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RESUMO

Os sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina regulam o tonus vascular e t€ém como
principais componentes os peptideos, bradicinina (BK) e angiotensina II (Ang II). Enquanto
que a Ang II é um peptideo vasoconstritor, a BK ¢ um potente vasodilatador. A BK ¢ gerada a
partir do cininogénio através da agdo proteolitica das calicreinas, atuando sobre diversos tipos
celulares através da ativacao dos receptores B, (B2R) e B; (BiR). Além de desempenharem
fungdes importantes na homeostase vascular e inflamacdo, as cininas foram caracterizadas
como sinais que induzem a maturagdo de células dendriticas (DC) murinas CD11c" através da
ativacao do receptor B,R. A fim de explorar o papel imunologico das cininas, analisamos se:
(a) DCs derivadas de mondcito sdo sensiveis ao estimulo com BK; (b) a adicdo de BK ¢ capaz
de modular respostas adaptativas durante respostas secundarias; (¢) Ang-(1-7), um metabolito
ativo do sistema renina-angiotensina, ¢ capaz de ativar DCs imaturas. Demonstramos que a
adicdo de BK modula positivamente a expressdo de CD83 e a producdo de IL-6, TNF-o. e IL-
12 em DCs humanas. Utilizando camundongos C57BL/6 e DOI11.10 imunizados com
CFA/OVA, observamos que a BK modula positivamente a producdo de IFN-y. Além disso,
reportamos que a adi¢do de Ang-(1-7) induz a producao de IL-12 por DCs esplénicas murinas
selvagens ou BoR™" através da ativagdo dos receptores AT1 e Mas. Nossos resultados sugerem
que as cininas atuam na maturagdo de DCs humanas. Por fim, de modo independente do B;R,
propusemos a Ang-(1-7) como um sinal de ativagdo de DCs murinas.



ABSTRACT

The kallikrein-kinin and the renin-angiotensin systems are master regulators of vascular tone.
Angiotensin II (Ang II) is a vasoconstrictor peptide, whereas bradykinin (BK) is a potent
vasodilator. BK is proteolytically liberated from kininogens by the action of kallikreins,
activating cells via B,R or B;R receptors. In addition to their role in vascular homeostasis and
inflammation, kinins were recently characterized as signals that induce maturation of mouse
CDl11c" dendritic cells (DCs) through activation of the B,R. Here we asked if BK could
activate human monocyte-derived DCs in vitro. Our results showed BK upregulated CD83
expression and IL-6, TNF-o and IL-12 production in human DCs. The effects of BK were
dose-dependent and potentiated by captopril, an angiotensin-converting enzyme inhibitor.
Complementing the human studies, we turned to the mouse model to verify if kinins might
modulate in vitro recall responses in draining lymph nodes of mice immunized with
CFA/OVA. Our results revealed that BK upregulated IFN-y responses in C57BL/6 and
DO11.10 mice strains through mechanisms that presumably involving activation of DCs.
Finally, we asked if products of the angiotensin system could activate murine CD11c" DCs.
Indeed, using IL-12 as a read-out for DC activation, we found that Ang-(1-7) peptides
potently induced IL-12 by DCs from wild type or B,R”" mice through activation of AT1 and
Mas receptors. In summary, the data presented support the concept that kinins may induce the
maturation of human DCs. In addition, it suggests that Ang-(1-7) induce IL-12 by murine
DCs independently of BK.
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1. Introducio

1.1 A Imunidade Inata

A mitologia grega conta que Narciso foi um homem jovem punido pelos deuses por
desprezar muitas mulheres que se apaixonaram por ele. Encontrando um rio de dgua limpida,
Narciso viu seu proprio reflexo e acreditou que existia um espirito que vivia no rio.
Admirando a beleza da propria face refletida em sua frente, Narciso, inconscientemente,
apaixonou-se por si mesmo e morreu na futilidade da sua obsessdo. A queda de Narciso,
causada por sua inabilidade de identificar sua propria imagem, pode ser vista como uma
metafora da importancia fundamental da distingao entre o proprio e o ndo-proprio em diversos
aspectos da vida (SIMPSON & HINES, 2002).

A evolugdo do sistema imune ocorreu sob pressdo seletiva imposta pelos
microorganismos infecciosos. Assim, todos os organismos multicelulares adquiriram
estratégias de defesa inatas variadas, que sdo iniciadas por uma infeccdo e protegem o
organismo hospedeiro através da destrui¢do dos patdégenos e neutralizagdo dos seus fatores de
viruléncia. Esses mecanismos de defesa, denominados imunidade inata, sdo filogeneticamente
antigos e utilizam uma variedade de moléculas que sdo capazes de reconhecer os agentes
invasores (revisado por JANEWAY & MEDZHITOV, 2002).

O sistema imune inato ¢ composto de diversos componentes. O primeiro deles ¢ a
barreira epitelial encontrada na pele e em diversos 60rgdos internos, como o intestino e o
pulmao. Esses tecidos sdo, normalmente, povoados por microorganismos comensais, 0s quais
podem causar patogenias apos danos no epitélio ou desequilibrios na “flora” comensal. Além
da barreira epitelial, outras células compdem o sistema imune inato, incluindo macrofagos,
c¢lulas dendriticas, mastocitos, neutrofilos, eosinéfilos e células “natural killers” (NK). Essas

células sdo ativadas durante a reposta inflamatdria e constituem o primeiro passo de uma



resposta imune contra agentes infecciosos. Nesse contexto, algumas células diferenciam-se
rapidamente em células efetoras de meia-vida curta, que t€ém como papel combater a infeccao.
Além de valer-se da imunidade inata para reconhecer e combater patdgenos, a evolucdo deu
origem a imunidade adaptativa, mecanismo que se vale de uma grande variedade de
receptores, sendo capaz de reconhecer de maneira especifica uma ampla gama de antigenos e
adquirir memoria imunologica a infecgdes. A evolucdo da imunidade adaptativa permitiu que
o organismo combatesse com maior rapidez e eficacia os microorganismos invasores. Como
discutiremos mais adiante, o sistema imune inato também ¢é responsavel por instruir a
imunidade adaptativa acerca da natureza do patéogeno (revisado por JANEWAY &

MEDZHITOV, 2002).

1.1.1 As células dendriticas

Na década de 70, os mecanismos envolvidos na ativagdo dos linfocitos ainda ndo
haviam sido bem definidos quando Steinman & Cohn, estudando células ditas “acessorias” do
baco, identificaram, entre os macréfagos, uma pequena populacdo de células moveis, com
prolongamentos extensos e ricas em mitocondrias. Devido a sua morfologia tnica, essas
células foram denominadas pelos autores células dendriticas (dendritic cells - DCs)
(STEINMAN & COHN, 1973,1974). As DCs sao células apresentadoras de antigenos
(antigen-presenting cells - APCs) profissionais e possuem a capacidade de induzir respostas
imunes primarias com o estabelecimento de memoria imunologica ( revisado por
BANCHEREAU & STEINMAN, 1998).

Apesar de todas as populagcdes de DCs serem capazes de capturar, processar e
apresentar antigenos para as células T virgens, os subtipos de DCs diferem em sua origem,
localizagdo, vias migratorias e fun¢do imunoldgica. Segundo Shortman e Naik, as DCs sdo

divididas em: DCs convencionais, as quais exibem forma e fungdo de DC no estado de



repouso, e pré-DCs, as quais apresentam-se como precursores no estado de repouso,
requerendo estimulos adicionais para sua diferenciagdo completa. Dentre as pré-DCs,
podemos citar as DCs plasmacitédides, os precursores diretos da DCs residentes no baco e os
mondcitos (revisado por SHORTMAN & NAIK, 2007). As DCs convencionais podem ser
agrupadas em DCs migratorias e DCs residentes em 6rgaos linféides. As DCs migratodrias (ex.
células de Langerhans, DCs intersticiais) residem nos tecidos periféricos e agem como
sentinelas, capturando antigenos e migrando, em resposta a sinais de perigo, para os 6rgaos
linfoides secundarios. E importante notar que essa migragio ocorre, em baixos niveis, no
estado de repouso, tendo grande importincia nos mecanismos de tolerancia (HUANG &
MACPHERSON, 2001). J4a as DCs residentes nos 6rgaos linféides secundarios ndo migram
através da linfa, mas capturam e apresentam antigenos soliveis que sdo drenados para os
orgaos linfoides. Esse subtipo celular compreende a maior parte das DCs presentes no timo
(ARDAVIN, 1997) e no baco (VREMEC et al., 2000). J4 a populacdo de DCs presente nos
linfonodos apresenta, no estado de repouso, aproximadamente, 50% de DCs residentes
(WILSON et al., 2003). No modelo murino, as DCs residentes nos orgdos linféides sdo
classificadas, comumente, pela expressdo do marcador CD8a. As populacdes CD8a e
CD8o." possuem fungdes imunoldgicas distintas, incluindo o perfil de producio de citocinas
(HOCHREIN et al., 2001) e apresentacao de antigenos via complexo de histocompatibilidade
principal (major histocompability complex - MHC) classe I (den HAAN et al., 2000).

Dada a heterogeneidade das popula¢des de DCs, suas vias de desenvolvimento ainda
nao foram completamente detalhadas. Assim como todas as células sangiiineas, as DCs sdo
originadas a partir de células tronco hematopoiéticas na medula 6ssea. Além de terem a
capacidade de auto-renovagdo, as células-tronco hematopoiéticas, progressivamente, dao
origem a células menos indiferenciadas e comprometidas com determinadas linhagens

celulares. Os progenitores linféides e mieldides sdo precursores iniciais na medula 6ssea,



sendo ambos capazes de originar populagdes de DCs. Evidéncias da origem mieldide das DCs
sdo baseadas, principalmente, em estudos in vitro nos quais precursores mieldides originam
tanto granulocitos/monocitos quanto DCs apods estimulo com o fator estimulador de colonia
de granuldcitos/macréfagos ( granulocyte/macrophage colony-stimulatting factor - GM-CSF)
(INABA et al., 1992). Estudos com precursores linféides purificados demonstraram que a
transferéncia dessa populacdo celular para camundongos hospedeiros irradiados resulta no
desenvolvimento de células T, células B, células NK e DCs que expressam CD8o
(ARDAVIN et al., 1993) (revisado por BANCHEREAU et al., 2000). Apesar de comumente
utilizar-se a expressdo da molécula de superficie CD8a para classificar DCs mieloides
(CD8o-) e linféides (CD8a"), trabalhos recentes indicam que tanto os precursores linfoides
quanto os mieloides sdo capazes de originar todos os subtipos de DCs (TRAVER et al., 2000;

MANTZ et al., 2001).
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Em 2003, D’Amico ¢ Wu demonstraram, no modelo murino, que o potencial de
geracdo de DCs, no estado de repouso, esta concentrado nos precursores (mieldides ou
linféides) que expressam o receptor tirosina-quinase FLT3 (FMS-related tyrosine kinase 3)
(D’AMICO & WU, 2003). Recentemente, identificou-se, na medula 6ssea, um precursor
comum de DCs, monocitos e macréfagos, mas ndo de granuldcitos e DCs plasmacitdides
(FOGG et al, 2006). A transferéncia desse precursor (Lin® CD117° CX3;CRI1") para
hospedeiros irradiados (estado inflamatorio) ou ndo (estado de repouso) € capaz de gerar DCs
convencionais CD8a ¢ CD80" no bago (FOGG et al., 2006). Assim como as DCs
convencionais residentes nos 6rgdos linfoides, as DCs migratorias possuem um estoque de
precursores locais, de modo que a entrada de precursores através da corrente sangiiinea ¢
pouco freqiiente (MERAD et al., 2002). Esse cenario ¢ alterado durante estados inflamatorios,
onde mondcitos circulantes sdo cruciais na repopulacdo dos precursores locais de diversas
DCs migratorias, como as células de Langerhans (GINHOUX et al., 2006) e DCs intersticiais
(RANDOLPH et al., 1999). Cabe ressaltar que evidéncias recentes sugerem que a geragao de
DCs migratdrias intestinais ocorre a partir de monocitos circulantes no estado de repouso
(YRLID et al., 2006) (figura 1) (revisado por SHORTMAN & NAIK, 2007).

O subtipo de DCs inflamatorias requer estimulos inflamatoérios, como produtos
microbianos, para a sua diferenciacdo completa. O principal exemplo desse subtipo celular
consiste na geragio de DCs a partir de monécitos inflamatérios (Gr1™&" CX;CR1'°Y CCR2")
(GINHOUX et al., 2006; VAROL et al., 2007). No estado de repouso, a transferéncia
intravenosa de mondcitos inflamatérios murinos para um receptor saudavel ndo ¢ capaz de
promover a geracdo de DCs nos 6rgaos linfoéides (NAIK et al., 2006). No entanto, quando
transferidos para um receptor sujeito a estimulos inflamatorios intensos, esse subtipo de
monocitos originam DCs em diversos sitios, incluindo a cavidade peritoneal e tecidos

linfoides, como o bago (GEISSMANN et al., 2003; NAIK et al., 2006). Shortman ¢ Naik



revelam que a geragdo de DCs a partir de mondcitos inflamatdrios ¢ dependente da expressao
do receptor de GM-CSF, sugerindo um papel essencial para essa citocina na geragdo de DCs
inflamatérias. E importante notar que, no estado de repouso, os niveis de GM-CSF sdo baixos
(CEBON et al., 1994) e que animais nocautes para GM-CSF ou seu receptor apresentam
niveis inalterados de DCs nos 6rgdos linfoides (VREMEC et al., 1997). Cabe ressaltar que,
nesse trabalho, as populagdes de DCs convencionais migratorias ndo foram avaliadas
(revisado por SHORTMAN & NAIK, 2007).

Em 1994, Sallusto e Lanzavecchia estabeleceram uma metodologia de geracao de DCs
humanas a partir de células mononucleares isoladas do sangue periférico (figura 6). Os
autores descreveram que a adigdo de GM-CSF e IL-4 as culturas de monocitos isolados de
sangue induz a diferenciagdo dessas células em DCs imaturas, uma vez que perdem a
expressdao de CD14 e adquirem uma alta eficiéncia de captura de antigenos soliveis. Além
disso, as células diferenciadas com GM-CSF e IL-4 sdo capazes de responder rapidamente ao
estimulo com TNF-o, aumentando a expressdo de MHC classe II e de moléculas de adesdo
(ICAM-1 e LFA-3) e co-estimulatorias (CD40 e CD80) (SALLUSTO & LANZAVECCHIA,
1994). Essa metodologia possibilitou inimeros estudos com DCs de origem humana,
permanecendo, até os dias de hoje, a mais utilizada para a geragdo de DCs imaturas em
estudos com humanos.

Uma caracteristica importante das DCs ¢ sua mobilidade. O recrutamento de DCs e
seus precursores para os tecidos ¢ regido por diversas quimiocinas e seus receptores. As DCs
imaturas respondem in vitro a uma variedade de quimiocinas, incluindo MIP-1a. (macrophage
inflammatory protein 1 alpha), RANTES (regulated upon activation, normal T-cell
expressed, and secreted), 1L-8 (interleucina-8), SDF-1 (stromal cell derived factor-1). Vale
lembrar que subtipos diferentes de DCs apresentam sensibilidades distintas a painéis de

quimiocinas exclusivos. Além das quimiocinas, a expressdo de moléculas de adesdo e de



enzimas que degradam matriz extracelular ¢ essencial para a mobilidade das DCs. A molécula
de adesdo E-cadherina ¢ expressa, exclusivamente, pelas células de Langerhans e permite,
através de interacdes homotipicas a manuten¢do dessas células na epiderme. A ativacdo das
células de Langerhans induz o desaparecimento dessas moléculas da superficie, permitindo
sua migracao da pele para os o6rgaos linfoides secundarios (TANG et al., 1993) (revisado por
BANCHEREAU et al., 2000).

As DCs imaturas sdo muito eficientes na captura de antigenos, podendo usar vias
distintas, como: (a) macropinocitose, (b) endocitose mediada por receptores do tipo lectina C
(receptores de manose e DEC-205) ou receptores de Fc (CD64, CD32) e (c) fagocitose de
particulas, células necroticas/apoptoticas e microorganismos. A internalizagdo de peptideos
associados as proteinas do choque térmico (heat shock protein — Hsp) gp96 e Hsp70, através
dos receptores “scavenger” CD91 e SR-A, também contribui para o processo de captura de
antigenos (BASU et al., 2001; BERWIN et al., 2003) (revisado por BANCHEREAU et al.,

2000).

1.1.2 Receptores da imunidade inata

Para identificar microorganismos invasores, as células do sistema imune inato utilizam
diversos receptores de reconhecimento de padrdes (pattern recognition receptor - PRRs) que
podem ser expressos na superficie celular, em compartimentos intracelulares ou secretados
nos tecidos e na corrente sanguinea. Os PRRs sdo ativados por padrdes moleculares
associados a patogenos (pathogen-associated molecular pattern - PAMPs), induzindo
mecanismos de defesa inatos, como a opsonizacdo, ativagdo das cascatas de complemento e
coagulagdo, fagocitose, ativacdo de vias de sinalizagdo pro-inflamatoérias e indugdo de

apoptose.



Macrofagos e DCs sdo células fagociticas profissionais amplamente distribuidas pelo
organismo, desempenhando um papel central na remocdo de agentes invasores e células
mortas/infectadas. Diversos PRRs estdo presentes na superficie celular dessas células, sendo
responsaveis pelo processo de fagocitose. O receptor de manose, DEC-205 e o receptor de -
glucana reconhecem diretamente ligantes na superficie de microorganismos, promovendo a
sua rapida fagocitose. J4 os receptores fagociticos opsonizantes (receptores de Fc e do
complemento) induzem a fagocitose através do reconhecimento particulas recobertas por
anticorpos ou por moléculas do sistema complemento. Outro exemplo sdo os receptores
“scavenger”, que reconhecem um amplo espectro de ligantes polianidnicos, incluindo RNA
dupla fita, lipopolissacarideo (LPS) e é4cido lipoteicoico (lipotheicoic acid - LTA) (revisado
por GORDON, 2002).

Além dos receptores que induzem a fagocitose, as APCs também expressam uma
variedade de receptores do tipo Toll (toll-like receptors - TLR). Os TLRs sdo glicoproteinas
integrais de membrana do tipo I que possuem dois dominios principais: um dominio
citoplasmatico conservado entre os receptores da superfamilia da IL- 1 (dominio TIR) e um
dominio extracelular rico em repeticdes de leucina (leucine-rich repeat - LRR). O dominio
LRR estd envolvido diretamente no reconhecimento dos PAMPs e, apesar de serem
conservados entre os TLRs, sdo capazes de reconhecer ligantes distintos e estruturalmente
ndo-relacionados. A localiza¢do celular dos TLRs estd relacionada com a natureza do seu
ligante. TLR1, TLR2 e TLR4, que reconhecem, respectivamente, triacillipopeptideos,
lipoproteinas/ peptidioglicanas e LPS, encontram-se na superficie celular e sdo recrutados
para os fagossomos apds ativagdo. Enquanto que, TLR3, TLR7 e TLR9Y, envolvidos no
reconhecimento de 4acidos nucléicos, localizam-se no espago intracelular. Apds o
reconhecimento de seu ligante, os TLRs disparam uma cascata de eventos intracelulares que

induz a transcri¢do de diversos genes de defesa do hospedeiro. Dentre eles, podemos citar



citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, peptideos antimicrobianos, moléculas
coestimulatorias, moléculas de MHC, entre outras moléculas efetoras importantes na defesa
contra patdgenos invasores (revisto por KAWAI & AKIRA, 2007).

Além de sua presenca na superficie celular, os PRRs podem ser secretados nos tecidos,
como por exemplo a lectina ligadora de manana (mannan-binding lectin — MBL), a proteina-
C reativa (C-reactive protein — CRP) e a proteina amildéide do soro (serum amyloid protein —
SAP). Essas moléculas sdo produzidas no figado durante a resposta de fase aguda podendo
funcionar como opsoninas, ativadoras da via classica ou da lectina do sistema complemento
(revisado por GORDON, 2002).

Os PRRs encontrados no citoplasma sdo responsaveis por detectar patdgenos
intracelulares e induzir respostas celulares que bloqueiem sua replicagdo. A proteina quinase
R (protein kinase R — PKR) ¢ ativada apos ligacdo com RNA dupla-fita viral, induzindo o
bloqueio da sintese protéica celular e viral através da inativacdo do fator iniciador da tradugdo
elF2a (CLEMENS & ELIA, 1997). A familia das proteinas do tipo NOD (NOD like receptors
— NLR) (NODs e NALPs) apresenta um dominio CARD (caspase recruitment domains) e um
dominio de ligacdo a nucleotideos na por¢do amino-terminal € um dominio LRR na porcao
carboxi-terminal. Essa estrutura ¢ caracteristica da familia NB-ARC, na qual além dos NODs,
estdo presentes uma classe de genes de resisténcia em plantas (genes R) responsaveis por
detectar e induzir respostas protetoras a infecgdes. Os NODs estdo envolvidos no
reconhecimento de peptideoglicanas bacterianas e sua ativagdo promove a indugdo das vias de
sinalizacdo do fator de transcricdo NF-kB e das proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(mitogen-activated protein kinases - MAPK ). J& os NALPs podem ser ativados tanto por
PAMPs, incluindo toxinas bacterianas, peptideoglicanas e RNA bacteriano, quanto por sinais
enddgenos, como o ATP (através da redugdo dos niveis de potéssio intracelular), cristais de

acido urico e de diidrato de pirofosfato de célcio. Os NALPs desempenham um papel



importante na ativagdo de caspases pro-inflamatorias e, conseqiiente, secrecdo das citocinas

IL-1P e IL-18 (revisado por MEYLAN et al., 2006).

1.2 Ativagdo da Imunidade Inata: O Inicio da Resposta Imune

A ativagdo dos receptores presentes nas células da imunidade inata induz alteragdes
rapidas na expressdo de genes que codificam, principalmente, citocinas, quimiocinas e
enzimas que agem no combate direto a infecgdo ou sdo capazes de liberar mediadores
inflamatérios. O inicio de uma resposta imune pode ser disparado através da ativagdo de

diferentes vias de sinalizagdo, culminando na indu¢do de processos inflamatorios.

1.2.1 A Inflamagao

A inflamagdo constitui um processo basico pelos quais os tecidos do corpo respondem
a qualquer injiria. A deteccdo de uma lesdo ou organismo invasor no tecido desencadeia
processos multiplos que sdo responsaveis por retirar estruturas e células danificadas, matar e
remover agentes invasores € promover o reparo das células e da matriz extracelular. Esses
processos, geralmente, tém como conseqiiéncia o reparo eficaz da estrutura e fungdo do
tecido, sendo um mecanismo crucial para a homeostase tecidual. No entanto, lesdes muito
extensas ou persistentes disparam respostas inflamatoérias continuas que resultam na
substitui¢do das estruturas danificadas por um tecido fibrético através de mecanismos
denominados fibrose, esclerose ou cicatrizagdo (revisado por HENSON, 2005).

No contexto de uma resposta imune, a inflamagdo pode ser vista como um processo
chave para a imunidade inata e adaptativa. A inflamagdo e as respostas da imunidade inata

estdo intimamente conectadas, sendo, muitas vezes, consideradas sindnimas. Enquanto que a



imunidade inata ¢ responsavel pelo reconhecimento de agentes invasores e células/tecidos
danificados, a inflamacdo induzida por patdogenos ¢ o braco efetor do processo iniciado pela
ativagdo da imunidade inata. Embora se atribua maior destaque as células de origem
hematopoiética (como macréfagos, DCs e granulocitos), € importante notar que a maioria das
células dos tecidos também s3o capazes de identificar organismos invasores ou tecidos
danificados, iniciando um processo inflamatério, o qual também ¢é o principal mecanismo
efetor da imunidade inata (revisado por HENSON, 2005).

A inflamagdo ¢ tradicionalmente definida pelas quatro palavras latinas dor, rubor,
calor e tumor, significando dor, vermelhidao, calor e edema. Os passos principais do processo
inflamatério consistem em: (a) vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
acompanhados do aumento do fluxo de sangue local e entrada de fluidos, responsaveis pelo
calor, pela vermelhiddo e pelo edema; (b) Adesdo dos leucécitos ao endotélio vascular e sua
migracdo para o sitio inflamatorio; (¢) remo¢ao dos organismos invasores, restos celulares e
células inflamatodrias e (d) inducdo do reparo do tecido-alvo. Os principais tipos celulares
encontrados no inicio de uma resposta inflamatoria sdo os neutrofilos, os quais sdo recrutados
rapidamente para o sitio de entrada do patdgeno. O influxo de neutrédfilos é seguido pelos
monocitos que rapidamente se diferenciam em macréfagos. Os macrofagos e neutrofilos
constituem as principais células que englobam e destroem os microorganismos invasores. O
processo inflamatorio ¢ muito bem orquestrado por mediadores inflamatorios enddgenos,
moléculas soluveis secretadas por células ou geradas a partir de moléculas presentes no
plasma ou na matriz extracelular, capazes de induzir o processo inflamatério. Embora a
geracdo e meia-vida dessas moléculas sejam estritamente controlados, sua liberagdo extensa
pode induzir processos inflamatorios generalizados e doencas sistémicas (JANEWAY et al.,

2001).



1.2.2 Ativacao e maturacdo de células dendriticas

O conceito de maturacao de DCs, proposto por Steinman e colaboradores, originou-se
da capacidade das DCs de perceber e traduzir o microambiente do sitio inflamatorio para as
células T (STEINMAN, 1991). Esse conceito sugere que as DCs podem existir em dois
estados funcionais, a DC imatura e DC madura, sendo apenas as DCs maduras capazes de
iniciar uma resposta imune. Entretanto, o termo matura¢do vem sendo amplamente utilizado
apenas como uma descrigdo fenotipica e ndo como uma descri¢do funcional. E importante
ressaltar que DCs fenotipicamente maduras nem sempre sdo capazes de induzir a proliferacao
e diferenciacdo de células T, ou seja, serem imunogénicas (revisado por REIS e SOUSA,
2006).

O contato com o patdégeno/antigeno ou seus produtos induz mudangas fenotipicas e
funcionais nas DCs imaturas, culminando na transicdo completa de uma célula que captura
antigenos com muita eficiéncia para uma célula apresentadora de antigenos e imunogénica. A
maturagdo da DC ¢ um processo continuo iniciado nos sitios periféricos, apds o encontro com
estimulos de maturagdo, e completado mediante subseqiiente interacdo com as células T nos
orgaos linfoides secundarios (revisado por BANCHEREAU et al., 2000).

O processo de maturagdo ¢ um evento coordenado e envolve diversos passos,
incluindo: (a) perda dos receptores endociticos e fagociticos (ex. receptores de manose, DEC-
205, CD64, CD32), (b) regulagdo positiva de moléculas coestimulatorias e marcadores de
maturagdo (ex. CD40, CD58, CD80, CD83, CD86), (c) alteracdes na morfologia da célula
(ex. perda de estruturas adesivas, reorganizacdo do citoesqueleto, aquisicdo de um fendtipo
movel), (d) mudangas nos compartimentos lisossomais com a regulagdo negativa de CD68 e
positiva de proteinas de membrana de lisossomo (ex. DC-LAMP), (e) alteragdes nos
compartimentos de MHC II e (f) secrecdo de padrdes de citocinas (ex. IL-12, IL-4, IL-10)

(figura 2) (revisado por BANCHEREAU et al., 2000). Apesar do conceito de maturagdo



envolver a transi¢do de um estado de captura antigenos para um estado de apresentacdo de
antigenos, algumas observagdes recentes sugerem que as fungdes de captura e processamento
antigénico das DCs imaturas sdo aumentadas transientemente por sinais de maturagdo,
seguidas de uma rapida inibicao dessas fungdes (revisado por REIS e SOUSA, 2006).

Dentre as alteragdes morfologicas que acompanham a maturagdo das DCs, podemos
citar a perda de estruturas de adesdo a matriz do sitio periférico, a reorganizacdo do
citoesqueleto e a aquisicdo de uma alta mobilidade celular. Uma molécula importante na
reorganizacdo do citoesqueleto e na capacidade movel das DCs ¢ a proteina fascina, a qual
participa da organizagdo de filamentos de actina (ADAMS, 2004).

Diversos fatores sdo capazes de induzir e/ou regular a matura¢ao da DC, como: (a)
PAMPs, como o LPS, DNA bacteriano e RNA dupla-fita, (b) o balango entre sinais pro-
inflamatoérios e anti-inflamatérios no microambiente, como TNF, IL-6, IL-1, IL-10, TGF-B e
prostaglandinas e (¢) sinais derivados da célula T (revisado por BANCHEREAU et al., 2000).
Segundo Galluci e Matzinger, os estimulos capazes de induzir a maturacdo de DCs
constituem sinais de perigo para o sistema imune, podendo ser de origem endégena ou
exogena. Os sinais de perigo, sugeridos em 1994, fazem parte de uma nova visdo do sistema
imune que sugere que a resposta imune pode ser iniciada por moléculas causadoras de dano
ao organismo, contrapondo-se ao conceito de que o sistema imune responde, simplesmente, a
agentes invasores. Esses sinais consistem de moléculas ou estruturas moleculares liberadas
por células sob algum tipo de estresse que sdo percebidos por DCs, induzindo sua
ativagdo/maturacdo (MATZINGER, 1994). Os sinais endogenos de perigo podem, em alguns
casos, mimetizar PAMPs e atuar como ligantes de PRRs. Sugere-se que produtos de
degradacdo do hialurano, fibronectina A, fibrinogénio, proteinas do choque térmico,
defensinas-f e heme (FIGUEIREDO et al., 2007) atuem como ligantes endogenos de TLRs.

Dentre os sinais de perigo endogenos que ndo atuam como ligantes de TLRs, podemos citar o



ATP, que ¢ capaz de ativar DCs humanas via receptores purinérgicos (SCHNURR et al.,
2000), e a bradicinina, que induz a maturagdo de DCs murinas via receptores de bradicinina
(BK) (ALIBERTI et al., 2003).

As DCs, no estado de repouso/imaturas, induzem tolerancia em células T CD4" e
CDS8" periféricas através de mecanismos de delegdo, anergia ou regulacdo. Esse processo,
denominado tolerancia periférica, constitui um importante processo fisiolégico responsavel
por regular o repertorio de células T periféricas auto-reativas que escaparam da deleg@o timica
(tolerancia central) e poderiam ser ativadas por DCs maduras que apresentam ao mesmo
tempo antigenos proprios e nao-proprios (STEINMAN & NUSSENZWEIG, 2002). As DCs
em repouso, denominadas imaturas ou tolerogénicas, sdo capazes de capturar, processar €
apresentar antigenos proprios para as cé¢lulas T virgens, sugerindo que a indugdo de tolerancia
seja reflexo da interagdo DC-célula T em condigdes que ndo favorecem o co-estimulo. Ainda
nado foi esclarecido se um subtipo particular de DCs ¢ responsavel pela indugdo da tolerancia

periférica (revisado por REIS e SOUSA, 2006).
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Figura 2 — Maturacgdo de células dendriticas (adaptado de BANCHEREAU et al., 2000).




1.2.3 As células dendriticas nos 6rgdos linfoides secundarios

Estudos realizados na década de 80 que demonstraram a migracao das DCs ativadas a
partir de sitios periféricos (sangue, pele e outros tecidos) para o bago levaram a elaboracdo do
conceito de que as DCs imaturas residentes na periferia migram para os o6rgdos linfoides
secundarios em reposta a estimulos de maturagdo (AUSTYN et al., 1988). Apesar desse
conceito estar muito bem fundamentado, cabe ressaltar algumas consideragdes: A migracdo
da DC ndo estd associada, necessariamente, a maturacdo. Algumas DCs migram,
continuamente, da periferia para os orgdos linféides secundérios trazendo fragmentos de
células apoptdticas. Como discutido anteriormente, essas células sdo capazes de apresentar
antigenos para as células T e induzir tolerdncia. E importante notar que nem todas as DCs
presentes nos 6rgaos linfoéides secundérios sdo originadas da periferia. No estado de repouso,
a maior parte das DCs no bago e nos linfonodos sdo residentes desses 6rgaos, sendo derivadas
diretamente de precursores locais. Portanto, nem todas as DCs presentes nos 6rgdos linfoides
secundarios encontram-se maduras (a maioria das DCs, principalmente aquelas residentes,
encontram-se imaturas). As DCs imaturas localizam-se, predominantemente, na zona
marginal do bago e na polpa vermelha, mas sdo capazes de migrar para a zona de células T
apos estimulos de maturacao (revisado por REIS e SOUSA, 2006).

A migracdo das DCs da periferia para a zona de células T dos orgdos linfoides
secundarios ¢ coordenada por quimiocinas, sendo o CCR7 o principal receptor envolvido
nesse processo. A maturacdo de DCs ¢, geralmente, acompanhada pela indugdo da expressao
de CCR7 e regulacdo negativa de outros receptores envolvidos na manutengdo das DCs no
sitio periférico. Além da expressdo de CCR7, sinais produzidos no sitio inflamatorio, como os
mediadores lipidicos, sdo requeridos para a ativacdo desse receptor pelos seus ligantes, CCL
(CC-chemokine ligand) 19 e CCL21. As DCs CCR7" migram a favor de um gradiente de

CCL19 e CCL21, produzido pelo endotélio dos vasos linfaticos e por células da zona de



células T dos 6rgdos linféides secundarios. Além das quimiocinas, foi demonstrado que duas
enzimas que degradam matriz extracelular, as metaloproteinases de matriz (matrix
metalloproteinase - MMP)-2 e MMP-9, desempenham um papel importante na migragao das
DCs (revisado por RANDOLPH et al., 2005).

Em 2004, Lindquist e colaboradores descreveram, com base nos resultados obtidos
através da técnica de microscopia multifotonica, a rede de DCs presente nos 6rgdos linfoides
secundarios (LINDQUIST et al., 2004). No estado de repouso, as DCs formam redes densas
de células e pequenos grupos coesos localizados entre os foliculos de células B e as zonas
ricas em células T. Os autores descrevem que tanto a rede quanto os pequenos grupos sao
dindmicos, nos quais DCs maduras moveis (imigrantes) podem ser incorporadas. Os autores
especulam que o freio da migragdo e a incorporagdo de DCs maduras na rede endogena seja
crucial para uma apresentacdo de antigenos eficiente in vivo, uma vez que nas redes
endogenas as DCs estariam melhor posicionadas para formar interagdes estadveis com células
T antigeno-especificas, além de transferir antigenos para outras DCs presentes na rede através
da libera¢do de exossomos ou corpos apoptoticos. Esse modelo proposto, diferente dos outros
modelos em que as células T encontrariam DCs aleatoriamente, maximiza a probabilidade do
encontro da célula T antigeno-especifica com a DC carregando o antigeno cognato

(LINDQUIST et al., 2004).

1.3 Ativagao da célula T

A ativagdo da célula T ¢ iniciada nas zonas T dos 6rgdos linféides secundarios, local
onde células T virgens encontram APCs ativadas, principalmente DCs, que carregam

antigenos oriundos da periferia. O processo de ativagdo da célula T induz uma seqiiéncia 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 (revisado por BROMLEY et al., 2001).

As células T virgens circulantes apresentam-se no formato arredondado, sdo pouco
moveis e possuem uma distribuicdo uniforme das moléculas presentes na superficie celular.
Momentos antes da formagdo da sinapse imunoldgica, a ativacdo de receptores de
quimiocinas nas células T induz uma rapida reorganizagdo do citoesqueleto de actina que
promove a redistribuicdo das moléculas na superficie da célula T, processo essencial para a
sua ativagdo (revisado por DUSTIN & COOPER, 2000). A formacao da sinapse imunolégica
¢ um processo complexo que se inicia com a adesdo entre a célula T e a DC. Além da
interagdo entre o TCR e o complexo MHC-antigeno, outras moléculas sdo requeridas para que
o processo de adesdo ocorra rapidamente. A adesdo inicial ¢ mediada por integrinas (ex. LFA-
1 (célulaT) - ICAM-1 (DC)) e outras moléculas de adesao (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 (revisado por
BROMLEY et al., 2001).

Uma vez estabelecida a adesdo, o destino da célula T virgem ¢ determinado por trés
sinais mediados pelas DCs maduras. O reconhecimento do complexo MHC-antigeno pelo
TCR constitui o primeiro sinal de ativacdo da célula T e determina a especificidade da
resposta imune adaptativa a ser iniciada. Como discutido anteriormente, as DCs ativadas
induzem o aumento da expressdo de moléculas co-estimulatérias (ex. CD80, CD86) na
superficie celular. A interagdo entre a molécula CD28 na superficie da célula T CD4" e as
referidas moléculas co-estimulatorias nas DCs amplificam a sinalizagdo disparada pela
interagdo TCR-MHC/antigeno, constituindo, portanto, o segundo sinal requerido para a
ativagdo da célula T CD4". A auséncia de co-estimulagdo induz o estado de anergia, fazendo

com o que as c€lulas T sobrevivam, porém sem a capacidade de responder a antigenos. O



processo de anergia constitui um dos mecanismos responsaveis pela tolerdncia periférica
(revisado por LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000).

O terceiro sinal requerido para a completa ativacio da célula T CD4" ¢ mediado pelo
perfil de citocinas secretado pelas DCs em resposta a sinais presentes no microambiente
inflamatério. Esse sinal ¢ determinante no direcionamento da resposta T Helper (Ty). A
maioria dos autores postula que o tipo de resposta efetora depende, essencialmente, do tipo de
patdégeno que serd combatido. Postulou-se que parasitas intracelulares seriam capazes de
ativar respostas imunes do tipo Tyl, enquanto que parasitas extracelulares ativariam respostas
imunes do tipo Ty2. Além disso, a indugdo de repostas imunes do tipo T3 ou T regulatorias
poderiam ser ativadas por diversos tipos de patogenos, sendo responsaveis pelo controle de
respostas imunes danosas ao organismo, ao mesmo tempo que favorecem a sobrevivéncia do
parasita (revisado por KAPSENBERG, 2003). Uma visdo diferente foi proposta por Polly
Matzinger. A autora acredita que o controle acerca da natureza da resposta imune pode residir
nos tecidos onde acontecera a resposta imune efetora e ndo nos patégenos combatidos. Nessa
visdo, o microambiente, de alguma forma, educaria as DCs residentes afim de que a resposta

efetora desenvolvida ndo cause danos excessivos aos tecidos-alvos (MATZINGER, 2007).

1.3.1 Resposta T Helper

As células T CD4" desempenham um papel central no desenvolvimento de respostas
imunes. A antiga dicotomia entre imunidade humoral e celular foi, primeiramente, descrita
por Elie Metchnikoff durante seu estudo sobre uma doenga fungica em dafnias, em que
descreveu o papel dos fagocitos na luta contra patogenos (METCHNIKOFF, 1884).
Inicialmente, dois subtipos de células T CD4" foram descritos: um subtipo que participa da

ativagdo células B, promovendo a imunidade humoral (Ty2), e outro subtipo que amplifica a



ativacdo de macrofagos, promovendo a imunidade celular (Tyl). Descobertas recentes
levaram a revisdo do paradigma Tyl-Ty2 devido a incorporagcdo de novos componentes
(células T regulatorias e Tyl7) no processo de decisao sobre o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa (revisado por STEINMAN, 2007).

As células Tyl sdo caracterizadas pela produgdo de interferon (IFN)-y, uma potente
citocina ativadora de macrdofagos, sendo essenciais no combate a patdgenos intracelulares e na
indu¢do da producdo de anticorpos do subtipo IgG,, pelas células B. A diferenciacdo Tyl €
iniciada através de sinais derivados da ativacdo do TCR e da via de sinalizagdo de STATI
(Signal transducer activator of transcription 1) Dentre as citocinas polarizantes capazes de
ativar STAT1, podemos citar IFN do tipo I (IFNao, IFNB) e IT (IFNYy) e IL-27, cujos receptores
estdo presentes nas células T CD4" virgens. A ativacdo de STAT1 induz a ativagdo do fator de
transcri¢do T-bet, o principal regulador da diferenciacdo do subtipo Tyl. A translocacdo de T-
bet para o nucleo promove a expressdo dos genes de IFNYy, da cadeia 2 do receptor de IL-12
(IL-12RP2), entre outros genes A expressdo do receptor de IL-12 completo na superficie da
célula T CD4" possibilita a ativacio de STAT4 pela IL-12, potencializando a producio de
IFNY e induzindo a expressdo do receptor de IL-18 na célula Tyx1 diferenciada. Além de ativar
mecanismos dependentes de STAT4, a produgdo de IL-12 pelas DCs ¢ capaz de recrutar
células NK produtoras de IFNY, essenciais para inducdo de T-bet nos estdgios iniciais da
diferenciacdo das células Tyl (figura 3) (revisado por MURPHY & REINER, 2002).

Como discutido anteriormente, de acordo com a natureza dos sinais de perigo
liberados nos sitios inflamatorios, as DCs adquirem um determinado perfil de secre¢do de
citocinas. Esse perfil de citocinas, ditas polarizantes, determinara o desenvolvimento da
resposta imune efetora. A familia da IL-12 ¢ constituida de citocinas heterodiméricas, cujo
seu prototipo, a citocina IL-12p70, ¢ 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,
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dando origem a citocina IL-23. A subunidade EBI3, homéloga a IL-12p40, associa-se a IL-
12p28, formando o mais novo membro dessa familia, denominado IL-27. As fungdes das
citocinas IL-23 e IL-27 serdo discutidas mais adiante. A familia da IL-12 contem, ainda, as
citocinas CLC-sCNTFR e CLC-CLF-1 (revisado por TRINCHIERI et al., 2003). As DCs
ativadas sdo a principal fonte da citocina IL-12, cuja producdo ¢ regulada pela natureza dos
sinais de perigo liberados nos sitios inflamatérios. A producao de IL-12 pelas DCs imaturas
pode ser induzida por diversos ligantes de TLRs presentes nos microorganismos, como LPS,
RNA dupla-fita e motivos de DNA rico em CpG (revisado por KAPSENBERG, 2003), como
também por sinais de perigo endégenos, como as proteinas de choque térmico (Hsp) (SINGH-
JASUIJA et al., 2000; FLOHE et al., 2003), citocinas (VIEIRA et al., 2000; LUFT et al.,
2002) , quimiocinas (ALIBERTTI et al., 2000) e bradicinina (ALIBERTTI et al., 2003). Apos
sua indugdo, a secre¢do de IL-12 pode ser potencializada pela produgdo de IFN-y e a
interagcdo com o ligante de CD40 (CD40L) (CELLA et al., 1996) na superficie da célula T de
memoria. Enquanto que a geragdo de prostaglandina E, (KALINSKI ef al., 2001) e a
liberagdo de lipoxina A4 (ALIBERTI et al., 2002) sdao capazes de suprimir a producgdo de IL-
12 pelas DCs.

As células Ty2 sdo caracterizadas pela producdo de IL-4, IL-5 e IL-13, sendo
responsaveis pelo recrutamento de eosindfilos para os sitios inflamatérios e pela indugdo da
producdo de IgG; e IgE pelas células B. A diferenciacdo das células Ty2 ¢ iniciada pela
ativagdo do TCR em conjunto com a ativacdo da via de sinalizacdo de STAT6, disparada pela
citocina IL-4. Esses sinais sdo responsaveis por induzir baixos niveis da expressdo de GATA-
3, fator de transcri¢do essencial para diferenciagdo do subtipo Ty2. A expressdo de GATA-3 ¢
capaz de modular positivamente sua propria expressdo e direcionar alteragdes epigenéticas
que possibilitam a expressao das citocinas Ty2 (IL-4, IL-5 e IL-13). A ativagdo de GATA-3

também suprime fatores criticos para a diferenciagdo Tyl, incluindo STAT4 e a cadeia IL-
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12RP2. Desse modo, a citocina polarizante IL-4 ¢ responsavel por iniciar vias autdcrinas
positivas e negativas que direcionam o comprometimento com o subtipo Ty2 (figura 3)
(revisado por MURPHY & REINER, 2002; STEINMAM, 2007).

A primeira evidéncia do subtipo Tyl7 originou-se de estudos in vitro sobre a
diferenciacdo de células T CD4" na presenca da bactéria Borrelia burgdorferi, causadora da
doenca de Lyme. Os autores identificaram, nesse trabalho, uma populagdo de células T CD4"
efetoras que apresentavam um padrdo distinto de expressdo génica, incluindo aumento da
producdo da citocina IL-17, GM-CSF e TNF-a, enquanto que a producdo de IFN-y e IL-4
encontravam-se ausentes (INFANTE-DUARTE et al., 2000). Inicialmente, sugeriu-se que as
células T CD4" produtoras de IL-17 originavam-se do subtipo Tyl, tendo a IL-23 um papel
chave na inducdo dessa populagdo celular (BETTELLI & KUCHROO, 2005). Entretanto,
dois grupos independentes revelaram que as células Tyl diferenciadas ndo sdo sensiveis ao
estimulo com IL-23 e que a ativagdo das vias de sinalizagdo de STAT1 (induzida por IFN do
tipo I e II) e STAT6 (induzida por IL-4) inibe o desenvolvimento do subtipo Tyl7 in vitro,
sugerindo uma via de desenvolvimento distinta para o subtipo Tyl7 (HARRINGTON et al.,
2005; PARK et al., 2005) (revisado por WEAVER et al., 2007; STEINMAN, 2007). Diversos
estudos indicam que o novo subtipo Ty17 desempenha um papel central no desenvolvimento
de doencgas autoimunes inflamatorias e alérgicas (ex. encefalite autoimune (CUA ef al., 2003;
CHEN et al., 2006; KOMIYAMA et al., 2006), artrite induzida por colageno (NAKAE et al.,
2003; MURPHY et al., 2003; KOENDERS et al., 2005), hipersensibilidade das vias aéreas
(HELLINGS et al., 2003)) e no controle de infecgdes causadas por microorganismos,
incluindo Klebsiella pneumoniae (YE et al., 2001), Citrobacter rodentium (MANGAN et al.,
2006) e Borrelia burgdorferi INFANTE-DUARTE et al., 2000) (revisado por WEAVER et

al., 2007; STEINMAN, 2007).
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Trabalhos recentes identificaram que a polarizagdo do subtipo Tyl7 ¢ direcionada
pelas citocinas IL-6 e TGF-B (VELDHOEN et al., 2006; MANGAN et al., 2006; BETTELLI
et al., 2006), as quais induzem a expressdo do fator de transcricio RORYT (IVANOV et al.,
2006) e do receptor completo de IL-23 na superficie celular (VELDHOEN et al., 2006;
MANGAN et al., 2006). A ativacdo de RORYT induz a expressdo de IL-17A e IL-17F nas
células T CD4", sendo o principal fator de transcri¢io na diferenciagio Ty17 (IVANOV et al.,
2006). Enquanto que as produgoes de IL-6 ¢ TGF-J sdo determinantes no comprometimento
com o subtipo Tyl7, sugere-se que a producdo de IL-23 seja essencial na expansdo e na
manuten¢do da resposta Tyl7, induzindo a produgdo de IL-17, IL-6 e TNF-a nas células
diferenciadas (VELDHOEN et al., 2006; MANGAN et al., 2006; BETTELLI et al., 2006).
Cabe ressaltar que a produgdo somente de TGF-B estimula a diferenciagdo de células T
regulatérias, enquanto que a ativacdo dos receptores de IL-13 ¢ TNF-o sdo capazes de
potencializar a produgdo de IL-17 induzida por IL-23 (VELDHOEN et al., 2006). Alguns
mecanismos de supressdo da diferenciagdo Tyl17 foram demonstrados. Park e colaboradores
observaram que a adi¢io de IL-4 e IFN-y reduzem a produgio de IL-17 em células T CD4" de
memoria (PARK et al., 2005). Recentemente, foi demonstrado que a produgdo de IL-27,
citocina da familia da IL-12 produzida por DCs e macrofagos ativados, ¢ capaz de suprimir o
desenvolvimento de células Tyl7 em modelos de encefalite autoimune (BATTEN et al.,
2006) e infecgdo cerebral por Toxoplasma gondii (STUMHOFER et al., 2006). Assim como
outros membros da familia, o receptor da IL-27 ¢ composto de duas subunidades, IL-
27Ro/WSX-1, expressa em células do sistema imune, e gp130, compartilhada com alguns
receptores da familia da IL-6, sendo expressa em diversos tipos celulares. Considerando que
os dois componentes do receptor de IL-27 estio presentes na célula T CD4" virgem, sugere-se
que a competicdo com a citocina polarizante IL-6 pelo recrutamento da subunidade gp130

constitua um dos mecanismos responsaveis pela supressdo da diferenciagao Tyl7 pela IL-27
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(revisado por WEAVER et al., 2007). A producao de IL-27 pelas DCs resulta na ativagao das
vias de sinalizagdo de STATI e STAT3 nas células T CD4" virgens. Foi demonstrado que a
ativagdo de STATI ¢ crucial na supressdo do subtipo Tyl7, a0 mesmo tempo que ¢
determinante na diferenciagdo Tyl (BATTEN et al., 2006; STUMHOFER et al., 2006)

(figura 3).
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Figura 3 — Vias de diferenciacio dos subtipos de células T CD4" efetoras (STEINMAN, 2007).
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As células T regulatérias (Tregs) naturais (CD4~ CD25" Foxp3'), originadas no
timo, e as células Tregs periféricas, induzidas na periferia a partir de células T CD4" virgens,
participam da regulag@o das respostas imunes induzidas em diferentes contextos. A tolerancia
imunoldgica (central e periférica) previne respostas imunes adaptativas excessivas e doencas
autoimunes, ao mesmo tempo que pode beneficiar a sobrevivéncia de patdgenos no
organismo. Dentre as Tregs periféricas, trés populacdes distintas foram identificadas: (a)
Tregs CD4'CD25 Foxp3" originadas a partir de células T CD4" CD25 através de uma via
independente do timo, (b) Tregs CD4'CD25 Foxp3® produtoras de TGF-B (também
denominadas Ty3) encontradas apos exposi¢cdo de antigenos orais, sendo dependente de TGF-
B para a sua diferenciagdo e (c) Tregs CD4" CD25 Foxp3™ produtoras de IL-10 (também
denominadas Trl) diferenciadas na presenca de IL-10 sob estimulacdo antigénica cronica

(figura 3) (revisado por LOHR et al., 2006).

1.4 Sistema Calicreina-cinina

As cininas pertencem a um grupo de peptideos vasoativos de 9 a 11 aminoécidos que
inclui a bradicinina (BK), lisil-bradicinina (LBK) e seus metabdlitos ativos, as des-Arg-
cininas (des-Arg-BK/LBK). Os peptideos do sistema calicreina-cinina exercem diversas
fungdes fisiologicas e patologicas, tais como regulagdo da homeostase vascular, renal e
cardiaca, tendo também implicagdes na patogénese da hipertensdo e inflamacao (revisado por
BHOOLA et al., 1992).

As cininas sao liberadas de proteinas precursoras, os cininogénios de alto e baixo peso
molecular (HK e LK), mediante clivagem proteolitica pelas calicreinas (figura 4). O sitio
primario da biosintese de cininogénio ¢ o figado, podendo também ser expresso, em menor

grau, em outros tecidos (KAUFMANN et al., 1993). As calicreinas sdo serino-proteases
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presentes no plasma (plasmatica) ou nos tecidos (teciduais), participando de diversos
processos como a coagulacdo, fibrindlise, geragdo de cininas, inflamagdo e cancer
(HEIMARK et al., 1980; MOTTA et al., 1992; PALIOURAS & DIAMANDIS, 2006). A
calicreina plasmatica ¢ sintetizada e secretada em sua forma precursora, a pré-calicreina
plasmatica, por hepatdcitos, formando um complexo com HK e circulando no plasma aderido
a superficie externa da membrana de neutr6filos (MANDLE et al., 1976; HENDERSON et
al., 1992, HENDERSON et al., 1994). A ativacdo do sistema calicreina-cinina ¢&,
tradicionalmente, investigada em modelos artificiais utilizando superficies negativamente
carregadas (caulim, dextran sulfato, fosfolipidios) através da ligagdo e auto-ativagdo do fator
XII, o qual é capaz de ativar a pré-calicreina a calicreina ativa, que, por sua vez, cliva e ativa
o fator XII, amplificando a ativagcdo do sistema. Entretanto, em células endoteliais e outros
tipos celulares, a ativacdo da pré-calicreina plasmatica ndo depende criticamente do fator XII,
sendo clivada pela serino-protease prolilcarboxipeptidase (PCRP) presente na superficie
dessas células. Esse processo ¢ regulado pela ligagdo de HK na superficie celular e pela
presenca de Zn®" livre. A calicreina plasmatica, entdo, gerada na superficie da célula
endotelial cliva seu substrato nativo, o HK, liberando a BK (ROJKJAER & SCHMAIER,
1999; SHARIAT-MADAR et al., 2002). As calicreinas tissulares sdo serino-proteases que
possuem alta especificidade por cininogénios plasmaticos. Essas enzimas liberam LBK a
partir dos precursores HK ou LK (DRINKWATER et al., 1987; MACDONALD et al., 1988).
Durante estados inflamatorios, as cininas podem ser geradas através da acdo conjunta das
enzimas elastase de leucdcitos e triptase de mastdcitos sobre o HK oxidado (revisado por
IMAMURA et al., 2004).

As cininas sdo rapidamente degradadas por metalopeptidades encontradas em tecidos e
fluidos biolégicos. Entre as principais enzimas cininogendsicas podemos citar a cininase I

(carboxipeptidase N/M), que se notabiliza por remover o residuo de arginina da porcao



26

carboxi-terminal das cininas, dando origem aos metabolitos ativos des-Arg’-BK ou des-Arg'’-
LBK. Em contraste com a cininase I, as cininases II (ex. ECA e NEP) removem o dipeptideo
Phe-Arg da por¢do carboxi-terminal das cininas, gerando um metabolito (LBK/BK-(1-5))
incapaz de ativar os receptores BoR e BjR (figura 4) (revisado por BHOOLA et al., 1992).
Apesar da LBK/BK-(1-5) ou RPPGF ndo induzir os efeitos classicos mediados pelas cininas,
esse metabolito ¢ altamente estavel, sendo capaz de inibir efeitos mediados pela o-trombina
através de sua ligacdo ao sitio de trombina nos receptores PAR-1 e PAR-4 (HASAN et al.,

1996; PRIETO et al., 2002; MURPHEY et al., 2006).

1.4.1 Receptores de cininas

Os efeitos biologicos das cininas sdo mediados por dois receptores distintos acoplados
a proteina G, os receptores BijR e B,R. Os receptores B,R sdo expressos constitutivamente na
superficie de células musculares, endoteliais, epiteliais, fibroblastos e células neuronais
(revisado por HALL, 1997). A ativacdo do receptor B,R pelos seus agonistas, BK ¢ LBK,
promovem, entre outros efeitos, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
contracdo da musculatura lisa e dor (revisado por MARCEAU & BACHVAROV, 1998§;
PRADO et al., 2002). Em contraste, os receptores B;R possuem uma baixa expressdo em
tecidos normais, sendo induzidos sob condi¢des fisiopatologicas, como injuria, infec¢do ou
inflamacao crdnica. Os agonistas dos receptores B;R, des-Arg-BK/LBK, s3o gerados através
da agdo proteolitica da carboxipeptidase M/N. Além dos efeitos classicos mediados pelo
receptor BoR, a ativacdo do receptor BjR esta associada a processos como angiogénese,
fibrose e hiperalgesia. Durante o curso da inflamag¢do, a regulagdo positiva da expressdo do
receptor B|R ocorre através da ativacao do fator de transcrigdo NF-«kB (nuclear factor-kappa
B) ou de MAPK induzidos por citocinas pro-inflamatérias (ex. IL-13 ¢ TNF-o) ou produtos

microbianos (ex. LPS, tGPI-mucina (ANDRADE, 2003)) (revisado por MARCEAU, 1998).
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Vérios mecanismos de transducdo de sinal tém sido descritos para os receptores de
cininas. Na maioria dos casos, os receptores de cinina sinalizam através da ativagdo das
proteinas Golg, porém podendo interagir com as proteinas G, Gos € Gtz (revisado por
LEEB-LUNDBERG et al., 2005). A indugdo da sinalizagdo da proteina Go pelas cininas
promove a ativagdo da fosfolipase Cp (PLCP), geragdo de inositol-trifosfato (IP3) e aumento
dos niveis intracelulares de Ca®". Além da via de sinalizacdo classica, o estimulo com
BK/des-Arg-BK ¢ capaz de induzir a liberagdo de acido araquidonico e, conseqlientemente
prostanoides (ex. PGE,), através da ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA;), bem como
ativar a fosfolipase D, diversas isoformas da proteina quinase C (PKC a, € e {) e as vias de
sinalizacdo de MAPK e STAT3 (revisado por LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Dentre os
genes regulados pela ativagdo dos receptores de cininas, podemos citar as citocinas IL-1[3, IL-
6 e IL-8, a enzima 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e o receptor B;R (revisado por
LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

A ativagdo do receptor B,R pelos seus agonistas (BK, LBK) promove sua rapida
desensibilizacdo e internalizac¢do, induzida pela fosforilagdo da cauda carboxi-terminal do
receptor mediada por quinases associadas a receptores acoplados a proteina G (ex.GRK4a. e
GRK3) (BLAUKAT et al., 2001, BLAUKAT, 2003) Além da fosforilacdo, a palmitoilacao da
por¢do carboxi-terminal do receptor B,R ¢ capaz de alterar a dindmica do receptor,
modificando a eficdcia e o comportamento de seus agonistas e antagonistas (PIZARD et al.,
2001). Os receptores B;R ndo sofrem regulacdo mediada pelos agonistas. A auséncia de
desensibilizacdo desses receptores contribui para os seus efeitos persistentes (revisado por
LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

O composto [Leu®]-des-Arg’-BK foi o primeiro antagonista descrito para os receptores
de cininas. Esse antagonista foi desenvolvido em 1977 por Regoli e colaboradores,

apresentando alta especificidade para o receptor BiR (REGOLI et al, 1977). Entretanto, o uso
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de [Leu®]-des-Arg’-BK em modelos in vivo apresentou uma baixa eficicia, podendo também
exibir atividade de agonista parcial. As dificuldades mencionadas acima levaram os
pesquisadores ao desenvolvimento de novos antagonistas para o receptor B;R. Os compostos
des-Arg-HOE-140 (RHALEB et al., 1992) e B9858 (GERA et al., 1996; GOBEIL et al.,
1999) apresentam maior eficacia in vivo (maior resisténcia a degradagdo por peptidases), bem
como nao exibem atividade de agonistas parciais. O composto HOE-140 (Icatibant) constitui
o antagonista do receptor B,R mais utilizado pelos pesquisadores, uma vez que nio apresenta
atividade agonistica, exibe alta afinidade para o receptor B2R e maior resisténcia a degradacao
por peptidases quando comparado aos compostos anteriores (HOCK et al., 1991). O
desenvolvimento posterior do composto B9430 (STEWART et al., 1996) permitiu o bloqueio
simultdneo dos receptores B,R e BjR em diversos modelos de estudo (revisado por LEEB-

LUNDBERG et al., 2005).

Cininogénio
Calicreinas

Carboxipeptidas e M/N
BK/LBK ——» des-Arg-BK/LBK

] | e

n —

B,R
BE Arg-Pro-Pro-Glyv-Phe-Ser-Pro-Phe- Arg
LEK Lys-Arg-Pro-Pro-Gl-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
des- Arg-BE Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe

des-Arg-LEK  Lys-Arg-Pro-Pro-Gl-Phe-Ser-Pro-Phe

Figura 4 — Componentes do sistema calicreina-cinina.
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1.4.2 Interagdo com o sistema renina-angiotensina

Os sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina interagem de diversas maneiras
(figura 5). As calicreinas plasmaticas e tissulares foram identificadas como um dos fatores
capazes de ativar a pro-renina a renina, enzima responsavel por gerar Ang I. Nesse cendrio, a
ECA possui um papel dualistico, ora gerando Ang II a partir de Ang I, ora degradando
BK/LBK. A enzima PRCP, responsavel pela ativacdo da calicreina plasmatica na superficie
de células endoteliais, cliva Ang II ao heptapeptideo Ang-(1-7) (revisador por SCHMAIER,
2003). O peptideo Ang-(1-7) € capaz de potencializar diversos efeitos mediados pela BK. A
administracdo de Ang-(1-7) aumenta o efeito hipotensor da BK em diversos estudos nos
modelos humano e murino (PAULA et al., 1995; LIMA et al., 1997). Cabe ressaltar que os
peptideos Ang-(1-7) e BK podem interagir negativamente. Em modelos com células renais, a
adi¢do de Ang-(1-7) estimula a atividade da enzima Na' ATPase, enquanto que o estimulo
com BK inibe a atividade dessa enzima, revertendo os efeitos induzidos pela Ang-(1-7)
(CARUSO-NEVES et al., 2003).

O sistema renina-angiotensina compreende um complexo sistema hormonal paracrino,
cujo componente central, a Ang II, ¢ um potente vasoconstritor que participa ativamente da
manutencdo da homeostase hidroeletrolitica e vascular (revisado por DOSTAL & BAKER,
1999). Assim como o sistema calicreina-cinina, o sistema renina-angiotensina ¢ considerado
um sistema endocrino, cuja substincia ativa Ang II ¢ produzida por clivagens enzimaticas
seqiienciais a partir do angiotensinogénio de origem hepatica. Na circulacdo sangiiinea, o
angiotensinogénio circulante ¢ convertido em Ang I pela acdo da enzima renina. A renina ¢é
produzida, principalmente, nos rins em resposta a desequilibrios na pressdo arterial renal,
alteracdes de sal na dieta e variagdes da intensidade da estimulagdo simpatica nos rins. Como
apresentado anteriormente, a Ang I ¢, finalmente, convertida em Ang II pela agdo da ECA

(figura 5) (revisado por DOSTAL & BAKER, 1999). Além da ativacdo do sistema renina-
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angiotensina sistémico, diversos trabalhos apontam para a existéncia de um sistema renina-
angiotensina local em diversos tecidos (ex. coragdo, vasos sangiiineos, tecido adiposo, cérebro
e rins) (revisado por KURDI et al., 2005).

Diversos efeitos importantes sdo atribuidos a Ang I, incluindo aumento da pressao
arterial, estimulagdo dos centros de sede no cérebro, indu¢do da liberacdo da aldosterona
(levando ao aumento das taxas de retencdo de sodio e fluido nos rins), liberagdo de hormonio
antidiurético (aumento da retencdo de fluidos), aumento do tonus simpatico e indugdo do
remodelamento cardiaco (revisado por DOSTAL & BAKER, 1999). As a¢des mencionadas
acima sdo, na maioria das vezes, mediadas pelo receptor de Ang II do tipo 1 (ATI1), sendo
contra-reguladas pelo receptor de Ang II do tipo 2 (AT2) (revisado por DOSTAL & BAKER,
1999). Cabe ressaltar que a ativagdo do receptor AT2 pela Ang II ¢ capaz de promover a
producdo de BK e 6xido nitrico em células renais, evidenciando mais uma via de interacao

entre esses sistemas (SIRAGY et al., 1996; SIRAGY et al., 1997).

Sisterna calicreina-cinina Sistema renina-angiotensina
Cininogénio Angiotensinogénio
l Calicreina Rening
BR/LEK Ang |

L J

Ang Il — Ang-(1-7)

\-— ECA —/ yEP
BKHE

| ECAZ
l B,R m{lﬂ' AT1 ’]ﬂlﬂ'ﬂ‘ Mas
“Waszodilatagio “Wasoconstrigdo  “Wasodilatagao
Figura 5 — Interagdo entre os sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina (adaptado de

SCHMAIER, 2003).
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Recentemente, a interagdo fisica entre os receptores dos sistemas calicreina-cinina e
renina-angiotensina foi demonstrada. Os receptores BoR e AT1 podem formar heterodimeros
estaveis na superficie celular de células musculares lisas, plaquetas e vasos omentais
(ABDALLA et al., 2000; ABDALLA et al., 2001). Essa interagdao induz o aumento da
resposta a Ang II, enquanto que diminui a eficacia e potencia da sinalizagdo através do
receptor BoR. A heterodimerizacdo entre BoR e AT1 também ¢é capaz de alterar as vias de
desensibilizacdo desses receptores (ABDALLA et al., 2000; ABDALLA et al., 2001).
Recentemente, a formagdo de heterodimeros entre os receptores B,R e AT2 foi demonstrada
em células PC12W. A interagdo entre esses receptores promove o aumento da producdo de
GMPc e 6xido nitrico (ABADIR et al., 2006). Ja o receptor de Ang-(1-7), Mas, pode interagir
fisicamente com o receptor ATI, diminuindo a mobilizagio dos estoques de Ca™
intracelulares e a produg¢do de inositol fosfato induzidos por Ang II (KOSTENIS et al., 2005).
Além do mais, camundongos nocautes para o receptor Mas apresentam aumento da
vasoconstric¢do de vasos mesentéricos quando comparados aos animais selvagens, sugerindo
que o receptor Mas atue como antagonista fisiolégico do receptor AT1 (KOSTENIS et al.,
2005) (revisado por SCHMAIER, 2003). Dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa
sugerem a cooperagdo entre os receptores Mas e B,R durante a invasdo de tripomastigotas de

T.cruzi em células endoteliais humanas (ANDRADE, tese de doutorado, em andamento).

1.4.3 Enzima Conversora de Angiotensina

A enzima conversora de angiotensina (ECA, cininase II ou CD143) pertence a familia
M2 das metaloproteases dependentes de zinco e catalisa a hidrdlise de dipeptideos da
extremidade carboxi-terminal de uma variedade de substratos. Entre os substratos fisiologicos

mais conhecidos dessa enzima destacam-se: (i) a angiotensina I (Ang I), precursora do
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peptideo vasoconstritor angiotensina II (Ang II), que é gerada pela remocdo do dipeptideo
His-Leu do C-terminal; (ii) a BK, peptideo inativado através da clivagem da ligacdo Pro-Phe.
Outros substratos da ECA incluem o hormoénio liberador do horménio luteinizante (LH-RH)
substancia P, B-neoendorfina;y e neurotensina (revisado por ERIKSSON et al., 2002). O
heptapeptideo angiotensina-(1-7), produto de degradagdo da Ang I ou Ang II, pode atuar tanto
como substrato (CHAPPELL et al., 1998) ou inibidor da ECA (DEDDISH et al., 1998).
Recentemente, identificou-se que a ECA ¢ capaz de clivar ancoras de GPI, liberando diversas
proteinas ancoradas a membrana. A atividade GPlase ¢ encontrada em um dominio distinto
daquele com agdo peptidasica, apresentando-se, portanto, insensivel a inibi¢do por inibidores
de ECA classicos (KONDOH et al., 2005).

A ECA ¢ encontrada em duas formas principais: a ECA somatica e testicular (tECA).
As duas formas da ECA sdo sintetizadas como proteinas ancoradas a membrana, porém
podendo ocorrer na forma soliivel (ou plasmatica) apos subseqiiente clivagem proteolitica por
metaloproteases do tipo secretase. A principal fonte de ECA plasmatica ¢ o endotélio
vascular. A ECA associada a membrana ocorre em diversos tecidos, como no endotélio
vascular, cérebro, placenta, intestino e nos tibulos renais. Os pulmdes e testiculos, 6rgaos
altamente vascularizados, constituem as fontes mais abundantes dessa enzima (revisto por
IGIC & BEHNIA, 2003). A ECA também ¢ encontrada em células do sistema imune,
incluindo DCs (LAPTEVA et al., 2001; KRAMERS et al., 2001; DANILOV et al., 2003),
mondcitos (ROHRBACH, 1984) e linfocitos T (COSTEROUSSE et al., 1993). E importante
ressaltar que a ag@o proteolitica da ECA ¢ capaz de aumentar a eficiéncia da apresentacdo de
peptideos especificos pelo MHC classe I (KOZLOWSKI et al., 1992, EISENLOHR et al.,
1992). A ECA testicular ¢ capaz de liberar as proteinas TESPS e PH-20 da superficie do
espermatozodide, contribuindo para a fertilidade em humanos (KONDOH et al., 2005; FUCHS

et al., 2005). Camundongos mutantes para a ECA desenvolvem hipotensdo espontanea,
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infertilidade masculina parcial e malformacdes renais (KREGE et al., 1995; ESTHER et al.,
1997).

Os inibidores da ECA sdo amplamente utilizados na clinica, melhorando o progndstico
de pacientes apods infarto do miocardio, bem como o de portadores de hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva, diabetes e disfun¢do renal (revisado por REMUZZI &
RUGGENENTI, 2006). O captopril foi o primeiro inibidor da ECA administrado
terapeuticamente (1* geragdo), seguido do desenvolvimento de novos compostos, incluindo o
ramipril, enalapril e lisinopril (revisado por MENARD & PATCHETT, 2001). Além de
prevenir a geracdo de Ang II, a inibicdo da ECA bloqueia a degradacao da BK/LBK, tendo
sido amplamente utilizada com esse propdsito nos ensaios realizados nesta dissertacao.

Em 2000, uma proteina homologa a ECA, a ECA2, foi descrita em humanos, ratos e
camundongos (TIPNIS et al., 2000; DONOGHUE et al., 2000; CRACKOWER et al., 2002).
Apesar da alta similaridade com a ECA, a ECA2 ¢ uma carboxipeptidase que apresenta uma
preferéncia por substratos distinta, atuando, exclusivamente, na remocao de apenas um Unico
aminoacido da porcdo carboxi-terminal de peptideos. Portanto, a ECA2 ndo ¢ capaz de
converter Ang I em Ang II, tampouco inativar a bradicinina (revisado por ERIKSSON et
al.,2002). E importante lembrar que a ECA2 ¢ capaz de clivar des-Arg-BK/LBK em
metabolitos inativos, regulando, assim, a ativacdo do receptor BjR (DONOGHUE et al.,
2000). Um importante papel atribuido a ECA2 constitui na geracdo de Ang-(1-7) a partir da
Ang II. O heptapeptideo Ang-(1-7) exerce diversos efeitos contrarios aos efeitos mediados
pela Ang II (vasodilatagdo e inibicdo da proliferacdo celular), sugerindo que a ECA2 atue
como um regulador interno opondo-se aos efeitos mediados pela ECA (figura 5). Consistente
com essa hipotese, camundongos nocautes para ECA2 apresentam defeitos na contractilidade
cardiaca, enquanto que camundongos nocautes simultancamente para ECA e ECA2 ndo

apresentam tais defeitos (CRACKOWER et al., 2002). Além dos efeitos no sistema
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cardiovascular, a ECA2 foi identificada como um receptor funcional para a infec¢do celular
do virus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS) (LI et al., 2003).

Como apresentado anteriormente, a Ang-(1-7) ¢ um metabdlito ativo do sistema
renina-angiotensina que atua na regulacao interna das acdes mediadas pela Ang II. Duas vias
principais de geracdo de Ang-(1-7) foram descritas: (a) a partir da clivagem proteolitica da
Ang 1 por neprilisinas (NEP, circulagdo e endotélio vascular), endopeptidases (producio
local) ou prolil-oligopeptidases (producdo local) e (b) a partir da Ang II através da acdo de
ECA2 ou prolilendopeptidases (figura 5) (revisado por FERRARIO & CHAPPEL, 2004). Em
condigdes normais, os niveis de Ang-(1-7) sdo baixos (faixa de picomolar), sendo elevados
durante o bloqueio da ECA (CAMPBELL et al., 1993) através do favorecimento da clivagem
de Ang I pela NEP, bem como da diminui¢do da degradacdo de Ang-(1-7) pela ECA
(YAMADA et al., 1998). Em 2003, o grupo de pesquisa liderado pelo professor Robson
Santos da UFMG demonstrou que o peptideo Ang-(1-7) age sobre um receptor especifico
acoplado a proteina G regulatoria, denominado Mas (SANTOS et al., 2003). A maioria dos
efeitos mediados pela Ang-(1-7) favorece a diminui¢do da pressdo sanguinea em condi¢des de
altos niveis de Ang II. A liberagdo de Ang-(1-7) induz a producdo de vasopressina,
prostaglandinas e 6xido nitrico (revisado por FERRARIO & IYIER, 1998). Além desses
efeitos, a Ang-(1-7) é capaz de inibir a proliferagdo em células musculares (TALLANT et al.,

1999; TALLANT & CLARK, 2003) e tumorais (GALLAGHER & TALLANT, 2004).

1.4.4 As cininas e o sistema imune

As cininas sdo rapidamente geradas durante respostas inflamatérias agudas e cronicas,
induzindo processos como vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de plasma, migracdo celular e dor. Além desses efeitos, as cininas estdo

associadas a inflamag@o neurogénica, uma vez que participam da ativacao de fibras nervosas e
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da producdo de substancia P e peptideos relacionados ao gene da calcitonina (revisado por
CALIXTO et al., 2000). Além de serem geradas endogenamente, as cininas podem ser
liberadas durante infec¢des por patdgenos munidos de enzimas cininogendasicas, como por
exemplo, as bactérias Porphyromonas gingivalis e Staphylococcus aureus (revisado por
IMAMURA et al., 2004) e o protozoario parasita Trypanosoma cruzi (TODOROV et al.,
2003; MONTEIRO et al., 2006).

O conceito de que as cininas sdo capazes de modular respostas imunes inatas e
adaptativas originou-se de observacdes do nosso grupo de pesquisa. Utilizando BK exogena,
foi demonstrado que DCs esplénicas ativadas através do receptor B;R sdo capazes de modular
positivamente a producdo de IL-12 e a expressao de CD80 e CD86 apds estimulo com LBK
exogena (ALIBERTI et al., 2003). No mesmo trabalho, foi demonstrado que embora a ECA
regule negativamente a producdo de IL-12 induzida pela LBK exodgena, sua inibi¢do em
culturas mantidas sem estimulo inflamatério, ou seja, apenas na presenga do soro, € capaz de
estimular a produgdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 pelas DCs (ALIBERTI et al., 2003).
Além de induzir um fenodtipo maduro nas DCs, a LBK exdgena promove a polarizacdo da
resposta Tyl no modelo de imunizagao Al (OH);/OVA (Tu2 dependente) em camundongos
selvagens, ndo tendo efeito em animais nocautes para IL-12p40 (ALIBERTI et al., 2003).
Esses dados sugeriram que as cininas podem atuar como sinais de perigo enddgenos,
promovendo a integragdo entre a resposta inata e adaptativa através da indu¢do de IL-12 por
uma via dependente do receptor B;R.

Estudos posteriores, realizados no modelo de infec¢@o s.c. com 7.cruzi, revelaram que
a resposta inflamatoria inicial disparada pela forma infectiva tripomastigota e a subseqiiente
resposta Tyl dependem da cooperatividade entre os receptores TLR2 e BoR (MONTEIRO et
al., 2006). Estudos adicionais revelaram que a maturagdo in vitro das DCs induzida por

tripomastigotas de 7.cruzi depende, predominantemente, da ativagdo dos receptores B;R e ndo
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da via TLR/MyD88. Nessas condi¢des, a cruzipaina, cisteino-protease majoritaria do 7.cruzi,
libera cininas a partir do cininogénio presente no soro ou adsorvidos na superficie das DCs
(MONTEIRO et al., em preparacdo). No modelo experimental com 7.cruzi, a disponibilidade
de cininas nos sitios de infecgdo ¢ responsavel pela maturagdo de DCs imaturas, governando a
indu¢do da imunidade adaptativa (revisado por SCHARFSTEIN et al., submetido). De modo
semelhante, no modelo de infec¢do por P.gingivalis, observou-se que a administragdo
conjunta de gingipaina, cisteino-protease liberadora de cininas, e P.gingivalis LPS, ligante de
TLR2, induz respostas inflamatodrias e adaptativas (Tyl intensas) dependentes dos receptores
TLR2/B,;R (RAPOSO, tese de mestrado, em andamento).

Estudos em andamento no nosso laboratorio avaliam o emprego da BK sintética como
adjuvante na vacinagdo contra a infec¢do pelo 7.cruzi (MONTEIRO et al., em preparacdo).
Utilizando o modelo de infeccdo letal pelo 7.cruzi, observa-se que o uso de BK como
adjuvante foi capaz de proteger 100% dos animais infectados. Essa protecdo estd associada a
uma vigorosa resposta Tyl e a geracio de células T CD8" protetoras (MONTEIRO ef al., em
preparagdo).

Impulsionados por esses dados, nos propusemos a investigar a fungdo imunolégica dos
sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina, avaliando os efeitos dos hormonios
peptidicos, BK e Ang-(1-7), em DCs humanas e murinas e os efeitos das cininas durante a

resposta imune secundaria.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Explorar o papel dos sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina na ativagao e regulacao

de células dendriticas humanas e murinas.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o impacto da adi¢cdo de BK na ativagdo de DCs humanas derivadas de monocitos;

2) Verificar se a adicdo de BK ¢ capaz de modular a produg¢do de IFN-y durante respostas

secundarias;

3) Investigar se o peptideo Ang-(1-7) é capaz de induzir a produgao de IL-12 em DCs CD11c"

esplénicas murinas.



3. Metodologia

3.1 Materiais

3.1.1 Meios de cultura
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Tipo Celular

Descricao do meio de cultura

Células dendriticas humanas

RPMI-1640 (Sigma) suplementado com 10%
soro fetal bovino inativado (SFBi) e 100
U/mL de penicilina e 10 pg/mL de

estreptomicina (Sigma)

Células dendriticas esplénicas murinas

RPMI-1640 suplementado com 10 % SFB
fresco e 100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL

de estreptomicina

Células totais dos linfonodos

DMEM (Gibco) suplementado com 2 mM L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 10
pg/mL  de

estreptomicina, 0,1 mM

aminoacidos essenciais € nao-essenciais,
ImM piruvato de sdédio, vitaminas e 0,05
mM B-mercaptoetanol (todos os reagentes da

Gibco)

3.1.2 Heparina
Liquemine (heparina sodica) — Roche
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3.1.3 Ficoll
Ficoll-paque plus (densidade 1.077 mg/mL) - GE Healthcare lifesciences do Brasil

Ltda.

3.1.4 Citocinas
GM-CSF recombinante humano — R&D systems

IL-4 recombinante humano — PeproTech

TNFo recombinante humano - R&D systems

3.1.5 Colagenase
Colagenase D — Sigma

3.1.6 DNAse
DNAse I fracdo IX — Sigma

3.1.7 Solugao de lise de hemacias
0,17 M Tris-HCI, 0,16 M cloreto de aménio pH 7.2

3.1.8 Paraformaldeido — Sigma

3.1.9 Saponina — Sigma

3.1.10 Estimulos e antagonistas
e Bradicinina (BK) — Calbiochem

e des-Arg-bradicinina (DABK) — Sigma
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Angiotensina II (Ang II) — Bachem, gentilmente cedido pelo Dr. Robson Santos,
UFMG

Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) — Bachem, gentilmente cedido pelo Dr. Robson
Santos, UFMG

Captopril (Cap) — Sigma

Lisinopril (Lis) — Sigma

HOE-140 (Antagonista do receptor B,R) — Sigma

[Leu®]des-Arg’-BK (Antagonista do receptor BjR) — Sigma

Losartan (Antagonista do receptor AT1) — Biossintética

PD123319 (Antagonista do receptor AT2) — Sigma, gentilmente cedido pelo Dr.
Marcelo Einicker-Lamas

A779 (Antagonista do receptor Mas) — Bachem, gentilmente cedido pelo Dr. Robson

Santos, UFMG (SANTOS et al., 2003).

3.1.11 Anticorpos

anti-CD14 humano-FITC, clone M5E2— BD Pharmigen
anti-CD83 humano—PE, clone HB15e¢ — BD Pharmigen
anti-CD11c¢ murino-FITC, clone HL.3 — BD Pharmigen
anti-IL-12p40/70 murino-PE, clone C15.6 — BD Pharmigen

anti-CD16/CD32 murino (receptor de Fey III/IT), clone 2.4G2 — BD Pharmigen

3.1.12 Micro-esferas magnéticas

Micro-esferas magnéticas anti-CD11c¢ murino (N418) — Miltenyi Biotec
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3.1.13 Kit para separacdo magnética
Kit para coluna MACS MS — Myltenyi Biotec

3.1.14 Ovalbumina
Utilizamos na imunizagdo: OVA grau III — Sigma

Utilizamos no re-estimulo in vitro: OVA grau V — Sigma

3.1.15 Adjuvante completo de Freund (CFA)
Adjuvante completo de Freund contendo Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC

25177) inativada por calor — Sigma

3.1.16 Kits de ELISA

IL-6 humano — R&D systems
TNF-o humano — R&D systems
IL-12p40 humano — PeproTech

IFN-y murino — R&D systems
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao de DCs humanas derivadas de mondcitos

Os experimentos com DCs humanas foram realizados em colaboracdo com a Dr.
Vivian M. Rumjanek, fazendo parte da tese de doutorado da estudante Clarissa Nascimento e
de um projeto mais amplo sobre o estudo in vitro da diferenciacdo e maturacdo de células
dendriticas humanas. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (INCA).

Para a realizacdo dos experimentos com DCs humanas, foram coletados 40-60 mL de
sangue periférico de voluntarios sadios em seringas contendo heparina sodica na
concentragdo final de 250 U/mL. Em seguida, as células mononucleares foram obtidas através
de centrifugagdo (400g por 30 min) em gradiente de densidade com Ficoll-paque e plaquedas
em RPMI suplementado com 10% soro fetal bovino inativado (SFBi) e 100 U/mL penicilina e
10 pg/mL de estreptomicina na densidade celular de 5x10° células/mL em placas de 24 pogos.
Ap0s duas horas de incubagdo a 37°C em atmosfera iimida contendo 5% CO,, as células ndo-
aderentes foram descartadas e os mondcitos aderidos a placa, cultivados por cinco dias em
RPMI 10% SFBi suplementado ou nao com as citocinas GM-CSF (50 ng/mL) e IL-4 (50
ng/ml) para a diferenciagdo em DCs. No terceiro e no quinto dia de cultivo, 50 % do meio de
cultura foi descartado e um meio de cultura novo contendo GM-CSF e IL-4 foi readicionado,
mantendo-se as condigdes de cultivo iniciais. No quinto dia de cultura os seguintes estimulos
de maturag¢do foram adicionados em RPMI 10% SFBi suplementado com GM-CSF e IL-4:
TNF-o (50 ng/mL), BK (1, 10 e 100 nM) ou Ang-(1-7) (10 nM) na presenca ou auséncia de
Captopril (25 pM), HOE-140 (100 nM), [Leu®*]des-Arg’-BK (100 nM). Os estimulos foram

mantidos em cultura por 48h a 37°C 5% CO; (figura 6).
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3.2.2 Determinagdo da expressao de CD83 nas DCs humanas

Ap6s o periodo de 48h de estimulo, as culturas de DCs foram centrifugadas e os
sobrenadantes recolhidos e armazenados a -20°C para posterior andlise de citocinas. As
células foram recolhidas em PBS gelado e transferidas para tubos novos. Em seguida, as
células foram lavadas em PBS 5% SFBi e incubadas com os anticorpos anti-CD83-PE (20
ul/10° células) e anti-CD14-FITC (5 ul/10° células) no volume final de 50 pl por 20 min a 4°C
protegidas da luz. Apds o periodo de incubagdo, as cé¢lulas foram lavadas, ressuspendidas em
PBS 5% SFBi ¢ analisadas no citometro de fluxo FACSCalibur (UFRJ - Instituto de

Microbiologia Professor Carlos Goes). Os dados foram analisados no programa WinMDI.

Coleta do sangue periférico de 48h
voluntdrios saudaveis (n=8)

1023

! Sangue periférico

023

FSC-Height FSCHeght

Ficoll-Paque
e DC derivada de mondcito (80-95 % CD14-)
+BK
Centrifugagdo +GM-CSF e IL-4 2
por 5 dias ¢
Plasma Y
[wmons | —
. : Expressdo de CD83 na superficie
- Eritrécitos Produgdo de IL-6, TNFo e IL-12p40
Granulécitos . B
Mondcitos aderentes apés 2 horas Metodologia adaptada de Sallusto & Lanzavecchia, 1994

Figura 6 — Esquema ilustrativo da metodologia de obtencdo e ativacdo de células dendriticas humanas
imaturas.
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3.2.3 Camundongos

Para a realizagdo dos experimentos no modelo murino foram utilizados camundongos
das linhagens, C57BL/6 ¢ DO11.10 (gentilmente cedidos pelo Dr. Jodo Viola, INCA, RJ) e
BALB/c machos e fémeas (25-35g) com idades entre 8 a 12 semanas. Os animais foram
mantidos no Biotério do Programa de Imunobiologia (IBCCF, UFRJ) ou no Biotério do
Centro de Pesquisa do Instituto Nacional do Cancer (INCA, RJ) em temperatura controlada
(22 £ 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas com livre acesso 4 dgua e ragio. Também foram

+HH+

utilizados camundongos das linhagens J129 Sv/Ev (Bo,R™") e B,R™", gentilmente cedidos pelo

Dr. Jodo Bosco Pesquero (Departamento de Biofisica, Universidade Federal de Sao Paulo).

3.2.4 Obtencdo de células CD11c" esplénicas murinas

Bagos de camundongos saudaveis BALB/c, J129 ou B,R” foram retirados, cortados
em pequenos pedagos e tratados com RPMI suplementado com 1 mg/mL de colagenase D,
100 pg/mL de DNAsel e 0,5 mM de EDTA por 1 h a 37°C. Ap6s o periodo de incubagio, as
hemadcias da suspensdo celular foram lisadas com solu¢dao de lise de hemécias por 5 min a
temperatura ambiente. As células foram lavadas, contadas e incubadas com micro-esferas
magnéticas anti-CD11c em PBS 5% SFB por 20 min a 4°C conforme as recomendac¢des do
fabricante. A suspensdo celular foi lavada, ressuspendida em PBS 5% SFB e submetida a
coluna magnética. As células CD11c" foram separadas através de selecdo positiva em coluna
MS acoplada a um separador magnético (Miltenyi Biotec) conforme o protocolo do
fabricante. As células CD11c" purificadas foram plaqueadas em placas de 24 pocos na
densidade celular de 10° células/mL em RPMI suplementado com 10% SFB fresco ¢ 100
U/mL penicilina-estreptomicina. Em seguida, os seguintes estimulos foram adicionados: BK

(10 nM) + Lisinopril (25 puM) ou Ang-(1-7) (0,1, 1, 10 e 100 nM) na presenca ou auséncia de
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Losartan (1 uM), A779 (1 uM) e PD123319 (1 uM). Os estimulos foram mantidos em cultura

por 18 h a 37°C 5% CO; (figura 7).
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Figura 7 — Esquema ilustrativo da metodologia de obtencdo e ativagdo de células dendriticas
esplénicas murinas CD11c".

3.2.5 Determinagao da produgdo de IL-12 por citometria de fluxo

Ap6s o periodo de 18 h de estimulo in vitro, adicionou-se Brefeldina A (10 pg/mL) as
culturas de DCs murinas por 4 h, a fim de paralisar a secrecdo de citocinas através do
complexo de Golgi, acumulando-as no meio intracelular. As células foram recuperadas e
transferidas para tubos novos. As células foram lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo
bloqueador do receptor de Fc (1pg/10° células) por 20 min a 4°C. Em seguida, as células
foram incubadas com o anticorpo de superficie anti-CD11¢-FITC (1pg/10 células) por 30 min
a 4°C. As células foram lavadas em PBS 0,1% SFB e fixadas com 2% de paraformaldeido por

5 min a temperatura ambiente. As células foram lavadas duas vezes em PBS 1% SFB e
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incubadas com o anticorpo anti-IL-12p40/70-PE (1pg/10° células) em PBS 0,1% SFB 0,5%
saponina por 30 min a 4°C. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS para leitura no
citometro de fluxo. As células foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (UFR]J -

Instituto de Microbiologia Professor Carlos Goées) e os dados analisados no programa

WinMDI.

3.2.6 Obtencao das células dos linfonodos inflamatorios

Camundongos C57BL/6 ou DO11.10 saudaveis foram imunizados pela via subcutanea
(s.c.) na pata com 100 pg de OVA em CFA (1:1) no volume final de 50 pl por pata. Quando
indicado, os camundongos foram tratados previamente s.c. com HOE-140 (200ug/kg, 1 hora
antes e 5 horas apds a imunizacdo) ou B9858 (200ug/kg, 2 horas antes e 5 horas apos a
imunizagdo). Apos 12 dias, os animais foram sacrificados e os linfonodos drenantes (popliteos
e inguinais) foram retirados e macerados em DMEM completo suplementado com 10% SFBi.
A suspensdo celular foi lavada e o nimero de células avaliado. As células totais dos
linfonodos foram re-estimuladas com 50, 200 ou 500 pg/mL de OV A na presenga ou auséncia
de BK (100 nM), Captopril (25 uM), HOE-140 (1 uM), [Leu®]des-Arg’-BK (1 pM), A779 (1
uM). Em seguida, as células foram plaqueadas na densidade celular de 10° células/mL e

incubadas a 37°C 5%CO, por 72h.

3.2.7 Determinagao das citocinas por ELISA

Ap6s o periodo de 48h ou 72h de incubagdo, os sobrenadantes das culturas celulares

foram recolhidos, centrifugados para excluir contaminagdes celulares e armazenados a -20°C.
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A quantifica¢do das citocinas IL-6, TNFa, IL-12p40, IFNy e IL-17A nos sobrenadantes foi

realizada através do método de ELISA de captura conforme recomendagdes do fabricante.

3.2.8 Anélise da proliferacao celular

As células totais dos linfonodos drenantes foram plaqueadas na densidade de 2x10°
células por poco em placas de 96 pocos fundo chato. As culturas celulares foram re-
estimuladas com 50 ou 500 pg/mL de OVA na presenca ou auséncia de BK (100 nM),
Captopril (25 uM), HOE-140 (1 pM) e [Leu®]des-Arg’-BK (1 uM) por 62h a 37°C 5%CO:,.
Adicionou-se, entdo, timidina-H’ na concentragdo de 5uCi/mL por 10 h. As culturas celulares
foram congeladas e, posteriormente, recolhidas e transferidas para papel de 1a de vidro no
coletor CellHarvest. Os papéis foram transferidos para tubos do cintiliador e incubados por 18
h para secagem. Em seguida, adicionou-se ImL de liquido de cintilacdo por tubo e a
incorporagdo de timidina-H’ foi determinada no contador de particulas p modelo Beckman LS

6000 LL.

3.2.9 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prisma. Os dados
foram comparados utilizando andlise de variancia (ANOV A) pareada (estudos com humanos)
ou ndo-pareada (modelo murino), seguida do pos-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de

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

4.1 Ativagao de células dendriticas humanas pela bradicinina

Nos estudos com humanos, isolamos monocitos de sangue periférico de oito doadores
saudaveis e, utilizando a metodologia descrita por Sallusto e Lanzavecchia, em 1994,
obtivemos e estimulamos DCs humanas derivadas de mondcitos com concentragdes distintas
de BK (1, 10, 100 nM), as quais foram baseadas nos estudos sobre a maturagdo de DCs
murinas induzida por cininas (ALIBERTI et al., 2003). Apds 48 horas de incubagdo em meio
completo, analisamos a expressdo do marcador de maturagdo, CD83, por citometria de fluxo.
A adicdo de TNF-o as culturas de DCs imaturas foi utilizada como controle positivo de
ativagdo das DCs humanas. Como observado na figura 1, a adicdo de BK nas concentragdes
de 10 nM e 100 nM foi capaz de aumentar a expressdo de CD83 na superficie das DCs de
modo dependente da concentra¢do (aumento de, respectivamente, 2,7 e 3,2 vezes) € em niveis
semelhantes ao TNF-o (aumento de 3,2 vezes) (figura 8). Observamos que entre os 0ito
doadores analisados, seis (75 % da populacdo avaliada) apresentaram DCs derivadas de
mondcitos responsivas a BK.

Como discutido na introducdo, a ECA/cininase II (CD143) é encontrada tanto na
superficie celular de DCs humanas (LAPTEVA et al., 2001; KRAMERS et al., 2001), quanto
nos soros comerciais utilizados no meio de cultura (BRAMUCKCI et al., 1999), constituindo a
principal enzima degradadora de cininas nos estudos in vitro. A adi¢do de 10 nM de BK em
meio suplementado com o inibidor da ECA, captopril (Cap), potencializou o aumento da
expressdo de CD83 induzido pela BK nas DCs humanas (aumento de 1,3 vezes em relagdo ao
estimulo com apenas BK). Ja na concentragdo de 100 nM de BK ndo observamos efeito

potencializador, nem tampouco efeito negativo do captopril (Figura 9). O percentual de
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células expressando CD83 (entre 90 a 96% de células CD83") e a auséncia de efeitos

potencializadores do captopril sugerem que foram alcangados os niveis maximos de expressao

desse marcador.
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Figura 8 — Ativacdo das células dendriticas humanas pela bradicinina. Mondcitos obtidos do sangue
periférico de doadores voluntarios saudaveis foram cultivados em RPMI suplementado com 10% SFB,
na auséncia (A) ou presenca de IL-4 (50 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) por 5 dias (B-F). No quinto
dia foram adicionados: (B) meio de cultura, (C) TNF-o (50ng/mL), (D) BK 1 nM, (E) BK 10 nM, (F)
BK 100 nM. Apos 48 h, as células foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-CD14 FITC e
anti-CD83 PE. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCalibur e analisadas no
programa WinMDI. Os histogramas apresentam a expressdao de CD83 e o percentual de células
CD83'/CD14" de um experimento representativo de pelo menos dois doadores. O grafico (G)

representa a dispersao dos dados de cada doador.
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Figura 9 — Ativacdo das células dendriticas humanas pela bradicinina. Mondcitos obtidos do sangue
periférico de doadores voluntarios saudaveis foram cultivados em RPMI suplementado com 10% SFB
na presenga de IL-4 (50 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) por 5 dias. No quinto dia foram adicionados:
(A) meio de cultura, (B) TNF-a (50 ng/mL), (C) BK 10 nM, (D) BK 10 nM + Cap (25 uM), (E) BK
100 nM, (F) BK 100 nM + Cap (25 puM). Apos 48 h, as células foram lavadas e incubadas com os
anticorpos anti-CD14 FITC e anti-CD83 PE. As amostras foram adquiridas no citdometro de fluxo
FACSCalibur e analisadas no programa WinMDI. Os histogramas representam a expressao de CD83 e
o percentual de células CD83"/CD14" de um experimento representativo de pelo menos dois doadores.
O grafico (G) representa a dispersdo dos dados de cada doador. Os graficos (H) representam a média e
o erro padrdo de quatro experimentos independentes. Os dados foram analisados estatisticamente por
ANOVA pareada, seguido de pos-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de significancia minimo de 5%.

Conforme descrito na introdugdo, dois tipos de receptores de cininas distintos foram
definidos: o receptor de expressdo constitutiva, B,R, e o receptor B;R, induzido apos injaria
tecidual (revisado por LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Para investigar a natureza dos
mecanismos envolvidos na ativagcdo das DCs humanas pela BK, adicionamos os antagonistas
peptidicos HOE-140 (antagonista de B,R) e [Leu‘]des-Arg’-BK (antagonista de BjR)
imediatamente antes do estimulo de DCs humanas com BK. Surpreendentemente, a adigdo
desses antagonistas ndo bloqueou o aumento da expressdo de CD83 nas DCs humanas (Figura
10), ndo obstante o fato desses compostos apresentarem eficdcia comprovada em estudos
rotineiros do nosso grupo de pesquisa utilizando DCs e macréfagos murinos, células

endoteliais e musculo liso humanos.
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Figura 10 — Participagdo dos receptores de cininas na ativa¢do de DCs humanas induzida pela BK.
Monocitos obtidos do sangue periférico de doadores voluntarios saudaveis foram cultivados em RPMI
suplementado com 10% SFB na presenca de IL-4 (50 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) por 5 dias. No
quinto dia foram adicionados: (A) meio de cultura, (B) BK 100 nM, (C) BK 100 nM + HOE-140 (100
nM), (D) BK 100nM + [Leu®]des-Arg’-BK (100 nM). Apés 48 h, as células foram lavadas e incubadas
com os anticorpos anti-CD14 FITC e anti-CD83 PE. As amostras foram adquiridas no citdmetro de
fluxo FACSCalibur e analisadas no programa WinMDI. Os histogramas apresentam a expressao de
CD83 e o percentual de células CD83/CD14" de um experimento representativo de pelo menos dois
doadores. O grafico (E) representa a dispersao dos dados de cada doador.
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Citocinas pro-inflamatorias produzidas pelas DCs ativadas, como por exemplo, 1L-12,
TNF-o e IL-6, s3o essenciais no processo de diferenciacdo de células T durante o
desenvolvimento de respostas imunes. Consistente com os dados descritos para CD83,
observamos que a adicdo de BK foi capaz de aumentar a producdo de IL-6 (em torno de 2 a
120 vezes) e TNF-o (em torno de 500 a 2000 vezes), além de aumentar a produgdo de IL-
12p40 (em torno de 1,5 a 3 vezes), de modo dependente da concentragdo (Figura 11). Tal
como observado anteriormente, o estimulo com BK (10 nM) em meio suplementado com
captopril foi capaz de potencializar a producdo de IL-6 (em, aproximadamente, 15 vezes),
TNF-o (em, aproximadamente, 5 vezes) e IL-12p40 (em, aproximadamente, 2 vezes) (Figura
11). A adicdo de captopril as culturas estimuladas com 100 nM de BK ndo alterou os niveis de

IL-6 e IL-12p40, porém promoveu efeito negativo na produ¢do de TNF-o (Figura 4).
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Figura 11 — Producéo de citocinas pro-inflamatorias induzida pela BK nas DCs humanas. Monocitos
obtidos do sangue periférico de doadores voluntarios saudaveis foram cultivados em meio
suplementado com 10% SFB na presenca de IL-4 (50 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) por 5 dias. No
quinto dia foram adicionados a cultura TNF-o (50 ng/mL), BK (nas concentragoes de 1 nM, 10 nM ou
100 nM) na presenca ou auséncia de captopril (25 uM). Apds 48 h, os sobrenadantes das culturas
foram coletados ¢ a produgdo de IL-6, TNF-o. e IL-12p40 foi analisada por ELISA. Os graficos
representam um experimento representativo (n=3).
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Em seguida, verificamos se os antagonistas dos receptores de cininas (BoR e BiR)
eram capazes de bloquear a inducdo das citocinas IL-6 e TNF-o pela BK nas DCs humanas.
Tal como observado na expressdo de CD83 na superficie das DCs humanas, os antagonistas
dos receptores B,R e B;R ndo foram capazes de bloquear o aumento da producgdo das

citocinas analisadas induzida pela BK (Figura 12).

BK 100 nM BK 100 nM

9000 3000+

8000 2500

7000
Z 6000 ;ET 2000-
£ s000- E)
2 £ 1500
o 40007 3
= 30004 E 1000

2000 500

1000

c 1 ) ) ) c T ) ) )
(] . Q .
O g oF S o o
S < o & &< o
S 8 & & 9 O
o BY q?' Y BY ¥
bz’ 606
& $
Q 00
A\ &

Figura 12 — Participagdo dos receptores de cininas na producdo de citocinas pro-inflamatorias
induzida pela BK em DCs humanas. Monocitos obtidos do sangue periférico de doadores voluntarios
saudaveis foram cultivados em RPMI suplementado com 10% SFB na presenca de IL-4 (50 ng/mL) ¢
GM-CSF (50 ng/mL) por 5 dias. No quinto dia foram adicionados a cultura BK (100 nM) na presenca
ou auséncia do antagonista de B,R (HOE-140, 100 nM) ou de BiR ([Leu®*]des-Arg’-BK, 100 nM).
Ap6s 48 h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e a produgdo de IL-6 ¢ TNF-a foi analisada
por ELISA. Os graficos representam um experimento representativo (n=2).
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4.2 Modulacao da resposta T pelas cininas nos linfonodos inflamatoérios

Na se¢do anterior, investigamos os efeitos das cininas na ativagdo de DCs humanas
derivadas de mondcitos. O conceito de que as cininas sdo capazes de induzir respostas imunes
foi, recentemente, confirmado em estudos realizados em camundongos infectados com
patégenos munidos de enzimas liberadoras de cininas, como o protozodrio parasita
Trypanosoma cruzi (MONTEIRO et al., 2006; MONTEIRO et al., em preparagdo) e a
bactéria Porphyromonas gingivalis (RAPOSO, em preparacdo). Um segundo ponto
importante vem de estudos de vacinacdo em andamento no nosso laboratério que observam
que a BK sintética constitui um potente adjuvante capaz de conferir imunidade protetora a
camundongos desafiados com doses letais de 7. cruzi, uma vez que ¢ capaz de induzir
respostas imunes do tipo Tyl intensas e da ativacdo das populagdes efetora e de memoria de
células T CD8" (MONTEIRO et al., em preparacdo). Esses resultados estimularam-nos a
questionar se além de serem capazes de iniciar respostas imunes, as cininas estariam atuando
em respostas tardias/secundarias.

Considerando que os linfonodos também estdo sujeitos a estimulos pro-inflamatorios
de natureza enddgena drenados pela linfa, resolvemos investigar se cininas podem ter impacto
na resposta secunddria in vitro. Com esse proposito, utilizamos um modelo classico de
indugdo de resposta do tipo Tyl, a imunizacdo de camundongos com ovalbumina (OVA) em
adjuvante completo de Freund (CFA) pela via subcutanea, no qual injetamos s.c. CFA/OVA
na pata de camundongos C57BL/6 e, ap6s 12 dias, sacrificamos os animais e retiramos 0s
linfonodos drenantes popliteo e inguinal (Figura 13A). A imuniza¢gdo com CFA/OVA induz
uma inflamag¢do intensa e de longa durag@o nos sitios injetados e nos linfonodos drenantes.
Alguns autores descrevem tais linfonodos como linfonodos inflamatorios, ja4 que ocorrem

alteracdes drasticas em sua dindmica e seus componentes, incluindo aumento do fluxo
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linfatico e sangiiineo, imigragdo de linfocitos, DCs e células NK e reorganiza¢do da rede
reticular do linfonodo (revisado por DRAYTON et al., 2006).

As células totais dos linfonodos drenantes foram colocadas em cultura, re-estimuladas
com OVA (50, 200, 500 pg/mL) na presenca ou auséncia de BK (100 nM) e, apos 72 h, a
producdo de IFN-y foi analisada (Figura 13A). Observamos que a adi¢do de BK, na presenca
do inibidor da ECA/cininase II, captopril, as culturas re-estimuladas com OVA foi capaz de
modular positivamente a producdo de IFN-y pelas células dos linfonodos drenantes
inflamatérios (Figura 13B). E importante notar que o aumento na produgao de IFN-y induzido
por BK + Cap ocorreu quando o re-estimulo foi realizado com 200 pg/mL ou 500 pg/mL de
antigeno (OVA) (Figura 13B). Os efeitos dos estimulos apenas com BK ou Cap revelam uma
tendéncia ao aumento da producdo de IFN-y, apesar de ndo atingir significancia estatistica
(Figura 13C). Vale ressaltar que a adicdo de BK, na presenca ou auséncia de Cap, as culturas
que ndo foram re-estimuladas com OV A ndo foi capaz de aumentar a produgdo de IFNYy pelas

c¢lulas dos linfonodos inflamatérios (dados ndo mostrados).
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A C57BL/6 LNs drenantes inflamatdrios
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Figura 13 — Modulagdo da producao antigeno-especifica de IFN-y induzida pela BK exodgena nos
linfonodos inflamatdrios de camundongos C57BL/6. Camundongos machos C57BL/6 (n=3) foram
imunizados s.c. com CFA/OVA (100 pg/pata) e, apds 12 dias, as células dos linfonodos popliteos e
inguinais foram recuperadas e estimuladas in vitro com OVA, nas doses de 50, 200 ou 500 pg/mL, na
presenga ou auséncia de BK (100 nM) e/ou captopril (Cap, 25 uM). Apos 72 horas, os sobrenadantes
das culturas celulares foram coletados e a produgdo de IFN-y foi determinada por ELISA. Os dados
foram analisados estatisticamente por ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de
significancia minima de 5%. Os graficos indicam as médias e os erros padroes de um experimento
representativo (n=3).
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Além da producdo de IFN-y, analisamos a proliferagdo celular induzida pelo re-
estimulo com OV A na presenga ou auséncia de BK (Figura 14A). Observamos que a adigdo
de OVA induz um aumento na proliferacdo das células nos linfonodos de camundongos
C57BL/6. No entanto, mediante o re-estimulo com OV A na presenca de BK, Cap ou Cap +
BK n3o observamos aumento na proliferagdo celular quando comparamos com os perfis

proliferativos das culturas que receberam apenas o antigeno (Figura 14B).
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Figura 14 — Modula¢do da proliferacdo celular induzida pela BK exogena nos linfonodos
inflamatdrios de camundongos C57BL/6. Camundongos machos C57BL/6 (n=3) foram imunizados
s.c. com CFA/OVA (100 pg/pata) e, apos 12 dias, as células dos linfonodos popliteos e inguinais
foram recuperadas e estimuladas in vitro com OVA (500 pg/ml) na presenga ou auséncia de
bradicinina (BK, 100 nM) e/ou captopril (Cap, 25 uM). Apés 62 horas, foi adicionada H’ timidina as
culturas celulares por 10 horas. As células foram, entdo, recuperadas e a incorporagio de H’ timidina.
foi quantificada em um contador de particulas 3 modelo Beckman LS 6000 LL. O grafico indica as
médias e os erros padroes de um experimento representativo (n=2).
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Com o intuito de aumentar a sensibilidade de nossos ensaios, utilizamos o mesmo
protocolo de imunizagio em camundongos transgénicos DO11.10 (cujas células T CD4"
possuem TCR especifico para OVA, sendo todas portanto responsivas 8 OVA). Apos 12 dias,
recuperamos as células dos linfonodos drenantes popliteo e inguinal, re-estimulamos com
OVA na presenca ou auséncia de BK e, apos 72 h, a produgdo de IFN-y foi analisada (Figura
15A). Os dados mostrados na figura 15 revelam que a adicdo de BK, Cap ou Cap + BK as
culturas re-estimuladas com OVA foi capaz de modular positivamente a produg¢ao de IFN-y
pelas células dos linfonodos drenantes inflamatorios dos camundongos transgénicos DO11.10
(Figura 15B). Vale ressaltar que a adi¢do de BK, na presenca ou auséncia de Cap, as culturas
que ndo foram re-estimuladas com OV A ndo foi capaz de aumentar a producao de IFN-y pelas

c¢lulas dos linfonodos inflamatérios (dados ndo mostrados).
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Figura 15 — Modulacdo da producdo antigeno-especifica de IFN-y induzida pela BK nos linfonodos
inflamatérios de camundongos DO11.10. Camundongos machos DO11.10 (n=3) foram imunizados
s.c. com CFA/OVA (100 pg/pata) e, apos 12 dias, as células dos linfonodos popliteos e inguinais
foram recuperadas e estimuladas in vitro com OVA (50 pg/mL) na presenca ou auséncia de BK (100
nM) e/ou Cap (25 uM). Apds 72 h, os sobrenadantes das culturas celulares foram coletados e a
producdo de IFN-y foi determinada por ELISA. Os dados foram analisados estatisticamente por
ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de significancia minima de 5%. O grafico
indica as médias e os erros padroes de um experimento representativo (n=3).
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Além da producdo de IFN-y, analisamos a proliferagdo celular induzida pelo re-
estimulo com OV A na presen¢a ou auséncia de BK (Figura 16A). Consistente com os dados
obtidos no modelo com C57BL/6, a adigdo de BK, Cap ou Cap + BK ndo alterou a

proliferagdo celular quando comparamos com os perfis proliferativos das culturas que

receberam apenas o antigeno OVA (Figura 16B).
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Figura 16 — Modulagao da proliferacdo celular induzida pela BK exdgena nos linfonodos
inflamatorios de camundongos DO11.10. Camundongos machos DO11.10 (n=3) foram imunizados
s.c. com CFA/OVA (100 pg/pata) e, apos 12 dias, as células dos linfonodos popliteos e inguinais
foram recuperadas e estimuladas in vitro com OVA (50 pg/mL) na presenga ou auséncia de BK (100
nM) e/ou Cap (25 uM). Apés 62 horas, foi adicionada H’ timidina (5 pCi/mL) as culturas celulares por
10 horas. As células foram, entdo, recuperadas e a incorporacio de H® timidina foi quantificada em um
contador de particulas f modelo Beckman LS 6000 LL. O grafico indica as médias e os erros padroes
de um experimento representativo (n=2).
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Para avaliar a participagdo dos receptores de cininas nos efeitos modulatorios da BK
nos linfonodos inflamatodrios, adicionamos os antagonistas peptidicos HOE-140 (antagonista
de B;R) e/ou [Leu®]des-Arg’-BK (antagonista de B;R) no momento do re-estimulo.
Observamos que a adicdo desses antagonistas, isolados ou em conjunto, ndo foi capaz de
bloquear o aumento na produ¢do de IFN-y induzido pela BK nos linfonodos inflamatorios de

camundongos DO11.10 ou C57BL/6 (Figura 17).
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Figura 17 — Participagdo dos receptores de cininas na producdo de IFN-y induzida pela BK ex6gena
em linfonodos inflamatorios. Camundongos machos DO11.10 (n=3) (A) ou C57BL/6 (n=3) (B) foram
imunizados s.c. com CFA/OVA (100 pg/pata). Apos 12 dias, as células dos linfonodos popliteos e
inguinais foram recuperadas e re-estimuladas in vitro com OVA, nas concentragdes de 50 (A) ou 500
pg/mL (B). Conforme indicado na figura, algumas culturas foram suplementadas com BK (100 nM) e
Cap (25 uM), na presenga ou auséncia de HOE-140 (1 uM) ou [Leu®]des-Arg’-BK (1 uM). Apds 72 h,
os sobrenadantes das culturas foram coletados e a producao de IFN-y foi determinada por ELISA. Os
graficos indicam as médias e os erros padroes de um experimento representativo (n=3).
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Tendo em vista que existem poucos relatos na literatura sobre os efeitos das cininas na
migracdo de linfoécitos humanos (PAEGELOW & LANGE, 1982; MCFADDEN &
VICKERS, 1989; PRAT et al., 1999; PRAT et al., 2005), secre¢do de citocinas por linfocitos
murinos (PAEGELOW & WERNER, 1986), aumento dos niveis de AMPc em linfocitos
(KIMURA et al., 1979), verificamos se o aumento da producdo de IFN-y observado nos
ensaios de re-estimulo dos linfonodos inflamatoérios com OVA poderia ser decorrente, ao
menos em parte, da acdo direta da BK sobre os linfocitos. Essa questdo foi abordada da
seguinte forma: isolamos células T de linfonodos de camundongos C57BL/6 saudaveis e
estimulamos in vitro com os anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 na presenca de IL-2. No
terceiro dia, as células foram recuperadas e colocadas em repouso por 48h na presenca de IL-
2. Apos esse periodo, as células foram re-estimuladas com anti-CD3 na presenga ou auséncia
de BK (100 nM) e/ou Cap (25 puM). Apos 72 horas, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e a producdo de IFN-y foi analisada (figura 18A). Os resultados indicam que a
adicdo de BK exogena ndo alterou a producdo de IFN-y induzida, exclusivamente, por anti-
CD3 nos linfécitos purificados (figura 18B).

O receptor BR foi o tnico receptor de cininas identificado em linfocitos (PRAT et al.,
1999). Considerando que a BK adicionada as culturas de células dos linfonodos inflamatorios
pode estar sendo convertida a des-Arg-BK, agonista do receptor B;R, através de
carboxipeptidades presentes no soro ou secretadas por células, verificamos se a adi¢do de des-
Arg-BK (DABK, 100 nM) as culturas de linfocitos isolados no momento do re-estimulo seria
capaz de modular a producdo de IFN-y induzida por anti-CD3. Observamos que, assim como
a BK, a adicdo de DABK nao foi capaz de aumentar a producdo de IFN-y pelos linfocitos
ativados com anti-CD3 (figura 18B), o que sugere que as cininas ndo estdo agindo

diretamente sobre os linfocitos.
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Figura 18 — Modulacdo da producdo de IFN-y induzida pela BK exdgena em células T isoladas.
Células T de linfonodos de camundongos machos C57BL/6 (n=3) foram purificadas utilizando micro-
esferas magnéticas de acordo com o protocolo do fabricante (Micro Beads, MACS technology). As
células T isoladas (95 % de células T CD3") foram estimuladas in vitro com os anticorpos anti-CD3 (1
pg/mL) e anti-CD28 (1 pg/mL) por 72 h. Apos, 24 h, foi adicionada IL-2 as culturas. No terceiro dia,
as células foram recuperadas, lavadas e colocadas em cultura por 48 h na presenca de IL-2. Apos o
periodo de repouso, as células foram estimuladas com anti-CD3 (1 pg/mL) na presencga ou auséncia de
BK (100 nM) e/ou Cap (25 pM) e/ou DABK (100 nM). Apoés 72 h, os sobrenadantes das culturas
foram coletados ¢ a produgdo de IFN-y foi determinada por ELISA. O grafico representa um
experimento preliminar (n=1).
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4.3 Células dendriticas e o sistema renina-angiotensina

Em 2001, Lapteva e colaboradores demonstraram que os genes do sistema renina-
angiotensina sdo modulados durante a diferenciacdo e maturagdo de DCs humanas derivadas
de monécitos (LAPTEVA et al., 2001). Os autores descreveram que os genes da enzima
conversora de angiotensina (ECA), do angiotensinogénio e da proteina ligadora de renina sdo
expressos tanto nas DCs imaturas quanto nas DCs maduras (LAPTEVA et al., 2001). No
trabalho seguinte, os autores relataram que o estimulo de DCs humanas imaturas com Ang II
¢ capaz de induzir a producdo de IL-6 e TNF-o. (LAPTEVA et al., 2002). Curiosamente, 0s
autores também observaram que a adi¢do de captopril, inibidor da geracdo de Ang II pela
ECA, diminuia a producdo de citocinas pro-inflamatorias induzidas por LPS, sugerindo um
papel para Ang II/ECA no processo de maturagdo de DCs humanas induzida por TLRs
(LAPTEVA et al., 2002). Considerando que, em diversos sistemas biologicos, foram descritos
efeitos cooperativos entre BK e Ang-(1-7), resolvemos investigar os efeitos do estimulo com
Ang-(1-7) no processo de ativagio de DCs CD11c" esplénicas murinas.

Com esse propodsito, células CDI1lc” foram isoladas de bagos de camundongos
BALB/c utilizando anticorpos anti-CD11c acoplados a micro-esferas magnéticas (figura 19).
Em seguida, as DCs isoladas foram estimuladas em meio completo na presenga de
concentragdes crescentes de Ang-(1-7). Apoés 18 h de estimulo, analisamos o percentual de
células produtoras de IL-12p40/70 por citometria de fluxo. Como controle positivo, as DCs
foram estimuladas com BK na presenca de lisinopril (MONTEIRO et al., em preparagio),
inibidor seletivo da ECA. Nessas condicdes, observamos que a adicdo de Ang-(1-7), nas
concentragdes de 1, 10 e 100 nM, foi capaz de aumentar o percentual de células produtoras de
IL-12p40/70 (em torno de 42, 52 e 33 vezes, respectivamente). Na concentragdo de 100 nM, o

estimulo com Ang-(1-7) induziu um menor percentual de células produtoras de IL12p70
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(33,33 % de células CD11c/IL-12p40/70") em relagdo ao percentual obtido com o estimulo
com 10 nM de Ang-(1-7) (52,63 % de células CD11c"/IL-12p40/70") (Figura 19). O perfil
sinoidal de resposta observado ¢ caracteristico de receptores acoplados a proteina G

heterotrimérica sujeitos a desensibilizagdo em altas concentragdes de agonistas (Figura 19).
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Figura 19 — Ativagio de DCs esplénicas murinas pela Ang-(1-7). Células CD11c" foram isoladas de
bagos de camundongos machos BALB/c saudaveis e estimuladas com BK (10 nM) na presenga de
lisinopril (Lis, 25 uM) ou Ang-(1-7), nas concentragdes de 0.1 nM, 1 nM, 10 nM e 100 nM, em meio
suplementado com 10% SFB a 37°C. Apo6s 18 h de estimulo, foi adicionada Brefeldina A (10 pg/mL)
as culturas e 4 h depois as células foram lavadas, fixadas com paraformaldeido 2% e incubadas com o
anticorpo anti-CD11c FITC. As células foram, entdo, permeabilizadas com 0,5 % de saponina e
incubadas com o anticorpo anti-IL12p70 PE. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo
FACSCalibur e analisadas no programa WinMDI. Os graficos indicam o percentual de células CD11c"
produtoras de IL-12p40/70 em um experimento representativo (n=2).

Como apresentado na introdugdo, o receptor 6rfaio Mas foi identificado como o

receptor natural para a Ang-(1-7) (SANTOS et al., 2003), sendo altamente expresso no tecido
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cerebral, nos testiculos (BUNNEMANN et al., 1990; XU et al., 2007), no tecido cardiaco
(TALLANT et al., 2005; CASTRO et al., 2005), no endotélio vascular (SANTOS et al.,
2003; FARIA-SILVA et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007) e nos rins (SANTOS et al., 2003).
Recentemente, alguns trabalhos descreveram que o receptor Mas pode interagir fisicamente
com os receptores de angiotensina, AT1 e AT2, modulando positivamente ou negativamente
os efeitos mediados pela Ang-(1-7) (KOSTENIS et al., 2005; CASTRO et al., 2005). Para
caracterizar a participagdo dos receptores de Ang-(1-7), Mas, e de angiotensina I, AT1 e AT2
na producdo de IL-12p40/70 induzida pela Ang-(1-7), adicionamos os respectivos
antagonistas as culturas imediatamente antes do estimulo das DCs CD11c" esplénicas com
Ang-(1-7). Nessas condi¢des, observamos que o aumento no percentual de células produtoras
de IL-12p40/70 induzido pelo estimulo com 10 nM (Figura 20A) e 100 nM (Figura 20B) de
Ang-(1-7) foi bloqueado tanto na presenga do antagonista do receptor Mas (A779), quanto na
presenca do antagonista do receptor AT1 (losartan) (Figura 20A,B). Contrastando com os
efeitos desses compostos, o tratamento das culturas com o antagonista do receptor AT2
(PD123319) ndo alterou a indugdo de IL-12p40/70 pela adicdo de 100 nM de Ang-(1-7)

(Figura 21).
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Figura 20 — Participag@o dos receptores de angiotensina na ativacdo de DCs murinas pela Ang-(1-7).
Células CD11c+ foram isoladas de bagos de camundongos machos BALB/c saudaveis e estimuladas
com Ang-(1-7), nas concentragdes de 10 nM ou 100 nM, na presenca ou auséncia dos antagonistas dos
receptores Mas (A779, 1uM) ou AT1 (losartan, 1uM) em meio suplementado com 10% SFB a 37°C.
Apo6s 18 h de estimulo, foi adicionada Brefeldina A (10pug/mL) as culturas e 4h depois as células
foram lavadas, fixadas com paraformaldeido 2% e incubadas com o anticorpo anti-CD11c FITC. As
células foram, entdo, permeabilizadas com 0,5 % de saponina e incubadas com o anticorpo anti-
IL12p40/70 PE. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo FACSCalibur e analisadas no
programa WinMDI. Os graficos indicam o percentual de células CD11c" produtoras de IL-12p40/70
em um experimento representativo (n=2).
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Figura 21 — Participag@o dos receptores de angiotensina na ativacdo de DCs murinas pela Ang-(1-7).
Células CD11c+ foram isoladas de bagos de camundongos machos BALB/c saudaveis e estimuladas
com Ang-(1-7) (100 nM), na presenca ou auséncia do antagonista do receptor AT2 (PD123319, 1uM)
em meio suplementado com 10% SFB a 37°C. Apo6s 18 h de estimulo, foi adicionada Brefeldina A
(10pg/mL) as culturas e 4h depois as células foram lavadas, fixadas com paraformaldeido 2% e
incubadas com o anticorpo anti-CD11c FITC. As células foram, entdo, permeabilizadas com 0,5 % de
saponina e incubadas com o anticorpo anti-IL-12p40/70 PE. As amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo FACSCalibur e analisadas no programa WinMDI. Os graficos indicam o percentual
de células CD11c¢" produtoras de IL-12p40/70 em um experimento representativo (n=2).
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AbdAlla e colaboradores demonstraram que os receptores AT1 e BoR podem interagir
fisicamente, formando heterodimeros na superficie celular. Essa intera¢do resulta no aumento
da eficacia e da poténcia da sinalizacdo pela Ang II e em alteracdes na dindmica de
internalizacdo desses receptores (ABDALLA et al., 2000). Considerando que a Ang-(1-7)
induz a producio de IL-12p40/70 em DCs CD11c" esplénicas murinas através de uma via
interdependente dos receptores Mas e AT1 (Figura 9), resolvemos determinar se essa resposta
poderia ser reflexo da cooperatividade entre os receptores Mas e/ou AT1 e B,R. Com essa
finalidade, isolamos células CD11c" de bagos de animais selvagens J129 (WT) e deficientes
para o receptor BoR (BoR™") e estimulamos com BK na presenca do lisinopril ou Ang-(1-7).
Consistente com os dados previamente publicados, observamos que a BK ¢ capaz de
aumentar o percentual de células produtoras de IL-12p40/70 em DCs selvagens, mas ndo em
DCs que ndo possuem o receptor BoR (ALIBERTI ef al., 2003). Entretanto, observamos que o
estimulo com Ang-(1-7) € capaz de induzir aumento no percentual de células produtoras de
IL-12p40/70 em células isoladas de animais selvagens e deficientes para o receptor B,R
(Figura 22). Esses resultados sugerem que o receptor B,R ndo estd envolvido na sinalizagdo
por Ang-(1-7) em DCs. Em sintese, nossos dados sugerem que Ang-(1-7) ¢ capaz de estimular
a producdo de IL-12p40/70 por DCs convencionais imaturas isoladas de bago, mediante
sinalizacdo dos receptores Mas e AT, sem indicios do engajamento cooperativo de B,R ou

AT2.
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Figura 22 - Angiotensina-(1-7) ¢ capaz de induzir a produgdo de IL-12p40/70 em DCs murinas
através de uma sinalizagdo independente do receptor B,R. Células CD11c+ foram isoladas de bagos de
camundongos machos J129 (WT) ou B,R ™ saudaveis e estimuladas com BK na presenga de lisinopril
ou Ang-(1-7) (10 nM) em meio suplementado com 10% SFB a 37°C. Apods 18 h de estimulo, foi
adicionada Brefeldina A (10pg/mL) as culturas e 4 h depois as células foram lavadas, fixadas com
paraformaldeido 2% e incubadas com o anticorpo anti-CD1lc FITC. As células foram, entdo,
permeabilizadas com 0,5 % de saponina e incubadas com o anticorpo anti-IL12p70 PE. As amostras
foram adquiridas no citometro de fluxo FACSCalibur e analisadas no programa WinMDI. Os graficos
representam o percentual de células CD1lc’ produtoras de IL-12p40/70 em um experimento
preliminar.
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5. Discussao

Nesta dissertacdo, utilizamos diversas abordagens para estudar o impacto de produtos
de ativacdo dos sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina sobre a fun¢do de células
dendriticas. Para facilitar a discussdo, os temas apresentados serdo tratados separadamente.
Na primeira parte, discutiremos os resultados dos estudos realizados com células dendriticas
humanas. Na segunda parte, discutiremos os efeitos modulatorios das cininas sobre a resposta
secundaria antigeno-especifica in vitro em modelos que utilizam animais transgénicos
(DO11.10) e selvagens (C57BL/6). No terceiro bloco, trataremos de fazer consideragdes a

respeito do possivel papel do heptapetideo Ang-(1-7) na ativacdo de DCs murinas.

5.1 Ativagdo de DCs humanas pela bradicinina

Os estudos em humanos foram inicialmente concebidos com a finalidade de investigar
o papel da BK na maturacdo de DCs humanas. Trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa avaliaram o papel da BK na maturacdo de DCs murinas residentes no bago
(ALIBERTTI et al., 2003; MONTEIRO et al., 2006; MONTEIRO et al., em preparacao).
Estudos recentes indicam que as populagdes de DCs esplénicas possuem origem independente
da linhagem monocitica no estado de repouso, renovando-se a partir da diferenciacdo de
precursores locais (NAIK et al., 2006; VAROL et al., 2007). Nos estudos com humanos, o
principal modelo de geracdo de DCs imaturas utilizado ¢ a diferenciacdo in vitro de
mondcitos de sangue periférico com GM-CSF e IL-4 (SALLUSTO & LANZAVECCHIA,
1994). Alguns trabalhos sugerem que o subtipo celular obtido nesse modelo de diferenciagdo
represente populacdes de DCs inflamatodrias, derivadas de monocitos circulantes (monocitos
inflamatorios - Gr1™&" CX;CR1™ CCR2") recrutados para sitios periféricos inflamados como

intestino, pulmao e epiderme (GINHOUX et al., 2006; VAROL et al., 2007). Alguns autores
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sugerem que as DCs produtoras de TNF e 6xido nitrico (TNF and iNOS producing DC —
TipDC), recrutadas para o bago durante a infec¢do murina com Listeria monocytogenes,
sejam equivalentes ao subtipo de DCs inflamatérias derivadas de monocitos no modelo
humano (revisado por SHORTMAN & NAIK, 2007).

Nessa dissertagdo, demonstramos que DCs humanas derivadas de mondcitos sdo
capazes de modular positivamente a expressdo do marcador de maturagdo, CD83, na
superficie celular apds estimulo com BK (Figura 8 e 9). Consistente com o fenétipo de DCs
ativadas, observamos que o estimulo com BK induz a produ¢do de grandes quantidades das
citocinas pro-inflamatoérias IL-6, TNF-a e IL-12 pelas DCs humanas (Figura 11).

Ainda que a amostragem no nosso estudo ainda seja limitada (8 doadores), cabe
salientar que as respostas induzidas pela BK foram detectadas em 75% dos individuos
testados. Em principio, ndo sabemos se a heterogeneidade da resposta ¢ reflexo de variagdes
genéticas entre os doadores ou se outros fatores (enddcrinos ou emocionais) podem
influenciar a susceptibilidade das DCs ao estimulo com BK. Alteracdes nos niveis de
expressao de ECA, principal enzima reguladora dos sistemas calicreina-cinina e renina-
angiotensina, poderiam explicar diferencas na sensibilidade a BK entre individuos. O gene da
ECA apresenta polimorfismos que envolvem a inserc¢ao (I) e/ou dele¢do (D) de uma seqiiéncia
génica de 287 pares de bases no intron 16. Individuos que carregam o gendtipo DD
apresentam o dobro da atividade enzimatica da ECA (plasmatica e tecidual) quando
comparados aos portadores do genétipo II. Individuos portadores do gendtipo ID apresentam
niveis intermedidrios da expressdo dessa enzima (revisado por SAYED-TABATABAEI et al.,
2006). Além disso, diversos trabalhos apontam que a expressdo do gene da ECA ¢ regulada
negativamente pelo hormonio feminino estrogénio, sugerindo que os niveis reduzidos de ECA
nas mulheres (antes da menopausa) podem explicar a menor incidéncia de doencas

cardiovasculares nessa populacio (GALLAGUER et al., 1999; BROSNIHAN et al., 1999;
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XU et al., 2006). Sob essa perspectiva, podemos sugerir que individuos que apresentam
baixos niveis de expressio da ECA (gendtipo II ou mulheres jovens) podem ser mais
sensiveis aos efeitos da BK quando comparados a individuos que apresentam niveis altos
(genotipo DD, homens ou mulheres apds a menopausa) ou intermediarios (genotipo ID).

Analisando os doadores responsivos, verificamos que a BK (testada na faixa de
concentragdo 1 a 100 nM) induziu a expressdo de CD83 na superficie das DCs de modo
dependente da concentraciao (Figura 8). Além das alteragdes nos niveis de expressdo desse
marcador de superficie, verificamos que a BK estimulou, de modo significante, o aumento da
producdo de IL-6, TNF-o e IL-12 nas DCs humanas (Figura 11). Esses resultados remetem a
trabalhos anteriormente descritos que mostram que a BK ¢ capaz de estimular a producao de
IL-6 em fibroblastos pulmonares humanos (HAYASHI et al., 2000), células musculares de
vias aéreas humanas (HUANG et al., 2003) ¢ astrocitos murinos (SCHWANINGER et al.,
1999). Curiosamente, Khan e colaboradores, em 2006, demonstraram que o cininogénio de
alto peso molecular, mas ndo a BK exdgena induz a producdo de TNF-o, IL-1p e IL-6 em
células mononucleares humanas isoladas do sangue periférico. Consistente com esses dados,
experimentos preliminares realizados durante essa disserta¢do indicaram que a BK de fato nao
induz a produ¢do de IL-6 e TNF-o. por mondcitos humanos, nem modula a diferenciacdo
desses em DCs (dados nao mostrados). Recentemente, Bertram e colaboradores, em 2007,
observaram que os genes que codificam os receptores de cininas, B,R e BjR sdo transcritos
em mondcitos, porém ndo expressos na superficie dessas células.

Tendo em vista que a expressdo da ECA na superficie de DCs ¢ drasticamente
aumentada (1500 vezes maior) durante o curso de sua diferenciagdo a partir de mondcitos de
sangue periférico (DANILOV et al., 2003), foi surpreendente constatar que os efeitos
estimulatérios da BK (nas concentracdes de 10 e 100 nM) ocorreram em culturas

desprovidas de inibidores de ECA/cininase II (Figura 8, 9 e 11). Todavia, vale ressaltar que a
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adicdo do inibidor da ECA, captopril, promoveu a potencializa¢do das respostas biologicas
analisadas (expressdo de CDS83 e producdo de IL-6, TNF-oo e IL-12) induzidas pelas
concentragdes de 10 nM de BK. Essa observagdo pode ser explicada pelo aumento da meia
vida da BK nas culturas, resultante da inibicdo da ECA presente na superficie das DCs
(LAPTEVA et al., 2001; DANILOV et al., 2003) ou, alternativamente, bloqueando a
atividade da ECA disponivel no soro fetal bovino inativado (BRAMUCCI et al., 1999). O
tratamento com captopril também potencializa a produgdo de IL-12 no soro de camundongos
tratados com LBK (ALIBERTI et al., 2003) e em DCs isoladas de camundongos infectados
com 7. cruzi (MONTEIRO et al., 2006), reforcando o potencial papel da ECA na regulacdo
dos efeitos imunoestimulatorios da BK.

A ativacdo de DCs humanas pela BK (e/ou des-Arg-BK eventualmente geradas
endogenamente) ndo foi bloqueada pelos antagonistas dos receptores B,R (HOE-140) e B;R
([Leu®]des-Arg’-BK) (figura 10 e 12). Esses resultados surpreenderam-nos visto que esses
antagonistas sdo utilizados rotineiramente em nosso laboratorio com sucesso e mostraram-se
eficazes no bloqueio da sinalizagdo mediada pelos referidos receptores em ensaios realizados
com c¢lulas endoteliais humanas (HUVEC) (SCHARFSTEIN et al., 2000), musculo liso
humano estimulado com LPS (ANDRADE, tese de doutorado, em preparagdo),
cardiomi6citos murinos (TODOROV et al., 2003). Vale mencionar que a administragdo de
captopril uma hora antes da infec¢do s.c. de camundongos com 7. cruzi promove a migragao
de DCs CDIll1c" produtoras de IL-12 para os linfonodos drenantes, sendo esse efeito
bloqueado pelo tratamento prévio com HOE-140 (MONTEIRO et al., 2006). Finalmente,
sabemos que o antagonista HOE-140 bloqueia eficientemente a maturagdo in vitro de DCs
esplénicas induzida por LBK (ALIBERTI et al., 2003), BK ou até mesmo por tripomastigotas

de T. cruzi (MONTEIRO et al., em preparagdo).
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A possibilidade de contaminacdo com endotoxina nas culturas estimuladas com
preparacdes de BK nos parece remota, dado os seguintes motivos: (a) o inibidor da ECA,
captopril, foi capaz de potencializar as respostas mediadas pela BK (Figura 9 e 11). Caso a
endotoxina fosse, de fato, responsavel pelos efeitos da BK observados, a adi¢cdo de captopril
deveria ter promovido o efeito oposto, isto €, inibindo a producdo de citocinas, uma vez que
Lapteva e colaboradores demonstraram que a inibi¢do da ECA bloqueia as respostas mediadas
por LPS nas DCs derivadas de monocitos (LAPTEVA et al., 2002); (b) aliquotas provenientes
do mesmo estoque de BK s3o capazes de ativar com a mesma eficiéncia DCs esplénicas
isoladas de camundongos C3H/HeJ (deficiente no receptor TLR4) e C3H/HePas (selvagens)
(MONTEIRO et al., em preparacao); (c) dados ndo apresentados nessa dissertagdo indicam
que o estimulo com BK nao ¢ capaz de induzir a produgdo de IL-6 ¢ TNF-o0 em mondcitos
humanos isolados de sangue periférico. Ainda que ndo seja impossivel que o limiar de
ativacdo de TLR4 presente em DCs humanas seja de fato menor do que em monocitos, o
conjunto de argumentos apresentados acima nos leva a acreditar que o efeito potencializador
do captopril sobre BK ndo seja reflexo da presenca de LPS contaminante. De todo modo,
ensaios adicionais utilizando polimixina B serdo necessarios para excluir formalmente a
participagdo de endotoxina contaminante nos efeitos estimulatérios da BK nas DCs humanas.

Bertram e colaboradores, em 2007, identificaram a expressdo dos receptores BoR e
B|R na superficie celular de DCs humanas imaturas derivadas de monoécitos. Nesse trabalho,
os autores demonstraram que o estimulo das DCs humanas com BK (10 uM, portanto
empregada em concentracdes bem acima das utilizadas em nossos resultados) foi capaz de
induzir aumento nos niveis intracelulares de Ca* (a partir de 30 min), associado a0 aumento
da migracdo celular no periodo de 24 h (BERTRAM et al., 2007). Diferentemente das
respostas de ativacdo que relatamos nessa dissertagdo, os efeitos estimulatérios da BK sobre a

migragdo das DCs foram prevenidos pela adi¢do de HOE-140 (10 pM) as culturas
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(BERTRAM et al., 2007). Vale mencionar, entretanto, que o estimulo com o agonista do
receptor B|R, Lys-des-Arg-BK (10 uM), induziu um aumento tardio nos niveis intracelulares
de Ca™ (a partir de 3 h), ndo sendo capaz de induzir o aumento na migra¢io das DCs
humanas no periodo de 24 h (BERTRAM et al., 2007). Os autores observaram que ndo houve
alteracdes na expressdo de CD80, CD86 e HLA-DR na superficie celular e tampouco na
producao de IL-12 e PGE;, em resposta a BK, levando-os a descartar a possibilidade de as
cininas atuarem na maturagdo de DCs humanas (BERTRAM et al., 2007). Cabe destacar que
as condicdes de trabalho utilizadas pelos autores sdo distintas daquelas utilizadas em nosso
trabalho, incluindo o curto periodo de estimulo (24 h) e as concentragdes dos agonistas (BK -
10 uM e Lys-des-Arg-BK - 10 uM) e dos antagonistas (HOE-140 - 10 uM e Lys-[desArg’]-
Leu®-BK - 10 pM) de 100 a 1000 vezes superiores aquelas utilizadas em nossos ensaios.

Um possivel argumento que poderia explicar a auséncia de efeitos inibitorios dos
antagonistas de cininas seria a ocorréncia de mecanismos compensatorios entre os receptores
B2R e BiR (ambos presentes na superficie das DCs), sendo assim, quando bloqueamos um
receptor de cininas, o outro atua na mesma direcdo, compensando a inibicdo do primeiro.
Ensaios adicionais utilizando os antagonistas dos dois receptores em conjunto ou o
antagonista duplo dos receptores de cininas (B9430 - STEWART et al., 1996) no momento do
estimulo das DCs humanas com BK poderiam esclarecer essa hipdtese. Outro ponto
importante consiste na evidéncia de um novo receptor de cininas, denominado GPR100
(BOELS & SCHALLER, 2003). O GPR100 esta presente em humanos e camundongos,
apresentando apenas 27% de identidade com a seqiiéncia do receptor B,R e tendo como
agonistas os peptideos BK, Lys-BK e relaxina-3 (BOELS & SCHALLER, 2003). A
participacdo do GPR100 em nosso modelo ¢ vista com ressalvas, uma vez que o antagonista
HOE-140 ¢ capaz de bloquear os efeitos da BK mediados por esse receptor (MEINI et al.,

2004).
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Em busca de precedentes de mecanismo alternativos na literatura, encontramos
evidéncias de que as cininas (BK, Lys-BK, des-Arg-BK), bem como seus antagonistas,
podem induzir uma répida libera¢do de histamina em mastocitos de modo independente dos
receptores de cininas, B,R e B;R (DEVILLIER et al., 1985; BUEB et al., 1990;
REISSMANN et al., 2000). Esses autores postularam que as cininas, assim como os referidos
antagonistas, interagem com residuos de acido sialico na superficie celular de mastdcitos,
levando a alteragdes mediadas por carga e induzindo a ativacdo de fosfolipase C e o aumento
dos niveis intracelulares de calcio (DEVILLIER et al., 1985; BUEB et al., 1990;
REISSMANN et al., 2000). Ainda que alteragdes no potencial elétrico da superficie celular de
DCs ndo tenham sido exploradas, podemos especular que esse mecanismo possa contribuir no
processo de ativacdo das DCs pela BK. Tendo em vista as diversas limitagcdes das abordagens
farmacologicas, a utilizagdo de métodos de silenciamento génico (ex. interferéncia de RNA)
permitiria-nos um maior detalhamento das vias de sinalizagdo envolvidas na ativacdo das DCs
humanas pelas cininas.

Apesar de desconhecermos os mecanismos envolvidos, os resultados apresentados,
nessa dissertacdo, sugerem que as cininas, exdgenas ou geradas durante uma resposta
inflamatoria, sdo capazes de induzir e regular a ativagdo de DCs humanas presentes nos sitios

inflamatoérios.

5.2 Modulagao da resposta imune induzida por CFA/OV A pelas cininas

Enquanto desenvolviamos os trabalhos acima relatados, o nosso grupo de pesquisa
obteve progressos na investigagao das propriedades da BK como adjuvante em vacinas. Apos
estabelecer condi¢des Otimas de imunizagdo e refor¢o utilizando formula¢des vacinais

preparadas com BK sintética e antigenos de 7. cruzi, Monteiro e colaboradores observaram
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que a resposta imunoprotetora induzida pela vacina “otimizada” ¢ dependente da geracdo de
células T efetoras e de memoria produtoras de IFN-y (MONTEIRO et al., em preparacdo).
Nesse cendrio, o subtipo de células T CD8" efetoras e de meméria desempenha um papel
critico (MONTEIRO et al., em prepara¢do), assim como relatado em outros modelos de
vacinagdo contra infec¢do chagésica (revisado por MARTIN & TARLETON, 2004). Um
ponto importante desse estudo que nos chamou a atengdo foi que a vacina perde a sua eficacia
imunoprotetora caso a etapa de reforco ndo favoreca “plenamente” a via BK/B,R
(MONTEIRO et al., em preparagdo). Esses estudos levaram-nos a questionar se os efeitos
imuno-estimulatorios da via BK/B,R se restringem apenas ao efeito da BK sobre a maturacao
de DCs residentes na periferia (ALIBERTI et al., 2003; MONTEIRO et al., 2006). Em face
desses resultados, nos perguntamos: “Sera que a produgdo enddgena de cininas no estroma de
linfonodos drenantes inflamatérios é capaz de modular a ativagao de células T efetoras e de
memoria?”’. Em busca de modelos simplificados que nos fornecessem pistas sobre a natureza
desses processos, optamos por estudar o efeito da BK na resposta secundaria in vitro de
células T contra o antigeno OVA em camundongos C57BL/6 e DO11.10 imunizados com
CFA/OVA. Os resultados descritos nessa dissertagdo demonstram que a adicdo de BK,
quando associada ao antigeno OVA, promove um aumento significativo da producdo de IFN-
v pelas células dos linfonodos drenantes de camundongos C57BL/6 e DO11.10 (Figuras 13 e
15).

Nos estudos realizados com a linhagem C57BL/6, a adicdo de BK na presenca do
inibidor da ECA captopril induziu aumento da produc¢do de IFN-y (aproximadamente de 4
vezes) pelas células dos linfonodos inflamatdrios estimuladas com OV A (Figura 13). Cabe
ressaltar que esse efeito ocorreu nas concentragdes de 200 pug/mL e 500 pg/mL de OVA
utilizada no re-estimulo (Figura 13). E importante notar, que nesse modelo, a adi¢io de BK ou

captopril isoladamente as culturas ndo foi capaz de induzir um aumento significativo na
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producao de IFN-y induzida no re-estimulo (Figura 13). A fim de aumentar a sensibilidade do
sistema, utilizamos camundongos transgénicos DO11.10, os quais possuem células T CD4"
especificas para OVA. Nesse modelo, observamos que a adicdo de BK, na presenca ou
auséncia de captopril, foi capaz de induzir um aumento de, aproximadamente, quatro vezes na
producdo de IFN-y (figura 15). Além disso, a adicdo independente de captopril foi capaz de
aumentar a producdo de IFN-y em torno de trés vezes (figura 15). Tendo em vista que o
bloqueio da ECA inibe a degradagdo das cininas geradas no meio de cultura, o efeito
estimulatorio do captopril observado pode nos sugerir um possivel papel para as cininas
geradas endogenamente nos linfonodos inflamados.

Apesar dos camundongos C57BL/6 possuirem uma baixa freqliéncia de células T
responsivas ao antigeno OVA, observamos uma potente resposta no re-estimulo. E importante
ressaltar que essa resposta foi ainda potencializada na presenca de cininas. Ainda que ndo
tenhamos avaliada a participacio do componente de células T CDS8" em nosso modelo,
podemos especular efeitos das cininas sobre esse subtipo celular presente nos linfonodos
inflamatorios. Essa possibilidade merece ser investigada, tendo em vista um relato recente de
Teixeira e colaboradores que indica que a ativagdo de células T CD8" contribui na indugio da
diferenciagdo de células T CD4" em células Tyl produtoras de IFN-y (TEIXEIRA et al.,
2005). No referido estudo, os autores sugerem que a rapida producdo de IFN-y pelas células T
CDS8" ativadas estimula a transcrigio de T-bet em células T CD4  ativadas via TCR
(TEIXEIRA et al., 2005), ou seja, o IFN-y produzido pelas células T CD8" ativadas poderia
ser responsavel pelo inicio do processo de diferenciacdo Tyl, processo esse consolidado
mediante engajamento do receptor completo de IL-12 (revisado por MURPHY & REINER,
2002). Caso a ativagdo do receptor B,R presente nas DCs residentes na malha enddgena de
DCs dos linfonodos aumentar a eficiéncia da apresentagdo cruzada, esse processo poderia ter

impacto indireto sobre a diferenciagdo Tyl através da inducio de T-bet pelas células T CD8"
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ativadas. As questdes acima levantadas podem ser relevantes para compreensao dos efeitos da
BK no modelo de vacinagio contra 7. cruzi, em que a geragdo de células T CD8" efetoras e de
memoria induzida pela BK € critica no processo de imunoprotegao.

Considerando que diversas evidéncias revelaram que as cininas sdo capazes de
induzir efeitos mitogénicos em células tumorais (revisto por LIEBMANN, 2001), musculares
(YANG et al., 2005), epiteliais (GRECO et al., 2004) e queratinocitos (CHENG et al., 2004)
através da ativagdo de MAPK, avaliamos a proliferacdo celular induzida pela BK no nosso
modelo. Observamos que a adi¢do de BK ndo ¢ capaz de alterar a proliferagdo celular das
células dos linfonodos inflamatérios mediante re-estimulo com antigeno (Figura 14 e 16).
Esses dados sugerem que a BK deve estar atuando diretamente na modulagdo da resposta Tyl
e, ndo, simplesmente aumentando o nimero de células produtoras de IFN-y nos linfonodos
inflamatorios.

Tendo em vista que a expressao do receptor BR havia sido documentada em células
T humanas (PRAT et al., 1999), avaliamos se a BK ou des-Arg-BK seriam capazes de
estimular linfécitos diretamente, induzindo/potenciando a producdo de IFN-y em células T
estimuladas policlonalmente com anti-CD3. Nossos dados revelaram que a adicdo de BK, na
presenca ou auséncia de captopril, ou des-Arg-BK ndo foi capaz de modular a producdo de
IFN-y em culturas de linfécitos isolados (Figura 17). Ainda que preliminar, ndo obtivemos
indicios que a BK esteja agindo diretamente nos linfocitos ativados. Essas conclusdes so
podem ser feitas com reservas, ja que nao podemos excluir a possibilidade das cininas estarem
agindo sobre receptores de cininas nas células T apenas em situagdes que envolvam a
participagdo de APCs, excluidas nas experiéncias acima referidas. Ensaios adicionais com
B,R"*/B|R"" DCs e linfocitos B,R”/BiR”™ CD4" T ou CD8" selvagens sio necessarios para

descartar a participacdo dos receptores de cininas na ativacao de linfocitos.
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Nos estudos sobre os efeitos de BK sobre a resposta secundaria induzida por OVA, a
adi¢io dos antagonistas classicos dos receptores BoR (HOE-140) e/ou BiR ([Leu®]des-Arg’-
BK) ndo foi capaz de bloquear o aumento na produ¢do de IFN-y induzido pelo estimulo com
BK na presenga de captopril (figura 18). Esses resultados nos surpreenderam uma vez que os
antagonistas de B;R utilizados em nosso laboratério mostram-se muito eficazes no bloqueio
das respostas mediadas pelas cininas em DCs CDI11lc" murinas (ALIBERTI et al., 2003;
MONTEIRO et al., 2006), em células de linfonodos drenantes e bago no modelo de infecgao
com 7. cruzi (MONTEIRO et al., 2006, MONTEIRO et al., em preparagdo) e em células
endoteliais ou musculo liso humanos (ANDRADE, tese de doutorado, em andamento).

Como discutido anteriormente, as cininas induzem a liberagdo de histamina por
mastocitos de modo independente de seus receptores. Os autores postulam que alteragdes
mediadas por carga na superficie células dos mastocitos sejam responsaveis por esse efeito
“inespecifico” das cininas (DEVILLIER et al., 1985; BUEB et al., 1990; REISSMANN et al.,
2000). Apesar de ndo termos avaliado a participagdo de mastdcitos no nosso modelo, nio
podemos excluir a possibilidade de algo semelhante esteja ocorrendo com uma determinada
sub-populacdo de células presente nos linfonodos inflamatoérios. Vale também mencionar que
existem trabalhos que demonstram a existéncia de receptores alternativos para as cininas, tal
como GPR100 (BOELS & SCHALLER, 2003). A participagdo desse receptor em nosso
modelo ¢ visto com reservas, uma vez que o GPR100 ¢ bloqueado pelo antagonista HOE-140.
Considerando que a maturagdo das DCs humanas também ndo foi bloqueada pelos
antagonistas dos receptores de cininas, podemos sugerir que a BK esteja agindo nos
linfonodos inflamatorios através de um populacdo cognata as DCs derivadas de monocitos
(DCs inflamatorias) e , portanto, também insensiveis a inibicdo pelos referidos antagonistas.

Os orgaos linfoides secundérios sdo pequenos agregados nodulares constituidos de,

predominantemente, células T e B organizadas em compartimentos especificos. Além de
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linfécitos, os linfonodos em repouso sdo constituidos de macrofagos, diversos subtipos de
DCs e células estromais. Durante estados inflamatérios, os linfonodos drenantes sofrem
alteracdes drasticas, como o acimulo de linfécitos e a imigragdo de DCs ativadas, monocitos
(revisado por VON ANDRIAN & MEMPEL, 2003), células NK (MARTIN-FONTECHA et
al., 2004) e mastocitos (WANG et al., 1998). Dentre as células do sistema imune sensiveis a
ativacdo do receptor B,R pela BK podemos citar as DCs (ALIBERTI et al., 2003,
BERTRAM et al., 2007), macrofagos (BOCKMANN & PAEGELOW, 1995; BOCKMANN
et al., 1995) e neutrédfilos (CASSIM et al., 1996, RAJASEKARIA et al., 1997). Segundo
alguns autores, os receptores BjR estdo constitutivamente presentes em células T (PRAT et
al., 1999), DCs humanas derivadas de monoécitos (BERTRAM et al., 2007) e macrofagos
espumosos ou “foam” (RAIDOO et al., 1997), podendo também ser induzidos em outros
subtipos de macréfagos (TSUKAGOSHI et al., 1999). Nao existem evidéncias claras sobre a
presenca dos receptores de cininas em eosinofilos e mastdcitos (revisado por BOCKMANN &
PAEGELOW, 2000). Os estudos realizados com camundongos imunizados (CFA/OVA)
partem da premissa que a drenagem linfatica deve permitir a difusdo de proteinas plasmaticas
(e/ou de seus produtos de ativagdo) do tecido inflamado para os 6rgaos linfoides secundarios.
Uma vez difundidos através do estroma, os cininogénios presumivelmente associam-se a
matriz extracelular, podendo ser, entdo, processados por enzimas liberadoras de cininas, sejam
elas de procedéncia endodgena (calicreinas plasmaticas ou tissulares) ou microbiana
(cruzipaina e gingipainas). Devido a presenca de metalopeptidases na superficie de diferentes
tipos celulares, ¢ provavel que as cininas liberadas nos linfonodos drenantes inflamatérios
tenham meia-vida curta, exercendo suas fun¢des por mecanismos de sinalizagdo paracrina.
Apesar de desconhecermos todo o espectro de células sensiveis a BK no linfonodo
drenante inflamatorio, os efeitos aqui descritos podem estar envolvendo multiplos

mecanismos de acdo, incluindo: (a) ativacdo de DCs imaturas residentes na malha endégena
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dos linfonodos, aumentando a eficacia da apresentacdo de antigenos para células T circulantes
récem-ativadas;(b) inducdo de moléculas de adesdo, co-estimulatorias ou citocinas nas DCs
maduras, aumentando a eficiéncia da apresentacio de antigeno para as células T CD4"
virgens; (¢) inducdo de moléculas anti-apoptodticas nas DCs maduras, aumentando o tempo de
contato/ativacdo das células T nos linfonodos; (d) aumento da eficiéncia da apresentagdo
cruzada pelas DCs, estimulando a ativagdo e produgdo de INF-y por linfécitos T CD8"; (e)
ativagdo de outras células presentes nos linfonodos inflamatorios, como macréfagos, células
NK e células estromais.

Nossos resultados permitem sugerir que as cininas, uma vez geradas no estroma dos
linfonodos inflamatorios, podem ter impacto sobre a resposta secundaria, modulando

positivamente a produgdo de IFN-y pelos linfocitos circulantes (Figura 23).
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Figura 23 — Modelo esquematico que sugere um novo papel para as cininas na regulacao das respostas
imunes Tyl. A injaria tecidual promove a liberagdo de sinais de perigos (ex. cininas) que sdao capazes
de ativar as células da imunidade inata presentes nos sitios inflamatorios (ex. maturacdo de DCs
imaturas). As DCs maduras, bem como antigenos soluveis e proteinas plasmaticas, podem ser
drenados através da linfa, alcancando os linfonodos drenantes inflamatorios. Uma vez difundidos
através do estroma do linfonodo, os cininogénios presumivelmente associam-se a matriz extracelular,
podendo ser, entdo, processados por enzimas liberadoras de cininas, sejam elas de procedéncia
enddgena (calicreinas plasmaticas ou tissulares) ou microbiana (cruzipaina e gingipainas). Nos
linfonodos inflamatodrios, as cininas atuam através de mecanismos ainda desconhecidos, modulando
positivamente a producdo de IFN-y e, provavelmente, a resposta imune Tyl.
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5.3. Ativagao de DCs esplénicas murinas pela Ang-(1-7)

A motivagdo para investigar a participacdo do heptapeptideo Ang-(1-7) nos
mecanismos de maturagdo de DCs surgiu de resultados obtidos em nosso laboratorio que
relacionavam as atividades de Ang-(1-7) e BK. Utilizando o modelo de microscopia intravital
da bolsa da bochecha de hamsters, observou-se que a adicdo de Ang-(1-7) é capaz de
potencializar o aumento da permeabilidade vascular induzida pela BK (SVENSJO et al.,
dados ndo publicados). Além disso, a andlise dos mecanismos de sinaliza¢do que promovem a
invasdo de células endoteliais humanas por tripomastigotas de 7. cruzi revelou que esse
processo envolve a cooperacdo (“cross-talk”) entre os receptores Mas ¢ BoR (ANDRADE,
tese de doutorado, em andamento). Considerando a heterogeneidade das respostas observadas
nos estudos com humanos, optamos por explorar o papel de Ang-(1-7) na ativacdo de DCs
utilizando o modelo de ativagio in vitro de DCs CD11c" murinas isoladas do bago. Esse
modelo ¢ amplamente utilizado em nosso laboratério, ja tendo sido empregado em estudos
sobre os mecanismos de maturacdo de DCs induzida pelo 7. cruzi (MONTEIRO et al., em
preparacdo). Nessa dissertagdo, optamos por avaliar os efeitos de Ang-(1-7) sobre a produgao
de IL-12 nas DCs esplénicas CD11c". Nossos dados indicam que o estimulo com Ang-(1-7)
foi capaz de induzir aumento do percentual de células produtoras de IL-12 de modo
dependente da concentragdo (Figura 19). Consistente com um efeito classico de agonista, o
aumento no percentual de células produtoras de IL-12 induzido pela Ang-(1-7) (concentragdo
de 10 e 100 nM) foi prevenido mediante a adicdo dos antagonistas dos receptores Mas (A779)
e AT1 (losartan) (Figura 20).

Em 2003, foi demonstrado que Ang-(1-7) ¢ o ligante natural (com alta afinidade) do
receptor Mas (SANTOS et al., 2003). Embora com afinidades mais baixas, reportou-se que

Ang-(1-7) pode também ativar os receptores de Ang II, AT1 e AT2 no tecido cerebral de ratos
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(ROWE et al., 1995). Como discutido anteriormente, existem intimeros relatos de cooperagao
funcional entre os receptores do sistema renina-angiotensina. A formacgdo de heterodimeros
entre os receptores Mas e AT1 foi documentada em diversos tipos celulares (KOSTENIS et
al., 2005). Estudos com coragdes isolados indicam que o estimulo com Ang-(1-7) promove
alteragdes vasculares complexas que envolvem a cooperag@o entre os receptores Mas, AT1 e
AT2 (de CASTRO et al., 2005). Nessa dissertacdo, mostramos que a ativacdo de DCs
esplénicas murinas pela Ang-(1-7) depende da cooperagdo dos receptores Mas e AT1 (Figura
13), constituindo assim mais um exemplo de interdependéncia entre esses receptores. Dados
preliminares sugerem que o antagonista do receptor AT2 (PD123319) ndo foi capaz de
bloquear os efeitos mediados pela Ang-(1-7) (Figura 21), ainda que esses dados precisem ser
confirmados em concentragcdes mais baixas de Ang-(1-7).

Conforme mencionado anteriormente, Abdalla e colaboradores demonstraram que os
receptores AT1 e B,R formam heterodimeros na superficie celular (ABDALLA et al., 2000,
ABDALLA et al, 2001). Entretanto, nossos dados sugerem que a ativacdo de DCs murinas
pela Ang-(1-7) ocorre de modo independente da ativagdo do receptor B,R, uma vez que o
estimulo com Ang-(1-7) foi capaz de induzir aumento do percentual de células produtoras de
IL12 em DCs isoladas de animais Bo,R"" e B,R™ (Figura 22). Estudos complementares serao
necessarios para determinar se Ang-(1-7) é capaz de induzir a expressdo de moléculas co-
estimulatorias na superficie das DCs esplénicas. Em caso positivo, sera necessario avaliar se
essa resposta também ocorre independentemente do receptor B,R, porém interdependente dos
receptores AT1 e Mas, tal como observado para a producao de IL-12. Vale mencionar que
efeitos de maturagdo parcial de DCs ja foram relatados. Ao comparar os efeitos de ligantes de
TLRs (PAMPs) e mediadores inflamatorios (sinais de perigo endogenos) utilizando
camundongos quimera constituidos por DCs selvagens e deficientes para a sinalizagdo dos

TLRs, Sporri e Reis e Souza demonstraram que os sinais de perigo enddégenos foram capazes
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de induzir proliferacdo de células T virgens sem que esse efeito estivesse associado ao
aumento de producdo de IL-12 necessario para converter as DCs convencionais em células
indutoras de Tyl (SPORRI & REIS E SOUZA, 2005). Entretanto, observagdes realizadas
pelo nosso grupo indicam que esse conceito ndo pode ser generalizado. Nas infec¢des
causadas por patdégenos dotados de enzimas liberadoras de cininas, como por exemplo, por
Trypanosoma cruzi (MONTEIRO et al., 2006; MONTEIRO et al., em preparacdo) ou pela
bactéria gram-negativa Porphiromonas gingivalis (RAPOSO, dissertacdo de mestrado, em
andamento) a liberacdo endodgena das cininas (sinais de perigo) pode induzir a maturacao
plena de DCs esplénicas, convertendo-as em DCs capazes de induzir respostas adaptativas
Tul. Dessa maneira, podemos especular que a liberacdo de Ang-(1-7) em tecidos inflamados,
decorrente de metabolizacdo da Ang I (pela NEP) ou Ang II (pela ACE2), possa ter impacto
sobre as vias de integra¢do entre as respostas imunes inata e adaptativa. Sob esse ponto de
vista, ¢ interessante determinar se DCs convencionais migratorias (ex. células de Langerhan,
DCs instersticiais) sdo sensiveis ao estimulo com Ang-(1-7) através das vias de sinalizagdo
dos receptores AT1 e/ou Mas.

Apesar na natureza fragmentada dos dados aqui apresentados, esse conjunto de
resultados traz observacdes novas e potencialmente relevantes para a compreensdo da fungao
imunolégica do sistema renina-angiotensina. Ainda que esses estudos devam ser
aprofundados, eles sugerem uma interface entre os sistemas calicreina-cinina e renina-

angiotensina na ativacdo de células dendriticas.
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5. Conclusoes

1) As cininas sdo capazes de induzir a ativagdo de DCs humanas derivadas de mondcitos,

aparentemente, de modo independente dos receptores classicos de cininas;

2) As cininas modulam positivamente a produgdo de IFN-y pelas células dos linfonodos
inflamatérios durante respostas secunddrias, sem que esse efeito esteja associado a

proliferagdo celular;

3) O heptapeptideo Ang-(1-7) induz a produgdo de IL-12 por DCs esplénicas imaturas através

de uma via dependente dos receptores Mas e AT1 e independente dos receptores de cininas.
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