
a superficie da célula (GUERMONPREZ e cols, 2002). A figura 3 mostra as vias de

MHC classe | e MHC classe II.

Proteina-
MHC classe | antigeno MHC classe Il _

Citosol \
Z{q?itgja?'li- : Lisossomo
Proteossoma . C'D

v I

Cadeia
invariante

D

Figura 3. Apresentacdo de antigenos — via do MHC classe | (esquerda) e via do MHC
classe Il (direita) (adaptado de MONU e TROMBETTA, 2007).

I
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Linfécitos T CD8" e linfocitos T CD4" respondem a antigenos associados a
moléculas de MHC classes | e Il, respectivamente (LIPSCOMB e MASTEN, 2002). Por
esta relacdo as DCs s6 poderiam apresentar aos linfécitos T CD8" antigenos de origem
intracelular, por exemplo virus que estivessem infectando as DCs e induzindo estas
células a produzirem proteinas virais, as quais entram na via do MHC de classe |I.
Porém, esta visdo classica foi contrariada por experimentos que demonstravam
respostas de linfécitos CD8" contra antigenos de origem extracelular, como aqueles
originados de células tumorais. Atualmente, sabe-se que antigenos capturados do meio
extracelular podem entrar na via do MHC de classe |, e ser assim apresentados por
células apresentadoras de antigenos (APCs) a linfocitos CD8*, em um tipo de
apresentacao que recebeu o nome de “apresentacdo cruzada” (BEVAN, 1976; MONU e
TROMBETTA, 2007). Os mecanismos pelos quais os antigenos internalizados tém
acesso a via do MHC de classe | ao invés de seguir pela via do MHC de classe II, o que
seria uma tendéncia, ndo estdo esclarecidos. A figura 4 mostra 0 escape de uma
proteina para o citosol e a consequente exposicdo do peptideo na membrana em

associacao ao MHC 1.
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Figura 4. Apresentacédo cruzada (adaptado de MONU e TROMBETTA, 2007).

A captura de antigenos pode ser um sinal de ativacdo para as células
dendriticas. Na ativacdo a habilidade de capturar antigenos diminui e uma série de

modificagdes tem inicio (GUERMONPREZ e cols, 2002).

1.1.4 Ativacdo e migracao

A ativacao das DCs é um processo continuo que tem inicio na periferia e pode

ser intensificado ou regulado nos 6rgaos linféides secundarios. Segundo Matzinger, as
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DCs respondem a diversos tipos de sinais, 0os quais sdo denominados “sinais de
perigo”, podendo ser de origem enddgena ou exdgena (MATZINGER, 1994). Estas
células podem perceber patdgenos através dos receptores do tipo Toll, que
reconhecem padrées comuns a diversos patégenos, como o LPS de bactérias e 0 RNA
de dupla fita dos virus. Fatores enddgenos considerados sinais de ativacdo incluem a
estimulacdo do CD40 pelo CD40L (expresso por linfocitos ativados) e o balanco entre
citocinas e mediadores inflamatérios, como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 e prostaglandinas
no microambiente (GUERMONPREZ e cols, 2002). Também pode ser percebida a
presenca de componentes do meio intracelular como, por exemplo, o ATP, heme e as
proteinas de choque térmico (HSPs), que podem ser liberados em condi¢bes de
estresse celular ou quando ocorre a necrose de células (BASU e cols, 2000; SCHNURR
e cols, 2000; FIGUEIREDO e cols, 2007). Além disso, horménios como a bradicinina
podem induzir a ativacdo de DCs via receptores de bradicinina (ALIBERTI e cols, 2003).
Assim, de acordo com o conceito de “sinais de perigo” a resposta imunoldgica pode ser
iniciada por moléculas causadoras de danos ao organismo, 0 que contrapde a idéia
mais antiga de que o sistema imunoldgico responde, simplesmente, a agentes
invasores. E, a fungdo das DCs no novo conceito seria captar os sinais do seu entorno
e transmitir essa informacgéo para outras células do sistema imunolégico.

O processo de ativagdo envolve diversas mudancas nas células, incluindo: (a)
perda dos receptores endociticos e fagociticos (ex. receptores de manose, DEC-205,
CD64, CD32), (b) regulacdo positiva de moléculas co-estimulatorias e de adeséo (ex.
CD40, CD58, CD80, CD83, CD86), (c) mudancas na expressdo de receptores de

guimiocinas (ex. expressao de CCRY7) (d) secrecao de padrdes de citocinas (ex. IL-12,
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IL-4, IL-10) (e) mudancgas nos compartimentos lisossomais com a regulagéo negativa de
CD68 e positiva de proteinas de membrana do lisossomo (ex. DC-LAMP), (f) alteracGes
nos compartimentos de MHC Il e (g) alteracbes na morfologia da célula (ex. perda de
estruturas adesivas, reorganizacdo do citoesqueleto) (BANCHEREAU e cols, 2000).
Uma molécula importante na reorganizagéo do citoesqueleto e na motilidade das DCs é
a proteina fascina, a qual participa da organizacdo de filamentos de actina (ADAMS,
2004).

As células dendriticas parecem ser as Unicas entre as células apresentadoras de
antigenos (APCs) que tém a capacidade de estimular células T naive, o que permite o
contato das células T com antigenos, iniciando uma resposta imunolégica primaria. Este
atributo particular das DCs ficou claro a partir de estudos que compararam a habilidade
de estimular linfécitos de DCs, macréfagos e linfocitos B. Nestes estudos as DCs
induziram uma proliferacdo intensa dos linfocitos, a qual s6 foi conseguida por
macrofagos e células B quando estes foram adicionados como re-estimulo (INABA e
STEINMAN, 1984).

As células naive ndo sdo encontradas em tecidos periféricos, assim, seu
encontro com as DCs acontece nos linfonodos apds migragéo destas ultimas. Os sinais
gue estimulam a migracdo das DCs sdo muitas vezes 0s mesmos que induzem a
ativacdo destas células, assim como TNF-a, IL-18 e LPS (RANDOLPH, 2001); isto
provavelmente porque estes sinais atuam em seus respectivos receptores em uma
sequéncia de sinalizagcédo que converge em pontos comuns, como a ativacao do fator de
transcricdo NF-kB. Foi demonstrado que a inibicdo do NF-kB, assim como a inibi¢cdo da

p38 MAPK, bloqueiam a ativacdo das DCs induzida por LPS ou por antigenos de
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contato. De fato a via da p38 é ativada pelo estimulo das citocinas TNF-a, IL-13 e do
LPS, além de condi¢cdes de estresse (ex. calor, irradiacdo UV) (ARDESHNA e cols,
2000; ARRIGHI e cols, 2001). Em um modelo de hipersensibilidade de contato, foi
demonstrado que camundongos tratados com anticorpos neutralizantes contra TNF-a e
IL-1B apresentam alteracbes na mobilizacdo dessas células para os linfonodos
drenantes (CUMBERBATCH e cols, 1997). Este fato vincula a ativacdo e a capacidade
migratoria por um lado, mas ndo explica a presenca de células consideradas imaturas
nos linfonodos por outro lado (WILSON e cols, 2003). Para explicar este fato tem sido
sugerido que a maturacdo pode ndo ser necesséaria para a migracdo de todas as
subpopulacbes de DCs, 0 que parece coerente, pois também ocorre migracao, apesar
de menos intensa, em estado de repouso.

Muito do que se conhece acerca da migracao das DCs foi estudado em células
de Langerhans da pele, pela possibilidade de se acompanhar a saida e chegada destas
células. Com a iminéncia da migracdo, as DCs iniciam eventos necessarios para sua
saida do tecido. Por exemplo, a E-caderina expressa por células de Langerhans
permite a permanéncia destas células no epitélio. A ativacdo das células de Langerhans
induz o desaparecimento dessas moléculas da superficie, permitindo que estas células
se soltem dos queratinocitos vizinhos (TANG e cols, 1993), ocorre ainda a ativacao de
moléculas de adesdo como a6Bl e CD44, a inducdo de enzimas como a
metaloproteinase-9, e liberacdo de colagenases do tipo IV que facilitam a passagem
pelas membranas basais, caracteristicas que em conjunto permitem eventos que
culminam com a migracao da pele para os 6rgaos linféides secundarios (RANDOLPH,

2001). As DCs chegam aos linfonodos pelos vasos linfaticos aferentes, possivelmente
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com excecao para o subtipo plasmacitdide que pode chegar pelo sangue, assim como
fazem os linfocitos (KUPIEC-WEGLINSKI e cols, 1988).

Dentre as modificacdes provenientes da ativacdo que estdo associadas a
migracdo esta a expressao do receptor de quimiocinas CCR7, cuja importancia também
tem sido comprovada para a entrada de células T naive nos linfonodos. Este receptor
tem como ligantes as quimiocinas CCL19 e CCL21, e as células migram a favor de um
gradiente de tais quimiocinas (RANDOLPH, 2001). Camundongos plt/plt tém uma
mutacdo que abole a expressdo de CCL19 e limita a expressédo de CCL21 ao endotélio
dos vasos linfaticos, nestes animais as DCs e as células T naive pouco chegam aos
linfonodos. A CCL21 tem expressdo constitutiva em células endoteliais de vasos
linfaticos e também esta expressa em vénulas e em células estromais da zona T dos
linfonodos, e a CCL19 é produzido por células do estroma do linfonodo (revisado por
FORSTER e cols, 2008). A expressao constitutiva da CCL21 pode ser um indicativo do
seu envolvimento na migracdo das DCs em estado de repouso. Mas, a questdo que
ainda esta aberta é se células que migram em estado de repouso expressam CCR7,
pois assim seriam capazes de responder a CCL21 constitutiva, ou se migram utilizando
outros meios. As DCs quando se tornam ativadas comegam a secretar quimiocinas, e a
migracdo pode ter o envolvimento de mecanismos autécrinos (SALLUSTO e cols,
1999). Os mediadores lipidicos, os quais podem ser transportados pelas préprias DCs,
também atuam como moduladores da migracdo destas células para os linfonodos. A
responsividade do CCL19 é elevada por leucotrienos e prostaglandinas através da
modulacdo da expressdo de CCR7 (RANDOLPH, 2001). Tem sido sugerido que as

guimiocinas CCL19 e CCL21 podem néo so6 direcionar a migracdo para os linfonodos,
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mas também o destino das células dentro do 6rgédo. Nesta linha, foi demonstrado que a
adicdo de CCL19 em co-culturas de DCs com linfocitos aumentava a proliferacdo dos
linfécitos, sugerindo que a quimiocina tenha atuado como um estimulo de aproximacao

entre as células (MARSLAND e cols, 2005).

1.1.5 Apresentacédo de antigenos

Ha algumas suposi¢cdes de que as DCs que chegam aos linfonodos transferem
0s antigenos as células residentes ao inves de apresenté-los diretamente a linfocitos, e
as DCs residentes € que teriam essa funcdo, ou ambas teriam. Esta transferéncia
poderia ocorrer pela liberagdo de exossomos contendo antigenos, corpos apoptoticos
das DCs ou até pela passagem de antigenos para células vizinhas através de juncdes
comunicantes (CARBONE e cols, 2004). Esta hipétese foi ainda mais motivada por
alguns estudos que mostraram imagens de DCs residentes nos linfonodos formando
redes de células e as imigrantes integrando essas redes (LINDQUIST e cols, 2004).
Outras células dendriticas consideradas residentes sdo as encontradas no timo e no
baco (WILSON e cols, 2003). Estas exerceriam suas funcdes nos locais onde estéo
sem o envolvimento da migracdo, capturando e apresentando antigenos sollUveis que
sdo drenados para os 6rgaos linfoides.

Durante o reconhecimento de antigenos, em uma interagdo DC-cel T, se observa
uma organizacdo de moléculas na interface das duas células. Esta juncdo, a qual
resulta da organizacdo de receptores de células T (TCRs), complexos MHC-peptideo,
moléculas co-estimulatérias e de adesdo, sinalizacdo e citoesqueleto foi denominada

“sinapse imunoldgica” (DUSTIN e cols, 2006). Em uma regido de sinapse a ativacao
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dos linfécitos envolve 3 sinais enviados pelas DCs. O sinal 1 corresponde a interacao
do complexo MHC-peptideo com o TCR; o sinal 2 é aquele dado pela ligacdo de
moléculas co-estimulatérias como CD80, CD86, CD40 e seus ligantes correspondentes
nos linfécitos, este sinal é capaz de amplificar a sinalizacdo disparada pela interacdo do
complexo MHC-peptideo com o TCR; e finalmente o sinal 3 é produzido pelo efeito de
citocinas liberadas entre as células, principalmente a IL-12 (DIEBOLD, 2008). A
auséncia de um destes sinais tem consequéncias importantes para os linfocitos, a
auséncia do sinal 2 pode levar os linfocitos a anergia (estado de ndo responsividade)
(revisado por KEIR e SHARPE, 2005). Por outro lado. a composi¢cdo de citocinas do
sinal 3 determina a diferenciacdo dos linfocitos em células efetoras, por exemplo a
presenca de IL-12 esta associada a diferenciacdo de linfocitos do tipo Thl (WATFORD

e cols, 2003). Um esquema destes sinais esta apresentado na figura 5.
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<«————— SINAL2

TCR <——— SINAL1

CD40L

<—— SINAL3

Figura 5. Esquema da interacdo DCs - linfocitos, com detalhe para os 3 sinais
(adaptado de ZOU e CHEN, 2008).

A expressdo de moléculas co-estimulatorias incluindo CD58, CD80, CD86 e
CD40, moléculas de adesdo como ICAMs | (CD54) e Il (CD50) permite a interacdo com
linfocitos e sua estimulacdo. A adesao inicial € mediada por integrinas (ex. LFA-1
(célula T) - ICAM-1 (DC)) e outras moléculas de adesédo (ex. CD2 (célula T) - CD48
(DC), ICAM-3 (célula T) — DC-SIGN (DC)), as quais superam a barreira imposta pelas
cargas negativas do glicocalix presentes nas superficies celulares das células T e DCs
(BROMLEY e cols, 2001). Contudo, a interagdo s6 ocorrerd com linfécitos que tenham
receptores (TCRs) relevantes, correspondentes aos antigenos que estiverem
complexados a moléculas de MHC na superficie das DCs. Quando este é o caso, as
moléculas CD80 e CD86 se ligam ao CD28 em linfocitos, um sinal que promove a

sobrevivéncia dos linfécitos e progressao no ciclo celular; porém as mesmas moléculas
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podem se ligar ao CTLA-4, que é uma molécula induzida em linfocitos, cuja ligacdo esta
associada a regulacdo negativa da resposta destes linfocitos, limitando ou diminuindo
essa resposta (KEIR e SHARPE, 2005). Além do CTLA-4 outras moléculas estao
envolvidas na regulacdo da ativacdo dos linfécitos. A familia B7 de moléculas co-
estimulatdrias, entre as quais podemos citar o CD80 (B7-1) e o CD86 (B7-2), também
apresenta membros denominados co-inibitérios, de descoberta mais recente, como o
B7-H1 (DONG e cols, 1999) e B7-H4 (PRASAD e cols, 2003; ZANG e cols, 2003). A
interacdo destes com seus ligantes ou contra-receptores em células T, PD-1, por
exemplo, pode desencadear inclusive a morte destas células (HORI e cols, 2006). Uma
diferenca importante entre as moléculas co-estimulatérias e as co-inibitorias é¢ a
expressao das primeiras, que é restrita a APCs e a células hematopoéticas, enquanto a
expressdo das mol[eculas co-inibitdrias é mais ampla, ocorre em diversos tecidos,
inclusive em células tumorais. As moléculas B7-H1 tém expressao induzida em muitos
tecidos, porém, estdo expressas de forma constitutiva em sitios de imunoprivilégio,
como o olho e a placenta, onde as respostas imunoldgicas ficam controladas ou
suprimidas (ZOU e CHEN, 2008). Apesar de ser bem estabelecido que as interacdes de
DCs com linfécitos sdo necessarias para a imunidade, evidéncias recentes revelaram
gue este contato também € essencial para a inducdo de tolerancia periférica e
regulacdo das respostas por células T regulatérias (Tregs) (REIS e SOUSA, 2006).

Na interacdo das DCs com linfocitos estes Ultimos ndo estdo passivos e também
enviam sinais essenciais para as DCs, por exemplo através da ligacdo do CD4O0L-
CDA40, a qual aumenta a sobrevivéncia das DCs, regula positivamente a expressao de

CD80 e CD86, a secrec¢ao de IL-12 e a liberagao de quimiocinas como IL-8, MIP-1a e 3.
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Além disto, a ligacdo CD40L-CD40 confere as DCs a habilidade de ativar linfocitos T
CD8"*. As DCs também contribuem para a ativagdo e diferenciacdo de linfécitos B,
diretamente pela producgao e sinergismo de citocinas e indiretamente pela ativacao dos
linfocitos T (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

O processo de ativacdo da célula T envolve uma seqUéncia de eventos
intracelulares que culmina na transcricdo de genes especificos, na entrada da célula T
no ciclo celular e na diferenciacdo da célula T efetora, as quais migram para um local de
inflamacado que tende a ser o local de origem do antigeno (revisado por BROMLEY e
cols, 2001).

As DCs ndo sdo encontradas nos vasos linfaticos eferentes o que levou a
suposicdo de que estas células terminam seu ciclo morrendo por apoptose. O que de
fato deve ocorrer, considerando os estudos que mostram que as DCs maduras, apesar
de resistentes a morte mediada por receptores como Fas (CD95) ou TRAIL, morrem por
apoptose quando tratadas com diferentes tipos de anticorpos anti-MHC 1l (LOKSHIN e
cols, 2002; LEVERKUS e cols, 2003).

A figura 6 ilustra o ciclo de vida das células dendriticas.
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Figura 6. Ciclo de vida das células dendriticas (adaptado de BANCHEREAU e cols,
2000).

1.1.6 Cultivo in vitro

As DCs sado células raras, distribuidas por diversos tecidos e de dificil
isolamento. Representam de 0,1-0,5% das células mononucleares sanguineas em
humanos (Van VOORHIS e cols, 1982). Portanto, os estudos sobre estas células,
principalmente as humanas, foram limitados por um longo periodo desde sua
descoberta. ApoOs as primeiras descrigdes de que precursores CD34" da medula 6ssea

e mondcitos circulantes no sangue periférico quando manipulados in vitro podem dar
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origem a células dendriticas (CAUX e cols, 1996), houve uma grande mudanca neste
de cenério, o que permitiu grande parte do conhecimento sobre o ciclo de vida das DCs
mencionado até aqui. Romani e colaboradores, em 1994, concluiram que os mondcitos
estimulados com GM-CSF se diferenciam em macréfagos a menos que esta tendéncia
seja inibida pela presenca de IL-4. Nesta ultima condi¢do (cultura com GM-CSF e IL-4)
0s autores observaram que os mondcitos se diferenciam em células dendriticas nao por
terem a tendéncia, mas o potencial para tal diferenciagdo (ROMANI e cols, 1994). Em
paralelo, Sallusto e Lanzavecchi confirmaram estes dados e mostraram que além de
obter DCs in vitro a partir de mondcitos era possivel ter células com caracteristicas de
imaturas ou de ativadas dependendo da combinac&o de citocinas utilizada. A presenca
de GM-CSF e IL-4 nas culturas promove a diferenciacdo de células imaturas, e quando
adiciona-se TNF-a, as ceélulas adquirem diversas caracteristicas de células ativadas
(SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994). Os primeiros estudos de caracterizacdo de
DCs isoladas de tecidos e diferenciadas in vitro a partir de precursores se basearam,
principalmente, no aspecto das culturas e nas peculiaridades morfoldgicas daquelas
células. Atualmente, as caracteristicas fenotipicas sdo mais frequentemente utilizadas
para avaliar a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas. No processo de
maturacdo, as DCs passam a expressar moléculas da familia CD1, em particular o
CD1a; esta familia de proteinas esta relacionada a apresentacao de antigenos lipidicos
(BECKMAN e cols, 1994; MORI e DE LIBERO, 2008). E deixam de expressar outras
moléculas como o CD14, uma molécula de superficie associada a fagocitose e
importante para a ligacdo do LPS ao Toll 4 (TAPPING e TOBIAS, 1997; GREGORY,

2000). Sob estimulo de ativacdo as DCs modulam outras moléculas relacionadas a
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migragcdo e a apresentacdo de antigenos, como o MHC Il, as moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86, e o receptor de quimiocinas CCR7. Além disto, as células
guando ativadas expressam CD83, que apesar de ter funcdo ainda desconhecida
permanece como a principal molécula caracteristica da maturacao final, ou ativacdo das
DCs (ZHOU e TEDDER, 1996). A figura 7 mostra um esquema de diferenciacdo de
mondcitos em DCs imaturas seguido da ativacdo destas células, com uma lista

exemplificando as moléculas que sdo moduladas durante os dois processos.

& Antigenos Linfécitos
L 2
. .
w _w
CD14 CD1a CD83

Célula precursora Célulaimatura Célula ativada

(mondcito) i _
Captura de antigenos Apresentacao de antigenos
Altos niveis de MHC intracelular Altos niveis de MHC na superficie
Altos niveis de CCR1, CCR5e CCRB Baixos niveis de CCR1, CCR5e CCRE
Baixos niveis de CCR7 Altos niveis de CCR7
Baixos niveis de CD54, CD80 e CD86 Altos niveis de CD54,CD80 e CD86
Baixos niveis de CD83 e CD40 Altos niveis de CD83 e CD40
Altos niveis de CDB8 Baixosniveis de CDB8
Auséncia de DC-LAMP Altos niveis de DC-LAMP

Presenga de fascina

Figura 7. Esquema dos processos de diferenciacéo e ativacdo de células dendriticas in
vitro a partir de monécitos (adaptado de BANCHEREAU e cols, 2000).
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Segundo diversos estudos, os mondcitos seriam intermediarios na diferenciacao
das células dendriticas a partir de um precursor inicial da medula éssea, sendo
classificados atualmente, por alguns autores, como pré-DCs (NAIK, 2008). Ainda assim,
a relevancia deste modelo de diferenciacdo de células dendriticas é bastante discutida,
e muito se questiona sobre a correspondéncia das células dendriticas geradas dessa
forma com as subpopulagbes encontradas in vivo. Todavia, trabalhos recentes na
literatura revelaram que os mondcitos sdo precursores de subtipos de DCs importantes,
encontradas em estado de repouso e na inflamacao, como as células de Langerhans e
as DCs das mucosas intestinal e respiratoria (GINHOUX e cols, 2006; VAROL e cols,
2007; LANDSMAN e cols, 2007).

De uma forma geral, a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas é
acompanhada por mudancas intensas na expressao de genes, muitos dos quais estao

relacionados a estrutura da célula, motilidade e funcéo.

1.2 Regulacéo da expressédo génica

1.2.1 A organizagdo da cromatina

A expressdo de genes pode ser regulada pela metilacdo do DNA e pela
arquitetura da cromatina, € 0 que se denomina regulacdo epigenética da expressao
génica. O remodelamento da cromatina entre os estados “aberto” e “fechado” € uma
caracteristica central na regulacdo epigenética da expressao génica. O estado “aberto”

BN

tem sido associado a ativagcdo de genes, enquanto o estado “fechado” tem sido
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associado a repressdo. A cromatina € um polimero complexo. E formada por unidades
repetidas, nucleossomos, que sao arranjos de 4 pares de histonas (octameros de
histonas), dos tipos H3-H4 e e quatro H2A-H2B, circundados por duas voltas de DNA.
Algumas histonas (H1 - histonas de ligacdo) que ndo compdem os octameros fazem a
ligacdo dos nucleossomos formando estruturas que podem ser cada vez mais
organizadas e compactadas (JENUWEIN e ALLIS, 2001).

As histonas sdo proteinas basicas pequenas, com um dominio globular e um
dominio amino terminal mais flexivel, que sai do nucleo principal (JENUWEIN e ALLIS,
2001). A figura 8 esquematiza a estrutura dos nucleossomos com detalhe para os
dominios amino terminais das histonas, os quais sdo denominados “caudas de

histonas”.



a7

Dominio aminoterminal — onde
ocorrem as modificagbes

Octameros de histonas

Octameros unidos porH1
(histonas de ligacéo)

.;—:" Pares de histonas: H2A, H2B, H3

eH4

Figura 8. Esquema da estrutura dos nucleossomos (octameros de histonas e DNA) —
unidades formadoras da cromatina. As histonas H1 n&o estéo representadas na figura
(adaptado de JENUWEIN e ALLIS, 2001).

As cinco classes principais de histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4, possuem uma
grande proporcdo de residuos com carga positiva (Arg e Lis); essas proteinas podem,
portanto, se ligar aos grupos fosfato negativamente carregados do DNA por meio de

interacdo eletrostatica (FISCHLE e cols, 2003).

1.2.2 Os inibidores de desacetilases de histonas

O dominio amino terminal das histonas € passivel de modificacdes, como
fosforilagdo, metilagédo e acetilacdo. As modificacbes de histonas permitem a regulacdo

dos contatos com o DNA. A acetilacdo tem sido bastante estudada nas classes de
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histonas que compde os nucleossomos, porém, esta modificacdo nas histonas H3 e H4
esta mais bem caracterizada, e tem correlacdo com o aumento da transcrigcdo génica. A
acetilacdo € o resultado da acédo oposta de duas enzimas, acetil transferases (HATS) e
desacetilases (HDACSs). As HATSs transferem grupamentos acetil para residuos de lisina
das histonas, o que resulta na reducao das cargas positivas, alteracdo da interacao
histona-DNA, expansé&o local da cromatina e em um aumento da acessibilidade ao
DNA; as HDACs retiram os grupamentos acetil, condensando a cromatina e reprimindo
a transcricdo (BOLDEN e cols, 2006).

Os tipos de HDACs em humanos tém sido identificados e classificados com base
na homologia que apresentam com as enzimas de fungos, localizagdo subcelular e

atividade enzimatica (BOLDEN e cols, 2006). A tabela 1 mostra a referida classificacao.
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Tabela 1. Classificacdo das enzimas HDACs (adaptado de BOLDEN e cols, 2006).

Classes de
Tipos Caracteristicas

HDACs

Localizadas no nucleo e expressas
Classe | 1,23e8

em diversos tecidos.

Localizadas entre o nucleo e o
Classe lla 457e9

citoplasma.

Encontradas no nucleo e no
Classe lIb 6el0 citoplasma, contém dois dominios de

desacetilacdo, desacetilam tubulina.

Esta classe requer NAD+ para sua
Classe I SIRT 1,2,3,456 e 7

atividade, desacetilam p53.

Pouco se sabe sobre esta classe.
Classe IV 11

Tem semelhancas com a classe |I.

As histonas, desde que deixaram de ser consideradas apenas elementos
estruturais, tém sido estudadas principalmente no que se refere ao cancer. Isto porque
além das alteragbes genéticas que governam o processo tumoral, diversas alteracfes
epigenéticas tém sido evidenciadas. Atualmente, h& fortes evidéncias da importancia

das enzimas HDACs no cancer. Diversos estudos tém mostrado o0 recrutamento
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anormal de HDACs para promotores através da associacdo destas enzimas com
proteinas de fusdo (produtos de oncogenes) ligadas ao DNA, formando complexos
repressores. Em leucemias promielociticas, a oncoproteina produzida pela fusdo do
gene PML (promyelocytic leukaemia) e pelo gene do receptor do &cido retinoico,
suprime a expressao de genes especificos ligados a diferenciacao celular, através do
recrutamento de HDACs (INSINGA e cols, 2005). Além disso, tem sido observado que a
atividade de HDACs esta aumentada em células tumorais, 0 que leva a alteracdes na
forma da cromatina em locais determinados, modificacbes na transcricdo génica e
prejuizo na funcéo celular (ZHU e cols, 2004; ZHANG e cols, 2005; WILSON e cols,
2006).

Ao contrario das alteracdes genéticas, que sao irreversiveis, as alteracdes
epigenéticas podem ser, em tese, revertidas por inibidores farmacologicos das
desacetilases de histonas. Atualmente, diversos tipos de inibidores de desacetilases de
histonas de origem natural e sintéticos sdo conhecidos. Estes inibidores, cujas
estruturas sdo bastante variadas, tém em comum a propriedade de induzir a acetilacao
de histonas indiretamente, por se ligarem as enzimas desacetilases (Bl e JIANG, 2006);
portanto, o uso desses inibidores no tratamento de tumores sélidos e de leucemias tem
sido considerado em diversos estudos, inclusive em testes clinicos (LIU e cols, 2006).
Em células tumorais, a liberacdo da transcricdo que estava inibida parece ser suficiente
para induzir respostas bioldgicas como diferenciacdo, inibicdo do ciclo celular e
apoptose. Estas respostas foram observadas depois que linhagens celulares de
diversos tipos de tumores foram tratadas com RNA de interferéncia para HDACs

(GLASER e cols, 2003; ZHU e cols, 2004; HUANG e cols, 2005; WILSON e cols, 2006).
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Em leucemias agudas, os inibidores de HDACs exercem seus efeitos antitumorais,
possivelmente, através da reversdo dos complexos repressores induzidos por
oncogenes quiméricos, e liberacdo da transcricdo génica. Desta liberagdo da
transcricdo pode resultar a diferenciacéo celular ou até a morte por apoptose (BOLDEN
e cols, 2006). Porém, estes inibidores podem induzir uma acetilagdo excessiva de
promotores e regulacao positiva de receptores ligados a morte celular e seus ligantes,
como Fas, FasL e receptores da familia do TNF-a, e estas vias também podem
contribuir para a resposta final aos inibidores (KWON e cols, 2002; NEBBIOSO e cols,
2005; SUTHEESOPHON e cols, 2005). Recentemente, outros substratos das HDACs
além das histonas foram identificados, alguns exemplos séo as proteinas tubulina, p53,
HSP90, STAT3 e NF-kB, indicando novas possibilidades de mecanismos de acéo para
os inibidores de HDACs (GU e ROEDER, 1997; CHEN e cols, 2001; YUAN e cols,
2005; ZHANG e cols, 2008).

O primeiro inibidor a ser descrito foi o butirato de sddio (NaB), um &cido graxo de
cadeia curta, produzido a partir da fermentacdo de bactérias do colon. Outro inibidor
bastante estudado é a Tricostatina A (TSA), isolado do fungo Streptomices
higroscopicus, a qual estd incluida no grupo dos compostos derivados do &cido
hidroxamico, assim como o suberoilanilida do &cido hidroxdmico (SAHA). Dentre os
inibidores sintéticos podemos citar o MS-275. E alguns tetrapeptideos ciclicos (ex.
FK228) também fazem parte da lista de inibidores de HDACs (Bl e JIANG, 2006).

O NaB teve sua capacidade anti-tumoral atribuida, inicialmente, ao seu potencial
de inducéo de diferenciacéo celular. Depois disto foi descoberto que o NaB induz

indiretamente a acetilacao de histonas por inibir a atividade das desacetilases.
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Os efeitos dos inibidores de HDACs sao dependentes do tipo celular analisado, e
h& evidéncias de que inibidores diferentes tém efeitos distintos no mesmao tipo celular; o
gue pode ser explicado, em parte, pelo fato de que cada inibidor tem uma
especificidade para classes de HDACs. A figura 9 apresenta os inibidores de HDACs e
as classes de HDACs sobre as quais eles atuam. Com destaque para o NaB que inibe

as classes | e lla (Bl e JIANG, 2006).
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HDAC1 -
| Peptideos
HDAC2 ciclicos
— L MS-275
HDAC3
—//
HDACS
—

Classella L NaB
HDAC4

—
HDAC5

—
HDACT7
—
HDAC9
—

Classellb
HDACS

— } Tubacina
HDAC10

ClasselV
HDAC11

—

TSA, SAHA

Figura 9. Classes de HDACs e seus respectivos inibidores (adaptado de BOLDEN e
cols, 2006).

1.2.3 Os inibidores de desacetilases de histonas no sistema imunologico

As respostas induzidas pelos inibidores de HDACs também tém sido observadas

guando células normais sdo tratadas com estes inibidores. Os efeitos dos inibidores de
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desacetilases, e a importancia dessas enzimas e das histonas nos processos celulares
tém sido investigados mais recentemente no sistema imunoldgico. A expressdo da
histona H1°, um tipo de histona de ligacdo, foi investigada durante a diferenciacéo de
DCs, macrofagos, granulécitos e linfocitos. Os autores verificaram que o VEGF, um
fator que inibe a diferenciacdo das DCs, diminui a expressdo da histona H1°, sugerindo
um possivel envolvimento desta histona no processo de diferenciagdo. E o que foi mais
conclusivo, animais deficientes de H1® apresentaram uma producéo de DCs inferior aos
selvagens, sem alteracdes em macroéfagos, granulécitos ou linfécitos (GABRILOVICH e
cols, 2002). Em linfocitos, a superexpressdao de HDACG6, a qual desacetila além das
histonas a proteina tubulina, do citoesqueleto, € capaz de desorganizar a formacao da
sinapse imunologica (SERRADOR e cols, 2004). Em um estudo com DCs de
camundongo e de humanos, a HDACL11 foi identificada como um regulador negativo da
expressao de IL-10 (VILLAGRA e cols, 2009). Ainda neste contexto, foi demonstrado
gue o SAHA inibe a secrecdo de TNF-a, IL-1-B, e IFN-y em células mononucleares de
sangue periférico de humanos estimuladas por LPS; e foi demonstrado também, em
camundongos, que a concentracdo plasmatica de TNF-a elevada pela administracdo de
LPS fica dimunuida quando os animais séo previamente tratados com SAHA (LEONI e
cols, 2002). A presenca do inibidor MS-275 em culturas de células dendriticas
estimuladas com poli(I-C) limita a migracdo das destas células em resposta a
guimiocina CCL19 e diminui a secrecao de TNF-qa, IL-6, e IL-12. Ainda neste estudo os
autores investigaram os efeitos do MS-275 em vias de sinalizagdo que controlam a
diferenciacdo e a funcéo das DCs, e eles observaram, principalmente, um bloqueio da

sinalizacdo do NF-kB, mas, quando o fator de transcricdo PU.1 (relacionado a
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diferenciacdo das DCs) foi analisado, sua expressao estava inalterada (NENCIONI e
cols, 2007). Outro inibidor de desacetilases, a TSA, em combinagcdo com as citocinas
IL-4, GM-CSF e TNF-a e com o estimulo do CD40L induz a diferenciacéo in vitro de
células leucémicas em células dendriticas (MOLDENHAUER e cols, 2004). Outro grupo,
utilizando blastos leucémicos e TSA, observou que este inibidor por si s6 ndo é capaz
de induzir a diferenciacdo das células, mas, em combinacdo com o &cido retindico tem
um efeito potente de inducéo da diferenciacao (KITAMURA e cols, 2000). Porém, pouco
se conhece sobre os efeitos dos referidos inibidores no processo de diferenciacéo de

células dendriticas a partir de mondocitos.

1.3 A Ouabaina

1.3.1 Caracteristicas da Ouabaina

Como mencionado anteriormente (1.1.4) as células dendriticas respondem a
varios tipos de sinais presentes no microambiente; podemos citar além das citocinas,
prostaglandinas, bradicinina e outros hormoénios. Uma substancia classificada
recentemente como horménio é a Ouabaina (Oua) que pode desencadear vias de
sinalizacéao que regulam a transcricdo génica (KOMETIANI e cols, 1998).

A Ouabaina é um glicosideo, cuja estrutura consiste de uma genina (esteroide) e

uma ramnose (dominio glicidico), ligados por um atomo de oxigénio (SCHONER, 2002).
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Figura 10. Foérmula estrutural da ouabaina. O R a esquerda se refere a ramnose
(adaptado de SCHONER, 2002).

A Oua foi inicialmente extraida de plantas, principalmente, das raizes e cascas
da arvore Ouabaio (Acocanthera ouabaio) e das sementes do Strophanthus gratus,
ambas espécies da familia das Apocynaceae. Muitas destas plantas produzem

substancias cardioativas (MOREIRA e cols, 2004).
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Strophanthus gratus

Acokanthera oblongifolia

Figura 11. Fotografia das plantas Strophanthus gratus e Acocanthera oblongifolia,
representante do género Acokanthera. Retirado de http://www.giftplanzen.com e
http://pharm1.pharmazie.unigreifswald.de, em 15/12/2008.

A Ouabaina, assim como outros digitalicos que sdo substancias extraidas da
planta Digitalis purptrea, possui afinidade pelo dominio extracelular da enzima Na*,K*-
ATPase (GOTO e cols, 1992). A Na' ,K*-ATPase € composta por trés subunidades: a, B
e y, e a afinidade da Oua pela enzima depende da isoforma da subunidade a que é
expressa pelo tecido, possuindo maior afinidade pela a3, afinidade intermediaria pela
a2 e baixa pela al (MOBASHERI e cols, 2000). A Na*,K*-ATPase catalisa o transporte
de Na’ e K" através da membrana plasmatica de células de mamiferos (JORGENSEN e
cols, 2003). Em cardiomidécitos, a inibicdo da enzima pela Oua causa um aumento do
Na* no meio intracelular, o qual afeta o trocador Na‘/Ca?*, levando a um aumento
importante no Ca®" intracelular e tem como saldo o aumento na forca de contracdo

(GOTO e cols, 1992). Este efeito inotropico positivo da Oua foi a base de sua utilizagdo
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na terapia da insuficiéncia cardiaca, assim como foi para outros digitalicos utilizados

para este fim.

1.3.2 A Ouabaina enddégena

A existéncia de um equivalente endégeno da Oua para os efeitos dos digitalicos
foi por muitos anos sugerida e investigada. Hamlyn e seus colaboradores foram os
primeiros a demonstrar uma correlagéo entre a concentracdo de um fator circulante no
plasma, que inibia a Na’,K*-ATPase, e a pressao arterial dos individuos (HAMLYN e
cols, 1982). Um analogo da Oua extraida de plantas foi finalmente identificado no
plasma humano (HAMLYN e cols, 1991), e também no plasma e tecidos de animais de
diferentes espécies. Nestes animais a Oua estava concentrada nas glandulas adrenais,
em especial no coértex, o que foi sugestivo de que era este o local de producdo da Oua
circulante (LUDENS e cols, 1992). Niveis consideraveis de Oua também foram
encontrados no hipotadlamo e na hipéfise (FERRANDI e cols, 1997). A secre¢do da Oua
endogena pelas adrenais tem sido confirmada por estudos in vivo e in vitro. A
adrenalectomia bilateral de animais diminui os niveis circulantes de Oua enddégena em
aproximadamente 50% (LUDENS e cols, 1992). Células do cortex da adrenal em cultura
liberam Oua em resposta ao estimulo de angiotensina Il. E a secrecdo da Oua parece
seguir a regulacdo do cortisol e da corticosterona, sendo dependente de ACTH
(LAREDO e cols, 1994). A Oua também é capaz de modular a producdo de horménios
da adrenal como a aldosterona e o cortisol (ANTONIPILLAI e cols, 1996; KAU e cols,

2005).
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Sob determinadas condi¢des fisioldégicas a Oua pode ter seus niveis plasmaticos
aumentados. H&a evidéncias, em ratos, cdes e humanos, de que o estresse agudo
causado por exercicio fisico intenso é capaz de aumentar os niveis de Oua na
circulacdo e este aumento parece ser induzido pela angiotensina Il, jA que o uso do
inibidor da enzima conversora de angiotensina previne este efeito (GOTO e cols, 1995;
SCHONER e cols, 2003). Além disso, com o fim do exercicio os niveis de Oua
retornaram gradualmente aos valores normais, sugerindo uma resposta hormonal ao
estresse. Foi demonstrado, também, um aumento dos niveis de Oua do primeiro ao
ultimo trimestre da gravidez, seguido do retorno aos niveis normais logo apos o parto, e
essas modificacbes foram semelhantes aquelas do cortisol analisado nesse mesmo
periodo de acompanhamento (VAKKURI e cols, 2000). Em algumas patologias também
se observa o0 aumento dos niveis plasmaticos de Oua, como por exemplo a insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal, hipotireoidismo, pré-eclampsia e hipertensdo arterial
(HASEGAWA e cols, 1987; GOTTLIEB e cols, 1992; BLAUSTEIN, 1993; HAMLYN e
cols, 1998).

Os efeitos da Oua parecem depender do tipo celular estudado e da concentracéo
utilizada. Entre os mais caracterizados podemos citar o estimulo a producdo de
hormonios, modulacdo da comunicacéo celular, inducdo de morte celular e protecéao
contra a mesma. Em células renais a Oua (10° M) é capaz de modular juncdes
comunicantes entre as células, através de um aumento na expressao da conexina 32
(LARRE e cols, 2006). Concentracdes extremamente baixas (1-3 nM) promovem um
efeito de inibicAo de apoptose em células ganglionares de ratos (De REZENDE

CORREA e cols, 2005). Por outro lado, em um modelo de cultura de neurdnios corticais
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de camundongos foi demonstrado um sinergismo da Oua (em concentracdes
nanomolares) com a ceramida e com a proteina B-amiléide na apoptose dos neurdnios
(XIAO e cols, 2002). A partir da utilizacdo de células endoteliais de corddo umbilical foi
verificado que a Oua € capaz de estimular a liberacdo de endotelina, isto na auséncia
da inibicio da Na',K'-ATPase (SAUNDERS e SCHEINER-BOBIS, 2004). As
concentracGes de Oua que inibem a Na*,K*-ATPase sdo em torno de 0,1 a 1 mM, e os
trabalhos citados acima utilizaram concentracdes de Oua muito abaixo disto. Portanto,
estes achados estdo de acordo com o que tem sido sugerido sobre a capacidade da
Oua, em concentragdes baixas, de interagir com a Na*,K*-ATPase, e ativar eventos de
sinalizag&do independentes das alteracdes dos ions Na* e K.

Neste contexto, podemos destacar a contribuicdo de Xie e colaboradores que
relacionaram, em diversos estudos, os efeitos da Oua com cascatas de sinalizacao
(XIE, 2003). Em um estudo de Kometioni e colaboradores foi demonstrado que a
hipertrofia de cardiomiocitos induzida pela Oua envolve a ativagdo das MAPKs p42/44 e

também da proteina Ras (KOMETIANI e cols, 1998).

1.3.3 Vias de sinalizacdo ativadas pela Ouabaina

O fator de crescimento epidermal (EGF) é um fator de crescimento que se liga e
ativa um receptor do tipo tirosina cinase (RTK). Dentre as vias ativadas por este
receptor estéo as vias de MAPK, PI3K, dos fatores de transcricdo STAT e a fosfolipase
Cy. A familia das proteinas MAPK consiste de 4 membros: ERK 1/2, JNK/SAPK,

ERK5/BMK e p38 (KATZ e cols, 2007).
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A ativacdo da p38 se da pela sua fosforilacdo, o que freqiientemente € induzido
por estresse. As respostas resultantes da ativacdo dessa via sao diversas, e muitas
ocorrem em ceélulas do sistema imunolégico, como inducdo de morte celular por
apoptose, protecdo contra morte por apoptose, ativacdo celular, entre outras (KARIN,
1998).

Atualmente sabe-se que a ligacdo da Ouabaina com a proteina Na',K*-ATPase
induz a transativagédo do receptor do EGF, através da ativacdo da Src cinase, e muitos
de seus efeitos podem ter o envolvimento destas vias (XIE, 2003). No entanto, outras
vias podem ser estimuladas ou inibidas pela Oua. Foi demonstrado pelo nosso grupo
gue a Oua pode ativar ou inibir a p38, dependendo do tipo celular (RODRIGUES-
MASCARENHAS e cols, 2008; VALENTE, 2008, tese de doutorado). A figura 12 mostra
a complexidade da sinalizacdo desencadeada pela ligacdo da Oua a Na',K'-ATPase.
Esta sinalizacdo induz a ativacdo de fatores de transcricdo o que culmina com a

transcricdo génica.
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Figura 12. Sinalizacdo disparada pela ligacdo da Ouabaina a Na+,K+-ATPase
(adaptado de SCHEINER-BOBIS e SCHONER, 2001).
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1.3.4 A Ouabaina no sistema imunolégico

Células do sistema imunoldgico expressam as isoformas al, a2 e a3 da Na',K*-
ATPase (RODRIGUES-MASCARENHAS e cols, 2009). Inumeras acdes da Oua no
sistema imunoldgico ja foram relatadas por nosso grupo e por outros grupos, sugerindo
gue este horménio atue como um imunomodulador (ECHEVARRIA-LIMA e

RUMJANEK, 2006).
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Em um estudo sobre os efeitos de hormoénios no timo, nosso grupo verificou,
depois de administrar Oua e glicocorticoides em animais, que a Oua por si s nado tinha
efeitos sobre os timécitos porém, era capaz de sinergizar com glicocorticoides
aumentando a morte espontanea dos timécitos (RODRIGUES-MASCARENHAS e cols,
2006). Além disso, a Oua, quando estudada em concentraces nanomolares, induz um
aumento no Ca?' citosélico, mobilizado do meio extracelular e dos estoques
intracelulares, sugerindo um efeito da Oua, ao menos em parte, independente da
inibicdo da Na',K*-ATPase (ECHEVARRIA-LIMA e cols, 2003). Os timdcitos tratados
com Oua em concentragbes nanomolares apresentam um aumento de expressao de
CD69, uma molécula relacionada com a ativacdo destas ceélulas (RODRIGUES-
MASCARENHAS e cols, 2003). Ja foi relatado que a Oua inibe a proliferacdo de
linfocitos induzida por diversos estimulos, como mitdgenos e anticorpos anti-CD3, por
exemplo (QUASTEL e KAPLAN, 1968; SZAMEL e cols, 1995); os linfocitos TCD4" e
TCD8" s&o igualmente inibidos. Concentragcbes nanomolares de Oua inibem a
proliferacdo de linfcitos induzida por Concanavalina A. Nesse caso ndo se observa
ativacdo da p38 nem do fator de transcricdo NFAT (RODRIGUES-MASCARENHAS e
cols, 2008).

Os linfocitos quando ativados iniciam um processo interno que culmina com a
morte por apoptose. Este processo de morte induzida por ativacdo (AICD) € um
mecanismo fisioldgico que cessa a resposta de linfécitos. A Oua aumenta a AICD em
linfocitos, o que pode contribuir ou pode ser uma explicacdo para os efeitos de inibicdo
da proliferacdo (OLEJ e cols, 1998; ESTEVES e cols, 2005). Além disto, foi realizado

um estudo sobre a proliferacdo e diferenciagcdo de células progenitoras da medula
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0ssea, e a influéncia da Oua nestes processos foi investigada. Neste estudo, observou-
se que o tratamento das células da medula com Oua diminuia a proliferacdo de
progenitores de granulocitos e aumentava, por outro lado, a proliferacdo de
progenitores de eritrdcitos, sugerindo que este horménio possa modular a hematopoese
e gue tenha efeitos inclusive opostos dependendo do tipo celular analisado (SPIVAK e
cols, 1980).

A producdo de citocinas, a qual é decisiva para tantos processos do sistema
imunoldgico, também foi abordada em investigacdes dos efeitos da Oua nessa sistema.
Neste contexto, foi observado que mondcitos tratados com Oua (10° M) tem um
aumento na secrecdo IL-1a, IL-1B e IL-6 (MATSUMORI e cols, 1997). No entanto,
verificou-se que uma concentracdo mais baixa de Oua, 10’ M em células
mononucleares eleva a producéo de IL-1p e TNF-a e diminui a de IL-6 (FOEY e cols,
1997). Em mondcitos em cultura, o tratamento com Oua (10”7 M) induz a diminuicdo da
expressdo de CD14 e neste caso o efeito da Oua é via fosforilacdo de p38 (VALENTE,
2008, tese de doutorado). Até o momento ndo ha dados na literatura sobre os efeitos

desse hormonio em células dendriticas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo do nosso trabalho foi estudar os processos de diferenciagdo e ativagédo de
células dendriticas humanas, sob a influéncia do inibidor de desacetilases de histonas,

butirato de sodio (NaB), e do horménio ouabaina (Oua).

2.2 Objetivos especificos

1) Estabelecer, in vitro, o processo de diferenciagdo de células dendriticas a partir de
monacitos de sangue periférico, em cultura com IL-4 e GM-CSF, assim como a ativagao

das células dendriticas induzida por TNF-a.

2) Investigar se o NaB € capaz de diferenciar mondcitos em células dendriticas ou de
modular a diferenciacdo estimulada por citocinas, e se modifica, quando presente na

cultura, a ativacao induzida por TNF-a.

3) Verificar se a adicdo de Oua durante a ativacdo induzida por TNF-a é capaz de

modular este processo.
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3. Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1 Solugdes

Sulucéo salina tamponada (PBS) — 8,0 g/L NaCl (Vetec), 0,2 g/L KCI (Reagen), 2,17 g/L
Na,HPO, + 7H,O (Reagen), 0,2 g/L KH,PO, (Reagen). Agua Milli-Q g.s.p 1 Litro foi

adicionada, e a solugéo teve o pH ajustado para 7,2, utilizando NaOH ou HCI.

Meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 — (Sigma — EUA). Diluido
em agua Milli-Q g.s.p 1 Litro, e suplementado com 0,05 mM B-mercaptoetanol (Sigma),
25 mM HEPES (Sigma), 60 mg/mL penicilina (Sigma), 100 mg/mL estreptomicina

(Sigma) e 2 g/L NaHCOj3 (Cinética Quimica). Mantido a -20°C até o uso.

3.1.2 Anticorpos

Anticorpo contra CDla humano (conjugado a ficoeritrina), gerado em camundongo —

(BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso.

Anticorpo contra CD14 humano (conjugado a isotiocianato de fluoresceina), gerado em

camundongo — (BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso.
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Anticorpo contra CD11c humano (conjugado a isotiocianato de fluoresceina), gerado
em camundongo — (BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso. Produto

gentilmente cedido por Célio Freire de Lima.

Anticorpo contra CD11lb de camundongo (reage contra humano) (conjugado a
isotiocianato de fluoresceina), gerado em rato - (BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C

até o uso. Produto gentilmente cedido por Julio Scharfstein.

Anticorpo contra CD83 humano (conjugado a ficoeritrina), gerado em camundongo —

(BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso.

Anticorpo contra CD80 humano (conjugado a ficoeritrina), gerado em camundongo —
(BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso. Produto gentilmente cedido por Célio

Freire de Lima.

Anticorpo contra CD86 humano (conjugado a ficoeritrina), gerado em camundongo —
(BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso. Produto gentilmente cedido por Célio

Freire de Lima.

Anticorpo contra HLA-DR humano (conjugado a isotiocianato de fluoresceina), gerado
em camundongo — (BD Pharmingen — EUA). Mantido a 4°C até o uso. Produto

gentilmente cedido por Célio Freire de Lima.
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3.1.3 Reagentes

Dextran-FITC FD-40S (40 kDa) - (Sigma — EUA). Estoque 25 mg/mL, diluido em PBS e

mantido a 4°C até o uso.

Dimetil sulféxido (DMSO) - (Sigma — EUA). Mantido a temperatura ambiente.

Butirato de sodio (NaB) - (Sigma — EUA). Estoque 1 M, diluido em &agua Milli-Q e

mantido a -20°C até o uso. Produto gentilmente cedido por Franklin Rumjanek.

Ficoll-paque plus (GE Healthcare lifesciences — Brasi). Densidade 1.077 mg/mL.

Mantido a 4°C até o uso. Utilizado na proporcédo 3:4 (Ficoll/sangue).

Heparina sodica 5000 U/mL — (Roche — Brasil). Mantida a 4°C até o uso.

Inibidor de p38 MAPK (SB202190) - (Sigma — EUA). Estoque 5 mM, diluido em DMSO e

mantido a -20°C até o uso. Produto gentilmente cedido por Elizabeth Giestal de Araujo.

MTT (Brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazol) — (Sigma — EUA). Solucéo

estoque 5 mg/mL diluida em PBS. Mantida a 4°C até o uso.

Ouabaina (sintética) - (Sigma — EUA). Diluido em PBS para o uso imediato.

Soro fetal bovino (SFB) — (Gibco — EUA). Inativado e mantido a -20°C até o uso.
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Fator de crescimento epidermal (EGF) humano — (Peprotech — EUA). Estoque 50 pM,
diluido em agua Milli-Q e mantido a -20°C até o uso. Produto gentilmente cedido por

Elizabeth Giestal de Araujo.

GM-CSF recombinante humano — (R&D systems). Estoque 0,1 mg/mL, diluido em PBS

e mantido a -20°C até o uso.

IL-4 recombinante humano — (PeproTech — EUA). Estoque 0,1 mg/mL, diluido em PBS

e mantido a -20°C até o uso.

TNFa recombinante humano — (R&D systems). Estoque 0,1 mg/mL, diluido em PBS e

mantido a -20°C até o uso.

Kit de ELISA IL-18 humano — (R&D systems). Armazenado e utilizado conforme

instrucdes do fabricante. Produto gentilmente cedido por Julio Scharfstein.

Kit de ELISA TNFa humano — (R&D systems). Armazenado e utilizado conforme

instrucdes do fabricante.

Kit de ELISA IL-12p40 humano - (PeproTech). Armazenado e utilizado conforme

instrucdes do fabricante.
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Kit de coloracdo pandtico - (Laborclin, Brasil). Mantido a temperatura ambiente até o

uso. Utilizado conforme instrugdes do fabricante.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao de mondcitos de sangue periférico

Amostras de sangue periférico de voluntarios sadios foram coletadas em
seringas com heparina, em volumes de 40-60 mL. As células foram separadas por
centrifugacdo (30 min a 400g) em gradiente de densidade com Ficoll-Histopaque (nha
proporcdo 3 de Ficoll para 4 de sangue). A camada de células mononucleares foi
retirada, e centrifugada 3 vezes com PBS, por 10 min a 200g. As células foram
ressuspendidas em meio RPMI com 10% de SFB, colocadas em placas de 24 pocos,
5x10° células/poco (volume final 1 mL), e incubadas por 2 h a 37°C em atmosfera Gimida
contendo 5% CO,, Os linfocitos foram separados dos mondcitos por aderéncia destes
altimos.

Os experimentos com células humanas foram realizados apds aprovacao do

projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (INCA).

3.2.2 Diferenciagéo e ativacao de células dendriticas

Os mondcitos foram cultivados em meio RPMI com 10% de SFB (volume final 0,5

mL) contendo GM-CSF e IL-4 (50 ng/ml) por 5 dias (tempo de diferenciacédo), sempre a
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37°C em atmosfera imida contendo 5% CO,. Em alguns experimentos o inibidor de
desacetilases de histonas, butirato de sédio (NaB — 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM), foi
adicionado a cultura, com ou sem GM-CSF e IL-4, durante o tempo de diferenciacao.

Apbs a diferenciacdo das células dendriticas, o TNF-a (50 ng/ml) foi adicionado,
mantendo no meio GM-CSF e IL-4 (50 ng/ml), e as células foram cultivadas por mais 48
h (tempo de ativacdo). Em alguns experimentos o NaB (200 uM), a ouabaina (Oua —
107, 10° e 10 M), 0 EGF (1 e 10 nM) ou o inibidor da p38 (SB202190) (20 uM) foram
adicionados no tempo de ativacéo.

Em alguns experimentos com monacitos foi realizado um protocolo de 24h de
incubacdo com Oua 107" M.

Para os experimentos de diferenciacdo com um tempo mais curto de estimulo, o
protocolo consistia de um estimulo inicial com IL-4 e GM-CSF por 24h seguido de mais
4 dias de cultura em meio livre de citocinas.

Em um dos experimentos de ativacdo o TNF-a foi adicionado na concentragéo de

5 ng/ml.

3.2.3 Desenvolvimento das culturas e morfologia celular

Os mondcitos foram estimulados a diferenciar com IL-4 e GM-CSF, como
detalhado acima, porém, em placas contendo laminulas. Apés o tempo de diferenciagcédo
as células foram coradas com o kit panoético de acordo com as instrucdes do fabricante,
e as laminulas transferidas para laminas. As imagens foram captadas em microscopia

oOptica, objetivas de 20x ou 100x.
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Além disso, as imagens das culturas de diferenciacdo e ativacao (que nédo foram

coradas) foram captadas em microscopia de contraste de fase, objetiva de 20x.

3.2.4 Avaliacao fenotipica

Apbs os periodos de cultura, 5 dias para diferenciacdo e mais 2 para ativacao, as
placas foram centrifugadas (7 min a 200g) e os sobrenadantes retirados. As células
foram recolhidas em PBS gelado, centrifugadas com PBS 5% SFB (7 min a 200g) e
incubadas com os anticorpos: anti-CD14-FITC (diluicdo 1:50), anti-CD1a-PE (diluicdo
1:15), anti-CD11b-FITC (diluicdo 1:50), anti-CD11c-FITC (diluicdo 1:15), anti-CD83-PE
(diluicdo 1:15), anti-CD80-PE (diluicdo 1:15), anti-CD86-PE (diluicdo 1:25), anti-HLA-
DR-FITC (diluicdo 1:15) no volume final de 50 pL, por 30 min a 4°C protegidas da luz.
Apés o periodo de incubacdo, as células foram centriftugadas com PBS 5% SFB,
ressuspendidas na mesma solucdo e a fluorescéncia celular foi medida por citometria

de fluxo (FACSCalibur). Os dados foram analisados no programa Summit v4.3.

3.2.5 Andlise da viabilidade celular

Os mondcitos foram estimulados a diferenciar com IL-4 e GM-CSF, seguido ou nao do
estimulo do TNF-a, como detalhado acima (2. Diferenciacdo e ativacdo de células
dendriticas), porém, em placas de 96 pocos e em triplicatas. Ao final de 5 dias
(diferenciacé@o) ou 7 dias (ativagdo) foi adicionado MTT (5 pg/mL) e as células foram
incubadas por 4h a 37°C protegidas da luz. Como resultado do ensaio, as células

viaveis que sdo capazes de reduzir o MTT a cristais de formasana, um produto de cor,
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acumularam estes cristais no fundo da placa; caso ocorra proliferacdo celular a
guantidade de cristais sera maior, por isto o ensaio de reducdo do MTT mede
indiretamente a proliferacdo celular. As placas foram centrifugadas (7 min a 200g), os
sobrenadantes desprezados e os cristais formados foram dissolvidos com 200 pyL de
DMSO. A absorbancia foi medida a 490 nm de comprimento de onda em um leitor de

microplacas.

3.2.6 Ensaio de fagocitose

Apbs 5 dias de diferenciacéo, as placas foram centrifugadas por 7 min a 200g, os
sobrenadantes desprezados e as células incubadas em meio RPMI com 10% de SFB
(volume final 0,5 mL) contendo particulas (40 kDa) de dextran-FITC (0,5 mg/mL), por 1
h a 37°C. Uma parte das células foi incubada nas mesmas condicées, porém a 4°C para
separar 0 que foi adsorvido & membrana daquilo que foi de fato fagocitado pelas
células. Apos este tempo, as células foram centrifugadas (3 vezes) em PBS gelado, por
7 min a 200g, recolhidas na mesma solucao e a intensidade de fluorescéncia celular foi

medida por citometria de fluxo.

3.2.7 Proliferagéo de linfécitos

Apés 7 dias (cultura de ativagcdo), as placas foram centrifugadas por 7 min a
200g, os sobrenadantes desprezados. As células foram ressuspendidas em meio RPMI
com 10% de SFB e co-cultivadas com linfécitos alogenéicos (10° cels/pogo) em placa

de 96 pocos fundo U (triplicatas - volume final 200 yL), por 5 dias. As proporcdes
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utilizadas foram de 1:100, 1:10 e 1:1 (DC:linfécito). Foi feito um controle de DCs sem
linfécitos para excluir este background. Ao final da co-cultura foi adicionado [H?]-timidina
(0,5 uCi) e as células foram incubadas por 6h a 37°C. Como resultado do ensaio, as
células que proliferaram incorporam [H®-timidina. As placas foram congeladas e,
posteriormente, o conteddo de cada poco foi transferido para papéis de filtro os quais
foram colocados em frascos. Adicionou-se, entdo, 1 mL de liquido de cintilacdo e a
incorporacdo de [H¥-timidina foi determinada em cintilador liquido (contador de

particulas ).

3.2.8 Producéo de citocinas

Apés 5 dias de diferenciacdo os sobrenadantes das culturas foram coletados e
armazenados a -20°C para utilizacdo posterior. A concentracdo de IL-1B foi medida
através de um ensaio imuno-enziméatico de acordo com as instru¢bes do fabricante. A
absorbancia foi medida a 450 nm de comprimento de onda em um leitor de microplacas.

Apés 7 dias de cultura de ativagdo os sobrenadantes das culturas foram
coletados e 0 mesmo procedimento citado acima para IL-13 foi realizado para as
medidas das concentra¢cdes de IL-12p40 e TNF-a. A concentracdo desta Ultima citocina

também foi medida em mondcitos cultivados por 24h.

3.2.9 Andlise estatistica
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As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prisma. Os dados
foram comparados utilizando teste-t pareado. Adotou-se o nivel de significAncia minimo

de 5% (p<0.05).
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4. Resultados

4.1 Diferenciacéo de células dendriticas in vitro

Como mencionado anteriormente (1.1.6), 0s mondcitos, precursores de
macrofagos, também podem se diferenciar em células dendriticas (DCs) em
determinadas condi¢bes. A IL-4 e o GM-CSF séo citocinas conhecidas por promover
essa diferenciacao (ROMANI e cols, 1994).

Os monocitos obtidos de sangue periférico de doadores saudaveis foram
estimulados com IL-4 e GM-CSF, por 5 dias. ApOs este tempo de cultura, as células
foram observadas por microscopia de contraste de fase. As células que ndo foram
estimuladas estavam dispersas e aderidas (figura 13-A). Porém, na presenca das
citocinas houve uma perda parcial da adesdo a superficie e a formacdo de colonias,

com células entre as coldnias (figura 13-B).
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Figura 13. Desenvolvimento de células dendriticas apds cultura com IL-4 + GM-CSF.
As células foram incubadas com meio (mondcitos - A) ou com meio e IL-4 + GM-CSF
(50 ng/mL) (DCs — B), por 5 dias. ApoOs este periodo, as células foram avaliadas por
microscopia de contraste de fase (lente objetiva de 20x). Foto ilustrativa.

A formacdo de colbnias estd associada, frequentemente, a proliferacdo e
diferenciacdo celular e tem sido atribuida a fatores de crescimento como o GM-CSF
(HAMILTON, 2008). Para testar se a formacdo de colonias observada (figura 13-B)
estava relacionada a um aumento no nimero de células e ndo apenas ao agrupamento
de células, realizamos um ensaio de reducédo do MTT e a viabilidade dos monécitos que
ndo foram estimulados foi comparada com a de mondcitos estimulados a diferenciar.
Observamos um aumento no namero de células em resposta ao estimulo das citocinas
(figura 14), o que sugere que as células proliferaram entre o dia 0 e o dia 5 e que as

colbnias eram formadas por células em proliferagéo.
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Figura 14. Viabilidade celular ap6s cultura com IL-4 + GM-CSF. As células foram
incubadas com meio na auséncia ou presenca de IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL), por 5
dias. ApOs este periodo, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT. O grafico
de barras apresenta a média da absorbancia + erro padrdo da média de 9 experimentos
independentes. *** P<0,001, IL-4 + GM-CSF versus meio.

No curso da diferenciacdo de células dendriticas, ocorrem grandes mudancas na
morfologia das células. As células adquirem novas caracteristicas que sao relacionadas
a uma “forma de dendritica”, principalmente um novo contorno formado por projecdes
citoplasmaticas (FREUDENTHAL e STEINMAN, 1990). Ap6s o tempo de diferenciacao,
as células foram coradas e analisadas por microscopia Optica. Foi possivel observar
diferencas claras na forma das células tratadas com as citocinas em comparagao
aguelas que ndo foram tratadas. A figura 15 mostra os mondcitos com forma
arredondada e regular, e as células estimuladas com IL-4 e GM-CSF com forma mais
irregular, alongada, com expansdes citoplasméaticas. Tem sido relatado, em estudos
realizados in vitro e in vivo, que as caracteristicas descritas acima estdo acompanhadas

de motilidade, com extensdo e retracdo continua das expansfes citoplasmaticas



79

(STEINMAN e COHN, 1974; FREUDENTHAL e STEINMAN, 1990; LINDQUIST e caols,

2004).

Figura 15. Morfologia celular ap6s cultura com IL-4 + GM-CSF. As células foram
incubadas com meio (mondcitos - A) ou com IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) (DCs —-B, C e
D), por 5 dias. ApoOs este periodo, as células foram coradas com o kit panético de
acordo com as instru¢cbes do fabricante. A morfologia celular foi visualizada em
microscopia optica (lente objetiva de 100x). Foto ilustrativa.

Os mondcitos expressam a molécula de superficie CD14, e mantém esta

expressdo quando se diferenciam em macrofagos. Porém, células dendriticas
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diferenciadas a partir de monécitos ndo expressam CD14 na superficie ou expressam
em baixos niveis, e passam a expressar uma molécula ausente em mondcitos - o CD1a
(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994). Os primeiros estudos de caracterizagdo de
DCs isoladas de tecidos e diferenciadas in vitro a partir de precursores se basearam,
principalmente, no aspecto das culturas e nas peculiaridades morfologicas daquelas
células. Atualmente, a perda de expressdo do CD14 e o aparecimento do CD1a tém
sido utilizados como as principais caracteristicas fenotipicas em uma série de estudos

gue tem por objetivo identificar a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas.

Aproximadamente 90% dos mondcitos de 5 dias de cultura expressam CD14, e
ndo expressam CD1la; porém, as células que foram cultivadas na presenca de IL-4 e
GM-CSF apresentaram uma grande perda de expresséo de CD14 e o aparecimento do
CD1a: o percentual de células CD14" diminuiu para 20%, e aproximadamente 70% das
células passaram a expressar CDla (figura 16). Estes dados sugerem que O0s
monacitos estimulados a diferenciar tem, ao final de 5 dias, caracteristicas fenotipicas
de uma célula dendritica (figura 16), além do aspecto de uma cultura de diferenciacdo

(figura 13) e da forma peculiar de tal célula (figura 15).
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Figura 16. Expressdo de CD14 e CD1la ap0s cultura com IL-4 + GM-CSF. As ceélulas
foram incubadas com meio na auséncia ou presenca de IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL), por
5 dias. Apés este periodo, a expressédo de CD14 e CD1a foi avaliada por citometria de
fluxo. O gréafico de barras apresenta o percentual de células CD14" (A), CD1a" (B) +
erro padrdo da média de 7 experimentos independentes. *** P<0,001, IL-4 + GM-CSF
versus meio de cultura.

A fim de analisar a diferenciagcdo apdés um tempo mais curto de estimulo, nos
testamos um protocolo de diferenciagdo que consistia de um estimulo inicial com IL-4 e

GM-CSF por 24h seguido de mais 4 dias de cultura em meio livre de citocinas. Nestas
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condicdes, tanto a perda de expressédo do CD14 quanto o aparecimento do CD1a foram
bastante menores do que o observado quando as citocinas permaneciam na cultura por
5 dias (figura 17). O percentual de células expressando CD14 que era de 99% em
mondcitos, diminui para 1% apdés cultura com IL-4 e GM-CSF por 5 dias, e para 65%
com as citocinas presentes sO por 24h, o CDla que ndo estava expresso em
mondcitos, apareceu em 87% das células com IL-4 e GM-CSF (5 dias) e em 44% das
células expostas as citocinas por 24h (figura 17), sugerindo uma diferenciacéo parcial.
Portanto, de acordo com estes resultados a presenca das citocinas por todo o tempo de

cultura é importante para sustentar o processo de diferenciacao.
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Figura 17. Expressdo de CD14 e CDla ap6s cultura com IL-4 + GM-CSF (24h). As
células foram incubadas com meio na auséncia ou presenca de IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL), por 24h. Apés este periodo, o meio foi substituido por meio fresco sem
citocinas, as células foram incubadas por mais 4 dias (para completar o tempo de
diferenciacdo — 5 dias), e a expressdo de CD14 e CDla foi avaliada por citometria de
fluxo. Histogramas representativos de 2 experimentos independentes mostrando 0s
padrées de expressdo de CD14 e CDla de mondcitos, DCs diferenciadas com IL-4 +
GM-CSF todo o tempo de cultura (IL-4 + GM-CSF 5 dias) e DCs diferenciadas com IL-4
+ GM-CSF nas primeiras 24h de cultura (IL-4 + GM-CSF 24h). R1 é a regido de células
positivas para CD14 ou CDla.

As células dendriticas na auséncia de sinais que induzem sua ativacdo sao
consideradas, ou denominadas, imaturas e tém como fung¢do a captura de antigenos.
Para testar a funcionalidade das células geradas nos realizamos um ensaio de

fagocitose com particulas de dextran-FITC. Neste ensaio as células eram expostas as
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particulas por 1h e a intensidade de fluorescéncia era medida por citometria de fluxo.
Aproximadamente 80% das células dendriticas fagocitaram as particulas comparado a
40% dos mondcitos (figura 18). Além disto, analisamos a intensidade de fluorescéncia
das células positivas para FITC (dentro das popula¢cdes de mondcitos e DCs), a qual
corresponde ao numero de particulas fagocitadas no tempo do ensaio. Como pode ser
observado na figura 18 eixo a direita, as células dendriticas apresentaram uma média
de intensidade de fluorescéncia maior do que a dos mondcitos, porém esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa (P=0,06). Estes dados sugerem que durante a
diferenciacdo ha um aumento significativo no nimero de células com a capacidade de

capturar antigenos, e que essa capacidade tende a exceder a de mondocitos em cultura.
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Figura 18. Captacdo de particulas de dextran apds cultura com IL-4 + GM-CSF. As
células foram incubadas com meio na auséncia ou presenca de IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL), por 5 dias. Apés este periodo, as células foram incubadas com dextran-FITC
(0,5 mg/mL) por 1h a 37°C, e analisadas por citometria de fluxo. O grafico de barras
apresenta o percentual de células positivas para dextran-FITC (esquerda) e a média de
intensidade de fluorescéncia das células positivas (direita) + erro padrdo da média de 5
experimentos independentes. ** Significativamente diferente do controle (mondcitos)
(P<0,01).

Esse conjunto de resultados demonstra que células dendriticas foram geradas in

vitro a partir de mondcitos, em cultura com IL-4 e GM-CSF.

4.2 Ativacao de células dendriticas in vitro

A ativacdo das células dendriticas imaturas é um processo continuo, que tem

inicio nos tecidos e se completa quando ocorre a interagdo com linfocitos. Diversos
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fatores e condicGes sdo capazes de induzir ou iniciar a ativacao das células dendriticas
(GUERMONPREZ e cols, 2002). Como alguns destes estimulos de ativacdo estao
conectados ao TNF-a, por induzir a sua producdo, ou por regular sua expressao e
atividade, decidimos utilizar o TNF-a em nosso estudo (RANDOLPH, 2001).

As células dendriticas (células denominadas imaturas) geradas apds cultura com
IL-4 e GM-CSF, foram estimuladas com TNF-a por 48 horas, mantendo IL-4 e GM-CSF
no meio. Apos 7 dias de cultura, as células cultivadas com IL-4 e GM-CSF continuavam
apresentando a formacao de coldnias (figura 19-A). Entretanto, as células estimuladas
com TNF-a tinham colbnias aparentemente menores e células mais aderidas e

espraiadas entre as colonias (figura 19-B).
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Figura 19. Desenvolvimento de células dendriticas apos estimulo com TNF-a. Apés 5
dias de diferenciacao, as células foram incubadas na auséncia (A) ou presenca (B) de
TNF-a (50 ng/mL), mantendo IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) no meio, por mais 48h. Apds
este periodo, as células foram avaliadas por microscopia de contraste de fase (lente
objetiva de 20x). Notar, em B, a presenca de células espraiadas (setas). Foto ilustrativa.

O CD83 é uma molécula de superficie pertencente a super familia Ig de
receptores (ZHOU & TEDDER, 1995). As células dendriticas quando ativadas passam a
expressar esta molécula, portanto, apesar de ter a funcdo ainda pouco conhecida, sua
expressao € utilizada para avaliar a ativacéo destas células (ZHOU & TEDDER, 1996).
A expressdo de CD83 na populacdo CD14 foi avaliada por citometria de fluxo. Em 7
dias de cultura foi possivel observar que um pequeno percentual de células dendriticas
(aproximadamente 20%), mesmo sem a adicdo de qualquer estimulo de ativacao,
expressava CD83 (figura 20). E na presenca de TNF-a, quando foi possivel observar
células mais aderidas e de morfologia bastante diferente (figura 19), o percentual de

células que expressavam CD83 aumentou para aproximadamente 70% (figura 20).
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Figura 20. Expressdo de CD83 apo6s estimulo com TNF-a. Apds cinco dias de
diferenciacdo, as células foram incubadas na auséncia ou presenca de TNF-a (50
ng/mL), mantendo IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) no meio, por mais 48h. Apés este
periodo, a expressao de CD83 foi avaliada por citometria de fluxo. O gréafico de barras
apresenta o percentual de células CD83'CD14  + erro padrdo da média de 12
experimentos independentes. *** Significativamente diferente do controle (IL-4+GM-
CSF) (P<0,001).

As células dendriticas quando ativadas produzem diversos fatores, entre eles se
destaca a citocina IL-12 por seus efeitos na diferenciacdo de linfécitos T e ativacao de
células NK (BANCHEREAU e cols, 2000). Apds 7 dias de cultura, observamos que as
células tratadas com IL-4 e GM-CSF produziram IL-12p40 em pequenas quantidades, e
aguelas estimuladas com TNF-a secretaram aproximadamente 4 vezes mais desta
citocina (figura 21), o que foi consistente com os dados descritos para o CD83 (figura

20) e sugere que as células foram ativadas.
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Figura 21. Producéo de IL-12 por células dendriticas apds estimulo com TNF-a. Apos 5
dias de diferenciacdo, as células foram incubadas na auséncia ou presenca de TNF-a
(50 ng/mL), mantendo IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) no meio, por mais 48h. Apds este
periodo, os sobrenadantes foram coletados e a presenca de IL-12p40 foi medida por
ensaio de ELISA. O grafico de barras apresenta a concentragdo de IL-12p40 em pg/mL
+ erro padrdo da média de 8 experimentos independentes. ** Significativamente
diferente do controle (IL-4+GM-CSF) (P<0,01).

A capacidade de estimular linfocitos alogenéicos, em uma reacgdo linfocitaria
mista, € uma caracteristica das DCs que aumenta com a ativacdo (Van VOORHIS e
cols, 1982; BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

Realizamos uma co-cultura comparando a habilidade de mondcitos, células
dendriticas imaturas e células dendriticas ativadas com TNF-a, de induzir a proliferacdo
de linfocitos. As proporcdes estudadas de células consideradas como estimulo e
aguelas consideradas como respondedoras (linfocitos) foram de 1:100, 1:10 e 1:1, e 0
ndmero de linfécitos foi sempre o mesmo (10° células por poco). As células dendriticas

induziram uma grande proliferacdo de linfocitos quando comparadas aos mondcitos, e
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este efeito era maior de acordo com o aumento no niumero de DCs na co-cultura.
Porém, a maior proliferacdo de linfécitos pode ser observada quando estes foram
estimulados por DCs previamente ativadas com TNF-q; e o efeito maximo se deu com a
proporcédo de 1:10 (figura 22).

Outros autores mostraram que a capacidade das DCs ativadas in vitro de
estimular linfocitos foi comparavel a das células CD83" isoladas de sangue periférico, o

que confirma a maturidade funcional daquelas células (ZHOU & TEDDER, 1995).
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Figura 22. Proliferacdo de linfécitos apos interagcdo com células dendriticas. Apos 5
dias de diferenciacdo e 48h de ativacdo, as células foram co-cultivadas com linfocitos
alogenéicos por mais 5 dias. Apés este periodo, a proliferacédo dos linfocitos foi medida
por ensaio de incorporacéo de [H¥]-timidina. O gréfico apresenta a incorporacao de [H?]-
timidina nas proporcdes de células estimulo (mon — mondcitos, DC — células dendriticas
imaturas e TNF — células dendriticas ativadas) para linfécitos (células resposta) 1:100,
1:10 e 1:1. Experimento representativo (N=3 para a proporcéo 1:10).

Esse conjunto de resultados demonstra que células dendriticas ativadas foram

geradas in vitro a partir de monécitos, em cultura com IL-4, GM-CSF e TNF- a.
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4.3 Efeito do butirato de sddio na diferenciagdo e ativagdo de células dendriticas

Apo6s a confirmagédo da diferenciagdo e ativacdo das DCs em cultura, nosso
primeiro interesse foi avaliar se o inibitor de desacetilases de histonas, butirato de sédio
(NaB), o qual é conhecido como um agente diferenciador, principalmente de células
tumorais, mas também de células normais (BOLDEN e cols, 2006), seria capaz de
diferenciar diretamente mondcitos em células dendriticas. Para tal, os mondcitos
obtidos de sangue periférico foram cultivados por 5 dias apenas com meio de cultura,
sem o estimulo de diferenciacdo, na auséncia ou presenca do NaB (12,5, 25, 50, 100 e
200 uM). Essas concentragdes foram escolhidas por serem mais baixas do que aquelas
conhecidas por induzir a morte de células tumorais (BERNHARD e col, 1999), ou do
gue as citotdéxicas para monocitos e células dendriticas (dados ndo mostrados e
MILLARD e col, 2002). Ap6s o tempo de cultura, foi possivel observar que o percentual
de células expressando CD14 nao foi alterado pelo NaB (figura 23-A); porém, houve
uma pequena diminuicdo na intensidade de fluorescéncia na presenca de 200 pM de
NaB (figura 23-B), indicando niveis diminuidos da proteina. O NaB néo foi capaz de
induzir a expressdo de CDla nem mesmo na concentracdo que diminui a expressao de

CD14 (dados ndo mostrados).
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Figura 23 . Expressdo de CD14 em mondcitos cultivados com butirato de sddio (NaB).
As células foram incubadas com meio, na presenc¢a ou auséncia de NaB (200, 100, 50,
25, 12,5 uM), por 5 dias. Apds este periodo, a expressao de CD14 foi avaliada por
citometria de fluxo. O gréafico de barras apresenta o percentual de células CD14" (A) e a
média de intensidade de fluorecéncia (B) + erro padrdo da média de 4 experimentos
independentes. ** Significativamente diferente do controle (P<0,01).

Apesar do NaB por si s6 ndo ter diferenciado os mondcitos em células
dendriticas, este inibidor poderia modular a diferenciacao iniciada por IL-4 e GM-CSF.

Quando as células foram estimuladas a diferenciar na presenca das citocinas e também
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do NaB (12,5, 25, 50, 100 e 200 pM) pelo tempo de 5 dias, observamos que a perda de
expressdo de CD14 ocorreu mesmo na presenca do NaB (figura 24-A e 24-C).
Entretanto, o percentual de células expressando CDla estava menor na presenca do
inibidor nas concentractes de 100 e 200 puM (figura 24-B), e a expressao de CD1la por

célula foi bastante diminuida nas mesmas concentragdes (figura 24-D).
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Figura 24. Expresséo de CD14 e CDla em células dendriticas cultivadas com butirato
de sodio (NaB). As células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL), na
auséncia ou presenca de NaB (200, 100, 50, 25, 12,5 uM), por 5 dias. Apds este
periodo, a expressdo de CD14 e CD1a foi avaliada por citometria de fluxo. O grafico de
barras apresenta o percentual de células CD14" (A), CDla® (B), e a média de
intensidade de fluorescéncia (C para o CD14), (D para o CD1a) * erro padrdo da média
de 6 experimentos independentes. * Significativamente diferente do controle (P<0,05),
** gignificativamente diferente do controle (P<0,01), *** significativamente diferente do
controle (P<0,001).

A expressdo de CD1la é utilizada, frequentemente, para identificar células
dendriticas. Portanto, era necessario responder se a diminuicdo desta molécula nas

células incubadas com NaB revelava uma inibicdo do processo de diferenciacdo. Para
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isto, abordamos outros aspectos da diferenciacdo além do fendtipo analisado
inicialmente. Quando analisamos o desenvolvimento das culturas, observamos que 0s
mondcitos cultivados apenas com meio ficam dispersos na cultura, enquanto aqueles
estimulados com IL-4 e GM-CSF formavam col6nias (figura 25-A). Foi possivel verificar
a persisténcia dessa formacao de colonias, induzida por IL-4 e GM-CSF, mesmo na
presenca do NaB (200 uM) (figura 25-A).

A aquisicdo de uma morfologia caracteristica de células dendriticas € mais um
aspecto da diferenciagdo a partir de mondcitos. Ainda na figura 25 é possivel observar
em maior detalhe as expansdes citoplasmaticas das células cultivadas com IL-4 e GM-

CSF na auséncia ou na presenca de 200 uM NaB (figura 25-B).
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Figura 25. Desenvolvimento e morfologia de células dendriticas em cultura com butirato
de sodio (NaB). As células foram incubadas com meio (mondcitos) ou com IL-4 + GM-
CSF (50 ng/mL) (DCs) na presenca ou auséncia de NaB (200 uM), por 5 dias. Apés
este periodo, as células foram coradas com o kit panético. A formacéo de colénias (A)
(lente objetiva de 20x) e a morfologia celular (B) (lente objetiva de 100x) foram
visualizadas em microscopia Optica. Foto ilustrativa.

Para confirmar se a formacéo de colbnias observada na figura 25-A refletia um
aumento no numero de células, nés realizamos um ensaio de viabilidade baseado na
reducédo do MTT. E como apresentado na figura 26, houve de fato um aumento no
namero de células em resposta as citocinas; e a presenca de NaB nao afetou este

aumento (figura 26).
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Figura 26. Viabilidade de células dendriticas cultivadas com butirato de sodio (NaB). As
células foram incubadas com meio ou com IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) na presencga ou
auséncia de NaB (200 uM), por 5 dias. ApOs este periodo, a viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio do MTT. O grafico de barras apresenta a média da absorbancia +
erro padrdo da média de 4 experimentos independentes. * Significativamente diferente
dos mondcitos (meio) (P<0,05), ** significativamente diferente dos mondcitos (P<0,01).

Como a producdo de determinadas citocinas pode ser modificada quando
mondcitos sdo estimulados a diferenciar em células dendriticas, n6s buscamos avaliar
como se dava a producao de IL-1p durante a diferenciacéo e sob a influéncia do NaB.
Apés 5 dias, os sobrenadantes das culturas foram coletados, e a producéo de IL-1p foi
medida por ensaio de ELISA. Houve producédo desta citocina nos sobrenadantes dos
monacitos, a qual foi suprimida nas culturas com IL-4 e GM-CSF, independente da
auséncia ou presenca de 200 uM de NaB (figura 27). Foi detectada uma diminuicdo na

producéo de IL-18 dos mondcitos incubados com NaB, portanto, ndo podemos excluir a
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possibilidade de o NaB, quando presente, ter contribuido para a diminuicdo observada

nas culturas com IL-4 e GM-CSF (figura 27).
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Figura 27. Producdo de IL-1B por mondcitos e células dendriticas cultivados com
butirato de sodio (NaB). As células foram incubadas com meio ou IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL), na presenca ou auséncia de NaB (200 pM), por 5 dias. Apos este periodo, 0s
sobrenadantes foram coletados e a presenca de IL-13 foi medida por ensaio de ELISA.
O grafico de barras apresenta a concentracdo de IL-13 em pg/mL + erro padréo da

média de 5 experimentos independentes. Valores de P em relacdo ao controle
(mondcitos). * P=0,05, **P=0,03.

Uma funcdo fundamental das células dendriticas na fase em que sao
denominadas células “imaturas” é a captura de antigenos. Por isto, n0s avaliamos esta
capacidade nas células diferenciadas na auséncia ou presenca de NaB (200 puM)

através de um ensaio de fagocitose de particulas de dextran-FITC. Aproximadamente
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40% dos mondcitos fagocitaram as particulas; porém, esse percentual aumentou para
proximo de 80% na populacdo de células dendriticas, assim como nas células
diferenciadas com NaB (figura 28). Quando analisamos a capacidade de fagocitose,
dada pela intensidade de fluorescéncia das células positivas para FITC, verificamos, em
comparagdo aos monocitos, um aumento nas ceélulas dendriticas e nas células

diferenciadas com NaB, sem diferencas entre as mesmas (figura 28).
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Figura 28. Captagdo de particulas de dextran por células dendriticas cultivadas com
butirato de sddio (NaB). As células foram incubadas com meio ou IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL) na presenca ou auséncia de NaB (200 uM), por 5 dias. ApGs este periodo, as
células foram incubadas com dextran-FITC (0,5 mg/mL), por 1h a 37°C, e analisadas
por citometria de fluxo. O gréafico de barras apresenta o percentual de células positivas
para dextran-FITC (esquerda) e a média de intensidade de fluorescéncia das células
positivas (direita) + erro padrdo da meédia de 5 experimentos independentes.
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Os dados acima mostram que quando 0s mondcitos sdo estimulados a
diferenciar na presenca de NaB ocorre a perda de CD14 sem o aumento concomitante
de CD1la. Além disto, outras caracteristicas morfologicas e funcionais das DCs foram
semelhantes com e sem NaB na cultura, o0 que nos sugere que o NaB afeta a
expressao de CD1a sem interferir com o processo de diferenciacao.

Com o intuito de explorar se o NaB tinha uma efeito seletivo na indugao de CD1la
ou poderia afetar a expressdo de moléculas que permanecem inalteradas durante a

diferenciacdo, nos testamos a expresséo de CD11b e CD11c.

Aproximadamente 100% das células expressavam CD11b e CD11c apos todas
as condicbes de cultura: meio, IL-4 e GM-CSF, IL-4 e GM-CSF mais NaB (200 pM)
(figura 29). A figura 29 mostra um histograma representativo indicando a expresséo
(dada pela intensidade de fluorescéncia) do CD11b e CD11c. N&o houve diferencas
entre as células incubadas com IL-4 e GM-CSF e aquelas incubadas na presenca de
NaB (figura 29). Assim, esse resultado reforca a possibilidade de que o NaB teria uma

acao seletiva sobre a expresséo do CD1a.
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Figura 29. Expressdo de CD1llb e CD11c em células dendriticas cultivadas com
butirato de sédio (NaB). As células foram incubadas com meio ou IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL) na presenca ou auséncia de NaB (200 uM), por 5 dias. Apds este periodo, a
expressdo de CD11lb e CD11c foi avaliada por citometria de fluxo. Histogramas
representativos de 3 (CD11b) e 4 (CD11c) experimentos independentes mostrando os
padrdes de expresséo de CD11b e CD11c de mondcitos, DCs e DCs tratadas com NaB
(200 pM). R1 - regido de autofluorescéncia. R2 — regido de células positivas para
CD11b ou CDl1lc.

As células dendriticas diminuem a expressao de CD1a, como um dos resultados
de sua ativacdo (ZHOU e TEDDER, 1996). Assim, nds consideramos a hipétese de que
o NaB estivesse induzindo a ativacdo das células e diminuindo a expressdo de CDla
em decorréncia disto. Se esta suposicado fosse verdadeira as células cultivadas com
NaB teriam maior expressdo de CD83 (molécula associada a ativacdo de DCs).

Como mostrado na figura 30, o protocolo utilizado promove a geracéo de células

relativamente imaturas, ndo ativadas, com uma pequena expressdo de CD83. E esta
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expressao nao foi modificada pela presenca de NaB (200 uM), sugerindo que este

inibidor ndo induziu ativagcdo nas células dendriticas.
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Figura 30. Expressédo de CD83 em células dendriticas cultivadas com butirato de sodio
(NaB). As células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL), na auséncia ou
presenca de NaB (200 uM), por 5 dias. ApoOs este periodo, a expressdo de CD83 foi
avaliada por citometria de fluxo. Histogramas representativos de 3 experimentos
independentes mostrando os padrées de expressdo de CD83 de DCs e DCs tratadas
com NaB (200 uM). R1 — regido de autofluorescéncia. R2 — regido de células positivas
para CD83.

Células dendriticas quando ativadas passam a expressar CD83, como

mencionado. Além disto, a ativacdo é caracterizada pela modulagdo de moléculas co-
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estimulatérias, como o CD86, e aumento de HLA-DR (MHC Il em humanos). Como o0s
resultados acima indicam que a diferenciacdo ocorreu na cultura com IL-4, GM-CSF e
NaB, a nossa pergunta foi se essas células responderiam normalmente ao estimulo de
ativacao do TNF-a, e mais do que isso se a presenca do inibidor durante o processo de
ativacdo poderia influenciar a resposta de células diferenciadas com IL-4 e GM-CSF.
Para responder a estas questdes nds analisamos a expressdo de CD83, CD86 e HLA-
DR em células dendriticas ap6s duas condic¢des: diferenciacdo com IL-4, GM-CSF e
NaB seguido de ativagdo com TNF-a, e diferenciagdo com IL-4, GM-CSF seguido de
ativacdo com TNF-a e NaB.

As células que foram expostas ao NaB durante a diferenciagdo, seguido do
estimulo com TNF-a expressaram niveis comparaveis de CD86 e de HLA-DR, porém a
inducdo de CD83 foi parcialmente inibida, como pode ser observado pelo deslocamento
da curva para a esquerda (figura 31). Esta inibicdo também ocorreu quando o NaB foi
adicionado no tempo de ativacdo com o TNF-a (figura 31). O NaB nao foi capaz de
alterar a expressdo de nenhuma das moléculas em células que ndo foram estimuladas

com TNF-a (dados ndo mostrados).
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Figura 31. Expressao de CD83, CD86 e HLA-DR em células dendriticas cultivadas com
butirato de sédio (NaB). IL-4+GM-CSF+TNF-a - as células foram incubadas com IL-4 +
GM-CSF (50ng/ml) por 5 dias e estimuladas com TNF-a por mais 48h. NaB dif.—
diferenciacdo com IL-4+GM-CSF na presenca de 200 uM de NaB, por 5 dias, mais 48h
de estimulo com TNF-a . NaB ativ.— diferenciagdo com IL-4+GM-CSF, por 5 dias, mais
48h de estimulo com TNF-a na presenca de 200 uM de NaB. Apoés 7 dias, a expressao
de CD83, CD86 e HLA-DR foi avaliada por citometria de fluxo. Histogramas
representativos de 5 (CD83 e CD86) ou 4 (HLA-DR) experimentos independentes
mostrando os respectivos padroes de expressao. R1 — regido de células positivas para
CD83, CD86 ou HLA-DR.

4.4 Modulacao da ativacdo de células dendriticas pelo hormdnio Ouabaina

Nos Ultimos anos nosso grupo e outros grupos tém investigado o papel fisioldgico
da Ouabaina (Oua) no sistema imunolégico (ECHEVARRIA-LIMA e RUMJANEK, 2006).
Desde entdo diversos efeitos desse hormdnio vem sendo descritos; porém, pouco se

sabe sobre a resposta de mondcitos ao estimulo da Oua e até o0 momento ndo ha
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dados na literatura sobre os efeitos desse horménio em células dendriticas. Nesta parte
do estudo, noés investigamos os possiveis efeitos da Oua, desde mondcitos até células
dendriticas em fase de ativacao.

Analisamos inicialmente a expressao de CD14 e CDla em mondcitos tratados
com Oua (10 M), por 24h. Apés este tempo, observamos uma diminuic&o significativa

no percentual de células com alta expressdo de CD14 na membrana (aproximadamente

85% versus 45%) (figura 32).
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Figura 32. Expressdo de CD14 em mondcitos cultivados com Ouabaina (Oua). Os
mondcitos foram incubados com meio na auséncia ou presenca de Oua (10 M), por
24h. Apos este periodo, a expressdo de CD14 foi avaliada por citometria de fluxo. O
grafico de barras apresenta o percentual de células CD14™" + erro padréo da média de
11 experimentos independentes. *** Significativamente diferente do controle (P<0,001).

Na figura 33 é possivel notar, pela sobreposicdo das duas curvas, que a

expressdo de CDla ndo foi induzida nos mondcitos tratados com Oua. Este resultado
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sugere que a diminuicdo de CD14 relatada na figura anterior ndo significou o inicio de
uma diferenciacdo para células dendriticas. Para ratificar esta sugestdo seria
necessario repetir os experimentos das figuras 32 e 33 no tempo de diferenciacédo (5
dias), o que nao foi possivel pois a Oua 10” M em tempo prolongado de incubacéo se

mostrou toxica para as células (dados nao mostrados).
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Figura 33. Expressdo de CDla em mondcitos cultivados com Ouabaina (Oua). Os
mondcitos foram incubadas com meio na auséncia ou presenca de Oua (107 M), por
24h. Apoés este periodo, a expressdo de CD1la foi avaliada por citometria de fluxo.
Histograma representativo de 3 experimentos independentes mostrando os padrbes de
expressdo de CD1a de mondcitos tratados com Oua (107 M).

Ja foi verificado por outros autores que mondcitos tratados com Oua (10° M) tém
uma elevacéo na secrecao de IL-1a, IL-1B e IL.-6 (MATSUMORI e cols, 1997); em outro

estudo utilizando células mononucleares e uma concentracdo mais baixa de Oua, 10’
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M, os autores verificaram uma elevacdo na producdo de IL-18 e TNF-a e uma
diminuicdo de IL-6 (FOEY e cols, 1997). Repetimos o prococolo dos experimentos
anteriores, no qual os mondcitos sdo incubados com Oua (107 M) por 24h. Os
sobrenadantes das culturas foram entdo coletados, e a producao de TNF-a foi medida
por ensaio de ELISA. Observamos um aumento importante (aproximadamente 3 vezes)
na secrecao desta citocina na presenca de Oua (figura 34), o que esta de acordo com
os dados da literatura. Considerando que o TNF-a é capaz de diminuir a expressao de
CD14 (dados nao mostrados), o0 aumento da secrecao desta citocina induzido pela Oua

poderia estar relacionado a diminuicdo de CD14.
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Figura 34. Producdo de TNF-a por mondcitos cultivados com Ouabaina (Oua). Os
mondcitos foram incubadas com meio na auséncia ou presenca de Oua (107 M), por
24h. Os sobrenadantes foram coletados e a presenca de TNF-a foi medida por ensaio
de ELISA. O grafico de barras apresenta a concentracdo de TNF-a em pg/mL * erro
padrdo da média de 10 experimentos independentes. ** Significativamente diferente do
controle (P<0,01).
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Considerando que a Oua (10~ M) foi téxica para mondcitos em culturas de 48h e
5 dias (dados ndo mostrados), nés testamos se as concentracdes de 107, 10°, 10 M
de Oua alteravam a viabilidade das células dendriticas quando este horménio era
adicionado apds 5 dias de cultura de diferenciacdo, e permanecia por 48h com ou sem
TNF-a (protocolo para os proximos experimentos).

A tabela 2 apresenta a média dos valores de absorbancia da leitura apés o
ensaio do MTT. Com base nesses valores € possivel concluir que a viabilidade celular
nao foi afetada pela Oua, em nenhuma das concentragcdes ou condicbes de cultura

estudadas.

Tabela 2. Viabilidade de células dendriticas cultivados com Ouabaina (Oua).

Ctrl Oua 10 'M Oua 10°M Oua 10Mm

DCs 0,719+0,118 0,729+0,155 0,738+0,159 0,764+0,196

DCs + TNF-a 0,852+0,184 0,797+0,150 0,820+0,166 0,801+0,222

A viabilidade foi medida pelo método do MTT. Metodologia descrita em material e
métodos. DCs — células cultivadas com IL-4 + GM-CSF por 7 dias, DCs + TNF-a —
células cultivadas com IL-4 + GM-CSF por 5 dias, seguido de 48h com TNF-q,
mantendo IL-4 + GM-CSF. Ctrl — controle sem Oua. Os valores da tabela se referem as
médias + erro padrao das médias da absorbancia de 3 experimentos independentes.

NOs decidimos entéo, investigar se células dendriticas diferenciadas a partir de

mondcitos também responderiam ao tratamento com Oua elevando sua secregédo de
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TNF-a. As células dendriticas diferenciadas in vitro na presenca de IL-4 e GM-CSF (5
dias) foram incubadas com ou sem Oua nas concentraces de 107, 10° 10" M
mantendo as citocinas no meio, por 48h. Estes dados preliminares mostraram que
diferentemente do observado com mondcitos (figura 34), a secrecao basal de TNF-a
néo foi elevada por Oua 10M, e a Oua nas concentracdes mais baixas, 10° e 10 M,

induziu um aumento na secrecao de TNF-a (figura 35).
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Figura 35. Producédo de TNF-a por células dendriticas cultivadas com Ouabaina (Oua).
Apos cinco dias de diferenciacdo, as células foram incubadas com meio (mondcitos) ou
IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) na auséncia ou presenca de Oua (107, 10°, 10 M), por
mais 48h. Os sobrenadantes foram coletados e a presenca de TNF-a foi medida por
ensaio de ELISA. O gréafico de barras apresenta a concentracdo de TNF-a em pg/mL £
erro padrdo da média de 3 experimentos independentes.
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Dados recentes do nosso grupo mostraram que a Oua € capaz de aumentar ou
diminuir a ativacdo da cinase p38, dependendo do tipo celular considerado
(RODRIGUES-MASCARENHAS e cols, 2008; VALENTE, 2008, tese de doutorado). Até
o momento ndo ha dados sobre as ac6es da Oua em células dendriticas. Contudo,
sabe-se que a p38 é importante para a atividade de citocinas como IL-18 e TNF-q, e
gue esta envolvida nos sinais desencadeados pelo LPS. Foi demonstrado, em um
modelo também de células dendriticas humanas derivadas de mondcitos, que os
estimulos de LPS ou TNF-a induzem a fosforilacdo da p38; e que a presenca de um
inibidor da p38 inibe a ativacdo das DCs induzida por estes estimulos (ARRIGHI e cols,
2001).

Para confirmar os dados da literatura sobre a importancia da p38 no processo de
ativacdo das DCs, as células foram estimuladas com TNF-a na presenca do inibidor da
p38, e a expressao de CD83 (molécula que passa a ser expressa em DCs ativadas) foi
medida por citometria de fluxo. N6és observamos, pelo deslocamento da curva para a
esquerda, que a expressado CD83 induzida por TNF-a foi diminuida quando o inibidor de
p38 foi adicionado a cultura (figura 36). E mesmo a pequena expressao de CD83 que
tem sido observada por nés em sete dias de cultura com IL-4 e GM-CSF foi abolida na

presenca do inibidor (figura 36).
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Figura 36 . Expressdo de CD83 por células dendriticas cultivadas com o inibidor da p38.
Apos cinco dias de diferenciacdo, as células foram incubadas com ou sem TNF-a (50
ng/mL), na auséncia ou presenca do inibidor da p38 (SB202190) (20 puM), por mais 48h.
Apés este periodo, a expressdo de CD83 foi avaliada por citometria de fluxo.
Histograma representativo de 3 experimentos independentes mostrando os padrbes de
expressdo de CD83 de células dendriticas tratadas com o inibidor da p38 (SB202190)
(20 uM). R1 —regido de células positivas para CD83.

Considerando a hipotese de que a Oua poderia influenciar a ativacdo das células
dendriticas por modificar nestas células a ativacado da p38, e com base nos dados da
figura anterior, nés fomos avaliar a presenca da Oua substituindo o inibidor da p38.
Apoés 5 dias de diferenciacdo, as células dendriticas imaturas foram estimuladas com
TNF-a por 48 horas e/ou Oua nas concentracdes de 107, 10° e 10 M, mantendo IL-4
e GM-CSF no meio. A expressao de superficie do CD83 foi avaliada na populagéo
CD14". Foi observado que na presenca de Oua 107 M a expresséo de CD83 induzida

por TNF-a foi inibida, quando analisado o percentual de células (figura 37-A) e também
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a intensidade de fluorescéncia (figura 37-B). Além disto, um pequeno percentual de
células cultivadas com IL-4 e GM-CSF expressa CD83, mesmo sem o estimulo do TNF-
a; e esta expressao foi diminuida pela presenca da Oua 107 M (figura 37-A e B).

O fato dos efeitos observados com Oua (10”7 M) na expressdo de CD83 (figura
37-A e B) também terem sido observados quando a p38 estava inibida (figura 24) nos
sugere uma ligacdo da acdo da Oua com a ativacdo da p38 em células dendriticas.
Entretanto, sem avaliar o efeito direto da Oua na fosforilacdo da p38 ndao podemos
confirmar essa sugestao.

Nas concentraces mais baixas de Oua (10° e 10** M) ndo houve diferenca na

expressao de CD83 induzida ou ndo por TNF-a (figura 37-A e B).
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Figura 37. Expressdo de CD83 por células dendriticas cultivadas com Ouabaina (Oua).
Apbs cinco dias de diferenciacéo, as células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL) com ou sem TNF-a (50 ng/mL) mantendo as citocinas no meio, na auséncia ou
presenca de Oua (107, 10°, 10! M), por mais 48h. Apds este periodo, a expressdo de
CD83 foi avaliada por citometria de fluxo. O grafico de distribuicdo apresenta o
percentual de células CD14 CD83" (A), a média de intensidade de fluorescéncia (B) e
as linhas representam as médias de 12 experimentos independentes. *
Significativamente diferente do controle (Ctrl) (P<0,05). ** Significativamente diferente
do controle (Ctrl) (P<0,01). *** Significativamente diferente do controle (Ctrl) (P<0,001).
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Conforme descrito na figura 37, as concentracées de Oua (10° e 10 M) que
induziram um aumento na secrecdo de TNF-a (figura 35) ndo foram capazes de
modular a expressao de CD83. Uma possibilidade para essa auséncia de efeito poderia
ser a concentragdo de TNF-a utilizada para o estimulo de ativacdo que estaria
induzindo o méximo de expressdo de CD83. Portanto, em uma condi¢cdo de menor
estimulo com TNF-a a Oua (10° e 10" M), por induzir a secrecdo de mais TNF-a
poderia aumentar a expressédo de CD83. Ap6s o estimulo com uma concentracdo 10x
menor de TNF-a a expressao de CD83 foi menor do que a observada na figura 37 e a

Oua (10°, 10 M) n&o alterou esta expressao (figura 38).
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Figura 38. Expressdo de CD83 por células dendriticas cultivadas com Ouabaina (Oua).
Apbs cinco dias de diferenciacdo, as células foram incubadas com ou sem TNF-a (5
ng/mL), na auséncia ou presenca de Oua (10°, 10" M), por mais 48h. Apds este
periodo, a expressdo de CD83 foi avaliada por citometria de fluxo. O grafico de barras
apresenta o percentual de células CD14° CD83" (A), a média de intensidade de
fluorescéncia (B) + erro padrdo da média de 4 experimentos independentes. *
Significativamente diferente do controle (células na auséncia de TNF-a) (P<0,05). **
Significativamente diferente do controle (células na auséncia de TNF-a) (P<0,01).

Uma das resultantes da ativacdo de células dendriticas € a producao e secrecao

de citocinas como a IL-12. Considerando o efeito observado com a Oua 107 M na
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expressao de CD83 como uma possivel regulacdo da ativacao das células dendriticas,
inclusive envolvendo a diminuigéo da atividade da p38, decidimos avaliar a influéncia da
Oua na secrecao de IL-12p40 por estas células. Ainda neste protocolo de ativacéao, foi
observado que na presenca de Oua 10 M, a secrecéo de IL-12 p40 induzida por TNF-a
foi bastante diminuida (figura 39-B). Observamos também que entre os seis doadores
analisados, quatro tiveram a producdo de IL-12p40 diminuida na presenca de uma
concentracdo mais baixa de Oua (10°° M) (figura 39-C).

Tem sido demonstrado que a atividade da p38 é essencial para a producao de
IL-12 em macréfagos e células dendriticas (HACKER e cols, 1998), o que reforca a
sugestdo de que a Oua esteja exercendo seus efeitos através da diminuicdo da

atividade da p38.
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Figura 39. Producdo de IL-12p40 por células dendriticas cultivadas com Ouabaina
(Oua). Apos cinco dias de diferenciacdo, as células foram incubadas com IL-4 + GM-
CSF (50 ng/mL) com ou sem TNF-a mantendo as citocinas no meio na auséncia ou
presenca de Oua (107, 10° M), por mais 48h. Os sobrenadantes foram coletados e a
presenca de IL-12p40 foi medida por ensaio de ELISA. O grafico apresenta a
concentracao de IL-12p40 em pg/mL com as curvas de cada individuo. N=6. * (P<0,05)
TNF-a versus IL-4 + GM-CSF. ** (P<0,01) Oua 10’ M versus TNF-a.

Nesta sequiéncia de experimentos nés utilizamos concentracdes fisiologicas de
Oua (107 e 10 M) e também a concentracdo farmacolégica (10”7 M), a qual pode ser
alcancada em determinadas condi¢cdes como o estresse agudo decorrente de exercicio
fisico intenso (GOTO e cols, 1995; SCHONER e cols, 2003). A maior parte dos efeitos

da Oua, na concentracdo de 107" M, foram de supressdo, porém, com base nos dados
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da tabela 2 foi possivel excluir que estes efeitos estivessem relacionados a diminuicdo
da viabilidade celular. Fato que reitera a possibilidade de que a Oua estivesse
exercendo os efeito observados para células dendriticas através das vias de sinalizagédo
gue ja foram descritas para os seus efeitos em outras células.

Os efeitos da Oua tem sido associados a sua capacidade de modular a atividade
da p38, e também a transativacdo do receptor do fator de crescimento epidermal (EGF)
(XIE, 2003). Portanto, a fim de avaliar a importancia do receptor do EGF no efeito da
Oua de inibicdo da expressdo de CD83, nls testamos essa expressao em células
estimuladas com TNF-a e tratadas com EGF, o ligante natural daquele receptor.

Conforme mostrado na figura 40, o EGF (1 nM) aumentou um pouco a expressao
de CD83 e nao foi capaz de modular o efeito da Oua, quando este foi co-incubado com
o hormoénio. A concentracdo de 10 nM de EGF so6 foi utilizada em duas amostras,
sugerindo que talvez possa induzir um aumento na expressdo de CD83, no entanto

apenas a repeticao destes resultados permitird uma concluséo.
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Figura 40. Expressdo de CD83 por células dendriticas cultivadas com EGF. Apds cinco
dias de diferenciacéo, as células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50 ng/mL) com
ou sem TNF-a (50 ng/mL) mantendo as citocinas no meio, na auséncia ou presenca de
EGF (1 e 10 nM) e/ou Oua (10 M), por mais 48h. Apés este periodo, a expresséo de
CD83 foi avaliada por citometria de fluxo. O grafico de distribuicio apresenta o
percentual de células CD14 CD83" (A), a média de intensidade de fluorescéncia (B) e
as linhas representam as médias de 7 (1 nM), 2 (10 nM) ou 4 (Oua) experimentos
independentes. * (P<0,05) TNF-a+EGF versus TNF-a.

Os dados acima em conjunto mostram que a ouabaina foi capaz de inibir a

expressdo de CD83, com ou sem a adicdo de um estimulo de ativacéo, e diminui a
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secrecao de IL-12 induzida por TNF-a. Apesar da expressdo do CD83 ser utilizada com
grande frequéncia para identificar um processo de ativacdo, o contrario ndo €
necessariamente verdadeiro, e s6 poderiamos concluir que o horménio inibiu a ativacao
das células se houvesse uma diminuicdo de outras moléculas imprescindiveis para se
considerar uma célula dendritica como ativada, tais como HLA-DR, e moléculas co-
estimulatoérias.

Para abordar esta questdo nés analisamos os efeitos da Oua (10'M) na
expressao de HLA-DR, CD86 e CD80 (duas moléculas co-estimulatorias) de células
dendriticas estimuladas ou ndo com TNF-a.

Apés 7 dias de cultura, proximo de 100% das células expressavam HLA-DR
independentemente do estimulo do TNF-a, e ndo observamos nenhuma diminuigdo
desse percentual na presenca de Oua (figura 41-A). Quando avaliamos os niveis de
expressdo da molécula, notamos que houve um pequeno aumento na presenca do
TNF-a, e a Oua foi capaz de elevar essa expressao nas ceélulas mantidas com IL-4 e

GM-CSF e naquelas estimuladas com TNF-a (figura 41-B).
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Figura 41. Expressdo de HLA-DR por células dendriticas cultivadas com Ouabaina
(Oua). Apos cinco dias de diferenciacdo, as ceélulas foram incubadas com IL-4 + GM-
CSF (50 ng/mL) com ou sem TNF-a (50 ng/mL) mantendo as citocinas no meio, na
auséncia ou presenca de Oua (10 M), por mais 48h. Ap6s este periodo, a expresséo
de HLA-DR foi avaliada por citometria de fluxo. O grafico de distribuicdo apresenta o
percentual de células HLA-DR™ (A), a média de intensidade de fluorescéncia (B) e as

linhas representam as médias de 7 experimentos independentes. * (P<0,05), **
(P<0,01), Oua versus Ctrl.
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Diferente do que foi observado com a expressao do HLA-DR (figura 41-A), 50%
das células expressavam CD86 e esse percentual aumentou para aproximadamente
80% sob estimulo do TNF-a (figura 42-A), modulacdo que também foi evidente na
analise dos niveis de expressao (figura 42-B). A Oua quando presente nas culturas,
tanto com IL-4 e GM-CSF quanto com TNF-a, foi capaz de aumentar o percentual de
células expressando CD86 (figura 42-A) e os niveis desta proteina por célula (figura 42-
B), neste Ultimo aspecto o aumento excedeu inclusive aquele promovido pelo TNF-a

(aumento de 3,4 vezes Oua versus 2,5 vezes TNF- a).
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Figura 42. Expressdo de CD86 por células dendriticas cultivadas com Ouabaina (Oua).
Apos cinco dias de diferenciagéo, as células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL) com ou sem TNF-a (50 ng/mL) mantendo as citocinas no meio, na auséncia ou
presenca de Oua (107" M), por mais 48h. Ap6s este periodo, a expressédo de CD86 foi
avaliada por citometria de fluxo. O grafico de distribuicdo apresenta o percentual de
células CD86" (A), a média de intensidade de fluorescéncia (B) e as linhas representam
as médias de 7 experimentos independentes. * (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001),
Oua versus Citrl.



125

As modificacbes na expressdao de CD80 sob estimulo do TNF-a foram
semelhantes aquelas observadas para o CD86; aumento no percentual de células e nos
niveis de expressao (figura 43-A e B, respectivamente); porém, a Oua nao alterou
percentual ou niveis de expressdo desta molécula em nenhuma das condicbes de

cultura onde esteve presente.
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Figura 43. Expressdo de CD80 por células dendriticas cultivadas com Ouabaina (Oua).
Apoés cinco dias de diferenciacdo, as células foram incubadas com IL-4 + GM-CSF (50
ng/mL) com ou sem TNF-a (50 ng/mL) mantendo as citocinas no meio, na auséncia ou
presenca de Oua (107 M), por mais 48h. Ap6s este periodo, a expressdo de CD80 foi
avaliada por citometria de fluxo. O grafico de distribuicdo apresenta o percentual de
células CD80" (A), a média de intensidade de fluorescéncia (B) e as linhas representam
as médias de 5 experimentos independentes.
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Podemos sugerir com este grupo de resultados que a ouabaina, ao contrario do
gue poderia se esperar com 0s resultados da expressédo de CD83 e secrecao de IL-12
nao inibiu a ativacdo das células dendriticas; porém teve uma acdo moduladora sobre

moléculas essenciais para a atividade destas células.
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IL-4+GM-CSF +NaB (200 pM) +Oua (10 'M)
Dendritica imatura | CD14- CD14- CD14-
CDla+ CD1a| CDla NA
CD83 low CD83 low CD83|
CD80+ CD80 NA CD80+
CD86+ CD86+ CD861
HLA-DR+ HLA-DR+ HLA-DR?
Dendritica ativada CD14- CD14- CD14-
CDla NA CDla NA CDla NA
CD83+ CD83| CD83|
CD80++ CD80 NA CD80++
CD86++ CD86++ CD861
HLA-DR++ HLA-DR++ HLA-DR?

NA — nao foi avaliado.

Low — baixa expresséo.

IL-4+GM-CSF +NaB (200 pM) +Oua (10 'M)
Dendritica imatura | IL-1 low IL-18 low IL-18 NA
Dendritica ativada TNF-a low TNF-a NA TNF-a low
IL-12+ IL-12 NA IL-12]

NA — néo foi avaliado. Low — baixa secrec¢ao.
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5. Discussao

No presente trabalho nosso interesse foi estudar a diferenciacéo e a ativacao de
células dendriticas humanas. Para tal nés estabelecemos, in vitro, o processo de
diferenciacdo a partir de mondcitos circulantes e, em seguida o0 processo de ativagao.
Na primeira parte do trabalho foi possivel reproduzir os dados dos primeiros estudos
que descreveram o desenvolvimento dessas células em cultura (ROMANI e cols, 1994;
SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994), e, além disso, obter dados novos. Considerando
a importancia dos estados epigenéticos e da regulacdo hormonal no desenvolvimento
das DCs buscamos avaliar, em um segundo momento, os efeitos do inibidor de
desacetilases de histonas, NaB, na maturacdo das DCs; e finalmente investigamos se o
horménio Ouabaina, o qual vem sendo estudado como um imunomodulador, poderia

influenciar etapas do desenvolvimento destas células.

5.1 Diferenciacéo e ativacao de células dendriticas

Nosso primeiro objetivo foi estabelecer os processos de diferenciacao e ativacao
de células dendriticas in vitro.

Os mondcitos liberados na circulacdo sanguinea a partir da medula 6ssea sao
células que nédo proliferam, e parte destas células deixa a circulagdo a cada 24h,
portanto, estes mondcitos tém sido apontados como precursores de diferenciacéo. Isto
se referia, inicialmente, a diferenciagdo de mondcitos em populagbes de macrofagos

(HAMILTON, 2008).
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Os mondcitos tém sido considerados, mais recentemente, também como
intermediarios na diferenciacdo de células dendriticas (NAIK, 2008). Em humanos ha
dois subtipos principais de mondcitos circulantes: CD14""CD167, o qual tem sido
associado a inflamacao, e CD14°“CD16". Esta classificacéo se baseia, principalmente,
nas diferencas de migracao apresentadas pelos subtipos. O primeiro subtipo expressa
os receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e CCR6, e através do sinal dos ligantes
destes receptores 0s mondcitos sado recrutados para sitios periféricos inflamados como
intestino, pulmdo e epiderme (GEISSMANN e cols, 2003). Neste estudo, nés
analisamos as células aderentes entre as células mononucleares, o que inclui ambas as
subpopulagbes de mondcitos (dados ndo mostrados). A populacdo total de mondcitos
guando estimulada com IL-4 e GM-CSF foi capaz de se diferenciar em células
dendriticas, 0 que estd de acordo com a descricdo de que tanto mondcitos
“inflamatérios” quanto mondcitos “ndo-inflamatorios” tém o potencial de diferenciacdo
em células dendriticas in vitro (NAIK, 2008).

Em nossos experimentos de diferenciacdo, quando estimulamos mondcitos em
cultura com IL-4 e GM-CSF, observamos que as células formavam colbnias, e que
estas coldnias revelavam a proliferacdo celular, a qual tem sido atribuida a fatores de
crescimento como o GM-CSF. O GM-CSF esta presente em diversos sistemas de
diferenciacdo de DCs in vitro, além dos que utilizam mondcitos de sangue periférico
como precursores. Esta citocina foi utilizada em estudos que usam células CD34" da
medula 6ssea e do sangue de corddo umbilical, e aqueles que usam a medula total (em
camundongos) (INABA e cols, 1992; CAUX e cols, 1996). Assim, é provavel que o GM-

CSF tenha um papel importante no desenvolvimento de DCs in vivo. Em contrapartida,
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0os modelos in vitro de diferenciacdo de mondcitos em macréfagos também utilizam o
GM-CSF (HAMILTON, 2008). Assim nossa primeira observacéao, apesar de sugerir, nao
comprovava a diferenciacdo em células dendriticas. Incluimos no nosso estudo uma
analise da morfologia celular e do fendtipo, e observamos que as células apresentavam
morfologia caracteristica de células dendriticas, além de um fenétipo compativel com a
diferenciacdo, perda de expressdo de CD14 com aparecimento concomitante de CDla.
Estes resultados remetem as descricoes de Romani e colaboradores, que em 1994
concluiram que os mondcitos estimulados com GM-CSF se diferenciam em macréfagos
a menos que esta tendéncia seja inibida pela presenca de IL-4 (ROMANI e cols, 1994).
A importancia da IL-4 in vivo no sistema de diferenciacdo de células dendriticas nao foi
comprovada. Atualmente, a funcdo atribuida a esta citocina na diferenciacao in vitro
ainda é a inibicdo da diferenciacdo para macréfagos; porém, nos experimentos que
mostram mondcitos diferenciando em células dendriticas in vivo ocorre também a
diferenciacéo para macréfagos, sugerindo que a diferenciacdo de monécitos em células
dendriticas ndo seja acompanhada da inibicdo da diferenciacdo para macrofagos, e que
0s modelos in vitro sejam uma amplificacdo do processo (RANDOLPH e cols, 1999;
GINHOUX e cols, 2006).

Uma hipotese sobre a diferenciacdo de mondcitos € a de que um sinal de
sobrevivéncia ou um estimulo de proliferacdo seria o suficiente para que mondcitos
utilizassem um programa interno e diferenciassem em macréfagos (KORN e cols,
1973). No nosso estudo nés estimulamos mondcitos com GM-CSF e IL-4 nas primeiras
24h de cultura (total 5 dias), a fim de investigar se estes dois sinais em um tempo mais

curto seriam o suficiente para desencadear a diferenciacdo em DCs. Porém, o que
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observamos foi que nessa condicdo a diferenciacdo em DCs era parcial, as células
perdiam menos CD14 e expressavam menos CDla, sugerindo a necessidade da
presenca do estimulo para sustentar o processo de diferenciacdo, diferente do que
deve ocorrer com 0s macrofagos.

Como mencionado anteriormente (ver 1.1.3) as células dendriticas imaturas tém
grande capacidade de capturar antigenos, e com a ativacdo esta capacidade diminui.
Com o intuito de analisar uma caracteristica funcional de DCs imaturas, nds testamos a
capacidade fagocitica das células diferenciadas e comparamos com 0s mondcitos.
Houve um aumento expressivo principalmente no percentual de células na cultura com
a referida capacidade. Isto junto com a baixa expressédo de CD83 destas ceélulas sugere
gue a geracao de células relativamente imaturas foi o resultado das nossas culturas.

Por um longo periodo houve a duvida se a ativagdo das DCs era um processo
espontaneo ou induzido. Os sistemas de cultura € que permitiram essa resposta, pois
as DCs se desenvolviam a partir de seus precursores com 0 estado de maturacao
controlado, e os potenciais ativadores eram adicionados separadamente as células
ainda imaturas. A constatacdo de que a ativacdo das DCs é um processo induzido esta
de acordo com o conceito de “sinais de perigos”, no qual determinados sinais enviados
pelo microambiente, por exemplo, em situa¢des de injuria tecidual ou infeccéo,
ativariam as DCs (MATZINGER, 1994). O LPS induz a producao de TNF-a, e tem sido
observado que o anticorpo neutralizante anti TNF-a abole os efeitos do LPS, sugerindo
gue esses efeitos acontecam a partir da atividade do TNF-a (MACPHERSON e caols,
1995). A ligacdo CD40-CD40L parece induzir a ativacdo de DCs por regular a

expressao e atividade do TNF-a, ja que esta citocina foi capaz de reverter as alteracfes
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de ativagcdo em camundongos deficientes de CD40L (MOODYCLIFFE e cols, 2000).
Portanto, o TNF-a parece ser fundamental no processo de ativacdo de células
dendriticas desde o seu inicio nos tecidos, quando as préprias DCs imaturas produzem
essa citocina, até ser intensificado no encontro com os linfécitos.

Neste trabalho utilizamos o TNF-a como estimulo de ativacdo e demonstramos
gue células dendriticas imaturas, sob este estimulo, apresentam caracteristicas
morfoldgicas, fenotipicas e funcionais de células dendriticas ativadas. Estas células se
apresentaram mais aderidas e espraiadas em cultura, passaram a expressar CD83,
foram capazes de estimular a maior proliferacdo de linfécitos, quando comparado as
células que ndo receberam o estimulo do TNF-a, e produziram IL-12. As DCs
influenciam outras células do sistema imunoldgico, como os linfocitos B, macrofagos e
células NK através da producado de diversas citocinas, o que d4 as DCs o potencial de
induzir e regular a resposta imunolégica. A producdo de IL-12 por estas células tem
implicacdes substanciais, por exemplo, na ativacdo de células NK, na estimulagdo da
producdo de IFN-y por macrofagos, e na inducdo da diferenciagéo de linfocitos T CD4"
para o tipo Thl (BANCHEREAU e cols, 2000).

Esse sistema de cultura tem tornado factivel a producédo de conhecimento sobre
o desenvolvimento das DCs e sobre a fun¢cdo destas células, além de ser uma fonte de
células para a imunoterapia.

Nos ultimos anos, a imunoterapia, cujo objetivo central € regular positivamente
respostas de células T tumor-especificas, tem sido desenvolvida como uma alternativa
ao tratamento convencional do cancer (ENGLEMAN, 2003). Uma das abordagens

envolve a retirada de precursores de células dendriticas do individuo portador do tumor
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ou de um individuo normal, manipulacédo dessas células in vitro, exposicdo a antigenos
tumorais e a posterior administracdo destas células ao paciente. Com essa abordagem
se espera que as células manipuladas sejam capazes de induzir uma resposta imune
funcionando como “vacinas” anti-tumorais (Di NICOLA e cols, 2008).

No entanto, a relevancia das células dendriticas geradas a partir de mondcitos foi
bastante questionada até a demonstracdo de sua ocorréncia in vivo.

Em um estudo onde camundongos foram expostos a uma lesdo na pele, com
consequente perda das células de Langerhans, observou-se que mondcitos
previamente transferidos para estes animais migram para o local inflamado, proliferam e
diferenciam em macrofagos na derme e em células de Langerhans na epiderme, o que
levou os autores a sugerir que os monacitos circulantes sdo precursores de DCs na
epiderme, in vivo (GINHOUX e cols, 2006).

Randolph e colaboradores abordaram esta questdo utilizando um modelo de
migracdo transendotelial. Neste modelo, mondcitos humanos passavam por uma
camada de células endoteliais humanas e chegavam a uma matriz de colageno,
mimetizando o movimento de células do sangue para os tecidos. A partir de entdo, os
autores observaram que a maior parte dos mondcitos se tornava macrofagos; porém,
parte dos mondcitos fazia 0 movimento reverso, como o movimento de migracdao da
saida dos tecidos para os vasos linfaticos, e adquiriam caracteristicas de células
dendriticas (RANDOLPH e cols, 1998). Pouco tempo depois, pesquisadores do mesmo
grupo injetaram microesferas fluorescentes em camundongos. Os mondcitos logo
fagocitavam as microesferas e parte deles se diferenciava em macréfagos no local; a

outra parte era encontrada nos linfonodos drenantes onde as células apresentavam
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caracteristicas de DCs (RANDOLPH e cols, 1999). Considerando os resultados obtidos
em ambos os estudos fica claro que mondécitos se diferenciam em DCs in vivo. Contudo
paira a davida fundamental do que levaria os mondécitos para um caminho de

diferenciacéo ou outro.

5.2 Efeitos do butirato de sédio nos processos de diferenciacdo e ativacdo de células

dendriticas

Como dito anteriormente (ver 1.2), o processo de acetilacdo e desacetilacdo de
histonas regula a transcricdo génica. E os inibidores das enzimas desacetilases, por
induzirem a acetilagdo, podem modular a expressdo génica, levando a respostas
bolégicas como a diferenciacéo celular.

Presumindo que a diferenciagdo de mondcitos em células dendriticas pudesse
ser induzida ou modulada por agentes diferenciadores como o0s inibidores de
desacetilases de histona, nos iniciamos esta parte do trabalho.

Quando os mondcitos foram tratados com NaB na auséncia do estimulo de IL-4 e
GM-CSF, estas células ndo foram capazes de diferenciar em células dendriticas. Os
mondcitos tendem a se diferenciar em macrofagos, e a diferenciacdo em células
dendriticas depende de um estimulo que inibe aquela diferenciagdo (ROMANI e cols,
1994). Portanto, mesmo que o NaB tivesse um efeito nos genes relacionados a
diferenciacéo, isto dificilmente resultaria em uma diferenciacdo para células dendriticas
na auséncia de outro estimulo. Em um estudo em que se avaliou o potencial de

diferenciacdo de blastos leucémicos, verificou-se que o TSA, outro inibidor de HDACs
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tinha um efeito potente de diferenciacdo destas células apenas quando era adicionado
em combinagdo com outro agente diferenciador, o acido retindico, mas nao por si so
(KITAMURA e cols, 2000).

Portanto fomos investigar a presenca do NaB durante a diferenciacéo estimulada
por IL-4 e GM-CSF. Considerando que o estimulo das citocinas reprograme as células e
desvie a diferenciacdo para células dendriticas, a inibicdo das HDACs poderia levar a
célula nessa direcdo, e potencializar os efeitos da citocinas. Porém, esta hipétese nao
foi confirmada, pois observamos que as células estimuladas a diferenciar na presenca
do NaB (em todas as concentragdes) perdiam CD14 normalmente, o que € um sinal da
diferenciacédo, e por outro lado expressavam pouco CDla (NaB - 100 e 200 pM).

O TSA em combinacdo com as citocinas GM-CSF, TNF-a e com o estimulo do
CD40L, em linhagens de leucemia, aumenta a expressdo de moléculas de superficie
relacionadas a diferenciacéo de células dendriticas (MOLDENHAUER e cols, 2004). As
diferencas entre os efeitos de inibidores de HDAC na diferenciacdo de células normais
e de células tumorais ainda ndo foram esclarecidas; porém, é razoavel concluir que as
diferencas epigenéticas que sdo fundamentais entre células normais e células tumorais
sejam um dos porqués de inibidores de HDCA terem efeitos de diferenciacdo em
células tumorais, mas ndo em mondcitos. E importante destacar que no estudo citado, o
CDl1a, que nao era expresso nas linhagens estudadas, ndo foi induzido em nenhuma
condicao.

Como o NaB inibe a atividade de HDACs e induz a acetilagdo de histonas, o
resultado da acdo deste inibidor é o relaxamento da cromatina e o aumento da

acessibilidade ao DNA, e o esperado é uma ativacdo da transcrigcdo génica (Bl e JIANG,



137

2006). Sob esse aspecto a diminuicdo na expressao de CDla observada em nossos
estudos surpreende. Porém, ja foi relatado em macréfagos que quando as HDACs
estdo inibidas diversos genes sdo suprimidos, sugerindo que a atividade destas
enzimas possa ser importante para a expressao de determinados genes (BROGDON e
cols, 2007). Muito embora a acetilagao esteja frequentemente relacionada a ativacéo da
transcricdo, alguns eventos especificos de acetilacdo podem reprimir ao invés de
estimular a expresséo génica. Foi demonstrado em Drosdfilas que a acetilagcdo da lisina
12 na histona H4 esté correlacionada a uma forma condensada da cromatina (TURNER
e cols, 1992). Alem disto, as histonas ndo sdo os unicos alvos das HDACs e seus
inibidores. Por exemplo, os fatores de transcricdo STAT1, STAT3 e NF-kB podem ser
modulados através de acetilagdo e desacetilacdo direta, e essas proteinas séo
hiperacetiladas em resposta aos inibidores de HDACs (CHEN e cols, 2001; YUAN e
cols, 2005). Isto pode explicar também os efeitos de inibidores de HDACs em células do
sistema imunoldgico, nas quais a importancia daqueles fatores de transcricdo ja esta
comprovada.

Wang e colaboradores descreveram que os mondcitos estimulados a diferenciar
em células dendriticas na presenca de NaB perdem CD14 normalmente, mas com uma
diminuicdo na expressdo de CDla (WANG e cols, 2008). Estes resultados sao
semelhantes ao que ja havia sido descrito com outro inibidor de HDACs, MS-275, o qual
também ndo altera a perda de CD14, que acontece durante a diferenciacdo de
mondcitos em células dendriticas, mas diminui a expressdo de CDla (NENCIONI e

cols, 2007). Com base na expressdo diminuida de CD1l1a, sem aprofundar os estudos
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de diferenciacdo, estes autores concluiram que os inibidores de HDACs tinham um
efeito de inibicdo da diferenciagao.

Se isto fosse verdadeiro nds deveriamos observar alteracdes em outros aspectos
da diferenciacdo sob influéncia do NaB. Porém, nds observamos que, mesmo na
presenca desse inibidor (200 uM) durante a diferenciacdo, ocorre a proliferacéo celular,
aquisicdo de morfologia tipica de DCs, e diminuicdo na secrecdo de IL-1B. A
capacidade fagocitica das DCs diferenciadas sob influéncia do NaB foi comparavel a
das células diferenciadas na auséncia do inibidor, sugerindo que uma funcdo essencial
da célula imatura foi mantida. Millard e seus colaboradores observaram o aumento da
fagocitose, apos o tratamento de DCs com o NaB, porém, a concentracdo utilizada
nestes estudos foi bastante superior a utilizada por n6s 0 que deve ser a causa das
diferencas entre os resultados (MILLARD e cols, 2002).

As concentracdes de NaB utilizadas neste estudo ndo afetaram a viabilidade das
DCs, sugerindo que o efeito de modulagdo observado esta desvinculado de uma
citotoxicidade potencial. As concentragdes que diminuiram a viabilidade de mondcitos e
das DCs foram aquelas acima de 800 pM em 5 dias de tratamento (dados néao
mostrados).

Consistente com os achados de Bosisio e colaboradores, 0s quais mostraram
gue TSA e SAHA nao afetam a diferenciacdo de DCs (BOSISIO e cols, 2008), nossos
achados sugerem que os monacitos diferenciam em células dendriticas na presenca de
NaB, apesar dos baixos niveis de expressao de CD1a. Isto implica em uma dissociacao

da expressao de CD1la da diferenciacao das células dendriticas.
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Foi descrito um subtipo de célula dendritica, diferenciado a partir de mondcitos,
que ndo expressa CDla, denominado mDC2. Estas células sdo CD1l1c" e se
caracterizam pela secre¢cdo de IL-10 em altos niveis e por ndo produzirem IL-12
(CHANG e cols, 2000). Diversos autores, quando utilizaram o NaB e outros inibidores
de HDACs como TSA, SAHA e MS-275, mostraram que as DCs deixavam de produzir
IL-12 (SAEMANN e cols, 2000; NENCIONI e cols, 2007; BOSISIO e cols, 2008). No
nosso trabalho verificamos que caracteristicas, outras além da producgéo de IL-12 foram
modificadas pelo NaB. A adi¢ao deste inibidor no periodo de diferenciacdo ou durante a
ativacdo levou a uma inibicdo parcial na expressao de CD83 induzida pelo estimulo de
ativacdo do TNF-a. Semelhante a estes dados, sdo aqueles de Millard e colaboradores
gue relataram a diminuicdo da expressédo de CD83 induzida por TNF-a em combinacéo
com PGE, em DCs, sob influéncia do NaB (MILLARD e cols, 2002). Nossos dados
também estdo de acordo com a descricdo de que o subtipo mDC2 expressa niveis
baixos de CD83 apods o estimulo do LPS e do IFN-y (CHANG e cols, 2000). Nossos
resultados sugerem entdo que o NaB ao invés de inibir a diferenciagdo, regula a
expressao de CD1a e direciona a diferenciagao para o subtipo mDC2.

Na concentracdo de 200 uM o NaB parece regular a expressao de CDla e de
CD83. Considerando que ambas as proteinas sdo neoexpressas pelas células, e que
moléculas como o CD11b, CD11c, CD86 e HLA-DR, que sdo mantidas ou moduladas
durante a maturacdo, ndo foram afetadas pelo tratamento com NaB, podemos
especular que o NaB seja capaz de alterar mecanismos de inducdo de expresséo.

As proteinas da familia CD1, entre as quais se inclui o CD1a, apresentam

antigenos lipidicos a linfocitos T. A resposta de um clone definido de células T €
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determinada pelo reconhecimento de complexos CD1-antigeno lipidico. Os
compartimentos de ligacdo aos antigenos diferem entre as isoformas de CD1 (CDla,
CD1b, CD1c, CD1d e CD1e) o que permite a ligacao de lipideos diferentes. Humanos
expressam todas as isoformas de CD1 (CDla-CD1le), enquanto murinos expressam
apenas o0 CD1d, portanto a expressdo de CD1a é uma caracteristica de DCs humanas
(BARRAL e BRENNER, 2007). Nestas células verificou-se que nenhuma das isoformas
de CD1 é regulada positivamente com o estimulo de ativacdo do TNF-a, assim como
ocorre com o MHC Il (CAO e cols, 2002). Entdo, acredita-se que a apresentacao via
CD1 ocorre em um tempo diferente da apresentacéo via MHC, e talvez seja uma funcéo
das DCs imaturas.

A diminuicdo na expressao de CDla apos o tratamento com NaB observada em
nosso estudo pode ter como impacto a diminuicdo na capacidade de apresentacao de
antigenos pelas DCs, ndo sO os antigenos apresentados via CDla mas também
agueles apresentados pelas moléculas CD1b e CD1d, ja que outros autores mostraram
a diminuicdo destas ultimas pelo efeito do NaB (WANG e cols, 2008). No que se refere
ao CD1a, esta hipdtese estd de acordo com os estudos de Hunger e colaboradores,
que isolaram uma populacdo de células T definida como CD4'CD8 CD3"TCRap", co-
cultivaram estas células com DCs na presenca de antigenos de Mycobacterium leprae,
0 que induzia a proliferacdo das células T; porém, estes autores observaram que
guando anticorpos neutralizantes para CDla eram adicionados a estas culturas a
proliferacdo era inibida (HUNGER e cols, 2004).

E provavel que a expressdo de CDla possua implicacdes além daquela de

apresentacdo de antigenos, e realmente classifique um subtipo de células dendriticas
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como sugerido por Chang e colaboradores (CHANG e cols, 2000). Estas células afinal
seriam capazes de apresentar pelas moléculas classicas de MHC, mas, induzindo

respostas outras e ndo a ativagdo de linfécitos Thl (REIS e SOUSA, 2006).

5.3 Modulacéo da ativacdo de células dendriticas pelo hormodnio Ouabaina

O processo de ativagdo de células dendriticas imaturas ocorre in vivo e depende
do microambiente. Para essa ativacdo participam citocinas liberadas e presentes na
proximidade dessas células, além de outras substancias como horménios.

Os efeitos da Ouabaina em células do sistema imunolégico tém sido
investigados, pelo nosso grupo e por outros grupos, No que tange a ativacao celular,
producdo de citocinas, entre outros aspectos (ECHEVARRIA-LIMA e RUMJANEK,
2006). Neste contexto diversas células foram estudadas, todavia, ndo ha dados sobre
células dendriticas.

A primeira observacdo dos efeitos da Oua sobre a producdo de citocinas por
mondcitos aconteceu em 1984, quando observou-se que estas células tratadas com
Oua apresentavam um aumento de IL-13 (DORNAND e cols, 1984). Mais tarde sugeriu-
se que esse aumento fosse resultado de uma diminuicdo de K* intracelular e aumento
de atividade de caspases levando a uma elevacdo dos niveis desta citocina
(PERREGAUX e cols, 1994; WALEV e cols, 1995; HUGHES e cols, 1997). No entanto,
foi verificado por outros grupos que células mononucleares tratadas com Oua (107'M)
tém uma elevacdo na producéo de IL-18 e TNF-a e uma diminuicdo na producéo de IL-

6, porém este estudo ndo permitiu aos autores identificar qual era a contribuicdo de
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mondcitos ou linfécitos para esta producdo (FOEY e cols, 1997). Em outro estudo
utilizando monécitos tratados com Oua em uma concentracdo mais alta, 10° M, os
autores verificaram uma elevagédo na secrecao de IL-13, IL-1a e IL-6 (MATSUMORI e
cols, 1997).

N6s avaliamos a secrecdo de TNF-a em mondcitos tratados com Oua (107 M) e
também observamos um aumento nesta secre¢cdo. A Oua ainda na mesma
concentracao teve um efeito de diminuicdo da expressao de CD14 nos mondcitos, sem
0 aparecimento concomitante de CD1a, 0 que sugere que a Oua é capaz de modular
caracteristicas fenotipicas e funcionais dos monadcitos, sem os levar a diferenciacéo.

Mondcitos depois de diferenciados em DCs apresentam uma resposta diferente a
Oua. Estas células ndo modificam a secrecdo de TNF-a quando tratadas com Oua (10”7
M), e concentracdes mais baixas de Oua (10° e 10™ M) induzem um aumento na
secrecao de TNF-a.

A hipétese levantada por nés foi de que as concentracdes de Oua, 10° e 10 M,
pudessem induzir a ativagdo das DCs por estimularem a producdo de TNF-a. Porém, a
Oua nestas concentracbes ndo aumentou a expressao de CD83, o que seria um sinal
de ativacdo, e nao foi capaz de modificar a expressado desta molécula induzida pela
adicdo de TNF-a as culturas. A concentracdo de 107 M, por outro lado, inibiu
parcialmente a expressédo de CD83 induzida por ativacao e diminuiu a secrecéo de IL-
12 por estas células, o que representa outro sinal de ativacdo. Com relacdo a
viabilidade das células, n6s observamos que o tratamento com Oua, nas concentracdes
utilizadas neste estudo, ndo levava a alteracOes de viabilidade, o que sugere uma

dissociacéo dos efeitos de inibicdo da expressdo de CD83 e diminuicdo da secrecao de
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IL-12 da inducdio de morte celular. As concentracdes de 10° e 10 M de Oua remetem
a faixa de concentracdes plasmaticas, enquanto a concentracdo de 107 M pode ser
alcancada em determinadas condicdes, inclusive em situacdes de estresse (GOTO e
cols, 1995; SCHONER e cols, 2003).

A ativacdo de células dendriticas, ao menos aquela induzida pelos estimulos do
LPS e do TNF-a é dependente da ativacdo da cinase p38 (ARRIGHI e cols, 2001).
Desta ativagdo depende, por exemplo, a producéo de citocinas como a IL-12 (HACKER
e cols, 1998). Dados recentes do nosso grupo mostraram que a Oua é capaz de
aumentar ou diminuir a ativacdo da p38, dependendo do tipo celular considerado. A
diminuicdo da fosforilacdo da p38 pela Oua foi demonstrada em um estudo no qual
timocitos eram ativados com o mitdgeno Concanavalina A, e a fosforilacdo da p38
induzida pelo estimulo de ativacao era dimunuida pela presenca de Oua (RODRIGUES-
MASCARENHAS e cols, 2008). Em outro estudo mais recente verificou-se que a Oua é
capaz de diminuir a fosforilagdo da p38 em mondcitos (VALENTE e cols, in press).

N&o realizamos uma analise da fosforilagdo da p38 em DCs tratadas com Oua.
No entanto, tanto a Oua como o inibidor da p38 diminuiram a expressdo de CD83.
Estes resultados sugerem, indiretamente, a possibilidade de que os efeitos da Oua, ao
menos no que se refere a expressdo de CD83 e producao de IL-12, sejam dependentes
de uma diminuicao da atividade da p38.

A familia da IL-12 é constituida de citocinas heterodiméricas, cujo seu prototipo,
a citocina IL-12p70, é formado pelas subunidades IL-12p40 e IL-12p35. Além de
associar-se com IL-12p35, a subunidade IL-12p40 pode formar dimeros com IL-12p19,

dando origem a citocina I1L-23 (WATFORD e cols, 2003). N6s analisamos neste estudo
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a secrecao de IL-12p40, portanto a diminuicdo desta, observada nos tratamentos com
Oua, pode ter um impacto na producéao de IL-12p70 e IL-23.

Embora a expressdo de CD83 e a producédo de IL-12 sejam definidas por
diversos estudos como caracteristicas de ativagcdo das DCs, o contrario ndo é
necessariamente verdadeiro (ZHOU e TEDDER, 1996). As DCs podem estar ativadas
sem produzir IL-12 (BOSISIO e cols, 2008). Entdo a analise da expressao de outras
moléculas relacionadas a ativacdo das DCs se fez necessaria para responder se a Oua
estava de fato inibindo o processo de ativagéo.

Durante a ativacdo estimulada pelo TNF-a ocorreu uma regulacdo positiva na
expressdo de HLA-DR e das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86, como ja era de
se esperar. Na presenca de Oua (10'M), observamos um aumento ainda maior na
expressao de HLA-DR e CD86, sem modificagdes na expressédo de CD80. Porém, esse
aumento ndo parece depender dos efeitos do TNF-a, pois as células tratadas com Oua,
na auséncia do estimulo de ativagdo também apresentaram aquele aumento, sugerindo
gue a Oua foi capaz de modular as mesmas moléculas em células imaturas e células
sob estimulo de ativacao.

Esta parte dos resultados, em que CD86 e HLA-DR se encontram aumentados,
ndo reafirma a hip6tese de que os efeitos da Oua passem pela inibicdo da p38. Os
estudos que adicionaram o inibidor da p38 durante a ativacdo das DCs mostraram uma
diminuicdo na expressédo de HLA-DR e CD86 nesta condi¢do (ARRIGHI e cols, 2001).
Entdo outra possibilidade que explicaria nossos resultados € a de que a Oua exercesse
seus efeitos via inibicdo da p38 e por vias pararelas, ou ainda que seu efeito na

atividade da p38 fosse reversivel, diferente do efeito do inibidor farmacol6gico da p38,
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e, portanto resultasse em uma inibicdo da atividade da p38, apenas inicial, seguida de
um aumento compensatorio desta atividade.

Existem indicios na literatura que a Oua ao se ligar a Na',K*-ATPase, ativa a
proteina Src, uma proteina que induz a transativacdo do receptor do EGF (XIE, 2003).
Dessa maneira, buscamos avaliar se esta via estaria envolvida nos efeitos da Oua no
nosso sistema. A adicdo de EGF (1 nM) as culturas de DCs, resultou em um aumento
na expressao de CD83 induzida por TNF-a, o oposto do que foi verificado na presenca
de Oua. E o EGF, quando presente, nao foi capaz de modificar os efeitos da Oua no
gue se refere a expressédo de CD83. Para tentar avaliar se ha interse¢éo entre os sinais
disparados pela Oua e aqueles disparados pelo EGF serd necessario, posteriormente,
avaliar a inibicdo do receptor de EGF neste contexto. Além disto, este estudo precisa
incluir a expressao de HLA-DR e CD86.

Nesta tese nés mostramos pela primeira vez que o horménio Ouabaina modula a
expressdo de moléculas que refletem o estado de maturacdo de células dendriticas. O
envolvimento das moléculas CD80 e CD86 na diferenciacdo de linfécitos T CD4" para
os tipos Th1/Th2 ndo esta clara. Porém alguns estudos mostram que o CD80 promove
respostas do tipo Thl, enquanto o CD86 promove respostas do tipo Th2 (THOMPSON,
1995). O aumento da expressao de CD86, sem modificacdes na expressédo de CD80, e
a auséncia do sinal 3 de ativacdo dado por citocinas como a IL-12 poderia criar nas
células expostas a Oua um favorecimento a inducdo do tipo Th2 de linfécitos. Além
disto, alguns estudos vém quebrando o paradigma de que as DCs que induzem
tolerancia sdo imaturas, quando mostram que o fenétipo de uma DC imunogénica €&

semelhante aguele de uma DC tolerogénica. Por exemplo, as DCs capazes de induzir
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tolerdncia expressam moléculas co-estimulatérias em altos niveis (REIS e SOUSA,

2006).

5.4 Consideracdes finais

Entre os conceitos, que surgem como uma tentativa de integrar as informacoes
sobre a fisiologia das DCs, um bastante plastico diz o seguinte: células dendriticas
maduras sdo aquelas que podem induzir diferentes tipos de respostas em linfécitos,
dependendo da natureza do sinal de ativacdo, do comprometimento funcional imposto
por sua origem ou dependendo dos moduladores presentes no microambiente (REIS e
SOUSA, 2006).

Nesses ultimos 30 anos a complexidade da biologia de células dendriticas
aumentou enormemente. E possivel admitir hoje que existam subtipos de DCs ou que
DCs desempenhem papéis diferentes em seus varios estagios de desenvolvimento e
ativacdo. A figura 44 ilustra as multiplas fungdes resultantes do encontro da DC com o0s
linfécitos T; no entanto, se desconhece quais as caracteristicas da DC que esta
interagindo.

Nos nossos modelos foi possivel produzir DCs com caracteristicas que diferiram
das DCs classicas, isto €, daquelas que tendem a ativar células CD4" e encaminha-las
para um perfil Thl. As células dendriticas obtidas na presenca de NaB durante a
diferenciacdo ou com Oua durante a ativagdo possuem caracteristicas que, em outros
modelos, levam a ativacdo de células CD4" com um perfil Th2 (CHANG e cols, 2000;

PENDSE e cols, 2006). Serdo necessarios mais experimentos para definir a capacidade
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funcional dessas células, mas, as condicdes para gerar as células e para tais
experimentos ja foram estabelecidas por noés.

Nés partimos deste principio para propor que o horménio Ouabaina seja um fator
presente no microambiente capaz de modular as células imaturas, e que o butirato de

sodio esteja envolvido no comprometimento das células desde sua origem.
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Figura 44. Desenho esquematico de células dendriticas e suas mdultiplas funcbes
(adaptado de REIS e SOUSA, 2006).
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6. Conclusdes

Vérios estudos sugerem que as células dendriticas formam um grupo
heterogéneo de células. Os diversos subtipos de células dendriticas vém sendo
bastante estudados, porém, as caracteristicas de tais subtipos e principalmente os
fatores que influenciam seu desenvolvimento ainda nao estdo claros. Neste trabalho
conseguimos gerar células dendriticas humanas imaturas a partir de mondcitos, em
cultura com IL-4 e GM-CSF, e essas células foram ativadas pelo estimulo do TNF-a. Foi
possivel modular o perfil das células geradas através de duas estratégias: buscando
modificar a diferenciagdo desde a sua origem, com o inibidor de desacetilases de
histonas, NaB; ou em uma fase final da diferenciacdo (durante o processo de ativacao)
com o uso do horménio Ouabaina. Entdo, um proximo passo importante sera estudar a

funcionalidade dessas células frente a linfocitos T.
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8. Anexos



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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