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RESUMO

GONZALEZ, R. P. Diferenciacao de células mononucleares do sangue
periférico humano em células dendriticas: vias de sinalizacao e efeitos da
melatonina sobre o fenétipo e funcao de células geradas in vitro. 2014. 131 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A melatonina (MLT) €& um horménio responsavel pela regulacdo dos ritmos
circadianos, que exibe outros efeitos como a modulagdo de células do sistema
imunolégico em diferentes espécies, incluindo os seres humanos. Ela estimula a
ativacdo de mondcitos, aumenta a capacidade de apresentagdo de antigenos, a
proliferacao de linfocitos, a producdo de anticorpos e de citocinas. Este estudo
pretendeu avaliar os efeitos da MLT sobre monécitos durante o processo de
obtencdo de células dendriticas (DCs), um fendmeno com diversas aplicacoes
biotecnoldgicas. Para tanto, a MLT foi adicionada em diferentes concentragdes, por
duas horas, a monécitos em etapa de adesdo, antes da adigao das citocinas, IL-4 e
GM-CSF, indutoras da diferenciagdo dos mondcitos em DCs. A MLT provocou
aumento de moléculas do MHC de classe Il (HLA-DR), CD11¢, CD86, CD83, CD209
e dos receptores para citocinas GM-CSF, IL-4 e TNF-a nos mondcitos tratados.
Nestas células a MLT provocou, também, aumento de ERK-1 e -2 e STAT-5
fosforiladas, mas ndo de STAT-6. Ja as DCs geradas sob acdo da MLT, néao
apresentaram mudanca em ERK-1 e -2 fosforiladas, tiveram reducdo de STAT-5
fosforilada, mas elevagdo de STAT-6 fosforilada, além de aumento de expressao de
CD80, CD40 e CD83. Em sobrenadantes de DCs imaturas geradas sob acao da
MLT detectou-se mais IL-6, IL-8 e IL-10, e IL-6, IL-8 e TNF-a nos de DCs maduras.
A MLT aumentou a capacidade de estimulacdo linfocitdria das DCs e, nos
sobrenadantes de co-culturas de linfécitos e DCs maduras, houve aumento das
concentragcdes de IL-4, IL-10 e IFN-y e diminuicdo de IL-2, IL-6 e TNF-a. A fim de
avaliar se o aumento de receptor de IL-4 em mondécitos, provocado pela MLT,
poderia permitir o uso de menores concentracdes desta citocina e, assim, economia
na geracao in vitro de DCs, concentracdes reduzidas de IL-4 foram utilizadas em
ensaios para geracao destas células. Observou-se que, sob acédo da MLT, ja 3,125
ng/ml de IL-4 foram capazes de induzir a diferenciacdo de DCs com fendtipo
equivalente ao obtido com o uso da concentracdo-padréo, de 50 ng/ml, de IL-4
(avaliado pela expressao de CD11c, HLA-DR, CD209, CD80, CD86, CD40, CD83 e
CD274). Aléem do mais, estas DCs mantiveram tendéncia a provocar aumento do
indice de proliferacao de linfécitos T CD4+ e CD8+. Entre os linfécitos CD4+ notou-
se, também, aumento de células CD279+. Populagdes duplo positivas CD4 e CD25
também se mantiveram elevadas, mas houve reducdo de células
CD4+CD25+FoxP3+ quando comparadas as células estimuladas por DCs geradas
com a concentragdo padrdao de IL-4. Ainda, houve elevagdo da populagdo CD4+
Tbet+, indicativo de padrao Th-1, e diminuicdo da populagdo CD4+ Gata-3+ (Th-2).
Concomitantemente, houve deteccao de IFN-y e acentuada queda na concentragao
de IL-4, citocinas tipicas dos padrées Th-1 e Th-2, respectivamente. O uso do
inibidor de MLT (Luzindol) inibiu parcialmente alguns dos efeitos induzidos pela MLT,
mas, paradoxalmente, potencializou outros.

Palavras-chave: Células dendriticas. Melatonina. Mondcitos.  Citocinas.
Diferenciacao. Ativacéo.



ABSTRACT

GONZALEZ, R. P. Differentiation of human peripheral blood mononuclear cells
into dendritic cells: signaling pathways and melatonina effects on phenotype
and function of in vitro generated cells. 2014. 131 p. Ph. D. thesis (Biotechnology)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Melatonin (MLT) is a hormone responsible for the circadian rhythm regulation, and
presents other effects, such as modulation of immune system cells, in different
species, including human beings. It stimulates monocytes activation, enhances
antigen presentation, lymphocyte proliferation, antibodies and cytokines production.
This study intended to evaluate the effects of MLT over the monocytes differentiation
into dendritic cells (DCs), a phenomenon with various biotechnological applications.
For that, MLT was added, at different concentrations, during two hours, to monocytes
in the adhesion stage, before the IL-4 and GM-CSF cytokine supplementation. MLT
caused enhanced expression of class Il MHC molecules (HLA-DR), CD11c, CD86,
CD83, CD209 and of the IL-4, GM-CSF and TNF-a cytokine receptors, by the treated
monocytes. In these cells, MLT induced, also, increases of p-ERK-1 and -2 and of p-
STAT-5, but not found of p-STAT-6. On the other hand, on DCs generated under
MLT, there were no changes in p-ERK-1 -2, reduction of p-STAT-5, but an increase
of p-STAT-6, besides the enhanced expression of CD80, CD40 and CD83. In culture
supernatants of immature DCS generated under MLT, higher levels of IL-6, IL-8 and
IL-10 were detected, while in mature DCs’ supernantant, we detected more IL-6, IL-8
and TNF-a. MLT increased the ability of DCs to stimulate lymphocytes proliferation
and, in the supernatants of mature DCs and lymphocytes co-cultures there were
increases in the IL-4, IL-10 and IFN-y and decreases in IL-2, IL-6 and TNF-a. In order
to investigate if the enhanced presence of IL-4 receptors by MLT-treated monocytes
would allow the use of reduced doses of this cytokine, and thus, economy in the in
vitro generation of these cells, lower concentrations of IL-4 were evaluated in DC
generation assays. Indeed, already 3.125 ng/ml were able to induce the
differentiation of DCs with an equivalent phenotype to that obtained with the standard
IL-4 concentration, 50 ng/ml (as evaluated by the expression of CD11c, HLA-DR,
CD209, CD80, CD86, CD40, CD83 and CD274). Furthermore, these DCs maintained
the tendency to enhance the lymphocyte proliferation rate of both CD4+ and CD8+ T
cells. Among CD4+ cells an increase in CD279+ cells was also noted. Double
positive cells for CD4 and CD25 were also enhanced, but CD4+CD25+FoxP3+ cells
were reduced when compared to the response induced by DCs generated by the
standard IL-4 concentration. There was an increase of CD4+ Tbet+ cells (Th1
pattern), and a diminished CD4+ Gata-3+ population (Th2 pattern). In parallel, IFN-y
was detected, as was an expressive diminution of IL-4, cytokines related to Th1 and
Th2 lymphocytes, respectively. The use of a MLT inhibitor (Luzindol) inhibited some
of the MLT effects but, paradoxically, enhanced others.

Keywords: Dendritic cells. Melatonin. Monocytes. Cytokines. Differentiation.
Activation.
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

Em 1973 um artigo intitulado Identification of a novel cell type in peripheral
lymphoid organs of mice publicado no periédico Journal of Experimental Medicine,
iniciava a descricdo das Células Dendriticas (DCs) por meio da morfologia,
quantificacao e localizacao destas nos tecidos linféides (STEINMAN; COHN, 1973).

A este artigo inicial seguiram outros quatro que descreviam as caracteristicas
funcionais in vitro das DCs (STEINMAN; COHN, 1974), in vivo (STEINMAN;
LUSTIG; COHN, 1974) sua caracterizacdo e distribuicdo no baco dos animais
(STEINMAN; ADAMS; COHN, 1975) e, por fim, a separacdo, manutencdao da
viabilidade em cultura e a presenca de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (STEINMAN et al., 1979).

Cerca de 40 anos se passaram e a estes trabalhos iniciais foram somados
diversos outros estudos enfocando diferentes aspectos da imunobiologia das DCs,
que vao desde descricbes da funcdo que as qualificam como as mais importantes
células apresentadoras de antigenos (APCs), descrevendo-as como de elevada
eficiéncia em ativar linfécitos (Ly) T naive (BANCHEREAU et al., 2000; BOOG et al.,
1985; FONG; ENGLEMAN, 2000), assim como sua importancia na regulagdao da
atividade imunolégica (revisto por GALLO; GALLUCCI, 2013).

Estas células vém sendo alvo de inumeros estudos para a utilizacdo em
protocolos de imunoterapia de estados fisiopatolégicos como asma (KUIPERS;
LAMBRECHT, 2005), diabetes (LO; CLARE-SALZLER, 2006), infeccdo por HIV
(ANDRIEU; LU, 2006), tumores (BARBUTO et al., 2004; MACKENSEN et al., 2000;
MORSE et al., 1997; NESTLE et al., 1998), e também estudos relacionados a
imunologia dos transplantes de érgaos e tratamento de doencas auto-imunes (LU;
THOMSON, 2002). Estes estudos ilustram a variedade de papéis fisiolégicos e a
ampla possibilidade de uso das DC, estimulando ou regulando a fun¢do imune do
organismo.

Monécitos do sangue periférico humano, tratados com o fator estimulador de
colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), interleucina 4 (IL-4) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), ddo origem a DC mieldides, muito utilizadas em
protocolos de vacinacao, inclusive pelo grupo do Professor Barbuto (BARBUTO et
al., 2004; NEVES et al.,, 2005). Entretanto, as DCs constituem uma populagédo
heterogénea e com grande plasticidade, mesmo in vitro, e, dependendo das
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condicdes de cultura, obtém-se diferentes tipos de DC, tanto a partir de mondcitos
do sangue periférico quanto a partir de outros precursores, como as células-tronco
hematopoiéticas CD34", por exemplo (STRUNK et al., 1996; ZHOU; TEDDER,
1996). De modo geral e incompleto, pode-se falar de DCs mielbides, caracterizadas
pelo fenétipo CD11c*CD123° (CRAVENS et al.,, 2007), DCs plasmacitdides,
geralmente caracterizadas pelo fenétipo CD11¢'CD123" (SUMMERS et al., 2001) e
de células de Langerhans (LC), que apresentam os marcadores CD1a, langerina e
os granulos de Birbeck (ITO et al., 1999). Pode-se, ainda, acrescentar alguns tipos
celulares derivados de precursores mieldides, que apresentam morfologia e
funcionalidade semelhantes as DC, quando tratadas com P-selectina, fator
estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF) e IL-4, sem, no entanto, serem
classificadas como tal, recebendo a denominagdo de células semelhantes a
dendriticas (Dendritic Like Cells — DLC), que a despeito da morfologia e
funcionalidade semelhante as DC, tém predominancia dos marcadores de superficie
CD14 e CD16, caracteristicos de macréfagos (LI et al., 2003).

Com a possibilidade de se obter DCs a partir de células mononucleares do
sangue periférico, principalmente por meio de aférese do sangue de doadores
saudaveis (SVENSSON et al., 2005; THURNER et al., 1999), estas vém sendo muito
estudadas em protocolos terapéuticos para os mais variados tipos de tumores
(BARBUTO et al., 2004; HOMMA et al., 2006; MATSUMOTO et al., 2007; MORSE et
al., 1997; THOMAS-KASKEL et al., 2007; WESTERS; OSSENKIPPELE;
LOOSDRECHT, 2007).

No nosso laboratério sdo geradas DCs para utilizagdo em imunoterapia de
tumores (BARBUTO et al., 2004). Por outro lado, a melatonina (MLT) tem mostrado
efeito antitumoral tanto em trabalhos in vitro (COS; FERNANDEZ; SANCHEZ-
BARCELO, 1996) quanto in vivo (LISSONI et al., 2003; LISSONI, 2007). Isto
despertou interesse em estudar os possiveis efeitos desta substancia sobre as
células dendriticas, usando-se como modelo seu efeito sobre a diferenciagdo de
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humano.

A MLT é um horménio ligado a regulagdo dos ritmos circadianos,
principalmente em mamiferos (BINKLEY, 1988) e apresenta participacédo
fundamental em diversos aspectos do sistema imune como revisto em varios
trabalhos (GUERRERO; REITER, 2002; MAESTRONI, 1999; MILLER et al., 2006).
Mais especificamente, ja foi descrita a sua participacdo na ativacao de mondcitos,
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com secregao de IL-1, IL-6 e TNF-a (BARJAVEL et al., 1998), produgéo de IL-12
(GARCIA-MAURINO et al., 1999), inibicao da circulagéo leucocitaria (LOTUFO et al.,
2001), aumento da apresentacdo de antigenos e de moléculas de MHC de classe |l
com amplificagao da proliferacao de linfocitos T (PIOLI et al., 1993), além de seu ja
bastante citado efeito citostatico sobre células tumorais (CHEN et al., 1995; HILL;
BLASK, 1988). Intrigantemente, a MLT também apresentou efeito redutor da taxa de
rejeicado de alotransplantes cardiacos em ratos, com aumento na sobrevivéncia do
orgao transplantado (JUNG et al., 2004). Esta Gltima observagao é condizente com a
hipétese paradoxal em vista dos varios efeitos acima citados da MLT, de um papel
“tolerogénico” deste hormonio sobre as DC.

A MLT liga-se a trés receptores especificos, dois de membrana (MT1 e MT2)
e um nuclear (RORa1) (LANOIX; OUELLETTE; VAILLANCOURT, 2006). Tanto MT1
quanto MT2 sao receptores pertencentes a familia das proteinas G, com sete
dominios a-hélice transmembrana e sequéncias pouco conservadas em relacdo a
outros receptores acoplados a proteinas G (GPCR) encontrados (revisto por
BARRET; CONWAY; MORGAN, 2003), os quais, de modo geral, sdo controladores
chave em processos fisioldgicos, tais como transmissdo neuronal, metabolismo
celular, secrecao de substancias, diferenciacdo e crescimento celular (DAULAT et
al., 2007).

Os receptores MT1 e MT2 podem estar presentes como homo ou
heterodimeros nas células de mamiferos (AYOUB et al., 2002). Pozo et al. (2004) ja
relataram a presenca do receptor de membrana MT1 bem como de mRNA para o
receptor nuclear em diferentes células humanas do sistema imune, como PBMCs,
células CD4+, CD8+, CD19+, CD14+ e CD56+. A expressao do receptor MT2, por
outro lado, foi descrita para adipdcitos e células arteriais humanas (BRYDON et al.,
2001; EKMEKCIOGLU et al., 2003). Assim, embora o receptor MT1 parega o melhor
candidato a mediar a agao da MLT sobre a diferenciagdo de PBMC in vitro, ndo se
pode excluir a participacao dos outros dois receptores neste fendmeno.

Como ja mencionado anteriormente, a adi¢cdo de citocinas, como IL-4 e GM-
CSF, favorece a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas imaturas, in
vitro. A via de sinalizacdo, no caso da IL-4, inicia-se com a participacéo do receptor
para IL-4 e parece contar com a participacado de proteinas como as JAK-1 e -3 que
levam a ativacdo da STAT-6 (JIANG; HARRIS; ROTHMAN, 2000) ou através da
fosforilacdo da via Ras/MAPK (Proteina ligadora/proteina quinase ativadora de
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mitdbgeno) que resultara na ativacdo das proteinas quinase MEK e, na sequéncia da
cascata, ERK-1 e ERK-2 que no nucleo ativam a expressao de genes como c-fos
(NELMS et al., 1999) e fatores de transcricdo como fator nuclear (NF)-k-B (INOUE et
al., 2004).

Para a citocina GM-CSF, a ligagdo com o receptor também pode ativar a
proteina JAK-2 que ativa, neste caso, STAT-5 (SAKURAI; ARAI; WATANABE, 2000)
ou, como também ocorre com a IL-4, a sinalizagdo pode ocorrer através da via
Ras/MAPK via receptor para GM-CSF, culminando também com a ativagdo na
cascata de proteinas como MEK e ERK (LIU et al., 1999). Na verdade, tem-se
descrito a via Raf/MEK/ERK como muito relevante para a diferenciacdo e
sobrevivéncia de DC imaturas derivadas de PBMCs (XIE et al., 2005).

Por outro lado, para a ativagcdo das DCs, desempenham papel relevante
fatores de transcricdo como, por exemplo, 0 NF-k-B e a proteina ativadora (AP)-1
(JANSSENS et al., 2003), além de fatores reguladores de interferon (IRF) (GORIELY
et al., 2006), envolvidos com a producdo de citocinas pelas mesmas (GAUTIER et
al., 2005). Estao também envolvidas a via p-38 MAPK (ARDESHNA et al., 2000) e a
via da quinase da porcao N-terminal de c-Jun (JNK) (NAKAHARA et al., 2004),
ambas regulando a expressao de moléculas como CD80, CD83 e CD86, e a familia
das proteinas quinase (PK) C (LIN et al., 2007), relacionadas com a diferenciacao de
monocitos em DCs.

Ja foi descrita a ativagao da via das MAPK/MEK de modo MLT-dependente
na agregacao de pigmento em melanéforos de rdas da espécie Xenopus laevis
(ANDERSSON; SVENSSON; KARLSSON, 2003), da mesma forma que em células
da linhagem tumoral de mama MCF-7 (CHAN et al., 2002). Nestas células tumorais,
mostrou-se que a MLT é capaz de ativar a JNK, o que pode indicar um mecanismo
de acado da MLT na diferenciacdo de DCs, uma vez que esta mesma quinase esta
relacionada com o aumento das moléculas de superficie CD80, CD83, CD86 e CD54
durante a ativacdo de DCs pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (NAKAHARA et
al., 2004). E relevante notar que esta mesma via (MEK/ERK-1 e -2) pode ser ativada
também pelo receptor MT2, ao menos em osteoblastos humanos (RADIO;
DOCTOR; WITT-ENDERBY, 2006), abrindo-se assim, mais uma possivel via de
influéncia da MLT sobre a geracdo de DCs. E, mais recentemente, outro trabalho
relatou o envolvimento da MLT sobre a via Jak/STAT, mais especificamente a
Jak2/STAT-3, cuja ativagéo pela MLT reduz o dano oxidativo mitocondrial atenuando
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a injuria miocardica por isquemia/reperfusdo (YANG et al., 2013), e também o dano
por estresse oxidativo em células Huvec (DUAN et al., 2013).

Retornando ao papel do fator de transcricao NF-k-B nas DCs, ha relatos de
que a inibicdo do componente RelB, impede sua translocagéao para o nucleo, o que
diminui levemente a expressdo de CD80 e, intensamente, a expressao de CD40,
diminuindo a capacidade das DCs estimularem a proliferacdo e ativar Lys T
(HERNANDEZ et al., 2007). Sabe-se, por outro lado, que a inibicdo do fator de
transcricao NF-k-B pela MLT € um fator de inibicdo do crescimento in vitro de células
de glioma (MARTIN et al., 2006). Em modelo animal de trauma de cranio, a MLT
atenuou a ativacao dos fatores NF-k-B e AP-1, protegendo neurénios da oxidacao
(BENI et al., 2004). Esta acdo da MLT sobre estes fatores de transcricao também
indica mais uma via potencial de acao desta substancia sobre a biologia das DCs,
visto que o equilibrio entre NF-k-B e JNK/AP-1 ja foi descrito como necessario a
sobrevivéncia deste tipo celular (KRIEHUBER et al., 2005), acées que apontam para
uma tendéncia reguladora da substancia, talvez relacionada com a homeostase.

A diferenciacdo de PBMC em DC pelo uso de GM-CSF e IL-4 é indicada pela
diminuicdo da expressao de moléculas CD14 e aumento da expressdo de CD1a
(PEREIRA et al., 2005), gerando células em cachos, semi-aderentes, apresentando
dendritos, com aumentada expressédo de moléculas do MHC de classe Il (HLA-DR),
DC-SIGN (CD209), o receptor para manose homologo ao de macréfagos (DEC-205),
bem como elevada capacidade endocitica, mesmo frente a baixas concentracoes de
antigenos (AHN; AGRAWAL, 2005). Com a adicdo de TNF-a, para a maturacgao,
ocorre a diminuigdo de moléculas de membrana CD1a e expressdo de moléculas
CD83 (ZHOU; TEDDER, 1996), bem como aumento na expressao de moléculas
CD80, CD86 e acentuada diminuicao da taxa de endocitose (PEREIRA et al., 2005),
além da expressao do receptor de quimiocinas, CCR7 (DIEU-NOSJEAN et al.,
1999).

Em estudo anterior, verificou-se que a MLT induz, em PBMCs de doadores
sadios, modificagdes fenotipicas que sdo compativeis com uma diferenciacéo para
DCs, mas, ao mesmo tempo que DC diferenciadas sob acdo da MLT apresentam
maior produgéo de IL-10 (GONZALEZ, 2006). No entanto, a simples diferenciagéo
nao fornece informagbes precisas e detalhadas do funcionamento destas células.
Um detalhamento mais amplo do fenétipo destas células por meio de uma analise
mais apurada das moléculas de membrana que indiquem a diferenciacao das PBMC
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em DCs, bem como a avaliacdo da melhor concentracédo de MLT a ser utilizada nas
culturas foram, entdo, as etapas iniciais de desenvolvimento do presente trabalho.
Aléem do efeito direto da MLT ainda consideramos os efeitos indiretos da mesma, na
inducdo de um aumento de sensibilidade das PBMCs a citocinas presentes no meio
e capazes de leva-las a diferenciagdo em DCs (receptores para as citocinas GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Também o estado de “maturacéo” das DCs foi investigado, ndo
s6 pelo fendtipo de membrana das células, mas também pela avaliacdo da funcao
linfo-estimuladora das mesmas e pelo perfil das citocinas produzidas pelas DCs ou
em co-culturas das mesmas com Linfécitos T. Dada a possibilidade de um
comportamento tolerogénico das DCs sob acdo da MLT, buscamos também
identificar a presenca de linfécitos T reguladores (CD4+ CD25+ FoxP3+),
relacionados com a immunorregulagao e supressao (LEHNER, 2008; RAMOS et al.,
2012).

Ainda com relacao ao tipo de linfocitos sujeitos a acao das DCs e que podem
proliferar sob estimulo destas, embora haja sugestdo de um comportamento
tolerogénico, nao se pode deixar de lado o aspecto de polarizacdo destes linfocitos
quanto a outros subtipos como os ja conhecidos linfécitos Th1 e Th2, e que além
das citocinas que os caracterizam (IFN-y e IL-4, respectivamente), também contam
com fatores de transcricdo associados como Tbet para linfécitos Th1 e Gata-3 para
Th2 (revisto por AMSEN; SPILIANAKIS; FLAVELL, 2009)

Além do estudo do fenétipo e funcao, buscou-se esclarecer o mecanismo pelo
qual a MLT age. Ja foi relatado que a via de transducao de sinal da MLT partilha
com as vias da IL-4 e GM-CSF moléculas em comum, como ERK-1 e ERK-2,
estabelecendo assim um elo de ligacao entre MLT e citocinas utilizadas no processo
de diferenciacédo e ativagao. Assim, avaliou-se a presencga das moléculas STAT-6 e
STAT-5, relacionadas as citocinas IL-4 e GM-CSF, respectivamente.

Em conclusao, portanto, o presente trabalho objetivou investigar o papel da
MLT na diferenciagdo in vitro de PBMC, analisando o fenétipo de membrana e o
papel funcional das células, ao mesmo tempo em que procurou acrescentar algum
conhecimento sobre as vias de sinalizacdo envolvidas nesta diferenciacdo sob acao
da MLT.
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1.1 Objetivos

Investigar a acdo da MLT no processo de obtengdo de DCs derivadas de
PBMCs.

1.2 Objetivos especificos
Caracterizar o fenétipo de membrana das células obtidas, caracteristicas

funcionais destas, potenciais vias de sinalizacdo envolvidas, e o padrao de citocinas
produzidas no processo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Casuistica

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) utilizadas para os
experimentos foram obtidas de cadmaras de leucorreducao, originadas como residuo
no processo de plaquetoferese realizado no Banco de Sangue do Hospital Aleméao
Oswaldo Cruz, que seriam destinadas ao descarte. Foram utilizadas camaras de
leucoreducao de um total de 52 doacgdes, de individuos sadios apds consentimento
por escrito destes. Este projeto foi submetido & avaliacdo pela Comissdo de Etica
em Pesquisa, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&ao Paulo,
com Parecer de numero 820 emitido em 12 de dezembro de 2007.

2.2 Isolamento de células mononucleares

Para purificacdo de PBMC, o produto da plaquetoferese dos doadores foi
colocado em tubos plasticos cénicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no
fundo, 10 mL de Ficoll-Paque™ Plus (GE-Healthcare densidade 1.077 +/- 0,001
g/mL). O material foi centrifugado a 900 g, por 30 minutos, a 18 °C e a camada de
células mononucleares formada foi retirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur
estéril de plastico. O produto obtido foi lavado trés vezes em meio RPMI 1640, pH
7,2 (Gibco Brl — Life Technologies, Grand lIsland, NY) com centrifugacdo a
velocidades decrescentes (290 g, 244 g e 163 g) por 10 minutos cada vez e, o botao
celular ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 1% de L-
glutamina (2 nM) e 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco Brl — Life Technologies),
pH 7,2 (meio R-10) e a viabilidade celular testada com Azul de Trypan (0,4% -
Sigma) 1:1.

2.3 Cultura para diferenciacao/ativacao de células dendriticas
As células mononucleares obtidas como anteriormente descrito foram

enriguecidas por aderéncia a placas plasticas de seis pocos, em meio R-10, por um

periodo de duas horas, em estufa a 37 °C, com atmosfera contendo 5% de CO, e
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saturada de agua. Apds esse periodo, as células ndo aderentes foram coletadas e
congeladas a -70 °C, em meio contendo 30% de SFB e 10% de DMSO, para
posterior utilizagdo em ensaios para avaliacao da resposta linfocitaria (BARBUTO et
al., 2002; NEVES et al., 2005; PALUCKA et al., 1998), e as aderentes cultivadas em
meio de cultura contendo fatores capazes de induzir sua diferenciacdo em DCs.
Neste ponto, o protocolo usual requisita o acréscimo das citocinas IL-4 e GM-CSF
(PeproTech, Rocky Hill, NJ), para a diferenciacdo das células dendriticas. Usamos
as concentracdes de 50 ng/mL para cada citocina. A MLT (Sigma-Aldrich St. Louis —
MO - USA) foi usada em concentracdes de 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1 pM, 100 nM, 10
nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM e 1 pM, com a finalidade de se encontrar uma dose
potencialmente mais efetiva. Inicialmente a MLT foi usada isoladamente, sem o
acréscimo de citocinas e adicionada nos mesmos momentos em que se adicionou
GM-CSF e IL-4 as culturas suplementadas com citocinas. Essas culturas foram
mantidas por cinco dias e, com a finalidade de se observar a maturagdo de DCs,
foram adicionadas as culturas, a partir do 5° dia, a citocina TNF-a (PeproTech,
Rocky Hill, NJ) ou, no caso dos grupos suplementados com MLT, a MLT foi
adicionada nas mesmas doses utilizadas na etapa de diferenciacado (1 mM; 100 uM;
10 uM; 1 uM; 100 nM; 10 nM; 1 nM; 100 pM; 10 pM; 1 pM). Como controle negativo
da diferenciacdo PBMCs foram mantidas em meio de cultura sem adicdo de
citocinas ou MLT. Numa segunda etapa desta avaliacdo a MLT foi adicionada na
etapa de adesdao das PBMCs as placas de cultura, seguindo a mesma faixa de
concentragdes mencionada acima. Nesses experimentos a MLT utilizada para
estimulo das células mononucleares foi removida apds decorridas as duas horas da
etapa de adesédo e, a partir deste momento, as culturas ndo receberam mais
qualquer dose de melatonina, sendo suplementadas com meio contendo citocinas
para diferenciacdo (GM-CSF e IL-4). A MLT, nesta etapa, foi usada em
concentragdes de 100 uM, 1 nM ou 10 pM, com a finalidade de se avaliar estas
doses anteriormente selecionadas e encontrar uma dose potencialmente mais
efetiva. Essas células foram mantidas em cultura por cinco dias e, para a obtencao
de DCs maduras, foi adicionada as culturas, a partir do 5° dia, a citocina TNF-a.
Alguns experimentos foram feitos com doses variadas de IL-4 (50 ng (usual); 25 ng;
12,5 ng; 6,25 ng ou 3,125 ng/mL) com a finalidade de avaliar se a presenga de maior
quantidade de receptores para IL-4, encontrada em células que estiveram em
contato com MLT, provoca uma diferenciagdo mais acentuada das células em
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cultura. Outros experimentos receberam Luzindol, um inibidor dos receptores de
membrana (MT1 e MT2) na concentracado de 50 pM, durante uma hora (RADOGNA
et al., 2009; ROSEN et al., 2012), antes da etapa de adesao de duas horas em meio
contendo MLT, com a finalidade de inibir a acdo desta substancia. Apo6s essa etapa,
as células tiveram o meio contendo Luzindol e MLT retirados e foram adicionadas as
citocinas, como ja descrito acima. Em todas essas culturas, as células foram
mantidas por cinco dias e, para a obtencdo de DCs maduras, foi adicionada, a partir
do quinto dia, a citocina TNF-a e as culturas foram mantidas até o sétimo dia. Foram
coletadas aliquotas dos sobrenadantes de cultura nos quinto e sétimo dia e
armazenados para posterior andlise das citocinas produzidas. As DCs obtidas no
sétimo dia de cultivo foram analisadas quanto a presenca das moléculas de
membrana conforme mencionado abaixo. Todos os experimentos foram realizados
em capela de fluxo laminar, em auséncia de luz ambiente artificial e baixa

luminosidade natural (como precaucao quanto a degradacéao da MLT).

2.4 Coleta e analise fenotipica das células

Ap6s o quinto ou sétimo dias de cultura o sobrenadante foi retirado,
adicionado meio RPMI fresco e as células coletadas por meio de pipetacéo vigorosa.
As células foram colocadas em tubos, e centrifugadas por 10 minutos a 153 g. Apés
centrifugagao, as células foram ressuspendidas em 1 mL de R-10 e em seguida
quantificadas e a viabilidade analisada utilizando-se o método de exclusdao do Azul
de Trypan, conforme mencionado anteriormente.

Para a determinacao do fenétipo de membrana, as células foram marcadas
utilizando-se anticorpos monoclonais especificos. Como controle, foi feito uso da
autofluorescéncia das células. Analisou-se a expressao de diferentes moléculas de
membrana com os anticorpos: anti-HLA de classe | (BD Biosciences — San Jose -
CA - USA), anti-HLA de classe Il (BD Biosciences), anti-CD1a (BD Biosciences),
anti-CD3 (BD Biosciences), anti-CD19 (BD Biosciences), anti-CD56 (BD
Biosciences), anti-CD11c¢ (BD Biosciences), anti-CD14 (BD Biosciences), anti-CD16
(BD Biosciences), anti-CD40 (BD Biosciences), anti-CD80 (BD Biosciences), anti-
CD86 (BD Biosciences) anti-CD83 (BD Biosciences), anti-CD123 (BD Biosciences),
anti-CCR7 (BD Biosciences), anti GM-CSF-R (CD116 - BD Biosciences), anti IL-4R
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(CD124 - BD Biosciences), e anti-TNF-a-R (CD120b - BD Biosciences), anti-CD209
(BD Biosciences), anti-CD274 (BD Biosciences).

Cerca de 2 x 10° células de cada grupo foram colocadas em tubos de 1,5 mL
e centrifugadas por 10 minutos a 153 g, a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e
adicionou-se o anticorpo especifico para o marcador de interesse, diluido em 25 pL
de tampao para citometria (PBS, 0,5% de soroalbumina bovina (Life Technologies) e
0,02% de azida sodica — PBS-BSA 0,5%); as células foram incubadas por 20
minutos a 4 °C, protegidas da luz. Com o término do periodo de incubacao, as
amostras foram lavadas duas vezes em um volume de 100 ulL/tubo de tampé&o para
citometria (PBS/BSA 0,5%), fixadas em tampéao para citometria contendo 2% de
paraformaldeido (200 uL/tubo) e armazenadas até a aquisicado em citobmetro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Para andlise utilizou-se o software
FlowJo versao 8.7 (TriStar Software) usando a exclusao por meio de negativacao de
linhagens contendo os marcadores CD3, CD14, CD19, CD56 (Lineage Negative) e
parametros de tamanho e granulosidade compativeis com DC.

Foi utilizado um indice representativo da intensidade média de fluorescéncia
(MFI), (uma medida da quantidade de moléculas por célula, ou seja, uma medida
relativa desta expressao). Este indice de expressao foi estabelecido por meio do
produto da porcentagem pela MFI da amostra, dividido pelo resultado do mesmo
processo feito para o controle. Como exemplificado pela formula abaixo:

) Porcentagem de Céls. Positivas na Amostra x MFI da Amostra
Indice de Expressao =

Porcentagem de Céls. Positivas no Controle x MFI do Controle

Utilizou-se, como controle, DCs que foram cultivadas com citocinas, mas que
nao receberam MLT em nenhuma etapa do processo (0 valor de referéncia é igual a
1 e é resultado da férmula acima, onde os valores da “amostra” sdao iguais aos do
controle).

2.5 Separacao imunomagnética de linfécitos
Células nao aderentes congeladas a partir de culturas anteriores ou obtidas

frescas de camaras de leuco-reducdo por separacdo por gradiente, como
mencionado para a obtencdo das PBMCs, foram submetidas a separacao
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magnética. Utilizou-se colunas magnéticas recomendadas para uso no kit “Pan T
Cell Isolation Kit II” (Miltenyi Biotec, CA — USA). Resumidamente, foi determinado o
namero de células ndo aderentes para a obtencdo dos linfocitos, as quais foram
centrifugadas a 300 g por 10 minutos e seu sobrenadante pipetado completamente.
As células obtidas foram ressuspendidas em 40 uL de tampao apropriado (PBS-
BSA 0,5%, pH 7,2, e 2 mM EDTA, 4-8 °C), até o total de 10’ células. Foram
adicionados a seguir 10 uL do coquetel de anticorpos (anti-CD14, CD16, CD19,
CD36, CD56, CD123 e glicoforina A), até um total de 10" células. O contetido foi
agitado e incubado por 10 minutos a temperatura de 4-8 °C. Decorrido este periodo,
foram adicionados 30 uL de tampdo e em seguida 20 microlitros de anti-biotina
Microbeads (sempre observando a quantidade proporcional de 10’ células),
homogeneizado e incubado por mais 15 minutos a temperatura de 4-8 °C. Apds o
tempo necessario, foi adicionado o tampao em volume de 10-20 vezes para lavagem
das células e centrifugadas a 300 g por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado por
pipetacao e o pellet ressuspendido em 500 uL de tampao, procedendo-se entdo a
passagem através da coluna para obtencdo de linfécitos T-CD3 positivos

purificados, que foram usados nos ensaios de proliferagao.
2.6 Avaliacao da funcao aloestimuladora

Como células estimuladoras nestes ensaios foram utilizadas as DCs obtidas
por cultura de PBMCs aderidas como mencionado acima. Estas foram colocadas na
concentragdo de 1 x 10° células/poco, em placas de 96 pocos de fundo em U. Como
células respondedoras foram usados os linfécitos T alogenéicos (1 x 10*
células/pogo), purificados dentre as células ndo-aderentes de individuos diferentes,
através da separacdo magnética conforme descrito acima. Antes de serem
colocados em co-cultura os linfocitos foram corados com éster de succinimidil-5-(e—
6)-diacetato de carboxifluoresceina (CFSE — Invitrogen — Carlsbad — CA - USA)
(LYONS; PARISH, 1994; LYONS, 2000), para que a reducao deste fluorocromo, a
cada divisdo, fornecesse um valor menor da média geométrica nas células que
proliferaram e, com isso fosse calculado um indice de proliferacdo. As co-culturas
foram mantidas por cinco dias em estufa saturada de agua, a 37°C e contendo 5%
de CO,. Apds esse periodo as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 (BD
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Biosciences), anti-CD8 (BD Biosciences), anti-CD25 (BD Biosciences), (anti-CD279
(PD-1) BD Biosciences), e anti-FoxP3 (BD Biosciences). Para analise desta ultima
molécula, as células ndo foram marcadas com CFSE. Os sobrenadantes das co-
culturas foram armazenados a -20 °C para posterior analise das citocinas.

A proliferacdo foi verificada através de citometria de fluxo (FACScalibur —
Becton Dickinson, Palo Alto, CA) e, a andlise realizada usando-se o software FlowJo
versao 8.7 (TriStar Software). O resultado da proliferacdo foi determinado através
do calculo de um indice de proliferacao, obtido pela divisdo da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia de linfocitos T corados com CFSE cultivados sem
estimulo (selecionados por tamanho e granulosidade) pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia de células, da mesma regido, das co-culturas
(estimulados).

indice = [MFI do Controle (Lys Sem Estimulo)

“MFI daKmostra (Lin Estimaados)
2.7 Avaliacao da presenca de citocinas nos sobrenadantes

As citocinas foram avaliadas através da andlise do sobrenadante das culturas
de DCs e das co-culturas de DCs com Lys T alogenéicos. Para os sobrenadantes de
culturas de DCs investigou-se a presenca das citocinas IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 e TNF-a. Para os sobrenadantes das co-culturas de DCs com Lys as
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17A. Foram usados os kits “BD
Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit” e “BD Cytometric
Bead Array (CBA) Human Th1, Th2 e Th17 Cytokines Kit” para andlise dos
sobrenadantes de DCs e das co-culturas, respectivamente. Foram seguidas as
instrucées do fabricante na execucdo do ensaio. Resumidamente, os padrbes
liofilizados de cada kit foram reconstituidos com 2 mL de Diluente do Ensaio, e
mantidos por 15 minutos em temperatura ambiente, apds o que sdo misturados por
pipetacdo suave. Em oito tubos de 12 x 75 mm foram adicionados 300 pyL de
Diluente do Ensaio e em seguida foram colocados 300 uL do Padrdo Top em outro
tubo de 12 x 75 mm e, a partir deste, foi iniciada uma diluicao seriada em oito tubos
a partir de 1:2 até uma diluicdo de 1:256, para obtencdo da curva padrdo. As
“Beads” de Captura foram misturadas agitando-se vigorosamente e adicionando-se

50 uL a todos os tubos de amostras. Foram adicionadas também 50 uL das diluicoes
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padrdo das citocinas inflamatérias aos tubos controles e mantido um tubo sem
adicdo para o controle negativo, também foram adicionados 50 yL do Reagente de
Deteccéo de Citocinas-PE a todos os tubos. Procedeu-se a uma incubagao de trés
horas, em temperatura ambiente e protegida da luz. Decorrido o tempo de
incubacgéo, todos os tubos foram lavados com 1 mL de tampéo de lavagem, por
centrifugagéo a 200 g por cinco minutos. Descartou-se o sobrenadante de cada tubo
e em seguida o pellet foi ressuspendido em 300 uL de tampéo de lavagem para
aquisicao por meio de citometria de fluxo em equipamento FacsCanto (BD
Biosciences) e analisado através do software FCAP Array (BD Biosciences).

2.8 Analise de moléculas presentes no citoplasma por meio de Citometria

Células obtidas sob diferentes tratamentos foram retiradas das placas de
cultivo e submetidas a analise de moléculas intracitoplasmaticas como STAT-5 (anti-
STAT-5 BD Biosciences-Phosflow - San Jose — CA — USA), STAT-6 (anti-STAT-6
BD Biosciences-Phosflow) e ERK-1 e -2 (anti-ERK 1/2 BD Biosciences-Phosflow).
De modo resumido, as células retiradas das culturas foram transferidas para tubos
plasticos de 1,5 mL. Foram centrifugados por cinco minutos em velocidade de 1258
g, 25 °C, para agrupamento do pellet. Quando necessario, as ceélulas foram
marcadas externamente com anticorpos de citometria para avaliacao do fenétipo de
membrana (procedimento para marcacao extracelular mencionado acima). Apés a
marcagdo extracelular as células foram lavadas com 500 yL de PBS 1X e
centrifugadas a 1258 g por 5 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi descartado, o
excesso retirado com auxilio de uma pipeta e as células ressuspendidas em 100 yL
de solucéo fixadora Lysefix® ou Cytofix® (BD Biosciences — San Jose — CA — USA -
conforme indicado na bula para o tipo do anticorpo) e, em seguida, incubados por 10
minutos em estufa a 37 °C. Apdés a incubacdo, foram submetidos a nova
centrifugagédo a 1258 g por cinco minutos a 25 °C. Apds descarte do sobrenadante, o
excesso foi retirado com pipeta e foram acrescentados 100 pL de solugcao
permeabilizadora PermFix® (BD Biosciences — San Jose — CA — USA) e os tubos
foram mantidos por 30 minutos no gelo. Decorrido o tempo de incubacéao as células
foram centrifugadas a 1258 g por cinco minutos e ressuspendidas em 500 uL de
PBS 1X e centrifugadas a 1258 g por cinco minutos a 25 °C, duas vezes. Na ultima
lavagem o tubo foi virado contra uma folha de papel absorvente com o propésito de
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eliminar possivel excesso de tampdo. Sobre o sobrenadante que ainda
permanceceu no tubo foram adicionados 2 uL do anticorpo ligante da molécula de
interesse e incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. A seguir as células
foram lavadas por duas vezes com 500 uL de PBS 1X (1258 g por 5 minutos a 25
°C). O pellet obtido ao final da centrifugacao foi ressuspendido em 400 pL de
Tampéao PBS-BSA 0,5% sem formaldeido e a leitura feita em Citdmetro de Fluxo em

até duas horas.

2.9 Analise de fatores de transcricao presentes em Lys por meio de Citometria
Intracelular

No caso dos linfécitos foram usados os anticorpos anti-FoxP3 (BD
Biosciences), anti-Tbet (BD Biosciences) e anti-Gata-3 (BD Biosciences). As células
foram lavadas incialmente e ressuspendidas em 50 mL de tampao de lavagem
(PBS-BSA 0,5%) com a quantidade necessaria de anticorpos para ligacdo as
moléculas extracelulares de interesse. Ap6s incubacao de 30 minutos na geladeira,
foram lavadas novamente com 300 uL de Wash Buffer® (BD Biosciences — San
Jose — CA — USA) e centrifugadas a 4 °C e 13000 rpm (spin 10 s). Lavadas com
mais 300 uL de Wash Buffer®, ressuspendidas em 300 uL de PermFix® e incubadas
em geladeira por 30 minutos, envoltas em folha de aluminio. Decorrido o tempo de
incubacdo foram novamente lavadas com 300 yL de Wash Buffer®, centrifugadas
em modo spin e acrescidas de 25 yL de Wash Buffer® com os anticorpos
intracelulares, seguidas de incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente,
lavadas duas vezes com 300 yL de Wash Buffer® e ressuspendidas em 300 pL
PBS-BSA 0,5% sem formaldeido e a leitura feita em Citémetro de Fluxo em até 2

horas.

2.10 Determinacao de citocinas através de ensaio imunoenzimatico do tipo
Elisa

Foi utilizado o método ELISA para quantificacdo das citocinas nos
sobrenadantes armazenados previamente. Optou-se por kits Elisa RD Systems®.
Resumidamente, os anticorpos de captura para cada citocina foram diluidos na
concentragdo de trabalho em PBS sem proteina carreadora (sem BSA), conforme
indicacao do fabricante. Uma microplaca de 96 pocos foi coberta com 100 uL por
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poco do anticorpo de captura diluido, envolvida em filme plastico e incubada
overnight a temperatura ambiente.

Decorrido o tempo de incubagao, cada poco foi aspirado e lavado por trés
vezes com 400 pyL de tampéao de lavagem (PBS-Tween 20 0,05%), removendo-se
totalmente o liquido a cada lavagem. Depois da ultima lavagem o liquido foi
removido totalmente, por aspiracdo ou por inversdo da placa e movimentacado
vigorosa contra folhas limpas de papel absorvente. Em seguida realizou-se o
bloqueio das placas adicionando-se 300 uL de tampao de bloqueio (1% BSA em
PBS com 0,05% NaNs) a cada poco e incubando em temperatura ambiente por, no
minimo, uma hora. Novamente repetiu-se a etapa de aspiracdo/lavagem descrita
acima, e adicionou-se a seguir 100 pyL por pogco de amostra ou do padrdo. As placas
foram cobertas com filme plastico e incubadas por duas horas em temperatura
ambiente. Decorrido o tempo de incubacdo foi repetida a etapa de
aspiracao/lavagem e foram adicionados 100 uL, em cada pog¢o, do anticorpo de
deteccao diluido como orientado pelo fabricante. As placas foram novamente
cobertas com filme plastico e incubadas por duas horas em temperatura ambiente.
Em seguida foi repetida a etapa de aspiracao/lavagem e adicionados 100 uL de
Streptavidin-HRP em cada poco. As placas foram cobertas com folha de aluminio e
incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente, sempre evitando a luz direta.
Repetiu-se o processo de aspiragao/lavagem e acrescentou-se a cada poc¢o 100 uL
da solucéo substrato e incubou-se por mais 20 minutos em temperatura ambiente
coberto com folha de aluminio evitando a luz direta. Ap6s o tempo de incubacao
foram adicionados 50 uL de Solugédo de Parada (Stop Solution) em cada poco e as
placas foram agitadas suavemente para garantir uma boa mistura. A densidade
Optica foi medida imediatamente usando-se um espectrofotdmetro com leitor de
microplacas ajustado para 450 nm.

2.11 Caracterizacao da morfologia de DCs por meio de microscopia de
fluorescéncia

As laminulas a serem utilizadas foram previamente preparadas, lavando-as
com agua e detergente neutro, sendo o excesso de agua retirado e em seguida
foram flambadas com alcool. Apds esta etapa, foram tratadas por 20 minutos com 50
uL de poli-L-lisina, para que as DCs cultivadas se mantivessem aderidas. As
laminulas tratadas e secas foram colocadas em placas de 24 pocos e as PBMCs
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plagueadas sobre as mesmas. Decorridos os sete dias de cultura, mantendo-se os
procedimentos de cultura para obtencédo de DCs, as laminulas foram lavadas com 1
mL de PBS 1X, suavemente e em temperatura ambiente. O PBS 1X foi retirado e
aos pocos foram acrescentados 300 pL de paraformaldeido (PFA) 4% por 20
minutos em temperatura ambiente. Decorrido o tempo de incubagdo em PFA, os
pocos foram lavados novamente com PBS 1X, e mantidos em 1 mL de PBS 1X.
Foram retiradas as laminulas dos pogcos e mantidas em uma camara Umida
(improvisada com placa de Petri revestida com folha de aluminio, forrada em seu
interior com parafilme na base e papel umedecido na tampa). Foram realizados dois
bloqueios sequenciais de uma hora cada. O primeiro com 50 yL de PBS-BSA 1%
(temperatura ambiente) e o segundo com 50 yL de PBS-Glicina 1% (temperatura
ambiente), tomando se o cuidado de secar as laminulas a cada troca de bloqueio ou
lavagens efetuadas. Apdés os bloqueios, as laminulas foram incubadas com o
anticorpo primario anti-CD209 (Sigma-Aldrich - USA) diluido em 50 uL (1:500) de
PBS ultrafiltrado e incubados por 30 minutos. Para lavagem das laminulas, apds
esta incubacao, fez-se uso de dois bequers contendo PBS 1X, dois contendo PBS-
Tween 20 0,1% e dois contendo agua MilliQ® (Millipore — USA), A lavagem se deu
por imersao de cada laminula por 15 vezes em cada bequer. Em seguida, foi feita a
incubagdo com o anticorpo secundario fluorescente Alexa Fluor 633 (Invitrogen,
USA) diluido em PBS (1:6000), por 30 minutos e posteriormente seguiram-se as
lavagens por imersdo das laminulas. Finalizando o processo, as laminulas foram
previamente identificadas e colocadas com sua superficie voltada para a lamina
contendo uma gota de Prolong acrescido de DAPI (Invitrogen, USA). Como controle
negativo da reacdo, o anticorpo primario ndao foi adicionado a mesma. Apoés a
secagem, as laminulas foram vedadas em suas bordas e armazenadas a -20 °C.

2.12 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram analisados com base nas médias e
analise da variancia quando apresentaram distribuicdo normal, seguido pelo pés-
teste de Tukey quando p < 0,05 e, quando nado houve distribuicdo normal, foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn.

Os gréaficos e dados estatisticos foram obtidos com auxilio do programa
GrafPad Prism Software V.5.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao e caracterizacao das células mononucleares apos sete dias de
cultura com melatonina (dados nao mostrados)

Inicialmente a proposta era a de realizar culturas com a utilizagdo da MLT por
um periodo de sete dias, durante o qual as PBMCs obtidas de doadores saudaveis
permaneceriam em contato com a MLT. Para o controle positivo dos efeitos da MLT
sobre as células cultivadas foram mantidas células em cultura com as citocinas
usuais GM-CSF e IL-4 para diferenciacdo, bem como TNF-a para ativacdo. Como
um controle negativo mantivemos as PBMCs em cultura sem qualquer
suplementacao, quer seja de citocinas ou de MLT. Culturas mantidas com MLT
apresentaram maior frequéncia de células expressando CD83, importante molécula
indicadora da maturacao de DCs, porém nao foi observado aumento correspondente
na MFI destas células quanto a presenca dessa molécula. A frequéncia de células
apresentando a molécula CD80, importante na funcao co-estimuladora de linfécitos,
apresentou uma tendéncia a diminuicdo, acompanhada por uma diminuicdo da
expressdao da molécula em cada célula (determinada pela intensidade média de
fluorescéncia ou MFI). Em algumas concentracbes nao foi detectada nenhuma
frequéncia de células apds analise. Estes dados podem indicar que é possivel haver
um efeito inibidor da expressao desta molécula nas células cultivadas com MLT.

Ja a presenca de células expressando CD86, também importante na funcao
co-estimuladora de linfocitos pelas DCs, manteve-se em niveis préximos dos obtidos
para culturas tratadas com citocinas, porém com alguma tendéncia a diminuicao de
sua porcentagem para algumas concentracoes de MLT. Esse efeito redutor também
foi observado ao se analisar as MFls para o CD86.

Outra molécula que indica que as DCs estdo em um estado maduro é o
receptor para quimiocinas CCR7, cuja andlise apontou uma fraca expressao.

De modo semelhante ao CCR7, constatou-se uma baixa porcentagem de
células expressando CD1a. No entanto, essa baixa frequéncia de células
expressando CD1a é esperada apéds tratamentos das culturas com TNF-a (ZHOU,;
TEDDER, 1996). Esta observacdo também foi possivel em culturas tratadas com
MLT, principalmente nas concentracdes abaixo de 1mM, quando comparadas as
células tratadas com citocinas.



42

Houve pouca expressao de CD40, molécula também relacionada com a
ativacao de linfocitos, com tendéncia a diminuicao da presencga da porcentagem de
células CD40 positivas em culturas tratadas com MLT, embora a expressao para o
grupo controle, tratado com citocinas, também tenha se apresentado reduzida.

Moléculas relacionadas a apresentacdo de antigenos foram determinadas
pela marcagdo de anticorpo anti-HLA-ABC, representando o MHC de classe |I.
Culturas que receberam MLT (1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM e 100 pM, 10 pM, 1 pM)
apresentaram porcentagem de células expressando HLA-ABC acima das médias
das culturas que receberam citocinas, o que foi acompanhado pela MFI destas
culturas em relagéo as culturas com citocinas.

Embora alguns experimentos tenham se mostrado com baixa frequéncia de
células expressando alguns marcadores ou apresentaram-se com baixa MFI, foram
selecionadas algumas doses para que se iniciasse um refinamento da avaliacdo da
atividade da MLT em culturas de mondcitos. Assim, optou-se por culturas que
apresentaram uma média semelhante, umas entre as outras, das moléculas
relacionadas com apresentacdo de antigenos HLA-DR (MHC de classe Il), que é
utilizada para definir as populacdes de DCs, durante a analise das leituras feitas por
citometria de fluxo. Como também foi observada a presenca de outra molécula
relacionada com apresentacdo de antigeno em nossos experimentos representados
pelo marcador HLA-ABC (MHC de classe 1), optou-se por definir algumas
concentracdes de MLT a partir destes resultados para a frequéncia e expressao de
moléculas apresentadoras de antigenos. Trés experimentos foram realizados
seguindo-se 0 mesmo padrdo de concentracao tanto de citocinas quanto de MLT e
foi possivel constatar, apés analise dessas culturas, que as concentracées que
apresentavam um efeito estimulador da expressao de moléculas de superficie de
membrana eram as concentragcdes de 10 picomolar, 1 nanomolar e 1 micromolar,
conforme mostrado nas tabelas 1 e 2. Assim, as concentracbes selecionadas para

0s proximos experimentos foram as concentracées de 10 pM, 1 nM e 1 pM.
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3.2 Caracterizacao das células mononucleares apds cinco dias de cultura com
as concentracoes selecionadas de melatonina

Com intuito de avaliar o fenétipo das células durante a diferenciacao, as
culturas foram analisadas no seu quinto dia quanto a presenca de moléculas
indicadoras da diferenciacdo dessas em DCs.

A figura 1 mostra o tamanho e a granulosidade das células adquiridas no
citbmetro de fluxo, avaliadas pelos parametros de forward scatter (FSC) e side
scatter (SSC). Janelas de andlise (gates) foram desenhadas, portanto, a partir de
parametros de tamanho e granulosidade e as células ali presentes, analisadas.

MONOCITOS DIA 0 MONOCITOS DIA 5 GM-CSF + L4

oY 400 o s 5
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LA S
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e M
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Figura 1 - Dot plots representativos do padrdo da populagédo e os respectivos gates realizados para
andlise do fendtipo das células obtidas apds 5 dias. As células foram analisadas apés separagéo e
antes do ensaio de adesdo, apds culturas mantidas por cinco dias em meio sem adicdo de
substancias (citocinas ou MLT), apds suplementacdo com citocinas (GM-CSF + IL-4) ou apés
suplementagdo com MLT nas concentragdes selecionadas (10pM, 1nM e 1uM).

O resultado da analise de quatro experimentos com culturas mantidas por
cinco dias, quanto a presenca das moléculas de membrana, € mostrado na tabela 1.
Nota-se que ha semelhanca nas frequéncias de células que expressaram HLA-DR
nas diferentes concentracbes de MLT usadas, quando comparadas aos controles

representados pelas citocinas (controle positivo) e a PBMCs mantidas por cinco dias
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em meio de cultura R-10 (controle negativo). Nota-se que o indice de expressao
elaborado para a MFI encontra-se mais elevado para as culturas mantidas com
suplementacdo de MLT, quando comparados ao indice 1 referente ao controle
positivo. Observa-se também que o indice do controle negativo apresenta-se
elevado. Culturas mantidas com MLT 1nM apresentaram maior frequéncia de células
expressando CD11c, embora todos os grupos tenham mantido similaridade entre as
frequéncias. O indice de expressdao manteve valores proximos entre as culturas
estimuladas por MLT. Outra molécula apresentadora analisada, correspondente ao
MHC de classe I, a molécula HLA do tipo ABC teve sua expressao reduzida nas
culturas tratadas com as citocinas, quando se observa sua frequéncia no dia inicial
das culturas (dia 0). Os demais grupos apresentaram frequéncias semelhantes e
indices de MFI bastante elevados em relacdo ao encontrado para as citocinas,
indicando novamente uma provavel influencia da MLT principalmente na
concentracdo de 1 nM. Quanto a presenca de CD80, molécula co-estimuladora, as
frequéncias e os indices encontrados ficaram abaixo do controle positivo, sugerindo
pouco ou mesmo nenhum efeito da MLT sobre essa molécula. A molécula CD86
relacionada igualmente a funcao de co-estimulacao mostrou frequéncias acima do
controle positivo, nos grupos tratados com MLT. No entanto, estas frequéncias foram
semelhantes aos dos grupos nao tratados (dia 0 e dia 5). Com relacdo ao indice
para a MFI culturas mantidas em concentracdo de 10 pM de MLT apresentaram o
indice mais elevado. Para CD40 as frequéncias e indices mais elevados foram
apresentados por células estimuladas com MLT 10 pM e 1 uM. Culturas estimuladas
por citocinas e por MLT 1 nM apresentaram frequéncias e indices semelhantes. A
observacdo de outro marcador para DCs maduras nestas células cultivadas por
cinco dias, a molécula CD83, mostra frequéncias semelhantes entre os grupos nao
tratados e tratados com MLT. Excecdo para culturas mantidas com MLT em
concentracéo de 1 yM, com valor um pouco mais elevado. Culturas estimuladas por
citocinas apresentaram-se com valores bastante baixos quanto a presenca dessa
molécula. Essas culturas também foram analisadas quanto a presenca dos
receptores para as citocinas GM-CSF (CD116), IL-4 (CD124) e TNF-a (CD120).
Pode-se observar que apds o dia inicial das culturas (dia 0) a molécula GM-CSF-R
apresentou frequéncias reduzidas, principalmente nas culturas estimuladas pelas
citocina correspondente. Mondcitos sem estimulo e os estimuladas com MLT

apresentaram frequéncias semelhantes, inclusive para os altos indices apresentados
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para a MFI. Para o receptor da IL-4 constatou-se uma queda nas frequéncias em
relacdo ao dia 0 e, somente as culturas estimuladas com MLT apresentaram alguma
frequéncia de células expressando esse receptor. Culturas sem estimulo até o dia 5
e estimuladas com citocinas nao apresentaram CD124.



Tabela 1 — Frequéncia e indice de MFI em culturas de mondcitos mantidas por cinco dias para geracdo de imDCs.

Mono Dia 0° Mono Dia 5° Citocinas® MLT 10pM MLT ¢1nM MLT ¢1pM
(N-4 (N=4) (N=4 (N =4 (N =4 (N =4
. o indice o indice o indice o indice o indice o indice
Molécula %o MFI %o MFI o MFI o MFI %o MFI o MFI
HADR 9515 225+ 9548+ 352+ 9389+ . . 9643t 482+ 9459+ 243+ 9350% 4152
340 192 411 168 366 * 235 293 598 189 818  2.85
D11 8185+ 1183+ 9027+ 085+ 8472+ . = 8677+ 149% 9156+ 145+ 8849% 149+
942 086 744 080 19,92 * 1329 088 68 069 851 0,89
HLAABG: 8278+ 1982% 8669+ 11775 3355+ . o 8497+ 1897+ 7725+ 12708 7831+ 94,12+
11.86" 829 631 +2218 1321» % 785 2499 1451 +2441 1118 1789
D80 1659+ 1071+ 1068+ 010+ 3638+ . . 2485+ 035+ 1263+ 030+ 2530+ 025%
1534 21,02 2102 020 2778 * 2600 039 2027 056 2664 029
D83 2188+ 1791+ 1582+ 1567+ 808+ ., 1540+ 606+ 1821+ 5338+ 2438+ 4986+
2559 3132 1837 2991 615 * 18,04 109 1973 10510 3090 9701
cosoy 8261+ 319+ 7154+ 157+ 3309+ . 7284+ 185% 6702+ 144:r 6732+ 136%
785 382 860 164 2003## T 1443 202 1519 132 1146 141
cbao 1696+ 144+ 895+ 019+ 1381+ . . 2168+ 065+ 1248+ 078+ 1908+ 162+
1346 181 1790 038 1581 * 1915 073 17,04 100 2356 283
D116 8238+ 6109+ 5520+ 1708+ 805% ., = 6088+ 2473+ 5663+ 1929+ 5644+ 2111+
1108 7779 3690 1865 11,46§ * 4131 2588 3851 2659 37.86  17.67
D120 6611+ 5458+ 1563+ 032+ 2013+ . . 1960+ 061+ 1575+ 051+ 2410+ 109+
1033 8629 2643 038 2410 * 2194 089 2328 060 2827 193
17,23 + 475+ 8,68 + 490 + 14,65 +
CD124 2348 - 9.50 - 0 - 13,32 - 6.84 - 23.86 -

2 Mondcitos obtidos apés separacao por gradiente de densidade; ® Mondcitos mantidos em meio R-10 por 5 dias;

® Monécitos mantidos por 5 dias em R-10 suplementado com GM-CSF e IL-4;  Monécitos mantidos por 5 dias em R-10
suplementado com MLT nas concentragdes descritas. Os valores representam as médias + desvio padrdo de N = 4
experimentos.

* Anova P < 0,0001; ** Teste de Tukey P < 0,05 entre Citocinas e os demais grupos;

# Anova P = 0,0011; ## Teste de Tukey P < 0,05 entre Citocinas e os demais grupos ;

§ Teste de Tukey P < 0,05 entre Citocinas € Mono Dia 0.
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3.3 Caracterizacao das células mononucleares apos sete dias de cultura com
as concentracoes selecionadas de melatonina

Células cultivadas por sete dias receberam as citocinas GM-CSF e IL4 até o
5° dia e TNF-a a partir deste até o 7° dia, quando foram coletadas. Com relacao a
adicao de MLT seguiu-se o0 mesmo critério colocando-a no 1°e 5°dias das culturas.
As células nao tratadas foram mantidas em meio de cultura e sé receberam meio de
cultura como suplementacdo no 5°dia de cultura. Marcacdes para detalhamento do
fendtipo foram feitas para as mesmas moléculas de células cultivadas e analisadas
apos cinco dias. Na figura 2 podemos observar o padrao das populacdes e seus
respectivos gates. A tabela 2 exibe os resultados observados para as culturas de
PBMCs que foram cultivadas durante os sete dias com suplementacao de citocinas
e serviram como controle positivo da diferenciacdo e ativagcdo em DCs. As demais
culturas receberam suplementacdo de MLT e uma delas foi mantida pelo mesmo

periodo somente em meio de cultura R-10.

MONOCITOS DIA 0 MONOCITOS DIA 7 GM-CSF + IL4 +

TNFa
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Figura 2 - Dot plots representativos do padrdo da populagédo e os respectivos gates realizados para
andlise do fenétipo das células apds 7 dias. As células foram analisadas apés separacéo e antes do
ensaio de adesdo; apds culturas mantidas por sete dias em meio sem adicdo de substancias
(citocinas ou MLT); apos suplementacao com citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a); apds suplementacao
com MLT nas concentragdes selecionadas (10pM, 1nM e 1uM).



Tabela 2 — Frequéncia e indice de MFI em culturas de mondcitos mantidas por 7 dias para geracdo de mDCs.

Mono Dia 02 Mono Dia 7° Citocinas® MLT ¢10pM MLT® 1nM MLT® 1uM
(N=95) (N=95) (N=95) (N=5) (N=5) (N=5)
, . indice o indice o indice o indice o indice o indice
Molécula %o MFI 7o MFI o MFI %o MFI %o MFI 7o MFI
HLA DR 96,03+ 302+ 9294+ 336+ 9694t . o 9515+ 379+ 9601+ 257+ 9211+ 367+
3,56 4,66 5,45 3,35 7,56 = 3,60 3,00 1,83 2,41 7,23 3,91

CD11e 8376+ 272+ 7607+ 126+ 7565+ . o 8431+ 164t 8361+ 1,63+ 7270+ 1531
10,55 2,29 18,04 049 1560 + 1259 057 1023 066 27,43 0,88

HLAARC 8524t 7,02+ 6510+ 306 4258+ . o 6536+ 437+ 6418+ 265+ 6690+ 3851
1322 6,74 1924 1,96 14,82 = 17,76 269 18,10 2,03 17,02 233

D80 1721+ 160+ 2036+ 021+ 438+ . o 1554 029+ 1764+ 048+ 1352+ 0,19+
18,73 2,29 1412 017 2516 + 1544 030 1655 044 17,62 0,28

e 1627+ 331+ 1404+ 031+ 2368+ ., . 1880+ 059+ 1860+ 055+ 568+ 0,18+
2817 574 19,92 050 18,70 = 26,47 083 26,04 0,83 6,13 0,27

D86 81,69+ 340+ 4961+ 132+ 3396+ . o 4582+ 153+ 4774+ 178+ 4698+ 081+
9,35 266 2019 049 12,91 + 1464 1,04 1765 212 3223 0,47

. 1654+ 079+ 1582+ 049+ 2296+ ., o 492+ 025+ 774t 047+ 1224+ 054
16,46 0,80 18,74 050 1545 = 6,83 036 1080 073 12,52 0,73

CD116* 8238+ 2021+ 6084t 181+ 4617+ . o 6009t 251+ 6213+ 300+ 5565+ 213+
11,08 18,81 13,18 238 16,10 + 13,90 2,15 8,00 278 2543 258

SR 6648+ 6476+ 2184+ 661+ 31,14% o 2307+ 142+ 1964+ 066+ 1474% 068+
12,63 103,00 20,88 1339 22,89 = 2725 159 2521 1,02 1297 0,80

CD124 # 997+ 4162+ 1542+ 308+ 1514+ . . 1680+ 296+ 1810+ 369+ 698t 226+
0,06 5257## 2162 6,77 19,60 + 2301 6,04 2482 721 13,85 479

2 Mondcitos obtidos apés separacao por gradiente de densidade; ® Mondcitos mantidos em meio R-10 por 7 dias;

® Monécitos mantidos por 7 dias em R-10 suplementado com GM-CSF, IL-4 e TNF-a; ¢ Monécitos mantidos por 7 dias em R-10
suplementado com MLT nas concentragbes descritas. Os valores representam as médias + desvio padrdo de N = 5
experimentos.

* Anova P < 0,0038; ** Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e os demais grupos;

# Anova P = 0,0356; ## Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e os grupos Mono D7, Citocinas, MLT 10pM e MLT 1uM.
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A frequéncia de células expressando HLA-DR se manteve equivalente em
todas as culturas observadas. Células mantidas apenas em meio de cultura e as
estimuladas por MLT apresentaram elevado indice de MFI em relagdao tanto ao
controle positivo quanto ao controle negativo. Com relagdo a molécula CD11c as
concentragdes de MLT 10 pM e 1 nM mantiveram a frequéncia semelhante ao
encontrado para o dia 0, 0 mesmo se mantendo para os indices das MFIs. Para a
molécula representante do MHC de classe | HLA-ABC as médias das frequéncias e
das MFIs foram semelhantes entre culturas de mondcitos mantidos por sete dias
somente com o meio de cultura e entre as concentragdes de MLT 10 pM e 1 nM.
Culturas tratadas com MLT na concentracdo de 1 yM apresentaram médias de
frequéncia e do indice para MFI superiores ao controle. A andlise das moléculas co-
estimuladoras CD80, como encontrado anteriormente nas culturas mantidas por
cinco dias, mostrou diminuicdo da frequéncia em relacdo as DCs obtidas com
estimulo de citocinas. Para a molécula co-estimuladora CD86 a maior média entre
as frequéncias foi observada para a cultura tratada com MLT 1 uM, mas néao foi
acompanhada pelo indice de MFI. Culturas estimuladas por MLT 1 nM apresentaram
o indice para MFI mais elevado, porém ndo acompanhado pela frequéncia. Para
outra molécula co-estimuladora, a CD40, a MLT néo estimulou nem a frequéncia
nem a MFI, quando comparada as culturas sem estimulo ou estimulada com as
citocinas usuais. A frequéncia de CD83 apresentou médias préximas em todas as
culturas com MLT, exceto 1 yM. O indice indicador da MFI apresentou-se elevado
nos mondécitos cultivados apenas com meio de cultura. Foram avaliadas as
presencas dos receptores para citocinas CD116, CD124 e CD120. Culturas
estimuladas pela MLT 1 nM apresentaram média das frequéncias de GM-CSF-R
(CD116) maior que os demais grupos, dado observado também para a média dos
indices quando comparada ao controle negativo (PBMCs cultivadas em meio R-10).
DCs diferenciadas e ativadas com citocinas mantiveram valores abaixo desses. O
receptor de TNF-a (CD120) foi detectado em valores maiores em culturas
estimuladas por citocinas, os demais grupos tiveram valores abaixo destes. Valores
maiores de meédia das frequéncias e dos indices para IL-4-R (CD124) foram
detectados em culturas tratadas com MLT 1 nM ao se comparar este grupo com 0s
controles positivo e negativo. Foi possivel notar que esta substancia exerceu alguns
efeitos sobre as culturas de mondcitos mantidos por cinco e sete dias em cultura. A
MLT elevou a frequéncia de mondcitos expressando CD83, comparados aos
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mondcitos mantidos com meio sem suplementacédo, o que pode ter sido um efeito
causado por citocinas secretadas por Lys T contaminantes da cultura, mesmo apés
a adesao por duas horas. Houve uma reducao na propor¢ao de CD80, o que poderia
caracterizar um efeito inibidor pela exposi¢cdo por longo periodo (sete dias) das
células em cultura com meio contendo MLT. No entanto, a presenca de CD86 foi
detectada em niveis acima dos encontrados nas DCs, com diminuicdo da MFI em
concentracdo de 1uM da MLT. Também detectamos influéncia da MLT nas
moléculas relacionadas com a apresentacao de antigenos, tanto pelo MHC de
classe | quanto pelo MHC de classe Il (HLA-ABC e HLA-DR, respectivamente).
Monécitos mantidos em cultura por cinco dias com MLT, quando comparados com
as DCs imaturas obtidas com o uso de citocinas, apresentaram elevacao da MFI de
HLA-DR por exemplo. No entanto, notou-se posteriormente que as culturas mantidas
em R-10 sem MLT apresentaram indice de MFI| elevados. Este fato foi observado
em experimentos subsequentes e pareceram indicar células em condi¢cdes de
adversidade, visto apresentarem diferencas em tamanho e mesmo em sua
granulosidade sob a éptica da citometria de fluxo. A concentracdo apontada como
fisiologica (1 nM) (GARCIA-MAURINO, 1997) aumentou a expressdo de CD11c,
CD86, CD16 e CD124 em relagdo ao observado para culturas estimuladas por MLT
1uM, concentragdo indicada como farmacolégica (GARCIA-MAURINO, 1997). A
proporcdo de CD86 foi elevada, mas semelhante aos grupos nao tratados, o que
poderia provocar a suspeita que o efeito observado é semelhante ao efeito
provocado pela permanéncia das células em meio de cultura por um longo periodo.
Essa observacdo também se deu para a molécula CD83, ressaltando-se a
possibilidade de geracao por células contaminantes das culturas, porém diferencas
em algumas concentracdes de MLT podem sustentar a hipétese de seu efeito. Com
relacdo aos receptores de citocinas encontrados nas células, ndo se poderia
descartar a possibilidade de terem valores menores devido ao fato de estarem
ligados as citocinas e, portanto, sem livre acesso pelos anticorpos especificos
marcados, principalmente CD116 e CD124. No 7° dia das culturas a MLT, na
concentragdo de 1 nM, manteve em niveis mais elevados os receptores para GM-
CSF e IL-4, mas ndo foram observadas influencias provocadas pela MLT nos
valores para o receptor de TNF-a.

No entanto, continuando esta caracterizagdo e baseando-se em valores

considerados baixos para uma célula apresentadora de antigenos como as DCs e
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outros valores muito semelhantes ao controle negativo da diferenciagédo/ativagéo, foi
necessario definir se os mondcitos cultivados em presenca de MLT estariam se
diferenciando em DCs ou se o efeito da MLT apresentado constituia um fenémeno a
parte, nao deixando de ser indicativo da acdo da MLT sobre esse tipo celular.

A deteccdo da presenca de CD209 (molécula caracteristica de DCs —
BULLWINKEL et al., 2011; GEIUTENBEEK et al., 2000; RELLOSO et al., 2002) foi o
fator determinante e a figura 3 representa um de dois experimentos realizados e
mostra que somente culturas estimuladas com citocinas apresentaram uma elevada
frequéncia de CD209. As células estimuladas por MLT tiveram, em algumas
concentragcdes (10 pM e 1 nM), valores proximos dos obtidos no dia 0, bem como
no sétimo dia de cultura mantida em R-10. Com relagdo aos indices de expressao
desta molécula, as culturas estimuladas por MLT 10 pM e 1 nM apresentaram
valores semelhantes aos obtidos para mondcitos no sétimo dia de cultura. Essa
baixa frequéncia e indice de MFI apresentados para a molécula CD209 foi o fator
desencadeador para que outra estratégia para o uso da MLT fosse testada: sua
utilizacdo durante a etapa de adesdao de duas horas das PBMCs em placas

plasticas.
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Figura 3 - Dot plots e histogramas representativos do padrdo da populagcdo e das frequéncias e
indices de MFI para a molécula CD209. As células foram analisadas apds separagao e antes do
ensaio de adesao; apds culturas mantidas por 7 dias em meio sem adigdo de substancias (citocinas
ou MLT); apés suplementagédo com citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a); ap6s suplementagdo com MLT
nas concentragdes selecionadas (10pM, 1nM e 1uM).

3.4 Caracterizacao das células mononucleares apés duas horas de adesao em
meio de cultura com suplementacao de MLT

Foram utilizadas todas as concentragbes iniciais para determinagdo das

concentragdes que seriam testadas a partir do ensaio de adesdo. Assim, foram

realizados experimentos buscando encontrar, alguma alteragdo no padrao de
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moléculas de membrana que justificasse a escolha de concentracbes que poderiam
afetar a geracéo de DCs e sua fungdo em relagao a estimulacao de linfécitos T naive
alogenéicos. Na figura 4 encontram-se os dot plots representativos de um
experimento mostrando o aspecto da populacdo com e sem adicdo de MLT.

Hora 0 2 horas Sem MLT 2 horas 1pM ____2horas 10pM
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Figura 4 - Dot plots representativos do padrao da populagao de monécitos analisados antes e ap6s a
etapa de adesdo com ou sem MLT. Os mondcitos foram mantidos em meio de cultura suplementado
com MLT nas concentrag¢des indicadas ou somente em meio de cultura sem MLT. A indica¢do hora 0
representam os mondcitos que ndo permaneceram em adesao, foram analisados apds a separagao
em gradiente de densidade.

A tabela 3 agrupa os resultados destas andlises. Para a anélise dos efeitos da
MLT sobre a adesdo por duas horas dos mondcitos, foram usadas células aderidas
em meio de cultura sem MLT. Monécitos mantidos em meio de cultura foram
utilizados como controle dos efeitos da adeséo. O valor de referéncia é iguala 1 e é
resultado da divisdo da multiplicagdo da porcentagem pela MFI do grupo controle
por ele mesmo conforme descrito em Material e Métodos.

A presenca de CD11c foi avaliada e, como esperado, as células CD11c
positivas apresentaram médias em torno de 80%, com certa uniformidade dos

valores encontrados, embora tenha havido bastante variacdo entre as diferentes
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doses de MLT utilizadas, principalmente na concentracdo de 1 mM, que parece ser
um fator redutor desta positividade. O indice de expressao diminuiu com a adesao
das células, mas a MLT mostrou ser um fator mantenedor da presenca da molécula
na célula, quando comparada ao controle sem MLT. Células CD11c+ séao
caracteristicas da linhagem mieldide de DCs (CRAVENS et al, 2007) e
experimentos in vivo com camundongos mostraram que o antigeno (OVA)
conjugado a subunidade ax da integrina CD11c, (expressa em todas as
subpopulacées de DCs murinas como um componente do receptor 4 do
complemento (CR4)) atua como adjuvante na resposta humoral durante vacinacao
(WHITE et al., 2010).

Da mesma forma, para a molécula HLA de classe Il (HLA-DR), encontra-se
uniformidade dentro de uma proporcéao esperada (em torno de 90%), excecao para a
concentracdo de 1 mM, como anteriormente apontado para CD11c. De um modo
geral a expressdao da molécula por célula, indicada pelo indice de expressao, se
manteve intensificada nas culturas em que houve adicdo de MLT, em relagéo a hora
0. E importante que as culturas mantenham elevada proporcdo de células
expressando HLA-DR, visto que esta é molécula essencial para a apresentacao de
antigenos aos Ly T CD4+ (EREN et al., 2006), ativando Lys T CD8 citotdxicos
(KEENE; FORMAN, 1982), de elevada importdncia na imunidade anti-tumoral
(revisto por ACOLLA et al.,, 2014) e, exatamento por isso, foi utilizada para
determinacao da populacédo de DCs entre as células obtidas nas culturas.

Na tabela 3, observa-se que a MLT também modula a expressao de CD80,
importante molécula co-estimuladora. No entanto, a expressao inicial (hora 0) de
CD80, é relativamente mais elevada quando comparada com células ap6s a adesao.
Mas células tratadas com MLT sé apresentam baixa proporgdo quando na menor
concentracdo da substancia (1 pM). Com relacdo ao indice de expressao, as
concentracdes mais elevadas de MLT (entre 100 nM e 1 mM) mostraram uma maior
intensidade, confirmando um efeito da MLT sobre essa molécula co-estimuladora,
necessaria a atividade de estimulagéo de Lys (LANIER et al., 1995).

CD86 ¢ outra importante molécula co-estimuladora mostrada na tabela 3.
Aqui a porcentagem de células expressando CD86 se mantém uniforme entre as
concentragdes de MLT e os valores apresentados entre a hora 0 e as culturas nao
tratadas. As células tratadas pelas concentracées de 100 uM e 100 nM também

mostraram similaridade entre si, com valores relativamente variados e abaixo
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daquele mencionado para a hora 0. Os indices de expressao mostraram-se acima
do controle composto por células sem tratamento com MLT, mas ainda abaixo da
hora 0. Tanto CD80 quanto CD86 participam da ativacdo de Lys T (LANIER et al.,
1995), e CD86 esta presente em grande quantidade nos mondcitos desde o
momento inicial de sua obtencdo e nao diminui durante a diferenciacéo
(DILIOGLOU; CRUSE; LEWIS, 2003). Neste mesmo estudo foi demonstrado que o
bloqueio de CD80 prejudica menos a ativacao de Lys T CD4+ pelas DCs derivadas
de mondécitos que CD86 (uma diminuicao de 24 e 71%, respectivamente). Um outro
aspecto ja descrito é a inibicdo da funcédo de Treg quando ocorre a interacdo CD86-
CD28, inversamente a este fato a ligacao ao CD80, promove interagdo com CTLA-4
e estimula a funcdo reguladora desses Lys (ZHENG et al., 2004), apontando
caracteristicas importantes para a regulagéo do sistema imunolégico.

Outra molécula (CD83) é considerada de importancia para a detecgcdo de
células dendriticas ativas (ZHOU; TEDDER, 1996) e sua analise indicou que a MLT
manteve a porcentagem de expressdo em niveis iniciais (hora 0), enquanto que
células cultivadas pelo mesmo periodo sem MLT apresentaram queda da expressao
de CD83 (tabela 3). Vale notar que o papel do CD83 na funcao das DCs ainda é
pouco conhecido. Recentemente nosso grupo mostrou que esta molécula parece
influenciar o influxo de calcio em linfécitos T ativados pelas DCs (PINHO et al.,
2014), além de haver a descricdo de um papel modulador do CD83 sobre a
expressao de MHC de classe Il e CD86, na superficie de DCs (TZE et al., 2011).

A andlise da presenca do receptor para IL-4 (CD124) nos mondcitos expostos
a MLT durante sua adesdo mostrou que, enquanto no momento inicial (hora 0) havia
células apresentando esta molécula em alta proporcao e intensidade, ocorreu
dimunicdo de sua expressao, que, mais uma vez foi antagonizada pela presenca da
MLT (Tabela 3). A MLT parece evitar, portanto, que os receptores para IL-4 sejam
perdidos em grande propor¢cao no processo de adesdo, 0 que seria vantajoso para
obter a diferenciagdo dos mondcitos em DCs em culturas onde esta citocina é usada
para tal fim, como é bastante usual (BEDNAREK et al., 2010; DILIOGLOU; CRUSE;
LEWIS, 2003; ZHANG et al., 2008; ZHENG et al., 2004).

Outra molécula avaliada neste periodo de adesdao de duas horas, e que
também esté relacionada ao estimulo de diferenciagao, foi o receptor para a citocina
GM-CSF (CD116).Neste caso, porém, a adesao levou a um aumento de expressao
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nas células controle, que nao foi significativamente alterado pela presenca da MLT
(tabela 3).

Pode-se ver também na tabela 3 a analise para a presenca do receptor para
TNF-a, a molécula de superficie de membrana, CD120. Vale ressaltar que esse
receptor exerce papel na ativagdo das DCs (CHOMARAT et al., 2003). Nota-se um
efeito semelhante ao que ocorre com CD124, ou seja, no momento inicial (hora 0) as
células tém uma positividade para este receptor que parece ser diminuida apés a
incubacado por duas horas, que, no entanto, aparenta se manter conservada em
algumas concentracdes da MLT. Chama a atengao, porém, a concentragdao de 1 mM
de MLT, que provocou inibicao nitida da expressao de CD120. Embora para outros
marcadores esta concentracdo de MLT tenha tido efeito estimulador, a anadlise
microscépica da viabilidade das células expostas a mesma, sugere que ela possa
ser téxica, uma vez que se contou grande porcentagem de células positivas para o
Azul de Trypan (dados ndo mostrados).

Estas células, cultivadas por duas horas, passaram a apresentar positividade
para CD209, molécula caracteristica de DCs (GEIJTENBEEK et al., 2000), como
pode ser observado na tabela 3. Neste caso, a MLT provocou efeitos que, todavia,
nao apontam para um aumento ou diminuicdo predominantes. Vale ainda notar que
a expressao de CD209 pode estar relacionada com o receptor para IL-4 como ja
descrito (SVAJGER et al., 2011).



Tabela 3 — Frequéncia e indice de MFI de Mondécitos apds adesdo por 2 horas em diferentes concentragdes de MLT.

Hora SEM MLT MLT MLT MLT MLT MLT MLT MLT MLT MLT
Zero MLT 1pM 10pM 100pM 1nM 10nM 100nM 1uM 10uM = 100pM  1mM

% CD11c 2 8983 8930 91,00 88,92 86,31 87,69 86,85 90,85 87,93 86,95 90,18 81,73

% HLA-DR 2 8884 81,13 9149 92,10 89,12 91,42 90,94 89,89 90,91 90,51 92,53 88,45

% CD80 2 67,18 30,03 27,55 « 31,00 33,40 36,59 32,10 37,70 37,90 32,70 36,96 42,04

% CD86 2 91,87 86,10 88,75 « 88,22 85,01 86,98 88,01 90,36 87,33 86,35 89,98 86,48

% CD83 2 7958 6335 7865 @ 80,92 74,41 81,38 73,21 78,06 78,73 7760 8123 77,93

% CD116 2 90,83 88,03 8720 88,55 85,90 88,79 87,30 87,65 87,80 8575 90,51 90,59

% CD120 2 8573 7783 7945 « 79,45 79,30 83,54 81,55 79,95 77,85 8165 8361 71,20

% CD124 2 6328 10,73 27,80 37,50 33,40 39,54 36,25 36,95 36,45 33,85 39,81 34,39

% CD209 2 3123 4240 48,10 55,57 56,56 57,18 54,71 49,61 53,78 51,20 = 55,58 49,65

57
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Os dados possibilitaram a escolha das concentracbes de MLT que
apresentaram no conjunto uma ampla acado sobre os receptores e moléculas de
membrana que bem caracterizam as DCs. Assim, estudamos mais apuradamente as
concentracdes de 10 pM (HLA-DR, CD83, CD116, CD120, CD124 e CD209), 1nM
(HLA-DR, CD83, CD116, CD120, CD124 e CD209) e 100 yM (CD11c, HLA-DR,
CD86, CD83, CD116, CD120, CD124 e CD209).

3.5 Caracterizacao das DCs obtidas apés permanéncia das PBMCs por duas
horas em meio contendo MLT nas concentracées de 10 pM, 1 nM e 100 pM

Na figura 5 pode-se ver que a molécula CD11c manteve frequéncias e indices
de MFI uniformes nos experimentos quanto a sua presencga e nao mostra diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle positivo tratado com citocinas. Observa-
se também que as células que néo receberam tratamento tém a porcentagem de
células positivas para CD11c diminuida. Por outro lado, a MFI relativa dos grupos
tratados na adesdo com MLT apresentaram uma tendéncia a diminuicado de suas
médias quando comparados ao controle. As células sem tratamento apresentaram
médias reduzidas em relacdo ao controle. Aqui ressalta-se que o fato pode estar
relacionado com condi¢des de cultivo em um estresse elevado para as células, visto
que a nao suplementacao deste grupo com as citocinas usuais e, um periodo de
cultivo relativamente longo, podem ocasionar uma perda da estabilidade da
membrana e consequentemente a diminuicdo da frequéncia de células expressando

a molécula e mesmo apresentar ligacdes inespecificas, elevando a MFI.
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Figura 5 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressédo (MFI x Porcentagem) de
CD11c nas DCs que receberam MLT ou ndo durante o periodo de adesao por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesao o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que nado receberam MLT na adesado e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondécitos obtidos apds
separagao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacao das expressdées com base no controle. Os tracos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdao de n = 9 experimentos Para porcentagem ANOVA
P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,001 entre Sem trat e demais grupos. Para indice de Expressao
ANOVA P = 0,9515.

Células obtidas sob efeito da MLT (figura 6) apresentaram médias de
porcentagens compativeis com uma frequéncia esperada (acima de 95% de
positividade para HLA-DR) e, além disso, ficaram acima de valores obtidos para
HLA-DR das culturas tratadas apenas com citocinas, com excecao de DC MLT
10pM. A concentracdo de MLT 1nM contribuiu para a elevacdo da média neste
grupo, acompanhado pelo indice de expressdo, visto que ndo houve diferenca
significativa. Nota-se que o indice encontra-se elevado em células que nao foram
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tratadas. Novamente, alerta-se para a hipotese de que condi¢des extremas estejam
alterando as condices fenotipicas das células mantidas nessas culturas.
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Figura 6 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressédo (MFI x Porcentagem) de
HLA-DR nas DCs que receberam MLT ou ndo durante o periodo de adeséo por 2 horas (indicadas
por DC MLT e a respectiva concentragéo). Apds a adesao o sobrenadante foi retirado e as culturas
foram mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o
dia 5 e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado
para o indice de expressdo foram as DC Cito, células que ndo receberam MLT na adeséo e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondécitos obtidos apdés
separacao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressdes com base no controle. Os tragos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdao de n = 9 experimentos Para porcentagem ANOVA
P = 0,0196 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e DC MLT 1nM e 100 uM. Para indice de
Expressdo ANOVA P = 0,0004 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D0 e demais grupos.

A figura 7 nos mostra a porcentagem de expressao e a MFI relativa dada pelo
indice de expressao para a molécula co-estimuladora CD80. De um modo geral, as
médias se apresentaram uniformes, com uma média de maior porcentagem e maior
MFI para o grupo obtido com o uso de MLT na concentragcdo de 1nM. Culturas que
nao receberam qualquer tratamento mostraram baixa porcentagem de CD80. Com
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relacdo ao indice que nos mostra a MFI, parece que o efeito dose dependente
anteriormente apresentado foi eliminado com o aumento do numero de
experimentos.
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Figura 7 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressado (MFI x Porcentagem) de
CD80 nas DCs que receberam MLT ou n&do durante o periodo de adeséo por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesdo o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que ndo receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondcitos obtidos apds
separagao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressdes com base no controle. Os tragos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdo de n = 9 experimentos Para porcentagem ANOVA
P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e demais grupos. Para indice de Expressao
ANOVA P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e demais grupos e entre Mono D7 e
demais grupos.

Outra molécula co-estimuladora cuja modulacao pela MLT foi estudada, foi a
CD86. Podemos ver (fig. 8) que células tratadas com 10 pM apresentaram o menor
nivel para CD86. A maior propor¢cdo de células positivas para esta importante
molécula co-estimuladora ficou com o grupo cultivado com a participacdo de MLT 1
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nM. O indice de expressao (MFI) teve médias acima do controle positivo (DC Cito),
sendo a dose de 100uM de MLT a que apresentou a maior média neste aspecto.
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Figura 8 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressédo (MFI x Porcentagem) de
CD86 nas DCs que receberam MLT ou n&do durante o periodo de adeséo por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesao o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que nado receberam MLT na adesado e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondcitos obtidos apdés
separagao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacao das expressdées com base no controle. Os tracos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdao de n = 9 experimentos Para porcentagem ANOVA
P = 0,0149 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e Mono D7. Para indice de Expressdo ANOVA
P =0, 1085.

Outra molécula importante para a interacdo DCs - Linfocitos, a molécula co-
estimuladora CD40, tem seus resultados apresentados na figura 9. DCs
expressando CD40 estdo mais bem representadas pelas culturas tratadas apenas
com citocinas e que mantiveram certa similaridade com os resultados observados

em DCs tratadas previamente com MLT 100 uM, com relagdo a frequéncia. Com
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relacao ao indice para MFI essa concentracdo mostrou-se mais elevada em relacao
as culturas suplementadas com citocinas. Nota-se também que ha uma tendéncia de
aumento tanto de frequéncia quanto de MFI do tipo dose-resposta nos grupos
tratados com MLT. Células cultivadas sem suplementagdo mantiveram se abaixo de

todas as outras culturas.
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Figura 9 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressédo (MFI x Porcentagem) de
CD40 nas DCs que receberam MLT ou nao durante o periodo de adesao por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesdo o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que ndo receberam MLT na adesado e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondcitos obtidos apos
separagao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressdes com base no controle. Os tragos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdo de n = 9 experimentos. Para porcentagem ANOVA
P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e demais grupos. Para indice de Expressao
ANOVA P =0, 0075 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e DC MLT 100 uM.

A analise da expressdo de CD209 nas células das diferentes culturas pode
ser vista na figura 10. A frequéncia de células positivas para CD209 se manteve
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elevada entre as DCs e a maior média de porcentagem foi apresentada pelas DC
obtidas com suplementacao por MLT em concentracdo de 1 nM, mas mesmo assim
proxima das obtidas com MLT 10pM e as tratadas unicamente com citocinas.
Culturas que nao receberam qualquer suplementagéo e foram mantidas somente em
meio de cultura apresentaram uma porcentagem baixa de expressdo desta
molécula. A intensidade de fluorescéncia para estas células ndo suplementadas
também ficou muito baixa. Por outro lado as DCs obtidas por tratamento inicial com
MLT, embora tenham apresentado médias para MFI inferiores as observadas para
citocinas, mostraram tendéncia a um comportamento dose-dependente
inversamente proporcional, mostrando elevagcdo do indice para as menores

concentracdes de MLT.
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Figura 10 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD209 nas DCs que receberam MLT ou nao durante o periodo de adesao por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesdo o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que ndo receberam MLT na adesado e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondécitos obtidos apds
separagao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacao das expressdées com base no controle. Os tracos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdo de n = 9 experimentos. Para porcentagem ANOVA
P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e demais grupos e entre mono D7 e demais
grupos. Para indice de Expressdo ANOVA P = 0, 0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono DO e
os grupos de DCs e entre Mono D7 e os grupos de DCs.

Também descrita como importante na identificacdo de DCs maduras, CD83
foi analisada e os resultados encontram-se na figura 11. As médias das frequéncias
de células expressando CD83, foram maiores para as DCs que receberam MLT na
etapa de adesao nas concentragdes de 1 nM e 100 uM, quando comparadas as que
receberam somente citocinas. Ha correspondéncia com os dados iniciais obtidos na

etapa de adesao, o que pode levar a uma hipdtese de que o efeito obtido possa ser
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mantido durante o tempo de cultura. Nas células ndo tratadas essa expressao se
manteve reduzida se comparada as demais. As médias dos indices de expressao,
observados para as culturas que receberam MLT, superaram a média do observado
para Citocinas, no entanto, ao contrario do observado com a média das
porcentagens, o grupo tratado com MLT 1nM ficou abaixo dos demais grupos

tratados com MLT.
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Figura 11 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD83 nas DCs que receberam MLT ou nédo durante o periodo de adeséo por 2 horas (indicadas por
DC MLT e a respectiva concentracdo). Apds a adesdo o sobrenadante foi retirado e as culturas foram
mantidas com ou sem meio suplementado com citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) até o dia 5
e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas como DC Cito). O controle considerado para
0 indice de expressdao foram as DC Cito, células que nado receberam MLT na adesado e
posteriormente receberam as Citocinas. Mono DO e D7 representam os mondécitos obtidos apdés
separacgao e os mantidos por sete dias em meio R-10, respectivamente. A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacao das expressdées com base no controle. Os tracos curtos
sobre as colunas representam os desvios padrdo de n = 9 experimentos. Para porcentagem ANOVA
P = 0,0001 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e os grupos de DCs. Para indice de Expressio
ANOVA P =0, 0257 —Teste de Tukey P < 0,05 entre Mono D7 e DC MLT 100 uM.
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3.6 Perfil das citocinas produzidas durante culturas de DCs imaturas

Os sobrenadantes armazenados foram submetidos a andlise quanto a
presenca de citocinas, eventualmente produzidas pelas células cultivadas, através
do método CBA® descrito resumidamente em material e métodos. Na figura 12
podem-se ver os valores encontrados para as citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-q,
obtidos pela analise dos sobrenadantes de DCs coletados no quinto dia da cultura
(DCs ainda imaturas) antes da adicao de TNF-a, a fim de verificar se o uso de MLT
na etapa de adesao interfere na producdo desta e das demais citocinas pelas
células.

Algumas resultados para citocinas nao ultrapassaram o limite de deteccéao do
ensaio, como foi o caso de IL-12p70 e IL-1B. A primeira observag¢ao neste ensaio foi
o efeito da diferenciacdo das células em DCs sobre a secrecdo das diversas
citocinas, que se pode notar na comparacao entre as células controle, mantidas em
meio sem suplementacdo com as citocinas e os demais grupos. Como mostra a
figura 12, a diferenciacao esta associada a um aumento de IL-6 (e IL-10, quando a
MLT esta presente) uma diminuicdo de IL-8 (esta significativa, com p<0,05) e
nenhum efeito nitido sobre TNF-a.

Ja na comparacdo entre as células expostas a MLT antes da adicdo das
citocinas e as células apenas tratadas com as citocinas, os efeitos foram mais
discretos e dose-dependentes (10 pM e 1 nM). Nota-se pelas médias obtidas que a
MLT nas concentracdes de 10 pM e 1 nM parece estimular as iDCs a produzirem IL-
6 mais intensamente do que quando somente as citocinas (GM-CSF e IL-4) foram
adicionadas. Na verdade, ja foi descrita a producao de IL-6 por células das linhagens
linfociticas e monociticas por estimulo da MLT (GARCIA-MAURINO et al., 2000).

Os resultados para IL-8 que se mostraram mais uniformes e com médias
significativamente diferentes (p = 0,0441) quando as células sofreram acdo das
citocinas, ndo indicaram, por outro lado, efeito da MLT em nenhuma dose. Observa-
se aqui uma correspondéncia inversa entre IL-6 e IL-8, células que produziram mais
IL-6 (apds sua diferenciagdo) produziram menos IL-8 e vice-versa.

Com relagéao a IL-10 notamos que apenas algumas culturas, e somente as
tratadas com MLT, produziram a citocina, ainda que muito préximo do limite de
deteccdo. Embora tenha sido detectada a presenca de IL-10 ndo se pode inferir

quanto a existéncia de um efeito tolerogénico/regulador, uma vez que esta citocina,
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quando secretada por células com atividade regulador/supressora, atinge niveis
muito mais elevados (RAMOS et al., 2012).

A quantidade de TNF-a, ainda que baixa, foi detectada pelo método.
Observamos para esta citocina uma tendéncia a inibicdo de sua secregao pelas
diferentes concentracbes de melatonina, mas ja tendendo a diminuir pela

diferenciagdo induzida pelas citocinas GM-CSF e |L-4 isoladamente.
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Figura 12 - Producao de citocinas (IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) por DCs imaturas, analisada
através do sobrenadante de culturas que receberam MLT nas concentragdes de 10 pM, 1nM
e 100 uM na etapa de adesdo de duas horas, seguido de citocinas GM-CSF e IL-4, ou
somente as citocinas (sem MLT), ou monécitos mantidos em meio de cultura (sem citocinas
ou MLT). Os sobrenadantes foram retirados no 5° dia de cultura, antes da adi¢gédo de TNF-a.
A linha continua representa o limite de deteccao do kit. Os tracos curtos representam as
médias obtidas. Foram analisadas n = 4 culturas de cada grupo. Valores significativos foram
encontrados para IL-8 P = 0,0441 (Repeated Measures ANOVA). IL-6 P = 0,0587; IL-10 P =
0,0547; TNF-a P = 0,4696.

3.7 Perfil das citocinas produzidas pelas mDCs ap6s adicao de TNF-a no 5°e
mantida até o 7° dia de cultura

Os sobrenadantes das mDCs coletados no sétimo dia das culturas, foram
analisados quanto a presenca das mesmas citocinas: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 e TNF-a. Novamente, nao foi detectada a presenca de IL-1B e de IL-12p70.

Também, a primeira observacao € do efeito da diferenciacao sobre as demais

citocinas. Foi detectada a presenca de IL-6 e as médias sao mostradas na figura 13.
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Houve uma tendéncia das células tratadas com MLT na etapa de adesao,
apresentarem valores superiores de IL-6, quando comparadas com DCs que nao
receberam MLT na etapa de adesao ou com as células que permaneceram em meio
de cultura, embora os niveis detectados estejam muito baixos. A andlise da
presenca de IL-8 mostrou a média mais elevada para esta quimiocina nas culturas
que foram mantidas somente com meio de cultura. As concentracées de 100 uM e 1
nM tiveram médias superiores ao controle (DCs tratadas com citocinas que nao
receberam MLT em qualquer momento) e, por fim, as culturas que receberam MLT
na concentracdo de 10 pM. A presenca de IL-10 foi detectada em niveis muito
baixos apenas em um dos experimentos cujas culturas foram estimuladas por MLT
10 pM e 1 nM na etapa de adeséo.

Foram encontrados niveis de TNF-a em todos os sobrenadantes das culturas,
com um efeito dose-dependente e inversamente proporcional a quantidade de MLT
adicionada as culturas. Esta é uma observacéao intrigante. Uma vez que a citocina foi
adicionada as culturas, na concentracdao de 50 ng/ml, seria de se esperar sua
deteccdo nas mesmas, em concentracdes maiores do que as encontradas, caso ela
nao fosse consumida pelas células. No entanto, este consumo parece ocorrer,
sendo os niveis encontrados nas culturas cerca de 1000 vezes menores do que 0
inicialmente adicionado. Neste ponto ganha relevancia a analise da expressao de
CD120 pelas células. Como mostrou a tabela 3, a adesdo dos mondcitos provoca
um aumento claro da expressao desta molécula, que, na presenca de MLT, é ainda
maior, em porcentagem de células, e, para as doses maiores, também quanto ao
nivel de expressao. A citocina TNF-a esta relacionada com a sobrevivéncia celular
(neste caso das DCs), por meio da regulacdo entre NF-kB, JNK e AP-1, o que
poderia aumentar a magnitude do sinal entre DCs e Lys (KRIEHUBER et al., 2005).
De modo semelhante, a MLT também ja foi descrita como moduladora dos fatores
de transcricdo NFkB e AP-1 na protecéo a células neuronais (BENI et al., 2004).
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Figura 13 - Produgao de citocinas (IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) por DCs maduras, analisada
através do sobrenadante de culturas que receberam ou nao MLT nas concentracées de 10
pM, 1 nM e 100 uM na etapa de adesao de duas horas, seguido de citocinas GM-CSF e IL-4
até o 5° dia e, a partir deste, TNF-a até o sétimo dia ou Monécitos mantidos em meio de
cultura sem citocinas ou MLT. Os sobrenadantes foram retirados no sétimo dia de cultura.
As linhas continuas representam o limite de detecgao do kit. Os tragos curtos representam
as médias obtidas. Foram analisadas n = 4 culturas de cada grupo. Valores significativos
foram encontrados para IL-8 P = 0,0004 (Repeated Measures ANOVA). IL-6 P = 0,4141; IL-
10 P = 0,4672; TNF-a P = 0,1806.

3.8 Caracterizacao funcional das DCs obtidas sob acao da MLT por meio de co-
cultura com linfécitos

Com relagédo as caracteristicas funcionais, as DCs que foram derivadas de
mondcitos submetidos aos efeitos da MLT durante a etapa de adesdo foram co-
cultivadas com linfécitos T com a finalidade de avaliar o efeito alo-estimulador
dessas. Foram analisadas as moléculas CD4, CD8 e CD25 de linfécitos que
proliferaram por estimulo das DCs. Foi utilizado como indice de proliferacdo o
calculo com base na MFI dos linfécitos do grupo controle (Lys com CFSE, mas sem
estimulo de proliferagéo) dividida pela MFI das amostras (Lys corados com CFSE

estimulados pelas DCs e que, portanto, apresentam reducao na MFI a cada divisdo).
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A figura 14 mostra um experimento representativo da co-cultura de Lys T
alogenéicos com as DCs geradas in vitro com ou sem participagdo da MLT em
diferentes concentragbes. Sao indicados no interior de cada quadro a porcentagem
de proliferacdo dos linfocitos e os respectivos indices de proliferacdo. Podemos
observar, em um experimento representativo, que as DCs derivadas de mondcitos
aderidos sob estimulo de MLT, tiveram atividade aloestimuladora superior a de DCs

controle, com a concentragdo de 1 nM demonstrando a maior atividade.
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Figura 14 - indice de proliferacédo de linfécitos (ly) mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo
de 5 dias, na proporgcédo de 10:1 (Ly:DC), e suas respectivas frequéncias (%) em um experimento
representativo. As DCs foram geradas apds adesdo em meio contendo MLT em diferentes
concentragoes e, apds a retirada do meio com MLT, foram adicionadas as citocinas diferenciadoras
(GM-CSF e IL-4) até o dia 5 e a partir deste até o dia 7 receberam TNF-a (indicadas por DC MLT € a
concentragao correspondente). O grupo indicado por DC Cito teve a etapa de adesao sem qualquer
suplementagéo, e o grupo indicado como Mono D7 ndo recebeu MLT na etapa de adesdo e nem
citocinas durante os sete dias de cultura. PHA representa os linfocitos que receberam estimulo de
fitohemaglutinina A.

A tabela 4 agrupa os resultados de oito experimentos realizados nas mesmas
condigbes e confirma que DCs geradas com estimulo de MLT na etapa de adesao
dos mondécitos apresentam maior atividade linfo-estimuladora, quando comparadas
as DCs geradas somente com citocinas ou com as células que nao receberam
citocinas nem melatonina, indicando um efeito em longo prazo da MLT sobre as DCs
geradas. Como esperado, os mondcitos mantidos em meio de cultura pelo mesmo

periodo apresentaram também uma estimulacdo reduzida dos Lys.
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Coincidentemente, a expressdo de CD80 e CD86 também se manteve
discretamente mais elevada no grupo tratado com MLT 1nM, correlacionando-se
com o fenbmeno observado para a proliferacdo. As porcentagens de proliferacao
ndao mostram a mesma tendéncia que os indices calculados. Isto mostra, na
verdade, que o que aconteceu nao foi um aumento do numero de células
respondendo ao estimulo, mas sim, um aumento da intensidade/duragdo do
estimulo, o que leva a um maior nimero de divisdes e, portanto, a um indice de
proliferacao maior. Ja a analise dos subtipos (CD4 e CD8) ndo mostrou alteracoes

correspondentes aos indices de proliferacéo.

Tabela 4 — indice de Proliferacdo e Frequéncia de Lys Alogenéicos apds co-cultura

Estimulo
DC o DC
Anova b Mono DC MLT MLT f
PP T D7°  Cito® 10pM METT oo PHA
e nM e
uM
NS oqo70 0% 265+ 655+ 783+ 5% go7: 118%
el 0 422 817 1094 . 959 009
Porcentagem 36,97 53,93 49,30 54,00 57,46 3314 +
de 02090 -+ £ £ £ s I
Proliferacéo 2320 2467 26,82 2551 2250 !
Porcentagem A 8D aEss 45,93 e 39,55 +
deCD4y 0944 — % * t 1991 L . 3311
26,17 1082 10,77 991 4058 !
Porcentagem g 2419+ 2928 2076 2087 2076 20,20+
decos+ % 2291 . 930 844 875 1828
Porcentagem 17,10 22,89 21,87 23,46 19,13 21 65 +
de 00930 -  + 4 " i TS
CD4+CD25+ 20,98 2355 20,43 2344 2231 :

2N = 8; ° Lys corados com CFSE mas sem estimulo gue serviram como controle da
proliferagdo; © Mondcitos cultivados por sete dias; 9pCs geradas em meio com citocinas;
® DCs geradas ap6s adesdo em meio com MLT nas concentracdes mencionadas;

f Fitohemaglutinina A

3.9 Perfil das citocinas produzidas pelos linfécitos T alogenéicos mantidos em
co-cultura com as mDCs por cinco dias

A figura 15 mostra os resultados obtidos com a analise dos sobrenadantes
das co-culturas de mDCs com Lys T alogenéicos. As citocinas pesquisadas foram a
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a. Antes de discutir os efeitos da MLT, é
interessante notar que os resultados encontrados para IL-2 mostram uma correlagao
com a producao de TNF-a, o que é coerente com o fato de que estas citocinas foram
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descritas como estimuladoras da producéo uma da outra (BEAYERT; FIERS, 1998;
THORPE, 1998).

Ja a MLT, parece provocar diminuicdo dose-dependente até 1nM da
concentragéo de IL-2, TNF-alfa e de IL-6 no sobrenadante da cultura. Por outro lado,
a concentracao das citocinas IL-4, IL-10 e também de IFN-gama, aumentaram com a
dose de MLT de 10 pM, decrescendo apenas com as doses maiores. Nao foi
detectada a presenca de IL-17A nestas co-culturas. E intrigante notar que se a MLT
pareceu favorecer um perfil inflamatério, ao se olhar para o IFN-gama, a analise das
concentracdes das demais citocinas, indica o oposto. Sendo assim, ndo podemos
atribuir as DCs diferenciadas de mondcitos submetido ao tratamento com MLT a
inducao preferencial de um ou outro perfil secretério nos Lys T. A analise dos efeitos
das diferentes concentragdes sugere que elas possam afetar diferentemente as
caracteristicas fenotipicas e funcionais das DCs (ou, provavelmente, a de qualquer
outro tipo celular). Como ja mencionado anteriormente, a MLT se liga a trés
diferentes receptores, sendo dois de membrana MT1 e MT2 e um receptor nuclear
da familia dos receptores o6rfaos ROR-RZR (LANOIX; OUELLETTE;
VAILLANCOURT, 2006). Como revisto por Radogna, Diederich e Ghibelli (2010) em
concentracdbes na faixa nM a MLT tem maior afinidade pelos receptores de
membrana (MT1 e MT2), ativando sinais intracelulares via adenilato ciclase ou
proteina G. Ja no citoplasma a MLT pode se ligar em concentracées uM as enzimas
hydroquinona e calmodulina, interacées que podem levar regulacao de microtubulos
e ativacado da fosfolipase A2. Por fim, os receptores nucleares sdo alvo da MLT em
concentracdes na faixa de pM a nM, descritos como possiveis responsaveis pela
diminuicao da 5-lipo-oxigenase.
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Figura 15 - Produgéao de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) por Lys T em co-cultura com
DCs maduras que receberam MLT nas concentragdes de 10 pM, 1 nM e 100 uM na etapa de adesao
de 2 horas, seguido de citocinas GM-CSF e IL-4 até o quinto dia e, a partir deste, TNF-a até o sétimo
dia (indicadas por DC MLT e a respectiva concentragdo) ou que receberam somente citocinas
(indicadas por DC Cito) ou células mantidas unicamente em meio de cultura, sem citocinas ou MLT
(Mono D7). Foram analisados os sobrenadantes retirados no quinto dia das co-culturas. As linhas
tracejadas representam o limite de detec¢do do kit. Os tracos curtos representam as medianas.
Foram analisadas n = 2 culturas de cada grupo. Sem significancia entre as medianas (teste Kruskal-
Wallis).

3.10 Caracterizacao do fenétipo de membrana de células cultivadas com doses
reduzidas de IL-4

Como notamos que o tratamento dos mondcitos aumentava a expressao de
receptores para IL-4 (CD124), nestes experimentos foi utilizada MLT em
concentracao de 1 nM, adicionada no periodo de adesao e testou-se o uso de
concentracbes decrescentes de IL-4: 50 ng/mL (de acordo com o protocolo
atualmente em uso no laboratério) e 25; 12,5; 6,25; 3,125 ng/mL. As demais
citocinas foram mantidas na concentracao usual de 50 ng/mL.

Observa-se na figura 16 que células expressando CD11c (um marcador tipico
das DCs) tiveram expressoes relativamente uniformes, com até mesmo 3,125 ng/mL
de IL-4 mostrando-se com resultados equivalentes aos obtidos com a concentracao
de 50 ng/mL.
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Figura 16 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD11c nas células que receberam MLT ou nao ( __ )durante o periodo de adeséo por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragdes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressdo foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padréo para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,0043 —
Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e demais grupos (menos para
DC MLT IL-4 6,25 ng/mL). Para o indice de Expressao ANOVA P = 0,9803.

Na figura 17 mostra-se a avaliagcdo da expresao da molécula HLA-DR em
células diferenciadas em DCs e nas PBMCs mantidas em meio de cultura por sete
dias. Novamente, nota-se que a expressdo de HLA-DR por células que receberam
qualquer estimulo é inferior a de células mantidas em cultura sem estimulagéo. Ja,
entre os estimulos, nas diferentes concentracées de IL-4, observam-se médias de

porcentagens e de intensidade de expressao muito préximas.
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Figura 17 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
HLA-DR nas células que receberam MLT ou ndo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragées diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressao foram as DCs que nao receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padrao para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,8065.
Para o Indice de Expressdo ANOVA P = 0,0014 —Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo
(sem tratamento) e demais grupos.

Observa-se os resultados de frequéncia e MFI relativa dada pelo indice de
expressao para a molécula CD209 na figura 18. Mais uma vez, as médias de
frequéncias apresentam-se préximas, mas observamos tendéncia a elevagdo na
concentragdo de 25 ng/mL e 6,25 ng/mL. Com relagdo aos indices de expressao as
maiores médias sao observadas para as concentragdes de 25 ng/mL e 12,5 ng/mL.
Com excec¢ao do grupo mantido em meio de cultura, sem estimulos, todos os grupos
apresentaram elevada presenca de CD209, caracteristica de DCs. Ressaltamos que
embora com frequéncia e indice de MFI reduzido, os mondcitos mantidos apenas
em meio de cultura apresentaram positividade para CD209, apontando a
possibilidade de existéncia de uma taxa de diferenciacdo ocasionada pela produgéo

de citocinas pelas células contidas no “meio ambiente” das culturas.
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Figura 18 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD209 nas células que receberam MLT ou ndo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragoes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressdo foram as DCs que nao receberam MLT na ades@o e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padréo para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e os demais grupos. Para o Indice
de Expressado ANOVA P = 0,0462. Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem
tratamento) e concentragdes de IL-4 25 ng/mL.

A presenca de CD14 foi avaliada nas culturas, visto que a reducdo de
concentragdo de IL-4 poderia interferir nos resultados para essa molécula
caracteristica de mondcitos e que se apresenta em elevada frequéncia antes da
diferenciacao, ou em células sem tratamento, conforme podemos observar na figura
19. Nota-se que apenas os mondécitos mantidos sem suplementagédo apresentam um
nivel elevado de células positivas para CD14. As DCs obtidas com o uso de
citocinas, mesmo em concentragdes reduzidas de IL-4, apresentaram, como
esperado para este tipo celular, frequéncia e indice de MFI reduzidos para CD14.
Com os dados apresentados para CD209 e CD14, pode se dizer que a reducéo na
concentracéao de IL-4, aparentemente, ndo afetou a diferenciagdo de mondcitos em
DCs.
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Figura 19 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD14 nas células que receberam MLT ou néo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragdes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressao foram as DCs que nao receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle. Os tracos sobre as colunas
representam os desvios padrao para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e os demais grupos. Para o
Indice de Expressao ANOVA P < 0,0001. Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem
tratamento) e os demais grupos.

Analisando a presenca de CD80, molécula co-estimuladora presente em DCs
e de importancia na estimulacao de linfcitos, pode-se observar (figura 20) que para
a concentragao de 6,25 ng/mL foi encontrada a maior média entre as frequéncias da
molécula.

Em relacdo ao indice de expressao, as DCs obtidas com a concentracao de
25 ng/mL de IL-4 apresentaram a maior média. No entanto, tanto frequéncia quanto
MFI n&o apresentaram diferencas entre os grupos de DCs. A reducdo na
concentracdo, novamente, parece nao afetar a obtencdo de DCs a partir de

mondcitos.
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Figura 20 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD80 nas células que receberam MLT ou n&o ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragdes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressao foram as DCs que nao receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle. Os tracos sobre as colunas
representam os desvios padrao para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,0087 -
Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e DC Cito; DC MLT IL-4 25
ng/mL; DC MLT IL-4 6,25 ng/mL; DC MLT IL-4 3,125 ng/mL. Para o Indice de Expressdo ANOVA P =
0,0016 - Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e os demais grupos.

Na figura 21 sdo apresentados os resultados encontrados para CD86, outra
molécula co-estimuladora importante nas DCs.

DCs diferenciadas em concentracdo de 25 ng/mL de IL-4 apresentaram a
maior frequéncia seguida por 3,125 ng/mL. Os indices de MFI tiveram maiores
médias para as concentragoes de 25 ng/mL e 12,5 ng/mL. De modo semelhante ao
encontrado para CD80 nao foi detectada diferenca para CD86, tanto em frequéncia
quanto em MFI, entre os diferentes grupos de DCs obtidos em concentracdes
reduzidas de IL-4.
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Figura 21 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD86 nas células que receberam MLT ou néo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragoes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressdo foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padréo para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,1062.
Para Indice de Expressédo ANOVA P = 0,0560. Teste de Tukey P < 0,05 entre controle negativo (sem
tratamento) e DC MLT IL-4 25 ng/mL.

Na figura 22 observam-se os resultados para a analise de frequéncia de
CD40 e seu indice de MFI. As médias das frequéncias para CD40 encontram-se
muito préximas umas das outras, sem diferencas, com maior valor encontrado para
a concentragdo de 25 ng/mL de IL-4. Os indices de MFI também encontram-se muito
proximos uns dos outros, sem correspondéncia com as frequéncias e sem
diminuicdo ou elevagao dependente das concentragcées. O maior valor médio, entre
as concentracdes reduzidas, foi determinado para culturas suplementadas com 12,5
ng/mL de IL-4.
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Figura 22 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CDA40 nas células que receberam MLT ou ndo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragoes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressao foram as DCs que nao receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padrdao para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,9198.
Para o indice de Expressdo ANOVA P = 0,8330.

Resultados para a frequéncia e intensidade de fluorescéncia da molécula
CD83 podem ser vistos na figura 23. A médias mais elevadas para a frequéncias de
células foi encontrada para culturas estimuladas com IL-4 nas concentracbes de
6,25 ng/mL e 3,125 ng/mL. Houve correspondéncia das médias das frequéncias com
as médias observadas para os indices de MFI, para as mesmas concentracoes. O
desvio padrao, mais reduzido em relagdo aos demais, observado para a IL-4 3,125
ng/mL indica uniformidade dos resultados para esta concentracao.
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Figura 23. Médias de porcentagem de positividade e indice da expressdo (MFI x Porcentagem) de
CD83 nas células que receberam MLT ou n&o ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragdes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressdo foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padrdao para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,0276.
Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e DC Cito; DC MLT IL-4 6,25
ng/mL. Para o Indice de Expressdo ANOVA P = 0,3740.

Resultados para a molécula CD274, também conhecida como PDL1 e
relacionada com a inducao de tolerancia pelas DCs, podem ser vistos na figura 24.
Pode-se notar que a média das porcentagens apresentou-se mais elevada para
culturas mantidas com IL-4 25 ng/mL, seguida pelas culturas suplementadas com
3,125 ng/mL. Esta observagcao teve correspondéncia de porcentagem e indice de
MFI para culturas suplementadas com IL-4 25 ng/mL, mas o mesmo n&o aconteceu
para as culturas suplementadas com IL-4 3,125 ng/mL. No entanto, novamente ndo
houve diferencas entre as concentragdes reduzidas de IL-4 e o grupo controle
(citocinas em concentracdes usuais).
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Figura 24 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD274 nas células que receberam MLT ou ndo ( __ )durante o periodo de adesao por duas horas e,
posteriormente, citocinas diferenciadoras (GM-CSF e IL-4) e ativadora (TNF-a). Alguns grupos
receberam IL-4 em concentragdes diferentes da usual, conforme valores listados abaixo de cada
grupo. GM-CSF e TNF-a foram acrescentados as culturas em concentragées usuais (50 ng/mL).
Todas as células foram cultivadas até o sétimo dia. O controle considerado para o indice de
expressdo foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e posteriormente receberam as
Citocinas (todas em concentracao de 50 ng/mL). A linha continua representa a referéncia (y = 1)
utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle. Os tragos sobre as colunas
representam os desvios padréo para n = 7 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem tratamento) e os demais grupos. Para Indice
de Expressado ANOVA P < 0,0001. Teste de Tukey P < 0,05 entre o controle negativo (sem
tratamento) e os demais grupos.

Uma vez que esta analise mostrou que todas as concentracdes de IL-4 foram
capazes de induzir nas DCs tratadas com MLT um fenétipo semelhante, resolveu-se
aprofundar os estudos com a menor das concentracdes de IL-4, pois esta seria a
que maior economia de reagentes proporciona.

3.11 Caracterizacao do fenétipo de membrana de células submetidas ao
inibidor de MLT Luzindol e cultivadas com 3,125 ng/mL de IL-4

PBMCs aderentes foram cultivadas por sete dias adicionando as citocinas
GM-CSF e TNF-a (este adicionado no quinto dia apenas) na concentracao usual de
50 ng/mL para obtencdo das DCs. A IL-4 foi adicionada na concentracao
selecionada de 3,125 ng/mL, uma vez que a MLT foi adicionada as células durante o

periodo de aderéncia. Para avaliar se os efeitos observados pelo tratamento com a
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MLT eram dependentes dos receptores de membrana deste horménio, MT1 e MT2,
foi feito uso do inibidor Luzindol, também na etapa de adesdo por duas horas,
conforme descrito em material e métodos. Avaliou-se os resultados de oito
experimentos realizados para a molécula HLA-DR na figura 25. Nota-se que,
surpreendentemente, o uso de Luzindol sobre células induzidas a diferenciar pelas
citocinas (com IL-4 na concentracdo de 3,125 ng/ml), sem estimulo pela MLT,
provocou um aumento da frequéncia de células positivas para esta molécula. No
entanto, ndo diferiu significativamente das DC7 obtidas com a concentragéo de 50
ng/mL de IL-4.

Por outro lado, um efeito inibidor muito discreto do Luzindol sobre as DC7 que
receberam MLT na etapa de adesédo pode ser notado, diminuindo a expressao de
HLA-DR por célula, como visto pela diminuicdo do indice neste grupo, e
comparando-o ao grupo que também recebeu MLT, mas n&o o Luzindol.

Também aqui se observa a elevacao do indice de expressao em mondcitos
mantidos apenas em meio de cultura, sem suplementagdo alguma. E possivel que
as células, sem estimulos passem a exteriorizar material contido em compartimentos
endossomais como ocorre com DCs imaturas (YOUNG et al., 2008), neste caso as
moléculas de MHC classe Il (HLA-DR).
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Figura 25 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
HLA-DR nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacado ( -- ) durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apos a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagcdo das expressées com base no controle. Os
tragos curtos representam as medias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,2646.
Para Indice de Expressdo ANOVA P = 0,0009. Teste de Tukey P < 0,05 entre M7 (mondcito dia 7) e
DC7 IL-4 50ng/mL; DC7 (Luzindol + MLT + IL-4 3,125 ng/mL) e M7 (com Luzindol) e DC7 IL-4 50
ng/mL.

Na figura 26 € mostrada a presenca de CD11c nas diferentes culturas. A
reducdo de IL-4 para 3,125 ng/mL provocou uma diminuicdo na frequéncia e indice
de CD11c, que parece ser resgatada pelo uso de MLT. A adi¢éo de Luzindol, sem a
posterior adicdo de MLT, parece nao apresentar efeito inibidor sobre a frequéncia de
células positivas, mas mantém o efeito observado de reducédo do indice para MFI
para a concentracdo de 3,125 ng/mL. Nota-se que o inibidor Luzindol pareceu
exercer sua fungao inibidora neste aspecto. Efeito semelhante foi observado para o
indice de expressao de HLA-DR, que também apresentou a média deste indicador
diminuida. Esse efeito inibidor do Luzindol sobre a acdo da MLT parece manifestar-
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se somente em presenca de MLT, visto que nos grupos suplementados com a
substancia nos quais ndo houve adicdo de MLT pareceu haver uma elevacao do

indice.
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Figura 26 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD11c nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacéo ( -- ) durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicagao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apos a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentragdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle. Os
tracos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol) e os grupos DC7 IL-4
50ng/mL e IL-4 3,125 ng/mL. Para Indice de Expressdo ANOVA P = 0,0009. Teste de Tukey P<0,05
entre MO (mondcito dia 0) e demais grupos.

A presenca de CD80 nessas culturas pode ser vista na figura 27. Aqui nota-se
que a concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4 parece exercer um efeito potencializador
da frequéncia de células expressando essa molécula, um efeito que parece ser
intensificado pelo uso de Luzindol nas culturas, mesmo quando foi utilizada a MLT.

De modo similar, os indices de expressao da MFI mostram correspondéncia com os
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resultados de porcentagem encontrados. Uma hipdtese para explicar o efeito
potencializador, provocado pelo Luzindol, seria a ligacdo deste de modo cruzado
causando ativacao da célula para a expressao de CD80, no entanto, a baixa
concentragao da citocina IL-4 poderia estar direcionando a célula para um perfil
regulador, visto ja terem sido descritos o aspecto modulador da fungédo supressora
de Lys T reguladores, ativados por CD80 via ligacdo ao CTLA-4 (ZHENG et al.,
2004).
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Figura 27 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD80 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacdo ( -- ) durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial ap6s a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle. Os
tragcos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre MO e M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol) e entre M7 sem
Luzindol e os grupos DC7 IL-4 50 ng/mL e IL-4 3,125 ng/mL. Para Indice de Expressdo ANOVA P =
0,0227.

Para CD86, outra molécula co-estimuladora, as médias das porcentagens

encontradas ficaram muito proximas, como pode ser visto na figura 28. O uso de IL-
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4 em concentragao reduzida mostra uma tendéncia a reducao na frequéncia e indice
de expressao, que parece ser resgatado pelo uso de MLT, como visto para CD11c.
O uso de Luzindol potencializou a frequéncia mas nao os indices de expressao nas
culturas em que foi adicionado. O indice mostrado em culturas que receberam IL-4
3,125 ng/mL ficou abaixo do observado para a concentracdo usual. Aqui, de novo, a
MLT parece interferir positivamente, mantendo o indice compativel com o observado
para a concentracao usual. A interacdo CD86-CD28 interfere na funcao inibidora
gerada por lys T reguladores (ZHENG et al., 2004), e sua presenga intensificou a
habilidade de DCs derivadas de mondécitos extraidos de corddo umbilical ativarem
lys T CD4+ naive (DILIOGLOU; CRUSE; LEWIS, 2003), o que torna importante a
manutencao desta molécula na membrana de DCs.
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Figura 28 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD86 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementagédo ( -- )durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacgao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apds a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que nao receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentragdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle. Os
tragcos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,0004.
Teste de Tukey P<0,05 entre MO e M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol) e entre MO e os
grupos DC7 sem Luzindol. Para Indice de Expressao ANOVA P = 0,0021. Teste de Tukey P<0,05
entre MO e M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol).

A frequéncia da molécula CD40 é avaliada na figura 29. A reducdo da
concentracao de IL-4 parece potencializar tanto a frequéncia quanto a MFI,
representada pelo indice. O uso de Luzindol gerou resultados aparentemente
conflitantes. Enquanto ele diminuiu os indices de expressao, ele também aumentou

a frequéncia de células positivas para CD40.
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Figura 29 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD40 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementagéo ( -- )durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apos a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagcdo das expressées com base no controle. Os
tracos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P = 0,0002.
Teste de Tukey P<0,05 entre M7 (mondcito no dia 7 com e sem luzindol) e os grupos DC7 IL-4 3,125
ng/mL. Para Indice de Expressdo ANOVA P = 0,0037.

Os resultados para CD83, indicador da diferenciacdo de PBMCs em DCs
maduras, encontram-se na figura 30 e nao apresentam diferencas acentuadas entre
0s grupos suplementados com IL-4 3,125 ng/mL. Novamente encontramos
tendéncia de elevacdo das médias para células de culturas mantidas em meio
contendo concentragbes reduzidas de IL-4 em relacdo as culturas adicionadas da
concentragdo usual. No mais, nem a MLT nem o Luzindol provocaram efeitos
nitidos. Embora a funcdo de CD83 ainda nao esteja completamente esclarecida,
essa molécula mostra importancia na estimulagao de linfécitos T (PINHO et al.,
2014) e é interessante notar que o uso de menor concentracao de IL-4 permita

obtencao de células com expressao semelhante da mesma.
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Figura 30 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD83 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacdo ( -- ) durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apos a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle. Os
tragcos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre MO e M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol) e entre M7 (mondcito
no dia 7 com e sem Luzindol) e os grupos DC7. Para Indice de Expressao ANOVA P = 0,0055. Teste
de Tukey P<0,05 entre MO e demais grupos.

A molécula CD209, também representativa da diferenciagdo em DCs, foi
analisada e os resultados encontrados podem ser visualizados na figura 31. Luzindol
potencializou a frequéncia de DC7 com concentracdo reduzida de IL-4 com ou sem
suplementacdo de MLT. Em relacdo ao indice de MFI este efeito foi observado

apenas para DC7 suplementadas com MLT na adeséo.
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Figura 31 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD209 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacdo ( -- )durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacgao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apos a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentragdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle. Os
tracos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre MO e DC7 (IL-4 50 ng/mL) e DC7 (IL-4 3,125 ng/mL com e sem Luzindol
mas sem MLT) e entre M7 (mondcito no dia 7 com e sem Luzindol) e os grupos DC7. Para Indice de
Expressao ANOVA P < 0,0001. Teste de Tukey P<0,05 entre MO e M7 (com e sem Luzindol) e
demais grupos DC7.

Como foi analisada a presenca de CD209, indicativo da diferenciacdo em
DCs, a observacao da presenca de CD14 também foi objeto de estudo nesta etapa,
visto que IL-4 esta relacionada com a diminuicdo desta molécula durante o processo
de diferenciacdo. Observamos na figura 32 que mesmo em concentracdes reduzidas
de IL-4 ha uma reducgéao na frequéncia e MFI relacionados com a presenca de CD14,
quando comparados aos mondcitos mantidos por sete dias em meio de cultura R-10.
Essas culturas que néo receberam suplementagéo com IL-4 (M7) apresentam niveis
elevados de CD14. Culturas de DCs com reducao de IL-4 mostraram, entretanto,
uma frequéncia maior de CD14. Um dado indicativo de que baixas concentracoes de
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IL-4 podem afetar a expressdo de CD14. De novo, a MLT parece interferir e atenuar
o efeito da concentragdo diminuida de IL-4 sobre a frequéncia, mas o Luzindol
aplicado as culturas que também receberam MLT nao exerceu inibicao deste efeito
da MLT.
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Figura 32 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD14 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementagéo ( -- )durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apds a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesao e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagcdo das expressées com base no controle. Os
tragcos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem ANOVA P < 0,0001.
Teste de Tukey P<0,05 entre MO e demais grupos e entre M7 (mondcito no dia 7 com e sem
Luzindol) e os grupos DC7. Para Indice de Expressdo ANOVA P < 0,0001. Teste de Tukey P<0,05
entre MO e demais grupos.

A andlise da presenca de CD274 revelou, conforme visto na figura 33, que
3,125 ng/mL de IL-4 reduz os niveis de CD274 em relacdo ao dia zero, mas 0s
niveis ficaram acima dos observados para a concentracao de 50 ng/mL (controle
positivo em concentracao usual de IL-4). O uso de MLT nas duas horas de adesao
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reduz os niveis de CD274 para préximos do nivel observado para IL-4 50 ng/mL,
mais uma vez confirmando o efeito positivo da MLT sobre a diferenciacdo das DCs.
Luzindol aplicado as culturas isoladamente mostrou tendéncia a diminuigao da
frequéncia de CD274, mas elevou os indices de MFI. Ja na presenca da MLT, para
intensidade da expressao, o inibidor pareceu diminuir o efeito da MLT, provocando
ligeiro aumento da expressao de CD274, mas quando se avalia a frequéncia de

expressao desta molécula, 0 mesmo néo se nota.
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Figura 33 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD274 nas células que receberam Luzindol, MLT (+) ou nenhuma suplementacdo ( -- )durante o
periodo de adesao por duas horas e/ou citocinas IL-4 em concentragdo de 50 ng/ml ou 3,125 ng/mL
conforme indicacao (+) abaixo de cada grupo na figura. Culturas de PBMCs estao indicadas pela letra
M, sendo MO o dia inicial apds a separacao por gradiente de densidade e M7 as cultivadas por sete
dias em meio R-10. Culturas que receberam citocinas sao indicadas por DC7 (DCs obtidas no sétimo
dia da cultura). Todas as DC7 receberam igualmente GM-CSF e TNF-a (50 ng/mL). O controle
considerado para o indice de expressao foram as DCs que ndo receberam MLT na adesdo e
posteriormente receberam as Citocinas (todas em concentracdo de 50 ng/mL). A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressées com base no controle. A
linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressées com base no
controle positivo. Os tragos curtos representam as médias de n = 8 experimentos. Para porcentagem
ANOVA P < 0,0001. Teste de Tukey P<0,05 entre MO e M7 (monécito no dia 7 com e sem Luzindol);
entre MO e DC7 (IL-4 50 ng/mL); entre MO e DC7 (MLT com e sem Luzindol); entre M7 (com e sem
Luzindol) e DC7 (sem MLT com e sem Luzindol). Para Indice de Expressdo ANOVA P = 0,0768.
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3.12 Caracterizacao funcional das DCs submetidas ao luzindol, MLT e obtidas
em concentracao reduzida de IL-4 por meio de co-cultura com linfécitos
alogenéicos

Com a finalidade de constatar se as DCs geradas sob acédo da MLT e de seu
inibidor parcial, Luzindol, apresentavam alteragbes funcionais, foram realizados
experimentos de co-cultura com Lys T. Foram analisadas as moléculas CD4, CD8,
CD25 e os fatores de transcricdo FoxP3, T-bet e Gata-3, dentro da populacao de Lys
que proliferaram por estimulo dessas DCs. Utilizou-se como indice de proliferacéo o
célculo com base na MFI dos Lys do grupo controle (Lys com CFSE, mas sem
estimulo de proliferagdo) como descrito em Material e Métodos.

Na figura 34 sdo mostradas as medianas das porcentagem de Lys CFSE
positivos que proliferaram quando em co-cultura com DCs obtidas sob diferentes
condicbes de estimulo, quer sejam por uso das concentracbes usuais de citocinas
(DC50); sem MLT e sob reducdo de IL-4 (DC3); com MLT e reducao de IL-4
(DCM3); sob acao de Luzindol, MLT e reducao de IL-4 (DCLM3). DCs obtidas com
reducéo de IL-4 apresentaram maior mediana entre as frequéncias observadas. Os
grupos suplementados com MLT ou Luzindol e MLT apresentaram medianas
superiores ao das concentracdes usuais de citocinas. Pode-se observar, no entanto,
que as DCs obtidas com utilizagdo inicial de MLT mantiveram um indice de
proliferacdo de Lys totais mais elevado que os demais grupos, embora sem
significAncia estatistica. Nestes experimentos o uso de Luzindol mostra uma
tendéncia a reducao na porcentagem de proliferacdo em relagdo ao suplementado
com MLT. Para o indice de proliferacdo, a mediana se mostra mais elevada para o
grupo suplementado com MLT e, novamente, ha uma indicagdo de um efeito inibidor
provocado pelo uso do Luzindol nas DCs geradas, interferindo na funcao de alo-
estimulacdo destas células. O aumento da frequéncia e indice de proliferacao
apresentam certa correlacdo com o aumento da frequéncia de CD40 e do indice
para a MFI de CD40, CD80 e HLA-DR em doses reduzidas de IL-4.
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Figura 34 - Frequéncia e indice de proliferagao de linfécitos (ly) mantidos em co-cultura com DCs.
DCs foram co-cultivadas com Lys por um periodo de cinco dias, na propor¢éo de 10:1 (Ly:DC). As
DCs foram geradas apds adeséo e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a).
Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-CSF e TNF-a. DC50
indicam a concentragéo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em concentragéo de 3,125 ng/mL de
IL-4. DCM3 foram obtidas apds adesao por duas horas em MLT 1nM e suplementada com 3,125
ng/mL de IL-4. DCLM3 foram submetidas a inibigdo com Luzindol, suplementadas com MLT 1 nM e,
posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. Lys SE, indicam linfécitos corados com CFSE, mas que
nao receberam nenhum estimulo de proliferagdo, consistindo em um controle negativo. A linha
continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo dos indices de expressdo com
base no controle positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3
experimentos. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0540 para porcentagem de proliferacdo. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,8384 para indice de proliferacéo.

Dentro da populagcao de células que proliferaram obtivemos a populagao de
Lys CD4+ que proliferaram sob estimulo das DCs geradas sob diferentes estimulos.
Estes resultados podem ser observados na figura 35. As medianas obtidas para trés
experimentos indicam que ha uma reducao da frequéncia a partir da diminuicao da
concentracao de IL-4. Essa reducao é mais acentuada em Lys estimulados com DCs
obtidas com adicdo de MLT na adesdao. Observa-se uma tendéncia a inibicao
provocada pelo uso do Luzindol antes da adicdo de MLT. No entanto, Lys

estimulados com DCs suplementadas com MLT apresentam mediana maior para a
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expressdao de CD4, indicando uma elevada expressao dessa molécula por célula.
Como se nota no grafico a utilizacdo de Luzindol reduz o indice de expressao de
CD4, apresentando indicios de inibicdo por esta substancia. Esta observacao é
relevante, uma vez que é descrito a aumento da expressao de CD4 em linfocitos T
ativados (RIDGWAY; FASSO; FATHMAN, 1998).
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Figura 35 - Porcentagem e indices de MFI de Lys positivos para CD4 que proliferaram sob estimulo
de DCs obtidas em concentracdes diferentes de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs,
por um periodo de cinco dias, na propor¢édo de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e
cultivadas em meio contendo citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram
suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentragdo
de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em concentracdo de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram
obtidas apés adesao por duas horas em MLT 1nM e suplementada com 3,125 ng/mL de IL-4. DCLM3
foram submetidas a inibicdo com Luzindol, suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com
3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das
expressdes com base no controle positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de
n = 3 experimentos. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,5994 para porcentagem. Teste de Kruskal-
Wallis P = 0,2420 para Indice de expresséo.

A proporcao de Lys positivos para CD8 também foi analisada e, a figura 36
ilustra os resultados obtidos. A redugdo na concentragdo de IL-4 ndo afetou a
frequéncia de Lys CD8 positivos, mas houve diminuicdo do indice de expressao. As
medianas para esta analise indicam que DCs obtidas com o uso de MLT 1nM
estimularam uma maior proliferacdo de Lys positivos para CD8 em relacao aos

demais grupos, o mesmo sendo observado com relagdo ao indice de expressao
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desta molécula nestes linfécitos. Essa observacdo aponta, mais uma vez, para o
efeito mantenedor e potencializador da atividade estimuladora das DCs causado
pela MLT. O uso de Luzindol, antes da adicao de MLT durante a etapa de adeséo,
sugere que ha um efeito inibidor da substancia, provocando a redugéo da frequéncia
e dos indices de expressao.
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Figura 36 - Porcentagem e indices de MFI de Lys positivos para CD8 que proliferaram sob estimulo
de DCs obtidas em concentragdes diferentes de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs,
por um periodo de cinco dias, na proporcéao de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apos adesao e
cultivadas em meio contendo citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram
suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentragédo
de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em concentracdo de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram
obtidas apés adesao por duas horas em MLT 1nM e suplementada com 3,125 ng/mL de IL-4. DCLM3
foram submetidas a inibicdo com Luzindol, suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com
3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das
expressdes com base no controle positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de
n = 3 experimentos. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,5360 para porcentagem. Teste de Kruskal-
Wallis P = 0,2638 para indice de expressao.

Foram analisadas as frequéncias de CD279 (PD-1), molécula na qual se liga
o CD274 (PD-L1) e que através da interagdo com outras moléculas co-estimuladoras
podem ativar linfocitos T efetores da imunidade protetora ou resultar em sua anergia
(OKAZAKI; HONJO, 2006). A proporcao desta molécula foi determinada dentro da
populagdo CD4 e CD8. Assim, foram considerados os duplo positivos para CD279,
envolvendo linfécitos CD4 e linfocitos CD8. Os resultados sdo mostrados na figura
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37 para a proporcao de CD4+CD279+ e os indices de expressao indicativos da MFI.
Lys estimulados por DCs geradas com concentragbes reduzidas de IL-4
apresentaram menor frequéncia, mas um indice compativel com o controle positivo
(Lys + DC50). Lys estimulados por DCs geradas com suplementacdo de MLT
apresentaram maior frequéncia e também maior indice de expressao da MFI. Houve
diminuicdo da frequéncia e do indice quando o estimulo foi fornecido por DCs
obtidas com o uso de Luzindol antes da MLT na etapa de adeséo, indicando inibi¢cao
por essa substancia. Esta observacao se deu tanto na frequéncia quanto no indice

de expressao (indicador da MFI).
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Figura 37 - Porcentagem e indices de MFI de Lys duplo positivos para CD4 e CD279 presentes na
populacédo de Lys CD4+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentragbes diferentes
de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao
de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-
CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentracdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em
concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas ap6s adesdo por duas horas em MLT

suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle
positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,8629 para porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,9087 para indice de
expressao.

A molécula CD279 em Lys CD8 positivos tem seus resultados apresentados
na figura 38. As medianas estdo mais elevadas nas culturas estimuladas pela
concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4, que nas estimuladas pela dose usual (50
ng/mL). O uso de MLT nao provocou elevacao da frequéncia de duplos positivos
CD8+CD279+. Nota-se, que embora as frequéncias estejam elevadas, a redugéo de
IL-4 parece diminuir a MFI das moléculas CD8 e CD279 dos linfocitos. O uso de
Luzindol sugere inibigdo da mediana relacionada a porcentagem, mas nao houve
correspondéncia com a mediana desse grupo quando observamos os indices de

expressao, que mostram-se mais elevados.
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Figura 38 - Porcentagem e indices de MFI de Lys duplo positivos para CD8 e CD279 presentes na
populacédo de Lys CD8+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentragbes diferentes
de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao
de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-
CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentracdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em
concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas ap6s adesdo por duas horas em MLT

suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle
positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,5062 para porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,8230 para indice de
expressao.

Para que se pudesse caracterizar mais precisamente o perfil dos linfocitos T
CD4 obtidos, investigou-se a presenca de alguns fatores de transcricdo tais como
FoxP3, Tbet e Gata-3. Assim, foram selecionados dentro da populagcdo CD4 positiva,
aquela que apresentava concomitantemente positividade para CD25. A figura 39
exibe os resultados da selecdo de uma populacao CD4 CD25 duplo positiva. O uso
de concentragéo diminuida de IL-4 reduziu a frequéncia de CD4+CD25+, no entanto,
potencializou o indice de expressdo. As DCs suplementadas com MLT
apresentaram proporgcdes de duplo positivos semelhantes as DCs obtidas com a
concentracao usual de IL-4, com semelhanca para o indice de expressdo. A
frequéncia de positivos com o uso de Luzindol indicam inibicdo dos duplos positivos
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CD4 CD25, mas o efeito parece ser potencializador quando se observa a MFI por

meio do indice.
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Figura 39 - Porcentagem e indices de MFI de Lys duplo positivos para CD4 e CD25 presentes na
populacédo de Lys CD4+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentragbes diferentes
de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao
de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-
CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentragcdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em
concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas ap6s adesao por duas horas em MLT

suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle
positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,9634 para porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,9314 para indice de
expressao.

A populacao duplo positiva CD4 e CD25 foi analisada quanto a presenga de
moléculas FoxP3, por meio de citometria intracelular. Os resultados encontrados
para a presenca de CD4+CD25+FoxP3+ sdo exibidos na figura 40. A redugédo da
concentracao de IL-4 diminuiu a frequéncia e indice de expressao das DCs, se
comparadas ao controle positivo (Lys + DC50). Os resultados indicam uma
diminuicdo da populacdo de Lys CD4+CD25+FoxP3+ quando estimulados por DCs
que foram aderidas sob efeito da MLT 1 nM. Culturas mantidas em concentragdes

usuais das citocinas apresentaram uma tendéncia a maior populacdo. O uso de
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Luzindol parece equilibrar este efeito, equiparando os resultados desses Lys com os
estimulados por DCs suplementadas com 3,125 ng/mL de IL-4 e que n&do receberam
MLT. O indice de expressdao apresentou tendéncia a elevacao nas co-culturas
estimuladas por DCs suplementadas com MLT, porém, ainda abaixo dos valores

observados para DCs obtidas com 50 ng/mL de IL-4.
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Figura 40 - Porcentagem e indice de MFI de Lys CD4+CD25+FoxP3+ encontrados na populagdo de
Lys CD4+CD25+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentragbes diferentes de IL-4.
Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgéo de 10:1
(Ly:DC). As DCs foram geradas apés adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-CSF, IL-4
e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-CSF e
TNF-a. DC50 indicam a concentragdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em concentracdo de
3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas apds adesao por duas horas em MLT 1nM e suplementada
com 3,125 ng/mL de IL-4. DCLMS3 foram submetidas & inibigdo com Luzindol, suplementadas com
MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua representa a referéncia (y =
1) utilizada para visualizagdo das expressdes com base no controle positivo (Lys + DC50). Tragos
curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,8137 para

porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,1559 para indice de expressao.

Seguindo a mesma metodologia, dentro da populacdo CD4+ foi avaliada a
presenca de Tbet, outro fator de transcricdo. Os resultados para essa anadlise estdo
na figura 41. Ha uma tendéncia a diminui¢cdo da populacdo CD4+/Tbet+ quando a

concentracao de IL-4 esta reduzida. A MLT eleva essa frequéncia quando utilizada
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nas culturas. O uso de Luzindol apresentou tendéncia a potencializar a expressao de
células CD4+Tbet+. O indice de expressao dos linfécitos estimulados com DCs
geradas com o uso de MLT foi o maior observado dentre todos os demais, mas foi o

menor observado quando se fez uso do Luzindol.
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Figura 41 - Porcentagem e indice de MFI de Lys positivos para CD4 e Tbet encontrados na
populagédo de Lys CD4+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentragdes diferentes
de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao
de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentra¢des de 50 ng/mL de GM-
CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentracdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em
concentragdo de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas ap6s adesdo por duas horas em MLT
suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle
positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,7888 para porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,2753 para indice de
expressao.

Por fim analisamos dentro dessa populagcdo CD4 positiva a presenca do fator
de transcricao Gata-3. Os resultados sao mostrados na figura 42. As frequéncias de
positivos para CD4 e Gata-3 foram diminuidas quando o estimulo foi dado por DCs
obtidas em concentracdo de IL-4 de 3,125 ng/mL. Foi menor ainda nas culturas em
as DC foram geradas com uso da MLT. A adi¢do de Luzindol elevou a mediana,
ultrapassando mesmo as culturas estimuladas por DCs originadas com
concentracdes usuais de citocinas (50 ng/mL). Com relacdo aos indices de
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expressao, observou-se uma elevagéao dos indices de expressao quando o estimulo
foi por meio de DCs geradas em concentracdo reduzida de IL-4. Quando os Lys
foram estimulados com DCs suplementadas com MLT e reducdo de IL-4 houve
elevagao dos indices. O uso de Luzindol reduziu os indices de MFI nas co-culturas
estimuladas por DCs suplementadas com 3,125 ng/mL de IL-4 e MLT. Embora se
observe um efeito contrario ao observado para a frequéncia, indica que, quando
presente, o Luzindol interfere na agcdo da MLT.

E interessante notar que tanto para o fator Tbet, quanto para Gata-3, o
Luzindol apresentou efeitos opostos sobre a frequéncia de células positivas e sobre
a intensidade de marcacédo. Esta observacao ainda precisa ser confirmada e, entao,

melhor analisada para que se possa interpreta-la corretamente.
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Figura 42 - Porcentagem e indice de MFI de Lys positivos para CD4 e Gata-3 encontrados na
populagédo de Lys CD4+ que proliferaram sob estimulo de DCs obtidas em concentracdes diferentes
de IL-4. Os Lys foram mantidos em co-cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao
de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas apds adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-
CSF e TNF-a. DC50 indicam a concentracdo de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em
concentragdo de 3,125 ng/mL de IL-4. DCM3 foram obtidas ap6s adesdo por duas horas em MLT
suplementadas com MLT 1 nM e, posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. A linha continua
representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressées com base no controle
positivo (Lys + DC50). Tragos curtos representam as medianas de n = 3 experimentos. Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,0987 para porcentagem. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0234 para indice de
expressao.
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3.13 Perfil das citocinas produzidas pelos linfocitos T alogenéicos mantidos
:el?_14co-cultura com as DCs obtidas com concentracao de 3,125 ng/mL de
Foram realizados ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA com os
sobrenadantes armazenados das co-culturas com a finalidade de detectar a
presenca de citocinas indicadoras das subpopulag¢des de linfécitos que proliferaram.
Foram analisadas as citocinas Interferon gama (IFN-y), Interleucina-4 (IL-4) e
Interleucina-17 (IL-17). Os resultados dos ensaios com os sobrenadantes dos trés
experimentos anteriormente analisados quanto ao fenétipo de membrana e aos
fatores de transcricdo, sdo mostrados na figura 43. Para IFN-y, a maior parte dos
sobrenadantes apresentaram leitura abaixo do nivel de detecgéo do teste. O mesmo
aconteceu com IL-4, com excecao para os sobrenadantes das co-culturas de Lys
com DCs obtidas com concentragdes usuais de IL-4 (50 ng/mL , DC50). Para IL-17,
todas as co-culturas apresentaram niveis dessa citocina abaixo do nivel de deteccao
do teste.
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Figura 43 - Producgéo de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-17) por Lys T que proliferaram sob estimulo de
DCs maduras obtidas em concentracdes diferentes de IL-4. Os linfécitos (ly) foram mantidos em co-
cultura com DCs, por um periodo de cinco dias, na proporgao de 10:1 (Ly:DC). As DCs foram geradas
apés adesao e cultivadas em meio contendo citocinas (GM-CSF, IL-4 e TNF-a). Todas as culturas
foram suplementadas com concentragdes de 50 ng/mL de GM-CSF e TNF-a. DC50 indicam a
concentracado de 50 ng/mL de IL-4. DC3 foram obtidas em concentracao de 3,125 ng/mL de IL-4.
DCMS3 foram obtidas ap6s adesao por duas horas em MLT 1nM e suplementada com 3,125 ng/mL de
IL-4. DCLM3 foram submetidas a inibicdo com Luzindol, suplementadas com MLT 1 nM e,
posteriormente, com 3,125 ng/mL de IL-4. Tragos curtos representam as medianas de n = 3
experimentos. As linhas tracejadas representam o limite de deteccdo do teste. Teste de Kruskal-
Wallis P = 0,9217 para IFN- y. Teste de Kruskal-Wallis P = 0,2638 para IL-4. Teste de Kruskal-
Wallis P = 0,2638 para IL-17.

3.14 Analise da presenca de moléculas das vias de sinalizacao
intracitoplasmatica ERK1/2, STAT-5 e STAT-6 fosforiladas

Foram avaliadas as culturas de PBMCs ap6s a separacao por gradiente de
densidade, sob os diferentes estimulos enumerados, concentragao reduzida de IL-4
3,125 ng/mL; MLT 1nM; MLT 1nM e IL-4 3,125 ng/mL; MLT 1 nM e IL-4 50 ng/mL;
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concentracao usual de IL-4 (50 ng/mL), esta ultima como controle positivo. Sempre
que foi adicionada a IL-4 (50 ng ou 3,125 ng/mL), foi adicionado também GM-CSF
em concentragcao de 50 ng/mL.

Para restringir a analise as células de interesse, avaliamos a expressao dos
diferentes fatores apenas em células CD14+, cuja expressdo € mostrada na figura
44. Diferentemente das DCs ja avaliadas quanto a presenca de CD14, durante a
adesdo nao ocorre reducdo da frequéncia da molécula, e os valores encontram-se

muito proximos.
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Figura 44 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
CD14 em células antes da etapa de adesado (Mono DO0); células durante as duas horas de adesao
suplementadas com IL-4 50 ng/mL (CITO IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (CITO IL4-3) por 15 minutos
antes do término da etapa de adesdo; suplementadas somente com MLT 1nM (MLT 1nM);
suplementadas com MLT + IL-4 50 ng/mL (MLT + 1L4-50) ou MLT + IL-4 3,125 ng/mL (MLT + IL4-3),
sendo que nestes dois Ultimos grupos a IL-4 foi adicionada nos 15 minutos finais da ades&o. Todas
as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL). A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle positivo. Tragos
curtos representam as medias de n = 3 experimentos. Para porcentagem Teste de Kruskal-Wallis P
= 0,3142. Para Indice de Expresséo Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0768.

A figura 45 mostra as medianas para a analise da presenca de ERK-1 e -2
(ERK 1/2) fosforilada em células CD14+ durante o ensaio de adesao dos mondcitos.
Houve elevacdo da frequéncia quando IL-4 e GM-CSF sao utilizados em
concentracao usual (50 ng/mL) em relacdo aos monécitos sem tratamento (Mono
DO0). A reducao da concentragdo de IL-4 diminuiu a presenca de ERK 1/2, um efeito
semelhante ocorreu com o uso de MLT 1nM. A MLT, quando utilizada em conjunto
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com citocinas, aproxima as medianas do controle positivo (CITO IL4-50), mas ainda
se mantém abaixo desta. O uso de MLT e IL-4 em concentracao reduzida apresenta
resultado superior ao uso de IL-4 3,125 ng/ml somente. Os indices de expressao
mostram medianas mais elevadas nos grupos MLT 1L4-50 e CITO IL4-3, observacao
discordante do que foi encontrado nas frequéncias. Nao se deve ignorar, no entanto,
que a MLT 1nM quando utilizada em conjunto com as citocinas em concentracao
usual eleva o numero de moléculas ERK-1/2 fosforiladas, o que indica um efeito
potencializador desta substancia. A ligacdo de GM-CSF ao seu receptor de
membrana provoca inibicdo da apoptose, via Ras/MAPK (KINOSHITA et al., 1995),
também ativa p-21 ras (DORSCH; HOCK; DIAMANTSTEIN, 1994), que por sua vez
pode ativar a ERK-2 (LEEVERS; MARSHAL, 1992). GM-CSF foi descrito como
potencializador da fosforilagdo de ERK 1/2, na protecdo da morte celular em células
de retina de ratos (SCHALLENBERG; CHARALAMBOUS; THANOS, 2009). A
ativacao de ERK por IL-4 ja foi relatada como sendo parte de uma via alternativa,
independente de PI3K, para ativacdo de linfocitos B, (GUO; ROTHSTEIN, 2005).
Com relacdo a MLT, foi descrito um aumento na fosforilagdo de ERK 1/2 em células
da linhagem monocitica humana U937, induzidas a apoptose por estresse com UVB,
mantendo a ativagdo e aumentando a sobrevivéncia das células (LUCHETTI et al.,
2009). Embora este dados nao sejam diretamente ligados as DCs, ilustram que
estas duas citocinas utilizadas atingem o0s mesmos elementos das vias de
sinalizag&o, ainda que esses efeitos ndo estejam diretamente relacionados com as
DCs. No entanto, pode-se supor que a inibicado da apoptose por esta via mantém a
célula viva pelo tempo de cultura, 0 que nao acontece com mondcitos mantidos em

cultura sem suplementacao de citocinas.
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Figura 45 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
ERK 1/2 fosforilada em células antes da etapa de adesao (Mono D0); células durante as duas horas
de adeséao suplementadas com IL-4 50 ng/mL (CITO IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (CITO IL4-3) por 15
minutos antes do término da etapa de adesao; suplementadas somente com MLT 1nM (MLT 1nM);
suplementadas com MLT + IL-4 50 ng/mL (MLT + IL4-50) ou MLT + IL-4 3,125 ng/mL (MLT + IL4-3),
sendo que nestes dois Ultimos grupos a IL-4 foi adicionada nos 15 minutos finais da adesdo. Todas
as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL). A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle positivo. Tragos
curtos representam as medias de n = 3 experimentos. Para porcentagem Teste de Kruskal-Wallis P
= 0,9672. Para Indice de Expresséo Teste de Kruskal-Wallis P = 0,9134.

Na figura 46 observam-se os resultados para STAT-5 fosforilada. Nota-se que
ha uma frequéncia e uma expressao da MFI basal nos monécitos (MONO DO0), que
se mantém sem alteracdo quando se usa apenas MLT sem as citocinas. A adicao de
doses usuais de citocinas elevou essa frequéncia (CITO IL4-50), mas se manteve
abaixo quando a concentracao foi de 3,125 ng/mL. O uso de MLT mais as citocinas,
tanto em concentragéo de 50 ng/mL quanto de 3,125 ng/mL mantém a frequéncia de
STAT-5 proxima as encontradas para a concentragao de 3,125 ng/mL (CITO 1L4-3).
Os indices para MFI, no entanto, tiveram medianas acima do controle positivo
quando as células foram suplementadas com MLT. Embora esse efeito pareca
imcompativel com a concentracdo de IL-4 utilizada, visto que a maior concentracéo
apresenta a menor elevacao, vale notar que, aparentemente, a IL-4 ndo exerce um
efeito direto sobre STAT-5. No entanto, poderia exercer algum tipo de inibicdo da
acao inicial de GM-CSF, quando utilizada em concentragdes elevadas, 0 que em
concentragbes reduzidas nao ocorreria. STATs juntamente com as Jaks sao

moléculas participantes de uma rapida cascata de ativacdo que podem ser
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fosforiladas e ativadas entre 1 e 15 minutos (SHUAI et al., 1993), portanto, pode ser
possivel que o efeito residual observado nos monécitos DO possa existir em
decorréncia de uma ativacao provocada por citocinas secretadas por outras células.
A fosforilacdo de residuos de tirosina é apontada como um fator de ativacao de
STAT-5 (OOl et al., 1998). Ativacao de STAT-5, STAT-3, além da STAT-6, de modo
semelhante, também foi descrita em Lys B, através de ligacdo de IL-13 e IL-4 ao
receptor para IL-4 dos Lys B (ROLLING et al.,, 1996). Com relacdo a ativacdo de
STATSs via fosforilagdo de residuos de tirosina, a MLT também ja foi descrita como
uma substancia estimuladora de STAT-3 por meio deste mecanismo (LAU et al.,
2012). Assim, mesmo ndo extensivamente estudada em DCs, a ativagdo de STAT-5
pela via da IL-4 ndo deve ser descartada e, mesmo a cooperacao da MLT nesta

ativacao merece consideragao.

CD14+ STAT-5

g

3

I
n
*
o

CD14+STAT-5+
.

Porcentagem de células

0.5 L] v
e o
°

indice da express o de
STAT-5 nas células

0.0

T T T Y T T
MONODO CITOIL4-50 CITOIL4-3 MLT 1nM  MLT +1L4-50 MLT + IL4-3

Figura 46 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
STAT-5 fosforilada em células antes da etapa de adesao (Mono DO0); células durante as duas horas
de adesao suplementadas com IL-4 50 ng/mL (CITO IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (CITO IL4-3) por 15
minutos antes do término da etapa de ades&o; suplementadas somente com MLT 1nM (MLT 1nM);
suplementadas com MLT + IL-4 50 ng/mL (MLT + IL4-50) ou MLT + IL-4 3,125 ng/mL (MLT + IL4-3),
sendo que nestes dois Ultimos grupos a IL-4 foi adicionada nos 15 minutos finais da ades&o. Todas
as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL). A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle positivo. Tracos
curtos representam as medias de n = 3 experimentos. Para porcentagem Teste de Kruskal-Wallis P
= 0,1992. Para Indice de Expresséo Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0449.

A andlise da presenca de STAT-6 fosforilada pode ser vista na figura 47.
Semelhante a STAT-5 existe uma frequéncia basal de STAT-6. A suplementacao
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com MLT reduz a mediana para abaixo dessa frequéncia. A diminuicdo da
concentracao de IL-4 apresenta efeitos semelhantes aos da concentracdo usual nas
frequéncias. Em combinacdo com MLT ha uma pequena elevagao das frequéncias,
tanto em concentracdo usual quanto reduzida. Os indices de expressdo nao
apresentam correlacdo com essa observacdo, visto estarem abaixo do controle.
Nota-se que a reducao de IL-4 reduz também os indices, observacao condizente
com a relagdo de ativagédo da IL-4 para STAT-6. A MLT utilizada na etapa de adesao
e com as concentragcbes usuais mostra indices préximos aos das células
suplementadas com 50 ng/ml de IL-4. No entanto, parece potencializar a reducao do
indice em células tratadas com IL-4 em concentracao reduzida. Assim, pode-se dizer
que a MLT nao provocou mudancas significativas na presenca de STAT-6, durante a
etapa de adesdo. IL-4 pode induzir, através da ligacdo ao seu receptor, a
fosforilacdo de STAT-6 através da tirosina ou da serina (WANG et al., 2004),
indicando a provavel participacdo deste fator na diferenciacdo. Outro aspecto
interessante diz respeito a inibicdo de STAT-6 por IFN-y (ROJAS-CANALES, 2011),
0 que seria uma hipétese da diminuicdo desta molécula embora haja estimulo (IL-4)
para sua presenca.
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Figura 47 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
STAT-6 fosforilada em células antes da etapa de adesao (Mono DO0); células durante as duas horas
de adesao suplementadas com IL-4 50 ng/mL (CITO IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (CITO IL4-3) por 15
minutos antes do término da etapa de ades&o; suplementadas somente com MLT 1nM (MLT 1nM);
suplementadas com MLT + IL-4 50 ng/mL (MLT + IL4-50) ou MLT + IL-4 3,125 ng/mL (MLT + IL4-3),
sendo que nestes dois Ultimos grupos a IL-4 foi adicionada nos 15 minutos finais da adesdo. Todas
as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL). A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizacdo das expressdes com base no controle positivo. Tracos
curtos representam as médias de n = 3 experimentos. Para porcentagem Teste de Kruskal-Wallis P
= 0,0355. Para Indice de Expresséao Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0458.

Em continuidade a investigacao destas moléculas fosforiladas nos monécitos,
foram analisadas as DCs geradas em presenca de MLT na etapa de adesao e em
concentragdo reduzida de IL-4. Foi feito uso de CD209 como marcador para as
populacées de DCs, cujos resultados podem ser vistos na figura 48. A frequéncia
das DCs foram semelhantes em todas as concentracdes de IL-4 utilizadas, com ou
sem MLT. Como anteriormente visto, mondcitos mantidos em meio de cultura sem
suplementacdo mostraram baixa positividade para CD209. Nota-se que o uso de
MLT eleva as medianas dos indices de expressao, quando comparados entre DCs
geradas sem o0 uso de MLT, tanto em concentracfes usuais quanto em
concentracdes reduzidas, de modo diretamente proporcional a concentragéao de IL-4

utilizada.
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Figura 48 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
STAT-6 fosforilada em células antes da etapa de adesao (Mono DO0); células durante as duas horas
de adesao suplementadas com IL-4 50 ng/mL (CITO IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (CITO IL4-3) por 15
minutos antes do término da etapa de adesao; suplementadas somente com MLT 1nM (MLT 1nM);
suplementadas com MLT + IL-4 50 ng/mL (MLT + IL4-50) ou MLT + IL-4 3,125 ng/mL (MLT + IL4-3),
sendo que nestes dois Ultimos grupos a IL-4 foi adicionada nos 15 minutos finais da adesdo. Todas
as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL). A linha continua representa a
referéncia (y = 1) utilizada para visualizagdo das expressdées com base no controle positivo. Tragos
curtos representam as medias de n = 3 experimentos. Para porcentagem Teste de Kruskal-Wallis P
= 0,0319. Teste de Dunn P < 0,05 entre MONO D7 e DC IL4-50. Para Indice de Expressédo Teste de
Kruskal-Wallis P = 0,0952.

As medianas da molécula fosforilada ERK 1/2 nas DCs podem ser vistas na
figura 49. Monécitos que foram mantidos sem suplementagdo apresentam mediana
reduzida em relacdo as culturas suplementadas. Observamos uma tendéncia ao
aumento de ERKs fosforiladas nas culturas suplementadas com IL-4 na
concentracdo de 3,125 ng/mL. Quando adicionada as culturas a MLT apresentou
uma tendéncia a elevar a frequéncia de positivos para ERK, se comparadas entre as
condicoes idénticas de concentracao da IL-4. Os indices de expressao de grupos
suplementados com MLT ficaram abaixo do controle positivo. Com concentracédo de
3,125 ng/mL de IL-4 obtivemos mediana dos indices maior que a do controle
positivo. A MLT exerceu um efeito aparentemente inibidor da expressao de ERKs
fosforiladas, visto ter diminuido os indices de expressdao desta molécula
independentemente da concentracdo de IL-4 utilizada. Embora, possam ser
consideradas as explicacdes relatadas para os mondcitos, ndo é possivel afirmar
que o efeito anti-apoptético mencionado anteriormente tenha se mantido nestas
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células, visto que houve uma diminuicdo das ERKs fosforiladas frente ao estimulo da
MLT. No entanto, ja foi visto que uma inibigdo da via das ERKs aumenta moléculas
da maturacdo bem como moléculas co-estimuladoras (PUIG-KROGER et al., 2001),
e talvez seja possivel que essa diminuicido esteja associada ao fato da via,

possivelmente, ja ter cumprido seu papel ativador.

CD209+ ERK 1/2
100+
80+ n N .
|
60+ v

40+ .

Porcentagem de células
CD209+ ERK 1/2+
.

1.5+ A

i1 B

0.5+

indice da expressio de
ERK 1/2 nas células
B
L

0.0

MONO D7 DC IL4-50 DCIL43 DCMLTIL4S0 DC MLT IL4-3

Figura 49 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
ERK 1/2 fosforilada em células apés a etapa de adesao em culturas sem suplementagao (Mono D7);
DCs suplementadas com IL-4 50 ng/mL (DC IL4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (DC IL4-3); DCs
suplementadas na etapa de adesao com MLT + IL-4 50 ng/mL (DC MLT IL4-50) ou com MLT + IL-4
3,125 ng/mL (DC MLT IL4-3). Todas as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50
ng/mL) até o quinto dia da cultura e, a partir deste, TNF-a até o sétimo dia quando foram coletadas. A
linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressées com base no
controle positivo. Tragos curtos representam as médias de n = 3 experimentos. Para porcentagem
Teste de Kruskal-Wallis P = 0,1241. Para Indice de Expresséo Teste de Kruskal-Wallis P = 0,1386.

Na figura 50 sdo mostradas as medianas para a frequéncia de STAT-5
fosforilada. A STAT-5 € parece ser necessaria a diferenciacdo de células
precursoras em DCs, como mostrado em uma linhagem de leucemia e em células
CD34 murinas (BONTKES et al., 2006; COHEN et al., 2008). Observamos que com
a reducao da concentracdo de IL-4 houve uma elevacdo na presenca de STAT-5
fosforilada. O uso de MLT e concentracdo de 50 ng/mL de IL-4 diminuiu a mediana
da frequéncia de STAT-5 em relacao ao controle positivo. Essa diminuigdo foi mais
acentuada quando a concentracdo de IL-4 foi de 3,125 ng/mL. As medianas do
indice de expressao de todos os grupos ficaram abaixo da exibida para o controle
positivo. Com relagdo ao uso de MLT em combinacdo com IL-4 em concentracéo de
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50 ng/mL, a diminuigdo foi menos acentuada que o observado em concentragéo de
3,125 ng/mL. A MLT pareceu exercer um efeito inibidor sobre a expressdo de STAT-
5 e este efeito pareceu ser diretamente proporcional a concentragcdo de IL-4
utilizada. Aqui a MLT parece agir como um elemento regulador da fosforilacdo de
STAT-5. De modo semelhante as ERKs, STAT-5, nas culturas mantidas com MLT,
apresentou uma reducdo de seus valores de modo dose resposta para a
concentracao de IL-4 adicionada. O que poderia indicar que sua presenca estaria
condicionada ao comprometimento dos mondcitos com a diferenciacao, portanto

diminuindo apds ter cumprido sua funcao.
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Figura 50 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
STAT-5 fosforilada em células apds a etapa de adeséo em culturas sem suplementagao (Mono D7);
DCs suplementadas com IL-4 50 ng/mL (DC 1L4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (DC IL4-3); DCs
suplementadas na etapa de adesao com MLT + IL-4 50 ng/mL (DC MLT IL4-50) ou com MLT + IL-4
3,125 ng/mL (DC MLT IL4-3). Todas as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50
ng/mL) até o quinto dia da cultura e, a partir deste, TNF-a até o sétimo dia quando foram coletadas. A
linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressées com base no
controle positivo. Tragos curtos representam as médias de n = 3 experimentos. Para porcentagem
Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0241. Teste de Dunn P < 0.05 entre Mono D7 e DC IL4-3. Para Indice
de Expresséo Teste de Kruskal-Wallis P = 0,3195.

Os resultados para a presenca de STAT-6 fosforilada podem ser vistos na
figura 51. Notamos que a diminuicdo da concentragdo de IL-4, em culturas nao
suplementadas com MLT, diminuiu a mediana em comparagao ao controle positivo,
0 que ja era esperado devido a ligagcdo desta via a presenca de IL-4. Quando
suplementada com MLT a mediana para a frequéncia apresenta tendéncia a
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elevagéo para valores acima do observado para o controle positivo. O mesmo se
nota quando comparamos as culturas suplementadas com MLT e a concentragéao
reduzida de IL-4 (3,125 ng/mL) em relacdo a que nao foi suplementada com MLT.
Ao observarmos os indices de expressdo, ambos 0s grupos suplementados com
MLT na etapa de adesdo mostram elevacao das medianas. Essa observagéo parece
indicar que a MLT, adicionada no inicio do processo de geragao das DCs, interfere
de um modo continuo modulando tardiamente alteragdes nas células obtidas. O que
seria importante para obtencdo de uma DC eficiente, visto que STAT-6 parece
desempenhar papel importante no desenvolvimento de DCs competentes na
inducao de imunidade antitumoral (DIUKGRAAF et al., 2013), por exemplo.
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Figura 51 - Médias de porcentagem de positividade e indice da expressao (MFI x Porcentagem) de
STAT-6 fosforilada em células apés a etapa de ades@o em culturas sem suplementagao (Mono D7);
DCs suplementadas com IL-4 50 ng/mL (DC 1L4-50) ou IL-4 3,125 ng/mL (DC IL4-3); DCs
suplementadas na etapa de adesao com MLT + IL-4 50 ng/mL (DC MLT IL4-50) ou com MLT + IL-4
3,125 ng/mL (DC MLT IL4-3). Todas as células suplementadas com IL-4 receberam GM-CSF (50
ng/mL) até o quinto dia da cultura e, a partir deste, TNF-a até o sétimo dia quando foram coletadas. A
linha continua representa a referéncia (y = 1) utilizada para visualizagao das expressées com base no
controle positivo. Tragos curtos representam as médias de n = 3 experimentos. Para porcentagem
Teste de Kruskal-Wallis P = 0,1324. Para Indice de Expressao Teste de Kruskal-Wallis P = 0,0761.
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4 RESUMO DOS ACHADOS

A MLT mantida durante os sete dias de cultura exerceu efeito modulador da
expressao de CD83, mas ndo de CD209, molécula também presente em DCs.

A MLT foi capaz de modular a diferenciacdo/maturacdo de mondcitos
humanos em DCs. No entanto, os efeitos mais nitidos deste hormoénio foram
detectados quando a MLT foi adicionada aos mondcitos durante a etapa inicial de
adesdo dos mesmos.

Pode-se determinar que:

A suplementacdo com MLT durante a etapa de adesao, mostrou capacidade
de modulagdo dos receptores de membrana para as citocinas utilizadas, CD116,
CD120 e CD124, bem como outras moléculas de membrana como CD209, HLA-DR,
CD11c, CD80, CD86 e CD83.

DCs geradas sob efeito da MLT na etapa de adesao apresentaram aumento
na expressao de CD80, CD86 e CD83.

Linfécitos T alogenéicos apresentaram indice de proliferacdo maiores quando
estimulados por estas DCs.

A reducéo de concentragdo de IL-4, como finalidade de explorar a presenca
elevada do receptor para esta citocina, em culturas aderidas com MLT 1nM, mostrou
que MLT pode manter o nivel de estimulo dado por esta citocina.

Quando utilizado nas culturas, o Luzindol mostrou exercer inibicdo sobre
algumas das ac¢des da MLT, mas nao afetou todas, apontando para a possibilidade
de acdo da MLT por outra via ndo conectada diretamente aos receptores de
membrana. A funcionalidade dessas DCs, com relacdo a estimulacdo de linfécitos
em co-culturas, foi inibida pela agdo do Luzindol.

MLT usada sozinha na adesdo nao altera a expressao de ERK 1/2 em
mondcitos, mas quando em conjunto com IL-4 em concentracdo usual ou reduzida,
apresenta efeito potencializador dessa expressao. O mesmo acontece para STAT-5,
mas nao para STAT-6. Apos geradas as DCs, ndo se observa o efeito sobre ERK
1/2. Para STAT-5 houve diminuicao nos niveis de expressao. Mas, houve aumento
na expressao de STAT-6, que pode ser decorrente de um efeito prolongado da agéao
da MLT na adeséo.

A morfologia das DCs obtidas com uso de MLT é compativel com as obtidas
por estimulo de citocinas, ndo mostrando alteracées morfoldgicas pelas técnicas de
microscopia utilizadas (figura 1A — Apéndice A).
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A MLT exerceu efeito na geracdo in vitro de DCs, modulando fenétipo e
funcdo destas células. No entanto, mais estudos poderdo aprofundar os resultados
obtidos e esclarecer mais detalhadamente o(s) mecanismo(s) de agédo envolvido(s).

5 CONCLUSAO

A MLT mostrou-se capaz de afetar a diferenciagao in vitro de mondcitos em
DCs, e, quando adicionada a mondcitos antes do estimulo destas células pelas
citocinas IL-4 e GM-CSF, permitiu o uso de concentracdes reduzidas de IL-4, para
obtencado de DCs com fenétipo equivalente ao obtido com as concentragdes padrao
da citocina. Esta atividade da MLT pode ter aplicacao biotecnoldgica na geracao de

DCs para uso clinico.
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APENDICE A — Figura suplementar

Mi ia Opti Microscopia de
ICFOScopia Lpsta Fluorescéncia

Mono D7

DCIL-4-50

DCIL-4-3

DCM IL-4-50

DCM IL-4-3

Figura 1A — Morfologia de células dendriticas (DCs) observadas em cultura no sétimo dia por meio
microscopio oOptico invertido e microscopio de fluorescéncia (nicleo corado com DAPI em azul e
presenca de CD209-Fitc em verde). As imagens das células foram obtidas apds a etapa de adesao
em culturas sem suplementagcao (Mono D7); DCs suplementadas com IL-4-50 ng/mL (DC 1L4-50) ou
IL-4 3,125 ng/mL (DC IL-4-3); DCs suplementadas na etapa de adesdao com MLT + IL-4 50 ng/mL
(DCM IL-4-50) ou com MLT + IL-4 3,125 ng/mL (DCM IL-4-3). Todas as células suplementadas com
IL-4 receberam GM-CSF (50 ng/mL) até o quinto dia da cultura e, a partir deste, TNF-a até o sétimo
dia quando foram coletadas. Imagens feitas utilizando-se aumento 10 x 40.



