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RESUMO

FAVORETTO B. C. Avaliagao da participagcao dos receptores do tipo Toll e
lectinas tipo C na supressao da resposta imune induzida por componentes de
alta massa molecular do extrato de Ascaris suum. 2010. 78 p. Dissertagao
(Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&do Paulo, 2010.

Os helmintos, assim como seus antigenos sao potentes imunomoduladores.
Trabalhos realizados com extrato de Ascaris suum mostraram que 0os componentes
de alta massa molecular (Pl) contidos nele suprimem a resposta imune induzida por
ovalbumina (OVA). Pl inibe a expressao das moléculas MHC-II e coestimuladoras
nas células dendriticas (DCs) e sua capacidade de induzir proliferagao de linfocitos T
CD4*, por mecanismo dependente de IL-10. As APCs, como as DCs, por meio de
receptores expressos na membrana celular reconhecem os padrées moleculares
presentes em patdégenos e direcionam a resposta imune efetora. Neste trabalho
avaliamos a participagao dos receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLRs) e de lectina tipo C
(CLRs) expressos nas APCs na supressao induzida por Pl. Observamos que a
imunizagdo dos camundongos com OVA/CFA promoveu aumento progressivo da
expressao de TLR1, 2 e 4 nas células linféides com pico entre 5°-6° dia pos-
imunizagao, exceto o TLR9 cuja expressao aumentou no 4° dia e se manteve nos
demais dias estudados. Entretanto, o PI foi capaz de inibir a expressao de TLR2 e 4
nas células CD11c” e TLR1, 4 e 9 nas MHC-II" purificadas dos camundongos
imunizados 5 dias antes com OVA+PI. Experimentos realizados em camundongos
deficientes em TLR4 ou 2 mostraram que o Pl suprimiu a resposta celular e humoral
OVA-especifica bem como a expressédo das moléculas de MHC-Il e coestimuladoras
nas células destes animais imunizados com OVA+P| mostrando, portanto que PI
exerce seu efeito modulador independente destes receptores. Em ensaios in vitro, o
Pl inibiu a maturagcdo de DCs diferenciadas com GM-CSF/IL-4 e incubadas com
agonistas de TLR 2, 3 ou 4. Além disso, em outros ensaios realizados in vitro com
ligante de CLRs (manana) permitem sugerir que estes receptores participam do

reconhecimento do Pl e assim do seu efeito imunomodulador.

Palavras-chave: Imunossupressao. Células dendriticas. (Pl). Extrato de Ascaris

suum. Receptores de antigenos. Reconhecimento.



ABSTRACT

FAVORETTO B. C. Evaluation of the involvement of Toll like and C-type lectin
receptors in the immunessuppression induced by high molecular weight
components from Ascaris suum extract. 2010. 78 p. Master thesis (Immunology) -

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Helminths, as antigens derived from them are potent immunomodulators. It has been
shown that high molecular weight components (Pl) from Ascaris suum extract exert a
suppressive effect on immune response induced by ovalbumin (OVA). The PI
components down-modulate the MHC class Il and costimulatory molecules
expression on dendritic cells (DCs) and the ability of these cells to induce TCD4"
proliferation, via an IL-10-dependent mechanism. The antigen-presenting-cells
(APCs), as DCs, via membrane receptors, recognize molecular patterns found in
distinct pathogens and modulate the effector immune response. In this work, we
analyzed the participation of the toll like 2 and 4 (TLRs) and the C-type lectin
receptors (CLRs) expressed by APCs in the suppression induced by PIl. We
observed that OVA/CFA immunization of mice promoted the progressive increase of
TLR1, 2 e 4 expression on lymphoid cells with the peak between the 56" day after
immunization, except for the TLR9 expression that increased on day 4™ and was
maintained for all days studied. However, the Pl was able to inhibit the TLR2 and 4
expression on purified CD11¢" cells and the TLR1, 4 and 9 on MHC class Il cells
from mice immunized 5 days before with OVA plus Pl. Experiments realized in TLR4
or 2 deficient mice showed that the Pl suppressed the OVA-specific cellular and
humoral responses as well as the MHC class Il and costimulatory molecules
expression on cells of these OVA plus Pl immunized mice, showing that the PI
components exert its modulator effect independent of these receptors. It was also
observed that the Pl inhibited the DCs maturation derived in vitro from bone marrow
of BALB/c mice with GM-SCF/IL-4 and incubated with TLR2, 3 or 4 agonists.
Moreover, other in vitro assays developed with CLRs ligand (mannan) suggest that

these receptors participate in the Pl recognition and thus its immunomodulator effect.

Key words: Immunessuppression. Dendritic cells. High molecular weight

components (Pl). Ascaris suum extract. Antigen receptor. Recognition.
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APC - Antigen-presenting cell (Células apresentadoras de antigeno)
ASC - Extrato bruto de Ascaris suum

BBS - Borate buffered saline (Solugéo salina tamponada com borato)
BCG - Bacilo Mycobacterium Bovis

BSA - Bovine albumin serum (Soro albumina bovina)

CFA - Complete Freund Adjuvant (Adjuvante completo de Freund)
CLR - C-type lectin receptors (Receptores de lectinas tipo C)

DC - Dendritic cells (Células dendriticas)

DC-SIGN - Dendritic cell especific ICAM-3 grabbing non-integrin

DMSO - Dimethylsulfoxid (Dimetilsulféxido)

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid (Acido etilodiaminotetracético)
ELISA- Enzyme linked immunosorbent assay (ensaio imunoenzimatico)
FBS - Fetal bovine serum (Soro fetal bovino)

FITC - Fluorescein isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceina)
GM-CSF - Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Fator estimulador de
col6nias — granulocitos e mondcitos)

IFA - Incomplete Freund Adjuvant (Adjuvante incompleto de Freund)
IFN-y- Interferon-y

IL-10 - Interleucina-10

IL-12 - Interleucina-12

IL-4 - Interleucina-4

IL-6 - Interleucina-6

LAL - Limulus Amoebocyte Lysate

LPS - Lipopolysaccharid (Lipopolissacarideo)

MHC - Major histocompatibility complex (Complexo de histocompatibilidade principal)
MyD88 - Myeloid differentiation factor 88

NaCl - Sodium chloride (Cloreto de sddio)

OPD - 0-Phenylenediamine dihydrochloride

OVA - Ovalbumin (Ovalbumina)

Pam3-Cys - Lipopeptide tripalmitoyl-S-glycerylcysteine

PBS - Phosphate buffered saline (Solugao salina tamponada com fosfato)



PBST - Phosphate buffered saline tween (Solu¢do salina tamponada com fosfato +
Tween 20)

PE - Phycoerythrin (Ficoeritrina)

Pl - Pico | (Componentes de alta massa molecular do Asc)

PllI - Pico Il (Componentes de baixa massa molecular do Asc)

Poly I:C - polyinosine-deoxycytidylic acid

RPMI-S - Meio de cultura RPMI 1640 suplementado

SEA - Schistosoma mansoni soluble egg antigen (Antigenos soluveis dos ovos de S.
mansoni)

TGF-B - (Transforming Growth Factor-3)

TLR - Toll like-receptor (Receptores do tipo Toll)

TLR2" - Camundongos geneticamente deficientes em TLR2

TLR4™ - Camundongos geneticamente deficientes em TLR4

TMB - Tetramethylbenzidine

TNF-a - Fator de necrose tumoral

TRIS - Tris-hydroxymethyl-aminomethane (Hidroximetil aminometano)

WT - Camundongos Wild Type (camundongos do tipo selvagem)



SUMARIO

I 00T LU 031 o 2 14
2 OBUJETIVOS.......coo ittt s s s s 20
2.1 Objetivos eSpecCifiCoS.........cciiiiiiiiiiiieersr s 20
3 MATERIAL E METODOS.........cccocirirteerarassseeeeseeesssssassssesssssssssssssasssasssenens 21
B TR I 0 10 1115 T [T 5 T o X3P 21
3.2 Antigenos € adjuvantes..........cccvveeeeimmninsiisiin s 21
3.3 Preparo do extrato de Ascaris SUUM..............cccuuemveeeeeeeeeeeecceeeeeeeeensenens 22

3.4 Obtencdao dos componentes de alta e baixa massa molecular do 22
extrato de Ascaris suum (Pl @ PlII)......ummmmieeeeeee e

3.5 Determinacao e eliminagao de endotoxinas nos diferentes antigenos.. 22

3.6 Cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina A (Con A) 23
acoplada a Sepharose 4B............. i e e

3.7 Protocolos de imuNiZaGao.........cccuueiiiiimmmmsesnssrrnssssss s ers s s s s s smsssssssssnnses 23

3.8 Obtencdao e preparo de suspensodes celulares a partir de 6rgaos 25
linféides de camuNAONQOS.........cceeeeeeeeiiiiirrcrirr s e erennnns

3.9 Protocolo de purificagdo de células CD11c” e TCD3"........cceeeeeerernnnnne 26

3.10 Ensaio de células CD11c" obtidas de camundongos imunizados com 26
OVA e incubadas com OVA, OVA+PIl, OVA+PI+Manana..........cccceeruvvrmnirnnnnns

3.11 Protocolo de diferenciacdao de células dendriticas in vitro e 27
incubacao com diferentes estimulos............ccccoviiiiiiiiinirecc .

3.12 Marcacao de moléculas expressas na superficie celular com 27

anticorpos fluorescentes e analise em citometro de fluxo.....c....ccoevveeunnnnnnnns

3.13 Determinacgao da producao de anticorpos anti-OVA por ELISA............ 28
3.14 Desencadeamento da reacao de hipersensibilidade tardia (HT)........... 29
3.15 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecg¢ao de IL-12..................... 29
3.16 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢ao de IL-10 ou IL-6......... 30

3.17 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgao de TNF...................... 30



3.18 ANAlise eStatiStiCa....cuvmieeiiiriirre e v rer e e e s e s rrnren e ren e ranrennrnns
4 RESULTADOS . ... ooeeiieiieeiieairenssenssenn s rsnsssansssnssssnsssensssansssansssensssensssnnssennnse

4.1 Obtencdo dos componentes de alta e baixa massa molecular do
extrato de Ascaris suum por gel filtragao.........cccvmrieeeenccciciiiii s

4.2 Cinética da expressao de TLRs na membrana de células totais de
camundongos imunizados com OVA.............cciiimiirmrseesess e eeennnes

4.3 Efeito do Pl na expressao de TLR 1, 2, 4 e 9 em células dendriticas de
camundongos imunizados com OVA, Pl ou OVA+PLI..........coiiieeiccciienn,

4.4 Expressées de TLRs em células CD3* e MHC de classe II" purificadas
de camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI..........cccciciiiiiiiiininnnns

4.5 Andlise da expressao das moléculas de classe Il do MHC e
coestimuladoras em células de camundongos imunizados com OVA
emulsificada em CFA QU IFA........ .

4.6 Efeito do Pl na expressao das moléculas envolvidas com a
apresentacao antigénica em células de camundongos imunizados com
OVA ou OVA+PI emulsificados em CFAou IFA.............cccciiiiiiiiirrererrrrere s

4.7 Estudo da participacao de TLR2 ou TLR4 na supressao da resposta
anti-OVA induzida pelos componentes do Pl............ccccoiiiiiiiiiiiiiinniinnccceenennes

4.7.1 Reacao de hipersensibilidade tardia.............cccceiiiimmiccciiiirecc s
4.7.2 Resposta imune humoral OVA-especifica.......cccceeeiirirrmeecinrimreenceeeseneeas

4.7.3 Expressdao das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras
em células de camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI..................

4.8 Avaliacao do efeito do Pl no processo de maturagdao de células
dendriticas estimuladas in vitro com ligantes de TLR4 e TLR3 (LPS e
POIY L1C) i

4.9 Avaliagoes do efeito dos componentes de baixa massa molecular do
Asc (PIll) no processo de maturagao de células dendriticas estimuladas
in vitro com ligante de TLRA............coorriii i
4.10 Efeito do Pl na expressao das moléculas de classe Il do MHC e
coestimuladoras em células dendriticas de camundongos WT, TLR4” ou
TLR2™ diferenciadas in vitro e estimuladas com ligante de TLR 2, 3 e 4.....

4.11 Avaliagoes da presencga de glicanos ligados aos componentes do PI

4.12 Estudos do papel de CLRs na modulagao exercida pelo Pl sobre as

32

33

34

36

38

39

41

41

42

43

47

51

52

58

59



Lo LT B T30 [=Y 0 Lo [T A o= T

4.13 Efeito do Pl nas células CD11c¢" purificadas e estudo do papel dos 62

receptores de lectinas tipo C nesse processo......cccccccevrrrrreencirerereenssssesenennes
S5 DISCUSSAD.......ccieeiicicecti s sesssese e s e s saesae s e s s s e aessesassaesaesaesse s s s snannesas 64
(3030 N [od I UL 0] X T 71

REFERENCIAS.......coooieietrereeccereresasssessssssesesssssssassssssssessssssssssssssssnssssssssssnans 72



1 INTRODUGAO

Infecgdes por helmintos induzem em seu hospedeiro alta producdo de anticorpos
IgE, eosinofilia e mastocitose, caracteristicas de resposta tipo Th2 (ISHIZAKA;
ISHIZAKA; TADA, 1969; JARRET e MILLER, 1982; SHER e COLLEY 1989;
STREET et al., 1990). Em modelos de infecgbes com estes parasitas associadas a
imunizagdes com antigenos n&o-relacionados demonstrou-se a capacidade destes
patdogenos de modular a resposta imune heterdloga (ORR e BLAIR, 1969; BARRIGA
e INGALLS, 1984; JARRET e STEWART, 1972; KOJIMA e OVARY, 1975; HAIG;
LIMA; MOTA, 1980).

Estudos evidenciaram a relacdo inversa entre infecgbes por helmintos e o
desenvolvimento de doengas alérgicas e inflamatorias, possivelmente mediada por
mecanismo dependente de células T reguladoras geradas em resposta a estes
parasitas (KHAN et al., 2002; ELLIOTT et al., 2003; ELLIOTT; SUMMERS;
WEINSTOCK, 2005; MORREELS e PELCKMANS, 2005).

Assim como observado nas infecgdes helminticas, extratos preparados a partir
destes parasitas e seus antigenos soluveis sdo capazes de modular a resposta
imune dirigida contra antigenos nao relacionados (STROMBERG 1980; KOMATSU
et al., 1979). Trabalhos realizados com o extrato de vermes adultos de Ascaris suum
(Asc) demonstram sua capacidade de supressado da resposta imune humoral e
celular induzida por ovalbumina (OVA) ou micobactéria (SOARES; MACEDO;
MOTA, 1987; MACEDO e BARBUTO, 1988; FERREIRA et al., 1995). Componentes
de alta massa molecular desse extrato de Asc (Pl) sdo os responsaveis pelo efeito
imunomodulador, enquanto que os de baixa massa molecular (Plll), obtidos por gel
filtragcdo, promovem altos titulos de anticorpos IgE Asc-especificos (SOARES;
MOTA; MACEDO, 1992).

Duas proteinas do extrato de Asc, denominadas PAS-1 e APAS-3, foram isoladas
por cromatografia de afinidade em resina acoplada a anticorpos monoclonais anti-PlI
ou anti-Plll. Em modelo murino de asma experimental, foi observado que PAS-1

apresenta atividade imunossupressora, enquanto que o APAS-3 induz a produgao
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de IgE, intensa inflamagao eosinofilica e hiperreatividade das vias aéreas (ITAMI et
al., 2003; OSHIRO; MACEDO; MACEDO-SOARES, 2005).

O estudo do efeito dos componentes isolados do Asc na resposta anti-OVA
revelou que somente o Pl é capaz de suprimir as reagdes de hipersensibilidade e a
produgao de anticorpos OVA-especificos em animais previamente imunizados com a
OVA associada ao Pl ou PIIl. Observou-se ainda, inibicdo da resposta proliferativa e
secrecao de citocinas nas culturas de células dos animais imunizados com OVA e PI
quando estimuladas in vitro com OVA ou concanavalina A (Con A) (FAQUIM-
MAURO e MACEDO, 1998).

Quando avaliada a resposta imune dirigida contra o Pl ou PIll, foi constatada
maior secregédo de IL-4 e IL-10 e menor de IFN-y e IL-2 pelas células dos animais
imunizados com Pl ou PIllIl em resposta a estimulacédo in vitro com os préprios
antigenos ou a Con A (FAQUIM-MAURO e MACEDO, 1998).

Durante o processo de inducdo da resposta imune adaptativa, as citocinas
secretadas no microambiente de ativagao das células T modulam e direcionam o
perfil de células T efetoras e producdo de anticorpos que serdo geradas
(GAJEWISKI e FITCH, 1988; FERNANDEZ-BOTRAN et al., 1988; FIORENTINO et
al., 1991; DING et al., 1993; PEARLMAN et al., 1993).

Com relacao ao efeito modulador do Asc na resposta imune anti-OVA, MACEDO
et al. (1998) demonstraram que a IL-4 e IL-10 estdo envolvidas neste processo,
visto que o Asc foi incapaz de suprimir a resposta imune OVA-especifica em animais
inoculados com anticorpos anti-IL-4 e anti-IL10 in vivo antes da imunizagdo com
OVA e Asc. No entanto, a neutralizagao destas citocinas in vitro em culturas de
células dos camundongos imunizados com OVA e Asc n&o foi capaz de restaurar a
resposta proliferativa e secrecdo de citocinas anti-OVA a mesma magnitude
observada nas células de camundongos imunizados somente com a OVA. Estes
resultados sugerem, portanto que o efeito supressivo do Asc ocorre na fase de
indugdo da resposta imune OVA-especifica (MACEDO et al.,, 1998). Além dessas
observagdes, experimentos realizados pelo nosso grupo mostraram diminuigao na
frequéncia de células OVA-especificas na suspensao celular obtida de linfonodos de
animais imunizados com OVA e Asc (dados nao-publicados).

SOUZA; JACYSYN; MACEDO (2004) evidenciaram que a IL-4, induzida pelos

componentes do Pl (obtidos do Asc), € responsavel pela inibicdo da sintese de
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IgG2a OVA-especifica e a IL-10, por sua vez, exerce agao inibitoria tanto na
resposta Th1 como Th2 anti-OVA.

A ativagdo dos linfocitos TCD4" ¢ dependente da interagdo do seu complexo
TCR/CD3 que conhece na membrana da célula apresentadora de antigeno (APCs) o
peptideo antigénico apresentado em molécula de classe Il do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Além disso, € necessaria a ligagado entre as
moléculas coestimuladoras (B7.1/B7.2 e CD40) expressas nas APCs com seus
ligantes CD28 e CD40L na superficie dos linfocitos T (JUNE et al., 1994; PENG et
al., 1996; KELSALL et al., 1996). Outra molécula que parece exercer papel relevante
na coestimulacao dos linfécitos T € a ICOS (inducible costimulator) que apresenta
como ligante B7RP-1, ICOSL, GL50 ou LICOS, proteinas homodlogas as B7
(BRODIE et al., 2000; LING et al., 2000; ARIMURA et al., 2002; WATANABE et al.,
2005). Além do contanto celular, citocinas presentes nos tecidos linféides s&o
fundamentais para a geragao da resposta efetora dos linfécitos T (JUNE et al., 1994;
PENG et al., 1996; KELSALL et al., 1996; DIEHL et al., 2000; MACDONALD, 2002;
STRAW, 2003; O'SULLIVAN et al., 2003).

As células dendriticas (DCs) exercem papel de destaque nesse processo, visto
que sdo especializadas na captura e processamento do antigeno, migragao para os
orgaos linfoides e apresentacédo dos peptideos antigénicos em moléculas de MHC e
a expressdo das moléculas coestimuladoras (SHORTMAN e LIU, 2002; CHAIN,
2003; BOONSTRA et al., 2003).

O reconhecimento dos diferentes microorganismos pelas APCs, como as DCs, é
feito por receptores expressos em sua membrana celular, os quais se ligam a
padrées moleculares presentes em patdgenos, como lipopolissacarideos (LPS),
lipoproteinas, acidos nucléicos e carboidratos (MOLL, 2003). Dentre estes
receptores estao os do tipo Toll (Toll like receptor-TLR) e os da familia de receptores
de lectina tipo C (C-type lectin receptor-CLR) que, ligados seletivamente, geram
sinais intracelulares de ativacdo e maturacdo celular, seguida de produgao de
mediadores soluveis, 0os quais podem determinar, durante a apresentagao
antigénica, a polarizagédo dos linfocitos TCD4" para Th1, Th2, Th17 ou Treguladores
(MOSMANN e SAD, 1996, GAUSE et al., 1999; SCHNARE et al., 2001; TAKEDA;
KAISHO; AKIRA, 2003; VAN KOOYK e GEIJTENBEEK, 2003).

D’OSTIANI et al. (2000) observaram que DCs incubadas com a forma de

levedura de Candida albicans secretam IL-12 e assim, promovem a ativagao e

16



diferenciacao dos linfocitos T para Th1. Por outro lado, quando as DCs sao
incubadas com as hifas de Candida albicans induzem a geracéao de células Th2.

Em outro trabalho demonstrou-se que lipopolissacarideos obtidos de duas
bactérias distintas, Escherichia coli e Porphyromonas gingivalis, quando injetados
com OVA ativam vias distintas de sinalizacdo nas DCs, as quais culminam na
geracgéao de respostas polarizadas Th1 ou Th2 anti-OVA (PULENDRAM et al., 2001).

Os TLRs séao diferenciados pelo tipo de antigeno que reconhecem, bem como
pela sua localizagdo e vias de sinalizagao intracelular. Na sua grande maioria, a
ativagao celular via TLR gera resposta inflamatoria (AKIRA; YAMAMOTO; TAKEDA,
2003).
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Figura 1- Sumario de ligantes reconhecidos pela familia TLR. A resposta de todos os
ligantes, exceto dsRNA, sdo dependentes da molécula adaptadora MyD88 responsavel
por ativar a cascata de proteinas intracelulares, culminando no fator de transcricdo NF-
kB.

Fonte: AKIRA; YAMAMOTO; TAKEDA, 2003.

Com relacdo aos CLRs, estes reconhecem carboidratos associados as
moléculas de maneira Ca’-dependente e também participam do processo de
reconhecimento de antigenos, maturagédo das APCs e geragdo da resposta imune
especifica. Os receptores DC-SIGN e MGL sao exemplos de CLRs que estao
envolvidos no reconhecimento de glicanos presentes em patégenos/antigenos pelas
DCs (MCGREAL, MILLER e GORDON, 2005; ZHOU et al., 2006).

Nas infeccdes por Wolbachia e Schistosoma mansoni foi mostrado que parte da
inibicdo da resposta imune adaptativa € mediada pelo reconhecimento de antigenos
destes parasitas via TLRs ou CLRs nas APCs e DCs que, por sua vez, promovem a

inducao de células T reguladoras e/ou secrec¢ao de citocinas inibitérias, como a IL-10
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(BRATTING et al., 2004; VAN DER KLEIJ et al., 2002).

BABU et al. (2005) observaram inibicdo da expressao de TLR1, 2, 4 e 9 em
linfocitos B e mondcitos obtidos de pacientes acometidos de filariose linfatica.
Posteriormente, estes autores (2006) mostraram menor expressao destes mesmos
receptores nos linfocitos T de pacientes infectados por Brugia malay. Em conjunto,
estes resultados sugerem que a imunossupressao observada em pacientes
infectados por estes parasitas seja, portanto resultante da deficiéncia no
reconhecimento dos antigenos via esses receptores.

Varios trabalhos tém descrito que o reconhecimento de patégenos distintos por
CLRs podem desencadear sinais inibitorios ou estimulatorios nas DCs, o que resulta

na modulagdo da atividade funcional destas células (ENGERING et al., 2002;
GEIJTENBEEK et al., 2004).
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Figura 2- Fungao inata dos receptores de lectina tipo-C nos processos de captura de
antigenos e sinalizagao intracelular em APCs. As APCs podem expressar varios
CLRs que reconhecem estruturas especificas de carboidratos. Apés a ligacdo os
CLRs internalizam o antigeno para expressar em moléculas de MHC de classe | ou |l
para os linfocitos T. CLRs podem também ter fungdo de molécula sinalizadora para a
producdo de citocinas. Na presenga de sinalizagdo via TLRs, moléculas
coestimuladoras séo positivamente reguladas e a captura por CLRs de antigeno e
apresentagao pode iniciar a estimulacao de células T (Th1, Th2 e Th17). Na auséncia
de estimulos “de perigo” e coestimulagado, a captura de antigeno pelos CLRs leva a
apresentacao para as ceélulas T e o desenvolvimento de tolerancia através células T
reguladoras.

Fonte: VAN VLIET; GARCIA-VALLEJO; VAN KOOYK, 2008.
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VAN DIE et al. (2003) e VAN DIE e CUMMINGS (2006) mostraram que
carboidratos presentes nos antigenos liberados pelos ovos do Schistosoma mansoni
(SEA) sao reconhecidos por receptores de lectina tipo C (DC-SIGN), receptores de
manose e galactose expressos nas DCs e assim, inibem a ativagdo e maturagao
destas células induzida por ligantes de TLRs.

Com relagdo a modulag&o negativa da resposta imune por citocinas, nos ultimos
anos, a producdo de IL-10 juntamente com a de TGF-B (Transforming Growth
Factor-) tem sido diretamente associada a inducdo de células T com atividade
reguladora e inibicdo da atividade funcional das DCs (DOETZE et al., 2000; GRUTZ,
2005).

Retomando a imunossupressdo induzida pelos componentes de alta massa
molecular do extrato de Asc (Pl), SILVA et al. (2006) mostraram que esses
antigenos inibem a expressao de moléculas de classe Il do MHC e coestimuladoras
tanto nas APCs (células MHC classe 1I") como em DCs purificadas de camundongos
imunizados com OVA e Pl. Em ensaios in vitro, essas DCs foram incapazes de
induzir a proliferacao de linfocitos T OVA-especificos.

Experimentos realizados em camundongos geneticamente deficientes em IL-10
permitiram evidenciar que o PI foi incapaz de inibir a expressao das moléculas de
classe Il e coestimuladoras nas células destes animais imunizados com a OVA e PI.
Ensaios in vitro também mostraram que CD11c* purificadas de animais IL-10"
imunizados com OVA e estimuladas com OVA e Pl foram eficientes em ativar
linfécitos T OVA-especificos. Portanto, os resultados demonstram que a IL-10 é
fundamental para que o Pl exerga seu efeito nas células apresentadoras de antigeno
e ainda, que a supressdo da resposta anti-OVA induzida por Pl é resultante da
capacidade deste antigeno de modular a fase de indugdo da resposta imune
especifica. Considerando o papel central das APCs na geragcdo da resposta
adaptativa e ainda, que o reconhecimento dos patdgenos/antigenos por estas
células é um fator crucial na determinacdo do tipo de resposta imune que sera
gerada, fica evidente a importancia em se estudar a participacao destes receptores
de membrana das APCs no processo de supressdo da resposta imune induzida
pelos componentes do PI.
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2 OBJETIVOS

Estudar a participagdo dos TLRs e CLRs expressos pelas APCs na

imunomodulagao exercida pelos componentes do PI.

2.1 Objetivos especificos

v' Comparar a expressédo das moléculas envolvidas na apresentagédo antigénica em

células de camundongos imunizados com OVA ou com OVA+Pl em CFA ou IFA.

v' Avaliar a expressao de TLR1, 2, 4 e 9 nas células de camundongos imunizados 5
dias antes com OVA ou OVA+PI.

v' Estudar a participacdo de TLR2 e 4 na supressao da resposta anti-OVA induzida
pelo PIl. Para tanto, sera avaliada a resposta imune celular e humoral bem como
a expressao das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras (CD80 e
CD86) nas células obtidas dos linfonodos destes camundongos TLR2" ou TLR4™
imunizados com OVA ou OVA+PI.

v' Estudar a capacidade do Pl de modular a ativacdo/maturacdo de células
dendriticas diferenciadas in vitro com GM-CSF/IL-4 e incubadas com ligantes de
TLR2, TLR3 e TLRA4.

v' Avaliar a presenga de antigenos glicosilados no PI, utilizando a metodologia de

cromatografia de afinidade a ConA
v' Estudar a participacao dos receptores de lectina tipo C no efeito supressivo do Pl

in vitro nas células CD11c* de camundongos imunizados com OVA previamente

incubadas com ligante de CLRs e pulsadas in vitro com OVA ou OVA+PI.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos

Para alguns protocolos experimentais foram utilizados camundongos machos da
linhagem BALB/c, provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan ou do
Biotério de Experimentagdo do Departamento de Imunologia, do Instituto de
Ciéncias Biomédicas-USP. O uso dos animais de experimentagcado foi aprovado no
Instituto de Ciéncias Biomédicas pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA), registro n° 018 e pela Comissdo de Etica no uso de Animais Instituto
Butantan (CEUAIB) n°® 455/08.

Outros experimentos foram realizados em camundongos da linhagem C57BL/6 do
tipo selvagem (WT) ou geneticamente deficientes em TLR2 ou 4 (TLR2" ou TLR4™),
obtidos da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e gentiimente cedidos
pelo Dr. Niels Olsen Saraiva Camara, Prof Livre Docente do Depto de Imunologia,
ICB-USP.

3.2 Antigenos e Adjuvantes

Ovalbumina grau V (OVA) (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) foi utilizada nos
protocolos de imunizagcdo de camundongos e nos ensaios de estimulagdo das

células in vitro.

Componentes do Pl foram obtidos a partir do fracionamento do extrato bruto de
Ascaris suum em coluna de gel filtracdo (Sephacryl S200-GE/Pharmacia) e utilizados

nos protocolos de imunizacéo e experimentos in vitro.

Os adjuvantes Completo ou Incompleto de Freund (CFA; IFA- Sigma Chemical
Co. St. Louis, USA) foram emulsificados na propor¢cdo de 1:1 (vol/vol) com os

diferentes antigenos e utilizados nos protocolos de imunizagao.

Manana de Saccharomyces cerevisiae (Sigma), LPS (lipopolissacarideo de E.
coli- Sigma), Poly I:C (Calbiochem—Merck, Darmstadt, Germany) e Pam3csk4

(InvivoGen, San Diego, CA, USA - gentiimente cedido pelo Dr. Gustavo Pessini
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Amarante-Mendes) foram utilizados nos ensaios de estimulacdo das células

dendriticas in vitro.

3.3 Preparo do extrato de Ascaris suum

Vermes adultos vivos, obtidos de intestinos de suinos, foram lavados em solugao
salina (NaCl 0,15M) e homogeneizados em salina tamponada com tamp&o borato
0,1 M; pH 8,0 (BBS) no Ultra-TURRAX. O material obtido foi centrifugado por 1 hora
a 10.000 g e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi ressuspenso em BBS e
mantido por 18h/4 °C, sob agitagcdo constante. Posteriormente, o material foi
centrifugado por 90 min/10.000 g e o sobrenadante obtido foi dialisado contra agua
destilada e novamente submetido a centrifugagdo. Apds este procedimento, o

sobrenadante foi aliquotado e liofilizado.

3.4 Obtencado dos componentes de alta e baixa massa molecular do extrato de
Ascaris suum (Pl e PIIl)

Extrato de Ascaris suum diluido em BBS 0,05 M; pH 8,0 foi submetido a
cromatografia de gel filtragdo em coluna Sephacryl S-200 (C16/100-GE Healthcare)
com fluxo de 1,6 mL/min. Apds a aplicacado do extrato, foram coletadas fracdes de
1,6 mL em coletor automatico acoplado a um espectrofotbmetro. Fracdes
correspondentes aos picos | e Ill foram agrupadas, concentradas por centrifugagéo
em Centriplus YM-100 e YM-10, respectivamente (Amicon — Bedford, MA., USA) e
armazenadas a -20 °C.

3.5 Determinagao e eliminagao de endotoxinas nos diferentes antigenos

Antes da realizagcdo dos experimentos, o conteudo de endotoxinas bacterianas
(predominantemente-LPS) presente nas amostras de OVA, PI ou PIlI foi avaliado em
Ensaio Imunoenzimatico LAL (Cambrex/Lonza), realizado no setor de produgédo do
Instituto Butantan. O laudo técnico fornece a quantidade de endotoxinas presente
em cada amostra e/ou no seu diluente, tendo como limite minimo de detecgao 0,125
VE/mL. Quando detectada a presenga de endotoxinas nos diferentes antigenos,

estes foram submetidos a coluna de polimixina para a remogdo destes
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contaminantes utilizando o protocolo estabelecido pelo fabricante (Thermo-Scientific,
Rockford, USA). Em seguida, as amostras foram novamente avaliadas em ensaio de
LAL. Na auséncia de endotoxinas, os antigenos foram utilizados nos diferentes

protocolos experimentais.

3.6 Cromatografia de afinidade em coluna de concanavalina A (ConA) acoplada
a Sepharose 4B

Os componentes do Pl ou PIIl, assim como amostra de soro albumina bovina,
(BSA - Sigma) foram testados quanto a sua afinidade de ligagdo a lectina Con A
extraida de Canavalia ensiformis e acoplada a Sepharose (Sigma). Para tanto,
amostras dos antigenos (1 mg/300 pL) foram aplicadas na coluna de ConA-
Sepharose previamente equilibrada em tampéao Tris 20 mM pH 7,4 contendo 0,5 M
de cloreto de sédio (tampéo Tris/NaCl). Apds a aplicagao, foram passados 25 mL de
tampao Tris/NaCl, seguidos de aplicagédo da solug¢ao Tris/NaCl contendo 500 mM de
a-metil-D-manopiranosideo. O perfil cromatografico foi determinado pela leitura das
fracdes obtidas a 280 nm.

3.7 Protocolos de imunizagao

a) Cinética da expressdo de TLRs em células dos linfonodos de camundongos

imunizados com OVA

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (100 pg/animal)
em CFA na base da cauda. Apds 3, 4, 5 ou 6 dias da imunizagdo os animais foram
sacrificados e as suspensdes celulares foram preparadas. Suspensao celular foi
também obtida de linfonodos de camundongos nao imunizados. Estas suspensodes
foram utilizadas para a analise da expressao dos diferentes TLRs em citbmetro de

fluxo.

b) Analise da expressdo de TLRs em células dos linfonodos de camundongos
imunizados com OVA ou OVA+PI

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (100 ug/animal)

ou OVA (100 pg/animal) e PI (200 ug/animal) em CFA na base da cauda. Apods 3, 4,
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5 ou 6 dias da imunizacdo os animais foram sacrificados e as suspensoes celulares
foram preparadas. Suspensdo celular foi também obtida de linfonodos de
camundongos n&o imunizados. Estas suspensdes foram utilizadas para a analise da

expressao de CD11c e dos diferentes TLRs em citdmetro de fluxo.

c) Estudo da expresséo de TLRs em células MHC de classe II' ou CD3" obtidas dos

linfonodos de camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI

Grupos de 6 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (100 ug/animal)
ou OVA (100 ug/animal) + Pl (200 pg/animal) em CFA na base da cauda. Apds 5 ou
7 dias da imunizag&o os animais foram sacrificados e as suspensdes celulares foram
preparadas. Suspensdo celular foi também obtida de linfonodos de camundongos
nao imunizados. Estas suspensdes foram utilizadas para a purificagcdo das células
MHC de classe II" ou CD3" e posterior andlise da expressdo dos diferentes TLRs em

citdbmetro de fluxo.

d) Analise da expressdo das moléculas envolvidas com a apresentagdo antigénica
em camundongos imunizados com OVA em CFA ou IFA

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (100 pg/animal)
em CFA ou IFA na base da cauda. Apds 5 dias da imunizagdo os animais foram
sacrificados e as suspensdes celulares foram preparadas. Suspensao celular foi
também obtida de linfonodos de camundongos nao imunizados. Estas suspensoes
foram utilizadas para a analise da expressdo das moléculas de MHC de classe I,
CD40, CD80 ou CD86 em citdmetro de fluxo.

e) Indugéo de hipersensibilidade tardia (HT) e obtengdo dos soros dos camundongos

Grupos de 5 camundongos C57BL/6 WT ou TLR2" ou TLR4" foram imunizados
com OVA (200 ug/animal), OVA (200 pg/animal) + Pl (200 ug/animal) em CFA na
base da cauda. Apds 8 dias da imunizagdo, os animais imunizados ou grupos de
animais nao imunizados foram desafiados no coxim plantar com OVA agregada e 24
horas pds-desafio, foi avaliada a espessura das patas, para a determinacdo da
reacao de hipersensibilidade tardia. Em seguida, os camundongos foram sangrados
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pelo plexo oftalmico, para a obtencao dos soros e posterior analise da producao de
anticorpos anti-OVA.

f) Obtengédo de células CD11c*

Grupos de 6 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (200 pg/animal)
em CFA na base da cauda. No 5° dia pds-imunizacéo, os animais foram sacrificados
para a retirada dos linfonodos e obtencdo da suspensao celular. A partir desta
suspensédo, as células CD11c” foram purificadas por sele¢édo positiva em sistema
MidiMACS (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, USA).

3.8 Obtencao e preparo de suspensoes celulares a partir de 6rgaos linféides de

camundongos

Para o preparo das suspensdes celulares, os diferentes grupos de camundongos
foram sacrificados e os linfonodos inguinais e periaorticos retirados e colocados em
placas de Petri contendo Colagenase tipo IV (Sigma), na concentracdo de 2mg/mL
em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen). As placas foram mantidas por 1 h/37 °C
em estufa com 5% de CO, umidificada. Apds incubagao, as suspensdes de células
foram preparadas com o auxilio de homogeneizador estéril em meio de cultura RPMI
1640, centrifugadas por 8 min/4 °C a 500 g e ressuspensas em 10,5 mL de meio de
cultura RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50 uM de
2-ME e 5% de soro fetal bovino (SFB) (RPMI-S). Em seguida, as células foram
colocadas em gelo por 10 minutos para a sedimentagdo dos grumos. Apos este
periodo, 10,0 mL das suspensbes foram transferidos para novos tubos e
centrifugados por 5 minutos a 500 g. Todas as células foram ressuspensas em 10,0
mL de meio de cultura RPMI-S e feita a contagem em cémara de Neubauer,
utilizando solugéo de Azul de Tripan 0,2 %.
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3.9 Protocolo de purificagcdo de células CD11c* e CD3"

A partir das suspensdes obtidas dos camundongos previamente imunizados as
células CD11c” ou CD3" foram purificadas utilizando o sistema MidiMACS, segundo
SUDOWE et al. (2000).

Cada suspensdo foi ajustada para a concentragdo de 1x10° células/mL e
incubada com anticorpo monoclonal anti-CD11c-biotinilado ou anti-CD3-biotinilado (2
ng/10° células) por 30 min/4 °C. Apds este periodo, foram acrescentados 10,0 mL de
meio RPMI-S e realizada centrifugagdo a 4 °C/8 min/500 g. As células foram
ressuspensas em PBS contendo 0,5% de BSA-EDTA 2 mM, pH 7,2, e acrescentado
o conjugado de estreptoavidina-microesferasmagnéticas (20 uL/10° células). Nova
incubagido de 20 min/4 °C foi realizada e, em seguida, as suspensdes foram
centrifugadas a 4 °C/8 min. Em seguida, as células foram ressuspensas em 800 pL
de tamp&o e aplicadas na coluna MidiIMACS (Miltenyi Biotec) acoplada ao campo
magnético. Células ndo-marcadas foram eluidas da coluna com a aplicagéao de 10,0
mL de tampao. Apds este procedimento, a coluna foi retirada do campo magnético e
a populacdo CD11c¢* ou CD3" foi eluida com a aplicacdo de 10,0 mL do tamp&o a
coluna. Apds este procedimento, foi feita a contagem das células em cédmara de
Neubauer. A determinacdo da pureza da suspensao obtida foi realizada apds a
incubacao das células com anticorpo anti-CD11c-FITC ou anti-CD3-FITC e analise

em citbmetro de fluxo.

3.10 Ensaio de células CD11c"* obtidas de camundongos imunizados com OVA
e incubadas com OVA, OVA+PIl, OVA+Pl+Manana

As células purificadas CD11¢” foram incubadas com OVA (200 ug/mL), OVA+PI
(200 pg/mL), OVA+Manana (200 e 50 pg/mL) ou OVA+Pl+Manana (200 e 50 ug/mL)
por 18 hs, em estufa com 5% de CO, umidificada/37 °C. Apds este periodo, foram
centrifugadas por 5min/10 °C/1.000 g e o sobrenadante foi coletado. As células
foram ressuspensas em meio RPMI, incubadas com os anticorpos anti-MHC de
classe Il ou moléculas coestimuladoras de camundongo marcadas com PE ou FITC

e analisadas em citdbmetro de fluxo.
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3.11 Protocolo de diferenciagao de células dendriticas in vitro e incubagao com
diferentes estimulos

Camundongos BALB/c, C57BL/6 WT, TLR2” ou TLR4" foram sacrificados e as
células-tronco retiradas da medula 6ssea em meio RPMI. Apds centrifugagéo, o
pellet celular foi ressuspenso em 10,0 mL de meio RPMI contendo 5% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram distribuidas em placas de 6 pogos na concentragao
de 2x10°céls/mL e adicionados 10 ng/mL de GM-CSF e 5 ng/mL de IL-4. No 4° dia
de cultivo, os sobrenadantes das culturas foram retirados e foi adicionado novo meio
RPMI com 10 ng/mL de GM-CSF e 5 ng/mL de IL-4. As culturas foram mantidas por
mais 3 dias em estufa de 5% CO, umidificada e ao final deste periodo, as células
nao-aderentes foram coletadas. A concentracio celular foi determinada em camara
de Neubauer. Suspensées contendo 5x10° células foram estimuladas com LPS (1 ou
10 pyg/mL), PI (200 pg/mL), LPS+PI, Manana (50 ug/mL), Poly I:C (10 ou 20 pg/mL)
ou Pam3 (3 pyg/ml) em estufa de 5% de CO, umidificada/37 °C, por 18 horas. Apds a
incubacao, as células foram novamente coletadas e incubadas com anticorpos anti-
MHC de classe Il, CD40, CD80 e CD86 conjugados com FITC ou PE e analisadas

em citbmetro de fluxo.

3.12 Marcacao de moléculas expressas na superficie celular com anticorpos
fluorescentes e analise em citdmetro de fluxo

Suspensdes celulares previamente obtidas ou as células MHC de classe II7,
CD3* ou CD11c* purificadas foram distribuidas na concentracdo de 1x10°
células/pogco em placas de 96 pocos de fundo redondo. Todas as suspensodes
celulares foram primeiramente incubadas com anticorpo anti-receptor FcyRII/RIII (1
Hg/10° células) por 30 min/4 °C, seguido de adi¢do de PBS contendo 2% de SFB e
centrifugagéo.

a) Analise da expressao das moléculas envolvidas com a apresentagéo antigénica
Suspensdes celulares ou as células purificadas foram incubadas com anticorpos
monoclonais de cabra anti-CD40, anti-CD80, anti-CD86—PE, anti-I-A® (BALB/c) ou
I-AP (C57BL/6) de camundongo marcados com FITC na concentracdo de 0,5-1
Hg/10° células (BD Pharmingem — San Diego) em PBS contendo 2% de SFB, por
30 minutos/4 °C.
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b) Marcacéo dos receptores do tipo Toll1,2,4e 9

Amostras de 0,5x10° células foram incubadas por 30 min/4 °C com anticorpos de
rato anti-TLR1, TLR2 ou TLR4 de camundongo marcados com PE. Para estudar a
expressdao do TLR9, foi feita a incubacdo das células com solugédo de
permeabilizagdo (cytoperm-BD Pharmingem) por 10 minutos/4 °C. Ao final, as
células foram centrifugadas e a solugdo fixadora (cytofix-BD Pharmingem)
adicionada, na qual foi diluido o anticorpo anti-TLR9-PE (1 pL/5x10° células) seguido
de incubacao de 30 min/4 °C.

Em todos os experimentos foram feitas incubagdes das células com anticorpos
controle-isotipicos IgG1 ou IgG2a de rato ou cabra marcados com FITC ou PE. As
células foram lavadas e ressuspensas em PBS contendo 0,1% de paraformaldeido
(Merck — Darmstadt, Germany). Todas as incubagdes foram feitas em duplicata e as
amostras analisadas em citbmetro de fluxo (104 eventos foram adquiridos por

amostra) (FACScalibur, Becton Dickinson).

3.13 Determinacgao da producgao de anticorpos anti-OVA por ELISA

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas (100 pL/po¢o) com OVA (10 pg/mL)
diluida em tampao PBS pH 7,5 e incubadas por 18 hs/4 °C. As placas foram lavadas
3x com solugdo PBS+ 0,05% de Tween 20 (PBST) e em seguida bloqueadas com
solugdo de PBST+3% de gelatina por 3hs/37 °C. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas 3x com PBST e acrescentados os soros diluidos 1:10 ou 1:40 para a
deteccgdo de IgG2a ou IgG1, respectivamente, seguida de diluicdo seriada na razéo
1:2 em solugdo PBST+0,5 % de gelatina (100 yL/pogo). As placas foram incubadas
por mais 1 h/37 °C e ao término desse periodo foram lavadas 3x com PBST.
Anticorpos de cabra anti-IgG1 ou anti-lgG2a de camundongo marcados com biotina
diluidos 1:1000 em PBST (Southern Biotechnology Associates) foram acrescentados
as placas (100 uyL/pogo) e nova incubagédo foi feita por 1h/37 °C. Em seguida, as
placas foram lavadas e acrescentado o conjugado de estreptoavidina-peroxidase
diluido em solugédo PBST+0,5% de gelatina (100 pyL/pogo) e incubadas por 1h/37 °C.
Novo ciclo de lavagens foi feito e a reagédo revelada pela adigdo do substrato
contendo cromoégeno OPD+H,0; (30%) diluidos em tampao citrato 0,5 M pH 5,0.
Apos 10 minutos de incubacdo, a reagao foi interrompida com a adicado de acido
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sulfurico a 30%. A absorbancia foi determinada a 492 nm em leitor de ELISA
(Multiskan EX — Uniscience).

A producao de IgG1 e IgG2a anti-OVA foi determinada em soros obtidos dos
animais de cada grupo de imunizacao e os resultados expressos como a média das

densidades oOpticas obtidas em 5 animais/grupo + desvio padrao.

3.14 Desencadeamento da reacao de hipersensibilidade tardia (HT)

Camundongos WT, TLR2" ou TLR4™ imunizados com OVA ou OVA+PI foram
desafiados no coxim plantar com solugédo de OVA agregada (30 pL - 600 pg/mL), no
8° dia pods-imunizacdo e receberam PBS na pata contralateral. Como controle,
grupos de camundongos nao imunizados foram, da mesma forma, desafiados. A
reacao de hipersensibilidade tardia foi avaliada 24 horas pds-desafio pela medida da
espessura das patas dos diferentes grupos experimentais com o auxilio de um
espessimetro (Mitutoyo Mfg. Co. Ltd). Os resultados foram expressos pela média

das diferengas entre as espessuras das duas pataszerro padrao.

3.15 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgao de IL-12

Placas de alta afinidade (ELISA) foram sensibilizadas com anticorpo anti-IL-12
na concentragdo de 4 uyg/mL em Tampé&o Bicarbonato 0,1M pH 9,0 (50 yL/pogo) e
incubadas por 18 hs a temperatura ambiente (TA). Apos esse periodo, as placas
foram lavadas com solugdo PBS+0,05% Tween 20 (PBST; Sigma) e bloqueadas
com 150 uL/pogo de solugédo PBST contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) por 30
minutos.

Ao final da incubagédo, foram realizadas 4 lavagens com PBST e, em seguida,
adicionados 50 pL/poco de IL-12 recombinante diluida na razdo 1:2, em meio de
cultura contendo 2% de SFB, e as amostras de sobrenadantes de culturas. As
placas foram incubadas por 2 hs/TA e em seguida, foram lavadas em PBST.
Anticorpo anti-IL-12-biotinilado foi adicionado as placas (200 ng/mL-50 uL/pogo) e
realizada nova incubagéo de 1 h/TA. Outras quatro lavagens em PBST foram feitas e
75 uL/poco do conjugado enzimatico (estreptoavidina-peroxidase) diluido em PBST
+ 0,1% de BSA foram adicionados. Nova incubacdo de 1h/TA foi realizada. Outro
ciclo de lavagens foi feito e a reagao revelada pela adigdo de 100 pL/pogo do
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substrato contendo o cromoégeno TMB, agua oxigenada 30% (Sigma) em tampé&o
fosfato de sddio bibasico 0,2 M e acido citrico 0,2 M pH 5,0. A reacéao foi bloqueada
com 4cido sulfurico 0,2 M e a leitura feita em leitor de ELISA a 450 nm. O calculo da
concentracdo de IL-12 presente nos sobrenadantes das culturas de células foi

realizado a partir da curva-padréo de IL-12 recombinante (6 a 0,187 ng/mL).

3.16 ELISA para detecgédo de IL-10 ou IL-6

A presenga de IL-10 ou IL-6 nos sobrenadantes das diferentes culturas celulares
foi realizada por ELISA (R&Biosystems), seguindo as etapas acima descritas. Assim,
placas foram sensibilizadas com anticorpo anti-IL-10 (4 ug/mL) ou anti-IL6 (2 pg/mL)
diluidos em PBS (50 uL/pogo) e incubadas por 18 hs/TA. Em seguida, as placas
foram lavadas e bloqueadas com 150 pL/pogco com solugcdo PBS contendo 1% de
BSA por 1 h. Ao final, foram novamente lavadas e adicionados 50 pL/poco de IL-10
ou IL-6 recombinante assim como as amostras das culturas. Nova incubacgao de 2hs
foi realizada seguida de lavagens e adi¢gao do anticorpo anti-IL-10 (800 ng/mL) ou
anti-IL-6 marcados com biotina (200 ng/mL-50 uL/pogo). As placas foram incubadas
por 2h/TA, lavadas e adicionados 100 pL/pogo do conjugado enzimatico
(estreptoavidina-peroxidase). Seguiu-se outra incubagao de 20 minutos/TA, lavagens
€ a reacao revelada, como descrito no item acima. A leitura feita em leitor de ELISA
a 450 nm e a concentragcdo de IL-10 ou IL-6 presente nos sobrenadantes das
culturas de células foi determinada a partir da curva-padrdao das citocinas
recombinantes (2 a 0,06 ou 1 a 0,03 ng/mL, respectivamente).

3.17 ELISA para detecgao de TNF

Placas de ELISA foram sensibilizadas com anticorpo anti-TNF na concentragao
de 0,8 pg/mL em Tampéao Fosfato de sddio 0,2M pH 6,5 (100 pL/pogo) e incubadas
por 18 horas a temperatura ambiente (TA). Apds esse periodo, as placas foram
lavadas com solu¢do PBS+0,05% Tween 20 (PBST; Sigma) e bloqueadas com 200
ML/pogo com solugdo PBST contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) por 1 hora.

Ao final da incubagao, foram realizadas 4 lavagens com PBST e, em seguida,
adicionados 50 uL/pogo de TNF recombinante diluido na razdo 1:2 (2 ng/mL) em

PBS contendo 10% de SFB e as amostras de sobrenadantes de culturas. As placas
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foram incubadas por 2 horas/TA e em seguida, foram lavadas em PBST. Anticorpo
anti-TNF-biotinilado foi adicionado as placas (200 ng/mL-100 pL/pogo) e realizada
nova incubagao de 1 h/TA. Outras quatro lavagens em PBST foram feitas e 100
ML/pogo do conjugado enzimatico (estreptoavidina-peroxidase) diluido em PBST +
10% de SFB foram adicionados. Nova incubac¢ao de 30 minutos/TA foi realizada.

Em seguida, outro ciclo de 4 lavagens foi feito e a reag&o revelada pela adigao
de 100 pL/pogo do substrato contendo o cromégeno TMB, agua oxigenada 30%
(Sigma) em tampéao fosfato de sédio bibasico 0,2 M e acido citrico 0,2 M pH 5,0. A
reacao foi bloqueada com acido sulfurico 0,2 M e a leitura feita em leitor de ELISA a
450 nm. O calculo da concentracdo de TNF presente nos sobrenadantes das
culturas de células foi realizado a partir da curva-padrao de TNF recombinante (2 a
0,06 ng/mL).

3.18 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),

seguida de comparagdes multiplas, segundo o método de Tukey (ZAR, 1974).
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao dos componentes de alta massa molecular do extrato de Ascaris
suum por gel filtragao

Com o objetivo de obter os componentes de alta e baixa massa molecular do
extrato de Ascaris suum, amostras deste extrato bruto foram submetidas a
cromatografia de gel filtragdo, utilizando a metodologia descrita por Faquim e
Macedo (1998).

A figura 3 mostra o perfil de eluigdo protéica dos componentes presentes no
extrato apos fracionamento, onde podemos observar a presenca de trés picos,
sendo dois deles mais proeminentes. Conforme previamente descrito, o primeiro
pico corresponde aos componentes de alta massa molecular (Pl) do extrato e o
terceiro pico contém os de baixo peso molecular (SOARES; MOTA; MACEDO, 1992;
FAQUIM e MACEDO, 1998).

Os componentes do PI, os quais s&o responsaveis pela capacidade de inibir a
resposta imune heterdloga, assim como os do PIlIlI foram coletados e concentrados

para posterior utilizacdo nos diferentes protocolos experimentais.
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Figura 3. Perfil cromatografico do extrato de Ascaris suum em coluna de gel filtragao.
O extrato de Asc (15 mg/mL) foi fracionado em coluna Sephacryl S-200. As fragdes foram
coletadas e a concentragdo protéica analisada a 280 nm. Os picos | e lll representam os
componentes de alta e baixa massa molecular, respectivamente.

4.2 Cinética da expressao de TLRs na membrana de células totais de
camundongos imunizados com OVA

O préximo objetivo foi avaliar a expressao dos TLRs nas células dos linfonodos
de camundongos imunizados em diferentes dias. Para isto, grupos de camundongos
BALB/c foram imunizados com OVA na base da cauda. Apds 3, 4, 5 e 6 dias da
imunizagao, suspensdes celulares foram preparadas a partir dos linfonodos inguinais
e periadrticos e incubadas com anticorpos anti-TLR1, 2, 4 e 9 conjugados a FITC ou
PE. Em seguida, as amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados
obtidos foram comparados ao observado no grupo de camundongos nao-
imunizados.

Os resultados da figura 4 mostram que a porcentagem de células expressando
os diferentes TLRs aumenta com o decorrer do tempo de imunizacgao, apresentando,
na maioria das vezes, pico maximo de expressdo nos dias 5 e 6 pods-imunizagao

quando comparado ao obtido nas células de camundongos n&do-imunizados.
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Figura 4. Porcentagem de células expressando TLR1, 2, 4 e 9 em células totais de camundongos
imunizados com OVA.
Camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (200 ug/animal). Apés 3, 4, 5 e 6 dias
de imunizacdo, as suspensoes celulares foram preparadas e incubadas com anticorpos
anti-TLR1, TLR2, TLR4 e TLR9 ou controle isotipicos marcados com FITC ou PE e
analisadas em citbmetro de fluxo. Os resultados foram expressos em média da
porcentagem de células marcadas nas amostras em duplicata + desvio padrao.

4.3 Efeito do Pl na expressao de TLR 1, 2, 4 e 9 em células dendriticas de
camundongos imunizados com OVA, Pl ou OVA+PI

No contexto da imunossupressao induzida pelo Pl, o proximo aspecto abordado
foi estudar a capacidade desses componentes de modular a expressdo dos
diferentes TLRs nas células dendriticas. Para tanto, grupos de camundongos
BALB/c foram imunizados com OVA, OVA+Pl ou Pl em CFA. No 5° dia pés-
imunizacdo, as suspensodes celulares foram preparadas a partir dos diferentes
grupos experimentais e incubadas com anticorpo anti-CD11c-FITC e os anticorpos
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anti-TLR1, 2, 4, ou TLR9-PE. Apéds a leitura das amostras em citbmetro de fluxo,
realizamos uma janela para selecionar a populagdo CD11¢” e, entdo analisamos a
expressdo dos diferentes TLRs. Camundongos nao-imunizados foram utilizados
como controle.

Na figura 5 podemos observar aumento da expressdo dos TLRs nas células
dendriticas avaliadas de camundongos imunizados com OVA, quando comparada a
obtida no grupo nao-imunizado. Em contraste, com excecédo do TLR 1 e 9 podemos
verificar uma diminuigdo da expressao de TLR 2 e 4 nas células dos camundongos
imunizados com OVA + Pl ou Pl comparado com o grupo imunizado somente com
OVA.
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Figura 5. Expresséo de TLR 1, 2, 4 ou 9 nas células CD11c’ de camundongos imunizados 5 dias
antes com OVA, Pl ou OVA+PI.
Camundongos BALB/c foram imunizados ou ndo com OVA (200 pg/animal), Pl (200
ug/animal) ou OVA+PI (200 pg/animal) em CFA. No 5° dia pds-imunizagdo, suspensodes
celulares foram preparadas e incubadas com anticorpos anti-CD11¢c-FITC e anti-TLR 1, 2, 4
ou 9-PE. Todas as amostras foram feitas em duplicata e analisadas em citémetro de fluxo.
Os resultados foram expressos como a média geométrica da intensidade de fluorescéncia
das amostras em duplicata + desvio padrado. Resultados representativos de 3 experimentos.
* p < 0,05 comparado ao grupo controle
A p < 0,05 grupo OVA+PI ou Pl comparado ao grupo OVA.
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4.4 Expressdes de TLRs em células CD3" e MHC de classe II" purificadas de
camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI

Visto que a adigdo do Pl na imunizagdo dos camundongos com OVA inibiu o
aumento da expressao de alguns TLRs na superficie das células dendriticas destes
camundongos, decidimos avaliar se este efeito seria restrito as APCs ou se ocorreria
também nos linfécitos T.

Camundongos BALB/c foram imunizados com OVA ou OVA+PI (200 pg/animal)
e apdés 5 dias foram preparadas suspensdes celulares a partir dos linfonodos
inguinais e periaorticos. A partir destas suspensées, células TCD3" foram purificadas
por selegdo positiva, utilizando anticorpo-biotinilado anti-CD3 e o conjugado de
estreptoavidina-microesferas-magnéticas em coluna MidiIMACS. A pureza da
suspensao obtida foi avaliada em citdmetro de fluxo e revelou a presenca de 90% de
células CD3".

Células nao-ligadas a coluna foram avaliadas em citbmetro de fluxo quanto a
expressao de moléculas de MHC de classe Il e a analise mostrou a presenca de
85% de células MHC-II" nesta suspensdo. Considerando estes resultados, estas
duas populagdes foram, entdo incubadas com os anticorpos anti-TLR1, 4 ou 9-PE e
a expressao dos receptores analisada por citometria de fluxo. Vale ressaltar, que
nao foi possivel analisar a presenca de TLR2 nessas células por falta do anticorpo
anti-TLR2-PE no momento da realizagao do experimento.

Como pode ser visto na figura 6, células MHC de classe II" de camundongos
imunizados com OVA 5 dias antes apresentam alta expressdo de TLR1, 4 e 9 em
relacdo ao observado em células dos camundongos nao-imunizados. Por outro lado,
a expressdo dos diferentes TLRs nas células MHC de classe II* obtidas de
camundongos imunizados com OVA e Pl esteve semelhante a das células dos
camundongos n&o-imunizados.

Analisando as células CD3", verificamos que a expressdo de todos os TLRs
nesta populacao celular € muito menor em relagao a observada nas células MHC de
classe IlI'. Somado a isto, ndo pudemos observar diferenga significativa na
expressdo de qualquer um destes receptores nas células CD3" purificadas dos
diferentes grupos experimentais em relagdo ao observado nas células de

camundongos n&o-imunizados.
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Figura 6. Expressdo de TLR1, TLR4 e TLR9 em células MHC de classe II" ou TCD3" obtidas de
camundongos imunizados ou ndo com OVA ou OVA+PI.
Camundongos BALB/c foram imunizados com OVA ou OVA+PI e apds 5 dias foi feita
purificacéo das populagdes TCD3" e MHC de classe II” .
Estas células foram incubadas com anticorpos anti-TLR1, TLR4 e TLR9 —PE e analisadas
em citdbmetro de fluxo. As amostras foram feitas em duplicata e os resultados expressos
como a média da intensidade de fluorescéncia das amostras em duplicata + desvio padrao.

* p < 0,05 comparado ao grupo nao-imunizado

# p < 0,05 grupo OVA+PI comparado ao grupo de OVA.
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4.5 Anadlise da expressao das moléculas de classe Il do MHC e
coestimuladoras em células de camundongos imunizados com OVA
emulsificada em CFA ou IFA

Considerando que adjuvantes utilizados nos diferentes modelos experimentais
podem modular e direcionar a resposta imune e ainda, que o efeito do Pl na
resposta anti-OVA foi observado em camundongos imunizados com este antigeno
emulsificado em CFA, realizamos um experimento para comparar o papel do CFA e
IFA na expressao das moléculas MHC de classe |l e coestimuladoras nas células
obtidas dos camundongos imunizados com a OVA.

A figura 7 mostra os resultados obtidos, onde pode ser observado que a
imunizagao dos camundongos com OVA emulsificada tanto com o CFA como o IFA
induziu de forma semelhante aumento na expressao de moléculas de classe Il do
MHC e coestimuladoras nas células obtidas destes animais em relagdo ao

observado em células de camundongos nao-imunizados.
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Figura 7. Expressdo das moléculas MHC de classe Il, CD40, CD80 e CD86 nas células de
camundongos BALB/c imunizados com OVA em CFA ou IFA.
Grupos de camundongos foram imunizados ou ndo com OVA em CFA ou IFA. Outros
grupos receberam apenas os adjuvantes. Apos 5 dias 1x10° células foram incubadas com
anti-CD40, CD80, CD86 - PE ou anti-MHC-II-FITC e analisadas em citémetro de fluxo.
Todas as amostras de células foram feitas em duplicata e os resultados expressos como
a média da porcentagem de células positivamente marcadas * desvio padréao.
* p < 0,05 comparado ao grupo nao-imunizado
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4.6 Efeito do Pl na expressao das moléculas envolvidas com a apresentagao
antigénica em células de camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI
emulsificados em CFA ou IFA

O objetivo seguinte foi avaliar o efeito do Pl na resposta anti-OVA induzida pela
imunizagdo dos camundongos com OVA+PI emulsificados em CFA ou IFA. No 5° dia
de imunizacdo, as suspensdes celulares foram preparadas, incubadas com
anticorpos anti-CD80, CD86-PE ou anti-MHC-II-FITC e analisadas em citdbmetro de
fluxo.

Células de camundongos imunizados com OVA em CFA ou IFA apresentaram
alta expressao de moléculas coestimuladoras em relagdo ao obtido nas células dos
grupos néao-imunizado ou imunizados apenas com os adjuvantes. Em contraste,
verificamos menor expressao destas moléculas nas células dos camundongos
imunizados com OVA+PI independentemente do adjuvante utilizado (Figura 8).
Estes resultados ressaltam, portanto que o PI foi capaz de modular negativamente a
expressao das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras nas células dos
camundongos imunizados com o0s antigenos associados aos dois adjuvantes

estudados.
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Figura 8. Expressao das moléculas de MHC de classe Il, CD80 e CD86 nas células de camundongos
BALB/c imunizados ou ndo com OVA ou OVA+PI em CFA ou IFA.
Suspensdes celulares preparadas apds 5 dias da imunizagdo dos camundongos foram
incubadas (10° células) com anti-CD80 ou CD86-PE ou anti-MHC-II-FITC e analisadas
em citbmetro de fluxo. Todas as amostras de células foram feitas em duplicata e os
resultados expressos como a média da intensidade de fluorescéncia + desvio padréo.
Resultados representativos de 2 experimentos.
* p < 0,05 grupo OVA comparado ao grupo Controle
e p < 0,05 grupo OVA+PI comparado ao grupo OVA
¢ p < 0,05 grupo OVA comparado ao grupo CFA ou IFA
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4.7 Estudo da participacao de TLR2 ou TLR4 na supressao da resposta anti-
OVA induzida pelos componentes do Pl

4.7.1 Reacao de hipersensibilidade tardia

Com o objetivo de avaliar in vivo o efeito supressivo do Pl na resposta imune
celular a OVA, camundongos WT ou TLR2” ou TLR4" foram imunizados na base da
cauda com OVA ou OVA+PI. Passados 8 dias da imunizagdo, os animais foram
desafiados no coxim plantar com OVA agregada e avaliada a reagdo de
hipersensibilidade tardia (HT) 24 horas apds o desafio (FERREIRA, 1995).

A figura 9 mostra a resposta anti-OVA desencadeada nos diferentes grupos
de imunizagdo, onde observamos maior reagdo nos grupos de camundongos WT,
TLR2" ou TLR4™ imunizados com OVA quando comparado aos grupos controles
nao-imunizados e somente desafiados com OVA. Pudemos verificar também, que
tanto a reacgdo tardia esteve diminuida em todos os grupos de camundongos que
receberam OVA+PI quando comparado aos grupos imunizados somente com OVA.
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Figura 9. Reacdo de hipersensibilidade tardia anti-OVA em camundongos C57BL/6 WT, TLR2" ou
TLR4™ imunizados com OVA ou OVA+PI.
Grupos de camundongos foram imunizados ou nao com OVA (100 pg/animal) ou OVA+PI
(200 pg/animal) em CFA s.c na base da cauda. No 8° dia pdés-imunizagao, todos os grupos
foram desafiados com OVA agregada no coxim plantar direito e receberam PBS no contra-
lateral. A espessura das patas foi medida 24 horas poés-desafio. Os resultados
representam a média da diferenga entre as medidas das patas obtida de 5 animais/grupo
* desvio padréo.
* p <0,05 grupos OVA ou OVA+PI comparados ao grupo Controle
e p <0,05 grupos OVA+PI comparados aos grupos OVA
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4.7.2 Resposta imune humoral OVA-especifica

Visto que PI foi capaz de suprimir a resposta celular anti-OVA tanto nos
camundongos WT como deficientes em TLR2 ou TLR4, analisamos a producao de
anticorpos anti-OVA nos soros dos camundongos. Para tanto, apés a medida das
patas dos grupos experimentais 24 horas pds-desafio, estes foram sangrados para a
posterior avaliacdo dos anticorpos produzidos em resposta a OVA.

Na figura 10 podemos verificar altos niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-OVA
nos soros dos animais imunizados com este antigeno em relagdo ao observado nos
animais nao-imunizados. Por outro lado, verificamos niveis menores destes
anticorpos OVA-especificos nos grupos de camundongos WT, TRL2" ou TLR4"
imunizados com OVA+PI.
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Figura 10. Producgéo de anticorpos 1IgG1 e IgG2a em soros de camundongos C57BL/6 WT, TLR2 ou
TLR4 imunizados com OVA ou OVA+Pl em CFA.
Camundongos C57BL/6 WT, TLR4™ ou TLR2" previamente imunizados com OVA (100
pg/animal) ou OVA+PI (200 pg/animal) em CFA, na base da cauda, foram sangrados 8
dias apds a imunizagédo pelo plexo oftalmico. A producdo de anticorpos 1gG1 e IgG2a
anti-OVA foi avaliada por ELISA. Os resultados representam a média da densidade optica
(D.O.) obtida dos 5 animais/grupo + desvio padrdo.
* p <0,05 grupos OVA ou OVA+PI comparados ao grupo controle
e p <0,05 grupos OVA+PI comparados aos grupos OVA
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4.7.3 Expressao das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras em
células de camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI

Com o objetivo de investigar se TLR4 ou TLR2 expressos na superficie das
APCs estariam envolvidos no efeito modulador do PI, imunizamos camundongos
WT, TLR4” TLR2" com OVA ou OVA+Pl em CFA. No 5° dia pés-imunizagdo, os
camundongos foram sacrificados e suspensdes celulares foram preparadas a partir
dos linfonodos inguinais e periaorticos. Nestas suspensdes avaliamos a expresséo
das moléculas de classe Il do MHC, CD80 e CD86 nas células, utilizando o citdmetro
de fluxo. Suspenséo celular de camundongos nao imunizados foi também preparada
e da mesma forma analisada por citometria de fluxo.

Podemos observar na figura 11 aumento da expressao das moléculas MHC de
classe Il e coestimuladoras nas células de camundongos WT imunizados com OVA
quando comparado ao verificado nas células dos camundongos nao-imunizados. No
entanto, ndo observamos este aumento na expressdo destas moléculas nas células
de camundongos WT imunizados com OVA+PI.

Com relagdo a imunizagédo dos camundongos TLR4™", observamos aumento da
expressdo de todas as moléculas avaliadas nas células dos camundongos
imunizados com OVA comparada com a obtida nas células dos animais nao-
imunizados. Além disso, pudemos verificar que a adigcdo do Pl na imunizagdo com a
OVA foi capaz de inibir a expressdo de todas as moléculas envolvidas com a
apresentacao antigénica nas células dos camundongos, como mostra a figura 11.
Em conjunto, estes resultados demonstram a acéao inibitéria do Pl na expressao
destas moléculas nas células tanto de camundongos WT como TLR4" sugerindo
assim, que este efeito independe da presenca deste receptor neste modelo

experimental.

43



U 80-
s . 1 WT - Controle
g . @ WT-OVA
e 1 WT - OVA+PI
()
S
I 40 . "
g
S . >
£ 20-
‘E 0 T T T
MHC-II CD80 CD86
L 80- x
§ - [ ] TLR4™ Controle
£ 6ol . ] TLra” ovA
2 = TLR4™" OVA+PI
‘6 *
T 40 — [T
% [}
S . *
5 20+ =
p .
E 0 ﬂ T &\ [ [
=

MHC-II CD80 CD86

Figura 11. Expressdo das moléculas de MHC-II, CD80 e CD86 nas células dos linfonodos de
camundongos C57BL/6 WT ou TLR4™ imunizados com OVA ou OVA+P| em CFA.
Apés 5 dias da imunizagdo,suspensdes celulares foram preparadas destes animais e
incubadas (10° células) com anticorpos anti-MHC-II-FITC, anti-CD80 e anti-CD86-PE ou
controle isotipicos-FITC e PE. As amostras foram feitas em duplicata e analisadas em
citbmetro de fluxo. Os resultados representam a média da intensidade de fluorescéncia *
desvio padrao.Resultados representativos de 3 experimentos.
* p <0,05 grupo OVA comparado ao grupo Controle
e p <0,05 grupo OVA+PI comparado ao grupo OVA
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A participagdo do TLR2 no efeito do Pl sobre as APCs também foi estudada.
Pudemos observar na figura 12 que a imunizagdo de camundongos WT com OVA
induziu o aumento da expressao de MHC-IlI e moléculas coestimuladoras nas células
dos camundongos quando comparado com células de camundongos nao-
imunizados. Por outro lado, verificamos novamente que o Pl quando injetado
juntamente com a OVA impediu esse aumento da expressao das moléculas de MHC
de classe Il, CD80 e CD86 pelas células linféides dos camundongos WT.

Quanto a andlise da expressao destas moléculas nas células dos camundongos
TLR2™, evidenciamos que a imunizagdo com OVA+PI resultou em menor expressao
das moléculas estudadas nas células obtidas destes camundongos em relagéo a
observada nas células de camundongos imunizados com a OVA (Figura 12). Estas
observagdes indicam, portanto que o TLR2 nao participa desse processo de
modulagdo induzido pelo Pl na expressao das moléculas envolvidas na

apresentacao antigénica nas APCs.
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Figura 12. Expressdao das moléculas envolvidas na apresentacdo antigénica nas células dos
linfonodos de camundongos C57BL/6 WT ou TLR2” imunizados com OVA ou OVA+PI
em CFA.

Suspensbes celulares foram preparadas a partir dos linfonodos de camundongos
imunizados ou nao com OVA ou OVA+PI (200 ug/animal) em CFA 5 dias antes e foram
(106 células) incubadas com os anticorpos anti-MHCII-FITC, anti-CD80 e anti-CD86-PE.
As amostras foram feitas em duplicata e analisadas em citdbmetro de fluxo. Os resultados
representam a média da intensidade de fluorescéncia + desvio padrdo. Resultados
representativos de 3 experimentos.

* p <0,05 grupo WT ou TLR2" OVA comparado ao grupo controle WT ou TRL2™

e p <0,05 grupo WT ou TLR2" OVA+PI comparado ao grupo WT ou TLR2" OVA
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4.8 Avaliagao do efeito do Pl no processo de maturagao de células dendriticas
estimuladas in vitro com ligantes de TLR4 e TLR3 (LPS e Poly I:C)

Visto que as células dendriticas sdo fundamentais para a geragdo da resposta
adaptativa, estudamos o efeito do Pl no processo de maturacdo destas células
diferenciadas in vitro com GM-CSF e IL-4 a partir de medula éssea de camundongos
BALB/c. Estas células imaturas foram estimuladas in vitro com dois ligantes de
TLRs: 0 LPS (TLR4) e Poly I:C (TLR3) (YOUNG-IK, 2002; GEIJTENBEEK, 2003).

A ativagcao/maturagcdo das células dendriticas foi avaliada considerando o
aumento da expressao das moléculas de classe Il do MHC e coestimuladoras.
Também foi estudada a secrecdo de IL-12, IL-6, TNF-a e IL-10 nestas culturas
celulares.

Quanto as caracteristicas fenotipicas das células diferenciadas in vitro com GM-
CSF/IL-4, pudemos verificar em nossos experimentos, que cerca de 90% delas
expressam os marcadores CD11c e CD11b, os quais s&o caracteristicos de células
dendriticas (VAN LIEMPT, 2007). Além disso, observamos a expressdo de
moléculas de classe Il do MHC, CD40, CD80, CD83, CD86 e de TLR1, 2, 4 e DC-
SIGN na superficie destas células, como mostra a figura 13. A baixa expressao de
CD83 ressalta o estado imaturo destas células, conforme revisado por Lechmann
(2002).
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Figura 13- Fendtipo das células imaturas diferenciadas in vitro por 7 dias com GM-CSF/IL-4.
Células dendriticas foram diferenciadas in vitro com GM-CSF e IL-4 (10 € 5 ng/mL) a
partir de medula 6ssea de camundongos BALB/c. Ao final deste periodo, 1x10° células
foram incubadas com anticorpos anti-MHC-II-FITC, anti-CD40, CD80, CD86, CD83,
DC-SIGN, TLR1, TLR2 ou TLR4 marcados com PE. As amostras foram feitas em
duplicata e analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados representam a média da
intensidade de fluorescéncia + desvio padrao.

Podemos verificar na figura 14, que a incubagao destas células por 18 horas com
LPS promoveu aumento da expressdo das moléculas de classe Il do MHC e
coestimuladoras quando comparado ao observado nas células nao-estimuladas.
Além disso, foi possivel verificar que tanto 1 como 10 ug deste ligante de TLR4 foi
capaz de induzir a maturacao destas células.

Na estimulagdo com Poly I:C (ligante de TLR3), também observamos aumento
na expressdo das moléculas avaliadas nas células dendriticas, o que novamente
demonstra a ativagao celular e diferenciacido em células maduras.

Com respeito ao efeito do Pl no processo de maturacdo destas células
observamos na figura 14, que houve menor expresséo de moléculas de classe Il do
MHC e coestimuladoras nas células que foram estimuladas com LPS+PI em relacéo
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a incubacdo somente com o LPS. Vale ressaltar, que o efeito inibitério do PI foi
observado nas células incubadas tanto com 1 como com 10 pg/mL de LPS.

Pudemos verificar ainda, que o Pl ndo induziu aumento da expressao de todas
as moléculas avaliadas nas células dendriticas, 0 que sugere que a adigao destes
componentes ndo promove a sua maturacdo mantendo-as, portanto no estado
imaturo.

Em relagcédo ao estimulo com Poly I:C, foi visto que o Pl n&o teve capacidade de
inibir o processo de ativagdo destas células induzida pelo Poly I:C e com isso
observamos aumento da expressdo das moléculas CD40, CD80 e CD86. . Estes
resultados foram obtidos com as células estimuladas com 20 pg/mL de Poly I:C, no
entanto quando incubamos as células com 10 ug/mL do ligante de TLR3, verificamos
que o Pl inibiu a expressdo de todas as moléculas estudadas nas células

dendriticas.
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Figura 14- Efeito do Pl na expressdo das moléculas MHC-Il e coestimuladoras em células
diferenciadas in vitro e estimuladas com ligantes de TLR3 e TLR4.
Células imaturas diferenciadas in vitro foram estimuladas com LPS (1 ou 10 ug/mL),
LPS+PI (1, 10 + 200 pg/mL), Poly I:C (20 ug/mL), Poly I:C+PI (20 + 200 pg/mL) e PI
(200 pg/mL) por 18hs. Apds esse periodo, 1x10° células foram incubadas com os
anti- MHC-II-FITC, anti-CD40, CD80 e CD86-PE. As amostras foram analisadas em
citbmetro de fluxo. Os resultados expressos como a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) + desvio padréo. Resultados representativos de 3 experimentos
* p <0,05 grupo LPS 1 ug+PI comparado ao grupo LPS (1 ug)
# p <0,05 grupo LPS 10 ug +PIl comparado ao grupo LPS (10 pg)
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Quanto a presenca de IL-12, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes das culturas das
células dendriticas, observamos que o LPS (1 pg/mL) induziu aumento significativo
na secregcao destas citocinas in vitro. O LPS também promoveu aumento da
secrecdo de TNF-a pelas células dendriticas, porém a adi¢cdo de Pl a cultura néo
alterou a secregdo deste mediador pro-inflamatério (dados néo-mostrados). Em
contraste, quando o PI foi adicionado juntamente com o LPS a cultura celular, a
secregdo tanto de IL-12 como IL-6 e IL-10 estiveram diminuidas (Figura 15).
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Figura 15- Produgéo de IL-6, IL10 e IL-12 nas culturas de células dendriticas diferenciadas in vitro e
estimuladas com LPS, Pl ou LPS+PI.
Células de medula 6ssea de camundongos BALB/c foram diferenciadas in vitro com GM-
CSF/IL-4 durante 7 dias e estimuladas com LPS (1 ug/mL), PI (200 pg/mL) ou LPS+PI (1 e
200 pyg/mL) por 18 hs. A concentragcédo de IL-6, IL-10 e IL-12 presente nos sobrenadantes
das culturas celulares foi avaliada por ELISA e determinadas a partir da curva-padrao das
citocinas recombinantes. Resultados representativos de 4 experimentos.
* p <0,05 grupo LPS+PI e Pl comparados ao grupo LPS
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4.9 Avaliagoes do efeito dos componentes de baixa massa molecular do Asc
(PIll) no processo de maturagao de células dendriticas estimuladas in vitro
com ligante de TLR4

A fim de comprovar que a capacidade de modular a maturagdo das células
dendriticas induzida por ligantes de TLRs & uma propriedade dos componentes do
Pl, realizamos experimento in vitro onde incubamos as células imaturas com LPS,
LPS+PIIl ou somente o PIll e avaliamos a expressao das moléculas de classe Il do
MHC e coestimuladoras nestas células.

Os resultados obtidos mostram aumento de expressdo de todas as moléculas
estudadas nas células que foram incubadas com LPS e também nas células
incubadas com PIII, com exce¢do da molécula CD86. Além disto, verificamos que a
adicao do PIIl na cultura de células dendriticas estimuladas com LPS nao alterou o

efeito deste ligante de TLR4, como mostra a figura 16.
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Figura 16- Efeito do PIlll na expressdo das moléculas de classe Il do MHC e coestimuladoras em
células dendriticas estimuladas in vitro com ligante de TLR4
Células de medula 6ssea de camundongos BALB/c diferenciadas in vitro por 7 dias com
GM-CSF/IL-4 foram estimuladas com LPS (1 pg/mL), PIll (200 pg/mL) ou LPS+PIIl (1 e
200 pg/mL) por 18hs. Apds esse periodo, 1x10° células foram incubadas com os
anticorpos anti-MHC de classe II-FITC, anti-CD40, CD80 e CD86-PE. Todas as
incubagdes foram feitas em duplicata e analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados
expressos como a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) £ desvio padréo.
*p< 0,001 grupo LPS, LPS+PIIl ou Plll comparados ao meio
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410 Efeito do Pl na expressao das moléculas de classe Il do MHC e
coestimuladoras em células dendriticas de camundongos WT, TLR4” ou
TLR2" diferenciadas in vitro e estimuladas com ligante de TLR 2,3 e 4

Considerando o objetivo do projeto de estudar os mecanismos envolvidos no
efeito do Pl nas células dendriticas, avaliamos o papel do TLR4 neste processo.

Células dendriticas foram diferenciadas in vitro a partir da medula éssea de
camundongos WT, TLR4™ ou TLR2" e estimuladas com LPS, Pam3, Pam3+PI, Poly
I:C ou Poly I:C+PI, por 18 hs. Apds este periodo, todas as células foram coletadas,
incubadas com os anticorpos anti-MHC de classe II-FITC, CD80 e CD86-PE e em
seguida analisadas por citometria de fluxo.

A figura 17 mostra as analises de expressdo destas moléculas nas células
estimuladas com os agonistas de TLR4, 2 e 3 na presenga ou ndo de PIl. Pudemos
observar que o LPS, Pam3 e Poly I:C foram capazes de promover aumento da
expressdo de todas as moléculas avaliadas nas células diferenciadas de
camundongos WT. Entretanto, quando foi adicionado o Pl as culturas juntamente
com estes ligantes de TLR2, 3 e 4 este aumento n&o foi observado.

Nas culturas de células dendriticas diferenciadas a partir de medula éssea de
camundongos TLR4", tanto o Pam3 como o Poly I:C (ligantes de TLR2 e 3)
induziram a maturagao destas células. Em contrapartida, o Pl foi capaz de inibir este
efeito dos ligantes de TLR2 e 3 mesmo na auséncia do TLR4 (Figura 17).

Estes resultados reforgam, portanto que o Pl exerce importante efeito modulador
nas células dendriticas, via mecanismo independente de TLR4.
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Figura 17- Efeito do Pl na expressdo das moléculas envolwdas na apresentacdo antigénica em
células dendriticas de camundongos WT ou TLR4™ diferenciadas in vitro e estimuladas
com ligantes de TLR2, TLR3 e TLR4.
Células de medula 6ssea de camundongos WT ou TLR4™ diferenciadas in vitro com GM-
CSF e IL-4 foram estimuladas com LPS (1 pg/mL), Pam3 (3 pyg/mL), Pam3+PI (3 e 200
pg/mL), Poly I:C (10 pg/mL) ou Poly I1:C+PI (10 e 200 pg/mL), por 18 hs.Apds este
periodo, foram incubadas (1x10 ) com os anticorpos anti- MHC de classe II-FITC, CD80 e
CD86-PE.Todas as incubacdes foram feitas em duplicata e analisadas em citdbmetro de
fluxo. Os resultados expressos como média da intensidade de fluorescéncia * desvio
padrao.
Resultados representativos de 2 experimentos.
* p <0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS (WT)
# p <0,05 grupo Pam3+PIl comparado ao grupo Pam3 (WT)
¢ p <0,05 grupo Poly I:C+PIl comparado ao grupo Poly I:C (WT)
e p <0,05 grupo Pam3+PI comparado ao grupo Pam3 (TLR4 D)
A p <0,05 grupo Poly I:C+Pl comparado ao grupo Poly I:C (TLR4 )
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Em outro experimento realizado com as células diferenciadas in vitro a partir de
medula 6ssea de camundongo WT ou TLR2” e estimuladas com agonistas de
TLR2, 3 e 4, evidenciamos novamente alta expressdo de todas as moléculas
avaliadas nas células de camundongos WT que foram incubadas com LPS, Pam3 ou
Poly I:C (Figura 18). Em contraste, nas culturas celulares incubadas com o Pl e os
ligantes de TLR2, 3 e 4, n&do foi observado este aumento na expressdo das
moléculas de MHC-II e coestimuladoras nas células.

Nas culturas de células de camundongos TLR2", pdde ser verificado aumento
da expressdo de todas as moléculas estudadas quando estas células foram
incubadas com LPS ou Poly I:C. Além disto, verificamos que a adicdo de PI
juntamente com o LPS ou o Poly I:C as culturas resultou na baixa expressao das
moléculas de MHC-II e coestimuladoras pelas células TLR2™, indicando assim que
mesmo na auséncia do TLR2, o PI foi capaz de interferir no processo de maturagao

das células dendriticas (Figura 18).
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Figura 18- Efeito do Pl na expressao das moléculas de classe Il do MHC e coestimuladoras nas
células dendriticas de camundongos WT ou TLR2™ diferenciadas e estimuladas in vitro
com ligantes de TLR2, 3 e 4.

Células dendriticas diferenciadas in vitro com GM-CSF/IL-4 foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL), Pam3 (3 ug/mL), LPS+PI (1 e 200 pg/mL) ou Pam3+PI (3 e 200 ug/ng
Poly I:C (10 pg/mL) ou Poly I:C+Pl (10 e 200 pg/mL) por 18 hs.Em seguida, 1x10
células foram incubadas com os anticorpos anti- MHCII-FITC, anti-CD40, CD80 e
CD86-PE. Todas as incubagoes foram feitas em duplicatas e analisadas em citdmetro
de fluxo. Os resultados foram expressos como a média da intensidade de fluorescéncia
* desvio padrao. Resultados representativos de 3 experimentos.

* p <0,05 grupo Pam3+PI comparado ao grupo Pam3 (WT)

# p <0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS (WT)

¢ p <0,05 grupo Poly I:C+PIl comparado ao grupo Poly I:C (WT)

e p <0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS (TLR2"')

A p <0,05 grupo Poly I:C+PI comparado ao grupo Poly I:C (TLR2"')
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Na figura 19 estdo representados os resultados de deteccdo das diferentes
citocinas nos sobrenadantes das culturas de células estimuladas com os diversos
ligantes de TLRs. Podemos observar aumento da producédo de IL-12 e IL-6 nas
células dos camundongos WT incubadas com LPS, Pam3 e Poly |:C em relagéo ao
obtido nas células mantidas somente com meio de cultura. Por outro lado, a adigao
do Pl a estas culturas de células juntamente com LPS, Pam3 e Poly I:C resultou na
menor secrec¢ao tanto de IL-12 como de IL-6.

Com relacdo a IL-10, observa-se maior producédo desta citocina pelas células
estimuladas com os ligantes de TLR4, 2 e 3 em relagdo ao obtido nas células
imaturas. Aumento na secrecdo desta citocina foi observado quando o PI foi
adicionado juntamente com o Poly I:C ou Pam3 as células. Por outro lado, nas
culturas de células incubadas com LPS e Pl observamos menor produgéao de IL-10
quando comparada a obtida nas células somente estimuladas com o LPS.

Nas culturas das células dendriticas diferenciadas de camundongos TLR2™”
verificamos que a incubagdo com LPS resultou no aumento da producgao de IL-10,
IL-6 e IL-12 comparada a das células mantidas em meio de cultura. Além disso,
pdde ser observado aumento da producao de IL-10 e diminuicédo de IL-6 e IL-12 nas
culturas de células TLR2" incubadas com o Pl e LPS em relacdo ao obtido nas
células estimuladas somente com o LPS.

Quando avaliada a secrecdo das citocinas nas culturas de células TLR4™,
verificamos que a incubagédo com Poly I:C induziu a produgéo de IL-10, IL-6 e IL-12
em relagdo as células imaturas (mantidas em meio de cultura). Nas culturas
incubadas com Poly I:C e PI verificou-se aumento de IL-10 e diminui¢ao de IL-6 e IL-
12 quando comparada a produgao obtida nas células estimuladas somente com o
Poly I:C, como mostra a figura 19.
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Figura 19- Producao de IL-10, IL-6 e IL-12 em sobrenadantes de culturas de células dendriticas de
camundongos WT, TLR2" ou TLR4" diferenciadas e estimuladas in vitro com LPS,
LPS+PI, Pam3, Pam3+PI, Poly I:C ou Poly I:C+PI.

Células de medula éssea dos camundongos foram diferenciadas in vitro com GM-CSF/IL-
4 durante 7 dias e estimuladas com LPS (1 ug/mL), LPS+PI (1 e 200 pg/mL), Pam3 (3
pg/mL), Pam3+PI (3 e 200 ug/mL), Poly I:C (10 pg/mL) ou Poly I:C+PI (10 e 200 pg/mL)
por 18 hs. A presencga de IL-10, IL-6 e IL-12 nos sobrenadantes das culturas celulares
foram avaliadas por ELISA e as concentragbes determinadas a partir da curvas-padrao
das citocinas recombinantes. Resultados representativos de 3 experimentos.

* p <0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS

e p <0,05 grupo Poly I:C+PIl comparado ao grupo Poly I:C

A p <0,05 grupo Pam3+P| comparado ao grupo Pam3
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4.11 Avaliagoes da presencga de glicanos ligados aos componentes do Pl e Plil

Tendo em vista os resultados mostrando que o TLR2 e TLR4 nao estdo
envolvidos no efeito modulador do Pl sobre a atividade funcional das APCs, o
préximo obijetivo foi avaliar a presenga de carboidratos, como residuos de glucose e
manose, no Pl que poderiam ser reconhecidos por receptores de lectina tipo C. Para
tanto, utilizamos como estratégia experimental, a afinidade de ligagdo das
glicoproteinas as diversas lectinas (DEBRAY; MONTREUIL; FRANZ, 1994).
Amostras de Pl e PIIl foram, entdo submetidas a cromatografia de afinidade em
coluna de ConA acoplada a Sepharose. Amostras de soro albumina bovina (proteina
aglicosilada) foram da mesma forma, submetidas ao mesmo protocolo experimental

e utilizadas como controle.

Na figura 20 podemos observar que a albumina bovina (BSA) e os componentes
do PIIl passaram pela coluna de ConA sem interagir com a lectina. Em contraste,
verificamos que os componentes do Pl somente foram eluidos da coluna de ConA
quando aplicado o agucar competidor, 0 que demonstra a presenca de componentes

glicosilados, ou seja, contendo residuos de manose/glucose na amostra de PI.

05 -
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—>—BSA —8—PIl —a—PI

Figura 20- Perfil cromatografico de PI, Plll e albumina bovina em coluna de concanavalina A (ConA)
acoplada a Sepharose.
Amostras de PI, Plll ou BSA (1 mg) foram aplicadas na coluna de ConA-Sepharose
previamente equilibrada em tampéao Tris 20 mM pH 7,4 contendo 0,5 M de cloreto de
sédio (tampao Tris/NaCl). Os componentes ligados a coluna foram eluidos com solugéo
Tris/NaCl contendo 500 mM de a-metil-D-manopiranosideo. O perfil de eluicdo das
amostras foi determinado pela leitura a 280 nm.
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4.12 Estudos do papel de CLRs na modulagiao exercida pelo Pl sobre as
células dendriticas

Sabendo que o Pl apresenta componentes glicosilados, decidimos estudar a
participagdo dos receptores de lectinas tipo C na capacidade destes antigenos de
modular a maturacao de células dendriticas induzida por LPS. Para estudar o papel
desses receptores na supressao induzida por PI, utilizamos a manana como
bloqueador destes receptores expressos nas DCs.

Células dendriticas foram geradas in vitro e estimuladas com LPS, LPS+PI,
Manana ou manana+LPS+Pl por 18hs. Apds a incubagdo, as células foram
marcadas com anticorpos anti-MHC de classe Il, anti-CD80 ou anti-CD86 e
analisadas em citdmetro de fluxo.

A figura 21 mostra maior expressao das moléculas MHC-Il e coestimuladoras
nas células estimuladas com LPS em comparacao a observada em células mantidas
em meio de cultura. Verificamos menor expressao dessas moléculas na populagao
celular incubada com LPS+Pl. Por outro lado, quando as células foram pré-
incubadas com manana e estimuladas com LPS+PIl, observamos aumento da
expressao de MHC-II, CD80 e CD86 quando comparado a observada nas células
incubadas com LPS+PI.

Verificamos ainda, que a manana nao induziu ativacao das células dendriticas,
uma vez que, a intensidade de fluorescéncia observada nestas células foi

semelhante a obtida nas células mantidas somente em meio de cultura (Figura 21).
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Figura 20- Expressdo das moléculas de MHC de classe Il, CD80 ou CD86 em células dendriticas
estimuladas com LPS, Pl, manana, manana+LPS+PI.
Células dendriticas diferenciadas in vitro a partir de medula 6éssea de camundongos
BALB/c com GM-CSF/IL-4 foram estimuladas com LPS (1 upg/ml), LPS+PI (1 e 200
pg/ml), Manana (50 ug/mL), LPS+Pl+manana (1, 200 e 50 yg/mL, respectivamente) por
18hs. Apos este periodo, as células foram incubadas com anti-MHC-II-FITC, CD80 ou
CD86 conjugados a PE. Os resultados foram expressos em média de intensidade de
fluorescéncia das amostras analisadas em citdbmetro de fluxo + desvio padréo.
* p <0,05 grupo estimulado com LPS comparado ao grupo nao-estimulado
4 p < 0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS

A quantificagdo de IL-6, IL-10 e IL-12 nos sobrenadantes destas culturas de
células permitiu verificar maior secrecdo destas citocinas pelas células incubadas
com o LPS. Por outro lado, quando o PI foi adicionado a cultura com o LPS,
observamos diminuigdo da secrecao destas, como pode ser observado na figura 21.

A pré-incubagdo das células com manana e posterior adicdo de LPS+PI
promoveu maior secrecao destas citocinas em relagdo a observada na cultura de
células estimuladas com LPS+PI, porém este aumento n&o foi significativo. Além
disso, no sobrenadante da cultura de células incubadas somente com manana néo
detectamos a presenca de citocinas estando, portanto abaixo do nivel de detecgao

do ensaio utilizado (Figura 21).
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Figura 21- Producdo de IL-12, IL-10 e IL-6 detectada em sobrenadantes de culturas de células

dendriticas diferenciadas in vitro e estimuladas com LPS ou LPS e PI.
Células dendriticas foram diferenciadas in vitro a partr de medula &ssea de
camundongos BALB/c com GM-CSF/IL-4 durante 7 dias e estimuladas com LPS (1
pg/ml), LPS+PI (1 e 200 pg/ml), Manana (50 ug/mL), LPS+Pl+manana (1 , 200 e 50
pMg/mL) por 18hs. Apds este periodo, os sobrenadantes das culturas foram coletados e a
secregdo das citocinas analisadas por ELISA. A concentragdo de IL-12, IL-10 e IL-6
presente nos sobrenadantes das culturas foi calculada a partir das curvas-padrédo das
citocinas recombinantes.

* p <0,05 grupo LPS+PI comparado ao grupo LPS

e p <0,05 grupo LPS+Pl+manana comparado ao grupo LPS+PI
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4.13 Efeito do Pl nas células CD11c’ purificadas e estudo do papel dos
receptores de lectinas tipo C nesse processo

Visto que os receptores de lectina tipo C parecem estar envolvidos na
capacidade do Pl de modular a maturacédo de células dendriticas in vitro, o préximo
aspecto avaliado foi o papel destes receptores no efeito modulador do Pl nas células
dendriticas obtidas de camundongos previamente imunizados.

Para tanto, utilizamos o mesmo protocolo experimental descrito por SILVA et al.
(2006). Camundongos BALB/c imunizados 5 dias antes com OVA foram sacrificados
e a suspensao celular preparada a partir dos linfonodos inguinais e periaorticos.
Desta suspenséo, células CD11c” foram purificadas (90% de pureza) e incubadas in
vitro com OVA, OVA+PI ou manana+OVA+PI por 18 horas. Apds este periodo, todas
as células foram marcadas com anticorpos especificos e analisadas por citometria
de fluxo.

A figura 22 mostra a express&o das moléculas de MHC-II e coestimuladoras nas
células CD11¢" de camundongos imunizados com OVA néo-pulsadas ou pulsadas in
vitro com os diferentes antigenos. Pode-se verificar, menor expressao das moléculas
CD40, CD80 e CD86 nas células CD11c” estimuladas com OVA+P| comparada com
a observada em células que foram estimuladas apenas com a OVA. No entanto, ndo
foi evidenciada diferenga significativa na expressao de moléculas de MHC de classe
Il nos dois grupos analisados.

Com relagdo a expressdo destas moléculas nas células CD11c” que foram
incubadas com manana+OVA+PI, verificamos que o efeito do Pl foi somente parcial
sobre a expressdo das moléculas envolvidas na apresentagdo antigénica (Figura
22).

62



O Meio H ovA OVA+PI [0 OVA+PI+manana

MHCGI @80

300 * 100 -

*
*
80
200 - *
60 |
100 - 401
20
0 0 :
@40 @86
150 N
120 - 120
* *
90
80 -
60 |
40 -
30
0 0

Figura 22- Expressdo das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras nas células CD11¢c"
purificadas de camundongos imunizados com OVA e estimuladas in vitro com OVA,
OVA+PI ou manana+OVA+PI.

Apds 5 dias da imunizagcdo, foi prepara suspensao celular a partir dos linfonodos
inguinais e periadrticos destes animais e esta foi utilizada para a purificacdo das células
CD11c" por selegdo positiva, em sistema MidiMacs. As células CD11c” obtidas foram
estimuladas in vitro com OVA (200 pg/ml), OVA+PI (200 ug/ml) ou OVA+PIl+Manana (50
pg/ml) por 18 horas e em seguida incubadas com anti-CD40, CD80 e CD86-PE ou anti-
MHC-II-FITC. Os resultados expressos como a média da intensidade de fluorescéncia
das amostras em duplicata analisadas em citémetro de fluxo + desvio padrao.

* p < 0,05 grupos comparados ao grupo de células ndo-estimulada in vitro

e p < 0,05 grupo OVA+PI comparado ao grupo OVA
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5 DISCUSSAO

Os helmintos e alguns de seus produtos exercem importante efeito modulador no
sistema imune (ORR e BLAIR, 1969; BARRIGA e INGALLS, 1984; JARRET e
STEWART, 1972; KOJIMA e OVARY, 1975; HAIG; LIMA; MOTA, 1980). Neste
contexto de imunossupressao, foi evidenciado que os componentes de alta massa
molecular (Pl) isolados do extrato de Asc inibem a capacidade das DCs de
apresentar antigenos de forma efetiva aos linfocitos T e, assim gerar a resposta
adaptativa adequada a um antigeno heterélogo como a OVA (SILVA et al., 2006).

Como elemento fundamental de ligacéo entre a imunidade inata e adaptativa, as
DCs tém a capacidade de reconhecer tanto antigenos préprios como nao-préprios
por meio de receptores expressos na sua membrana celular, tais como TLRs e CLRs
(MOLL, 2003).

Considerando, portanto, a importancia destas células no direcionamento e
geracdo da resposta imune adaptativa e ainda, os resultados anteriores
comprovando que o Pl exerce o seu efeito nestas células, neste trabalho buscamos
entender os mecanismos de acgao destes antigenos nas APCs, principalmente nas
DCs.

Visto que os TLRs estao envolvidos no reconhecimento de grande variedade de
patogenos pelas APCs e ainda, que alguns microorganismos sao capazes de inibir a
expressdo destes receptores como estratégia de evasdo do sistema imune
(VENUGOPAL; NUTMAN; SEMNANI, 2009), nés avaliamos a capacidade do Pl de
modular a expressao de alguns TLRs.

Verificamos em nossos experimentos que a imunizagdo dos camundongos com
OVA resultou em aumento da expressédo de TLR1, 2, 4 e 9 nas células obtidas dos
linfonodos que drenam o sitio da imunizacdo. No entanto, com a adicdo do PI na
imunizagdo dos camundongos esse aumento ndo foi observado. A analise da
expressdo desses receptores nas células CD11¢c’ dos camundongos previamente
imunizados permitiu verificar que o Pl inoculado com a OVA é capaz de modular
nestas populagao celular a expressao dos TLRs.

Resultados semelhantes foram publicados por BABU et al. (2005) quando
estudaram a imunossupressao observada em pacientes cronicamente infectados
com a microfilaria Brugia malay. Neste trabalho, eles verificaram que as DCs e
linfocitos B destes pacientes apresentavam menor expressado de diversos TLRs na
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sua superficie celular comprometendo assim, o reconhecimento dos patégenos por
estas células. Em 2006, estes mesmos autores mostraram que esta menor
expressao de TLRs também ocorria nos linfécitos T dos individuos cronicamente
infectados com a microfilaria. Como conclusao, foi proposto pelos autores que o
estado de imunossupressao detectado nestes individuos seja reflexo da deficiéncia
tanto no reconhecimento dos patdgenos pelas DCs como na ativagao dos linfocitos
T, que em algumas situagdes pode ser potencializada pelos TLRs.

Considerando este ultimo trabalho, tivemos como objetivo avaliar no nosso
modelo experimental, se o Pl também poderia modular a expresséo dos TLRs nos
linfocitos T. A analise destes receptores nas populacbes de células isoladas de
camundongos imunizados com OVA ou OVA+PI permitiu observar que a expressao
de TLRs esteve aumentada somente nas células MHC de classe II” e ainda, que o PI
foi capaz de inibir essa expressado. Em contraste, a expressado dos TLRs nas células
CD3" dos camundongos imunizados tanto com a OVA como com OVA+PI foi
semelhante a observada nas células dos camundongos n&o-imunizados. Estes
resultados mostram, novamente, que o Pl exerce efeito inibitério nas células que séo
capazes de apresentar os antigenos para os linfécitos T. Portanto, os nossos
resultados corroboram os descritos por BABU et al. (2005) quanto ao efeito
supressivo da microfilaria nas APCs.

Quanto aos TLRs expressos nos linfécitos TCD3", trabalhos relatam que o
aumento da sua expressao ocorre em linfécitos T previamente ativados (MACLEOD
e WETZLER, 2007; KABELITZ, 2007). Em outro trabalho, PRABHA; RAJASHREE;
SULOCHANA (2008) verificaram que a expressdo de TLRs é regulada
diferencialmente nas subpopulacdes de células T e que depende do estado de
ativacao celular. Na resposta imune a tuberculose, estes autores observaram maior
expressdo de TLR2 e 4 em células TCD4" ativadas e secretoras de IFN-y
comparada a obtida em linfécitos TCD4" produtores de IL-4.

Baseados nestes trabalhos mostrando que a modulagao de TLRs nos linfocitos T
ocorre quando estas células estao ativadas, podemos sugerir que a expressao baixa
destes receptores observada nas células TCD3" dos diferentes grupos
experimentais pode ser devido ao tempo precoce desta analise, ou seja, 5° dia pds-
imunizacdo. Para comprovar esta hipotese seria necessario estudar esses
receptores nas células TCD3" de animais imunizados ha mais tempo com a OVA ou
OVA e PI.
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Trabalhos mostram que dentre as varias formulacbes de substancias com
carater adjuvante, produtos microbianos (bacterianos ou virais, dentre outros)
quando adicionados a um antigeno pouco imunogénico apresentam efeito
potencializador do sistema imune. Este efeito € mediado pelo seu reconhecimento
por TLRs ou outros receptores nas APCs que promovem a ativagao destas células e
a secregao de citocinas pré-inflamatérias (TSUJI, 2000; SHIBAKI e KATZ, 2002;
PETROVSKY e AGUILAR, 2004). O Adjuvante Completo de Freund (CFA),
formulacédo de 6leo e produtos do Mycobacterium bovis, ha muito tempo tem sido
utilizado como ativador da resposta imune especifica a diversos antigenos. Neste
sentido, LIM (2003) demonstrou que a acgdo adjuvante do CFA é mediada pela
ligacdo do Mycobacterium ao TLR2 nas APCs, que por sua vez, resulta na ativagao
destas células e a potencializagdo da resposta imune antigeno-especifica.

De acordo com estas observagdes sobre a agdo dos adjuvantes nas APCs e
ainda, os trabalhos relatando o efeito do Pl na resposta anti-OVA induzida pela
imunizagdo com a OVA emulsificada em CFA, varias estratégias experimentais
foram consideradas neste trabalho. Assim sendo, testamos a capacidade do
Adjuvante Incompleto de Freund (IFA), que ndo contém os produtos bacterianos, de
promover resposta OVA-especifica na mesma magnitude da induzida pela
imunizagdo com a OVA em CFA.

Pudemos constatar que o IFA foi tdo potente quanto o CFA em induzir aumento
da expressao das moléculas envolvidas na apresentagao antigénica nas células dos
camundongos imunizados com as formulagées de OVA/IFA ou OVA/CFA. Portanto,
estes resultados corroboram com os publicados por SHIBAKI e KATZ (2002)
demonstrando que as células de camundongos imunizados com OVA/IFA ou
OVA/CFA foram capazes de proliferar na mesma amplitude quando estimuladas in
vitro com a OVA. No entanto, estes autores evidenciaram que a imunizagdo com a
OVA em CFA promoveu resposta OVA-especifica por periodo mais prolongado que
a inoculagdo da OVA em IFA nos camundongos.

Outro aspecto abordado foi a possibilidade do Pl competir com os produtos
bacterianos contidos no CFA pela ligacdo aos TLRs nas APCs e, assim resultar na
menor expressao das moléculas de MHC de classe Il e coestimuladoras observada
nas células dos camundongos. Assim, a utilizacdo do IFA em paralelo ao CFA na

imunizagado dos camundongos com OVA e Pl permitiu descartar esta possibilidade,
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visto que o Pl ainda exerceu o seu efeito modulador nas APCs obtidas dos animais
imunizados com os antigenos associados tanto ao CFA como IFA.

Avaliando a participacdo de TLR2 e TLR4 na imunossupressao exercida pelo PI,
verificamos em experimento realizado em camundongos WT, TLR4™ ou TLR2"
imunizados com a OVA ou OVA+PI, que o PI inibiu a reagdo de hipersensibilidade
tardia OVA-especifica desencadeada no coxim plantar dos diferentes grupos de
camundongos. Observamos ainda, que a producgéo de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-
OVA também esteve diminuida nos soros dos camundongos tanto WT como TLR4™"
ou TLR2" que receberam o Pl na imunizacdo com a OVA.

Estes resultados estdo de acordo com os publicados por FERREIRA et al. (1995)
e FAQUIM-MAURO e MACEDO (1998) mostrando que o extrato bruto de Asc assim
como os componentes do Pl possuem a capacidade de suprimir a resposta imune
tanto humoral como celular induzida pela imunizagdo com a OVA.

Além dessas observacgdes, constatamos que o Pl exerceu efeito inibitorio sobre a
expressdo de todas as moléculas envolvidas com a apresentagao antigénica nas
células dos camundongos WT, TLR4™” ou TLR2". Esses dados mostram que tanto o
TLR2 como TLR4 nao estdo envolvidos na modulagdo da resposta imune exercida
pelos componentes do PI.

Contrario aos nossos resultados, VAN DER KLEIJ et al. (2002) demonstraram
que DCs imaturas ao reconhecerem uma fosfatidilserina isolada de Schistossoma
mansoni (lisofosfatidilserina) via TLR2 sofrem o processo de maturagdo e promovem
a geragao de resposta Th2.

GOODRIDGE et al. (2005) evidenciaram que uma glicoproteina contendo
fosforilcolina (ES-62) secretada pela filaria Acanthocheilonema viteae é capaz de
modular a atividade funcional das APCs inibindo a secrec¢ao de IL-12 e TNF-a e
portanto, impedindo a geracdo de resposta do tipo Th1. Além disso, observaram que
este efeito é dependente tanto do TLR4 como da molécula adaptadora MyD88.

Por outro lado, trabalhos realizados com produtos soluveis de ovos de
Schistosoma mansoni (SEA) ou na infeccdo por Wolbachia mostraram que estes
antigenos exercem efeito supressor nas APCs via TLRs e ainda receptores de
lectina tipo C expressos nessas ceélulas (VAN DER KLEIJ et al., 2002; VAN DIE et
al., 2003; BRATTING et al., 2004; VAN DIE e CUMMINGS, 2006).

A sinalizacdo via TLR € iniciada pela dimerizacdo desses receptores na

superficie celular, que por sua vez, recrutam proteinas adaptadoras como a MYD88,
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exceto para o TLR3, as quais desencadeiam a ativacdo de outras proteinas
quinases culminando com a ativagcédo de fatores de transcricdo génica e, portanto
com a expressao de genes de citocinas pré-inflamatérias e de ativagado celular
(AKIRA; YAMAMOTO; TAKEDA, 2003; LIEW; BRINT; O'NEILL, 2005).

A resposta de células T é induzida através de sinais importantes como, por
exemplo, as citocinas secretadas pelas DCs ativadas (XIA, 2007). Neste sentido,
esta bem estabelecido que a IL-12 secretada por DCs maduras tem papel importante
na geragao da resposta imune adaptativa induzindo a polarizagdo de linfécitos
TCD4" para o subtipo Th1. A IL-6 é outro exemplo de citocina pro-inflamatéria
predominantemente secretada por macréfagos ativados, fibroblastos e células
endoteliais de tecidos inflamados. A sua secregédo € induzida por LPS, TNF-a e
interferons (MOLLER e VILLIGER, 2006).

Com o intuito de estudar se o Pl seria também capaz de modular a maturacao de
DCs, varios experimentos foram realizados com células diferenciadas in vitro com
GM-CSF/IL-4 e incubadas com agonistas de TLRs na presenga ou nado dos
componentes do PIl. Nesta série de experimentos pudemos observar que o Pl foi
capaz de inibir a expressao das moléculas de MHC-Il e coestimuladoras nas DCs
estimuladas com LPS, Poly I:.C e, ainda o Pam3csk. Somado a isso, o Pl inibiu a
producado de IL-12 e IL-6 por estas células sugerindo, portanto que os antigenos do
Pl as manteriam no estado imaturo.

Vale ressaltar, que outros experimentos foram realizados com objetivo de
determinar a concentracdo de Pl capaz de exercer esse efeito modulador nas DCs.
Além disso, estudamos se o Pl seria eficiente em inibir a ativacdo das DCs
previamente incubadas com LPS. Os resultados obtidos mostraram que 50 ug de PI
ainda foram eficientes em inibir a maturacido de DCs incubadas com LPS, porém
com menor intensidade que a concentragdo utilizada nos experimentos relatados.
Em outro experimento verificamos que o Pl ndo foi capaz de modular a maturacao
de DCs pré-incubadas com LPS (dados ndo-mostrados).

Reportando-nos ainda a concentracdo de Pl necessaria para inibir a maturagao
das DCs, é importante mencionar que nao esta estabelecida qual a propor¢cdo dos
componentes que apresentam essa atividade moduladora no Pl como um todo.

Além disso, em experimentos realizados com DCs diferenciadas a partir de
medula 6ssea de camundongos TLR2” ou TLR4™ foi possivel descartar a

participagdo destes receptores na agao inibitéria do Pl sobre as DCs, uma vez que
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observamos inibicdo da expressao de moléculas coestimuladoras e MHC-II por
essas células incubadas com o Pl na presenga de Pam3CSK4, LPS ou Poly I:C,
assim como diminuicido da secrecao de IL-12 e IL-6 e aumento de IL-10.

Resultados semelhantes foram publicados em trabalho realizado com SEA de
Schistosoma mansoni no qual se observou que DCs imaturas quando pulsadas in
vitro com esses antigenos nado sofrem o processo de maturagdo convencional
induzido por ligantes de TLRs, como o LPS e Poly I:C. Estes antigenos (SEA)
suprimiram ainda, a producao de IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-10 pelas DCs, e assim a
capacidade destas células de ativar e induzir a diferenciacdo de linfécitos T para
Th1(VAN LIEMPT, 2007).

Como ja mencionado, relatos da literatura ressaltam que receptores de lectinas
tipo C reconhecem carboidratos na estrutura de antigenos préprios ou componentes
de patégenos. O reconhecimento feito somente por CLRs pode promover o estado
de tolerancia suprimindo a resposta imune, ja a comunicag¢ao entre CLR e TLR no
reconhecimento de um patdégeno pode ativar a DC e assim promover a geragao de
resposta imune adaptativa. Isto indica que receptores TLR e CLR se comunicam o
que resulta no balango entre a ativacdo e supressdao da resposta imune
(GEIJTENBEEK et al., 2004).

Evidéncias ressaltam a modulagéo da atividade funcional de DCs por antigenos
glicosilados, os quais sao reconhecidos pelos CLRs (VAN DIE e CUMMINGS, 2006).
Neste contexto, alguns trabalhos mostraram a participagdo do receptor DC-SIGN
expresso nas DCs para a captura de antigenos manosialilado como o virus HIV,
citomegalovirus e Mycobacterium tuberculosis e posterior apresentagcao de
peptideos antigénicos aos linfocitos TCD4" indicando, portanto papel deste receptor
como modulador da atividade funcional das APCs (ENGERING et al., 2002;
GEIJTENBEEK et al., 2000; HALARY et al., 2002; GEIUTENBEEK et al., 2003).

Na infeccao por Schistosoma mansoni foi observado que carboidratos ligados
aos antigenos do SEA interagem com receptores de lectina tipo C como o DC-SIGN,
receptor de manose e galactose nas DCs e inibem a maturagdo dessas células e
ativacao por ligantes de TLRs (VAN LIEMPT et al., 2007).

Sendo assim, em nossos experimentos pudemos verificar que Pl possui residuos
de carboidratos em sua composi¢cdo, o que nos estimulou a estudar a participacao
dos CLRs na capacidade destes componentes de suprimir a atividade das APCs.

Para tanto, realizamos uma série de experimentos onde utilizamos a manana como
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bloqueador de todos os CLRs.

Os resultados obtidos nestes experimentos de pré-incubagdo das DCs com a
manana seguida de incubagdo com o Pl e LPS permitem sugerir que os CLRs
participam no processo de imunossupressao exercido pelos componentes do PI,
uma vez que, o efeito do PI foi parcialmente bloqueado nestas células onde a
manana foi adicionada.

Sabendo que o Pl in vitro é capaz de inibir a expressao das moléculas de MHC-II
e coestimuladoras em células CD11c” obtidas de camundongos imunizados com
OVA, decidimos avaliar se o bloqueio dos CLRs nestas células impediria a acdo do
Pl. Nestes experimentos verificamos novamente que a adicdo de manana nas
células CD11c¢” inibiu parcialmente o efeito do Pl nestas células.

Em conjunto, estes resultados levam a supor que a manana esteja competindo
com o Pl pelos CLRs e, consequentemente, impedindo-o de se ligar e exercer o seu
efeito nestas células. Vale ressaltar, que estes dados foram obtidos utilizando
somente uma unica concentragdo da manana e com a pré-incubacgao por 30 minutos
com as células. Novos experimentos devem ser realizados variando tanto a
concentracdo como o tempo de incubacado das DCs com o monossacarideo.

Assim como 0s nossos resultados que sugerem a participacdo dos CLRs na
modulagdo exercida pelo Pl sobre as DCs, VAN LIEMPT (2007) relatou que a agao
inibitéria do SEA sobre as DCs foi parcialmente bloqueada quando as DCs foram
previamente incubadas com a manana e estimuladas com o SEA e LPS ou Poly I:C.
Neste trabalho foi mostrado ainda, que o SEA é rapidamente internalizado pelas
DCs imaturas via DC-SIGN, receptor de glucose e manose.

Em vista destas observagdes pretendemos aprofundar nossos estudos sobre a
participacao destes receptores de lectina tipo C na imunomodulagdo exercida pelo
PI.
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6 CONCLUSOES

v" Pl é capaz de modular a expressdo de receptores envolvidos com o
reconhecimento de patégenos e antigenos microbianos (TLRs).

v" Pl exerce efeito inibitério na expressao das moléculas MHC de classe Il e
coestimuladoras em resposta a imunizacdo com OVA em CFA ou IFA.

v TLR 2 e TLR4 nado estao envolvidos no efeito modulador do Pl sobre as
células apresentadoras de antigeno.

v" Pl inibe a maturagdo de células dendriticas diferenciadas in vitro e
estimuladas com agonistas de TLR2, 3 e 4.

v Receptores de lectina tipo C parecem desempenhar papel relevante na

modulag¢ao da atividade das DCs induzida por PI.
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