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RESUMO

FREITAS, A, P. Efeito da crotoxina e sua subunidade CB isoladas do veneno de
Crotalus durissus terrificus sobre as células dendriticas: modulacdo da
ativacdo das células T in vitro e in vivo. 2018. 165 f. Tese (Doutorado em:
Imunologia)- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2018.

Células dendriticas (DCs) participam tanto da geracao da resposta imune adaptativa
como na manutencdo da tolerancia. O veneno da cascavel Crotalus durissus
terrificus, sua principal toxina, crotoxina (CTX) e sua subunidade CB (fosfolipase Ay),
apresentam efeito supressor sobre o sistema imunologico. Neste trabalho foi
avaliado o efeito da CTX e CB sobre a ativacdo/funcdo das DCs e consequente
inducdo de resposta adaptativa especifica anti-Ovalbumina (OVA). Primeiramente,
foi verificada a eficiéncia do processo de maturacédo das DCs incubadas com OVA
associada ao LPS. Os resultados obtidos nesse modelo in vitro mostraram que a
CTX e CB inibiram a maturacdo das DCs estimuladas com OVA + LPS,
caracterizada por menor expressdo de moléculas coestimuladoras, MHC-Il e
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Em contraste, a CTX e CB induziram maior
expresséo de ICOS-L, PDL1/2 nas DCs incubadas com OVA + LPS assim como a
expressdo de RNAm para IL-10 e TGF-B. Além disso, ambas as toxinas foram
capazes de aumentar a expressao de PDL1, mas nao de ICOS-L ou PDL-2 em DCs.
Com relacdo ao mecanismo envolvido no efeito da CTX e CB sobre as DCs, o0s
resultados mostraram o envolvimento dos receptores peptideo-formil (FPRs) e a via
da 5-Lipoxigenase nesse processo. Sobre a imunidade adaptativa, os resultados
mostraram menor proliferacdo de células TCD3" ou TCD4" obtidas de animais
imunizados com OVA guando co-cultivadas com DCs incubadas com ConA ou OVA
+ LPS na presenca de CTX ou CB. A diferenciacdo de células Thl e Th2 foi inibida
pela adicdo de CTX ou CB nas co-culturas com DCs estimuladas com LPS. No
entanto, verificou-se aumento da populacéo Treg nas co-culturas de células CD4" e
DCs incubadas com LPS + CTX ou CB em comparacdo com DCs estimuladas
somente com LPS. A CTX e CB inibiram a diferenciagéo de células CD4" Thet" e
CD4'Gata3" nas co-culturas de TCD4" purificados de animais DO 11.10 com DCs
estimuladas com OVA + LPS. No entanto, apenas a CTX foi capaz de induzir
aumento da porcentagem de células CD4'CD25FoxP3". Em experimentos in vivo,
foi observada menor proliferacédo e secrecdo de IL-2 e IFNy nas culturas de células
de camundongos imunizados com OVA que receberam CTX ou CB quando
estimuladas com OVA em comparacdo com o0 observado nas culturas de células de
camundongos imunizados com OVA. CTX e CB administradas in vivo em
camundongos imunizados com OVA também inibiram a porcentagem de células
CD4'IFNy*, CD4'IL-4" e promoveram aumento da populacdo CD4'IL-10" em
comparacao com o obtido em camundongos imunizados somente com a OVA. Em
relacdo a imunidade humoral, a producdo de anticorpos IgGl e IgG2a anti-OVA
também foi inibida em camundongos imunizados com OVA que receberam a CTX ou
CB. Além disso, a reagdo de hipersensibilidade do tipo tardio foi suprimida somente
em camundongos imunizados com OVA e que receberam a CTX. Estes dados
demonstram que a CTX e CB exercem efeito regulador sobre o sistema imune inato
e adaptativo e os FPRs bem como a via da 5-lipoxigenase estdo envolvidos nessa
acao imunomoduladora.



Palavras- chave: Crotalus durissus terrificus. Células dendriticas. Toxinas ofidicas.
Linfocitos. Imunomodulacao.

15



ABSTRACT

FREITAS, A, P. Effect of crotoxin and its CB subunit isolated from Crotalus
durissus terrificus venom on dendritic cells: modulation of T cell activation in
vitro and in vivo. 2018. 165 p. Ph. D. these (Immunology)- Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Dendritic cells (DCs) are involved in both the generation of the adaptive immune
response and maintenance of the tolerance. The Crotalus durissus terrificus
rattlesnake venom, its main toxin, crotoxin (CTX) and CB (phospholipase A,) subunit
have suppressive effect on the immune system. In this work it was analyzed the
effect of CTX and its CB subunit on the activation/function of DCs and consequent
induction of anti-ovalbumin immune response. Firstly, the efficiency of the DCs
maturation incubated with OVA associated with LPS was verified. Following, the
results obtained in this in vitro model showed that CTX and CB inhibited the
maturation of DCs stimulated with OVA + LPS, characterized by lower expression of
costimulatory, MHC-1I molecules on DCs as well as secretion of proinflammatory
cytokines. In contrast, CTX and CB induced an enhancement of ICOS-L, PDL1/2
expression on DCs incubated with OVA+LPS as well as the expression of IL-10 and
TGF-B RNAm. In addition, both toxins were able to increase the expression of PDL1,
but not ICOS-L or PDL-2, on DCs. Regarding the mechanism involved in the effect of
CTX and CB on DCs, the results showed the involvement of the formyl-peptide
receptors (FPRs) and the 5-Lipoxygenase pathway in this process. On adaptive
immunity, the results showed lower proliferation of TCD3" or TCD4" cells obtained
from mice immunized with OVA when co-cultured with DCs incubated with ConA or
OVA + LPS in the presence of CTX or CB. The differentiation of Thl and Th2 cells
were inhibited by the addition of CTX or CB in co-cultures with DCs stimulated with
LPS. However, it was verified increased Treg population in co-culture of CD4"cells
and DCs incubated with LPS plus CTX or CB compared with DCs LPS-stimulated.
CTX and CB inhibited the differentiation of of CD4"Thet" and CD4"Gata 3" cells in
co-cultures of TCD4" purified from DO11.10 mice with DCs stimulated with OVA +
LPS. However, only CTX was able to increase the percentage of CD4"'CD25"FoxP3"
cells. In in vivo experiments, it was observed lower proliferation and IL-2 and IFNy
secretions in cell cultures of mice immunized with OVA that received CTX or CB
incubated with OVA compared with those observed in cell culture of OVA-immunized
mice. The administration of CTX and CB in vivo in mice immunized with OVA also
inhibited the percentage of CD4'IFNy*, CD4IL-4" cells and increased the CD4"IL-
10" population compared with those observed in mice immunized with OVA. In
relation to the humoral immunity, the production of anti-OVA IgGl and IgG2a
antibodies was also inhibited in mice immunized with OVA that received CTX or CB.
In addition, the delayed hypersensitivity reaction (DTH) was also diminished in mice
immunized with OVA that received the CTX. These data demonstrate that CTX and
CB exert regulatory effect on innate and adaptive immune system and that FPRs as
well as the 5-lipoxygenase pathway are involved in this immunomodulatory activity.
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1. INTRODUCAO

O sistema imunologico € capaz de detectar a presenca de patdgenos (Durai e
Murphy, 2016), danos no tecido e também participa do reparo tecidual. Para tanto,
componentes do sistema imune inato e adaptativo estdo presentes em todos o0s
tecidos e 6rgdos do individuo com o intuito de reconhecer agentes potencialmente
patogénicos presentes no sangue, superficies de mucosas incluindo o trato
gastrointestinal, respiratério, urinario, trato urogenital, e por fim no tecido cutaneo
(Hu e Pasare, 2013).

Assim sendo, o sistema imune desempenha um papel crucial na manutencao
da homeostase que inclui a distincdo entre antigenos proprios que devem ser
tolerados (como por exemplo, a microbiota comensal) ou de antigenos que devem
induzir a geragdo de respostas efetoras, desde que sua magnitude e qualidade
sejam adequadas para cada tipo de patdgeno/infeccdo do hospedeiro (Costa-Pinto
et al., 2006; Veiga-Fernandes e Mucida, 2016).

A resposta imune inata compreende a primeira linha de defesa do organismo
contra inUmeros patégenos/antigenos e seus componentes sdo essenciais para a
geracdo da imunidade adaptativa (Itano e Jenkins, 2003; Catron et al., 2004). Com
isso, sabe-se que as células dendriticas (DCs) constituem uma populacao
heterogénea de células apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais
(Maldonado-L6pez e Moser, 2001; Merad et al., 2013) que exercem varias funcoes,
dentre elas, interseccdo do sistema imune inato e adaptativo (Steinman e Cohn,
1973; Maldonado-Lopez e Moser, 2001; Merad et al., 2013). Nesse sentido, as DCs
sao as principais APCs, sendo importantes na regulacdo de respostas imunes entre
a inducdo de tolerancia e a ativacdo do sistema imunolégico (Kapsenberg, 2003; Sie
e Korn, 2016).

1.1. Origem e distribuicdo das DCs

Até o presente momento, as DCs podem ser classificadas em quatro tipos de

acordo com marcadores fenotipicos: DCs mieloides (DC convencional ou cDC), DCs
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plasmocitoides (pDCs), células de Langerhans e DCs derivadas de mondcitos sendo
essa, por sua vez, envolvida com processos inflamatoérios (Merad et al., 2013).

As cDCs sao encontradas nos tecidos nao linfoides periféricos, linfonodos e
sangue. Uma vez ativadas, essas ceélulas migram dos tecidos nao-linfoides para
orgaos linfoides secundarios (Wojas e Pajtasz-Piasecka, 2010; Segura e Amigorena,
2013).

DCs convencionais expressam ha superficie a integrina CD11c, o complexo
principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) (Steinman et al., 1979; Metlay
et al., 1990; Merad et al., 2013), marcador hematopoético CD45 e o receptor para
FIt3, também denominado quinase hepatica fetal 2 (FIk2) ou CD135 (Merad et al.,
2013). Essa populacdo de DCs pode ser dividida ainda, em residentes de 6rgaos
linfoides e migratdrias. DCs residentes de tecidos linfoides permanecem nesses
locais durante todo o seu ciclo de vida e sao fenotipicamente imaturas exibindo
baixa expressdo de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 e CD86). As cDCs
migratorias podem estar presentes nos tecidos periféricos e em 6érgaos néo linfoides
como pele, figado, rim e pulméo. Essas cDCs migram via sistema linfatico para os
tecidos linfoides com um fendtipo maduro, ou seja, alta expressdo de moléculas
coestimuladoras e de MHC. Esta migracao de DCs derivadas de tecido € aumentada
em resposta a estimulos inflamatérios (Zhan et al., 2012; Hu e Pasare, 2013; Segura
e Amigorena, 2013).

Estudos em modelo murinos também mostram que as cDCs podem ser
subdivididas em dois tipos: cDC do tipo 1 (cDC1) e cDCs do tipo 2 (cDC2) com base
na expressdo do marcador da superficie celular, no perfil de expressédo génica e em
sua dependéncia de diferentes fatores de transcricdo para o seu desenvolvimento
(Schlitzer et al., 2015; Guilliams et al., 2016).

As cDCsl caracterizam-se por expressar CD8a ou CD103" sendo
especializada na apresentacdo cruzada de antigenos exdégenos via MHC-I para
linfocitos (LTs) CD8" em resposta a infecgdes virais. Essas células sdo propensas a
secretar a interleucina (IL) 12p70 (IL-12p70) induzir a diferenciacdo dos linfécitos T
auxiliares (Th) CD4" para o tipo 1 (Thl), mas também s&o capazes de produzir
citocinas imuno-regulatérias como o fator de transformagéao de crescimento (TGFB) e

IL-10. Portanto, essas células em estado imaturo sdo importantes na inducdo da
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tolerancia, no entanto quando ativadas desencadeiam respostas Th durante a
inflamacéo (Merad et al., 2013).

Em relacdo as cDCs do tipo 2, essas por sua vez, caracterizam-se por
expressar CD11b, sendo responsaveis em apresentar o peptideo antigénico via
MHC-II para as células TCD4" como por exemplo, em resposta a infecgdes por
helmintos ou fungos resultando na polarizagdo dos linfocitos para o perfil Th2 ou
Thl17, respectivamente (Mildner e Jung, 2014). Essas células apresentam menor
capacidade de apresentacdo antigénica cruzada em comparacdo com as cDCs 1
(Merad et al., 2013; Murphy et al., 2016).

Em contraste com as cDCs, as pDCs de murinos sé&o caracterizadas pela
expressdo intermediaria de CD11lc, auséncia de CD11lb (Ginhoux et al., 2009;
Guilliams et al., 2016), assim como baixa expressao de moléculas coestimuladoras e
MHC-II. Estas células podem estar envolvidas tanto na indugdo da imunidade
adaptativa como mediando tolerancia (Wright et al., 2013). As pDCs séo
caracterizadas também pela sua capacidade de produzir grandes quantidades de
interferon (IFN) do tipo | em resposta a estimulos virais (Merad et al., 2013). Com
relacdo a sua distribuicdo, essas células acumulam-se principalmente no sangue e
nos tecidos linfoides e entram nos ganglios linfaticos através da circulagédo

sanguinea. A figura 1 ilustra os diferentes tipos de DCs.
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Figura1l- Tipos de células dendriticas
Fonte: (Dress et al., 2018)
Células de Langerhans, por sua vez, sdo abundantes na epiderme, como por

exemplo, no epitélio escamoso estratificado da pele e tecidos mucosos. Essas
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células sdo caracterizadas por expressarem CD103", CD11b" e CD207, ou ainda
marcadores tipicos de DCs, como MHCII, CD11c e CD11lb (Merad et al., 2008;
Schlitzer et al., 2013) .

Diferentes metodologias tém sido empregadas para induzir a diferenciacao de
DCs a partir de mondcitos humanos (Sallusto e Lanzavecchia, 1994), assim como
células progenitoras hematopoiéticas humanas e de camundongos (Caux et al.,
1992; Inaba, Steinman, et al., 1992; Caux et al., 1996). Dentre eles, DCs murinas
podem ser geradas a partir de medula 6ssea (BMDCs) cultivadas in vitro na
presenca somente do fator de estimulagdo de coldnias de granulocitos/ macréfagos
(GM-CSF) (Inaba, Inaba, et al., 1992) ou em conjunto com a IL-4 (Masurier et al.,
1999; Son et al., 2002; Wells et al., 2005). Ambos os métodos de cultura resultam na
producdo de populacdes de DCs heterogéneas com propriedades fenotipicas e

estimuladoras distintas.

1.2. Maturacédo das DCs

As DCs imaturas (iDCs) séo caracterizadas por sua alta atividade endocitica,
baixa expressao de moléculas coestimuladoras, bem como producdo de citocinas
(Mellman e Steinman, 2001). As DCs, na auséncia de estimulo de maturacdao,
desempenham papel critico na manutencdo da tolerancia periférica (Tsitoura et al.,
1999).

O primeiro mecanismo envolvido na captacdo de antigenos ocorre por
intermédio de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRS) inatos que estédo
diretamente envolvidos com a maturacdo das DCs (Medzhitov e Janeway, 1997).
Dentre os PRRs expressos pelas DCs destaca-se os do tipo Toll (TLR) (Terrazas et
al., 2013; Hu et al., 2015) que desempenham um papel proeminente no
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) e
alguns padrées moleculares associado a danos (DAMPs) (Moll, 2003; Kawai e
Akira, 2011). Portanto, PAMPs e DAMPs interagem com diferentes receptores na
superficie das IDCs, assim como de macréfagos desencadeando o processo de
ativacao destas células (Mellman e Steinman, 2001; Medzhitov e Janeway, 2002;
Reis E Sousa et al., 2003; Akira et al., 2006; Chan et al., 2012; Fang et al., 2014) e
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consequentemente o padrdo de ativacdo da imunidade adaptativa (Jeon et al.,
2015; Zhang et al., 2016).

Neste contexto, as DCs e os macrofagos podem ser ativados pelos produtos
da parede celular de bactérias Gram-positivas (Takeuchi et al., 1999; Means et al.,
2000), bactérias Gram-negativas (Qureshi et al., 1999), espiroquetas (Brightbill et al.,
1999), leveduras (Underhill et al., 1999) e micobactérias (Means et al., 2000) por
meio do TLR4 e TLR2.

Comum a varios TLRs, a cauda citoplasmatica do TLR4 contém o dominio IL-
1R (TIR) (Imler e Hoffmann, 2003; O'neill e Bowie, 2007) que, apds a interacdo do
TLR com seu ligante, recruta varias proteinas adaptadoras intracelulares como a
MyD88 (proteina adaptadora fator de diferenciacdo mieloide 88), as quais ativam
uma série de proteinas quinases chamadas IRAKs 4 (quinase 4 associada a IL-1) e
proteinas quinases ativadas por mitbgeno (MAPKSs) levando a ativacédo de fatores de
transcricdo como fator nuclear kappaB (NF-kB) e a proteina ativadora 1 (AP-1)
responsaveis pela transcricdo de genes envolvidos com a ativagao celular, producao
de citocinas dentre outros (Akira et al., 2001; Lee e Kim, 2007; Shen et al., 2008;
Guma et al., 2011).

Como exemplo, a interacdo entre a molécula de lipopolissacarideo (LPS) com
0 TLR4 (Takeda et al., 2003) expresso em DCs induz a maturacao desta célula que
inclui  aumento da expressdo do complexo MHC/peptideo, moléculas
coestimuladoras, acompanhado da producéo de citocinas inflamatoérias, tais como
IL-12, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (Steinman e Pope, 2002; Fujihara
et al., 2003; Miller et al., 2005; Dudek et al., 2013). Assim, a ativacdo das DCs
determina a ativacdo dos linfécitos T e geracdo da resposta celular adaptativa
(Gause et al., 1999; Takeda et al., 2003; Van Kooyk e Geijtenbeek, 2003; Ma e
Clark, 2009).

1.3. Inducéo eregulacdo daresposta imune adaptativa por DCs

DCs, ao entrar em contato com agentes potencialmente patogénicos,
capturam, processam esses antigenos em peptideos, sofrem mudancas fenotipicas
e funcionais e migram para os 6rgaos linfoides secundéarios (Schraml e Reis E

Sousa, 2015). Esse processo de migracdo das DCs para os nodulos linfaticos
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drenantes ocorre através dos vasos linfaticos e requer a expressao do receptor de
quimiocina CCR7, que torna essas APCs sensiveis a a¢cdo quimiotatica dos seus
ligantes CCL19 e CCL21 (Cyster, 1999; Sallusto e Lanzavecchia, 2000; 2013).
Essas duas quimiocinas sao constitutivamente produzidas nos orgaos linfoides e
atraem também as células T naives do sangue para os orgaos linfoides secundarios
(Sallusto e Lanzavecchia, 2000). Dessa maneira, nos orgdos linfoides, as DCs
podem induzir ativacdo e proliferacido de células T CD4" ou CD8" (Timmerman e
Levy, 1999; Gunzer et al.,, 2001). Assim sendo, as DCs apresentam os peptideos
antigénicos para as células T CD4" ou CD8", em associa¢gdo com as moléculas de
MHC-Il e MHC-I, respectivamente e coestimuladoras. Os LTs tornam-se ativados,
proliferam, diferenciam-se em subpopulacdes distintas e efetoras de uma resposta
imune adaptativa antigeno-especifica (Reis E Sousa et al., 1999; Mellman e
Steinman, 2001; Weigel et al., 2002; Mempel et al., 2004; Chen et al., 2009; Joffre et
al., 2012; Tan et al., 2012; Davison et al., 2013).

Para a ativacdo dos LTCD4" pelas APCs, como as DCs, trés eventos de
sinalizacdo sdo necessarios: o primeiro sinal € mediado pela ligacdo do receptor de
células T (TCR) ao complexo MHC-Il/peptideo apresentado pela APC (Zygmunt e
Veldhoen, 2011).

InteracBes entre outras moléculas expressas nas APCs e nos LTs fornecem a
coestimulacdo necessaria para a ativacdo e diferenciagcdo dessas células T
(Schwartz et al., 1990; June et al., 1994; Croft, 2003). Portanto, a interacédo entre a
molécula CD28 expressa nos LTs e seus ligantes CD80/CD86 nas APCs fornecem o
2° sinal necessario para a proliferacdo e diferenciacdo das células T humanas ou
murinas (Ding et al., 1993; Lenschow et al., 1996; Mondino et al., 1996).

Na superficie das APCs, a molécula CD86 é expressa em baixos niveis e &
rapidamente aumentada apos a ativacado da célula, enquanto que a expressao de
CD80 ¢é induzida mais tardiamente. A expressao mais rapida de CD86 pode indicar
sua maior participacdo como coestimuladora durante a iniciacdo da resposta imune
gue a CD80, entretanto isto ndo estd definido visto que ambas compartilham as
mesmas funcbes (Diehl et al., 2000; Wallet et al., 2005). Além disso, a interagédo
entre a molécula CD40 expressa pelas APCs e o ligante de CD40 (CD40L-CD154)

na membrana de linfécitos € importante na ativacdo de linfécitos T, bem como na
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prépria APC (Peng et al., 1996; Diehl et al., 2000; Macdonald et al., 2002; O'sullivan
e Thomas, 2003).

Por fim, o 3° sinal € mediado pelas citocinas secretadas no ambiente de
contato entre os linfécitos e as DCs induzindo a ativacao e diferenciacéo destes LTs
(Ding et al., 1993; Frucht et al., 2001; Guermonprez et al., 2002; Watford et al., 2003;
Carbone et al., 2004).

A capacidade de DCs maduras de apresentar o peptideo antigénico aos LTs
naives e promover a sua diferenciacdo em subpopulacdes distintas €, portanto,
atribuida ao aumento da expressdo do MHC, das moléculas coestimuladoras e
capacidade de secretar diferentes citocinas (Enk et al., 1993; Hope et al., 1995;
Macatonia et al., 1995; Scheicher et al., 1995; Zhou e Tedder, 1995; Blauvelt et al.,
1996; Cella et al., 1996; Koch et al., 1996; Jonuleit et al., 1997; De Saint-Vis et al.,
1998; Stoll et al., 1998; Fukao et al., 2000).

Durante a interagcdo entre as DCs e os linfécitos T, o padréo de secrecdo de
citocinas ou a prevaléncia de alguma delas esta diretamente relacionado com a
diferenciacdo dos linfécitos TCD4" em populagdes distintas. A IL-12 esta
correlacionada com a diferenciacdo dos linfécitos TCD4" para a subpopulagdo Thi,
enquanto que a diferenciacdo da populacédo de Th2 é resultante da presenca de IL-4
(secretada por células Natural killer- NK) e/ou IL-10 via inibicdo da sinaliza¢éo da IL-
12. DCs secretoras de IL-10 e/ou TGFp induzem a diferenciacéo das células TCD4"
reguladoras (Tregs). A polarizacdo das células Th17 por DCs e citocinas ainda nao
estd completamente elucidada, ha evidéncias da participacdo da IL-23 na geracédo
destas células (Gately et al., 1998; Macdonald et al., 2002; Mannon et al., 2004;
Kaiko et al., 2008). Portanto, dependendo da natureza destes trés sinais (Gause et
al., 1999; Takeda et al., 2003; Sutton et al., 2009; Zygmunt e Veldhoen, 2011) as
células T naives diferenciam-se em popula¢cfes efetoras distintas como células Th
do tipo Thl, Th2, Thl7 e Tregs (Gause et al.,, 1999; Maldonado-L6pez e Moser,
2001; Kapsenberg, 2003; Takeda et al., 2003; Van Kooyk e Geijtenbeek, 2003; Ma et
al., 2012).

Linfécitos Thl sdo classicamente descritos como as principais células
secretoras de interferon-gama (IFN-y) (Badovinac et al., 2000; Dalton et al., 2000;
Yamazaki et al., 2007; Wright et al., 2013) e expressam o fator de transcri¢cdo T-bet e

STAT-4 (Szabo et al., 2000). A subpopulacdo Th2, por sua vez, é produtora de altas
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quantidades de IL4, IL-5 e IL-13 mediadas pela ativagdo dos fatores de transcricao
GATA-3 e STAT-6 (Zheng e Flavell, 1997; Rissoan et al., 1999). As células Th17
expressam o fator de transcricio RORyt, sdo secretoras de IL-17 e participam das
reacOes inflamatoérias (Moser e Murphy, 2000; Sutton et al., 2009).

As células Tregs expressam o fator de transcricio FoxP3
(TCD4'CD25'FoxP3") e estdo envolvidas com o controle da ativacdo do sistema
imune em varias situagcdes e manutencdo da tolerancia periférica (Roncarolo e
Battaglia, 2007). Essas células podem atuar via contato, ou seja, ligacdo do receptor
CTLA-4 (antigeno 4 associado com linfécito T citotoxico ou CD152) do linfécito T
com os receptores CD80 ou CD86 em APCs (Mccoy e Le Gros, 1999; Mills, 2004) ou
via secrecao de citocinas imunorreguladoras como a IL-10 e TGF-B (Takahashi et
al., 2000; Roncarolo et al., 2001; Shevach et al., 2001; Setoguchi et al., 2005; Tran,
2013; Wright et al., 2013). IL-10 secretada por células T age suprimindo as funcbes
das DCs, inibindo a producéo de IL-2, citocinas pré-inflamatorias (IL-6, IL-12 e TNF-
a) e a sinalizagao intracelular via CD28 (Moore et al., 2001). Trabalhos descrevem
também, que a presenca de TGF-B, juntamente com a IL-10, pode estar associada
com a inducéo de tolerancia e geracao de células Tregs (Doetze et al., 2000; Gritz,
2005). Em outras situacdes, DCs ao apresentar antigenos para os linfécitos T
podem também induzir anergia dessas células (Mempel et al., 2004; Davison et al.,
2013).

Esta bem estabelecido na literatura que a Concanavalina A (ConA) é
responsavel em estimular a proliferacdo de LTs. ConA € uma lectina vegetal capaz
de se ligar a receptores glicosilados de superficie como o TCR dos LTs (Ahmann et
al., 1978; Chatila et al., 1987). A ligacdo de ConA com células T promove um
aumento na taxa de entrada de calcio na célula, proporcionando assim o estimulo
para uma eventual sintese de DNA resultando na proliferacdo dessas células
(Lichtman et al., 1983; Gosselin et al., 1995).

Como apresentado na figura 2, APCs (DCs ou mondcitos/macréfagos)
apresentam antigenos atraves da molécula de MHC-II para células T naives (ThO)
nos tecidos linfoides secundarios, levando a expanséo e diferenciacédo clonal de LTs
em células efetoras ou Treg, de acordo com a estimulacdo combinada por diferentes

citocinas, assim como foi mencionado anteriormente.
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Figura 2- Diferenciacdo de linfocitos T naive em varias subpopula¢cdes por intermédio da
apresentacdo antigénica mediada por APCs em uma resposta imune normal.
Fonte: adaptado de (Idris-Khodja et al., 2014)

Sobre a modulacao da imunidade adaptativa pelas DCs, trabalhos descrevem
gue além das moléculas CD80 e CD86, outras também participam desse processo
como as moléculas ligantes de PD-1(morte programada-1) e PD-2 (PDL-1 ou B7-H1,
PDL-2 ou B7DC), ligante de OX40 (OX40L) e ligante de ICOS ou ICOSL
(coestimulador induzivel ICOS) (Hubo et al., 2013).

ICOSL é expressa nas APCs, como células B (Hu et al., 2011), macr6fagos e
DCs (Swallow et al., 1999; Yoshinaga et al., 2000). PDL-1 e PDL-2 também sé&o
expressas em DCs, bem como em outros tipos de células (Freeman et al., 2000;
Brown et al., 2003). Sabe-se ainda, que a expressdao de PDL-1 é regulada por
estimulos inflamatérios. A PDL-2, por sua vez € restrita a DCs e macréfagos
(Yamazaki et al., 2002), sendo predominantemente expressas em DCs tolerogénicas
e assim, estdo envolvidas na geracao de células T regs e manutencdo do estado de
tolerancia periférica (Hubo et al., 2013).

Quanto aos mecanismos reguladores dos LTs, cinco moléculas pertencentes
a familia CD28 sao expressas em diferentes fases da diferenciagdo dessas células
tais como: CD28, CTLA-4, ICOS (coestimulador induzivel de células T), PD1 e BTLA
(Sharpe e Freeman, 2002; Bour-Jordan e Bluestone, 2009). A molécula PD-1 no

linfocito T interage com PDL-1 ou PDL-2 nas APCs, como as DCs (Yamazaki et al.,
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2002; Zhong et al., 2007), o que resulta em sinais inibitorios para os LTs inibindo a
ativacdo do PI3K (inibidor de fosfatidilinositol-3-cinase) (Keir et al., 2008). Em
resumo, a sinalizacao por PD-1 regula as respostas imunologicas e assim participa
na tolerancia periférica (Nishimura et al., 2001; Krupnick et al., 2005; Riley, 2009).

A molécula ICOS também é descrita com um importante regulador das células
T e assim, do sistema imune adaptativo (Hutloff et al., 1999). Trabalhos descrevem
gue a sinalizacdo via ICOS é importante para a tolerancia imune e, portanto no
controle da geracdo de autoimunidade (Herman et al., 2004; Prevot et al., 2010).
Além disso, a interacdo de ICOS no linfécito T com ICOSL na APC € importante na
geracdo e expansdo de células Treg Foxp3™ quando na presenga de um antigeno
(Burmeister et al., 2008; Linterman et al., 2009).

Em murinos, ICOS é um importante marcador de célula Tregs (Grinberg-
Bleyer et al.,, 2010; Gomez De Aguero et al., 2012) e desempenha papel
indispensavel na inducdo e manutencdo da tolerdncia imunolégica, por meio da
regulacdo da diferenciacdo de células T efetoras (Lischke et al.,, 2012). Neste
contexto, alguns trabalhos mostram que DCs que apresentam alta expressdo da
molécula ICOSL séo capazes de gerar células Tregs que secretam IL-10 (Han et al.,
2006; Ito et al., 2007).

Além das citocinas, componentes lipidicos podem modular a ativacdo dos
linfécitos T e consequentemente a resposta imune adaptativa. Estudos evidenciaram
qgue as lipoxinas (LXs), em particular a lipoxina A; (LXA;), sdo eicosanoides
produzidos apds a resposta pro-inflamatéria e, dentre as diversas funcdes podem
participar como anti-inflamatérios e mediadores pré-resolucéo da inflamacéo. A LXA4
€ gerada pela lipoxigenacdo de acido araquidénico (AA) pela acdo das enzimas 15-
Lipoxigenase (15-LO) e/ou 5-LO em células epiteliais, mondcitos, neutrofilos, células
dendriticas (Serhan et al., 1984; Scannell et al., 2007; Sordi et al., 2013; Rodriguez
et al., 2014).

Lipidos bioativos derivados de acidos graxos, como o AA, desempenham um
papel essencial na regulacdo da inflamacédo. O AA é liberado da membrana celular
predominantemente pela fosfolipase citosoélica A2a (CPLA;) e € processado por uma
variedade de enzimas para formar os eicosanoides. As ciclooxigenases (COX)
produzem prostaglandinas (PGs), incluindo PGE,, prostaciclina, bem como

tromboxano A2 (TXAy). A enzima 5-LO controla outra via chave no metabolismo do
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AA, e seus principais produtos incluem o leucotrieno B4 (LTB4) e os cisteinil
leucotrienos: leucotrieno C4 (LTC4), leucotrieno D4 (LTD4) e leucotrieno E4 (LTE4).
Outros produtos da via 5-LO incluem o acido 5-hidroxieicosatetraendico, o acido 5-
0Xo0-eicosatetraendico, as lipoxinas A4 e B4, bem como as resolvinas e protectinas,
derivadas dos acidos eicosapentaendico ou docosahexaendico (Schwab e Serhan,
2006; Peters-Golden e Henderson, 2007; Pidgeon et al., 2007; Steinhilber et al.,
2010).

A LXA, se liga ao receptor peptideo-formil (FPR) do tipo 2 acoplado a proteina
G. A literatura descreve trés FPRs (FPR, FPRL1 e FPRL2) identificados em
humanos, e fprl e fpr2 encontrados em camundongos (Le et al., 2002; Migeotte et
al., 2006). Fpr2 de murino, assim como o FPR2 de humanos, também reconhece o
mediador lipidico LXA; e os peptideos N-terminais da anexina | (AnxAl) que
desencadeiam respostas anti-inflamatorias (Chiang et al., 2000; Levy et al., 2002).

A relevancia dos FPRs como receptores de reconhecimento de padrdes para
peptideos formilados tem sido bem estabelecida com relacdo a defesa do
hospedeiro (Le et al., 2002; Migeotte et al., 2006) a diversos agentes patogénicos
como em infec¢cdes bacterianas (Gao et al., 1999). Os FPRs sdo expressos
principalmente em fagocitos como neutréfilos, mondcitos, macréfagos e DCs bem
como em células imunes como os linfécitos T e B (Le et al., 2002; Migeotte et al.,
2006; Panaro et al., 2006). Um estudo mostra que o extrato de Toxoplasma gondi
(T. gondii) pode induzir como mecanismo de supressédo a LXA, e assim, inibir a
producao de IL-12 nas DCs em modelo in vivo ou in vitro (Aliberti et al., 2002).

A funcionalidade das DCs esta, portanto relacionada ao tipo de
interacdo/reconhecimento dos diversos patdégenos ou seus produtos, ao seu estagio
de ativacdo e maturacdo e as condicdes do microambiente, como presenca de
citocinas ou agentes imunomoduladores (Mduller et al., 2002; Kubach et al., 2005;
Kabelitz et al., 2006). Neste contexto, inameros trabalhos demonstram a ativacéo e
maturacdo das DCs via interagcdo dos patdgenos com os PRRs. No entanto, também
tem sido demonstrado que alguns patdégenos ou produtos secretados por eles
apresentam a capacidade de modular/inibir o sistema imune por diferentes
mecanismos, sendo um deles a inibicdo da ativagdo das DCs (Rescigno, 2002); Van
Liempt et al., 2007; Poncini et al., 2008; Hamilton et al., 2009; Mattos et al., 2011,
Vukman et al., 2013).
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Além disso, outros estudos vém mostrando que o veneno total da cascavel
Crotalus durissus terrificus (C.d.terrificus / C.d.t) ou suas subunidades possuem a
capacidade de inibir o processo inflamatdrio, assim como outros mecanismos

imunes (Sampaio et al., 2010).
1.4. Crotalus durissus terrificus e 0s principais componentes de seu veneno

A C.d.terrificus, denominada popularmente como cascavel ou bioquira é
encontrada nas zonas altas e secas do Brasil, também é comum nos estados de
Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, areas de Mato Grosso,
Rondbnia, Amazonas, Para a oeste, incluindo Paraguai, Uruguai e Argentina
(Guidolin et al., 2013). As serpentes do género Crotalus estdo distribuidas em
regibes aridas e rochosas, de baixa vegetacdo, sendo raramente encontradas em
floresta. S&o répteis robustos, pouco ageis e apresentam como caracteristica mais
evidente a presenca de chocalho ou guizo na extremidade caudal (Campbell e
Lamar, 1989).

A literatura descreve que a toxicidade bem como a letalidade observada nos
envenenamentos por serpentes do género Crotalus variam de acordo com a idade
(Jimenez Porras, 1964), o sexo (Marsh e Glatston, 1974), habitos alimentares (Daltry
et al.,, 1996), localizacdo geografica (Rodrigues et al., 1998; Francischetti et al.,
2000) e a sazonalidade (Magro et al., 2001).

O envenenamento por C.d.terrificus é caracterizado pela agdo neurotoxica,
miotoxica e alteracdes da coagulacdo sanguinea. Em casos moderados ou graves,
observam-se desordens hemostaticas, paralisia respiratéria, hipotensdo e faléncia
renal aguda (Azevedo-Marques et al.,, 1985; Azevedo-Marques et al., 1987,
Hernandez Cruz et al., 2008).

O veneno total C. d. terrificus (CdtV) é uma mistura complexa de substancias
biologicamente ativas, como peptideos, enzimas (5-nucleotidase, fosfodiesterase,
trombina, Lamino-oxidase) e toxinas (crotamina, crotoxina, giroxina, convulxina), os
quais sdo responsaveis pelos varios efeitos observados nos envenenamentos
(Sano-Martins et al., 2001; Hernandez Cruz et al., 2008).

Dentre as toxinas identificadas, a crotoxina (CTX) representa a fracéo

majoritaria do veneno (cerca de 60%). Essa toxina € um complexo hetero-dimérico
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com massa molecular de aproximadamente 24 kDa (Hendon e Fraenkel-Conrat,
1971) composto por duas subunidades associadas de forma n&o covalente
(Neumann e Habermann, 1955; Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971) denominadas:
crotoxina A ou crotapotina (CA) que € acida, nao toxica e enzimaticamente inativa e
a crotoxina B (CB) ou fosfolipase A, (PLA), que por sua vez € basica, toxica e
apresenta atividade enzimatica (Ribsamen et al., 1971; Aird et al., 1986; Faure et
al., 1994; Sampaio et al., 2010). Além disso, variacbes de CTX inter e intra-espécies
tém sido descritas nos venenos de C. durissus sugerindo a presenga de isoformas
de CA e CB (Pereafiez et al., 2012).

As subunidades CA e CB sao importantes para a atividade da CTX, sendo a
primeira considerada como molécula carreadora, ou seja, chaperona dirigindo a
subunidade CB para o seu receptor na membrana celular, o que potencializa a
toxicidade da PLA, (Bon et al., 1989). A CTX circula como um complexo até que
reconheca o sitio especifico da membrana alvo e, apés a ligacdo da subunidade CB
em seu receptor de membrana a CA é liberada no meio (Chang e Su, 1981,
Radvanyi et al., 1989).

A subunidade CA apresenta massa molecular de aproximadamente 9,5 kDa
(Aird et al., 1986) e consiste de trés cadeias polipeptidicas (a, B eY) ligadas por
pontes de dissulfeto (Pereafiez et al., 2012) geradas através da quebra proteolitica
do precursor da crotapotina. Doley e kini isolaram do veneno de C.d.terrificus quatro
isoformas de CA que foram denominadas CAl, CA2, CA3 e CA4 (Doley e Kini,
2009). Estes mesmos autores relatam ainda, que a crotapotina previne interacdes
nao especificas entre a PLA; e fosfolipideos da membrana na jun¢do neuromuscular
sugerindo que, quando a CTX atinge a membrana alvo, € formado um complexo
ternario transiente entre o receptor e as subunidades da CTX.

Quanto a subunidade CB, essa fosfolipase, est4 presente ndo s6 em venenos
de serpentes, mas também nos venenos de vespas, abelhas e no suco pancreético
de mamiferos (Harris e Franson, 1991). A subunidade CB (14,5 kDa) é formada por
uma cadeia simples de 122 aminoacidos ligados por sete pontes de sulfeto (Aird et
al., 1986). As PLA,s apresentam um amplo espectro em relagéo as suas atividades
biologicas, dentre elas: acdo neurotoxica, cardiotdéxica, edematbgenica,

anticoagulante, hemolitica e miotoxica (Kini e Evans, 1989; Montecucco et al., 2008).
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1.5. Sistemaimune e veneno crotélico

A CTX, além de apresentar as atividades biolégicas classicas identificadas,
também exerce acdo imunomoduladora e anti-inflamatéria (Sampaio et al., 2010).
Em alguns modelos experimentais foi mostrado que essa atividade da CTX sobre o
sistema imune pode ser mediada pelas subunidades CA e/ou CB isoladas (Landucci
et al., 1995; Garcia et al., 2003; Sampaio et al., 2005; Zambelli et al., 2008).

Nesse sentido, Sampaio e colaboradores (Sampaio et al., 2001) mostraram
que o veneno crotélico, além de inibir a capacidade fagocitica e de espraiamento
dos macrofagos, promove a producdo de oxido nitrico (NO), perdxido de nitrogénio
(H20,), metabolismo de glucose e glutamina, o que sugere efeito dual sobre as
funcdes dessa célula.

Em 2003, esse mesmo grupo de pesquisadores mostrou que a CTX é o
componente do veneno crotalico responséavel pela inibicdo da atividade fagocitica de
macréfagos residentes ou ativados pela injecdo de tioglicolato ou Mycobacterium
bovis (BCG) da cavidade peritoneal de ratos (Sampaio et al., 2003).

Além disso, em outro trabalho foi mostrado que o efeito da CTX, assim como
do veneno total sobre as fun¢gdes do macréfago esta relacionado a sua capacidade
de alterar o rearranjo do citoesqueleto, inibicdo da fosforilagdo de tirosinas e
diminuicdo das proteinas Rho GTPases associadas a membrana, as quais estao
envolvidas na sinalizacdo de processos intracelulares e atividade fagocitaria dessas
células (Niedergang e Chavrier, 2005).

Modelos experimentais in vivo e in vitro mostraram que a CTX apresenta
também acdo anti-tumoral, ou seja, interferindo no crescimento do tumor (Rudd et
al., 1994; Donato et al., 1996). Costa e colaboradores (Costa et al., 2013) relataram
que o efeito da CTX sobre o crescimento do tumor também é dependente da sua
acdo sobre os macrofagos, 0s quais sdo essenciais no microambiente tumoral.

Em modelo in vitro foi mostrado que a incubacado da cultura de neutréfilos com
CdtV ou CTX inibiu a atividade fagocitaria dos neutréfilos. O mesmo foi observado
em modelo in vivo, onde a administracdo do veneno bruto ou ainda, do complexo
CTX em ratos inibiu a atividade fagocitica dos neutréfilos apdos a inducdo da
inflamagédo com carragenina (Lima et al., 2012). Células obtidas do bago de
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camundongos tratados com CTX quando incubadas com ConA secretaram menores
niveis de IL-4, IL-6 e IL-10 (Cardoso et al., 2001; Rangel-Santos, Lima, et al., 2004).

Quanto a participacdo das subunidades da CTX sobre sistema imune, foi
mostrado que a CB, mas ndo a CA, é responsavel em inibir o espraiamento e
atividade fagocitica de macréfagos em modelo in vivo e in vitro (Sampaio et al.,
2005).

Além disso, também foi mostrado que a incubacdo de macrofagos com o
veneno bruto, CTX, sua subunidade CB, mas ndo a CA, induzem a producdo de
LXAs, PGE, e LTB4. Além disso, foi verificado que a injecdo intraperitoneal da
subunidade CB da CTX em camundongos induziu a sintese de prostaglandina D,
(PGD3) e PGE; (Moreira et al., 2008).

Cardoso et al. (2001) demonstraram que a CTX induz em camundongos
acentuada diminuicdo no numero de leucdcitos circulantes. Além disso, estes
autores verificaram que ha diminuicdo no numero de mondcitos e aumento de
neutrofilos circulantes (Cardoso et al., 2001). Em outro trabalho, a administracdo da
CTX ou CB em ratos resultou em diminuicdo do niumero de leucdcitos e linfocitos na
circulacdo sanguinea. Em contrapartida, houve aumento de células B e T nos
nodulos linfaticos mesentéricos (Zambelli et al., 2008).

Por outro lado, outros estudos descrevem que a administragéo da crotapotina
in vivo é capaz de modular negativamente o desenvolvimento de doencas
autoimunes como a neurite em ratos Lewis (Castro et al., 2007) e a encefalomielite,
sendo este efeito acompanhado pela menor resposta proliferativa de linfocitos T
encefalitogénicos cultivados com macréfagos peritoneais murinos e aumento da
producdo de PGE; na cultura celular (Garcia et al., 2003). Em outro trabalho foi
mostrado que a CA inibe significativamente o edema da pata de ratos induzido por
carragenina tanto na fase precoce como tardia da resposta inflamatéria (Landucci et
al., 1995).

Quanto aos mecanismos envolvidos na acdo da CTX sobre os macrofagos,
Costa e colaboradores mostraram que o bloqueio dos FPRs com um antagonista
seletivo (Boc-2) bloqueou tanto o efeito estimulador da CTX sobre a producdo de
NO,, H,0O, e IL-13 destas células como o efeito inibitdrios delas sobre a proliferagao

de células tumorais (Costa et al., 2013).
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Em modelo in vivo, o efeito inibitério da CTX sobre o edema, migracao celular
e a adeséo de leucocitos em vénulas pos-capilares do musculo cremaster foi abolido
em camundongos tratados com Boc-2 seguida da injecdo com carragenina em
camundongos (Nunes et al., 2010) indicando que o efeito anti-inflamatoério da toxina
depende da ativacdo de FPRs. Outro estudo também mostra que o tratamento in
Vivo e in vitro com inibidor da 5-lipoxigenase (zileuton), mas ndo com o inibidor da
cicloxigenase (indometacina) aboliu o efeito inibitério do veneno total, CTX ou CB
sobre a fagocitose de macréfagos (Sampaio et al, 2006).

O conjunto destes resultados sugere, portanto, que a CTX possa interferir
com a inducdo da imunidade adaptativa via modulacdo de componentes da
imunidade inata, como as DCs. Em vista disso, n6s mostramos que a CTX e a CB,
mas ndo a CA, foram capazes de inibir a maturacdo das DCs incubadas com ligante
de TLR4, como o LPS, caracterizada por menor expressdo de moléculas
coestimuladoras, MHC-Il, NF-kBp65, via das MAPKs (p38/ ERK1/2), assim como
secrecdo de citocinas proé-inflamatérias Os resultados indicaram ainda, a
participacdo dos FPRs nesse efeito. Além disso, CTX e CB induziram a secrecédo de
IL-10, PGE, e LXA; em DCs incubadas com LPS. Baixa proliferagéo e secrecédo de
IL-2 também foram verificadas em co-cultura de células CD3" e DCs incubadas com
LPS + CTX ou LPS + CB em comparagdo com DCs estimuladas com LPS (Freitas,
2014).

Em vista desses relatos descrevendo as moléculas que estdo envolvidas na
capacidade das DCs em induzir ativagdo da imunidade adaptativa ou gerar
tolerancia e ainda, os diferentes trabalhos mostrando a agcdo da CTX e CB sobre
essas células, fica evidente a relevancia em estudar a participacdo dessas
moléculas no processo de modulagao da resposta imune exercida pela toxina e sua
subunidade CB em um modelo de antigeno especifico convencional.

Antigenos proteicos como a ovalbumina (OVA) sdo comumente utilizados
como ferramentas para entender os mecanismos que regulam a ativacdo ou
controle do sistema imune (Puignerd et al., 1995; Wang et al., 1996; Zhang et al.,
1996; Miki K e T, 2016). Dessa maneira, o estudo do efeito modulador da CTX e CB
em modelos in vivo e in vitro de resposta de linfécitos T OVA-especifica pode
acrescentar informacdes relevantes sobre os mecanismos envolvidos na regulagao

da resposta imune exercida pela CTX e CB.
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2. OBJETIVO

Considerando o efeito imunomodulador da CTX sobre as respostas humoral e
celular e o papel crucial das DCs na inducdo da resposta imune adaptativa, o
objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da CTX e CB sobre as DCs e
consequente interacdo com os linfécitos T em modelos experimentais in vitro e in

Vivo.

2.1. Objetivos especificos

v Avaliar o efeito da CTX e CB sobre o estado de maturacdo de DCs
estimuladas com OVA + LPS;

v Verificar a participacdo de FPRs e da via da 5-lipoxigenase no efeito
modulador da CTX ou CB sobre a maturacdo das DCs incubadas in vitro com OVA +

LPS;

v Estudar o efeito das toxinas sobre a capacidade das DCs de induzir a

resposta proliferativa de linfocitos T e diferenciacdo dos linfocitos T OVA-especificos;

v Avaliar o efeito da CTX e CB sobre o perfil de linfécitos T gerados in vivo em

animais imunizados com OVA;

v Avaliar o efeito da CTX e CB sobre a inducdo da imunidade adaptativa em
resposta a imunizacao com OVA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para os protocolos experimentais foram utilizados camundongos machos da
linhagem BALB/c com 7-8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto
Butantan. Além disso, foram utilizados camundongos machos BALB/c DO11.10 com
idade entre 6 e 10 semanas, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB/USP). Os experimentos foram
realizados apds a aprovacdo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Butantan (CEUAIB) n°1311/14 e Comissao de ética do ICB- USP (CEUA, n°89) do
Departamento de Imunologia-ICB-USP. Todos os animais foram mantidos em
condicdes padronizadas do biotério em relacdo a temperatura e umidade e com livre

acesso a agua e racao, até o momento da realizagdo dos experimentos.

3.2. Antigenos e adjuvantes

Ovalbumina grau V- OVA (Sigma- Aldrich Inc., ST. Louis, USA) foi utilizada
nos protocolos de imunizagcdo dos camundongos e estimulacédo das DCs in vitro. No
modelo in vivo, solu¢cdo de OVA foi emulsificada em adjuvante Montanide ISA 50V2
(fornecedor SEPPIC) na proporgéo de 1:1 (vol/vol) e injetada via subcutédnea na
base da cauda.

OVA grau Il (Sigma- Aldrich Inc., ST. Louis, USA) também foi utilizada para o
teste de hipersensibilidade tardia (DTH).

LPS (lipopolissacarideo de E. coli- Sigma) foi utilizado nos ensaios de
estimulacdo das DCs in vitro.

Boc-2 (butoxycarbonil-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe) (NUNES et al., 2010) e BWA4C
(Santa Cruz Biotechnology) foram utilizados nos ensaios in vitro de maturacdo das
DCs.
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3.3. Purificagdo da CTX a partir do veneno de C.d. terrificus

O pool de veneno liofilizado foi obtido de espécimes adultos de serpentes
Crotalus durissus terrificus fornecido pelo laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan. O veneno foi estocado a -20° C até a sua utilizagao.

A CTX do veneno total da cascavel foi purificada utilizando o procedimento
adotado na literatura (Faure e Bon, 1987; 1988; Faure et al., 1994) com algumas
modificacdes. Uma aliquota contendo o veneno liofilizado (15 mg) de cascavel foi
ressuspensa em 1,0 mL de solugéo Tris- HCL (50mM, pH 7,0) e posteriormente,
submetida a cromatografia de troca anidnica em coluna MONO-Q HR 5/5 em
sistema FPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia, Pharmacia) previamente
equilibrada no mesma solucao.

As proteinas ligadas a resina foram eluidas por gradiente linear de solugcéo de
NaCl 0-1 M em solucdo de 50 mM Tris- HCI; pH7,0 . Apds esse procedimento, as
fracBes contendo a CTX foram reunidas e dialisadas em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS) e analisadas quanto a sua pureza e homogeneidade em gel de

poliacrilamida.

3.3.1. Purificacédo das subunidades CA e CB a partir da CTX isolada do veneno de

C.d. terrificus

As subunidades da CTX foram obtidas de acordo com o protocolo descrito por
Faure; Bom e Faure e colaboradores (Faure e Bon, 1988; Faure et al., 1991) com
algumas modificacdes. Para tanto, amostra de CTX foi dialisada em solucéo Tris-
HCL pH 7,2 e em seguida, foi acrescentado 0,72 g de uréia para cada 2,0 mL de
toxina. As amostras foram incubadas por 18 horas/4°C. Para obtencdo da
subunidades CA e CB, foi realizado cromatografia catidnica utilizando uma coluna
MONO-S HR 5/5 em sistema FPLC. O material foi eluido da coluna utilizando um
gradiente linear de 2,0 M de NaCl e 6,0 M de uréia, tamponado com o Tris/ HCL 50
mM, pH7,2. As fragbes contendo CB foram reunidas e dialisadas contra PBS para

remocéao de sais e uréia. Em seguida, foram armazenadas para posterior utilizag&o.
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3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras de CTX e CB foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5 % com agente desnaturante SDS (dodecil-sulfato de sodio),
conforme citado por Laemmli (Laemmli, 1970). O procedimento foi realizado em
condi¢cbes redutoras na presenca de 2-mercaptoetanol. Para identificar a presenca
da CTX e da subunidade CB foi feito o gel de empilhamento preparado na
concentracdo de 4% de bisacrilamida/acrilamida em Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) e 1 %
SDS e um gel de separagdo contendo 12,5% de bisacrilamida/acrilamida em Tris-
HCI 2,0M pH 8,8 e 1% SDS.

As amostras foram diluidas em tampao (Tris-HCI 0,625 mM pH 6,8; 10%
glicerol (v/v); 5% B-mercaptoetanol (v/v); 2 % de SDS e 0,001 % de azul de
bromofenol na proporcéo de 1:5 e, em seguida, foram aquecidas a 95°C/ 5 min.

As fracBes de CTX (picos 1, 2 e 3), sua subunidade CB, amostra de veneno
total de C.d.terrificus e o padrdo de massa molecular (20 pL) (Trail Mix™- Novagen)
foram aplicados no gel de poliacrilamida 12,5%. O tampé&o de corrida utilizado foi
constituido por Tris-HCI 0,25 mM, glicina 0,19 M e SDS a 0,1 %, pH 8,3. Em
seguida, o gel foi submetido a uma corrente elétrica de 110 V e 55 mA por 2 horas
em cuba SE 245 Mighty Small Il (Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech) acoplada a
fonte EPS 3500 (Amersham Pharmacia Biotech).

Em relacdo a subunidade CA, a proteina assim como o padrdo de massa
molecular Fast ruller (Thermo Scientific) foram aplicados no gel de 16% de
poliacrilamida contendo tricina. A corrida eletroforética foi realizada com dois
tampdes, sendo um tampéo para o catodo (0,1M Tris, 0,1M Tricina e 0,1% SDS) e o
outro para o anodo (0,2M Tris-Cl, pH8,9) em uma voltagem constante de 30 V a
40mA por aproximadamente 1h. Apds esse periodo, a corrida foi mantida por mais 5
horas em corrente de 90 V.

No término das corridas, os géis foram imersos em solucao de 0,2 % (m/v) de
Coomassie Blue R-250 em agua (H,O) e metanol na propor¢cao de 1:1 (v/v) para a
visualizacdo do padrdo de bandeamento das proteinas presentes nas amostras. Em
seguida, o excesso de corante foi retirado mergulhando o gel em solucéo de 30% de
metanol, 10% de acido acético em agua (H,O) destilada.
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3.5. Eliminagéo de endotoxinas na CTX e suas subunidades CA e CB

A CTX e suas subunidades CA e CB foram submetidas a coluna de polimixina
para a remocdo de possiveis endotoxinas bacterianas (LPS), conforme o protocolo
estabelecido pelo fabricante (Thermo Scientific Rockford, USA). Posteriormente,
essas amostras foram analisadas quanto ao conteldo de endotoxina em ensaio
imunoenzimatico de Limulus amoebocyte lysate (LAL) (Cambrex/ Lonza) realizado
no Laboratorio de Microbiologia do controle de qualidade da Divisdo de Producédo do
Instituto Butantan.

O laudo técnico notificou que as amostras apresentaram niveis inferiores ao
limite de deteccdo do ensaio de 0, 125 VE/mL, o que permitiu a sua utilizacdo nos

diferentes protocolos experimentais.

3.6. Determinacdo da concentracdo de proteina nas amostras

A concentracdo proteica das amostras de veneno bruto, CTX e suas
subunidades CA e CB foram determinadas utilizando-se o método de Bradford
(Bradford, 1976). As amostras foram diluidas em PBS e assim distribuidas em
placas de 96 pocos (Costar) em volume de 50 pyL. A solugdo de soro albumina
bovina (BSA) foi utilizada como curva padrao na concentragao de 500 pg/mL diluida
na razao 1:2 (50 pL/pogo). Apds esses procedimentos foram acrescentados 150
ML/pogo do reagente de Bradford previamente diluido em H,O destilada (1:5).

A leitura da densidade Optica (DO) das amostras foi realizada em
espectrofotdometro no comprimento de onda de 595 nm e o célculo da concentragéo
de proteinas foi realizado com o auxilio do programa INSTAT. A concentracao

proteica das amostras foi calculada em relacédo a curva-padrao de BSA.

3.7. Atividade fosfolipasica com substrato 4-nitro-3-octanoiloxi- benzoico
(4N30BA)

Apés a remocao de LPS nas amostras de CTX, CA e CB por coluna de
polimixina foi realizada a andlise da atividade fosfolipasica das toxinas, de acordo

com os protocolos adotados por (Holzer e Mackessy, 1996; Knittel et al., 2016) e
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adaptado para placas de 96 pocos. Assim, em placas de 96 pocos foram
adicionados 200 pL de tampé&o de ensaio (10 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl2 e 100 mM
de NaCl, pH 8,0) seguida de adicdo de 20 puL do substrato 4-nitro-3-(octanoiloxi)
benzoico (0,3 mM 4N30BA diluido em DMSO — Biomol, EUA), 20 pL de H,O e 20 pL
de amostras (0,25 ug de CTX ou CB). Em seguida, foi realizada incubagéao de 20
min a 37°C. ApGs esse periodo, os valores de hidrélise foram determinados segundo
a DO mensurada a 414nm em espectrofotbmetro (Multiskan EX, Labsystems,
Finlandia). A atividade fosfolipasica foi expressa pela variacdo na absorbancia em
funcdo do substrato liberado por minuto por pg de toxina (Abs/min/ug) em 3

experimentos independentes.

4. MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

4.1. Diferenciacdo de DCs in vitro a partir de medula 6ssea de camundongos

Para a diferenciacdo de DCs in vitro foram seguidos os protocolos de
descritos por Son e colaboradores (Son et al., 2002) e Chen e colaboradores (Chen
et al.,, 2013) com algumas modificacbes. Grupos de camundongos BALB/c foram
eutanasiados em camara de dioxiodo de carbono (CO,) e posteriormente, ambas as
extremidades da medula 6ssea dos animais foram cortadas e condicionadas em
placas de Petri contendo meio de cultura RPMI1640 (Invitrogen).

Em seguida, com o auxilio de uma seringa, uma agulha de calibre 25 foi
introduzida em uma das extremidades do fémur, a medula 6ssea foi lavada com
meio RPMI1640. A suspenséo celular obtida foi centrifugada (Eppendorf 5810 R) por
10 minutos a 327 x g a 4°C e ressuspensa em meio RPMI-1640 suplementado
(RPMI-S) com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB), 0,5% de 2-Mercaptoetanol,
1% de L- glutamina (200mM), vitamina (100mM) e os antibiéticos
penicilina/estreptomicina (10mg/mL). A concentracdo e a viabilidade celular foram
determinadas em camera de Neubauer utilizando Azul de Tripan 0,1%.

As células obtidas foram distribuidas em placas contendo 6 orificios na
concentracéo de 10x10° céls/mL e incubadas com GM-CSF (10 ng/mL) e IL-4

(5ng/mL). No 4° dia de cultivo, o sobrenadante da cultura das células foi removido,
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centrifugado por 10 minutos a 145 x g/4°C e adicionado um novo meio RPMI-S
(contendo GM-CSF + IL-4).

As culturas de células foram mantidas por mais 3 dias em estufa com 5% de
CO,/37°C. Apos esse periodo, as células ndo aderentes (onde se encontram as
células enriquecidas de DCs) foram coletadas e nhovamente contadas em camara de
Neubauer para determinar sua concentracdo e posterior realizacdo dos ensaios in

vitro.

4.2. Estimulagédo das DCs com CTX e CB na presenca ou ndo de LPS ou OVA
+ LPS

Com o intuito de avaliar a acdo da CTX bem como sua subunidade CB sobre
a funcionalidade das DCs, foram realizados varios protocolos experimentais, assim

como descrito abaixo:

v' Para determinar a concentracdo de OVA ou de OVA + LPS capazes de
induzir a maturacdo das iDCs, 5x10° células foram incubadas in vitro com
LPS (250 ng/mL) ou com diferentes concentra¢cdes de OVA (100, 200 ou 300
pg/mL) por 18 h/37° C em estufa de 5% CO, umidificada;

v iDCs também foram incubadas ou ndo com antagonista do receptor de
peptideo-formil (Boc-2-100 mM) por 15 min/37° C e apés esse periodo, as

células foram lavadas com meio RPMI-S e entdo estimuladas com:

- OVA + LPS (200 pg/mL+ 250 ng/mL);
- OVA + LPS + CTX (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL);
- OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL).

v' Em outro experimento, iDCs também foram incubadas in vitro na presenca ou
nao do inibidor seletivo da enzima 5-lipoxigenase (BWA4C- 10 uM) com o0s
seguintes estimulos:

- OVA + LPS (200 pg/mL+ 250 ng/mL);
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- OVA + LPS + CTX (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL);
- OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL).

v' Para os ensaios de PCR em tempo real (RT-PCR), DCs também foram
estimuladas com a OVA + LPS ou somente com o0 LPS na presenca ou nao
da CTX ou CB.

Apoés o periodo de incubacdo das células com os diferentes estimulos, as
culturas foram centrifugadas a 145 x g, os sobrenadantes coletados e as células
utilizadas para analise da expressdo das moléculas de MHC de classe Il, CD40,
CD80, CD86, ICOS-L e PDL-1/2 por citometria de fluxo. Os sobrenadantes das
culturas foram utilizados para determinacdo da secrecao das diferentes citocinas por
ELISA.

4.3. Marcacao e estratégia de analise para determinacdo da populacdo das

DCs diferenciadas in vitro por citometria de fluxo

As culturas de DCs incubadas com os diferentes estimulos foram
centrifugadas, as células ressuspensas em 1 mL de meio RPMI e incubadas com
anticorpo anti-receptor FcyRII/RIIl por 15 min/4°C. Em seguida, as DCs foram
novamente centrifugadas por 5min a 4°C/327 x g. As células foram ressuspensas em
PBS e distribuidas em placas de 96 orificios (0,5 x 10%/po¢o).

A expressdo das moléculas envolvidas na apresentacdo antigénica nas DCs
estimuladas na presenca ou ndo de diferentes concentracdes de OVA foi analisada
utilizando a incubacdo com anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos
ficoeritrina ou isotiocianato de fluoresceina (Tabela 1) de camundongo, por 30
min/4°C.

Tabela 1 - Anticorpos utilizados para avaliacdo da expressdo de
moléculas coestimuladoras e MHC-Il em DCs

| Anticorpos Fluorocromos Clone /Marca Diluicdo |
CD11c FITC HLE/ BD 1:60
CD40 PE 3-23/ BD 1:50
CD80 PE 16-10A1/ BD 1:70
CD86 PE GL1/BD 1:60
MHC-II I-A(d) PE AMS-32.1/ BD 1:50
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Em outros experimentos onde DCs foram incubadas com OVA + LPS na
presenca ou nao das toxinas e a expressao de moléculas coestimuladoras, MHC-II,
ICOS-L E PDL-1/2 foi avaliada através da marcacdo com anticorpos monoclonais

diluidos em PBS, por 30 min/4°C de acordo com o painel abaixo: (Tabela 2).

Tabela 2 - Anticorpos utilizados para avaliacdo da expressao de
moléculas coestimuladoras, MHC-II, ICOS-L, PDL1 e 2 em DCs

| Anticorpos Fluorocromos Clone /Marca Diluicéo |

CD11c PeCy7 HL3/ BD 1:300
CD40 Bv421 3-23/ BD 1:80
CD80 APC 16-10A1/ BD 1:80
CD86 PE GL1/BD 1:180
MHC-II I-A(d) PerCP/Cy5.5 MS-114.15-2/ BD 1:300
ICOS-L PE HK5.3/ BD 1:50
PDL-1 PE MIHS5/ BD 1:90
PDL-2 PE 122/ BD 1:70

Apbs esse periodo, foram adicionados 100 pL do PBS/poc¢o para posterior
centrifugacédo por 5min/4°C/ 327 x g. O sobrenadante foi removido e posteriormente
foi adicionado o Reagente de Viabilidade 510 (Fixable Viability Stain 510- FVS-510)
AmCyan (1:1000) diluido em PBS. A placa foi incubada por 15 min em temperatura
ambiente (TA), adicionado PBS + 1% de SFB seguida de centrifugacdo por
5min/4°C/ 327 x g. As células foram ressuspensas e fixadas com PBS contendo 1%
de formaldeido.

Como estratégia de andlise de todos os experimentos com as DCs in vitro, o
primeiro passo foi selecionar uma janela ampla de analise chamada gate no qual
contemplou a populagéao total. Os parametros utilizados para essa selecdo foram
granulosidade ou complexidade interna- Side Scatter area (SSC- A no eixo y) versus
(vs) tamanho relativo, Forward Scatter area (FSC-A no eixo x) (Figura 3A). Para
eliminar debris e células aglomeradas, foi realizado plotagem do FSC-H em relacéo
a area da FSC-A (Figura 3B). O reagente FVS-510 foi utilizado para discriminar
células viaveis de nao viaveis. As células vivas correspondem a populacédo esquerda
nos dot-plots (Figura 3C). Vale ressaltar, que todos os dados gerados e analisados
nesse estudo foram calculados a partir da populacdo de células viaveis. Em seguida,
utilizou-se a metodologia de fluorescence-minus-one (FMO), para determinar a

células que expressam poucas concentracbes de marcadores de superficie
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(Roederer, 2001) (Figura 3D). A partir das células vivas, foram selecionadas as DCs
utilizando como parametro a expressao de CD11c (Figura 3E).
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Figura 3- Estratégia de analise utilizada para analise das DCs.

DCs foram diferenciadas in vitro por 7 dias com 10ng/mL de GM-CSF e 5
ng/mL de IL-4. Posteriormente, as DCs imaturas (5x106) foram incubadas in
vitro na presenca ou ndo de diferentes antigenos como descrito em Material e
Métodos. (A) Determinacdo de células totais, FSC-A vs SSC-A. (B). Exclusédo
de debris e aglomerados celulares. (C) Gate para determinar a viabilidade
celular. FMO para CD1llc para determinar a populacdo de DCs (E)
Identificacéo da populacdo de DCs através da expressao de CD11c.

Os resultados foram expressos em histogramas considerando a média da
intensidade de fluorescéncia (MIF). As amostras foram feitas em quadruplicatas
(20.000 ou 30.000 eventos foram adquiridos por amostra em FACS Canto,-BD). Os
dados foram analisados utilizando o programa FlowJo 7.5. Como calibrador do
citbmetro, foram utilizadas as préprias células mantidas em meio de cultura e
marcadas ou ndo com anticorpos de superficie conjugados (PE ou FITC) ou

CompBeads (anti-rat and anti- hamster Ig k /negative control compensation particles
set- BD'™).
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4.4. Expresséo génicade IL-10, TGF-B, FPRs 1 e 2 em DCs por PCR- RT

As PCRs- RT foram realizadas em termociclador da marca BioEr Line Gene
K. Para tanto, pares de primers especificos para os genes da IL-10, TGF-3, FPRs 1

e 2 foram desenhados e sintetizados especificamente para a reacdo de PCR- RT.

4.4.1. Extracao de RNA total

Culturas de DCs (5x10°) foram estimuladas com as diferentes toxinas na
presenca ou ndo de LPS (descrito no item 4.2) e ap6s 18 h/37°C foram submetidas a
centrifugacéo por 5 min/327 x g/4°C. Em seguida, as células foram ressuspensas em
500 uL do reagente Trizol (Invitrogen), transferidas para um eppendorf livre de
RNAse e armazenadas a -80°C até seu uso.

Para a realizacdo da extracdo de RNA total, foram adicionados 100 pL de
cloroférmio para cada 500 uL de reagente Trizol contendo as células, seguida de
agitacdo por 15 segundos e mantidas por 10 min/TA. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 10 min/209 x g e o sobrenadante resultante (fase aquosa)
foram transferidos para um novo eppendorf, no qual foram acrescentados 250 pL de
isopropanol. As amostras foram agitadas por 15 segundos, mantidas por 10 min/TA,
centrifugadas novamente por 10 min/209 x g e em seguida o sobrenadante foi
descartado.

O precipitado (RNA) foi lavado com 500 pyL de etanol 75%, centrifugado
novamente por 5 min/209 x g e o sobrenadante foi removido. Os tubo contendo os
precipitados (amostras) foram mantidos abertos em fluxo laminar por
aproximadamente 15 minutos para secagem e, posteriormente, os RNAs foram
ressuspensos em 30 pL de agua livre de RNAse (Promega). A concentracdo de RNA
foi quantificada no NanoDrop seguindo o procedimento descrito por Sambrook e
colaboradores, onde a absorbancia em 260nm = 1, significa uma solucdo contendo
40 ug de RNA (Sambrook e Gething, 1989). A pureza do RNA foi determinada
através da razdo entre as absorbancias obtidas em 260 e 280 nm (razédo entre
260/280 maior que 1,7).
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4.4.2. Reacdo de Transcricdo Reversa (RT)

O RNA mensageiro foi convertido em DNA complementar (cDNA) utilizando o
kit Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as
especificacdes do fabricante. Para cada reacgéo foi feita uma mistura dos seguintes
reagentes: 2 ug de RNA, 1 uL de oligo (dT)2 50 M, 1 pL de dNTP Mix (10mM) e
completado o volume final para 13 pL com agua livre de RNAse.

Esta mistura foi aquecida por 5 min/65°C e apds esse tempo resfriada em
banho de gelo por mais 5 min. Posteriormente, ao conteido do tubo foram
acrescentados os seguintes componentes: 4 yL de tampao da reagao [5X], 1uL de
RiboLock RNase inhibitor [20U/uL], 2uL de dNTP mix [10mM)], 2uL de Transcriptase
[20u/uL] para o volume total de 20 uL por amostra. A mistura foi incubada por 50°C
durante 60 minutos e depois a 70°C por 15 minutos para inativar a reacédo. Apos a
reacao de transcricdo reversa, o cDNA obtido foi estocado em freezer -80°C.

4.4.3. PCR em tempo real em sistema Syber Green

Para o PCR em tempo real pelo sistema Syber Green, o RNA foi amplificado
usando um kit “gqPCR — Sybr Green Rox Plus — Invitrogen) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Dessa maneira foi avaliada a expressao de RNAmM
para IL-10, TGF-B, FPRs 1 e 2 comparando a amplificacdo com o gene constitutivo
B-actina, pois ja mostrou-se um eficiente “housekeeping” gene.

Para tanto, as reag0es foram realizadas em volume total de 12 pL contendo:
6,5 pL de solucdo Syber Green Super Mix combinado com 1 pL do primer sense
(5pM), 1 pL primer anti-sense (5pM) para a IL-10 e TGFB ou 1 uL do primer sense e
anti-sense (10pM) para os FPRsl e 2 (Tae et al.,, 2012) (Tabela 3), 0,25 pL de
ROX Reference Dye; 2,25 uL de H,0 livre de RNase e 1 uL de cDNA (500ng).
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Tabela 3 — Sequéncia dos primers utilizados nas PCRs

Primers Sequéncia (5’ -3’)
IL-10 sense GGT TGC CAAGCC TTATCG
IL-10 anti-sense ACC TGC TCC AGT GCCTTG
TGFp sense TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACGG
TGFB anti-sense GGT TCATGT CAT GGATGG TGC
FPR1 sense CAT GAA CAA GTC TGC AGT GAA CCT

FPR1 anti-sense AGG TTT ATG TCT ATT ACA GTA TAT

FPR2 sense TCT ACCATCTCC AGAGTT CTG TGG
FPR2 anti-sense TTA CAT CTACCA CAATGT GAA CTA

B actina sense CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT
B actina anti-sense AGA GGG AAATCG TGC GTG AC

As condic¢des de corrida foram: 50°C por 15 minutos (temperatura de ativagcéo
da enzima TagStart- DNA Polimerase), 95° C por 15 segundos (temperatura de
desnaturacao), 58° C por 30 segundos (temperatura de anelamento), 72° C por 30
segundos (temperatura de extenséo), seguida por um ciclo para detec¢do da Curva
de Melting de cada produto amplificado, de 65° C a 95° C diminuindo 0,5° C a cada
20 segundos.

A técnica de PCR- RT possibilita a quantificacdo do produto durante a fase
exponencial da reacdo. O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar
da fase exponencial € denominado Cycle Threshold (Ct). Este ponto permite a
quantificacdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia. Para quantificar os
resultados obtidos por PCR em tempo real, 2 métodos diferentes tém sido descritos
na literatura: o método da curva padrdo e o método de comparacdo do Ct pela
equacéo: 2 PP onde -DDCt = DCt (amostra) - DCt (calibrador ou controle), e DCt é
o Ct do gene alvo subtraido do Ct do gene constitutivo (Livak e Schmittgen, 2001)
nas mesmas condi¢cdes experimentais.

A quantificacdo relativa da expressdo do gene foi realizada através da
comparagao da amplificagdo com um controle enddégeno (B-actina). A partir dos
resultados de amplificacdo deste gene, foi realizada a normalizagcdo para minimizar

0s erros nas variagdes da quantidade de RNA e eficiéncia da transcricdo reversa
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(Giulietti et al., 2001). Os resultados foram expressos em “Expressdo Relativa de
mRNA”, que significa o numero de vezes a mais que um determinado gene foi

expresso em relacdo as respectivas amostras controles.

4.5. Ensaio de proliferacao de LTs co-cultivados com DCs

4.5.1. Co-cultura de DCs diferenciadas in vitro com células CD3" purificadas de
orgaos linfoides de camundongos imunizados com OVA

Para a obtencdo de células CD3" ou CD4", grupos de 4 camundongos
BALB/c foram imunizados com OVA emulsificada em Montanide ISA 50V2 (200
ug/animal). Para obtengdo de células TCD3*, camundongos da linhagem BALB/c
foram eutanasiados com camara de CO,, e os linfonodos periadrticos e inguinais
retirados e acondicionados em placa de Petri contendo meio RPMI. Com o auxilio de
homogeneizador estéril, os linfonodos foram macerados em meio RPMI e
transferidos para um tubo Falcon de 50 mL. Em seguida, o nimero e a viabilidade
das células foram determinados em camara de neubauer utilizando azul de tripan
0,1%. Posteriormente, as células foram submetidas a centrifugacdo por
5min/10°C/327 x g, o sobrenadante foi descartado e as células (16,2 x 10°) foram
ressuspensas em PBS contendo 0,5% BSA e 2mM de &cido etilodiaminotetracético
(EDTA).

As células TCD3" presentes na suspensdo foram purificadas utilizando o
sistema MidiMACS segundo o protocolo de Sudowe e colaboradores (Sudowe et al.,
2000). No tubo contendo as células, foi acrescentado o anticorpo anti-CD3" na
concentracdo de 2 pg/10° células e realizada incubacdo por 30 min/4° C. Em
seguida, foram acrescentados 5 mL de PBS contendo BSA e EDTA e realizada nova
centrifugagcdo por 5 min/10°C/ 145 x g. O sobrenadante foi descartado, as células
ressuspensas em PBS contendo BSA e EDTA e adicionado o conjugado
estreptoavidina-microesferas magnéticas (20uL/10" células) seguida de incubacéo
por 30 min/4° C. Ao final, foram adicionados 2 mL de PBS + EDTA + BSA e a
suspensao centrifugada assim como descrito anteriormente.

Apoés remocao do sobrenadante, as células foram ressuspensas em 800 pL

de tampéao e aplicadas na coluna MidiMACS (Miltenyi Biotec) acoplada em campo
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magnético previamente equilibrada com 8 mL de PBS contendo 0,5% BSA e 2mM
EDTA. Apés a aplicacdo da suspenséo celular foram realizadas 5 lavagens com 5
mL do tamp&o permitindo com que as células nédo ligadas a coluna fossem eluidas
da coluna. Posteriormente, a coluna foi removida do suporte magnético e o0s
linfocitos T CD3" foram eluidos com 5 mL de tamp&o e coletados em um tubo de 15
mL.

DCs foram diferenciadas in vitro (item 4.1) e incubadas durante 18 horas com
CTX, CB, OVA + LPS na presenca ou nao das toxinas. Apés esse periodo, as DCs
(0,6X10°) foram co-cultivadas com os LTCD3* (3X10°) obtidos de animais
imunizados com a OVA. Além disso, co-culturas de DCs com LTCD3" também foram
incubados com a ConA (1,25 ug/mL), ConA + CTX ou ConA + CB (1,25 pg/mL + 250
ng/mL). Como controles do ensaio, as células em meio RPMI-S também foram
distribuidas em placas da seguinte maneira: DCs + LTCD3", somente DCs ou
LTCD3". Os sobrenadantes das co-culturas também foram coletados para dosagem
de IL-2 (Figura 4).
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Figura4- Ensaio de co-cultura de DCs com LTCD3" para andlise da resposta proliferativa
OVA- especifica.
DC (0,6 x 105) diferenciadas in vitro da medula 6ssea de camundongos BALB/c foram
incubadas durante 18 horas com CTX, CB (0,25 ug/mL); OVA + LPS (200 ug/mL + 250
ng/mL); OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200 ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL).
DCs previamente estimuladas com os diferentes antigenos foram co-cultivadas com
linfécitos CD3* (3 x 10°) purificadas por sistema de selecdo positiva a partir de
camundongos BALB/c imunizados com a OVA. Essas co-culturas também foram
incubadas com a ConA (1, 25 ug/mL), ConA + CTX ou ConA + CB (1,25 yg/mL + 250
ng/mL). Apoés um periodo de 72 horas, analisou-se a resposta proliferativa de LTs
utilizando -se o Kit “Cell proliferation ELISA Biotrak System version 2”.
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4.5.2. Ensaio de proliferacdo de linfocitos TCD4" a partir de 6rgéos linfoides de
camundongos BALB/c naives ou imunizados com OVA co-cultivados com
DCs

Para obtencdo de LTCD4" naives (controle), foi injetada salina estéril na base
da cauda de camundongos BALB/c. Animais BALB/c também foram imunizados com
a OVA emulsificada em Montanide ISA 50V2 via subcutédnea. Apd6s 7 dias de
imunizacdo, os animais foram eutanasiados em camara de CO; e as suspensdes
celulares obtidas dos linfonodos inguinais e periadrticos foram preparadas de acordo
como descrito acima (item 4.5.1). Apés a determinacdo da concentracdo celular em
camara de Neubauer por azul de tripan (0,1%), foram adicionados 100 uL de PBS +
2% SFB diluido contendo o anticorpo anti-CD4 PECy5 (1:200)/ 10° de linfécitos
totais, seguida de incubagdo por 15 min em TA. Posteriormente, foram
acrescentados 5 mL de SFB 10%, filtradas e as suspensdes foram centrifugadas por
5min a 327 x g e ressuspendidas em RPMI-S contendo 3% SFB para posterior
purificacdo por cell sorting.

Como controles do ensaio, as células mantidas em meio de cultura foram
distribuidas em placas da seguinte maneira: DCs + LTCD4", somente DC ou
LTCD4". Para o ensaio de proliferacdo, iDCs foram diferenciadas e mantidas em
meio de cultura ou previamente estimuladas com OVA + LPS na presenca ou néo de
CTX ou CB por 18 horas, lavadas e co-cultivadas com LTCD4" apds sua purificagao.
Apds um periodo de 72 horas, analisou-se a resposta proliferativa de LTs utilizando

o Kit “Cell proliferation ELISA”, como descrito abaixo (Figura 5).
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Figura5- Ensaio de co-cultura de DCs com LTCD4" obtidos de animais naives ou
imunizados com a OVA para andlise da resposta proliferativa.
DCs (0,5 x 105) diferenciadas in vitro da medula éssea de camundongos BALB/c foram
incubadas durante 18 horas com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB (200 ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). DCs previamente
estimuladas com os diferentes antigenos foram co-cultivadas com linfécitos CD4" (2,5 x
10°) purificadas por sistema de cell sorting a partir de camundongos naives ou
imunizados com a OVA. A resposta proliferativa de LTs foi avaliada ap6s 72 horas
utilizando -se o Kit “Cell proliferation ELISA Biotrak System version 2”.

4.5.3. Ensaio de proliferacao das células T

O indice de proliferacao dos LTs foi determinado pelo ensaio de incorporacéo
por bromodeoxiuridina (BrdU) apos 72 horas de cultura utilizando-se o Kit Cell
proliferation ELISA Biotrak System version 2 (Armersham GE Gealthcare). Em

+ ou

resumo, nas co-culturas de DCs com linfécitos CD3" °! CD4*foram adicionados 10 pL
de BrdU/poco diluido na raz&do 1:10 em meio RPMI- S. ApOs 72 horas, as co-culturas
foram centrifugadas por 10 min/10°C/ 145 x g. O meio foi removido e posteriormente
foram acrescentados 200 pL de solucdo fixadora seguida de incubacdo por 30
min/TA. Apos o periodo, o meio foi removido e acrescentada a solucdo B-bloqueio
(200 pL/poco) diluida 1/10 em solucao Tris (50mM) contendo 150 mM de NaCL com
incubacdo de 30 min/TA. Novamente o sobrenadante foi descartado e as células
foram incubadas com 100 pL/pogco de anticorpo anti-BrdU- peroxidase (1:100)
diluido em solugdo D (antibody dilution solution) por 90 min/TA. O conjugado foi
removido e as células foram lavadas com Wash buffer e incubadas por 15 min/TA
por 3 vezes. A revelagéo foi realizada com a adicdo de 100 pL/pogo do substrato
TMB (tetrametilbenzidina) proveniente do kit e a reagéo foi interrompida com 25
puL/poco de acido sulfurico 0,2M. As placas foram lidas em leitor de ELISA utilizando
o filtro de 450 nm. Os resultados foram expressos como a média de DO obtida das
amostras em triplicatas + desvio padrdo. Quanto aos testes estatisticos, o0s
resultados obtidos foram realizados por andlise de variancia seguida de

comparacdes multiplas entre os grupos pelo método de Tukey.

4.6. Marcacdo extracelular/intracelular e estratégia de analise para a
determinacédo das populacfes de LTs por citometria de fluxo
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Para a obtencdo de células T, grupos de camundongos foram imunizados
com OVA emulsificada em Montanide ISA 50 V2 (200 upg/animal) e os linfonodos
periadrticos e inguinais retirados, macerados em meio RPMI-S e transferidos para
uma placa de 96 pocos.

Para a determinacéo da populagéo de linfocitos CD4" ou CD8", essas células
(1x10°%) foram incubadas com anti-CD4 ou CD8 diluidos em PBS. Em outros
experimentos, as suspensdes celulares também foram incubadas com anti-
CD4/CD25 para determinar a populagcdo de células Treg (Tabela 4). Esse linfécitos
foram incubados a 4°C por 30 min e posteriormente foram adicionados 100 uL/ pogo
de PBS, centrifugadas por 5 min/4°C/ 453 x g, seguida da incubagcdo com 25 puL /
poco do reagente de viabilidade FVS-510 diluidos em PBS (1:1000).

A marcagdo intracelular foi realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante (Kit BD Transcription Factor Buffer Set). Em resumo, apds a marcacao de
diversas moléculas expressas na superficie celular, as células foram
permeabilizadas com a adigdo de 65 pL/ pogo do reagente TF Fix Perm diluido em
TF Diluent Buffer seguida de incubacé&o por 50 min/ 4°C. Posteriormente, foram
adicionados 125 pL/ pogco do tampao Perm Wash do Kit (2x) e as células
centrifugadas por 6 min a 4°C/ 350 x g. Os sobrenadantes foram descartados, as
células incubadas com anticorpos anti-Thet, anti-Gata 3, anti-RORyt ou anti-FoxP3
diluidos em tampao Perm Wash e realizada incubagéo a 4° por 50 min (Tabela 4).
Apos esse periodo, as células foram lavadas 2X com uL/ pogo do Perm Wash,

centrifugadas e ressuspendidas com PBS + 1% de formaldeido.

Tabela 4 - Anticorpos utilizados para marcacéo das células CD4" e
CD8" e fenotipagem das células CD4"

| Anticorpos Fluorocromos Clone /Marca Diluic&o |
CD8 FITC 53-6.7/ BD 1:70
CD4 PerCP/Cy5.5 GK1.5/ BD 1:200
CD25 FITC 7D4/ BD 1:70
Thet PE 4B10/ BD 1:50
Gata 3 PE LSO-823/ BD 1:50
RORyt PE AFKJS-9/ BD 1:50
FoxP3 PE FJK-16s 1:60
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Além disso, apds a marcacdo com anti-CD4 ou anti-CD4/CD25, seguida da
incubacdo com o FVS-510, os linfécitos também foram analisadas quanto a
expressdo de citocinas. Para tanto, co- culturas de linfécitos CD4" com DCs foram
plagueadas por 4 horas em camara de CO, umidificada com 500 ng/mL de
ionomicina (Invitrogen) e brefeldina (BD) diluido na razdo 1:1000 em RPMI-S para
linfécitos contendo 1% de piruvato de sodio (Gibco) e aminoacido ndo essencial
(MEM Non- essential Amino Acid Solution- Sigma). Posteriormente, foram
adicionados 100 pL/ poco de RPMI-S, centrifugadas por 5 min/4°C/ 453 x g, seguida
de marcagcao extracelular com anti-CD4 ou CD4/CD25, assim como descrito
anteriormente. Ap0s a incubacdo com o FVS-510 para determinar a populacao
viavel, as células foram permeabilizadas com Cytoperm (100pul/pogo) por 30 min em
TA de acordo com as especificacbes do fabricante (BD). Em seguida, foram
adicionados 100 pL/ pogo do Perm Wash diluido em PBS e as amostras
centrifugadas por 5 min a 4°C/ 450 x g. Os sobrenadantes foram descartados e as
amostras de células marcadas com anti-IFNy, anti-IL-4 ou anti-IL-10 para posterior

analise por FACs (Tabela 5).

Tabela 5 - Anticorpos utilizados para citocinas correspondentes as
diferentes suppopulagdes de LTCD4"

| Anticorpos Fluorocromos Clone /Marca Diluic&o |
IFNy PE 4B10/ BD 1:50
IL-4 PE LSO-823/ BD 1:50
IL-10 PE AFKJS-9/ BD 1:50

A figura 6 ilustra um ensaio representativo da estratégia de escolha do gate
para analise das populacdes de LTCD4" ou LTCDS8". Inicialmente considerou-se
como parametros: tamanho das células (FSC) e a complexidade interna ou
granulosidade (SSC), excluindo células potencialmente mortas e debris celulares
(Figura 6A). Posteriormente, foi realizado um gate na condicdo de singlet com base
nas caracteristicas fisicas das células em estado de debris ou aglomeracao
determinadas por dispersédo, FSC-H em relacdo a FSC-A (Figura 6B). Células nao
viaveis foram determinadas a partir do reagente de morte celular FVS-510 (Figura 6
C) seguido do marcador especifico para a populacdo de linfocitos CD4" e CD8"
(Figura 6D e 6E, respectivamente). Todas as amostras foram feitas em triplicatas ou

guadruplicatas e os dados foram expressos como porcentagem de células positivas
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para CD8", CD4" (seus fatores de transcricdo Thet®, Gata3", RORyt" ou FoxP3"),

tendo como parametro as marcagdes com os FMOs (aquisicdo de 20.000 eventos).
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Estratégia de anélise para caracterizac&o fenotipica de linfécitos T CD4" e T CD8".

(A) Gate das células totais com base em suas caracteristicas fisicas considerando FSC
vs SSC; (B) Exclusao dos doublets. (C) Representacdo da separacdo de células viaveis
e ndo viaveis. (D) Porcentagem de células T CD4" e CD8'. Todas as andlises de
linfécitos T foram realizadas utilizando esta estratégia.

4.7. Ensaios de co-culturas de LTCD3" ou LTCD4" com DCs diferenciadas in

vitro

4.7.1. Estudo do efeito da CTX e CB sobre o perfil de diferenciacao de linfécitos T

obtidos de camundongos transgénicos DO11.10 co-cultivados com DCs in

vitro

Para investigar o perfil de diferenciacdo de LTCD4", celulas obtidas dos

linfonodos inguinais e periaorticos de 5 camundongos naives DO11.10 BALB/c

foram preparadas como descrito no item 4.5.1. Além disso, suspensfes celulares

obtidas do baco também foram preparadas. Para tanto, o bagco foi macerado em
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meio de cultura ndo suplementado com o auxilio de homogeneizador estéril. As
células foram transferidas para um tubo Falcon de 50 mL, submetidas a
centrifugacdo por 5min/4°C/327 x g, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspensas com 1mL tampéo de lise contendo 155mM de NH,4CI, 10mM de
NaHCO;3; e 0,1mM de EDTA (Ph 7,2). Apdés 3 minutos em gelo, foi adicionado 10mL
de PBS, centrifugada por 5min4°C/327 x g. Em seguida essas células foram
marcadas com anti-CD4 e purificadas por sistema cell sorting assim como descrito
no item 4.5.2.

iDC (0,5 x 10°) diferenciadas in vitro foram co-cultivadas com linfécitos CD4"
(2,5 x 10°) e estimuladas com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB (200 ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL) por 4 dias (Figura
7). Ap0s o periodo de incubacéo, as células foram centrifugadas por 5min a 4°C/327
X g, sobrenadante removido para posterior marcacao extracelular e intracelular como
especificado (Item 4.6). A figura 7 representa a metodologia adotada para o devido
experimento.

Antibodies

Obtenc&o de LTCD4" Anti- CD4

BALB/c DO 11.10 naives por sorting Anti- Thet
Anti- Gata 3

7 dias Anti FoxP3

5 — &3 | am
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b
- i g \
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Suspenséo celular dos
linfonodos e bacos obtidos
por cell sorting

e
5 B A L B/C 1
U, 7 dias

é' e \'\ ﬂ ¥ ﬁ Co-cultura de DCs com

§ 20 ,‘;/, s e células CD4" estimuladas

A DCs foram w0 ~ com OVA + LPS na

B, (€ diferenciadas com GM- Suspenséo de DCs = presenca ou ndo da CTX
) CSF e IL-4 por 7 dias ou CB por 4 dias

Figura7- Analise da expressdo de Tbet’, Gata3" e FoxP3" em co-culturas de LTCD4" com
DCs incubadas com CTX e CB na presenca ou ndo de OVA+ LPS.
iDCs foram diferenciadas de animais BALB/c por 7 dias com GM-CSF e IL-4.
Suspensbes celulares de linfonodos inguinais, periaorticos e bago de animais DO11.10
foram obtidas e marcadas com anti- CD4 PECY5, seguido de purificagdo por sistema de
cell sorting. Posteriormente, iDCs (0,5 x 105) foram co-cultivadas com linfocitos CD4" (2,5
x 10°) e estimuladas com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS + CTX ou
OVA + LPS + CB (200 ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL) por 4 dias. Ap6s esse periodo,
foi avaliado a expressdo de Thbet", Gata3" e FoxP3" na populacéo de células CD4" por
citometria de fluxo.
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4.7.2. Andlise do efeito da CTX e CB sobre o perfil de diferenciacdo de LTCD4"

incubados com DCs diferenciadas in vitro

Os linfécitos T CD4" foram obtidos a partir dos linfonodos inguinais,
periaorticos e baco de camundongos Balb/c n&o-imunizados e purificados por
sistema de sorting (item 4.5.2). O grau de pureza da suspensao obtida foi
determinado por citometria de fluxo utilizando anticorpo anti-CD4".

A co-cultura foi realizada com as células CD4* (2,5x10°) incubadas com as
DCs diferenciadas (0,5x10°) e estimuladas com a CTX, CB (250 ng/mL), LPS (250
ng/mL), LPS + CTX, LPS + CB (250 ng/mL + 250 ng/mL) ou mantidas em meio de
cultura. A essas co-culturas foram adicionados anticorpo anti-CD3, citocinas
recombinantes e anticorpos anti-citocinas para a polariza¢éo dos linfocitos TCD4",
conforme apresentado na tabela 6 (Iwamoto et al., 2007; Luo et al., 2007; Zhu et al.,
2010; Shiner et al., 2014; Agalioti et al., 2018). Além disso, como controle do
experimento, as co-culturas foram incubadas somente com anti-CD3 em meio de

cultura para linfécitos.

Tabela 6 - Anticorpos e citocinas recombinantes para a
diferenciac&o de subpopulagtes de LTCD4"

Perfil de L : .
TCDA" Citocinas recombinantes Anticorpos
10ng/mL de IFNy e IL-12 1ug/mL de anti-IL4 e 0,3pg/mL
Thl ;
anti-CD3
10ng/mL de IL-2 e IL-4 2,5ug/mL de anti- IFNy e
Th2 0,3ug/mL anti-CD3
5ng/mL de TGFf3 0,3ug/mL anti-CD3
Treg
10ng/mL de IL-1B3, IL-23 e 1ng/mL de anti- IFNy;
Th17 TNFa; Ing/mL TGF-B e 2ug/mL de anti- IL4 e
40ng/mL de IL-6 0,3pg/mL anti-CD3

No 4° dia de co-cultura, a polarizacédo dos linfocitos para os diferentes perfis
foi determinada pela marcagao intracelular dos fatores de transcricdo Thet", Gata 3,

RORVyt" e FoxP3/CD25" correspondente a cada um dos perfis de LTCD4" marcados
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com fluoréforos e andlise em citometro de fluxo (item 4.6). A figura 8 ilustra o

protocolo experimental utilizado.
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Figura 8- Perfil de diferenciacdo de LTCD4" incubados com DCs estimuladas com LPS na
presenca ou ndo da CTX ou CB.
Células T CD4" obtidas por cell sorting de camundongos BALB/c virgens foram coletadas
a partir dos linfonodos inguinais, periaorticos e baco. Em seguida LTCD4" foram
cultivados com as DCs simultaneamente com a CTX, CB (250 ng/mL), LPS (250 ng/mL),
LPS + CTX, LPS + CB (250 ng/mL + 250 ng/mL) ou mantidas em meio de cultura. Além
disso, para obtencédo de células diferenciadas nas popula¢des Thl, Th2, Thl7 e Treg,
células T CD4" foram ativadas com anti-CD3 concomitantemente com citocinas
recombinantes e anticorpos neutralizantes que promovessem condi¢cdes polarizantes
para cada um dos perfis. Todas as amostras foram feitas em triplicatas e os dados foram
expressos como porcentagem de subpopulacdes de linfocitos T correspondentes as Th1,
Th2,thl7 e Treg.

4.8. Determinagdo de citocinas proé-inflamatérias, IL-10, IL-2 e IFNy nos

sobrenadantes das diferentes culturas celulares

A producéo de IL-12, IL-6, TNFa e IL-10 foi determinada nos sobrenadantes
das culturas de DCs (5x10° células/mL) estimuladas por 18 horas com OVA + LPS
na presenca ou ndo da CTX ou CB em uma atmosfera umidificada com 5 % de CO..

A producdo de IFNy e IL-2 foi avaliada em culturas de células (5x10°
células/mL) obtidas dos linfonodos de camundongos previamente imunizados com a
OVA que receberam ou ndo CTX ou CB e foram incubadas com OVA ou ConA na
presenca ou ndo das proteinas isoladas (CTX ou CB) e mantidos por 72 horas a
37°C em uma atmosfera umidificada com 5 % de COa,.

A producgédo de IL-2 também foi avaliada nos sobrenadantes das coculturas de
72 horas de LTCD3" com DCs previamente estimuladas com OVA + LPS ou ConA
na presenca ou nao de CTX ou CB.
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A producgao de IL-12, IL-6, TNFa e IFNy determinada utilizando kits de ELISA
segundo instru¢cdes do fabricante (Ebioscience). A producdo de IL-2 e IL-10 foi
determinada utilizando os kits da R&D Systems. Além disso, nos ensaios das DCs
pré-incubadas ou ndo com o BWA4C, a dosagem de IL-12 foi realizada com o Kit da
Peprotech.

As placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo de captura anti-IL-
12, anti-IL-6, anti-TNFa ou anti-IFNy (1:250) em tamp&o Coating Buffer (50uL/poco)
e incubados “overnight” a 4°C. Para dosagem de IL-10 e IL-2, as placas foram
sensibilizadas com anticorpo anti-IL-10 (720 pg/mL) ou anti-IL-2 (180 pg/mL) diluido
em PBS. As placas foram incubadas por 18 horas/TA e, em seguida lavada 3 vezes
com PBS-T (solucdo salina tamponada com fosfato + 0,05% Tween 20) para
posterior bloqueio.

Para a determinacao de IL-12, IL-6, TNFa e IFNy, as placas foram lavadas
com PBS-T e os sitios livres foram bloqueados com 200 pL/ po¢o com tampéao
Assay Diluent por 1 h/ TA. A etapa de bloqueio nos ensaios de dosagem de IL-10 e
IL-2 ocorreu com a adi¢gado de 200 pL/pogo de Reagent Diluent (PBS contendo 20
mM de Tris, 0,1% BSA, 150 mM de NaCl e 0,05% Tween 20) por 1 h/TA.

Apos esse periodo, foram adicionados 50 ulL/pog¢o de IFNy, IL-12 (2000
pg/mL), IL-6 (500 pg/mL) e TNFa (1000 pg/mL) recombinantes e amostras diluidos
na razdo 1:2 em Assay Diluent. Nos ensaios para dosagem de IL-10 e IL-2, foram
adicionados 50 plL/poco de IL-10 (300 ng/mL) ou IL-2 (100 ng/mL) ou amotras
diluidas na razéo 1:2.

Em seguida, todas as placas foram incubadas por 2 h/TA seguida de nova
lavagem em PBS-T. O volume de 50 uL/pogo dos anticorpos de deteccéo anti-IL-10
(54 pg/ mL) ou anti- IL-2 (72 pg/ mL) diluidos em Reagent Diluent foram adicionados
na placa seguida de incubacéo por 2 h/TA. Outros anticorpos de detecc¢ao anti-IL-12,
IL-6, TNFa e IFNy (50 uL/pogo) diluidos na razdo 1:250 em Assay Diluent também
foram adicionados nas placas e incubadas por 1 h/TA.

Posteriormente, foram adicionados 50 pL/pogo de estreptoavidina-peroxidase
(1:250) diluida em tampao Assay Diluent por 30 min/TA para IL-12, IL-6, TNFa e
IFNy. Para a IL-10 e IL-2, foi adicionado o conjugado (1:200) diluido em tampé&o
Reagent Diluent por 20 min/TA. Outras lavagens foram feitas em PBS-T e

adicionados 50 pL/pogo de estreptoavidina-peroxidase diluida em tamp&o (1:200)
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para as citocinas. O conjugado foi removido com lavagem e posteriormente, 50
pL/pogo do reagente cromogénico TMB foram acrescentados nos pogos para ocorrer
a revelacdo. A reacao foi interrompida pela adicdo de 50 uL/poco de acido sulfurico
(H2SO4 2M).

As concentracdes de IL-12, IL-6, TNFa e IFNy (E-Bioscience) e de de IL-10 e
IL-2 (R&D Systems) nos sobrenadantes das células foram calculadas e a partir das
curvas-padrbes construidas com as concentracdes crescentes das citocinas
recombinantes de acordo com as orientacdes dos respectivos fabricantes. Os
resultados foram obtidos pela leitura da DO em espectrofotometro com filtro de 450
nm (especificagéo do leitor).

No kit da Peprotec, as placas foram sensibilizadas com 100 yL/ pogo de PBS
diluido com o anticorpo de captura (1ug/mL) e incubadas por aproximadamente 18h
a 4°C. Apos esse periodo, as placas foram bloqueadas com 1% BSA em PBS (200
ML/ pogo), seguida de lavagem com PBS-T. Posteriormente, foram adicionadas a
placa, 100 pL/poco de IL-12 recombinante (2ng/mL), assim como o0s sobrenadantes
das culturas de DCs seguida de incubacao por 2 horas em TA. Ao final, as placas
foram lavadas com PBS-T e adicionados 100 uL/poc¢o do anticorpo de detecg¢ao anti-
IL-12 (0,25 ug/ mL) diluido em Reagent Diluent (0,05% Tween 20, 0,1% de BSA em
PBS) seguida de incubacao por 2 h/TA. Posteriormente, foi adicionado o conjugado
de estreptoavidina-peroxidase (1:2000) diluido em Reagent Diluent e incubado por
30 min em TA. No momento da revelacao, foram acrescentados 100 yL/ pogo do
substrato acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABST) monitorando
a DO da leitura a cada 5 min em espectrofotometro com filtro de 405 a 605 nm. A
leitura foi interrompida ap6s 25 min de reacdo até atingir o limiar maximo da curva

padréao de 1.2, de acordo com o protocolo do fabricante.
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5. MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

5.1. Analise da proliferacdo de linfocitos totais obtidos dos linfonodos dos
camundongos previamente imunizados com a OVA e que receberam
CTX ou CB

Para avaliar a resposta proliferativa OVA-especifica, grupos de 5
camundongos foram previamente imunizados com OVA (200 pg/animal)
emulsificada em adjuvante Montanide ou solucdo salina via subcutanea (item 4.5.1)
e apos 1 hora foram administradas CTX ou CB (5 pg/animal) no coxim plantar dos
camundongos em volume de 40 pL (20 pL/coxim plantar). No sétimo dia pés
imunizacdo, as suspensfes celulares dos diferentes grupos experimentais foram
preparadas a partir dos linfonodos inguinais e periadrticos. Em seguida, 3x10°
células foram plaqueadas em meio contendo CTX, CB, OVA, OVA + CTX, OVA +
CB, ConA, ConA + CTX ou ConA + CB (100 pL). Ap6s 72h, foi analisada a resposta
proliferativa desses LTs utilizando o kit “Cell proliferation ELISA Biotrak System
version 2” de acordo com as orienta¢des do fabricante (Armersham GE Gealthcare -
item 4.5.3). Abaixo segue o0 esquema experimental de imunizacdo com os diferentes

antigenos (Figura 9).
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Figura9- Esquema representativo dos animais imunizados com OVA seguida da
administracdo da CTX e CB para andlise de proliferacéo de LTs in vivo.
Camundongos foram imunizados com OVA (200 pg/animal) emulsificada em Montanide
ou injetados com a salina e apés 1 hora receberam ou ndo a CTX ou CB (5 pg/animal).
ApOs 7 dias, suspensdes celulares foram preparadas dos linfonodos inguinais e
periadrticos de camundongos ndo imunizados ou imunizados com a OVA. Essas células
totais foram incubadas com a CTX ou CB (250 ng/mL) na presenca ou nhdo de OVA (200
pg/mL) ou ConA (1, 25 upg/mL) por 72 horas. A resposta proliferativa foi avaliada
utilizando o Kit “Cell proliferation ELISA Biotrak System version 2" de acordo com as
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especificagbes do fabricante. Os niveis de IL-2 e IFNy obtidos dos sobrenadantes das
suspensodes de LTs totais foram dosados por ELISA.

5.2. Analise do efeito da CTX e CB sobre células CD8" e subpopulacdes de
células CD4" em suspensdes celulares obtidas de linfonodos de

camundongos BALB/c que receberam ou nédo a CTX ou CB in vivo

Para investigar o efeito das toxinas sobre a populacdo de células CD8" bem
como o perfil de diferenciacdo de LTCD4", grupos de 4 camundongos BALB/c foram
imunizados ou ndo com a OVA emulsificada em Montanide (200 ug/animal) na base
da cauda. Apos 1 hora de imunizacdo, esses animais receberam 20 uL de CTX ou
CB (5 pg/animal) no coxim plantar direito e esquerdo. No 11° dia de imunizagao,
suspensdes celulares dos animais individuais foram preparadas a partir dos
linfonodos inguinais e periadrticos (item 4.5.1). Nas suspensfes celulares foram
avaliadas as subpopulaces de células TCD4" pela marcacéo intracelular de IFNy,
IL-4 e IL-10 por FACs como descrito no item 4.6. Além disso, foi avaliada a
porcentagem de células CD8" nas suspensdes obtidas dos animais imunizados com

a OVA gue receberam ou ndo a CTX ou CB (Figura 10).
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Figura 10- Esquema representativo dos animais imunizados com OVA seguida da
administracdo da CTX e CB para analise de perfil celular in vivo.
Grupos de 4 camundongos Balb/c foram imunizados ou ndo com a OVA. Apés 1 hora da
imunizacéo, foi administrada a CTX ou CB no coxim plantar dos animais. No 11° dia de
imunizacéo, suspensdes celulares dos animais individuais foram preparadas a partir dos
linfonodos inguinais e periadrticos. Estas suspensdes foram incubadas por 4h com
ionomicina e brefeldina em camara de CO,. Posteriormente, essas células foram
incubadas com anti- CD8, CD4 ou CD4 /CD25, seguida de permeabilizacdo e marcacao
intracelular com anti-IFNy, IL-4 e IL-10 e analisadas por FACs.
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5.3. Determinagdo da producao de anticorpos IgGl e IgG2a anti-OVA nos
soros dos camundongos imunizados com OVA que receberam ou nao
CTXou CB

A producao de anticorpos IgG1l e IgG2a anti-OVA nos diferentes grupos de
camundongos acima descritos foi determinada por ELISA. Para isso, os soros foram
obtidos dos animais por puncao cardiaca ap0s a eutanasia.

Placas de poliestireno (Costar) foram sensibilizadas com 10 pug/mL OVA
diluida em PBS (100 pL/pogo) por 18h/4°C. Posteriormente, os sitios ndo ocupados
foram saturados com PBS contendo PBS-T em 3% de gelatina por 3 horas/37°C. As
placas foram lavadas com PBS-T e subsequentemente, adicionaram-se, em cada
orificio da primeira linha, 200 pL de soro dos camundongos diluido a 1/100 para a
subclasse IgG1 e 1/20 para lgG2a em 0,05% PBS-T. Nas linhas seguintes, foram
feitas diluices seriadas na razdo dois (100 uL/orificio) e as placas incubadas a
37°C, por 1 hora.

ApoOs o tempo de reacdo dos soros testes, as placas foram lavadas com PBS-
T e, posteriormente, foram adicionados aos orificios 100 puL dos anticorpos
especificos anti-lgG1 ou anti-lgG2a de camundongo, diluidos em 1/1.000 e 1/500,
respectivamente. Em seguida, as placas foram lavadas e adicionados 100 uL do
conjugado anti-lgG marcado com peroxidase na diluicdo de 1:4000 em PBS-T. A
atividade de peroxidase foi revelada utilizando-se uma solucédo contendo 40 mL de
tampéao citrato de sédio, 40 uL de H,O e 40 mg de ortofenilenodiamina-OPD (100
pl/pogo) em TA. A reacgao foi interrompida com 50 pL de H,SO4 (2M). A intensidade
da cor da reacdo foi determinada por absorbancia em leitor de microplacas com
comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram expressos como a média da

DO dos soros individuais na diluicdo 1/200 para IgG1 e 1/10 para IgG2a + DP.

5.4. Reacao de hipersensibilidade tardia (DTH)

Grupos de quatro camundongos BALB/c imunizados com a OVA e que
receberam ou ndo CTX ou CB (item 5.1) foram avaliados quanto a resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia especifica para a OVA (Favoretto et al., 2014). Para

tanto, amostra de OVA (50 mg- grau Il) foi diluida em 2,5 mL de solugéo salina e

70



incubada por 1 hora a 80°C. Posteriormente, foram adicionados 7,5mL de solucéo
salina seguida de centrifugagéo por 10 min & 1811 x g. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e a amostra ressuspensa em 2 mL de salina.

No 8° dia poés-imunizagdo, os camundongos receberam 30 uyL de OVA
agregada na pata traseira esquerda e o0 mesmo volume de solugdo salina na pata
traseira direita. A espessura das patas foi avaliada 24h apds a injecdo da OVA
agregada usando um paquimetro (Starret 799). O resultado foi expresso como a
diferenca na espessura da pata injetada com salina e a pata injetada com a OVA *
DP. Como controle do DTH, camundongos ndo imunizados injetados com a OVA

agregada ou a salina também foram incluidos.

5.5. Analise dos resultados

Os resultados de citometria de fluxo foram apresentados como a média da
intensidade de fluorescéncia das amostras em quadruplicatas + desvio padrdo ou
ainda, em porcentagem de células positivamente marcadas. A producdo das
citocinas foi expressa como a média * desvio padrao das concentracfes obtidas das
amostras em quadruplicatas. A analise estatistica adotada foi 0 método de Tukey,
utilizando a analise de variancia (ANOVA) e de compara¢do multipla entre os grupos
experimentais no software GraphPad Prisma 5. Diferengas com o p < 0,05 foram

consideradas estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Purificacdo da CTX e sua subunidade CB

A purificacdo da fracdo CTX a partir do veneno bruto da C.d.terrificus foi
realizada por cromatografia de troca aniénica utilizando uma coluna MONO-Q. Para
obtencdo da fosfolipase A, (CB) e da crotapotina (CA), aliquotas da CTX foram
submetidas a cromatografia de troca catibnica utilizando uma coluna MONO-S,
assim como descrito em material e métodos.

A figura 11 representa o perfil cromatografico do veneno bruto da cascavel
apresentando 4 picos distintos, sendo os picos 2, 3 e 4 correspondentes a CTX,

conforme descrito na literatura (Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971).
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Figura 11- Perfil cromatografico do veneno de C.d.terrificus submetido a cromatografia de
troca aniénica em coluna MONO-Q.
O veneno total de C. d. terrificus (15mg) foi submetido a cromatografia de troca anibénica
em coluna MONO- Q HR 5/5 por sistema FPLC. O gréafico representa a eluicdo dos
componentes do veneno quando submetidos a um gradiente linear de NaCl (0 a 1M) em
tampdo Tris- HCL 50 mM em fluxo de 1,0 ml/minuto. A eluicdo dos componentes do
veneno foi monitorada em espectrofotbmetro a 280 nm.

Na figura 12, podemos verificar dois picos distintos ao longo do

cromatograma, como previamente descrito por Sampaio e colaboradores (Sampaio
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et al., 2005), sendo a CA e CB correspondentes ao 1° e 2° pico, respectivamente.
Vérias cromatografias foram realizadas para a obtencdo de material suficiente para
utilizacao dos experimentos propostos. Apés as purificacdes, as amostras de CTX e
suas subunidades CA e CB foram submetidas a eletroforese para analise da pureza
e identificacdo da massa molecular. Em seguida, as frag6es correspondentes a CTX
e suas subunidades CA e CB foram reunidas e dialisadas contra PBS para

eliminacao de sais e uréia das amostras.

700

Absorbancia (mAU)

5 [41 [ 12 |12 | 1a |12 |18 |17 [1= ] 45 [ =0 [ =1 [ == | == | == | == | = | == |==] Wase
T SED ELE

=20 300

Figura 12- Perfil de eluicdo das subunidades CA e CB na amostra de CTX submetida a
cromatografia de troca catiénica em coluna MONO-S.
Amostras de CTX diluidas em solu¢do Tris- HCL pH 7,2 contendo uréia 6 M foram
submetidas a cromatografia de troca catidnica em coluna MONO-S HR 5/5 por sistema
FPLC. As subunidades CA e CB foram eluidas em gradiente linear de 2,- 6M de uréia em
solucdo de NaCl 2M tamponada com Tris/ HCL 50mM, em fluxo de 1,0 mL/minuto. As
fracBes obtidas foram monitoradas em espectrofotdmetro a 280 nm.

6.2. Analise da massa molecular da CTX e suas subunidades CA e CB por

eletroforese em gel de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS-PAGE)

Eletroforese em SDS- PAGE foi realizada para avaliar o perfil de migracdo do
veneno total de C.d.terrificus, dos trés picos correspondentes a CTX (picos 2, 3 e 4)
e CB em gel de poliacrilamida 12,5%, assim como da CA em gel de 16% de

poliacrilamida na presenca de tricina.
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A figura 13 mostra a presenca de varias bandas com massas moleculares
distintas na amostra do veneno bruto da cascavel (posi¢cdo 2) correspondentes as
diferentes toxinas. Além disso, verificamos uma unica banda com massa molecular
de aproximadamente 15 kDa nos picos correspondentes a CTX e CB (Figura 13A).
Além disso, podemos observar uma banda com massa molecular de
aproximadamente 10 kDa correspondente a subunidade CA da CTX (Figura 13B).

Os resultados obtidos permitiram evidenciar a eficiéncia na metodologia de
purificacdo e integridade das fracdes. A concentracdo proteica foi determinada de
acordo com a metodologia adotada por Bradford (Bradford, 1976) e posteriormente
as proteinas foram submetidas a coluna de polimixina para eliminacdo de

endotoxinas.
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Figura 13- Perfil proteico do veneno de C.d. terrificus e dos picos obtidos em cromatografia
de troca anibnica e catidbnica em gel de poliacrilamida 12,5% e gel de 16% de
poliacrilamida na presenca de tricina.

(A) Perfil eletroforético do veneno total e as amostras (pico 1, 2 e 3 da CTX e CB) em gel
de poliacrilamida 12,5% em condigdes redutoras. As amostras (20 yL/mL) foram diluidas
em tampé&o Tris-HCI 0,625 mM pH 6,8; 10% glicerol (v/v); 5% B-ME (v/v); 2 % de SDS e
0,001 % de azul de bromofenol na propor¢éo de 1:5 e aquecidas por 5min/ 95°C. Em
seguida, foram aplicadas no gel e submetidas a uma corrente elétrica de 110 V e 55 mA
por 2 horas. Page ruller - Padrdo de massa Molecular ((Trail Mix"™- Novagen 10-200
kDa); veneno total de C.d. terrificus; picos 2, 3 e 4 da CTX (CTX 1, 2, 3,
respectivamente); subunidade CB. (B) Perfil eletroforético da subunidade CA em gel de
poliacrilamida a 16% na presenca de tricina sob condi¢Bes redutoras. A amostra foi
aplicada no gel e submetida a corrida eletroforética sob voltagem constante de 30 V a 40
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mA por 1h e em seguida por corrente de 90 V durante 5 horas. Padrdo de massa
molecular Fast ruller (Thermo Scientific); Os geis foram corados com solucdo de 0,2 %
(m/v) de Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad).

6.3. Avaliacdo da atividade fosfolipasica (PLA;) por ensaio enzimético

A atividade fosfolipasica da CTX e suas subunidades CA e CB foi
determinada sobre o substrato sintético 4N30OBA, conforme descrito em material e
métodos. A figura 14 mostra que tanto a CTX como CB submetidas ou ndo a
cromatografia em coluna de polimixina apresentaram atividade fosfolipasica
conservada. Pode-se verificar ainda, que a atividade fosfolipasica da CB foi
aproximadamente 2 vezes maior do que a apresentada pelo complexo CTX. Além
disso, podemos observar que a subunidade CA nao apresentou atividade
fosfolipasica.

Atividade PLA,

Figura 14- Atividade fosfolipasica da CTX e suas subunidades CA e CB obtidas do veneno de
C.d. terrificus.
CTX e suas subunidades CA e CB foram submetidas a coluna de polimixina para a
remogéo de LPS. As amostras na concentragao de 0,25 ug (20 yL) foram distribuidas em
microplacas contendo 220 L de tampé&o Tris-HCI10 mM,10 mM de CacCl2, 100 mM de
NaCl, pH 8,0. A seguir, foram adicionados 20 pL de substrato (0,3 mM de 4-nitro-3-
[octanoyloxily] benzoico diluido em DMSO), sendo 320 uM de substrato em um volume
final de 260 L, e entdo as amostras foram incubadas durante 20 min a 37°C. A atividade
enzimatica foi expressa como a velocidade inicial da reacéo (Vo) calculada com base no
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aumento da absorbéncia. Os resultados foram realizados a partir de 3 experimentos
independentes em duplicatas + DP. *p < 0,05- amostras de CTX comparadas as
amostras de CB. **p < 0,05- amostras de CTX e CB comparadas as amostras de CA.

6.4. Células dendriticas in vitro

6.4.1. DCs sao ativadas de maneira eficiente com a OVA + LPS

Com o objetivo de avaliar o efeito da CTX e CB sobre a imunidade adaptativa
e considerando o papel das DCs nesse processo, inicialmente avaliamos a
maturacdo das DCs incubadas com antigeno heterdlogo como a OVA na presenca
ou ndo de LPS. Assim sendo, as DCs foram estimuladas por 18 horas com LPS (250
ng/mL), OVA (100 ou 300 pg/mL) ou OVA + LPS (100 pg/mL + 250 ng/mL ou 300
Mg/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. Em seguida, as células foram incubadas com
anticorpos anti-CD11c, CD40, CD80, CD86 e MHC-II e analisadas por citometria de
fluxo.

Podemos verificar nos gréficos que as duas concentracées de OVA ou OVA +
LPS induziram aumento da expressao das moléculas CD40, CD80, CD86 (Figuras
15 A-C) e MHC-II (Figura 15D), em relacdo ao obtido com as células mantidas em
meio de cultura. Verificamos ainda, que a adicdo do LPS as culturas de DCs
incubadas com a OVA potencializou a maturacdo destas células. Considerando
esses resultados, os proximos experimentos foram realizados em DCs diferenciadas
in vitro e estimuladas com OVA na concentracdo intermediaria (200 pg/mL)

juntamente com o LPS.
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Figura 15- Expressédo de moléculas coestimuladoras e MHC-II nas DCs diferenciadas in vitro e
incubadas com OVA na presenca ou nao de LPS.
DCs imaturas foram estimuladas com LPS (250 ng/mL), OVA (100 ou 300 pg/mL) ou
OVA + LPS (100 pg/mL + 250 ng/mL ou 300 pg/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. Em
seguida, 0,5x10° células foram marcadas com anticorpos anti-CD11c-FITC, anti-CD40-
PE, CD80-PE, CD86-PE e MHC-II-PE e analisadas em citometria de fluxo. Os resultados
foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia das células (MIF) das
amostras em duplicata + DP. Resultados representativos de 2 experimentos. *p < 0,05-
grupos de células estimuladas com OVA comparado ao grupo de células incubadas com
LPS ou OVA + LPS. **p < 0,05- grupos de células estimuladas com LPS, OVA ou OVA +
LPS comparado ao grupo de células mantidas em meio de cultura.
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6.4.2. CTX e sua subunidade CB modulam a expressdo de moléculas MHC-II,
coestimuladoras (CD40, CD80, CD86), ICOSL, PD-1L, PD-2L em DCs

incubadas com OVA + LPS in vitro

Em experimentos anteriores (Freitas et al., 2018), demonstraram que a CTX e
CB séo capazes de inibir a maturacdo das DCs incubadas com LPS. Portanto
tivemos como préximo objetivo analisar o efeito da CTX e CB sobre a maturagcéo das
DCs estimuladas com OVA + LPS in vitro.

Para tanto, DCs foram incubadas com OVA + LPS, OVA + LPS + CTX ou
OVA + LPS + CB em estufa de 5% de CO, umidificada por 18h. Posteriormente,
essas células foram marcadas com anticorpos anti-CD40, CD80, CD86 e MHC-II ou
CD11c e os resultados foram analisados por citometria de fluxo.

Observamos na figura 16, aumento da expressdo das moléculas de MHC-Il e
coestimuladoras nas DCs incubadas com OVA + LPS em comparag&o ao obtido nas
DCs mantidas em meio RPMI-S. Além disso, verificamos que a CTX e CB inibiram a
expressao de MHC-II, CD40, CD80 e CD86 nas DCs estimuladas com OVA + LPS.
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Figura 16- Efeito da CTX e CB sobre a expressdo de moléculas coestimuladoras e MHC-Il em
DCs incubadas com OVA + LPS in vitro.
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DCs imaturas (5x10°) foram estimuladas com OVA + LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL),
OVA + LPS + CTX ou CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. As
células foram estimuladas com os diferentes antigenos em duplicatas e marcadas em
quaduplicata. Apds esse periodo, as células (0,5 x10°) foram marcadas com anti-CD11c
(PeCy7), FVS510 (AmCyan), CD40 (Pacific Blue), CD80 (APC), CD86 (PE) ou MHC-II
(PerCP/Cy5.5) em quadruplicatas e analisadas em citdbmetro de fluxo. Os resultados
obtidos foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) das culturas
de DCs + DP. Resultados representativos de 2 experimentos. **p < 0,05- grupos OVA +
LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparados ao grupo OVA + LPS. *p < 0,05- grupos de
células incubadas com OVA + LPS comparados ao grupo de DCs mantidas em meio de
cultura.

Neste experimento avaliamos também o efeito da CTX e CB sobre a
expressao das moléculas ICOS-L, PDL-1 e PDL-2 em DCs estimuladas com OVA +
LPS. Podemos observar na figura 17 aumento da expressdo de PDL-1 nas DCs
incubadas com OVA + LPS, CTX ou CB em relagdo ao observado nas células
mantidas em meio de cultura. Além disso, verificamos que a adi¢cdo de CTX ou CB
nas culturas de DCs incubadas com OVA + LPS potencializou a expressao de ICOS-

L, PDL-1 e 2 em relacéo as DCs estimuladas somente com a OVA + LPS.
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Figura 17- Efeito da CTX e CB sobre a expressdo de ICOSL, PDL-1 e PDL-2 em DCs
diferenciadas in vitro e estimuladas ou ndo com OVA + LPS.
DCs imaturas (3x10°) foram estimuladas com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL),
CTX, CB (0,25 ug/mL), OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200 pgq/mL + 250 ng/mL
+ 250 ng/mL) por 18 horas. Apds esse periodo, as células (0,5x10°) foram marcadas
com anti- CD11c (PeCy7), FVS510 (AmCyan), ICOS-L, PDL-1 e PDL-2 (PE) em
duplicata e analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados obtidos foram expressos
como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) das culturas de DCs em
quadruplicatas + DP. Resultados representativos de 3 experimentos. **p < 0,05- grupos
OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparados ao grupo OVA + LPS. *p < 0,05-
grupos de células incubadas com OVA + LPS, CTX ou CB comparados ao grupo de DCs
mantidas em meio de cultura.

6.4.3. Citocinas anti e pro-inflamatorias foram moduladas por CTX e sua subunidade

CB em DCs estimuladas com OVA + LPS in vitro

Com o objetivo de estudar mais um parametro de modulacdo da CTX e CB
sobre as DCs, avaliamos a produgédo das citocinas pré (TNFa, IL-6 e IL-12) por
ELISA e a expressdo génica das anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B) por PCR em
tempo real.

Ao analisar a figura 18, podemos verificar que a CTX e CB induziram aumento
da expressédo de IL-10 (Figura 18A) e TGFB (Figura 18B) nas DCs incubadas com
OVA + LPS quando comparado ao obtido em DCs estimuladas somente com OVA +
LPS. Em contraste, DCs incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB
produziram niveis menores de TNFa (Figura 18C), IL-6 (Figura 18D) e IL-12 (Figura
18E) em relacdo aos obtidos nas culturas de DCs estimuladas somente com a OVA
+ LPS. Além disso, a OVA + LPS aumentaram a secrec¢do de todas as citocinas proé-
inflamatérias nas DCs quando comparada as células em RPMI-S (Figura 18C-E).
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Figura 18- Expressdo génica de IL-10 e TGFB e produgdo de citocinas inflamatérias nas

culturas de DCs estimuladas in vitro com CTX ou CB na presenca ou ndao de OVA +
LPS.
DCs diferenciadas in vitro foram estimuladas com OVA + LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL),
OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200 yg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). Apds 18
horas, a expressdo génica de IL-10 e TGFB foi realizada nas DCs (5x10°) estimuladas
com diferentes antigenos e analisadas por RT-PCR em sistema Syber Green utilizando
como controle endégeno a B-Actina. Os resultados foram expressos em quantidade
relativa de cDNA calculada a partir do método de 22C 4 pp. A producéo de TNFa, IL-6
e IL-12 foi determinada nos sobrenadantes das culturas de DCs e dosados por ELISA.
Resultados expressos com a média da concentracdo de cada citocina das amostras em
quadruplicatas + DP. A linha pontilhada representa o limite de deteccdo do ensaio.
Resultados representativos de 2 experimentos. **p < 0,05- DCs incubadas com OVA +
LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparadas as DCs estimuladas somente com OVA +
LPS. *p < 0,05- DCs estimuladas com OVA + LPS em comparacgédo ao grupo de células
mantidas em meio de cultura.

6.4.4. DCs estimuladas ou ndo com LPS na presenca ou ndo da CTX ou CB
expressam FPRs 1 e 2

Recentemente, nés mostramos que o bloqueio dos receptores peptideo formil
(FPRs) utilizando o antagonista nao seletivo de FPRs (Boc-2) abole o efeito inibitorio
da CTX e sua subunidade CB sobre a maturacdo das DCs incubadas com LPS
receptores peptideo formil (FPRs). Além disso, pudemos demonstrar que ambas as
moléculas CTX e CB induzem a producgéo de LXA, (Freitas et al., 2018), que por sua
vez, se liga ao FPR2 (Migeotte et al., 2006) em DCs estimuladas com LPS.

Nesse sentido, o préximo objetivo foi avaliar a expressdo de FPR1 e 2 em
amostras de DCs mantidas em meio de cultura ou incubadas com as toxinas na
presenca ou ndo de LPS. Assim sendo, na figura 19, podemos observar que nao
houve diferenga na expressao de FPRs 1 e 2 em DCs mantidas em meio de cultura

ou estimuladas com a CTX ou CB na presenca ou nao de LPS.
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Figura 19- Expresséo génica de FPR 1 e 2 em DCs estimuladas in vitro com CTX, ou CB em
associagcdo ou ndo com o LPS.
DCs diferenciadas in vitro foram incubadas por 18 horas com LPS (250 ng/mL), LPS +
CTX ou LPS + CB (250 ng/mL + 250 ng/mL) por 18h. Em seguida, 5x10° células foram
separadas, centrifugadas e utilizadas para a extracdo de RNA e sintese de cDNA. A
partir desse material foi realizada a andlise da expressdo de ambos receptores formil
peptideo por PCR em tempo real em sistema Syber Green utilizando como controle
enddgeno a B-Actina. Os resultados foram expressos em quantidade relativa de cDNA
calculada a partir do método de 224 + desvio padrdo, como descrito em material e
métodos. Resultado representativo de 2 experimentos realizados em triplicatas.

6.4.5. CTX e CB modulam DCs estimuladas com OVA + LPS in vitro via FPRs

Em vista dos resultados mostrando a participacdo dos FPRs no efeito da CTX
sobre macrofagos e DCs (Costa et al., 2013; Freitas et al., 2018), analisamos o
papel destes receptores na agdo da CTX e CB sobre a maturacdo das DCs
incubadas com OVA + LPS. Para tanto, as DCs foram pré-incubadas ou ndo com o
antagonista de FPRs (Boc-2 - 100 yM) por 15 minutos. Em seguida, as DCs foram
centrifugadas e estimuladas com OVA + LPS na presenca ou ndo de CTX ou CB por
18 horas. Apds esse periodo, foi realizada a analise da expressdo das moléculas
ICOS-L, PDL1 e 2, MHC-II e coestimuladoras nas DCs por citometria de fluxo.

Os gréaficos mostram novamente, que a OVA + LPS induziram aumento na
expressdo das moléculas MHC-II e coestimuladoras nas DCs incubadas ou ndo com
Boc-2, enquanto que a CTX e CB inibiram essas moléculas nas DCs incubadas com
OVA + LPS sem a pré-incubagcédo com Boc-2. Em contrapartida, o efeito da CTX e
CB sobre a expressdo dessas moléculas nas DCs foi abolido nas culturas pre-

incubadas com Boc-2 (Figura 20).
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Figura 20- Envolvimento de FPRs no efeito da CTX e CB sobre a expressdao de moléculas

coestimuladoras e MHC-Il em DCs incubadas com a OVA + LPS.

DCs (5x106) diferenciadas com GM-CSF + IL-4 por 7 dias foram incubadas na presenca
ou ndo de Boc-2 (100 uM) por 15 minutos. Apds esse periodo, as células foram
centrifugadas e estimuladas com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. Em
seguida, as suspensdes dessas células (106) foram marcadas com anti-CD11c (PeCy?7),
FVS510 (AmCyan), CD40 (Pacific Blue), CD80 (APC), CD86 (PE) ou MHC-II
(PerCP/Cy5.5) e analisadas em citdbmetro de fluxo. Os resultados obtidos foram
expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) das DCs = DP das
quadruplicatas. Resultados representativos de 2 experimentos. **p < 0,05- células
incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparadas as DCs estimuladas
somente com OVA + LPS. *p < 0,05- células pré-incubadas ou ndo com o BOC-2,
seguido do estimulo com OVA + LPS comparados ao grupo de células mantidas em
meio de cultura.

Na figura 21 verificamos também, que independente da pré-incubacdo das

DCs com Boc-2, a OVA+LPS induziram maior expressao das moléculas PDL- 1 e 2,

mas nao de ICOS-L, quando comparado ao grupo de DCs mantidas em meio RPMI-

S. Além disso, pudemos observar que o efeito potencializador da CTX e CB sobre a
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expressdo de ICOS-L, PDL-1/2 nas DCs incubadas com OVA/LPS foi abolido
quando as culturas foram pré-incubadas com Boc-2.
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Figura 21- Envolvimento de FPRs no efeito da CTX e CB sobre a expresséao de ICOSL, PDL-1 e

PDL-2 em DCs incubadas com OVA + LPS.

DCs (3x106) diferenciadas in vitro foram incubadas ou ndo com Boc-2 (100 uM) por 15
minutos. ApGs esse periodo, as células foram centrifugadas e estimuladas com OVA +
LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200 pug/mL +
250 ng/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. Em seguida, as suspensdes dessas células (106)
foram marcadas com anti- CD11c (PeCy7), FVS510 (AmCyan), ICOSL, PDL-1 e PDL-2
(PE) e analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados obtidos foram expressos como
média da intensidade de fluorescéncia (MIF) das DCs = DP das quadruplicatas.
Resultados representativos de 2 experimentos. **p < 0,05- células incubadas com OVA +
LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparadas as DCs estimuladas somente com OVA +
LPS. *p < 0,05- células pré-incubadas ou ndo com o Boc-2 seguido dos estimulos com
OVA + LPS em comparagdo com as DCs mantidas em meio de cultura.
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6.4.6. FPRs estdo envolvidos no efeito da CTX e CB sobre a producéo de citocinas

anti- e pro-inflamatorios pelas DCs estimuladas com OVA + LPS

O préximo objetivo do estudo foi investigar o padrdo de secrecéo de citocinas
pelas DCs pré-incubadas com o antagonista de FPRs seguida de estimulacdo com
OVA + LPS na presenca ou nédo de CTX ou CB.

A andlise das citocinas nos sobrenadantes das culturas permitiu verificar que
as DCs estimuladas com OVA + LPS pré-incubadas ou ndo com Boc-2 secretaram
niveis maiores de IL-12, IL-6, TNF-a e IL-10 em relacdo ao obtido nas células
mantidas em meio RPMI-S (Fig. 22 A-D). Pudemos verificar ainda, na figura 22 (B-
D), menor secre¢do de citocinas pro-inflamatérias nas culturas de DCs incubadas
com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB em comparacdo com a cultura de
células estimuladas somente com a OVA + LPS. Em contrapartida, o efeito inibitorio
da CTX e CB sobre a secrecéo destas citocinas pelas DCs incubadas com OVA +
LPS foi abolido nas culturas pré-incubadas com Boc- 2.

Quanto a citocina anti-inflamatéria, a figura 22A mostra que a adicdo da CTX
e CB as culturas de DCs incubadas com OVA + LPS induziu aumento da producéo
de IL-10 em relagdo a observada nas DCs estimuladas com OVA + LPS. Por outro
lado, verificamos que a pré-incubagédo das DCs com Boc-2 seguida da estimulacéo
com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB aboliu o efeito potencializador da CTX
e CB sobre a producédo desta citocina. Podemos verificar ainda nesta figura, que o
pré-tratamento das DCs com Boc-2 ndo altera a producao das citocinas induzidas
pela OVA + LPS.
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Figura 22- Producé&o de IL-10 e citocinas e pro- inflamatdrias em sobrenadantes das culturas

de DCs pré-incubadas ou ndo com Boc-2 seguida de estimulagcdo com CTX e CB na
presenca de OVA + LPS.

DCs diferenciadas in vitro foram incubadas ou ndo com Boc-2 (100 uM) por 15 minutos.
Apés esse periodo, as células foram centrifugadas e estimuladas com OVA + LPS (200
pg/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL +
250 ng/mL) por 18 horas. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados e
a concentracdo das citocinas foram determinadas por ELISA, conforme descrito em
material e métodos. Todas as amostras foram feitas em quaduplicatas e os resultados
expressos com a média da concentracdo de cada citocina + DP. A linha pontilhada
representa o limite de deteccdo correspondente a cada citocina. Resultado
representativo de 2 experimentos. **p < 0,05- células incubadas com OVA + LPS + CTX
ou OVA + LPS + CB comparadas as DCs estimuladas somente com OVA + LPS. *p <
0,05- células pré- incubadas ou nao com o Boc- 2 seguida da estimulagdo com OVA +
LPS comparadas ao grupo de células mantidas em meio de cultura.
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6.4.7. O bloqueio da enzima 5-lipoxigenase abole o efeito modulador da CTX e CB

sobre as DCs estimuladas com OVA + LPS

Tendo em vista os resultados anteriores mostrando o envolvimento do FPRs
no efeito da CTX e CB sobre a maturacédo das DCs induzidas pelo LPS, e sabendo
que o FPR2 se liga as lipoxina A4 (Migeotte et al., 2006), o proximo passo do
presente estudo foi avaliar a participacdo da enzima 5-lipoxigenase nas DCs
estimuladas com OVA + LPS na presenca ou ndo da CTX e CB.

Para tanto, DCs foram incubadas ou ndo com o inibidor seletivo da 5-
lipoxigenase (BWA4C) por 18 horas concomitantemente com OVA + LPS, OVA +
LPS + CTX ou OVA + LPS + CB. Posteriormente, foi avaliada a expressdo das
moléculas envolvidas na apresentacéo antigénica pelas DCs.

E possivel verificar na figura 23 menor expressdo de moléculas
coestimuladoras e MHC-Il nas DCs incubadas com CTX ou CB na presenca de OVA
+ LPS em comparacdo com as células estimuladas somente com OVA + LPS. No
entanto, esse efeito inibitério da CTX ou CB foi abolido quando as DCs foram preé-
incubadas com BWAA4C.
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Figura 23- Papel do inibidor seletivo das 5-lipoxigenases sobre o efeito da CTX e CB na

expressdo de moléculas coestimuladoras e MHC-Il em DCs estimuladas com OVA
+ LPS.
DCs diferenciadas in vitro foram incubadas na presenga ou ndo de BWA4C (10 uM) por
18 horas simultaneamente com a OVA + LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). Ap6s 18 horas de
cultura, as suspensdes celulares (0,5x10°%) foram marcadas com anticorpos anti-CD11c
(PeCy7), FVS510 (AmCyan), CD40 (Pacific Blue), CD80 (APC), CD86 (PE) ou MHC-II
(PerCP/Cy5.5) e analisadas em citbmetro de fluxo. Os resultados obtidos foram
expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) das DCs * desvio padréo
das quadruplicatas. Resultado representativo de 2 experimentos. **p < 0,05- células
incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparadas as DCs
estimuladas somente com OVA + LPS; *p < 0,05- células incubadas com o BWA4C ou
ndo, seguida da estimulacdo com OVA + LPS comparadas ao grupo de células
mantidas em meio de cultura.

Analisamos também o efeito da CTX e CB sobre a expressao de ICOS-L e
PDL1/2 nas DCs estimuladas com OVA + LPS incubadas ou ndo com o BWAA4C.
Pode-se observar na figura 24 que a incubacdo das DCs com OVA + LPS na
auséncia ou presenca do BWA4C, promoveu aumento da expressao de PDL-1/2 em
relacdo ao observado nas DCs mantidas em meio de cultura. Entretanto, 0 mesmo
nao foi observado em relacdo a molécula ICOS-L.

Os resultados também mostraram que a CTX e CB induziram nas DCs
incubadas com OVA + LPS aumento da expressdo de ICOS-L, PDL-1 e 2 em
comparacdo as DCs estimuladas somente com OVA + LPS. Entretanto, o efeito
potencializador da CTX ou CB na expressao de ICOS-L, PDL-1/2 nas DCs
incubadas com OVA + LPS foi abolido com a pré-incubacdo com o BWA4C.
Portanto, esses resultados mostram a participacéo da via da 5-lipoxigenase no efeito
da CTX e CB sobre a expressao de ICOS- L, PDL-1 e PDL-2 nas DCs incubadas
com OVA + LPS.
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Figura 24- Envolvimento da via da 5- lipoxigenase no efeito da CTX e CB sobre a expresséo
de moléculas ICOS-L e PDL-1/2 em DCs incubadas com OVA + LPS.
DCs diferenciadas in vitro foram incubadas na presenca ou ndo de BWA4C
concomitantemente (10 uM) com OVA + LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL) por 18 horas. Em
seguida, as suspensdes dessas células (106) foram marcadas com anti-CD11c (PeCy7),
FVS510 (AmCyan), ICOS-L, PDL-1 e PDL-2 (PE) e analisadas em citdmetro de fluxo. Os
resultados obtidos foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF)
das DCs + DP das quadruplicatas. Resultado representativo de 2 experimentos. **p <
0,05- células incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB comparadas as
DCs estimuladas somente com OVA + LPS. *p < 0,05- células incubadas com o BWA4C
ou ndo simultaneamente com OVA + LPS ao grupo de células mantidas em meio de
cultura.
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As secrecdes das diferentes citocinas (IL-10, TNFa, IL-6 e IL-12) também
foram avaliadas nos sobrenadantes das culturas das DCs estimuladas como acima
descrito. Os resultados mostraram que as DCs incubadas com OVA + LPS
produziram altos niveis de citocinas pro-inflamatérias em relacdo as células
mantidas em meio de cultura. Como mencionado anteriormente, efeito inibitério da
CTX e CB sobre a secrecao destas citocinas foi observado nas culturas de DCs

incubadas com OVA + LPS. No entanto esse efeito foi abolido quando as DCs foram
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incubadas com o inibidor da 5-lipoxigenase (Figura 25B-D). Com relagéo a secre¢ao

de IL-10,

podemos verificar aumento da producao dessa citocina nas culturas de

DCs estimuladas com OVA + LPS na presenca de ambas toxinas em comparacao

ao obtido nas culturas de DCs incubadas somente com OVA + LPS. Além disso, o

BWAA4C néo foi capaz de abolir esse efeito potencializador da CTX e CB sobre a
producéo de IL-10 nas DCs incubadas com a OVA + LPS (Figura 25 A).
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Figura 25- Producéo de IL-10, IL-12, IL-6 e TNF-a nos sobrenadantes das culturas de DCs

incubadas com o BWA4C simultaneamente com a CTX ou CB na presenca de OVA
+ LPS.

DCs diferenciadas in vitro foram incubadas ou n&o com BWA4C (10 pM)
simultaneamente com a OVA + LPS (200 pg/mL + 250 ng/mL), OVA + LPS + CTX ou
OVA + LPS + CB (200 pg/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). Apés 18 horas, os
sobrenadantes das culturas foram coletados e analisados quanto a secrecdo das
diferentes citocinas por ELISA. Resultados expressos com a média da concentracdo de
cada citocina das amostras em quadruplicatas + DP. A linha pontilhada representa o
limite de deteccéo do ensaio. Resultados representativos de 2 experimentos. **p < 0,05-
células incubadas ou ndo com o BWA4C, seguida da estimulagdo com OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB comparados ao grupo OVA + LPS. **p < 0,05- células
incubadas ou ndo com o BWAA4C, seguida da estimulacdo com OVA + LPS comparadas
ao grupo de células mantidas em meio de cultura.
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6.5. CO-CULTURA DE DCs COM LTs IN VITRO

6.5.1. CTX e CB inibem a proliferacéo e producéo de IL-2 de LTCD3" co-cultivados
com DCs incubadas com OVA + LPS ou ConA

Uma vez que a CTX e CB modulam a maturacdo das DCs incubadas com
OVA + LPS, avaliamos a capacidade destas células de induzir a proliferacdo de
linfocitos TCD3" purificados de camundongos imunizados com OVA.

Para tanto, DCs foram mantidas em meio de cultura ou incubadas com OVA +
LPS na presenca ou ndo da CTX ou CB por 18 horas. ApoOs esse periodo, as DCs
foram co-cultivadas com LTCD3" purificados de camundongos imunizados com OVA
por 72 horas para andlise da proliferacdo celular e producdo de IL-2. A resposta
proliferativa dos LTCD3" também foi avaliada nas co-culturas com DCs previamente
mantidas em meio de cultura e estimuladas com ConA, ConA + CTX ou ConA + CB.

Podemos observar na figura 26 (A-B) aumento da producao de IL-2 e elevada
proliferacdo nas co-culturas de LTCD3" e DCs estimuladas com OVA + LPS em
comparagcdo com as co-culturas com DCs mantidas em meio de cultura. Em
contraste, podemos observar diminuicdo de IL-2 e menor resposta proliferativa de
LTCD3" co-cultivados com DCs previamente incubadas com CTX ou CB em
conjunto com a OVA + LPS (Figura 26 A-B). Verificamos ainda, maior producédo de
IL-2 e proliferagéo de co-culturas de LTs + DCs em meio RPMI-S comparadas com
monoculturas de DCs ou LTs mantidas em meio de cultura.

Os resultados mostraram também, maior resposta proliferativa e producao de
IL-2 nas co-culturas de DCs com LTCD3" incubadas com ConA em rela¢éo as co-
culturas mantidas em meio. Além disso, pudemos observar que a CTX ou CB
adicionadas juntamente com a ConA nas co-culturas inibiram a proliferacdo e
producéo de IL-2 dos linfocitos TCD3" (Figura 26 C-D).

92



(A) (B) IL-2
S 0.6 250- .
o

o

2 a 2004

to 0.4-

2 ' 1504

O -

" E

o = .

S 0.2- 2 10

] —_

2 — 504

S

& 0.0-

(©) (D)

IL-2

—~ 0.6 * 400+ *
g * %
o
wn
i 0.4 o é %007
[a]
O | * %
i £ 2004
o >
'S 0.2 a
] —
k5 -
<
% 00 T

N\ N\

N

DCs+LTs DCs+LTs

Figura 26- Resposta proliferativa de LTCD3" co-cultivados com DCs pré-incubadas com CTX
e CB na presenca ou ndo de OVA + LPS ou ConA.
DC diferenciadas in vitro foram incubadas durante 18 horas com CTX, CB (250 ng/mL);
OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200
ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). Apds esse periodo, as DCs (0,6 x 10°) foram co-
cultivadas com linfécitos CD3* (3 x 10°) purificados por sistema de selecdo positiva a
partir de camundongos BALB/c imunizados com a OVA. Co-culturas de DCs com
LTCD3" também foram incubadas com a ConA (1,25 ug/mL), ConA + CTX ou ConA +
CB (1, 25 pg/mL + 250 ng/mL). Apds um periodo de 72 horas, foi analisada a resposta
proliferativa de LTs utilizando o Kit “Cell proliferation ELISA Biotrak System version 2”.
Os sobrenadantes das co-culturas foram coletados e a concentracdo de IL-2 foi
analisada por ELISA, a partir da curva-padréo da citocina recombinante. **p < 0,05- Co-
culturas de DCs com LTs estimuladas com OVA + LPS + CTX, OVA + LPS + CB, ConA
+ CTX, ConA + CB comparadas as co-culturas incubadas somente com OVA + LPS ou
ConA. *p < 0,05- células incubadas com OVA + LPS ou ConA na presenca de ambas
toxinas comparadas as co-culturas mantidas em meio de cultura. ***p < 0,05- co-

culturas de DCs + LTs em meio RPMI-S comparadas com monoculturas de DCs ou LTs
mantidas em meio de cultura.
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6.5.2. Proliferacdo de LTCD4" OVA-especificos é inibida na co-cultura com DCs

estimuladas com OVA + LPS na presenca de CTX ou CB

O efeito das toxinas sobre a capacidade das DCs de ativar os linfocitos T
também foi avaliado em co-culturas com linfécitos CD4" de animais ndo-imunizados
ou previamente imunizados com OVA. Para tanto, a populacdo de linfécitos TCD4"
foi obtida por cell sorting de acordo com a figura 27. Pudemos verificar que ndo
houve aumento na proliferacdo de células CD4" obtidos de animais naives co-
cultivados com DCs estimuladas com CTX, CB ou OVA + LPS, assim como nas
culturas mantidas em meio (Figura 27 A-B).

A resposta proliferativa de LTCD4" (obtido dos animais imunizados com a
OVA) foi aumentada quando co-cultivados com as DCs incubadas somente com
OVA + LPS em comparagdo com as co-culturas mantidas em RPMI-S (Figura 27 B).
Por outro lado, os resultados mostraram que as DCs previamente incubadas com
OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB induziram menor proliferacdo das células
TCD4" OVA-especificas em comparacdo com as DCs estimuladas somente com
OVA + LPS.
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Figura 27- Resposta proliferativa de LTCD4" co-cultivados com DCs pré-incubadas com CTX
e CB na presenca ou ndo de OVA + LPS.
iDC diferenciadas in vitro foram incubadas durante 18 horas com CTX, CB (250 ng/mL);
OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200
ug/mL + 250 ng/mL+ 250 ng/mL). Camundongos BALB/c foram imunizados com a OVA
ou nado imunizados (naives). Ap6s 7 dias de imunizacdo, suspensdes celulares de
linfonodos inguinais e periaorticos foram obtidas e marcadas com anti- CD4 PECy5. DCs
(0,5 x 10° foram co-cultivadas com linfécitos CD4" (2,5 x 10°) purificados. Apos um
periodo de 72 horas, analisou-se a resposta proliferativa de LTs utilizando o Kit “Cell
proliferation ELISA Biotrak System version 2”. Resultado representativo de 1
experimento para os animais naives e de 2 experimentos para 0s animais imunizados
com a OVA.**p < 0,05- células incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB,
comparadas as co-culturas estimuladas somente com OVA + LPS. *p < 0,05- células
incubadas com OVA + comparadas as co-culturas mantidas em RPMI-S.***p < 0,05- co-
culturas de DCs + LTs em meio RPMI-S comparadas com monoculturas de DCs ou LTs
mantidas em meio de cultura.
6.5.3. CTX e CB modulam a expressdo de Tbet, Gata-3 e FoxP3 em LTCD4"
obtidos de animais DO 11.10 co-cultivados com DCs estimuladas com a OVA

+ LPS

Sabendo que houve diminuicdo da proliferacdo de LTCD4" em camundongos
imunizados a OVA guando co-cultivados com as DCs, o préximo objetivo do estudo
foi investigar o efeito das toxinas sobre o fenotipo de células TCD4" OVA-especificos
diferenciados pelas DCs incubadas com OVA + LPS. Para tanto, utilizamos LTCD4"
purificados por cell sorting de camundongos transgénicos para o peptideo de OVA
(DO11.10). Essas células CD4" foram co-cultivadas com DCs na presenca de OVA +
LPS, OVA + LPS + CTX, OVA + LPS + CB ou mantidas em meio de cultura por 4
dias.

Na figura 28 (A-B), observamos que as co-culturas de LTCD4" com DCs
estimuladas com OVA + LPS apresentaram um maior percentual de células
CD4'Tbet", CD4'Gata3” ou CD4'CD25'FoxP3" em relacdo as mesmas células
mantidas em meio de cultura. Além disso, verificamos menor porcentagem de
células CD4'Tbet" ou CD4"Gata3", correspondentes as subpopulagdes Thl e Th2,
nas co-culturas com DCs incubadas com OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB
comparando com as mesmas co-culturas de LTCD4" e DCs incubadas somente com
a OVA + LPS. Entretanto somente a CTX foi capaz de aumentar a populacdo de
células Treg em LTCD4" co-cultivados com DCs incubadas com OVA + LPS (Figura
28C).
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Figura 28- Porcentagem de células CD4'Thet’, CD4'Gata3” ou CD4'CD25'FoxP3" em co-
culturas com DCs incubadas com CTX e CB na presenca ou ndo de OVA + LPS.
Suspensédo celular de linfonodos inguinais, periaorticos e baco de animais D0O11.10
foram obtidas e marcadas com anti-CD4 PECYy5, seguido de purificagdo por sistema de
sorting. iDC (0,5 x 105) foram co-cultivadas com linfocitos CD4" (2,5 x 105) e estimuladas
com OVA + LPS (200 ug/mL + 250 ng/mL); OVA + LPS + CTX ou OVA + LPS + CB (200
ug/mL + 250 ng/mL + 250 ng/mL). Apés 4 dias de incubacdo, as co-culturas foram
marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 (PECy5), FVS510 (AmCyan), anti-Tbet
e anti-Gata3 (PE) e analisadas por Facs. Todas as amostras foram feitas em
quadruplicatas e os dados foram expressos como porcentagem de células CD4 Thet"
(Thl) CD4"Gata 3" (Th2) ou CD4"CD25'FoxP3" (Treg). Resultado representativo de 2
experimentos.**p < 0,05- co-culturas de DCs e LTCD4" incubadas com OVA + LPS +
CTX ou OVA + LPS + CB, comparadas as co-culturas incubadas somente com OVA +
LPS. *p < 0,05- células incubadas com OVA + LPS comparadas as co-culturas mantidas
em RPMI-S.
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6.5.4. CTX e CB interferem na diferenciacdo de subpopula¢cdes de LTCD4" co-

cultivados com DCs estimuladas com LPS

Visto que ndo observamos células CD4'RORy" (Th17) nas co-culturas de
TCD4" com DCs incubados com OVA + LPS na presenca ou ndo de CTX ou CB,
utilizamos um outro protocolo experimental de diferenciacdo das subpopulacdes de
LTCD4" in vitro para analisar o efeito das toxinas sobre esse processo. Para tanto,
LTCD4" de animais Balb/c foram co-cultivados por 4 dias com as DCs estimuladas
com LPS, LPS + CTX ou LPS + CB na presenca de anti-CD3, citocinas
recombinantes e/ou anticorpos neutralizantes de citocinas.

Nossos resultados mostraram que o protocolo de diferenciacdo das
subpopulacdes de linfécitos T foi eficiente gerando células CD4 Thet", CD4"Gata-3",
CD4'RORyt" ou CD4'FoxP3" nas co-culturas de DCs nas diferentes condigdes in
vitro em relacdo as mesmas co-culturas (controle negativo da diferenciacéo)
incubadas somente com as DCs e anti-CD3 (Figura 29 A-D). A adicédo da CTX ou CB
as co-culturas com DCs e as citocinas recombinantes ou anticorpos neutralizantes
promoveu inibicédo da porcentagem de células Thl (CD4'Tbet"), Th17 (CD4'RORyt")
e aumento da porcentagem de células Tregs (CD4FoxP3") (Figura 29 A, C e D).

Além disso, pudemos observar que o LPS potencializou a diferenciacdo de
células CD4'Tbet” e CD4"RORyt" nas co-culturas com as DCs em relagdo as co-
culturas mantidas em meio de cultura na presenca de citocinas recombinantes e
anti-CD3. Verificamos ainda, que a CTX e CB foram capazes de modular a
diferenciacdo das subpopulacdes de LTCD4 co-cultivados com DCs na presenca de
LPS, ou seja, inibicao da diferenciagdo de células Thl, Th2 e Th17, em contrapartida

com aumento das células Tregs (Figura 29 A-D).
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Anélise do efeito da CTX e CB sobre a diferenciacdo de LTCD4" incubados com DCs diferenciadas in vitro e estimuladas com LPS.

Linfocitos TCD4" obtidos por cell sorting de camundongos BALB/c virgens (2,5X10°) foram coletados a partir dos linfonodos inguinais,
periaorticos e baco. Em seguida LTCD4" foram cultivados com as DCs (0,5X105) simultaneamente com a CTX, CB (250 ng/mL), LPS (250
ng/mL), LPS + CTX, LPS + CB (250 ng/mL + 250 ng/mL) ou mantidas em meio de cultura. Além disso, para obtencéo de células diferenciadas
nas populagées Thl, Th2, Th17 e Treg, 2X10° de células T CD4" foram ativadas com anti-CD3 concomitantemente com citocinas recombinantes
e anticorpos neutralizantes anti-citocinas que promovem a diferenciacao dos LTs, de acordo com a descricdo em materiais e métodos. Apos 4
dias de incubacdo, as co-culturas foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 (PECy5), anti-CD4/CD25 (PECy5/CD25), FVS510
(AmCyan), anti-Thet, anti-Gata 3, anti-RORyt e anti-FoxP3 (PE) e analisadas por Facs. Todas as amostras foram feitas em triplicatas e os dados
foram expressos como porcentagem de subpopulag8es de linfocitos T correspondentes a Thl, Th2, Thl7 e Treg. Resultado representativo de 3
experimentos.**p < 0,05- co-culturas de DCs e LTCD4" incubadas com LPS + CTX ou LPS + CB, comparadas as co-culturas estimuladas
somente com LPS. *p < 0,05- células incubadas com CTX, CB ou LPS comparadas as co-culturas mantidas em RPMI-S.***p < 0,05- co- culturas
de LTCD4" e DCs na auséncia de citocinas recombinantes em relagdo as co-culturas com as citocinas
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6.6. MODELO IN VIVO

6.6.1. CTX e CB administradas in vivo inibem a produc&o de anticorpos anti-OVA, a

proliferacédo de linfocitos totais e producao de citocinas pro-inflamatérias

Em vista dos resultados in vitro mostrando o efeito modulador da CTX e CB
sobre as DCs e consequente proliferacéo e diferenciacdo dos linfocitos T, avaliamos
o efeito da administracdo in vivo destas moléculas sobre a geracdo da resposta
adaptativa anti-OVA. Para isto, camundongos BALB/c foram imunizados com OVA e
apos 1h receberam CTX ou CB. No sétimo dia, foi analisada a producdo de
anticorpos anti-OVA, a resposta proliferativa OVA-especifica e secrecdo de IL-2 e
IFN-y em suspensdes celulares obtidas dos linfonodos periaérticos e inguinais dos
diferentes grupos experimentais.

A figura 30 mostra que os animais imunizados com a OVA e que receberam a
CTX ou CB produziam niveis menores de IgGl e IgG2a anti-OVA quando
comparado ao grupo de animais que receberam somente a OVA.
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Figura 30- Producdo de anticorpos IgG1 e IgG2a anti- OVA em camundongos imunizados com
a OVA que receberam ou ndo a CTX ou CB.
Grupos de 5 camundongos BALB/c foram injetados com PBS (controle) ou imunizados
com a OVA (200 pg/animal) emulsificada em Montanide na base da cauda. Apos 1 hora
de imunizagdo com a OVA, esses animais receberam 20 yL de CTX ou CB (5 pg/animal)
no coxim plantar direito e esquerdo. No sétimo dia de imunizagdo, o plasma foi obtido
com o auxilio de uma seringa e os animais foram sangrados pelo coragdo. Para
obtencdo do soro, as amostras foram incubadas a 37°C por 1h e posteriormente foram
centrifugadas a 181 x g por 10min. A producédo dos anticorpos IgG1 e IgG2a anti- OVA
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nos soros foi determinada por ELISA. Resultado representativo de 5 experimentos.**p <
0,05- grupos de animais imunizados com OVA + CTX ou OVA + CB comparado aos
camundongos imunizados somente com OVA. Os resultados foram expressos como a
média da DO dos soros individuais na diluicdo 1/200 para IgG1 e 1/10 para IgG2a + DP.
*n < 0,05- grupos de animais imunizados com OVA comparado aos camundongos
injetados com PBS.

Na figura 31 podemos observar alta resposta proliferativa na suspenséao de
células de camundongos imunizados com OVA quando estimuladas com OVA ou
ConA em relacdo ao obtido nas células de animais ndo-imunizados. A CTX e CB
ndo induziram a proliferacdo de células dos camundongos imunizados com OVA que
receberam CTX ou CB. Além disso, verificamos menor proliferacdo OVA-especifica
ou mitogénica nas suspensdes de células de animais imunizados com OVA que
receberam a CTX ou CB quando estimuladas in vitro com OVA, OVA + CTX, OVA +
CB, ConA, ConA + CTX ou ConA + CB quando comparada a obtida na suspenséao
de células de camundongos imunizados com a OVA e estimuladas da mesma
maneira in vitro (Figura 31A-B).

Como pode ser observado na figura 31, houve maior producéo de IL-2 e IFN-y
na suspensdao de células de camundongos imunizados com OVA quando
estimuladas com OVA ou ConA em relagcdo ao obtido nas células de animais néo-
imunizados. A CTX e CB nao induziram a producdo dessas citocinas pelas células
de camundongos imunizados com OVA que receberam CTX ou CB. Além disso,
verificamos menor producéo de IL-2 e IFN-y nas suspensdes de células de animais
imunizados com OVA que receberam a CTX ou CB gquando estimuladas in vitro com
OVA, OVA + CTX, OVA + CB, ConA, ConA + CTX ou ConA + CB quando
comparada a obtida na suspensao de células de camundongos imunizados com a

OVA e estimuladas da mesma maneira in vitro.
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Figura 31- Resposta proliferativa e producdo de citocinas em cultura de células de

camundongos ndo imunizados ou imunizados com a OVA que receberam ou néo a
CTX ou CB.
Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (200 pg/animal)
emulsificada em Montanide ou injetados com PBS (controle) na base da cauda. Apés 1
hora de imunizagdo com a OVA, esses animais receberam 20 yL de CTX ou CB (5
pg/animal) no coxim plantar direito e esquerdo. No sétimo dia de imunizacdo, suspensao
celular (3x10°) preparada a partir de linfonodos inguinais e periaérticos de camundongos
BALB/c foram incubadas ou néo por 72 horas com OVA ou ConA na presenca ou ndo de
CTX ou CB em estufa de 5% de CO, umidificada. Apos esse periodo, foi avaliado a
resposta proliferativa dos LTs totais (A) utilizando o Kit “Cell proliferation ELISA Biotrak
System version 2”. Os sobrenadantes das co-culturas de células (5x105) foram coletados
e a concentracdo de IL-2 e IFNy foram analisadas por ELISA, a partir da curvas-padréo
das citocinas recombinantes correspondentes.**p < 0,05- grupos de LTs incubados com
OVA + CTX, OVA + CB, ConA + CTX ou ConA +CB obtidos de animais imunizados com
OVA/CTX ou OVA/CB comparados aos LTs estimulados com a OVA ou ConA
provenientes de camundongos imunizados somente com a OVA. .*p< 0,05- grupos de
células de animais imunizados com OVA e incubados com CTX, CB na presenca ou hdo
de OVA ou ConA comparados aos LTs de camundongos injetados com a salina e
estimulados com 0s mesmos antigenos.

6.6.2. Efeito inibitério da CTX na reacéo de hipersensibilidade tardia

Os resultados anteriores mostraram que a CTX e CB inibem a producéo de
anticorpos anti-OVA, proliferacéo de linfécitos totais, assim como a producao de IL-2
e IFNy. Somado a esses resultados, avaliamos o efeito de ambas toxinas em ensaio
de DTH. Na figura 32 podemos observar que 0s animais imunizados com a OVA e
que receberam a OVA agregada apresentaram aumento da espessura da pata em
relacdo ao obtido nos camundongos n&o-imunizados. Além disso, verificamos
inibicdo da medida da pata nos animais imunizados com a OVA e gue receberam a
CTX em relacdo ao grupo de animais imunizados somente com a OVA. Entretanto, o
mesmo ndo foi observado em relagdo ao grupo de animais que receberam a CB
(Figura 32).
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Reacéo de hipersensibilidade tardia em camundongos imunizados ou ndo com
a OVA e que receberam ou ndo a CTX ou CB.

Grupos de 4 camundongos BALB/c foram imunizados com a OVA (200 pg/animal)
emulsificada em Montanide ou injetados com PBS (controle) na base da cauda. Apés
1 hora de imunizagédo com a OVA, esses animais receberam 20 yL de CTX ou CB (5
pg/animal) no coxim plantar direito e esquerdo. No 8° apds a imunizagdo, 0s
camundongos foram injetados com 30 pyL de OVA agregada na pata traseira
esquerda e o mesmo volume de solucdo salina na pata traseira direita. O inchaco da
pata foi medido com paquimetro 24h apés a inje¢cdo da salina ou OVA agregada.
Resultados expressos como a diferenca entre a espessura das patas + DP dos
animais/grupo. Resultado representativo de 1 experimento.**p < 0,05- grupo de
animais imunizados com OVA que receberam a CTX comparado aos camundongos
imunizados somente com OVA. *p < 0,05- grupo de animais imunizados com OVA
comparado aos camundongos injetados com PBS.

6.6.3. A administragédo in vivo da CTX e sua subunidade CB resulta em menor

porcentagem de células T CD4", mas ndo CD8" em camundongos imunizados
com OVA

Neste tépico foi analisada a quantidade de linfocitos T CD4" e CD8" presentes

nos linfonodos dos diferentes grupos experimentais imunizados com a OVA que

receberam ou ndo a CTX ou CB. Na figura 33 A e B, podemos observar que o grupo

de animais BALB/c imunizados com a OVA apresentaram aumento significativo do

percentual de células CD4" e CD8" quando comparada aos animais injetados

somente com a salina. Verificamos ainda na figura 33 A, que a administracado da

CTX e CB foi capaz de suprimir a quantidade de células CD4" em animais

imunizados com a OVA em relacdo ao obtido em animais imunizados com a OVA.
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Quanto aos linfocitos CD8", ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de

animais imunizados com a OVA e os que receberam a CTX ou CB (Figura 33B).
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Figura 33- Porcentagem de linfocitos T CD4" e CD8" obtidos de animais imunizados com a

OVA que receberam ou ndo a CTX ou CB.

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (200 pg/animal)
emulsificada em Montanide ou injetados somente com a salina (controle) na base da
cauda. Ap6s 1 hora de imunizagdo com a OVA, esses animais receberam 20 pL de CTX
ou CB (5 pg/animal) no coxim plantar direito e esquerdo. No 11° dia de imunizagéo,
suspenséo celular obtidos de linfonodos inguinais e periadrticos dos animais individuais
(1 x 106) foram preparadas marcadas com anticorpos monoclonais para CD4 (PECy5),
CD8 (FITC) e FVS510 (AmCyan), e analisadas por citometria de fluxo. Os dados foram
expressos como porcentagem de populagdes de linfocitos T CD4" ou CD8". Resultado
representativo de 3 experimentos. **p < 0,05- grupos de animais imunizados com OVA +
CTX ou OVA + CB comparado aos camundongos imunizados somente com OVA. *p <
0,05- grupos de animais imunizados com OVA comparada aos camundongos injetados
somente com PBS.

Nossos resultados mostraram que 0s animais imunizados com a OVA

induziram aumento das células CD4'IFNy" e CD4'IL-4", correspondentes as

subpopulacdes Thl e Th2, respectivamente, em relacdo aos animais injetados com

a salina. Além disso, os animais imunizados com a OVA e que receberam a CTX ou

CB, induziram menor porcentagem de células CD4'IFNy" e CD4IL-4" em relacéo

aos grupos de camundongos imunizados somente com a OVA (Figura 34A-B). Em

contraste, aumento da porcentagem de células CD4'IL-10" foi observado nos

animais imunizados com a OVA e que receberam a CTX ou CB em comparacao ao

obtido nos camundongos imunizados somente com a OVA (Figura 34C).
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Figura 34- Expressédo de citocinas IFNy, IL-4 e IL-10 obtidas de animais imunizados com a

OVA e que receberam ou ndo a CTX ou CB.

Grupos de 4 camundongos BALB/c foram imunizados com OVA (200 pg/animal)
emulsificada em Montanide ou injetados com PBS (controle) na base da cauda. Apés 1
hora de imunizacdo com a OVA, esses animais receberam 20 yL de CTX ou CB (5
pg/animal) no coxim plantar direito e esquerdo. No 11° dia de imunizacdo, suspensao
celular preparada a partir de linfonodos inguinais e periaérticos (1 x 106) dos animais
foram plagueadas e incubadas com ionomicina e brefeldina por 4h em estufa de CO.,.
Subsequentemente, as células foram marcadas com anti-CD4" (PECy5) ou CD4"/ CD25
(PECy5/ CD25) por 30 min a 4°C. Ap6s a marcacdo de superficie, os linfocitos foram
incubados com o reagente de viabilidade FVS510 (AmCyan) por 15 min em TA, seguido
de marcacgdo com anticorpos monoclonais intracelulares para IFNy , IL-4 e FoxP3 (PE) e
analisadas por citometria de fluxo. Os dados foram expressos como porcentagem de
células positivas para CD4" e as citocinas, tendo como pardmetro os FMOs
correspondentes a cada citocina. Resultado representativo de 3 experimentos. **p <
0,05- grupos de animais imunizados com OVA + CTX ou OVA + CB comparados aos
camundongos imunizados somente com OVA.*p < 0,05- grupo de animais imunizados
com OVA comparada aos camundongos injetados somente com PBS.
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7. DISCUSSAO

Como previamente descrito, a CTX, principal toxina do veneno de C. d.
terrificus, além de apresentar suas atividades biologicas classicas, também exerce
atividade moduladora sobre o sistema imune (Sampaio et al., 2010). Somado a isso,
outros estudos enfatizam que a atividade de CTX sobre o sistema imune pode ser
mediada por sua subunidade CB (Landucci et al., 1995; Garcia et al., 2003; Sampaio
et al., 2005; Zambelli et al., 2008).

Em vista destas observagcbes e observando que as DCs s&o as principais
células iniciadoras de uma resposta imune adaptativa, o objetivo do presente
trabalho foi estudar o efeito da CTX e sua subunidade CB sobre a maturacdo das
DCs e consequente interacdo com os linfocitos T em modelos experimentais in vitro
e in vivo.

Em primeira instancia, foi necessario isolar a CTX e a CB utilizando as
metodologias ja previamente descritas. A analise das toxinas por eletroforese em gel
de poliacrilamida permitiu verificar a eficiéncia do método de purificacdo quanto a
pureza e integridade das amostras obtidas. Portanto, os perfis de migracao
eletroforética das amostras em condi¢cao redutora mostraram a presenca de uma
banda com massa molecular de aproximadamente 15 kDa correspondente a
subunidade CB, tanto no veneno total como nas amostras de CTX e CB isolada, o
que esta de acordo com o descrito na literatura (Rangel-Santos, Dos-Santos, et al.,
2004). Isso ocorre devido a dissociacdo das subunidades CA e CB, quando na
presenca de B-mercaptoetanol e SDS aparecendo no gel predominantemente sob a
forma de mon6émeros (Habermann e Breithaupt, 1978). Além disso, nesse gel nédo
observamos a presenca da subunidade CA, possivelmente pela sua baixa massa
molecular e maior migracdo. Em vista disso, foi realizada uma analise eletroforética,
em gel contendo tricina, e foi observada uma banda Unica com massa molecular de
aproximadamente 10 kDa correspondente a subunidade CA da CTX.

O proximo passo foi avaliar a atividade fosfolipasica nas amostras de CTX,
CB e CA submetidas ou ndo a coluna de polimixina. Pudemos observar que a
atividade enzimatica da CTX e CB, em ambas as condi¢des, esteve preservada
gquando comparada a CA, que por sua vez nao apresenta atividade fosfolipasica

(controle negativo). Além disso, verificamos que a amostra de subunidade CB teve a
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atividade fosfolipasica mais intensa, quando comparada a da CTX. Isso se deve ao
fato de que no ensaio utilizamos a mesma concentracdo de ambas as toxinas (250
ng) e, portanto a subunidade CB isolada foi adicionada ao substrato em
concentracdo molar maior do que a equivalente a CTX, uma vez que o complexo é
formado pela associacdo das subunidades CA e CB. Nossos resultados estdo em
consonancia com o trabalho de Rangel- Santos e colaboradores (Rangel-Santos,
Dos-Santos, et al., 2004) mostrando que a CTX obtida da C. d. terrificus e ainda, sua
subunidade CB apresentam atividade fosfolipasica.

Em trabalho publicado em 2018, nés mostramos que a CTX ou CB (250
ng/mL) s&o capazes de inibir a maturacao de DCs incubadas com LPS, uma vez que
verificamos menor expressdo de moléculas coestimuladoras, MHC-II e producéo de
citocinas pro-inflamatoérias e ainda, menor ativacdo das vias de sinalizacdo das
MAPKs e NFkB (Freitas et al., 2018).

Considerando esses resultados e que a CTX é formada pela associacdo de
CA e CB, avaliamos o efeito de concentracdo molar equivalente da subunidade CB
(145 ng/mL) em relacdo ao complexo CTX (250 ng/mL) sobre a maturacdo das DCs
incubadas com LPS. Os resultados mostraram que a CB nessa concentragéo nao foi
capaz de modular a maturagdo das DCs (dados ndo mostrados). Bon e Kini (1998)
(Bon e Kini, 1988) demonstraram que a associacdo das subunidades CA e CB é
importante para a atividade da CTX, sendo a primeira considerada como molécula
carreadora (chaperona) dirigindo a CB para o seu receptor na membrana celular e
assim, potencializando a atividade da PLA,. Portanto, essa observacdo pode
explicar os resultados que obtivemos em nosso experimento.

Em resumo, os dados obtidos até o momento indicam que a CTX e CB podem
modular negativamente a ativacdo destas DCs por um ligante potente de TLR4,
como o LPS. E importante ressaltar que a CTX e CB nas concentra¢es de 250 ng
ou 20 pg nao induzem morte dessa populagdo celular, o que foi avaliada pelo
método de exclusdo com azul de Tripan (dados ndo mostrados) ou reagente de
viabilidade celular e leitura em citbmetro de fluxo. Portanto, estes resultados
permitem concluir que qualquer efeito observado nas DCs pela acao das toxinas nao
é resultante de morte celular.

Para compreender melhor os mecanismos de regulacdo da imunidade

adaptativa, o modelo classico de OVA (Puignero et al., 1995; Zhang et al., 1996) foi
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adotado nesse estudo. Como exemplo, Wang e colaboradores (Wang et al., 1996)
mostraram que a aplicacdo epicutanea de OVA resulta em dermatite alérgica
acompanhada pelo aparecimento de linfocitos T secretores de IL-4. Além disso,
Herrick e colaboradores (Herrick et al., 2000) mostraram que a imunizagao
epicutanea com a OVA induz resposta Th2 em modelo de asma. Em um trabalho
mais recente, foi demonstrado que DCs pulsadas com uma mistura de peptideos
de OVA (PepTivator Ovalbumin) induz resposta TCD4" e TCD8" OVA-especifica e
diminui o tumor em um modelo de linfoma em camundongos (Miki K e T, 2016).

Em vista destas observagfes, utilizamos a OVA como antigeno heter6logo
para avaliar o potencial modulador da CTX e CB sobre a resposta imune
adaptativa em modelos in vitro e in vivo. Para isso, inicialmente avaliamos a
capacidade da OVA ou OVA + LPS de induzirem a maturagdo de DCs in vitro.
Nossos resultados mostraram que as DCs diferenciadas in vitro e estimuladas
somente com OVA (100 ou 300 pug/mL) ou com a OVA + LPS induziram maturacéo
das células. Entretanto, esse efeito foi maior na incubacdo das DCs com a OVA
associada ao LPS. Com isso, para os experimentos posteriores foi utilizada a OVA
na concentracdo de 200 ug em associagdo com o LPS. O efeito potencializador do
LPS sobre a maturagdo das DCs incubadas com OVA também foi evidenciado por
Ahrens e colaboradores (Ahrens et al., 2009). Nesse trabalho, os autores mostraram
gue a estimulacdo das DCs com a OVA néo induz significativamente a secrecao de
IL-10 e IL-12, mas a estimulacdo simultanea com OVA e LPS promove a producéo
de IL-10, favorecendo a resposta Th2. Em outro trabalho foi mostrado também maior
expressao de CD80 e CD86 em DCs estimuladas com OVA + LPS em comparacao
com as células incubadas somente com a OVA (Park e Bryers, 2013).

Subsequentemente, foi avaliado o efeito da CTX e sua subunidade CB sobre
a maturagdo das DCs incubadas com OVA + LPS. Assim como observado
anteriormente, Nnossos experimentos permitiram verificar que a CTX e a CB foram
capazes de suprimir a maturacao das DCs estimuladas com OVA + LPS.

Em outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa também foi
observado que a administracdo da CTX in vivo induz inibicdo da expressado de
moléculas envolvidas na apresentagao antigénica pelas APCs totais nos tecidos

linfoides de animais imunizados com OVA (Ricardi, 2010).
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Em conjunto, esses resultados corroboram os relatos de Sampaio e
colaboradores (Sampaio et al., 2003; Sampaio et al., 2005; Sampaio, Santos, et al.,
2006) de que a CTX ou CB exercem um efeito modulador sobre algumas funcdes
biolégicas dos macrofagos. Neste contexto, foi demonstrado que macrofagos
incubados com o veneno de C.d.terrificus apresentam a capacidade fagocitica e de
espraiamento comprometidos (Silva et al.,, 1996). Também foi mostrado que o
veneno crotalico além de inibir as atividades acima citadas, promove a producéo de
NO, H,0,, metabolismo de glucose e glutamina pelos macréfagos, o que sugere
efeito dual desse veneno sobre as funcdes dessas células (Sampaio et al., 2001).
Em trabalho posterior, foi demonstrado que a CTX é o componente do veneno
crotalico responsavel pela inibicdo da atividade fagocitica de macrofagos residentes
ou ativados pela injecéo de tioglicolato ou Mycobacterium bovis (BCG) obtidos da
cavidade peritoneal de ratos (Sampaio et al., 2003). Além disso, o efeito da CTX
sobre a atividade funcional dos macrofagos foi atribuido a subunidade CB da toxina
(Sampaio et al., 2005). O efeito da CTX e veneno total sobre as fungbes do
macrofago esta relacionado a capacidade de alterar o rearranjo do citoesqueleto,
inibicdo da fosforilagdo de tirosinas e diminuicdo das proteinas Rho GTPases
associadas a membrana (Sampaio, Santos, et al., 2006), as quais estdo envolvidas
na sinalizacdo de processos intracelulares e atividade fagocitaria dessas células
(Niedergang e Chavrier, 2005).

Em 2017, Lima e colaboradores demonstraram que a CTX inibe a
funcionalidade dos neutréfilos obtidos da medula 6ssea e que esse efeito pode estar
associado a um comprometimento da via de polimerizacéo da actina, a Syk-GTPase.
Os autores verificaram ainda, que o efeito modulatério da CTX sobre os neutrdfilos
circulantes e peritoneais estad associado a modificacdes funcionais dos neutrdfilos
ainda na medula 6ssea (Lima et al., 2017).

Outras proteinas animais também tém efeito modulador em DCs, como
observado com a CTX e CB. Klaver e colaboradores (Klaver et al., 2013), por
exemplo, mostraram que produtos soluveis de Trichuris suis inibem a maturagéo de
DCs induzida com LPS como a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-12. Resultados
semelhantes foram publicados em um estudo com glicoproteinas e glicolipidos
presentes nos ovos de Schistosoma mansoni (SEA). Os autores mostraram que 0

SEA associado ao LPS de Salmonella typhosa € capaz de inibir os niveis de IL-10,
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IL-12, TNF-a, IL-6, expressdo de moléculas CD80, CD86, CD83 nas DCs, assim
como a capacidade destas células de ativar e induzir a diferenciacdo de linfécitos T
para o subtipo Thl (Van Liempt et al., 2007).

Em outro trabalho, foi relatada menor expressdo de moléculas
coestimuladoras em DCs estimuladas com tripomastigotas (Tp) de Trypanosoma
cruzi e LPS de Escherichia coli (Poncini et al., 2008). Além disso, a incubacéo de
DCs com antigeno cutaneo de Fasciola hepatica concomitantemente com LPS
resultou na supresséo da expressao das moléculas CD40, CD80 e CD86 pelas DCs,
assim como a secrecao de IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12 em relacdo as DCs incubadas
somente com LPS (Hamilton et al., 2009).

Héa também relatos na literatura de que patdégenos ou seus produtos exercem
efeito inibitério sobre as DCs mantendo-as tolerogénicas. Além da acéo direta dos
patégenos sobre as DCs, citocinas secretadas por LTs como IL-10 e TGF- também
podem induzir DCs imaturas a se tornarem tolerogénicas (Dugast e Vanhove, 2009).
Somado a essas informacdes, foi mostrado que a baixa expressdo de moléculas
coestimuladoras pelas DCs durante a interagdo com os linfécitos T pode induzir a
anergia destes ou ainda, a geracao de células Treg produtoras de IL-10 (Cools et al.,
2008).

Considerando que citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-) apresentam
relevancia como reguladores da ativacdo celular e consequente geracdo da
imunidade adaptativa, analisamos em nossos experimentos a secrecdo delas nas
culturas de DCs incubadas com OVA + LPS na presenca ou ndo da CTX ou CB.
Pudemos verificar um efeito potencializador da CTX e CB sobre expressao de
RNAmM para IL-10 e TGFB pelas DCs estimuladas com o OVA + LPS.

Estudos mostram que DCs ao secretarem TGF-B suprimem as funcoes
imunes (Coombes et al., 2007) ou ainda que essa citocina € capaz de inibir a
expressdo de moléculas CD80 e CD86, assim como a secre¢do de IL-12p70 em
BMDCs estimuladas com LPS (Mou et al., 2004).

Com relacdo ao efeito imunomodulador da IL-10, est4 descrito que esta
citocina regula a imunidade inata atuando diretamente em APCs como macrofagos e
DCs (Mocellin et al., 2003). E bem sabido que a IL-10 inibe a expressdo de MHC-Il e
moléculas coestimuladoras (CD80 e CD86) expressas na superficie das DCs (Rizzuti
et al., 2015), (Steinbrink et al., 1999; Jonuleit et al., 2001; Mahnke et al., 2002; Mdiller
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et al.,, 2002). Portanto, a presenca destas citocinas secretadas pelas DCs esta
correlacionada com a atividade tolerogénica dessa célula (Hilkens et al., 2010).

Em se tratando ainda de ativacdo ou tolerancia das células T, esta bem
estabelecido que ambas séo reguladas criticamente por moléculas expressas pelas
APCs denominadas de coestimuladoras, especialmente aquelas pertencentes as
familias B7 e CD28, e moléculas reguladoras (Greenwald et al., 2005). PD-1 é
considerado um novo membro da familia CD28, sendo expresso em células T e
células B (Sharpe e Freeman, 2002). Com relacdo a sua funcédo, trabalhos
descrevem o papel da PD-1 como um regulador negativo da ativacéo de células T e
assim, € crucial para manter a tolerancia imunologica (Nishimura et al., 1999;
Nishimura et al., 2001). Interacbes das moléculas coestimuladoras classicas
(B71/B72) expressas em DCs com seu ligante CTLA-4, também estéo relacionados
com a inibicdo dos LTs (Lanzavecchia e Sallusto, 2000). Os membros mais
recentemente descritos desta familia (ICOS:B7H, PD-1: PD-L1/2) foram implicados
na regulacéo da funcéo das células T efetoras, especialmente nos tecidos periféricos
(Liang e Sha, 2002).

Com relacdo as moléculas expressas pelas DCs que podem agir como
moduladores da ativacéo das células T, analisamos a expresséo de ICOSL, PDL-1 e
PDL-2 nas DCs estimuladas com LPS ou OVA + LPS na presenca ou ndo de CTX e
CB. Os resultados mostraram que tanto a CTX como CB potencializaram a
expressdo destas moléculas nas DCs incubadas com LPS (dados ndo mostrados)
ou OVA + LPS. Em adicdo, houve aumento da expressao da molécula PDL-1 em
DCs estimuladas somente com a CTX ou CB em relacdo as DCs mantidas em meio
de cultura.

Neste contexto, foi demonstrado que o aumento da expressao de PDL-1 e
PDL-2 em BMDCs resultam na diminuicdo da producao de IL-2 por LTs (Latchman et
al., 2001). Reforcando o papel destas moléculas na manutencdo ou inducdo de
tolerancia, foi verificado que animais deficientes no gene PD-1 (PD1/") desenvolvem
algumas doencas autoimunes como lupus ou cardiomiopatia (Nishimura et al., 1999;
Nishimura et al., 2001). Além disso, a administracdo de PDL-2 sollavel em
camundongos com malaria letal foi suficiente para melhorar drasticamente sua

imunidade e sobrevivéncia (Karunarathne et al., 2016).
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Resultados também sugerem que a PDL-2 pode atuar como um regulador
negativo da funcdo nas células T. Latchman e colaboradores (Latchman et al.,
2001), por exemplo, mostraram que a proteina recombinante PDL-2 inibe a ativacéo
e a producao de citocinas produzidas por células TCD4".

Outros autores mostram a fungéo da PDL-2 usando anticorpos que bloqueiam
a ligacdo da PDL-2 a PD-1. Salama e colaboradores (Salama et al., 2003),
mostraram a exacerbacdo da doenca encefalomielite auto-imune (EAE) quando a
PDL-2, mas ndo a PDL-1, foi bloqueada. Em um modelo de hipersensibilidade das
vias aéreas, outro grupo (Matsumoto et al., 2004) constatou que o anticorpo anti-
PDL-2 administrado no momento do desafio aumentou a eosinofilia em modelo de
asma alérgica induzida com OVA em camundongos. Além disso, foi mostrado que o
anticorpo anti-PDL-2 aumentou a capacidade das DCs de murinos em estimular
células T (Nguyen et al., 2002; Radhakrishnan et al., 2003). Portanto, a molécula
PDL-2 expressa por DCs como molécula co-inibitéria desempenha um papel critico
na exacerbacdo de doencas autoimunes ou mesmo em modelo de asma. Esses
trabalhos, associados aos nossos resultados sugerem que a CTX ou CB estédo
induzindo DCs com potencial tolerogénico, as quais poderiam induzir a diferenciacao
dos LTs para o perfil Treg.

Considerando o envolvimento de FPRs na atividade da CTX sobre os
macréfagos (Sampaio, Alba-Loureiro, et al., 2006; Nunes et al., 2010) ou em BMDCs
(Freitas et al., 2018), analisamos no nosso modelo in vitro, a participacdo desses
receptores no efeito da CTX e CB sobre as DCs. Os FPRs se ligam a diversos
grupos de ligantes que apresentam em sua composicao peptideos N-formil e ndo
formil incluindo LXs, anexina-1 e peptideos liberados por neutréfilos (Devchand et
al., 2003; Ye et al., 2009). Fpr2 de camundongos apresenta 76% de homologia com
FPR2/ ALX de humanos (Ye et al., 2009) e é estd bem estabelecida a sua ligacéo
com LXA, (Vaughn et al., 2002). A significancia dos FPRs como receptores de
reconhecimento de padrées para peptideos formilados tem sido bem estabelecida
em relacdo a defesa do hospedeiro. Esses receptores se ligam a peptideos
formilados derivados de proteinas bacterianas e mitocondriais (Le et al., 2002;
Migeotte et al., 2006).

Com isso, confirmamos a expressédo desses FPRs nas DCs e analisamos se

haveria modulacdo da expressdo desses receptores nas diferentes condigbes de
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estimulacdo das células. Pudemos verificar a expressdo de cDNA para FPR1 e
FPR2 em DCs mantidas em meio de cultura, ou ainda estimuladas com LPS na
presenca ou ndo da CTX. Com isso, 0 proximo passo foi avaliar a participacdo dos
FPRs na modulacéo exercida pela CTX e CB nas DCs usando o antagonista dos
FPRs (Boc-2). Nossos resultados demonstram que a pré-incubagdo de DCs com
esse antagonista de FPRs, bloqueou o efeito inibitério de CTX e CB sobre a
expressdo de moléculas coestimuladoras e MHC de classe Il, assim como a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias nas células estimuladas com OVA + LPS.
Além disso, o Boc-2 aboliu o efeito das toxinas em aumentar a expressdo de
moléculas como ICOS-L, PDL-1/2, bem como a producdo de IL-10 nas DCs
estimuladas com OVA + LPS.

Em 2012, foi mostrado que a inflamacéo pulmonar apos o desafio com OVA
foi parcialmente abolida pela ativacdo dos FPRs durante a sensibilizagdo. A
maturacdo e a migracdo das DCs do pulmao para os linfonodos foram inibidas pela
ativacdo dos FPRs. Além disso, a ativacdo de FPRs nas vias aéreas inibiu a
proliferacdo de células T especificas para alérgenos nos ganglios linfaticos. A
producdo de IL-12 e IL-6 (citocinas que auxiliam na polarizacdo de Thl e Thl7,
respectivamente) nas DCs pulmonares foram reduzidas pela ativacdo das vias
aéreas de FPRs. Este efeito resultou na inibicdo de respostas de células Thl e Th17
especificas para alérgenos (Tae et al.,, 2012). Em outro trabalho foi mostrado que
camundongos Fpr2” apresentaram uma resposta inflamatéria mais rapida
caracterizada por maior edema na pata induzido por modelo inflamatério classico de
carragenina, em comparagdo com 0s animais controles (WT) e isso foi associado a
um influxo acentuado de leucdcitos sanguineos na pata (Dufton et al., 2010). Nesse
mesmo sentido, animais deficientes para os FPRs exibiram suscetibilidade
aumentada contra infeccdo com Listeria monocytogene ou Escherichia coli (E. coli)
(Gao et al., 1999; Dufton et al., 2010; Kim et al., 2010).

Com relacdo as toxinas, o trabalho de Costa e colaboradores (Costa et al.,
2013), demonstrou que a CTX exerce efeito modulador em macrofagos co-cultivados
com células tumorais do tipo LLC-WRC 256 via FPRs e secrecdo de LXA,. Esses
mesmos autores mostraram ainda, aumento na producéo de H,O, e NO apods 24 ou
48 horas de co-cultura em comparacdo com o obtido em macrofagos mantidos em
RPMI.
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Em um trabalho mais recente, foi mostrado que o tratamento de ratos com
CTX reduziu o crescimento do tumor induzido pela inoculagdo de células de
carcinoma Walker 256 na regido plantar desses animais. Nestes animais foi
observada inibicdo na formac&o de novos vasos, diametros dos vasos sanguineos e
aumento da producéo de LXA, e seu anélogo 15- epi- LXA4. Além disso, 0s autores
mostraram que esse efeito da CTX foi mediado por FPRs (Brigatte et al., 2016).

Considerando os nossos resultados mostrando o envolvimento de FPRs no
efeito da CTX e CB sobre as DCs e ainda, que CTX e CB induzem a producéo de
LXA4; que é um dos ligantes de FPR2/ALX (Machado et al., 2006; Scannell et al.,
2007; Stenfeldt et al., 2007; Freitas et al., 2018), avaliamos a dependéncia da via da
5-Lipoxigenase que resulta na producdo de eicosanoides como as lipoxinas, no
efeito da CTX e CB sobre as DCs.

A via da 5-lipoxigenase esta4 envolvida na sintese de eicosanoides como
leucotrienos e lipoxinas que estdo envolvidos nas respostas imunes inatas e
adaptativas (Samuelsson et al., 1987; Funk, 2001). A 5-LO esta presente na maioria
dos leucocitos incluindo DCs, como as células de Langerhans epidérmicas e de
mucosas que por sua vez, participam da inflamagdo ou regulacdo da imunidade
adaptativa (Spanbroek et al.,, 1998). Além de DCs humanas, BMDCs também
expressam 5-LO e ambas séo capazes de produzir leucotrienos e lipoxinas
(Spanbroek et al., 2000; Jozefowski et al., 2005).

Nés pudemos verificar que o bloqueio da via da 5-LO aboliu o efeito
modulador da CTX e CB sobre a expressdo de moléculas coestimuladoras, MHC-II,
ICOS-L, PDL-1 /2 e as citocinas pré- inflamatérias nas DCs incubadas com OVA +
LPS. Portanto, nossos resultados estdo em consonéncia com a literatura mostrando
gue o zileuton, inibidor seletivo da 5-lipoxigenase, aboliu o efeito antinociceptivo da
CTX em modelo de dor neuropatica (Nogueira-Neto et al., 2008). Além disso, em
outros trabalhos foi mostrado que o zileuton aboliu o efeito inibitério do veneno, CTX
ou CB sobre a atividade fagocitica de macréfagos in vivo e in vitro (Sampaio, Alba-
Loureiro, et al., 2006), assim como aboliu o efeito da CTX em diminuir o nimero de
leucdcitos circulantes no sangue e na linfa e ainda de promover adeséo leucocitaria
as células endoteliais na microcirculagdo sanguinea (Zambelli et al., 2008). Esses
estudos fornecem informacdes relevantes da participagdo da via da 5-LO na

regulacéo da atividade das DCs e consequente geracdo da imunidade adaptativa.
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Ademais, na literatura é bem estabelecido que a CTX e CB induzem aumento
dos niveis de eicosanoides como as LXA,; e PGE; em macréfagos residentes obtidos
de lavado peritoneal de ratos (Sampaio, Alba-Loureiro, et al., 2006). Em 2010,
Nunes e colaboradores (Nunes et al., 2010) também mostraram que a CTX exerce
efeito anti-inflamatério frente a injecdo intraperitoneal de carragenina com alta
producdo de LXA, e ainda, que este efeito da CTX sobre os macrofagos é
dependente de FPRs (Chiang et al., 2006; Ye et al., 2009).

Em 2015, em um trabalho do nosso grupo de pesquisa foi possivel
demonstrar que a CTX é capaz de atenuar a colite experimental induzida por agente
quimico TNBS. A CTX inibiu tanto a inflamacao intestinal com TNBS como a perda
de peso, score clinico, secre¢do de citocinas pré-inflamatérias e atividade da enzima
MPO. Além disso, inibiu as células Thl7 e induziu aumento de células Tregs e
secrecdo de IL-10, TGF-B, PGE; e LXA, (Almeida et al., 2015).

Zhang e colaboradores (2007) (Zhang et al., 2007) também observaram que a
LXA,; é capaz de suprimir a expressdao de MHC-Il, CD80 e CD86 em DCs, e a
atividade de células RAW2647 estimuladas com LPS. Em trabalhos anteriores,
demonstrou-se que LXA, possui potente efeito inibitério sobre varios mecanismos
inflamatorios, incluindo citotoxicidade das células NK (Ramstedt et al., 1987),
migracdo de neutrofilos e eosindfilos (Clish et al., 1999; Bandeira-Melo et al., 2000),
e producédo de TNFa e IL-1B por neutréfilos humanos (Pouliot e Serhan, 1999). Em
vista dessas observacfes e dos nossos resultados, podemos sugerir que a LXA4
possa estar envolvida no efeito da CTX e CB sobre as DCs e, consequente,
desenvolvimento da imunidade adaptativa.

Estudos mostram que o veneno total de C.d.terrificus, CTX e/ou suas
subunidades possuem a capacidade de inibir o processo inflamatério, assim como a
resposta imune adaptativa (Sampaio et al, 2010) e sabe-se que as DCs,
dependendo do seu estado de ativagdo, podem induzir a ativacdo, proliferacdo e
diferenciacdo de LTs (Maldonado e Von Andrian, 2010; Svajger et al., 2010;
Hammer e Ma, 2013). Além disso, n6és mostramos que as DCs previamente
incubadas com LPS promoveram alta resposta proliferativa dos linfocitos TCD3". No
entanto, reducdo da proliferacdo de células T co-cultivadas com DCs, previamente
incubadas com a CTX ou CB juntamente com o LPS foi observada (Freitas et al.,
2018).
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Assim como mencionado anteriormente, € bem sabido que as DCs sao
consideradas as principais células em induzir a ativacdo de células T virgens
(Fukaura et al., 1996; Moser e Murphy, 2000) e a diferenciacdo dos subtipos de
células T CD4" que sdo distinguidos com base no seu perfil de citocinas e funcéo
(Chen et al., 1994; Fukaura et al., 1996; Groux et al., 1997; Cavani et al., 2000;
Roncarolo e Levings, 2000). As DCs também participam do controle da imunidade
efetora via inducdo/manutencdo de tolerancia (Banchereau e Steinman, 1998;
Banchereau et al., 2000). Além disso, sabe-se que para ocorrer a proliferacdo de
células T, € necessario reconhecimento do antigeno pelo complexo TCR/CD3, no
qual células TCD4" sdo restritas ao reconhecimento de peptideos em associacdo a
molécula de MHC-II, enquanto que os linfocitos TCD8" s&o restritos ao complexo
peptideo/MHC-I (Rudd et al., 1989). Em vista destas observac¢des, decidimos avaliar
o efeito da CTX e CB sobre a proliferacdo de linfocitos T especificos contra a OVA.
Para isso, analisamos a proliferacdo de LTCD3" ou CD4" obtidos de camundongos
imunizados com OVA, quando incubados com as DCs pulsadas com OVA + LPS na
presenca ou ndo de CTX ou CB. Além disso, avaliamos a producédo de IL-2 nas co-
culturas de células que continham linfécitos CD3" e DCs.

Os sinais induzidos por receptores de células T e IL-2 estdo envolvidos na
ativagcdo e manutengao da transcricdo da cadeia alfa do receptor de IL-2 (IL-2R)
(Teague et al., 1999), portanto, essa citocina é conhecida como fator de crescimento
das células T (Badovinac et al., 2000; Dalton et al., 2000; Jaleco et al., 2003). A IL-2
também tem sido reconhecida como um regulador da homeostase, modulando o
equilibrio entre a proliferacdo de células TCD4" e a morte apoptética (Jaleco et al.,
2003). Apds o contato com peptideos antigénicos apresentados por DCs, as células
T naives iniciam a proliferagéo, produzindo IL-2 e, em seguida, esta citocina estimula
as células T para uma maior proliferacdo (Lenardo et al., 1999). Esta citocina é
produzida principalmente por células T CD4" ativadas (Nelson, 2004) ou por DCs
(Zelante et al., 2012) e em menor producdo por células TCD8", células NK (NK) ou
células T natural killer (NKT) naturais (Setoguchi et al., 2005; Malek, 2008).

Assim sendo, os resultados mostraram que a CTX e CB foram capazes de
inibir a proliferacdo de LTCD3" ou TCD4" OVA-especificos quando co-cultivados
com DCs estimuladas com a OVA + LPS. O mesmo foi verificado quanto a producao

de IL-2 obtida do sobrenadante das co-culturas de DCs com LTCD3". Portanto,
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podemos sugerir que o efeito da CTX e CB sobre a expressao das moléculas MHC-II
e coestimuladoras nas DCs, foi capaz de interferir com capacidade dessas células
de induzir a ativacéo e proliferacdo dos linfécitos T. Além disto, também verificamos
efeito inibitério da CTX e CB sobre a secrecdo de IL-2 assim como a resposta
proliferativa dos LTs co-cultivados com as DCs estimuladas com ConA. Portanto, as
DCs parecem estar atuando sobre a resposta de células T, inclusive do tipo
mitogénica. Além disso, esses resultados demonstram que ambas toxinas interferem
na secrecao de IL-2 que esta correlacionada com a proliferacédo de células T.

Em 2004, Rangel-Santos e colaboradores (Rangel-Santos, Lima, et al., 2004)
mostraram que o veneno e a CTX foram também efetivos em inibir a resposta
proliferativa de LTs estimulados in vitro com ConA, assim como a producao de
algumas citocinas.

Considerando a influéncia das DCs na diferenciacdo das subpopulacdes de
linfécitos TCD4+, foi avaliado o efeito da CTX e CB nesse processo. Para tanto, os
linfocitos TCD4" de camundongos DO11.10 foram co-cultivados com DCs
estimuladas ou ndo com a OVA + LPS, na presenca ou ndo de CTX ou CB. Os
resultados mostraram menor porcentagem de células CD4 Thet” e CD4"Gata 3" nas
co-culturas com DCs estimuladas com CTX ou CB na presenga de OVA + LPS.
Esses resultados sugerem o efeito inibitério da CTX e CB sobre a polarizacdo de
células Thl e Th2 OVA- especificas pelas DCs. Por outro lado, verificamos aumento
da diferenciacdo de células CD4"FoxP3" nas co-culturas com DCs incubadas com a
OVA + LPS e CTX.

Corroborando observacdes anteriores sobre o papel das DCs na ativacédo de
diferenciacdo de células T antigeno especificas, Son e colaboradores (2002)
mostraram uma correlacdo direta entre o aumento da expressdo das moléculas
CD86 e CD40 e a capacidade das DCs de estimular a proliferacdo de células T
alogénicas ou de células T CD4" especificas para OVA (Son et al., 2002). Em outro
trabalho foi mostrado que a transferéncia de DCs, diferenciadas a partir da medula
0ssea e pulsadas com peptideo de OVA na presenga dos antibioticos josamicina ou
espiramicina foi capaz de inibir a diferenciacdo de células Thl e Th2 em
camundongos DO11.10 (Matsui et al., 2016).

E bem sabido que a diferenciacédo de células T helper naives é estritamente
dependente da coestimulagdo CD28 / B7 (Mcadam et al., 1998). A este respeito, 0s
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primeiros dados in vivo mostraram que B7.1 leva a polarizacdo de Thl e sinais
mediados por B7.2 estdo envolvidos na diferenciagédo para o fenétipo Th2 (Kuchroo
et al., 1995; Lenschow et al., 1995; Perrin et al., 1995; Schweitzer et al., 1997).

Dados gerados a partir de modelos in vitro e in vivo, utilizando células
humanas e de camundongos, demonstram que a composi¢cédo de citocinas no meio
em que as células T helper sdo ativadas desempenham um papel crucial na
polarizacdo dessas células. A IL-12, por exemplo, produzida por mondcitos/
macrofagos ou DCs ativadas, € o fator dominante que promove a polarizacdo de
células Thl em humanos e camundongos. Por conseguinte, camundongos
deficientes em I[L-12p40 ou na proteina B2 do receptor de IL-12 apresentam
comprometimento nas respostas de células Thl. Além disso, o IFN-a € uma citocina
importante para a polarizagcado de Thl em humanos (Brinkmann et al., 1993; Hsieh et
al., 1993; Manetti et al., 1993). Em relacdo as células Th2, foram desenvolvidos
métodos para diferenciar linfocitos T CD4" naives em células produtoras de IL-4 in
vitro (Le Gros et al., 1990; Hsieh et al., 1992; Seder et al., 1992; Dalton et al., 2000).
Em outro estudo foi demonstrado que tal diferenciacdo Th2 exige a ativacdo de
células virgens, inicialmente com estimulos policlonais como anti-CD3 e anti-CD28, e
posteriormente com antigeno cognato, na presenca de um conjunto particular de
citocinas. Nesse sentido, para obter células Th2, a presenca de IL-2 e IL-4 durante o
processo de diferenciacdo é importante (Zhu et al., 2010), sendo que outros estudos
mostram que a IL-4 é essencial para a diferenciacdo de células Th2 produtoras de
IL-4 em humanos e camundongos (Rdcken et al., 1994; Breit et al., 1996; Sornasse
et al., 1996; Himmelrich et al., 1998). Entretanto, na polarizacdo de Th2, embora a
IL-4 seja dominante, a IL-6 derivada das APCs também desempenha papel
importante na diferenciacdo dessa subpopulacdo de células T, induzindo a producao
precoce de IL-4 por essas células (Rincén et al., 1997).

Varios estudos também relataram que DCs que secretam TGF-f ou na
presenca dessa citocina recombinante induzem a diferenciacdo de Tregs (CD4"
CD25" FoxP3") (Luo et al., 2007). Essas DCs sdo denominadas como tolerogénicas
por controlar a autoimunidade diretamente, produzindo citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10 ou TGFB (Coombes et al., 2007; Kaplan et al., 2007).

IL-6 e TGF-B, por sua vez, promovem a diferenciagdo de células Th17 em
camundongos (Zwijnenburg et al., 2003; Miller et al., 2006). Outras citocinas como
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IL-23 e IL-1B mantém a maturagdo completa desse tipo de subpopulacéo de LTCD4"
e também podem favorecer, potencialmente, a funcdo patogénica dessas células
(Agalioti et al., 2018). Outros dados também mostram que ndo s6 a IL-6, mas
também a IL-1, pode auxiliar na indugdo de Th17 via ativacdo de DCs ou ainda, o
TNFa pode aumentar a capacidade de mondcitos em induzir Th17 (lwamoto et al.,
2007).

Estudos anteriores mostram que DCs diferenciadas de monécitos humanos
(Jonuleit et al., 2000) ou geradas de precursores da medula éssea de humanos na
presenca de IL-10 (Wakkach et al., 2003) ou TGF[3 sao capazes de gerar células T
com propriedades reguladoras. DCs incubadas com IL-10 podem induzir anergia ou
tolerancia em células T CD4" e CD8" (Steinbrink et al., 1997; Steinbrink et al., 1999;
Steinbrink et al., 2016). DCs derivadas de medula 6ssea de camundongos BALB/c
também s&o capazes de promover a expansdo de células T CD4" CD25" Foxp3*
sugerindo um papel para o TGF-B e IL-2 no aumento dessa populagcédo in vitro
(Marguti et al., 2009). Maior proliferacdo de Treg também foi observada quando co-
cultivadas com BMDCs estimuladas com TNFa, Poly (I:C) ou LPS em ensaio de
MLR (Godfrey et al., 2004). Em outro trabalho também foi mostrado que co-cultura
de células T virgens com APCs na presenca de TGF-B, acido retinoico e IL-2
promoveu a geracao de células Treg alogenéicas. Nesse mesmo trabalho foi
evidenciado que, embora as células B e DCs possam gerar Tregs por si sO, uma
mistura de ambas APCs aumentou a populacdo de Tregs de maneira mais eficiente
(Moore et al., 2010).

Outros estudos também tem demonstrado a eficiéncia de BMDCs maduras
em induzir aumento da populacdo de células CD4" CD25" Foxp3® em camundongos
(Yamazaki et al., 2003; Yamazaki et al., 2006). Além de seu efeito supressor sobre
varias funcdes das células T efetoras, Treg também mostraram afetar diretamente as
APCs, incluindo DCs, células B e mondcitos/ macréfagos (Mahnke et al., 2007,
Mahnke et al., 2008). BMDCs previamente estimuladas ou ndo com LPS e co-
cultivadas com LTs obtidos de camundongos DO11.10 incubados com TGF e OVA
induzem a diferenciacdo de células Tregs CD4" CD25" (Yamazaki et al., 2003).

Em humanos, DCs isoladas de fluidos inflamatérios produzem IL-6, IL-1j,
TGF-B e IL-23 e induzem eficientemente a polarizacdo de células Thl7 in vivo

(Torchinsky et al., 2009). Além disso, DCs maduras derivadas de mondcitos
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humanos sdo APCs eficazes para a inducdo de células T produtoras de IL-17
(Steinman, 2007; Chen e O'shea, 2008). Outros estudos também tem mostrado a
capacidade de DCs de murinos em ativar células Thl7 (Bailey et al., 2007,
Leibundgut-Landmann et al., 2007) (Agalioti et al., 2018). Peptidoglicano bacteriano
também pode promover DCs derivadas de mondcitos humanos em mediar a
expansdo de células Thl7 (Van Beelen et al., 2007). Tem sido sugerido que
monocitos alogénicos ativados por LPS, na presenca de anti-CD3, eram APCs
eficientes para expansdo de células Th17 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Evans et
al., 2007).

Em vista destas observacdes, analisamos o efeito modulador da CTX e CB
em modelo in vitro de diferenciacdo das subpopulagdes de TCD4", pela acdo de
combinac¢Bes de citocinas e/ou anticorpos neutralizantes em co-cultura com DCs.
Primeiramente, nossos resultados estdao de acordo com a literatura que descreve
que as citocinas presentes no ambiente de interacdo entre as DCs e os linfécitos é
essencial para a polarizacdo dos linfocitos TCD4" nas diferentes subpopulacdes.
Assim sendo, o préximo objetivo do estudo foi avaliar o efeito das toxinas sobre a
diferenciacdo destas subpopulagbes Thl, Th2, Thl7 e Treg. Os dados
demonstraram que a CTX e CB interferiram na diferenciagcdo das subpopulacdes
Thl, Th2 e Th1l7. Além disso, a CTX e CB na presenca ou ndo do LPS, induziram
aumento da porcentagem de células CD4'CD25'FoxP3" nas co-culturas com as
DCs.

As diferentes subpopulacdes de células TCD4" desempenham papéis centrais
em varios mecanismos imunes com: auxiliam na producdo de anticorpos pelos
linfocitos B, potencializam a resposta das células T CD8", regulam as func¢des dos
macrofagos, participam das respostas imunes contra uma ampla variedade de
microorganismos patogénicos, assim como participam da manutengao da tolerancia
periférica e portanto, no controle de autoimunidade (Zhu et al., 2010).

Assim sendo, o proximo objetivo foi avaliar o efeito de ambas as toxinas sobre
a resposta adaptativa anti-OVA induzida in vivo. Os resultados mostraram que
células T totais obtidas de animais imunizados com a OVA que receberam CTX ou
CB proliferaram menos in vitro quando estimuladas com OVA ou ConA comparadas
as células de animais imunizados com a OVA e estimuladas da mesma maneira. O

mesmo foi observado quanto a producéo de IL-2 e IFNy. Nos ensaios in vitro, ambas
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toxinas, juntamente com a OVA ou ConA, também inibiram a resposta proliferativa
assim como a producao de IL-2 de LTs de animais imunizados com a OVA, e que
receberam ou ndo CTX ou CB in vivo.

Além disso, verificamos que a porcentagem de células CD4" foi menor em
camundongos imunizados com OVA que receberam CTX ou CB, em relagcdo aos
animais somente imunizados com a OVA. Entretanto, o mesmo n&o foi observado
nas células CD8", mostrando o efeito inibitdrio das toxinas sobre linfécitos T
auxiliares e ndo em células citotoxicas. Vale ressaltar, que o modelo de imunizagéo
com a OVA, por nés utilizado, promove a ativagdo predominante de células TCD4".
Assim sendo, para avaliar o efeito da CTX e CB, sobre a ativagéo de células TCD8
seria mais apropriado utilizar um modelo de ativacdo preferencial de resposta T
citotoxica.

Em relacdo as diferentes subpopulacbes de células CD4", nos também
mostramos menor porcentagem de células CD4 IFNy" e CD4"IL-4" nas suspensdes
celulares de animais imunizados com a OVA, que receberam a CTX ou CB, em
relacdo aos camundongos imunizados somente com a OVA. Além disso, a CTX e
CB induziram aumento de células CD4"CD25IL-10" em relacdo ao observado nos
animais imunizados somente com a OVA.

Sobre a imunidade humoral, Cardoso e Mota mostraram que além do veneno
total, a CTX é capaz de inibir a producao de anticorpos IgG1 contra a OVA e HSA
(Cardoso e Mota, 1997). Outros trabalhos também mostraram que o veneno da
cascavel C.d.terrificus induz baixa producdo de anticorpos quando comparado a
outros venenos ofidicos (Rolim-Rosa et al.,, 1980- 1981). Outros autores
demonstraram ainda, que a transferéncia de linfocitos T e B purificados de
camundongos injetados com o veneno total de C.d.terrificus ou CTX para
camundongos, inibe a producdo de anticorpos IgG1 ou a producéo de citocinas (IL-
2, IL-4 e IL-10) em resposta a imunizacdo com SAH (Rangel-Santos, Lima, et al.,
2004).

Adicionalmente, nés também avaliamos a producdo de anticorpos IgGl e
I[gG2a em animais imunizados com a OVA que receberam ou ndo CTX ou CB. Os
resultados aqui apresentados foram semelhantes aos obtidos nos diferentes
trabalhos citados. Os animais que receberam a OVA + CTX ou OVA + CB, a

producdo de IgG1l e IgG2a anti-OVA foi menor, quando comparado ao grupo de
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animais imunizados somente com a OVA. Embora existam trabalhos descrevendo o
efeito inibitério da CTX sobre a resposta imune humoral, nossos resultados séo
inéditos quanto ao efeito da CB sobre a producéo de IgG1 e IgG2a anti-OVA. Esses
diferentes estudos em conjunto com nossos resultados, sugerem que a baixa
producgéo de anticorpos anti- OVA nos animais que receberam a CTX ou CB, possa
ser um reflexo do comprometimento da resposta de células T pela acdo de ambas
toxinas.

Ainda, sobre o contexto de avaliacdo do efeito da CTX sobre a imunidade
adaptativa, resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa também permitiram
verificar que essa toxina é capaz de inibir a producdo de anticorpos anti-SAH e a
resposta proliferativa in vitro dos linfocitos T SAH-especificos. Péde ser observado
ainda, que a CTX exerce esse efeito modulador em situacdes de imunizacdo com a
SAH associada a adjuvantes polarizadores de resposta Thl ou Th2 (Favoretto et al.,
2014).

A hipersensibilidade do tipo tardia € uma importante manifestacdo in vivo da
imunidade mediada por células. O DTH é uma reacéo local que envolve a producéo
de citocinas e quimiocinas, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento
predominantemente de células efetoras antigeno-especificas (células Thl ou células
T CD8") para o local da reac&o, ap6s um prévio contato com o patégeno ou antigeno
(Alexander e Curtis, 1979; Roychowdhury e Svensson, 2005; Justiz e Ramphul,
2018). Portanto, analisamos a reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio
desencadeada pela OVA injetada na pata dos camundongos previamente
imunizados com a OVA e que receberam ou ndo CTX e CB. Nossos resultados
mostraram que 0s animais imunizados com a OVA e que receberam a CTX, mas
nao a CB, apresentaram menor reacdo de DTH, em relacdo aos animais somente
imunizados com OVA. Esses resultados sugerem que o efeito da CB seja menos
pronunciado que o obtido com CTX, reforcando achados anteriores de que a
subunidade CA no complexo CA/CB potencializa a acdo da molécula CTX.

Em sintese, nossos resultados mostraram que a CTX e sua subunidade CB
inibiram a expressdo de moléculas coestimuladoras, MHC-II, citocinas pro-
inflamatorias e aumentaram a expressdo de ICOS-L, PDL-1/2, bem como
mediadores anti-inflamatorios em DCs estimuladas com LPS ou OVA + LPS. Os

resultados também mostram, a participacdo dos FPRs e da via das lipoxigenases no
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efeito modulador da CTX e CB sobre as fun¢des das DCs. Além disso, pudemos
nesse trabalho, estabelecer uma correlacdo entre a acao das toxinas sobre as DCs
e a geracdo da imunidade celular adaptativa especifica para OVA, in vitro e in vivo.
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8. CONCLUSAO

Os dados na literatura, em conjunto com os outros obtidos pelo nosso grupo
permitiram, mais uma vez, constatar que a CTX e CB modulam a atividade funcional
das DCs, e a consequente geracdo da imunidade adaptativa mediada pelos
linfocitos TCD4". Assim sendo, este trabalho de investigagdo corrobora com estudos
anteriores e contribui com informacbdes relevantes, sobre os mecanismos de
imunidade inata que influenciam a imunidade adaptativa com énfase no papel das
DCs nesse processo. Além disso, o entendimento dos mecanismos envolvidos na
acao moduladora da CTX e sua fragao fosfolipasica, poderao contribuir para novos
estudos voltados para o desenvolvimento de substédncias com propriedades

terapéuticas.
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APENDICES

APENDICE A- Células dendriticas in vitro

6.4.5. CTX e CB modulam DCs estimuladas com OVA + LPS in vitro via FPRs
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Figura 20- Envolvimento de FPRs no efeito da CTX e CB sobre a expressdao de moléculas
coestimuladoras e MHC-Il em DCs incubadas com a OVA + LPS.
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Figura 21- Envolvimento de FPRs no efeito da CTX e CB sobre a expresséo de ICOSL, PDL-1 e
PDL-2 em DCs incubadas com OVA + LPS.

153



6.4.7. O bloqueio da enzima 5-lipoxigenase abole o efeito modulador da CTX e
CB sobre as DCs estimuladas com OVA + LPS
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Figura 23- Papel do inibidor seletivo das 5-lipoxigenases sobre o efeito da CTX e CB na
expressdo de moléculas coestimuladoras e MHC-Il em DCs estimuladas com OVA
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Figura 24- Envolvimento da via da 5- lipoxigenase no efeito da CTX e CB sobre a expresséao
de moléculas ICOS-L e PDL-1/2 em DCs incubadas com OVA + LPS.
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APENDICE B- Co-cultura de DCs com LTs in vitro

6.5.3.CTX e CB modulam a expressao de Thet, Gata-3 e FoxP3 em LTCD4" obtidos de animais DO 11.10 co-cultivados com

DCs estimuladas com a OVA + LPS
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(C) FMO FoxP3 RPMI
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Figura 28- Porcentagem de células CD4'Tbet", CD4'Gata3" ou CD4"CD25'FoxP3" em co-culturas com DCs incubadas com CTX e CB na presenca
ou ndo de OVA+ LPS
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6.5.4. CTX e CB interferem na diferenciacdo de subpopula¢gdes de LTCD4" co-cultivados com DCs estimuladas com LPS
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Figura 29-
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APENDICE C- Modelo in vivo

6.6.3. A administrac&o in vivo da CTX e sua subunidade CB resulta em menor porcentagem de células T CD4", mas néo

CD8" em camundongos imunizados com OVA
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Figura 34- Expressédo de citocinas IFNy, IL-4 e IL-10 obtidas de animais imunizados com a

OVA e que receberam ou ndo a CTX ou CB
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