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Resumo

Resumo

As células dendriticas da pele (células de Langerhans) apresentam a
capacidade de captar antigénios de contacto e activar os linfocitos T, desencadeando
uma resposta imunoldgica especifica. Neste processo, estdo envolvidos mecanismos
celulares complexos, que se iniciam com a captacdo e degradacao intracelular dos
antigénios de contacto. Os pequenos peptideos resultantes desta degradacao
proteolitica sdo exocitados juntamente com as moléculas do complexo major de
histocompatibilidade e apresentados na superficie membranar. Esta cascata de
eventos intracelulares é acompanhada de modificacdes morfolégicas e fenotipicas,
que caracterizam o processo de maturacdo das células dendriticas, e do qual resulta,
designadamente, a alteracéo da expressao de moléculas de superficie.

Este trabalho teve como objectivo identificar alterac6es do padrdo de proteinas
induzidas por antigénios de contacto e por uma citocina epidérmica, designada por
factor estimulante de col6nias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), e conhecer o
efeito desta citocina na sinalizagdo intracelular em células dendriticas da pele. Para a
realizacdo deste estudo, utilizou-se como modelo experimental uma linha celular
dendritica (FSDC), obtida a partir da pele de feto de rato e modificada por um vector
retroviral. Os resultados do trabalho experimental realizado apresentam-se em duas
partes:

1) Na primeira parte, incluem-se os resultados dos efeitos de dois antigénios
de contacto, e de um composto nao-sensibilizador, na inducdo de
modificagBes na expressdo de proteinas membranares.

2) Na segunda parte, apresentam-se os resultados da accdo da citocina
epidérmica GM-CSF, na activagdo do factor nuclear de transcri¢cdo kappa B
(NF-xB) e na expressdo de uma proteina envolvida em processos
inflamatorios, a isoforma indutivel da sintase do 6xido nitrico (iNOS). Uma

vez que a dexametasona € um farmaco glucocorticbide com reconhecida
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actividade anti-inflamatéria e imunossupressora, nesta parte do trabalho

apresenta-se, também, o efeito deste farmaco nos referidos processos.

Neste trabalho foram avaliadas as modificacfes induzidas por dois antigénios
de contacto, o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB) e o sulfato de niquel (NiSO,), e por um
composto nao-sensibilizador, o 2,4-dicloronitrobenzeno (DCNB), na composicdo
celular de proteinas membranares, envolvidas na apresentacdo antigénica pelas
células dendriticas: o CD40 e o receptor de interleucina-12 (IL-12R).

Os resultados demostraram um aumento da expressao de CD40 e IL-12R apds
exposicdo ao DNFB e ao NiSO,. O DNFB provocou um aumento mais significativo ha
expressao destas proteinas. Pelo contrario, o DCNB, utilizado como controlo negativo,
ndo provocou alteracdo na expressao das proteinas CD40 e IL-12R. A estimulacao
com GM-CSF aumentou a expressao de ambas as proteinas, ainda que de uma forma
ndo significativa. Contudo, observou-se um efeito aditivo quando esta citocina
epidérmica foi testada juntamente com os antigénios de contacto.

Os resultados destes estudos demonstraram que 0s antigénios de contacto
DNFB e NiSO,, e a citocina epidérmica GM-CSF, alteraram a composigéo celular dos
marcadores de superficie na linha celular FSDC, sugerindo que este tipo de alteragdes

pode ocorrer durante a fase inicial de sensibilizagdo da dermatite de contacto alérgica.

Evidéncias recentes demonstram que o 6xido nitrico (NO) esta envolvido em
doencas inflamatérias da pele, designadamente na dermatite de contacto alérgica.
Nesta patologia, sdo largamente utilizados com fins terapéuticos os glucocorticoides,
farmacos com ac¢ao imunossupressora e anti-inflamatoria. Neste trabalho, estudou-se
o efeito do glucocorticoide dexametasona na activacdo do NF-kB, na expressédo da
INOS e na produgédo de NO, induzidas pela citocina epidérmica GM-CSF.

A citocina GM-CSF levou a activacao do factor de transcricdo NF-kB e induziu
a expressdo da iNOS e a producdo de NO. A dexametasona inibiu, de modo

dependente da concentracdo, a producdo de NO induzida pelo GM-CSF. A adicdo de
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dexametasona a cultura de células, 30 minutos antes da estimulacdo com GM-CSF,
inibiu de modo estatisticamente significativo, a expressao celular da iINOS. A nivel
intracelular, a dexametasona impediu o decréscimo dos niveis de IkB-a, 0 que resultou
no blogueio da migracdo do NF-«B para o ndcleo, impedindo assim a sua ligagdo ao
ADN e, consequentemente, a transcricao genética.

Estes resultados permitiram concluir que, nas células estimuladas com GM-
CSF, a dexametasona inibiu a activacdo do factor de transcricdo NF-xB e bloqueou a
expressdo da iINOS e, consequentemente, a producdo de NO. Em suma, estes
resultados sugerem que, nas células dendriticas da pele, a dexametasona é um

potente inibidor dos eventos intracelulares envolvidos na sintese de NO.
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Capitulo 1

Introducéao

1.1. CELULAS DENDRITICAS: DEFINICAO E ASPECTOS GERAIS

As células dendriticas (DC), conhecidas normalmente como células
profissionais apresentadoras de antigénio (APC), desempenham um papel
fundamental na modulacdo da resposta imunoldgica. Estas células caracterizam-se
pela capacidade de captar, processar e apresentar antigénios aos linfocitos T.

Na designac@o genérica de células apresentadoras de antigénio incluem-se
ndo s6 as DC, mas também os macréfagos e os linfocitos B (Steinman et al., 1991,
Banchereau e Steiman, 1998). Apés a interaccdo com o antigénio, as DC migram, de
modo selectivo, dos tecidos periféricos para os 6rgdos linféides secundérios, onde
interagem com os linfécitos T, activando-os e desencadeando a resposta imunoldgica.
Durante este precurso, ocorre 0 processo de maturacao, no qual as DC processam o
antigénio e apresentam-no a sua superficie, associado a moléculas do complexo major
de histocompatibilidade (MHC). Neste processo, as DC sofrem modificacdes
fenotipicas e funcionais, tais como a perda da capacidade de captar e processar
antigénios e o aumento da expressdao de moléculas acessorias (Banchereau e
Steiman, 1998; Caux, 1998).

As DC tém a particularidade de ser o Unico tipo de células capaz de activar
linfécitos T naive (nunca expostos previamente a um antigénio) e desencadear a
resposta imunolégica primaria. Esta propriedade ndo é partilhada do mesmo modo por
outras APC, tais como macrofagos e linfécitos B. Os linfocitos T naive ao interagirem
com as DC sdo activados e entram num processo de proliferacdo e diferenciacao,

desencadeando-se a resposta imunoldgica especifica (Steinman et al., 1991). Além de
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actuarem especificamente na indugéo da resposta imunologica priméria, as DC podem
também exercer uma funcdo importante na inducdo da tolerdncia imunoldgica,
fundamental no caso da transplantac&o (Banchereau, 2000; Shortman e Liu, 2002).

Nos Ultimos anos, outras caracteristicas bioldégicas das DC tém sido
exploradas, com vista ao seu uso com fim terapéutico. Entre essas caracteristicas,
destaca-se 0 seu enorme potencial na activacdo da resposta imunoldgica contra
células tumorais. Alguns ensaios clinicos realizados recentemente evidenciam a
eficacia das DC na vacinagdo e imunoterapia contra o cancro e outras doencas
infecciosas (Ribas, 2000).

1.1.1. ORIGEM E DISTRIBUIGAO NO ORGANISMO DAS CELULAS DENDRITICAS

Para o conhecimento da fisiologia, fung&o biologica e potencial terapéutico das
DC contribuiu, de forma significativa, a tecnologia de isolamento e manipulagédo in vitro
dos precursores das DC (Caux, 1998).

O isolamento de DC a partir dos tecidos é dificil e obtém-se apenas
quantidades reduzidas destas células. Este problema foi ultrapassado com a
descoberta da obtencdo de DC a partir de precursores hematopoiéticos CD34",
isolados da medula 6ssea, do sangue do corddo umbilical ou do sangue periférico.
Também se recorre em larga escala a utilizagcdo de mondcitos para a obtencédo de DC
(Inaba et al., Saraya et al., 1996; Garderet et al., 2001).

Nos estudos realizados in vitro, tém sido utilizadas as DC de origem humana
ou murina. O isolamento destas células a partir de outras origens, como por exemplo
de macaco rhesus, chimpanzé, porco, cavalo e bovinos, € também viavel, mas poucos
estudos existem ainda com estas células.

Os dois sistemas de células dendriticas, de origem humana e murina, sédo
muito semelhantes no que diz respeito a marcadores de superficie e padrdes de

producdo de citocinas. As pequenas diferencas que tém sido referidas entre eles,
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parecem ser devidas a diferengas na origem dos tecidos e ao método de isolamento e
cultura utilizado (Shortman e Liu, 2002). Dadas as semelhancas entre os dois
sistemas, as DC de origem murina tém sido largamente utilizadas no estudo da funcéo
destas células na regulagcdo da imunidade especifica. A seguir indicam-se as

caracteristicas comuns entre as DC humanas e as DC murinas:

1) originam-se a partir de células primordiais CD34" da medula 6ssea

2) encontram-se no sangue e nos tecidos

3) tém a capacidade de captar e processar um antigénio em peptideos antigénicos
4) expressam moléculas MHC classe Il complexadas com peptideos antigénicos
5) expressam moléculas co-estimuladoras

6) maturam e migram em resposta a sinais de perigo

7) respondem ao microambiente a sua volta com libertacdo controlada de

guimiocinas e citocinas (Lipscomb e Masten, 2002)

O desenvolvimento da metodologia para o isolamento e producdo de DC em
culturas in vitro, veio tornar possivel a identificagdo de varias subpopulages de DC.
Até a data, foram identificados varios subtipos de DC, com diferentes caracteristicas,
em diferentes tecidos e 6rgdos. No organismo humano, as DC distribuem-se pelos
espacos intersticiais da maioria dos tecidos humanos néo-linféides (com excepg¢éo do
cérebro, parte do olho e testiculos), pelos érgaos linféides periféricos ou secundarios
(génglios linfaticos, bacgo e tecidos linféides associados a mucosas), pelo sangue e
pela linfa (Fig. 1.1). Foram ainda identificadas DC no timo (Hart et al., 1997; Reid,
1998; Caux, 1998; Wu et al., 2001; Lipscomb e Masten, 2002).
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Tecidos nédo-linfoides

*LC
(pele, membranas mucosas e outros tecidos)

#* DC intersticiais de vérios tecidos
(DC dérmicas, coragao, figado,
Linfa rim e estruturas vasculares)

%*|Células ‘veladas’ dos vasos
linfaticos aferentes

/ N

Tecidos linféides
associados a mucosas (MALT)

#* DC Interdigitais (IDC)
#* DC Plasmacitéides DC do bago

% DC do centro germinativo
¥ DC Foliculares
(origem diferente das 3 anteriores)

¥ DC das amigdalas

#* DC do intestino (placas de Payer)
¥ DC do apéndice

Fig. 1.1. — Distribuicdo das células dendriticas no organismo

1.1.2. PRECURSORES DAS CELULAS DENDRITICAS E DIFERENCIACAO CELULAR

Inicialmente pensava-se que as DC tinham origem nos precursores da série
mieléide e que resultavam da diferenciacdo dos mondcitos. Nos Ultimos anos,
surgiram varias evidéncias que demonstram a existéncia de, pelo menos, trés vias
para a diferenciacdo das DC:

1) a partir de precursores mieldides (série mieloide);

2) a partir de precursores linféides (série linféide);

3) a partir de um precursor comum CD11c¢*/MHC .
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Este dltimo precursor, descoberto muito recentemente, ndo apresenta relagéo
definida com nenhuma das outras duas séries de precursores. Constitui, assim, uma
nova via de diferenciacdo celular, que parece poder originar tanto células de
Langerhans como DC intersticiais (del Hoyo et al., 2002).

A identificacdo de vérias subpopulacées de DC maduras pode corroborar a
teoria da existéncia de vias distintas para a diferenciacdo das DC. Contudo, a origem e
diferenciacdo destas células constitui, ainda hoje, um assunto de intenso debate (Liu,
2001; Lipscomb e Masten, 2002).

Na Fig. 1.2 estdo representadas, de forma resumida, as conclusdes dos
estudos mais recentes sobre esta matéria (Grouard et al., 1997; Geissman et al., 1998;
Ito et al., 1999; Banchereau, 2000; Wu et al.,, 2001; Manz et al., 2001; Liu, 2001;
Shortman e Liu, 2002; del Hoyo et al., 2002; Lipscomb e Masten, 2002). Nesta figura,
indica-se esquematicamente o conjunto das células progenitoras das DC provenientes
da medula 0ssea, as fases intermédias até a sua diferenciagdo no sangue e tecidos e,
por ultimo, as DC maduras com as respectivas designagdes com que séo referidas na
literatura. As designacbes DC1 e DCi equivalem as DC intersticiais, LC significa
células de Langerhans e DC2 representa as DC plasmacitdides.

As DC constituem um grupo heterogéneo de células, diferindo entre si na
localizacdo anatémica, no fenétipo da superficie celular e na funcdo. Contudo, estas
células apresentam muitas caracteristicas semelhantes entre si. Todas tém origem nas
células progenitoras CD34" da medula 6ssea, que se diferenciam e sdo conduzidas
através da corrente sanguinea até aos tecidos onde se fixam, numa fase ainda de DC
imaturas. Estas DC imaturas tém também a capacidade de captar antigénios e de
responder a sinais extracelulares, tais como agentes patogénicos e citocinas
inflamatérias, sofrendo maturagdo e migrando para os Orgdos linféides, onde

interagem com linfécitos T (Banchereau e Steiman, 1998; Lipscomb e Masten, 2002).
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Fig.- 1.2 — Diferenciagao das células dendriticas a partir de precursores hematopoiéticos
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Relativamente & funcdo que as DC tém no organismo e com base em
diferencas nos antigénios de superficie, estas células tém sido classificadas em: DC
intersticiais, células de Langerhans e DC plasmacitbides (De Smedt et al., 2001;
Lipscomb e Masten, 2002). Os varios subtipos de DC respondem de modo diferente a
produtos microbianos, produtos de origem viral, estimulos inflamatdérios, antigénios de
contacto ou transplantacdo. De igual modo, produzem citocinas diferentes e regulam
de modo especifico respostas dos linfocitos T. Para além da existéncia de diferentes
precursores, h& também factores endbégenos e exdgenos que modulam o
desenvolvimento e a funcdo das DC, tal como se pode inferir da Fig. 1.2. Verifica-se
que muitos subtipos de DC permanecem num estado maduro mas latente, até serem
activadas por produtos microbianos ou outros sinais de alerta. As fronteiras entre DC
imaturas, DC maduras e DC activadas nem sempre sao claras e bem definidas. A
dindmica entre estes diferentes estados das DC, em resposta a uma invasao
microbiana ou a outros estimulos, pode determinar o balanco entre a tolerancia e a
imunidade (Shortman e Liu, 2002).
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1.2. IMUNOBIOLOGIA DAS CELULAS DENDRITICAS

1.2.1. CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A identificacdo das DC baseou-se durante muito tempo, essencialmente, em
aspectos morfolégicos. Contudo, actualmente, sdo ja conhecidas caracteristicas
funcionais que permitem fazer a distincdo de diferentes subclasses de DC. Estes
subtipos de DC funcionalmente distintos entre si, possuem também fendtipos
antigénicos membranares distintos 0 que permitiu, ndo s isolar e caracterizar as
diferentes DC, como também conhecer as suas potencialidades imunolégicas no
organismo (Liu, 2001; Shortman e Liu, 2002).

O fendtipo das DC sofre alteragdo ao longo da diferenciagcéo e da migracao.
Por isto, o fenétipo das DC esta dependente do local no organismo onde se encontram
e, também, do seu estado funcional. Isto €, os marcadores de superficie apresentados
pelas DC nado sdo constantes, o que torna dificil definir fenétipos individuais dentro da
imensa familia das DC ou, eventualmente, usar determinados marcadores para uma
possivel deducdo ontogénica (Makala e Nagasawa, 2002). Contudo, para um
determinado estado de maturacao das DC, é possivel identificar varias subpopulacdes
de DC, pelas caracteristicas fenotipicas especificas que possuem (Lipscomb e
Masten, 2002).

A capacidade para definir subpopulagbes de DC tem aumentado
significativamente nos ultimos anos; contudo, continua a ser uma area complexa, que

suscita o debate permanente e a investigacdo constante.

1.2.1.1. Moléculas de reconhecimento do antigénio
As DC encontram-se distribuidas por todo o organismo, incluindo nos locais de
entrada dos microorganismos. Inicialmente, participam na captagdo e no

processamento de potenciais antigénios (imunidade inata) e, posteriormente, actuam
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na activacdo dos mecanismos especificos de imunidade mediados por linfécitos T e B
(imunidade adquirida) (Gordon, 2002). As interac¢des célula-célula entre DC, linfocitos
T e células endoteliais s@o cruciais para todos os processos imunoldgicos. Para que
as DC consigam captar e processar os antigénios e, de seguida, interagir com 0s
linfocitos, é necessaria a existéncia de moléculas que permitam e promovam o
desempenho destas fungBes. Entre essas moléculas encontram-se receptores da
superficie membranar envolvidos no reconhecimento e captagdo do antigénio. Estes
receptores estdo classificados de acordo com a actividade funcional em que
participam. De entre os iniUmeros receptores ja identificados nas DC, seguidamente
serdo referidos apenas aqueles que sao mais relevantes no que se refere a

apresentacéo do antigénio ao linfécito (Hart et al., 2001).

Receptores de reconhecimento padrdo (PRR)

Os alvos de reconhecimento da imunidade inata sdo padrBes moleculares
comuns e conservados entre 0os microorganismos de uma dada classe, denominados
por padrées moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPSs). Esta gama de
moléculas com padrdes estruturais comuns, existente a superficie de muitos
microorganismos, esta ausente da superficie das células dos mamiferos. Os
receptores das células envolvidas na imunidade inata que reconhecem, e se ligam,
aos PAMPs sdo denominados receptores de reconhecimento do padrédo (PRR)
(Janeway, 1989).

Estes receptores estdo ndo s6 implicados no reconhecimento de ligandos
exogenos durante as fases iniciais da resposta imunologica, mas podem também
reconhecer ligandos enddgenos durante o funcionamento normal dos tecidos. Existem
varios tipos de PRR, entre os quais se destacam os receptores de manose (MR), os
receptores ‘Toll-like’ (TLR) e o receptor DEC-205 (CD205) (Gordon, 2001). A seguir

referem-se as principais caracteristicas de cada um destes receptores.
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Receptores de manose (MR)

Este receptor endocitico encontra-se expresso nos macréfagos e, por isso, €
muitas vezes globalmente referenciado como receptor de manose dos macréfagos.
Também existe nas DC e em algumas células endoteliais. Os ligandos dos MR foram
encontrados numa grande variedade de bactérias, fungos e células infectadas com
fungos e parasitas (Gordon, 2002).

Receptores ‘Toll-like’ (TLR)

Os membros da familia TLR sao receptores transmembranares, caracterizados
por possuirem um dominio extracelular e outro intracelular (Rock, 1998), e
desempenham uma funcdo importante na resposta imunoldgica inata e no
reconhecimento de agentes patogénicos estranhos ao organismo (microorganismos e
outros). Assumem, assim, uma funcdo Unica e essencial na imunidade,
desempenhando um papel de grande importancia na deteccéo da infecgcdo microbiana
e na inducéo da expresséo de genes antimicrobianos. A especificidade dos TLR para
produtos de origem microbiana permite detectar o tipo de infeccdo e direccionar uma
resposta imunologica adquirida contra os antigénios invasores (Takeda e Akira, 2001).

Os TLR séo expressos constitutivamente em DC imaturas derivadas da medula
6ssea. O reconhecimento de produtos microbianos pelos TLR desencadeia a
maturacdo funcional destas células, levando ao inicio da resposta imunolégica
adquirida. Os TLR induzem também a expressdo de varias citocinas pelas DC,
incluindo a interleucina-12 (IL-12), a qual direcciona a diferenciagdo dos linfocitos T
helper (ou auxiliadores) naive em células efectoras Thl (Takeda e Akira, 2001;
Medzhitov, 2001).

Receptor DEC-205 (CD205)
O receptor DEC-205 (ou CD205) apresenta um dominio estrutural de lectina e,
ao ser expresso na membrana das DC, aumenta a sua capacidade captadora e

apresentadora de antigénio (Kato et al., 2000; Mellman e Steinman, 2001). Este e
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outros receptores, estruturalmente pertencentes a familia das lectinas, reconhecem
dominios de carbohidratos em microorganismos, resultando na sua internalizacdo e
processamento (Engering et al., 2002).

Recentemente, tem sido demonstrada a existéncia de receptores de lectina
que podem também comportar-se como moléculas de adesdo e/ou moléculas
sinalizadoras, regulando a migracdo das DC e a sua interaccdo com os linfécitos T
(Figdor et al., 2002, van Kooyk e Geijtenbeek, 2002). As moléculas de ades&o serédo
debatidas adiante.

Receptores Fc

A opsonizagao, ou seja, a fagocitose facilitada, € um mecanismo importante na
defesa antibacteriana. Na superficie das células fagociticas existem moléculas
proteicas designadas por receptores Fc (FCR), que se podem ligar a fraccdo Fc das
imunoglobulinas G e E. Nos humanos, foram caracterizadas trés classes distintas de
receptores para a IgG (Fcy RI, 1, lll) e duas classes de receptores para a IgE (Fce RI,
1) (Schmitt et al., 1990; Goldsby et al., 2000).

Os receptores Fc permitem a captacdo especifica dos antigénios opsonizados
por diversas células. Geralmente, as DC expressam Fcy Rl (CD64), Fcy RIl (CD32) e
FceRI. Estes ultimos ligam-se & IgE, imunoglobulina altamente implicada em

processos alérgicos (Shibaki, 1998).

1.2.1.2. Moléculas de adesao e migracao celular

Antes da interac¢cdo com os linfocitos T, as DC circulam através dos tecidos,
sofrendo alteracdes do seu fendétipo que se traduzem na expressdo de moléculas de
adesdo e de receptores de quimiocinas (Hart et al., 2001). A interaccdo das DC com
outras células (nomeadamente linfécitos T) €, entdo, controlada por uma enorme
variedade de moléculas expressas a sua superficie membranar, que reconhecem

outras moléculas complementares na superficie da célula com a qual interagem.
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Assim, a interaccdo inicial das DC com os linfécitos T naive, que também se
encontram em migracdo através dos ganglios linfaticos, depende deste tipo de
comunicagdo célula-célula. A seguir referem-se algumas moléculas de superficie

envolvidas nos mecanismos de adesé&o e migragéo das DC.

Moléculas de adesao

As moléculas de adesdao intercelular (ICAMs), pertencentes a superfamilia das
imunoglobulinas, desempenham um papel proeminente na regulagdo da migracdo e
activacao, tanto das DC, como dos linfécitos T, no sistema imunoldgico. Para além dos
ICAMs, existem outras moléculas de adesdo, pertencentes a outras familias,
designadamente as integrinas e as lectinas (van Kooyk e Geijtenbeek, 2002). Na
tabela 1 encontram-se especificadas algumas das moléculas de adesdo com maior

importancia nas interacgfes entre DC e linfocitos T.

Tabela 1 — Moléculas de adesédo: familia, ligacdo e expressdo

Molécula Familia Ligando Expresséao

LFA-1 (antigénio 1 ICAM-1 Linfécitos T

associado a funcéo Integrinas ICAM-2 APC

leucocitéria) ICAM-3

DC-SIGN (nao- ICAM-2 DC

integrina captadora de Lectinas ICAM-3

ICAMs especifica de

DC)

ICAM-1 (CD54) Imunoglobulinas LFA-1 Endotélio vascular

APC (DC, LC)

ICAM-2 (CD102) Imunoglobulinas LFA-1 Endotélio vascular
DC-SIGN APC

ICAM-3 (CD50) Imunoglobulinas LFA-1 APC
DC-SIGN Linfocitos T

A E-caderina é também uma molécula de adesao, cuja expressao se encontra
muito relacionada com as func¢des das células de Langerhans. A expressdo da E-

caderina diminui a medida que as LC migram, o que pode reflectir as suas
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caracteristicas Unicas de interac¢do adesiva com o epitélio escamoso (Hart et al.,
2001).

Linfécito T
ez LFA1 T 1GAM-3

DC-SIGN

A1
APC

Fig. 1.3. — Interaccdes entre ligandos das células dendriticas e dos linfécitos T

Na Fig. 1.3 estdo representadas algumas interaccfes entre moléculas de
adesdo. A mesma molécula pode ter varios ligandos e existir em diferentes tipos de
células, tal como indicado na Fig. 1.3 e na tabela 1. Contudo, a ligacdo entre ICAM-3 e
DC-SIGN é uma ligacdo especifica que s6 ocorre entre linfécitos T e DC, enquanto
gue todas as outras interac¢des ocorrem entre linfécitos T e todos os outros tipos de

APC (DC, macroéfagos e linfocitos B).

Receptores para quimiocinas

As quimiocinas sdo produzidas por células leucocitarias e endoteliais e
constituem uma superfamilia de pequenos peptideos que contém entre 90 e 130
residuos de aminoécidos, sendo separadas em dois subgrupos distintos, C-C e C-X-C
(Goldshy, 2001). A sua principal funcdo é o recrutamento de células inflamatdrias,
nomeadamente DC, inicialmente para o local da inflamacéo onde as quimiocinas estéao
a ser produzidas e, posteriormente, para os tecidos linféides (Oppenheim, 2002). As

guimiocinas sao reconhecidas por receptores CC (CCR) e CXC (CXCR) que medeiam
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a sua accgdo. Até ao momento foram descritas mais de 50 quimiocinas e cerca de 14
receptores (Goldsby, 2001).

1.2.1.3. Moléculas de interaccao entre células dendriticas e linfécitos T

Da interaccdo directa entre as DC e os linfocitos T resultam mudancgas
fenotipicas devido ao aumento na expressédo de outras moléculas co-estimuladoras e
funcionais (Fig. 1.4). Nos ultimos anos tém vindo a ser identificadas diversas
moléculas que, aparentemente, desempenham um papel importante na sinalizagdo
entre as DC e os linfécitos T (Hart et al., 2001). A seguir, referem-se as caracteristicas
mais importantes de algumas moléculas de superficie implicadas neste tipo de

interaccao, as quais podem ser divididas em:

- moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40, CD40L)
- citocinas e seus receptores (IL-12 e IL-12R, GM-CSF e GM-CSFR)

- outras moléculas (CD83).

/'.
4’.

- N
Activagdo e - -
maturacdo Xpansao

clonal

Processamento
do antigénio

Fig. 1.4. — Moléculas de interac¢éo entre células dendriticas e linfécitos T.
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Moléculas co-estimuladoras

Moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86)

As moléculas co-estimuladoras melhor caracterizadas e estruturalmente
pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas, sdo as moléculas da familia B7, ou
seja, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86). O CD80 e o CD86 foram os primeiros membros
descritos desta grande familia B7. Estas moléculas co-estimuladoras sdo expressas
exclusivamente a superficie das células que tém a capacidade de estimular a
proliferacdo das linfécitos T, como € o caso das DC. A par da descoberta destas duas
moléculas, foi caracterizada uma outra molécula co-estimuladora, o CD28, expressa
nos linfécitos T. Esta molécula constitui o receptor dos linfécitos T para as moléculas
B7, pertencendo também a familia das imunoglobulinas. A ligacdo de moléculas B7 ao
CD28 intensifica a expanséo clonal de linfécitos T naive (Janeway et al., 2001).

A expressdo das moléculas CD80 e CD86 aumenta apOs activacdo e
maturacdo destas. Existem varios estimulos que podem induzir a expressao das duas
moléculas ou apenas de uma delas. Entre eles encontram-se estimulos enddgenos,
como o factor estimulante do crescimento de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e o
interferdo-y, e estimulos externos ao organismo, nomeadamente antigénios de
contacto como o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB) ou o sulfato de niquel (NiSO,) (Hart,
1997; Lipscomb e Masten, 2002).

CD40

O CD40 é um receptor de superficie, pertencente a superfamilia dos receptores
do factor de necrose tumoral (TNF-R). Este receptor possui capacidade para iniciar
sinais de activagdo multifacetados em células dendriticas e linfécitos B. O seu ligando
natural é uma glicoproteina membranar, do tipo TNF-a, conhecida como ligando do
CD40 (CD40L ou CD154) (Moddycliffe et al., 2000; Janeway et al., 2001).

A expressdo de CD40 e CD40L tem sido identificada numa grande variedade

de células hematopoiéticas e nao hematopoiéticas. O CD40 €& expresso
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constitutivamente em células com elevado potencial proliferativo, incluindo
progenitores hematopoiéticos, células endoteliais e epiteliais (queratindcitos) e todas
as APC (DC, macréfagos, linfocitos B). Nas DC sanguineas e LC, o CD40 é expresso
em baixas quantidades, aumentando apos activagcédo das células (Hart et al., 2001). A
expressdo de CD40L parece ser restrita a linfocitos T, mastocitos, eosinofilos,
basdfilos, plaquetas e células natural killer (NK). Esta molécula é expressa de modo
transitério quando estas células estdo activadas (Moddycliffe et al., 2000; Tong e
Stone, 2003).

Ap6s activagdo, os linfécitos T expressam proteinas responsaveis pela
manutencdo, ou modificagdo, do sinal coestimulatério responsavel pela expanséo
clonal e diferenciacdo destas células. Entre essas proteinas encontra-se o ligando do
CD40 (CD40L) (Janeway et al., 2001). A interaccdo do CD40L dos linfécitos T naive
com o CD40 das DC promove a sobrevivéncia de ambas as células, tornando-se esta
interaccdo critica para a maturagdo das DC e para a activacdo dos linfocitos T
(Banchereau et al., 2000).

As DC, ao interagirem com os linfécitos T por intermédio das moléculas de
superficie CD40 e CD40L, sofrem um processo de maturagdo que resulta no aumento
da expressdo das moléculas MHC classe Il e de moléculas de superficie co-
estimuladoras (como o CD80 e CD86). Deste modo, as DC tornam-se aptas a
apresentarem os antigénios e a activarem linfocitos T naive (Frleta et al., 2003). Esta
interaccdo também induz a producgdo de uma variedade de citocinas incluindo TNF, IL-
1, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18, todas elas envolvidas na activacdo e proliferacdo das
linfécitos T naive (Banchereau et al., 2000; Wesa e Galy, 2002).

Citocinas e seus receptores
As citocinas, tal como as quimiocinas, sdo um grupo de moléculas solUveis que
participam na interacgdo entre DC e linfécitos T. A producéo de citocinas pelas DC

pode ser influenciada por diferentes estados de maturacdo/activagdo das mesmas.
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IL-12 e receptor para IL-12 (IL-12R)

A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina heterodimérica (IL-12p70), composta
por duas subunidades, as proteinas p40 e p35). Esta citocina é produzida
maioritariamente por células fagociticas apresentadoras de antigénios, tais como DC,
mondacitos/macréfagos e algumas células B, em resposta a agentes patogénicos, ou a
outros estimulos, como por exemplo alergenos (Trinchieri, 1995; Warbrick et al., 1999).

Os linfécitos T sdo as células por exceléncia que respondem a IL-12. Esta
descrita a producédo de IL-12 por DC ap0s interaccdo destas células com linfécitos T
CD4 ou linfocitos T helper (Macatonia et al., 1995; Yawalkar et al., 1996).

Existem, pelo menos, trés subtipos de linfocitos T helper CD4: ThO, Thl e Th2.
Os ThO sdo também considerados linfocitos T naive por nunca terem entrado em
contacto com um antigénio e por produzirem citocinas caracteristicas tanto de Thl
como de Th2 (Abbas et al., 1996). A diferenciagdo em linfécitos Thl ou Th2 é dirigida
por citocinas exogenas presentes no momento da exposicdo antigénica, sendo o
desenvolvimento de linfécitos Thl promovido pela IL-12 e o de linfocitos Th2 pela IL-4.
A IL-12 é considerada uma citocina pré-inflamatéria e um agente imunomodulador;
devido a estas propriedades, a IL-12 estd presente tanto nas respostas precoces
inatas nao-especificas, como nas respostas imunoldgicas adaptativas especificas de
antigénios (Trinchieri, 1995; Trinchieri e Gerosa, 1996).

A IL-12 medeia as actividades biologicas das DC através da ligacdo a um
receptor especifico da superficie celular. Este receptor da IL-12 (IL-12R) é um
complexo funcional composto por duas subunidades tipo beta (IL-12Rp1 e IL-12Rp2)
(Presky et al., 1996). A subunidade IL-12RB1 é amplamente expressa em células de
origem hematopoiética, nomeadamente em células mononucleares do sangue
periférico (Wu et al., 1997, Jan), enquanto que a subunidade IL-12RB2 é detectada
apenas em céluas que respondem a IL-12 (Rogge et al., 1997; Szabo et al., 1997).

Os linfécitos T e as células NK sdo as células que, maioritariamente,

respondem a IL-12 através das duas subunidades do seu receptor, a IL-12Rp1 e a IL-
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12RpB2. Algumas DC também respondem a esta interleucina e expressam 0 Sseu
receptor (Nagayama et al., 2000). Recentemente, demonstrou-se ainda, que as DC
podem produzir IL-12, o que sugere um efeito autdcrino da IL-12 na maturacao e
funcéo das DC (Kelleher e Knight, 1998).

Parte do trabalho de investigacdo apresentado nesta dissertacdo teve como
ponto central a expressdo de IL-12R pelas DC pertencentes a linha celular usada
(FSDC); como tal, este assunto sera aprofundado no capitulo respeitante a esse

trabalho.

GM-CSF

O factor estimulante do crescimento de granulécitos e macréfagos (GM-CSF)
pertence a uma das familias de citocinas envolvidas na producdo e na propria fungéo
das células hematopoiéticas. O GM-CSF foi inicialmente identificado como um factor
que levava a proliferacdo e diferenciagdo dos mondcitos e granulécitos em
experiéncias in vitro, tendo sido, posteriormente, demonstrada a sua influéncia na
sobrevivéncia e funcdo de granuldcitos e macrofagos maduros. Muitas das fungdes in
vitro do GM-CSF foram também observadas em experiéncias in vivo, tanto com
modelos animais como em ensaios clinicos com humanos (Monfardini et al., 2002).

O GM-CSF é, entdo, uma citocina multifuncional que modula o crescimento e a
funcdo da maioria das células leucocitarias. Em clinica € usado para reverter
neutropenias associadas a tratamentos de quimioterapia ou a transplantes. Estudos in
vitro e in vivo demonstraram ainda que o GM-CSF estimula os efeitos antimicrobianos
e antitumorais dos macréfagos, estimula a reparacéo de tecidos ap6s um traumatismo
e promove as fungdes citotdxicas de algumas células, nomeadamente das células NK.
No caso especifico das DC, desde finais da década de 80 e inicio dos anos 90, que é
reconhecido o papel fundamental do GM-CSF como mediador da sua diferenciagdo e
crescimento a partir de células mononucleares do sangue periférico, assim como na

sua viabilidade, maturagéo e funcdo (Markowicz e Engleman, 1990).
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O GM-CSF desempenha o seu papel principal em respostas fisiologicas e
inflamatérias do organismo. Os linfécitos T activados, de fenétipo Thl e Th2,
constituem a maior fonte de GM-CSF, assim como de varias outras citocinas (IL-2, IL-
3, IL-4, IFN-y e TNF-B), sendo atingido um alto nivel de produ¢cdo quando ocorre
activacdo do seu receptor (CD28) ou em resposta a sinais coestimulatorios
provenientes das APC. Muitas outras células, tais como células endoteliais,
fibroblastos, células epiteliais (como, por exemplo, os queratinécitos), macrofagos e
mastocitos também podem produzir GM-CSF, em resposta a uma variedade de
estimulos imunoldgicos e inflamatérios (Shannon et al., 1997).

Em face da importancia do GM-CSF para as DC, é natural que os seus
receptores sejam muito abundantes nestas células, principalmente nas DC maduras,
com aproximadamente 3000 locais de ligacao/célula. O GM-CSF liga-se a um receptor
heterodimérico (GM-CSFR) constituido por duas cadeias, uma alfa (GM-CSFRa) e
outra beta (GM-CSFRp). A cadeia o confere especificidade da ligagdo do GM-CSF ao
seu receptor, enquanto que a cadeia f ndo se liga ao ligando, mas altera a afinidade
do receptor para o GM-CSF, passando-a de baixa a elevada afinidade. Esta cadeia 3 €
responsavel pela activacéo de cinases, despoletando a actividade cinasica e iniciando,
deste modo, a transducgéo de sinal (Quelle et al., 1994; Nicola et al., 1997; Monfardini
et al., 2002).

Outras moléculas

CD83

A glicoproteina indutivel CD83 é mais um membro da superfamilia das
imunoglobulinas, sendo expressa predominantemente por DC e linfocitos B. Esta
molécula é um marcador de maturacdo das DC, mas as suas funcbes e os seus
ligandos n&o foram ainda bem identificados. O facto da expressdo do CD83 aumentar
significativamente durante a maturacdo das DC, sugere que esta molécula pode ter

um papel importante na indugdo da resposta imunoldgica, tal como acontece com
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outras moléculas co-estimuladoras, como o CD80 e CD86. Recentemente tem sido
demonstrado que o CD83 actua, também, como regulador da actividade biologica das
DC (Hock et al., 2001; Lechmann et al., 2001, Lechmann et al., 2002).
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1.2.2. MECANISMOS DE MIGRACAO, MATURACAO E DIFERENCIACAO CELULAR

As DC sao as células apresentadoras de antigénio mais potentes na inducao e
regulacdo da resposta imunoldgica, tanto in vivo como in vitro. Os mecanismos
celulares envolvidos nos processos de migracdo, maturacdo e diferenciacdo destas
células, ja foram referidos anteriormente, resumindo-se agora 0sS pontos principais
destes mecanismos.

As DC tém origem na medula déssea, migram para 0 sangue como uma
populagdo imatura e, posteriormente, formam uma extensa rede de DC intersticiais ha
maioria dos tecidos nao linféides. In vivo, as DC no estado imaturo residem na
periferia, em tecidos ndo linféides, e tém elevada capacidade de captar antigénios
estranhos ao organismo, aos quais esses tecidos estdo continuamente expostos
(como é o caso da pele e mucosas) (Hart, 1997). Pelo contrario, tém fraca capacidade
de apresentacdo antigénica e activacéo dos linfocitos T. ApOs captarem um antigénio,
as DC intersticiais abandonam os tecidos periféricos e migram até aos tecidos linféides
secundarios, onde chegam ja no estado maduro. Nesta fase, possuem capacidade
para uma potente estimulacdo dos linfécitos T naive que aqui vdo encontrar,

interagindo com eles e induzindo a sua activacao (Fig. 1.5) (Austyn, 2001).
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Em geral, as DC tém a capacidade de captar antigénios através de
mecanismos mediados, ou ndo, por receptores. Podem, entdo, internalizar antigénios
estranhos ao organismo por endocitose mediada por receptores ou por fagocitose
(captacdo de particulas) e por pinocitose de fase fluida (captacdo de antigénios
soluveis), a qual é inespecifica por ndo ser mediada por receptores (Lipscomb, 2002;
Austyn, 2001). As DC tém um sistema endolisossomal desenvolvido para a formacgéo
de peptideos a partir de particulas internalizadas. Apés o contacto com um antigénio,
as DC apresentam uma elevada taxa de biossintese de moléculas da classe Il do
MHC, indispensaveis para a formacdo de complexos com os peptideos antigénicos
processados, 0s quais sdo posteriormente exocitados e apresentados na membrana
citoplasmética (Davoust e Banchereau, 2000).

Durante o processo de maturagdo, as DC sofrem profundas mudangas
fenotipicas e funcionais. Entre essas mudangas encontram-se a perda da capacidade
para internalizar e processar antigénios e a perda da capacidade para sintetizar novas
moléculas da classe Il do MHC. Por outro lado, aumentam a expressao membranar de
complexos MHC classe ll-peptideo, de moléculas co-estimuladoras e de moléculas de
adesao intercelular. Neste processo, as DC modificam também o padrdo de receptores
de quimiocinas, diminuindo a expresséo de receptores de quimiocinas inflamatdrias,
como por exemplo CCR1, CCR5, CCR6 e CXCR1 e aumentando a expressao de
receptores de quimiocinas constitutivas linféides, como é o caso de CXCR4, CCR4 e
CCRY7. Estes ultimos receptores, em particular o CCR7, direccionam as DC para os
tecidos linféides (Parlato et al., 2001). Todas estas modificagbes ocorridas nas DC
permitem a activacao dos linfécitos T e consequente indugdo da resposta imunoldégica.
As células com estas propriedades podem ser designadas DC maduras ou co-
estimuladoras (Sallusto e Lanzavecchia, 1999).

Para além das caracteristicas do antigénio em causa, existem outros factores
no microambiente celular que dirigem a producéo de citocinas primordiais pelas DC,

permitindo o inicio e a conducdo da imunidade adquirida. Na grande maioria das
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situacdes, a producdo de IL-12 leva ao inicio de respostas Thl, enquanto que a
producdo de IL-4 inicia respostas Th2, com produgcdo de IL-12 suprimida. As DC
representam, assim, o veiculo da imunidade, por activarem os linfocitos T naive e
determinarem a polarizagdo destas células em populagbes Thl ou Th2 (Lambrecht,
2001; Morse at al., 2002).

O desenvolvimento de células a partir de um estado imaturo até um estado
maduro engloba um processo altamente dindmico, responsavel pelas alteragbes
migratorias, fenotipicas e funcionais das DC, e geralmente designado por maturacédo
ou activagdo. H&4 uma grande variedade de estimulos, tais como mediadores
inflamatérios, produtos microbianos e outros sinais de alerta, que podem levar a este
processo de diferenciacdo/maturacéo das DC (Austyn, 2001; Flores-Romo, 2001; De
Smedt, 2001; Liu, 2001; Lipscomb, 2002)

1.2.3. FUNGOES BIOLOGICAS: IMUNIDADE VERSUS TOLERANCIA

Defende-se, actualmente, a teoria que as APC respondem ao ambiente
envolvente transportando uma mensagem antigénica aos linfécitos T, instruindo-os a
desenvolverem tolerancia ou imunidade. As DC, em particular, sdo responsaveis nao
s6 pelo inicio da resposta imunoldgica contra antigénios estranhos, como também
desempenham um papel preponderante na inducdo da tolerancia contra antigénios
proprios (Mougneau et al., 2002).

Ap6s a producdo na medula 6ssea (ou no figado fetal), grande parte dos
precursores das DC entram nos tecidos néo linféides onde véao residir transitoriamente
antes de migrarem para os tecidos linféides secundarios. A sua principal funcao
parece ser a inducdo da imunidade contra antigénios estranhos. Pelo contrério, o0s
precursores das DC que entram no timo e se desenvolvem em DC, desempenham um
papel crucial na inducdo da tolerancia timica ou central. No timo sédo apresentados aos

linfocitos T todos os peptideos antigénicos do nosso organismo de modo a que,
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posteriormente, 0 Nnosso sistema imunoldgico os reconheca e ndo reaja contra eles.
Actualmente, considera-se que as DC do timo sdo responsaveis por esta tolerancia
aos antigénios proprios. No entanto, pode haver antigénios préprios que ndo passam
por este Orgdo, escapando a esta seleccdo negativa. Alguns destes antigénios
proprios podem tornar-se potencialmente patogénicos (por exemplo metabolitos de
degradacao celular, células apoptoticas, entre outros), sendo processados como sinal
de alerta para o organismo, com subsequente formacao de linfécitos T autoreactivos.
Este processo pode ser o inicio e a causa de doencas auto-imunes, caso estes
linfocitos ndo sejam eliminados (Lipscomb e Masten, 2002). E, entdo, necessaria a
existéncia de tolerancia fora do timo, de modo a silenciar as respostas imunolégicas
induzidas por antigénios proprios que escaparam a seleccdo negativa. Dados
recentes indicam a existéncia de um subtipo de DC que pode entrar directamente nos
tecidos linfoides secundarios a partir do sangue, apresentando uma fungéo reguladora
e contribuindo para a indugdo ou manutencdo da tolerancia extra-timica ou periférica
(Hart, 1997; Larregina e Falo, 2001; Mougneau et al., 2002).

Actualmente, a inducdo da tolerancia € um assunto de intensa investigacéo
pelas implicagcbes que tem na prevencdo de doengas auto-imunes e no controlo da

rejeicdo de 6rgéos transplantados.

1.2.3.1. Dermatite do contacto alérgica

A dermatite de contacto alérgica (DCA) € uma forma de hipersensibilidade
retardada, resultante de uma reaccdo imunolégica mediada por linfécitos T. Esta
reaccdo imunoldgica é dirigida, especificamente, contra substancias antigénicas que
entram em contacto com a pele e reagem com as estruturas epidérmicas. Estas
moléculas sao captadas e processadas pelas LC epidérmicas, APC por exceléncia do
sistema imunolégico cutaneo (Janeway et al., 2001; Kimber e Dearman, 2002).

A imunidade adquirida evoluiu de modo a reagir principalmente contra

infecgBes e células malignas. A DCA é um caso em que 0 organismo reage também
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contra substancias antigénicas ambientais. Para que haja uma reaccdo alérgica de
contacto é necessario que substancias quimicas ambientais entrem em contacto com
o individuo susceptivel. Estas substancias ocorrem naturalmente na natureza ou sédo
de origem sintética. Tém baixo peso molecular, uma vez que necessitam de penetrar
na pele para serem captados e processados pelas LC, de modo a serem reconhecidos
como antigénios capazes de induzir uma resposta imunologica. Um dos antigénios de
contacto mais potentes, o DNFB, sensibiliza a maioria das pessoas e ndo ocorre
naturalmente na natureza; o niquel, existe no meio ambiente e n&o provoca
hipersensibilidade a todas as pessoas que entram em contacto com este alergeno de
contacto. Apesar disso, 0 niquel continua a liderar a lista internacional de
sensibilizadores de contacto indutores de DCA, dado existir em variadas ligas com as
gquais contactamos diariamente, ao contrario do DNFB, que tem origem sintética e é
utilizado para fins experimentais. Todos os dias sdo descobertas novas substancias
indutoras de DCA (Basketter et al., 2002).

A DCA é composta por duas fases principais: a fase de sensibilizagcéo e a fase
efectora. A fase inicial da DCA corresponde a chamada fase de sensibilizacdo em que
0 antigénio de contacto é apresentado ao sistema imunitario. Esta fase é de extrema
importancia uma vez que vai determinar a reactividade futura do individuo a esse
alergeno. E também chamada fase de inducdo, durante a qual é criada a memdria
imunoldgica para determinado antigénio de contacto. A fase efetora ocorre quando um
individuo previamente sensibilizado entra novamente em contacto com o0 composto.
Nesta situacao, ja existem em circulacdo no organismo, linfocitos T direccionados para
um determinado tipo de resposta imunoldgica e que, entrando de novo em contacto
com o alergeno, proliferam e induzem uma cascata de reac¢des inflamatoérias na area
de pele exposta. As LC tém um papel preponderante na apresentacao antigénica aos
linfécitos T (Enk, 1997; Krasteva et al., 1998; Gongalo, 1998).
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1.3. CELULAS DENDRITICAS E IMUNIDADE DA PELE

Ao longo da evolugdo, os organismos superiores tém desenvolvido
mecanismos de defesa especificos e ndo-especificos para proteccdo contra
agressores estranhos. Os mecanismos ndo-especificos incluem uma primeira linha de
defesa representada por barreiras mecéanicas e produtos de secrecdo. Quando as
barreiras epiteliais sofrem quebras na sua continuidade, sdo activadas respostas
inflamatérias néo-especificas e respostas imunologicas adaptativas. A resposta
imunolégica adaptativa caracteriza-se por especificidade, memdria e capacidade de
discriminacdo entre os antigénios proprios do organismo (antigénios proprios) e os
antigénios estranhos ao organismo.

Externamente, a pele e, internamente, as membranas mucosas, constituem
estas primeiras barreiras mecéanicas totalmente equipadas para desencadear
respostas inflamatérias nao-especificas e respostas imunoldgicas especificas. A
capacidade coordenada das células imunolbégicas cutaneas em iniciar e regular a
intensidade da resposta imunoldgica da pele, de modo a manter a sua homeostase,
levou a que se considerasse a pele como um 6rgdo imunologicamente competente

(Larregina e Falo, 2001).

1.3.1. CELULAS DE LANGERHANS: CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E MORFOLOGICAS

As células de Langerhans (LC) sao células dendriticas imaturas,
estrategicamente localizadas nos epitélios estratificados, tais como os epitélios da
pele, da cavidade oral, da faringe, do eso6fago, das vias aéreas superiores e ainda
noutros tecidos (Larregina e Falo, 2001; Janeway et al., 2001; Anjuere, 2000, Blood).

As LC da pele foram inicialmente descritas por Paul Langerhans, como
neurénios intraepiteliais, em 1868. Estas células residem na epiderme, onde formam

uma rede intraepitelial com fungdo sentinela (Banchereau e Steinman, 1998).
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Representam 2-4% do total da populacdo de células epidérmicas e a sua densidade
varia entre, aproximadamente, 200 e 1000 células/mm? de superficie epidérmica,
dependendo da area anatomica (mais abundantes na pele da face e do pescoco)
(Berman et al., 1983; Stingl, 1990; Banchereau e Steinman, 1998).

A nivel ultraestrutural, o organelo citoplasmético principal, que representa uma
caracteristica Unica das LC, é o granulo de Birbeck (BG), uma estrutura membranar,
trilaminar e em forma de bastéo, inicialmente descrita em 1961 por Birbeck. Apesar da
sua funcdo ndo estar ainda bem determinada, existem evidéncias de que este
organelo possui a capacidade de captar antigénios (Larregina e Falo, 2001).
Recentemente, foi descoberta nas LC uma lectina, a Langerina, cuja funcdo principal
parece ser a inducdo da formagdo dos BG. Esta lectina € expressa a superficie
membranar das células mas, apds contacto com um antigénio exterior, é rapidamente
internalizada, parecendo ser transformada em granulos de Birbeck (Valladeau et al.,
2002). Além dos BG, as LC apresentam outras caracteristicas particulares: nicleo
recortado, extensa regido de Golgi e elevado niumero de mitocbndrias e lisossomas
(Ruco, 1989; Teunissen et al., 1990; Zambruno et al., 1995).

As LC epidérmicas constituem uma populacdo de DC com fendtipo distinto.
Geralmente ndo apresentam marcadores de linhagem especificos e, por isso, séo
definidas como popula¢des leucocitarias que expressam a molécula CD45 e os
marcadores mieldides CD13 e CD33 (Tabela 2). A expressdo de Langerina esta
intimamente relacionada com as LC (Larregina e Falo, 2001; Valladeau et al., 2001).

Na tabela 2 indicam-se alguns marcadores da superficie membranar e outras
moléculas citoplasmaticas, que caracterizam o fenétipo das LC. Pode-se também
observar a expressdo destas moléculas em LC imaturas, as quais sao utilizadas na
identificacdo destas ceélulas (Teunissen et al., 1990; Zambruno et al.,, 1995;

Banchereau e Steinamn, 1998; Anjuere, 1999).
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Tabela 2 — Marcadores de superficie e outras moléculas das LC

Marcadores de superficie e outras moléculas das LC Expressdo nas
LC imaturas

CD13, CD33 — marcadores mieldides +++

CDl1a, CD1c, CD11c +++ =

MHC classe Il (HLA-DR, -DP e —-DQ) +++ =

MHC classe | (HLA-A, B e C) +/++

DEC-205 ++ ~

Langerina (CD207) +++

Ag intracitoplasmatico Lag ot -

Granulos de Birbeck (BG) o+ -

Receptores Fcye Fce - relacionados com a captagédo de antigénios | +++

CD40, CD80, CD86, e CD83 -/+

LFA-1 - ag associado a funcéo leucocitaria -

LFA-3 - molécula de adeséo intercelular +/++
ICAM-1 — molécula de adeséo intercelular +/++
ICAM-3 — molécula de adeséo intercelular +++

+~ Moléculas usadas na identificacdo das LC
-/+ expressao inexistente ou fraca
+/++ expresséo fraca a moderada

+++ expressao elevada

As LC em cultura sofrem profundas alteragfes, alterando-se drasticamente o
fendtipo em apenas um dia de cultura. As células perdem os granulos de Birbeck e o
receptor Fcy e ocorre um aumento da expressao de moléculas com fun¢des essenciais
na apresentacdo antigénica (MHC classe Il, ICAM-1, ICAM-3, LFA-3, MHC classe |,
CD40, CD80, CD86) (Banchereau e Steinamn, 1998; Anjuere, 1999).
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1.3.2. MATURACAO E FUNCAO IMUNOESTIMULATORIA DAS CELULAS DE LANGERHANS

Tal como acontece com outras DC, a maioria das LC da epiderme migra para
os ganglios linfaticos de drenagem apds um estimulo imunolégico forte, infeccioso ou
de outra etiologia. As LC iniciam, entdo, um percurso no qual se diferenciam em
células dendriticas maduras, unicamente destinadas a apresentacdo dos peptideos
antigénicos e a activagdo dos linfécitos T naive e de memoria. Nos ganglios linfaticos,
rapidamente perdem a capacidade de captar e processar antigénios, sintetizando
novas moléculas MHC para eficaz apresentacdo dos peptideos antigénicos. Neste
processo de maturacdo, as LC aumentam a expressdo de moléculas co-estimuladoras
e moléculas de adesdo que irdo permitir e facilitar a interacgdo com os linfocitos T
(Banchereau e Steinamn, 1998).

Em todo este processo de maturagdo funcional e aquisicdo de potencial
imunoestimulatério, o GM-CSF é essencial para as LC. Os queratindcitos, células
vizinhas das LC epidérmicas (Fig. 1.6), sdo uma fonte rica em citocinas, em particular
de GM-CSF, produzido constitutivamente ou em resposta a estimulos internos ou
externos ao organismo (Kimber et al., 1995). Assim, por exemplo, em situagfes de
contacto com estimulos externos, como um antigénio de contacto, os queratinécitos
rapidamente produzem GM-CSF, que induz a completa maturacéo e activagédo das LC,
permitindo-lhes a interacgdo com os linfocitos T, de modo a desencadear a resposta

imunoldgica (Kimber e Dearman, 1996). EPIDERME

Fig. 1.6. — Composi¢do celular da
epiderme: células de Langerhans,
gueratinécitos e melandcitos.

Célula de .
Langerhans Queratinécitos

Melanécitos
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1.4. SINTESE E FUNCAO BIOLOGICA DO OXIDO NIiTRICO
1.4.1. FUNCOES FISIOLOGICAS E FISIOPATOLOGICAS DO OXIDO NITRICO

O oxido nitrico € um gés, geralmente conhecido pela sua férmula quimica NO
ou, mais correctamente, NO*, sendo por isso definido como um radical livre. O NO é

uma molécula altamente difusivel e muito reactiva, diferenciando-se do agente
anestésico oxido nitroso (N,O), que é extremamente estavel. Até 1987, o NO era
apenas conhecido como um constituinte téxico dos fumos poluentes da exaustao dos
automaveis, contribuindo para a poluicdo das grandes cidades (Farrel e Blake, 1996).
Em 1987, descobriu-se que o factor relaxante derivado do endotélio, descrito até entdo
como um agente labil mediador da vasodilatagéo, era idéntico ao NO (Palmer et al.,
1987). Em seguida, descobriu-se que esta molécula biologicamente activa era
produzida por diferentes tipos de células e que desempenhava diversas funcgoes,
envolvidas tanto em processos fisiologicos como patoldgicos. Entre essas fungdes
incluem-se a modulagdo da vasodilatagdo, da agregacdo plaquetar, da actividade
citotoxica dos macrofagos activados e da neurotransmissdo (comunicagdo neuronal).
Além disto, todas as células envolvidas directa ou indirectamente na imunidade e
inflamacdo sintetizam NO, nomeadamente células apresentadoras de antigénio,
gueratinécitos, monécitos e macrofagos, células endoteliais e epiteliais, entre outras. A
producdo de NO biologicamente significante por linfocitos T é ainda assunto de debate
(Farrel e Blake, 1996; Coleman, 2002).

Em resumo, o NO actua em trés sistemas bioldgicos de primordial importancia:
sistema cardiovascular, sistema nervoso e sistema imunologico. No sistema
imunoldgico, o NO participa na destruicdo de microorganismos infecciosos, através
dos seus efeitos citotoxicos resultantes da elevada concentracé@o atingida no local de
producdo (Coleman, 2001; Marletta e Spiering, 2002; Brennan e Moncada, 2002). O

NO tem sido nos ultimos anos objecto de intensa pesquisa em muitos campos da
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medicina e da ciéncia, por ser um intermediario metabdlico envolvido em dois campos
de acc¢do de extrema importancia nos sistemas biolégicos: mensageiro através do qual
as células comunicam entre si e molécula com funcbes criticas na imunidade e

inflamacéao.
1.4.2. SINTESE DO OXIDO NITRICO E ISOFORMAS DA SINTASE DO OXIDO NIiTRICO

Nos mamiferos, o 6xido nitrico enddgeno € sintetizado enzimaticamente a partir
de L-arginina e de oxigénio, originando NO e L-citrulina (Fig. 1.7). Esta reac¢édo €
catalizada pela enzima sintase do 6xido nitrico (NOS), da qual sdo conhecidas trés
isoformas distintas. Duas destas isoformas sdo expressas constitutivamente nas
células e designam-se, respectivamente, por NOS-1 ou NOS neuronal e por NOS-3 ou
NOS endotelial. A outra isoforma cuja expressdo € induzida em consequéncia da
activacao celular por estimulos, muitas vezes imunogénicos, designa-se por NOS-2 ou
indutivel (Bredt, 1999).

HZNYNH HZNYO

NH NH + oo
‘ NADPH NADP N O
H,N COOH H,N COOH
L-Arginina L-Citrulina

Fig. 1.7. — Reacc¢édo de sintese do 6xido nitrico (NO) catalisada pela sintase do Oxido nitrico
(NOS).

A actividade enzimatica das isoformas NOS-1 e NOS-3, constituitivamente

expressas, € dependente de célcio intracelular. Por isso, 0s estimulos extracelulares
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que causam o0 aumento da concentracdo de calcio intracelular levam a formacao do
complexo Ca*-calmodulina que se liga a dominios especificos destas isoformas
constitutivas produzindo a formagdo temporaria de NO, que desempenha no
organismo fungdes fisiolégicas ou moduladoras. Em resposta a um estimulo
fisiologico, o NO é gerado rapidamente e de modo transitério em baixas concentra¢des
(ordem dos picomolar, 10**M). Esta producdo de NO ocorre, nomeadamente, nas
células endoteliais e neurénios onde existem as isoformas NOS-1 e NOS-3,
respectivamente. O NO assim produzido induz respostas rapidas e transitérias nas
células alvo, nomeadamente em células do musculo liso, neurdnios e plaquetas
(Farrell e Blake, 1996; Bredt, 1999; Coleman, 2002).

Pelo contrario, em respostas imunolégicas e inflamatérias ha inducédo da
expressao da isoforma indutivel NOS-2 ou iNOS; neste caso, ha uma elevada
producdo de NO (da ordem dos nanomolar, 10°M), relativamente lenta e mantida
constante durante horas ou dias, uma vez que depois de expressa esta isoforma
permanece activa continuamente. A actividade da iNOS nao é dependente de calcio e
a expressao desta enzima requer a activacdo transcricional. Os efeitos imunoldgicos
do NO séo maioritariamente indirectos, sendo mediados pelas espécies reactivas de
nitrogénio que se formam, devido & oxidacdo do NO na presenca de oxigénio
(Coleman, 2001; Coleman, 2002).

1.4.2.1. Expresséao daisoforma indutivel da sintase do 6xido nitrico

A proteina citoplasmatica iINOS pode ser expressa em diversos tipos de células
incluindo as DC, macréfagos, células endoteliais, células do musculo liso vascular,
células polimorfonucleares, fibroblastos, entre outras (Farrel e Blake, 1996).

A INOS, enzima principal da biossintese do NO em processos imunolégicos e
inflamatorios, ndo existe nas células em repouso e € expressa apos activacao celular
(Bogdan, 2001). Entre a activagédo das células e a producdo de NO decorrem varias

horas, o que reflecte 0 tempo necessario para a sintese do ARNm e da proteina
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(Coleman, 2002). Esta activacdo celular leva a transcricdo dos genes que codificam
para a iNOS e é induzida por citocinas especificas, como a IL-13, TNF-a e IFN-y, ou
por outros factores exdgenos ao organismo, como por exemplo produtos microbianos
como o lipopolissacarideo (LPS), produzidos em situa¢des inflamatorias ou infecciosas
(MacMicking, 1997; Bredt, 1999). Deste modo, a iINOS medeia as fungbes do NO no
sistema imunoldgico. O gene que codifica para a INOS estd sob controlo do factor
nuclear de transcricdo NF-xB (Pahl, 1999), o qual desempenha um papel fundamental

em respostas celulares inflamatérias e imunolégicas (Pfeilschifter et al., 1996).

1.4.3. ACTIVAGAO DE FACTORES DE TRANSCRICAO E EXPRESSAO GENETICA

1.4.3.1. Factores de transcrigdo: Familia NF-kB/Rel

A familia de factores de transcricdo NF-kB/Rel tem um papel fundamental na
imunidade, inflamagé&o, crescimento, desenvolvimento e morte celular. Pela primeira
vez em 1986, Sen e Baltimore identificaram nos linfécitos B um factor nuclear
(designado por NF-kB) que se ligava ao ADN no local activador da transcricdo dos
genes das cadeias leves (do tipo k) das imunoglobulinas. Posteriormente, foram
identificados, nas regides promotoras de varios genes, locais funcionais de ligacado do
NF-xB. Esta familia NF-kB/Rel dos factores de transcricdo eucariotas é constituida
pelas subunidades proteicas c-Rel, RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p50) e NF-kB2 (p52),
estruturalmente relacionadas e que se distinguem pela afinidade de ligagdo ao ADN e
pela capacidade de formarem entre si homo- e heterodimeros especificos (Baldwin Jr,
1996).

Na maioria das células, o complexo de transcricdo do NF-xB esta presente no
citoplasma ligado a proteinas inibitérias, globalmente designadas por kB, que o
mantém numa forma inactiva ou latente. A activacao de vias de sinalizacao intracelular
accionadas por factores bioldgicos e condic6es ambientais, podem activar os dimeros

do NF-kB, através da degradacdo do IxB. A degradagdo desta proteina altera a
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estrututra conformacional dos dimeros do NF-kB, ficando expostas as sequéncias de
localizagdo nuclear, que permitem a migragdo dos dimeros para o nucleo. Estes
dimeros ligam-se a sequéncias especificas do ADN, colectivamente denominadas por
kB, regulando a expressédo genética (Baldwin Jr, 1996; Chen e Ghosh, 1999; Cyert,
2001). Até a data forma j& identificados mais de 150 genes activados pelo NF-«B,
entre 0s quais se encontram 0s genes que codificam para citocinas e factores de
crescimento, proteinas de resposta de fase aguda, imunorreceptores, factores de
transcricdo, moléculas de adesado celular, reguladores da apoptose, entre outros.
Estes dados demonstram gue grande parte das proteinas codificadas pelos genes alvo
do NF-kB participam na resposta imunoldgica (Pahl, 1999).

As vias de sinalizacao intracelular que regulam o desenvolvimento e actividade
das DC néo estéo ainda bem esclarecidas. Recentemente tem sido demonstrado que
os membros da familia do NF-xB estdo envolvidos na diferenciacdo e maturagéo das
DC, o que origina modifica¢des funcionais nestas células que perdem a capacidade de
processar o antigénio e adquirem a capacidade o apresentar (Baltathakis et al., 2001,
Koski et al., 2001). Outras familias de factores de transcricdo parecem estar
envolvidas na imunobiologia das DC, mas nao serdo referidas porgque nao estdo no
ambito do trabalho realizado.

A activagdo inapropriada e prolongada do NF-kB tem sido associada a diversas
doencas inflamatdrias e, até mesmo, a transformacdes neoplasicas. Por isto, este
factor de transcricdo tem sido apontado como um potencial alvo terapéutico para

utilizacdo em lesdes de tecidos e 6rgdos (Zingarelli et al., 2003).

1.4.4. O OXIDO NITRICO E A IMUNOBIOLOGIA DA PELE

O NO estd profundamente implicado na biologia da pele. A pele €, por
exceléncia, um local de actividade imunologica importante devido a constante

exposi¢do a condicbes ambientais, tais como stress fisico, traumatismos, substancias
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quimicas irritantes ou sensibilizadoras e microorganismos infecciosos. Por isto, ocorre
constantemente na pele um conjunto de reacc¢des imunoldgicas, que permite a
manutencdo das defesas defesas adequadas (Bruch-Gerharz et al., 1998). Foi
demonstrado que o NO desempenha, entdo, um papel preponderante na patogénese
da DCA durante a fase inflamatéria. Este facto parece estar relacioando com a sintese
de citocinas pré-inflamatorias pelas LC e pelos linfocitos T, as quais contribuem para a
sintese da iINOS e, consequente, producao de NO (Sahin et al., 2001).

1.4.5. MECANISMO DE ACGAO DOS GLUCOCORTICOIDES NO TRATAMENTO DA DERMATITE DE
CONTACTO ALERGICA

Os glucocorticéides sdo largamente usados como agentes imunossupressores
e anti-inflamatérios. Varios estudos in vivo e in vitro tém demostrado que estes
farmacos inibem a expressdo de varias citocinas, moléculas de adesao e enzimas
envolvidas em processos inflamatérios.

Os glucocorticéides sintéticos dexametasona e prednisona sao exemplos de
farmacos que controlam a activagdo de genes envolvidos nos processos inflamatorios.
A diminuicdo da expressdo destes genes é obtida pela repressdo de factores de
transcricdo, ou mais concretamente, pela inibicdo das vias de sinalizacdo que levam a
activacdo de determinado factor de transcricdo. O NF-kB € um factor de transcricdo
reprimido pela ac¢éo dos glucocorticoides, o que resulta na diminuicdo da actividade
transcricional de genes, entre 0s quais se inclui o gene que codifica a INOS
(Yamamoto e Gaynor, 2001; Pahl, 1999). Estes dados explicam, pelo menos em parte,
a accao farmacologica dos glucocorticdides nos processos inflamatérios, como por
exemplo a DCA, tendo sido por isso motivo do nosso interesse estudar e conhecer

melhor os mecanismos através dos quais a dexametasona actua nas DC.
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1.5. OBJECTIVOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como objectivo conhecer os mecanismos implicados na
activacao das células dendriticas da pele quando expostas a alergenos de contacto. O
conhecimento actual sobre a imunobiologia das DC mostra claramente o papel
importante destas células na fase inicial de sensibilizacdo da dermatite de contacto
alérgica. Com a realizacao deste estudo pretendeu-se identificar alterac6es do padrao
de proteinas induzidas por alergenos de contacto e pela citocina epidérmica GM-CSF
e conhecer o efeito desta citocina na sinalizag&o intracelular em células dendriticas da
pele. Para a realizagédo deste estudo, utilizou-se como modelo experimental uma linha
celular (FSDC), obtida a partir de células dendriticas da pele de feto de rato e
modificada por um vector retroviral.

Na primeira parte do trabalho (Capitulo 3), estudaram-se alteragbes do padréo
de proteinas membranares resultantes da estimulacdo das DC com alergenos de
contacto e com a citocina epidérmica GM-CSF. Foi também usado um composto nao-
sensibilizador, como controlo negativo. Estas alteracbes em determinadas proteinas
membranares, provocadas pelos alergenos de contacto e pelo GM-CSF, séo indicio da
activacdo das DC que, neste estado de activagcdo, serdo responsaveis pela fase inicial
da DCA. Deste modo, poder-se-ao detectar potenciais alergenos de contacto.

Na segunda parte do trabalho (Capitulo 4), estudou-se a accdo da citocina
epidérmica GM-CSF, na activacao do factor nuclear de transcrigdo kappa B (NF-«xB) e
na expressao de uma proteina envolvida em processos inflamatérios, a isoforma
indutivel da sintase do oOxido nitrico (INOS). Nesta parte do trabalho investigou-se,
também, o efeito da dexametasona nos referidos processos, dado tratar-se de um
farmaco glucocorticbide com reconhecida actividade anti-inflamatéria e
imunossupressora.

Compreendendo melhor 0os mecanismos responsaveis pelo inicio da DCA

assim como o modo de accdo de alguns farmacos, serd possivel no futuro delinear
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estratégias terapéuticas capazes de controlar de modo mais eficaz esta patologia. Por
outro lado, a expressdo de moléculas de superficie membranar representativas de
marcadores de activagdo das DC, pode ser utii na definicho de parametros
indispensaveis a determinagdo do potencial alergénico de substancias quimicas
ambientais. Este tipo de estudos integra-se na estratégia actual de procurar
desenvolver metodologias in vitro para identificagdo de potenciais alergenos de
contacto, recorrendo a modelos celulares que funcionem como alternativas crediveis

ao uso de testes preditivos com animais.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1. Cultura de células dendriticas da pele de feto de rato (FSDC)

As células dendriticas da pele de feto de rato (células FSDC) foram gentilmente
cedidas pelo Dr. G. Girolomoni (Laboratério de Imunologia, Instituto Dermopatico
dell'lmmacolata, IRCCS, Roma, Italia). As culturas foram mantidas a 37°C, sob uma
atmosfera humidificada com 5% de CO, e 95% de ar, e diluidas 1:3 de 3 em 3 dias. As
células foram cultivadas em meio de cultura de Dulbecco modificado por Iscove
(IMDM), suplementado com soro fetal bovino a 10% (v/v), L-glutamina a 1% (m/v),
penicilina (100 unidades/ml) e estreptomicina (100 pg/ml), e tamponizado com
bicarbonato de sédio 36 mM e HEPES 25 mM, pH 7,4.

Para a realizacdo das experiéncias, as células aderentes foram tratadas com
uma solucéo de tripsina a 0,05% (m/v) e EDTA 0,02% (m/v) em tampéo fosfato salino*
(PBS), durante aproximadamente 3 minutos e centrifugadas a 180 x g numa centrifuga
Sorvall RT 6000 D durante 5 minutos. O sedimento foi ressuspenso em IMDM
suplementado e procedeu-se de seguida a determinacdo da viabilidade e densidade
celular. Para o efeito diluiu-se um pequeno volume de suspensao celular na proporgao
de 4:1 (v/iv) com uma solucao de azul de tripano a 0,4% e aguardou-se em seguida 1 a
2 minutos. ApGs este periodo, necessario para o corante penetrar nas células com
membrana fragilizada, colocou-se uma gota da suspensdo celular na camara dum

hemocitometro e procedeu-se a contagem, num microscépio 6éptico, do niamero de

. Tampao fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4.2H,0 9,1 mM, KH,PO,
1,8 mM, pH 7,4
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células coradas (células com a membrana citoplasmatica danificada) e do niumero total
de células nos quatro quadrantes. Calculou-se a percentagem de viabilidade celular,
normalmente superior a 96%, bem como a densidade da suspenséao inicial, tendo em

atencao as diluicdes efectuadas e as caracteristicas do hemocitémetro.

2.2. Condigdes de cultura

As células usadas para os ensaios de MTT e quantificacdo de nitritos foram
cultivadas a uma densidade de 0,2 x 10° células/cm? em placas de cultura com 48
compartimentos. Para o0s ensaios de imunocitoquimica as células foram cultivadas em
lamelas de vidro, previamente colocadas em placas de cultura com 48
compartimentos, a uma densidade de 0,2 x 10° células/cm? Nas experiéncias de
EMSA e Western blot as células foram cultivadas a uma densidade de 0,2 x 10°
células/cm? em placas de cultura com 6 compartimentos. Para o ensaio de Northern
blot cultivaram-se as células a uma densidade de 0,2 x 10° células/cm? em caixas de

Petri com 60 mm de diametro.

2.3. Ensaio de reducédo do sal de tetraz6lio MTT

A reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) é
um método colorimétrico rapido frequentemente usado para medir proliferacdo celular
e citotoxicidade (Mosman 1983). Neste ensaio, 0 MTT é acumulado pelas células por
endocitose e a reducdo do anel tetrazolico deste sal resulta na formacao de cristais de
formazan de cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou

lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por exocitose. Sendo a
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endocitose um mecanismo fundamental das células vivas (Liu 1997), o ensaio do MTT
tem sido usado frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Nas experiéncias de MTT, os sobrenadantes das culturas celulares, contendo
ou ndo os compostos testados, foram removidos e as células foram cultivadas com
uma solucdo de MTT (5 mg/ml) em PBS, durante 1 hora a 37°C. Apds esta incubacao,
os cristais de formazan, resultantes da redugdo do MTT, foram dissolvidos numa
solugdo de HCL 0,04 N em isopropanol e a absorvéncia foi medida num
espectrofotébmetro (SLT Spectra) a um comprimento de onda de 570 nm, com um filtro
de referéncia de 620 nm. Os valores da viabilidade celular foram expressos em

percentagem relativamente a absorvéncia determinada nas células controlo.

2.4. Quantificacdo da concentracdo de nitritos nos sobrenadantes das

culturas celulares (ensaio de Griess)

A formacdo de NO pela isoforma indutivel da sintase do NO pode ser
indirectamente determinada através da reaccdo de Griess (Green et al, 1982), que
guantifica os nitritos acumulados nos sobrenadantes de culturas celulares expostas a
varios estimulos, uma vez que o NO origina nitritos em solu¢do aquosa (Coleman,
2002). A reaccdo de Griess envolve a formagdo de um cromoéforo durante a reaccéo
dos nitritos com sulfanilamida e aminas heterociclicas, como a N-(1-
naftil)etilenodiamina, em condi¢des de baixo pH. Durante esta reaccdo a pH acido, os
nitritos sofrem diazotagdo com a sulfanilamida e formam um sal de diazénio. O sal de
diazonio liga a N-(1-naftil)etilenodiamina formando-se um composto rosa que possui
um espectro de absor¢cdo caracteristico e que pode ser quantificado por
espectrofotometria.

As células foram cultivadas com os diferentes estimulos durante 48 h e os

sobrenadantes das culturas celulares foram recolhidos e centrifugados a 1000 x g
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numa centrifuga Sigma 3k30, durante 15 minutos. Procedeu-se de seguida a diluicdo
dos sobrenadantes com igual volume do reagente de Griess?, durante 10 minutos, e o
valor da absorvéncia foi medido a um comprimento de onda de 550 nm (SLT Spectra).
A concentrag&o de nitritos nos sobrenadantes das culturas celulares foi determinada a
partir de uma curva padrao de nitrito de sadio.

2.5. Deteccao de proteinas por Western blot

As proteinas dos extractos celulares totais, extractos citoplasmaticos e
extractos nucleares foram separadas por electroforese e electrotransferidas para uma
membrana de difluoreto de polivinildieno (PVDF). As proteinas em estudo foram
detectadas por incubacdo das membranas com anticorpos primarios seguido de
incubacdo com anticorpos secundarios (dirigidos contra as imunoglobulinas da espécie
animal em que foram produzidos os anticorpos primarios) conjugados com a
peroxidase de rédbano. Os imunocomplexos foram  visualizados por
quimiluminescéncia, utilizando o reagente ECL.

Para a preparacdo dos extractos celulares totais, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e homogeneizadas por sonicacdo (VibraCell da Sonics e
Materials, Inc) em 150 ul de tampéo de lise®, em gelo, quatro vezes, durante 4
segundos a baixa amplitude. Estes extractos celulares totais foram posteriormente
armazenados a —70 °C até a aplicacédo no gel.

Para a obtencdo dos extractos nucleares e citoplasmaticos as células foram
lavadas duas vezes com PBS e lisadas com o tampdo 1%, em gelo, durante 15

minutos. Os lisados celulares foram de seguida centrifugados a 2300 x g (centrifuga

> Reagente de Griess: di-hidrocloreto N-(1-naftil)etilenodiamina a 0,1% (m/v), sulfanilamida a
1% (m/v) em H3zPO,4 a 5% (v/v).

* Tampao de lise: Sacarose 0,32 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, mistura inibidora de
proteases, pH 7,5.

* Tamp&o 1: Tris 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 3 mM, nonidet P-40 0,5% (v/v), DTT 1 mM,
inibidores de proteases, pH 7,5.
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Sigma 3k30) a temperatura de 4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante,
correspondente ao extracto citoplasmatico, foi armazenado a — 70 °C até a aplicacao
no gel. O sedimento foi solubilizado em tamp&o 2°, em gelo, durante 1 hora, e
posteriormente centrifugado a 12000 x g, a temperatura de 4 °C, durante 20 minutos.
O sobrenadante, correspondente ao extracto nuclear, foi armazenado a — 70 °C até a
aplicacao no gel. A quantificagdo da proteina nos extractos celulares totais, nucleares
e citoplasmaticos foi efectuada pelo método do acido bicinchoninico (BCA).

As proteinas dos extractos obtidos foram desnaturadas por fervura a seco
(Stuart Scientific) em solucdo desnaturante® e separadas por electroforese’ em gel de
poliacrilamida em condi¢6es desnaturantes, na presenca de SDS (SDS-PAGE), em
géis de separagdo com 7,5% ou com 15% de acrilamida, conforme o peso molecular
das proteinas em estudo e de acordo com o procedimento descrito por Smith e
Titheradge, 1998. As proteinas no gel foram transferidas para membranas de PVDF,
previamente activadas em metanol, usando um sistema TransBlot da BioRad. A
electrotransferéncia® realizou-se durante a noite, a voltagem constante de 40 V e a
temperatura de 10 °C. A eficiéncia da transferéncia foi sempre avaliada por coloragéo
das membranas com solug&o de Ponceau S 0,2 %.

As membranas foram bloqueadas, durante 1 hora, com 5% (m/v) de leite
magro em tampdo Tris salino® (TBS) e com Tween-20 0,1% (v/v) (TBST), com o
objectivo de bloquear as ligac6es ndo especificas dos anticorpos. As membranas
foram de seguida incubadas, durante 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo
primario, diluido em 1% (m/v) de leite magro em TBST. Os anticorpos que nao ligaram

foram removidos por lavagem das membranas, durante 30 minutos, em 1% (m/v) de

® Tampéo 2: HEPES 20 mM, MgCl, 3 mM, EDTA 0,2 mM, NaCl 300 mM, glicerol 20% (v/v),
DTT 1 mM, inibidores de proteases, pH 7,5.

® Soucdo desnaturante de proteinas: Tris 100 mM, bicina 100 mM, ureia 4 M, SDS 2% (m/v), p-
mercaptoetanol 5% (v/v).

" Tampa&o de electroforese: Tris 100 mM, bicina 100 mM, SDS 0,1% (m/v).

® Tampao de electrotransferéncia: Glicina 96 mM, metanol 20% (v/v), Tris 125 mM.

® TBS: Tris 200 mM, NaCl 1,37 M, pH 7,6.
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leite magro em TBST. A incubagdo dos anticorpos secundarios decorreu a
temperatura ambiente, durante 1 hora, com o anticorpo marcado com a peroxidase de
rabano, diluido em 1% (m/v) de leite magro em TBST. Depois de novamente lavadas
com TBST, os imunocomplexos foram visualizados por quimiluminescéncia, utilizando
o regente ECL. Para demonstrar a presenca de igual quantidade de proteina nas
diferentes amostras da membrana procedeu-se ao stripping da membrana®®, durante
30 minutos, a 55 °C e com agitacao ocasional. Apos lavagem das membranas com
TBST procedeu-se de novo a técnica de western blot, acima descrita, com o0 anticorpo
contra a proteina actina. A expressdo das proteinas em cada situacdo foi analisada

utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0.

2.6. Imunofluorescéncia

A expressao e distribuicdo das proteinas nas células FSDC foram avaliadas
por imunocitoquimica. Neste processo, as preparacdes fixadas e permeabilizadas
foram incubadas com anticorpos especificos para as proteinas em estudo. Os
anticorpos primarios foram visualizados com anticorpos secundarios conjugados com
o fluoréforo fluoresceina. As preparagbes foram observadas por microscopia de
fluorescéncia.

Depois de uma breve lavagem com PBS, as células foram fixadas e
permeabilizadas com metanol:acetona (1:1), durante 10 minutos. Procedeu-se de
seguida ao bloqueio dos locais de ligacdo dos anticorpos secundarios, durante uma
hora, por incubacdo das células com 5% de soro ndo imune'! da espécie animal em
que foi produzido o anticorpo secundario utilizado. Procedeu-se de seguida a
incubacdo com os anticorpos primarios, diluidos em PBS com albumina de soro bovino

(BSA) a 0,5%, durante 2 horas e a temperatura ambiente. Seguiu-se uma série de trés

19 Solugsio de stripping: p-mercaptoetanol 100mM, SDS 2% (m/v), Tris 62,5 mM, pH 6,7.
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lavagens de 5 minutos com PBS contendo BSA 0,5%. Paralelamente foram feitos
controlos em que se omitiu 0 anticorpo primério. A incubacdo com os anticorpos
secundarios, ligados ao fluoroforo fluoresceina e diluidos em PBS com BSA 0,5%, foi
feita durante 1 hora, a temperatura ambiente e no escuro. Repetiu-se a lavagem (trés
lavagens de 5 minutos com PBS contendo BSA 0,5%) e procedeu-se a montagem das
lamelas sobre laminas, utilizando o meio de montagem Vectashield, que reduz o
fotodecaimento da fluorescéncia.

A observacdo da fluorescéncia nas preparacgdes foi feita num microscépio de
fluorescéncia Zeiss Axioskop com filtros 450-490, FT 510 e LP520 (Zeiss). O

processamento da imagem foi feito com o programa Adobe Photoshop 7.0.

2.7. Ensaio do desvio da mobilidade electroforética (EMSA)

A técnica do EMSA permite identificar a ligacdo de proteinas (factores de
transcricdo) a sequéncias especificas de ADN, recorrendo para o efeito a uma
electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cées ndo desnaturantes. As proteinas
gue se ligam especificamente a um fragmento de ADN, marcado numa extremidade
com o radioisétopo **P, atrasam a mobilidade do fragmento de ADN livre durante a
electroforese, 0 que resulta no aparecimento de bandas discretas correspondentes
aos complexos de ADN com a proteina especifica.

As experiéncias do EMSA foram realizadas de acordo com o método descrito
por Greenlund et al., 1994, tendo sido utilizados os extractos nucleares das FSDC,
obtidos como descrito em 2.4. Os oligonucledétidos de dupla cadeia contendo a regiao
de consenso para o factor de transcricdo NF-xB (5-AGT TGA GGG GAC TTT CCC
AGG C-3’) (40 ng) foram incubados com 50 uCi de [y-**P]JATP na presenca de 9,8 U

1 Solugdio de bloqueio: 5% (v/v) de soro ndo imune em PBS com albumina de soro bovino
(BSA) 0,5%.
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da cinase polinucleétido T4 e de tamp&o de ligacdo da cinase'?, durante 1 hora, a
37°C. O **P n&o incorporado foi removido por centrifugacdo em colunas Sephadex G-
50 a 710 x g numa centrifuga Jouan M14.11, e os oligonucleétidos marcados foram
armazenados a -20 °C até serem utilizados. A radioactividade presente nos
oligonucledtidos foi determinada num contador de radiagdo gama Packard 2500 TR.

As reaccdes de ligacdo proteina/ADN foram realizadas em tampé&o de ligagéo™
na presenca de 20 pg de proteina nuclear, 100000 cpm de [** P]oligonucleétido,
durante 45 minutos e a temperatura ambiente. Os complexos proteina/ADN foram
resolvidos por electroforese'® em gel de poliacrilamida a 7%, em condi¢cbes n&o
desnaturantes, durante 2 horas e 30 minutos e a 150 V. O gel foi seco por ac¢éo de
calor (80 °C) e de vacuo num secador de géis BioRad 583 e as bandas proteina/ADN
foram examinadas por autoradiografia. Para confirmar a especificidade da banda
proteina/ADN foram realizados ensaios de competicdo, que consistiram na adi¢ao
prévia de um excesso (100 x) de oligonucleétido ndo marcado as proteinas nucleares,
durante 1 hora e a temperatura ambiente, 0 que resultou sempre no desaparecimento
ou diminuicdo dos complexos especificos. A andlise das bandas correspondentes aos
complexos de ADN com a proteina especifica foi feito com o programa Adobe
Photoshop 7.0.

2 Tampao de ligacdo da cinase: Tris 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT 5mM, espermidina-HCI 0,1
mM, EDTA 0,1 mM, pH 7.5.

¥ Tampao de ligacdo proteina/ADN: HEPES 20 mM, MgCl, 1 mM, DTT 0,5mM, KCI 50 mM,
100 pg/ml de poly(dI-dC).poly(dI-dC), Ficol 400 4% (m/v), BSA 1 mg/ml, pH 7,9.

% Tampéo de electroforese: Tris 44,6 mM, &cido bérico 44,5 mM, EDTA 1 mM
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2.8. Materiais

Anticorpo monoclonal contra actina produzido em ratinho e mistura inibidora de proteases -
Roche (Carnaxide, Portugal)

Anticorpo policlonal contra IxB-o produzido em coelho - New England BioLabs Inc. (Beverly,
MA, USA)

Anticorpo policlonal contra iINOS produzido em coelho - Transduction Laboratories (Lexington,
KY, USA)

Anticorpos policlonais contra CD40 e contra IL-12RB1 produzidos em coelho - Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA)

DCNB e NiSO, - Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA)

Dexametasona - Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal)

DNFB - Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Spain)

GM-CSF murideo recombinante - R&D systems (Minneapolis, MN, USA)

Imunoglobulina de cabra anti-ratinho conjugada com peroxidase de rabano — Pierce (lllinois,
USA)

Imunoglobulina de macaco anti-coelho conjugada com peroxidase de rabano, 2p_|abeled Y-
ATP, T4 polynucleotide kinase, poly(dl-dC).poly(dl-dC), sistema de andlise ECL para western
blot e filmes de raios-X - Amersham Biosciences (Carnaxide, Portugal)

Imunoglobulina de porco anti-coelho conjugada isotiocianato de fluoresceina (FITC) e soro de
porco - DAKO (Copenhagen, Denmark)

Meio de montagem Vectashield para visualizacdo de preparagbes fluorescentes - Vector
Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, U.S.A))

Oligonucledtido contendo a regido de consenso para o factor de transcricdo NF-xB - Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

Soro fetal bovino - Biochrom KG (Berlin, Germany)

Tripsina - Invitrogen (Paisley, UK)

Triton®X 100 e paraformaldeido - VWR International/Merck Eurolab (Lisboa, Portugal)

Todos os outros reagentes - Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA)
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Capitulo 3

Expressdo das proteinas de superficie CD40 e IL-12R induzidas pelos
antigénios de contacto sulfato de niquel (NiSO;) e 2/4-

dinitrofluorobenzeno (DNFB) numa linha celular dendritica da pele

3.1. Resumo

Neste trabalho investigaram-se os efeitos de dois antigénios de contacto, o
sulfato de niquel (NiSO,) e o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB), na expressao de duas
moléculas associadas & membrana, o CD40 e o receptor da interleucina 12 (IL-12R).
Em estudos paralelos foi avaliado o efeito do 2,4-dicloronitrobenzeno (DCNB), descrito
como um composto ndo-sensibilizador anadlogo do DNFB e, por isso, incluido neste
trabalho como controlo negativo. As experiéncias foram realizadas na auséncia ou na
presenca da citocina epidérmica GM-CSF, que influencia o processo de maturacao
das células dendriticas da pele. Utilizou-se neste trabalho uma linha celular dendritica
obtida a partir da pele de feto de rato e transformada por um factor retroviral (FSDC).

Os resultados mostraram que a expressao proteica de CD40 e IL-12R aumentou
apos a exposicdo celular ao DNFB e NiSO4. A citocina epidérmica GM-CSF fez
aumentar de modo nao significativo a expressdo de ambos os marcadores da
superficie celular. Quando esta citocina foi testada juntamente com os alergenos, o
efeito observado foi aditivo. Os resultados sugerem que estes antigénios de contacto,
assim como a citocina epidérmica GM-CSF, estdo envolvidos nas alteragbes da
expressao destes marcadores de superficie das DC da pele, durante a fase inicial da
DCA.
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3.2. Introducéao

A dermatite de contacto alérgica (DCA) ocorre em consequéncia da crescente
exposicdo da pele a quimicos exdgenos. E um tipo de patologia que se caracteriza por
um processo inflamatério da pele e que envolve a participacdo de células dendriticas e
citocinas epidérmicas (Enk, 1997; Watanabe et al., 2002). As células de Langerhans
(LC) e os queratindcitos séo células epidérmicas que produzem uma grande variedade
de citocinas, de uma forma constitutiva ou apés estimulacdo exégena (Kimber et al.,
1995). Estas citocinas e a sua interac¢do com receptores apropriados expressos pelas
LC parecem desempenhar um papel central na fase inicial de sensibilizagdo da DCA
(Watanabe et al., 2002).

As LC e outras células dendriticas da pele desempenham uma funcao
primordial na determinacdo da resposta cutdnea a antigénios de contacto, quando
aplicados na pele (Enk, 1997; Watanabe et al., 2002). As LC captam estas substancias
exogenas por fagocitose ou pinocitose. Em seguida, ocorre a degradacéao intracelular
destes antigénios em pequenos peptideos que se ligam a moléculas do MHC classe |lI.
O complexo MHC II-peptideo é conduzido para a superficie da membrana plasmatica
por um mecanismo de exocitose vesicular (Lipscomb e Masten, 2002).

Na fase inicial da DCA, as DC possuem grande capacidade para captar e
processar 0 antigénio, mas séo fracas na sensibilizacdo e estimulacédo de respostas
primarias dos linfécitos T naive, 0os quais ndo sdo encontrados na pele. Deste modo,
as DC irdo sofrer maturacdo para se tornarem potentes células apresentadoras de
antigénio, ao mesmo tempo que migram para os nédulos linfaticos de drenagem da
pele onde encontram células T naive que séo, entdo, sensibilizadas (Girolomoni et al.,
1995; Pieri et al., 2001; Satthaporn e Eremin, 2001).

O processo de migracdo e maturacdo das DC da pele envolve alteracdes
profundas das moléculas que sdo expressas na superficie celular (Banchereau e

Steinman, 1998), nomeadamente moléculas MHC classe Il (Herouet et al., 2000) e
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moléculas co-estimuladoras (Coutant et al., 1999; Tuschl e Kovac, 2001), e em
moléculas secretadas para o meio extracelular, incluindo citocinas (Pichowski et al.,
2000; De Smedt et al., 2001) e metaloproteinases (Ratzinger et al., 2002).

Estudos in vitro, usando modelos inteiros de pele humana, culturas de DC
derivadas de células CD34" circulantes ou DC imortalizadas de pele animal
(Girolomoni et al., 1995; Herouet et al., 2000; Tuschl et al., 2000; De Smedt et al.,
2001), tém evidenciado um efeito directo de alguns antigénios de contacto,
nomeadamente do niquel, crémio, 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) e 24-
dinitrofluorobenzeno (DNFB), nas caracteristicas fenotipicas e funcionais das DC.
Estes quimicos aumentam a expressao de moléculas MHC classe Il e de moléculas
co-estimuladoras, nomeadamente CD54, CD86, CD40 e CD83 (Coutant et al., 1999;
Herouet et al., 2000; Tuschl e Kovac, 2001). Alguns estudos demonstram também que
0s antigénios de contacto podem aumentar a secre¢do de IL-1p e de IL-12 pelas DC,
mas estas respostas nem sempre sdo observadas e este assunto € actualmente
matéria de intenso debate (Coutant et al., 1999; Aiba et al., 2000; Pichowski et al.,
2000; De Smedt et al., 2001; Tuschl e Kovac, 2001).

Neste trabalho, utilizou-se uma linha celular dendritica de pele de feto de rato
(FSDC), como modelo de DC, para estudar o efeito de subténcias quimicas com
diferentes propriedades sensibilizadoras da pele, na expressdo de marcadores da
superficie celular.

O GM-CSF é uma da citocinas epidérmicas produzidas por queratindcitos apés
a aplicacdo epidérmica de antigénios de contacto na pele. Esta demonstrado que o
GM-CSF induz a diferenciacdo e maturagdo dos progenitores dos DC (Kimber et al.,
1995; Jonuleit et al., 1996; Banchereau e Steinman, 1998) e, em patrticular, desta linha
celular (Pieri et al., 2001). Neste trabalho, as experiéncias foram realizadas na
presenca e na auséncia de GM-CSF, com o objectivo de saber se esta citocina

influenciava a expressado de marcadores da superficie celular.
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o sulfato de niquel
(NiSQ,), alergeno mais prevalente na populagdo humana, e o DNFB, um potente
antigénio de contacto experimental, aumentaram a expressédo da proteina CD40 e do
receptor para a IL-12 (IL-12R) pelas DC. Pelo contrario, o DCNB, um anélogo inactivo
do DNFB considerado desprovido de potencial alergénico (Becker et al., 1994), ndo
apresentou estes efeitos. A citocina epidérmica GM-CSF, que induz a maturacao das
FSDC, também aumentou ligeiramente a expressdo de CD40 e IL-12R, apresentando

um efeito aditivo ao resultado da actividade dos antigénios de contacto.
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3.3. Resultados

3.3.1. O NiSO,4 e 0 DNFB induziram a expressao de CD40 nas FSDC

Neste trabalho foi avaliado o efeito de trés quimicos com diferente potencial
sensibilizador na expressdo do marcador de superficie CD40, nas FSDC. O forte
antigénio de contacto DNFB, incubado nas concentrac6es de 0,4 pug/ml, 1 ug/ml e 2,5
pg/ml, durante 24 horas, induziu uma alta expressao de CD40 (Fig. 3.1, linhas 4-6). O
antigénio de contacto NiSO,, incubado nas concentracdes de 50 pg/ml e 100 ug/ml,
durante 24 horas, também induziu a expressdo de CD40 (Fig. 3.1, linhas 2 e 3). Pelo
contrario, a incubacao das FSDC com o ndo-sensibilizador, DCNB, nas concentragfes
de 1 pg/ml e 2,5 pg/ml, durante 24 horas, nao teve efeito siginificativo na expresséo do
CD40 (Fig. 3.1, linhas 7 e 8).

o
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Fig. 3.1 — Efeito de diferentes concentra¢des de NiSO4, DNFB e DCNB na expressao proteica de CD40.
As células FSDC (2 x 10° células) foram incubadas apenas com meio de cultura (controlo, linhal), com
NiSO4 (50 pg/ml, linha 2 e 100 pg/ml, linha 3), com DNFB (0,4 ug/ml, linha 4, 1 ng/ml, linha 5 e 2,5 pg/ml,
linha 6), ou com DCNB (1 pg/ml, linha 7 e 2,5 pg/ml, linha 8), durante 24 horas. Os extractos celulares
totais foram submetidos a uma analise de western blot, usando um anticorpo anti-CD40, tal como descrito
em Materiais e Métodos (Capitulo 2). A figura apresentada € representativa de trés experiéncias
efectuadas com resultados semelhantes.
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3.3.2. Efeito do GM-CSF no aumento da expressdo de CD40 induzido por DNFB e
NiSO,

Para estudar o efeito da maturac@o na expressao da molécula co-estimuladora
CD40 induzida pelos antigénios de contacto, as células foram pré-incubadas com GM-
CSF, durante 24 horas, antes da estimulacdo com NiSO4; ou DNFB. Nas Figs. 3.2A e
3.2B mostra-se que a incubacdo das FSDC com GM-CSF, durante 48 horas,
aumentou a expressdo de CD40 em 23%, apesar deste efeito ndo ter alcancado
significado estatistico (Fig. 3.2A, linha 2, Fig. 3.2B). A estimulacdo das células com
DNFB (1 pg/ml) ou NiSO, (50 pg/ml), durante 24 horas, aumentou significativamente a
expressao de CD40, em 50% e 32%, respectivamente (Fig. 3.2A, linhas 3 e 4, Fig.
3.2B), 0 que esta de acordo com os resultados apresentados na Fig. 3.1. Contudo,
guando as FSDC foram incubadas com DNFB (1 pg/ml) ou NiSO,4 (50 ug/ml), durante
24 horas, na presenca de GM-CSF (100 ng/ml), apds uma pré-incubacdo com a
citocina, o aumento na expressdo do CD40 foi ligeiramente superior mas nao
estatisticamente diferente do aumento observado na presenca dos antigénios de
contacto testados isoladamente (70% e 58%, respectivamente) (Fig. 3.2A , linhas 5 e
6, Fig. 3.2B). E importante notar, que o pequeno efeito do GM-CSF na expressido do
CD40, que nao atingiu significado estatistico, parece ser aditivo com o efeito dos
antigénios de contacto, quando testados conjuntamente (Figs. 3.2A e 3.2B). Nas
experiéncias em que as células foram incubadas com o DCNB, o efeito observado foi
o mesmo do obtido com as células controlo, ou seja, células incubadas apenas em
meio de cultura (Fig. 3.2A, linha 7).

Na Fig. 3.3, estdo indicados os resultados obtidos por imunofluorescéncia, que
confirmam os anteriormente obtidos por western blot (Fig. 3.2A). Na Fig. 3.3, observa-
se um aumento na expressao de CD40 induzido pelos sensibilizadores NiSO, e DNFB,

e um aumento ligeiramente maior na expressao da proteina, em células pré-incubadas
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com GM-CSF. Por imunofluorescéncia também se observou que o ndo-sensibilizador
DCNB néo teve qualquer efeito na expressao de CD40.
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Fig. 3.2 — Efeito do GM-CSF na expressdo de CD40 induzida por DNFB e NiSO4. (A) Andlise de western
blot dos niveis proteicos de CD40 e actina. As células FSDC (2 x 10° células) foram incubadas com meio
de cultura na auséncia (controlo, linha 1) ou na presenca de GM-CSF (100 ng/ml, linha 2), com DNFB (1
ug/ml, linha 3), com NiSO4 (50 ug/ml, linha 4) ou com DCNB (1 pg/ml, linha 7). As células foram
estimuladas com GM-CSF na presenca de DNFB (1 pg/ml, linha 5) ou de NiSO4 (50 ug/ml, linha 6). Os
extractos celulares totais foram submetidos a uma electroforese SDS-PAGE, transferidos para uma
membrana PVDF e submetidos a uma andlise de western blot, usando um anticorpo contra a proteina
CD40, tal como descrito em Materiais e Métodos (Capitulo 2). Seguidamente, a membrana sofreu um
processo de ‘stripping’ e voltou a ser incubada com um anticorpo contra a actina para confirmar a
igualdade de quantidade proteica em todas as condicdes da electroforese. A figura apresentada é
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representativa de trés experiéncias efectuadas, com resultados semelhantes. (B) Os resultados obtidos
em trés experiéncias independentes foram quantificados com um analisador de imagem usando o
programa Adobe Photoshop 7.0 e sdo apresentados como médias + SEM; ns, ndo significativo, *
representa p<0.05 e *** representa p<0.001, quando comparados com o Controlo, tal como determinado
pela anélise de ANOVA usando o teste de comparacao miltipla de Bonferroni.

CD40

GM-CSF

Controlo

DNFB

GM-CSF
+ NiSO4

Fig. 3.3 - Efeito do GM-CSF na expressdo de CD40 induzida por DNFB e NiSO4 Microscopia de
imunofluorescéncia da proteina CD40. As células FSDC (0.2 x 10° células) foram incubadas sob as
mesmas condi¢Bes usadas na andlise de western blot. Esta técnica realizou-se conforme descrito em
Materiais e Métodos (Capitulo 2). Escala representada = 25 micrémetros (amplificagdo 250 x).
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3.3.3. Inducdo da expressao de IL-12R por DNFB e NiSO,: efeito do GM-CSF

Nesta parte do trabalho, estudou-se o efeito do DNFB, NiSO, e DCNB na
expressao de IL-12R nas FSDC. Tal como indicado nas Figs. 3.4A e 3.4B, quando as
células foram incubadas com DNFB (1 ug/ml) ou NiSO,4 (50 pg/ml), durante 24 horas, a
expressao de IL-12R aumentou 72% e 45%, respectivamente, quando comparada com
a expressao das células controlo, ou seja, células incubadas apenas com meio de
cultura (Fig. 3.4A, linhas 1, 4 e 5, Fig. 3.4B). O DCNB néo teve qualquer efeito neste
modelo (Fig. 3.4A, linha 7).

Com o objectivo de determinar se a fase de maturagédo das FSDC influencia a
expressao de IL-12R induzida pelos antigénios de contacto, as células foram pré-
incubadas com 100 ng/ml de GM-CSF, durante 24 horas, antes da estimulacdo com
DNFB e NiSO,, durante mais 24 horas, juntamente com a citocina. Nas células
incubadas apenas com 100 ng/ml de GM-CSF, durante 48 horas, observou-se um
pequeno aumento, estatisticamente néo significativo, de 23%, na expressao de IL-12R
(Fig. 3.4A, linha 2). Nas células FSDC incubadas com os antigénios de contacto DNFB
(1 pg/ml) e NiSO,4 (50 pg/ml), durante 24 horas, na presenca de GM-CSF (100 ng/ml),
ap6s uma pré-incubacdo de 24 horas com a citocina, 0 aumento na expresséo de IL-
12R relativamente ao controlo (90% e 66%, respectivamente) foi maior, mas nao
estatisticamente diferente do aumento observado nas células estimuladas apenas com
os antigénios de contacto (Fig. 3.4A, linhas 3 e 6, Fig. 3.4B). O pequeno efeito do GM-
CSF na expressao de IL-12R foi aditivo com a resposta aos antigénios de contacto, tal
como observado na expressao de CD40 (Figs. 3.4A e 3B).

Na Fig. 3.5, os resultados de imunofluorescéncia confirmam os anteriormente
obtidos com western blot (Fig. 3.4A). Observa-se na Fig. 3.5 um aumento na
expressao de IL-12R induzido pelos antigénios de contacto NiSO, e DNFB, e um

ligeiro aumento na expressdo da proteina nas células pré-incubadas com GM-CSF.
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Nesta figura também fica demonstrado que o ndo-sensibilizador DCNB néo teve efeito

na expresséao de IL-12R.
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Fig. 3.4 — Efeito do GM-CSF na expresséo de IL-12R induzida por DNFB e NiSO4. (A) Analise de western
blot dos niveis proteicos de IL-12RpB1 e actina. As células FSDC (2 x 10° células) foram incubadas com
meio de cultura na auséncia (controlo, linha 1) ou na presenca de GM-CSF (100 ng/ml, linha 2), com
NiSO4 (50 pug/ml, linha 4), com DNFB (1 pg/ml, linha 5) ou com DCNB (1 pg/ml, linha 7). As células foram
estimuladas com GM-CSF na presenca de DNFB (1 pg/ml, linha 3) ou de NiSO4 (50 pg/ml, linha 6). Os
extractos totais celulares foram submetidos a uma electroforese SDS-PAGE, transferidos para uma
membrana PVDF e submetidos a uma analise de western blot, usando um anticorpo contra a proteina IL-
12R B1, tal como descrito em Materiais e Métodos (Capitulo 2). Seguidamente, a membrana sofreu um
processo de ‘stripping’ e voltou a ser incubada com um anticorpo contra a actina para confirmar a
igualdade da quantidade proteica em todas as condicbes da electroforese. A figura apresentada é
representativa de trés experiéncias efectuadas, com resultados semelhantes. (B) Os resultados obtidos
em trés experiéncias independentes foram quantificados com um analisador de imagem usando o
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programa Adobe Photoshop 7.0 e sdo apresentados como médias + SEM; ns, ndo significativo, *
representa p<0.05 e *** representa p<0.001, quando comparado com o Controlo, tal como determinado
pela andlise de ANOVA usando o teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

IL-12R

Controlo

+ NiSO4

Fig. 3.5 — Efeito do GM-CSF na expressdo de IL-12R induzida por DNFB e NiSO4. Microscopia de
imunofluorescéncia da proteina IL-12R 1. As células FSDC (0.2 x 10° células) foram incubadas sob as
mesmas condi¢Bes usadas na andlise de western blot. Esta técnica realizou-se conforme descrito em
Materiais e Métodos (Capitulo 2). Escala representada = 25 micrémetros (amplificagdo 250 x).
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3.4. Discussao

A linha celular FSDC foi obtida a partir de células dendriticas da pele de feto de
rato, por Girolomoni e seus colaboradores, em 1995, representando um modelo de
células dendriticas precursoras da pele. Estas células para se tornarem APC
funcionalmente eficientes requerem a activacéo por citocinas epidérmicas (Girolomoni
et al., 1995). Trabalhos realizados anteriormente no nosso laborat6rio, demonstram
que as FSDC séo sensiveis a citocina epidérmica GM-CSF (Cruz et al., 2001, Vital et
al., 2003), a qual esta envolvida nos processos in vivo de diferenciacdo e maturacdo
das DC (Kimber et al., 1995; Banchereau e Steinman, 1998; Jonuleit et al., 1996).

Neste trabalho, estudamos o efeito de dois antigénios de contacto, com
reconhecido potencial sensibilizador, o DNFB e o NiSO, na expressdo de dois
receptores associados a membrana, CD40 e receptor para a IL-12 (IL-12R). Estudou-
se também o efeito do DCNB, como controlo negativo. Os resultados mostraram que
ambos os sensibilizadores da pele aumentam a expressdo das duas moléculas de
superficie, CD40 e IL-12R, enquanto que o nao-sensibilizador DCNB nao tem efeito
significante (Figs. 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5). O estudo do efeito da pré-incubacdo das
FSDC com GM-CSF demonstrou que o GM-CSF isoladamente aumenta ligeiramente a
expressao de CD40 e IL-12R, e este efeito pareceu ser aditivo com o efeito resultante
da estimulacéo das células apenas com os antigénios de contacto (Figs. 3.2, 3.3, 3.4 e
3.5).

O aumento da expressao do CD40 observado neste trabalho (Figs. 3.2 e 3.3)
esta de acordo com resultados obtidos com outros tipos de DC (Coutant et al., 1999).
O CD40 é um receptor associado a membrana, pertencente a familia dos receptores
do factor de necrose tumoral (TNF-R), largamente expresso nas células do organismo,
incluindo as DC (van Kooten e Banchereau, 2000). O CD40 interage com 0 seu
ligando (CD40L) nos linfécitos T naive num processo importante para o inicio da

resposta imunolégica (Banchereau et al., 2000). A activagdo do CD40 pelo CD40L €
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critica para a manutencdo da viabilidade das DC, para promover a sua maturacao
através do aumento da expressdo de outras moléculas co-estimuladoras, e para
controlar a sua migracdo para os ganglios linfaticos de drenagem (Moodycliffe, et al.,
2000; Mann et al., 2002). A ligagdo do CD40 também activa a expressao de genes que
codificam citocinas nas DC e promove a secrec¢ao de IL-6 e IL-12. Estas citocinas
parecem desempenhar um papel importante na activacao direccionada dos linfécitos T
naive, em linfécitos T helper 1 (Thl) ou T helper 2 (Th2), e no inicio da resposta
imunolégica primaria (Mann et al., 2002; Wesa et al., 2002). Deste modo, o CD40 pode
ser considerado um marcador de activacdo e maturacao das DC.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que o antigénio de contacto
DNFB induz um aumento maior na expressao do CD40 do que o NiSO, (Figs. 3.1, 3.2
e 3.3), 0 que esta de acordo com a sua actividade sensibilizadora, descrita como mais
potente, quer in vitro quer in vivo (Yokoseki et al., 1995). Pelo contrario, a expressao
de CD40 nao foi afectada pelo ndo-sensibilizador DNCB (Figs. 3.1, 3.2 e 3.3).

As FSDC foram cultivadas com GM-CSF na auséncia ou na presenca dos
antigénios de contacto, de modo a mimetizar os eventos ocorridos in vivo. Durante a
DCA, os queratindcitos epidérmicos libertam varias citocinas que influenciam a
diferenciacdo de células da linhagem dendritica, em particular das LC. O GM-CSF é
uma citocina relevante na manutengéo do estado diferenciado das LC na epiderme
(Pieri et al.,, 2001). Além das citocinas enddgenas, como o GM-CSF, diversos
estimulos ambientais, incluindo o contacto cutdneo com substancias antigénicas,
induzem também a libertacdo de citocinas inflamatérias e quimioatractoras pelos
gueratinécitos epidérmicos (Corsini e Galli, 1998). Os resultados das experiéncias
realizadas neste trabalho demonstram que o GM-CSF aumenta ligeiramente a
expressao de CD40, o que esta de acordo com o trabalho de outros investigadores,
demonstrando um ligeiro aumento na expressao de CD40 pelo GM-CSF em LC

purificadas (Salgado et al., 1999). A expressado de CD40 em células estimuladas com
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0s antigénios de contacto aumentou na presenca de GM-CSF, indicando que o efeito
destes dois estimulos é aditivo.

Foi demonstrado, anteriormente, pelo nosso grupo de trabalho que o DNFB, o
NiSO, e 0 GM-CSF activam o factor de transcricdo NF-kB, em DC da pele (Cruz et al.,
2001; Cruz et al., 2002; Cruz et al., 2003; Vital et al., 2003). Este facto sugere que a
mesma via de sinalizacdo intracelular pode ser responsavel pelo aumento da
expressao de CD40 em resposta a estimulacdo com DNFB, NiSO4 e GM-CSF. O gene
que codifica 0 CD40 contém locais de ligacdo para o NF-xB nas suas regides
promotoras (Yoshimura et al., 2001; Nguyen e Benveniste, 2002), podendo ser este 0
mecanismo através do qual os niveis proteicos do CD40 sdo aumentados pelos
antigénios de contacto e por esta citocina.

A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina heterodimérica (IL-12p70) composta
por duas subunidades, p35 e p40. Esta interleucina é primariamente produzida por
APC, ou seja, DC, mondcitos/macréfagos e, em menor escala, por linfécitos B, em
resposta a bactérias, produtos bacterianos ou parasitas intracelulares (Trinchieri,
1995); antigénios de contacto podem também induzir a producéo de IL-12 por algumas
destas células (Warbrick et al., 1999). A IL-12 € uma citocina primordial durante a
apresentacdo antigénica, desempenhando um papel central na diferenciacdo dos
linfécitos T naive em linfécitos Thl e no desenvolvimento de respostas Thl, como no
caso da DCA (Muller et al., 1995; Gately et al., 1998; Kalinski et al., 1999). A IL-12,
além dos efeitos produzidos nos linfocitos T, também induz a activacdo funcional das
DC, aumentando a expresséo de moléculas MHC classe Il (Grohmann et al., 1998) e a
secrecdo de varias citocinas, nomeadamente GM-CSF, IL-18, IL-6, TNF-a, IFN-y e a
propria IL-12p40 (Grohmann et al., 1998; Kelleher e Knight, 1998; Nagayama et al.,
2000).

A actividade bioldgica da IL-12 € mediada pela ligacéo ao seu receptor, IL-12R,
o qual forma um complexo composto por duas subunidades tipo beta, IL-12Rp1 and

IL-12Rp2 (Presky et al., 1996; Nagayama et al., 2000). O IL-12R tem sido descrito nos
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linfécitos T, nas células NK e noutras células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) (Desai et al., 1992; Chua et al., 1994; Chua et al., 1995; Presky et al., 1996).
Tem sido também descrita a presenca das duas subunidades deste receptor em DC,
nas quais a subunidade IL-12RB1 medeia os eventos de sinaliza¢do induzidos pela IL-
12, promovendo a sua activacdo funcional (Grohmann et al., 1998; Nagayama et al.,
2000). Contudo, o efeito dos antigénios de contacto na expressao deste receptor (IL-
12R) ndo foi descrito até ao momento. Neste trabalho observdmos que o DNFB e, em
menor escala, o NiSO4, aumentaram a expressdo de IL-12Rp1 nas FSDC. Pelo
contrario, o ndo-sensibilizador DCNB nédo apresentou efeito significativo.

Estudos recentes mostraram que antigénios de contacto como o DNCB, com
potencial sensibilizador semelhante ao DNFB, podem induzir a producéo de IL-12p40
por algumas APC (Warbrick et al., 1999). Deste modo, o aumento da expresséao de IL-
12R nas DC, induzido pelos antigénios, pode ser fundamental para a ligacéo de IL-12
produzida pelas préprias DC (producdo autécrina de IL-12 pelas DC) ou por outras
células vizinhas promovendo, assim, a sinalizagéo por IL-12 e a activacdo funcional
das DC. Tal como para o CD40, o aumento da expressédo de IL-12R pelos antigénios
de contacto mostrou ser um efeito aditivo com o pequeno efeito do GM-CSF.

Estudos anteriormente realizados pelo nosso grupo de trabalho mostraram que
o DNFB, o NiSO, e 0 GM-CSF activam o NF-xB (Cruz et al., 2001; Cruz et al., 2002;
Cruz et al., 2003; Vital et al., 2003). O bloqueio do NF-kB diminui a expressao de
moléculas co-estimuladoras, nomeadamente CD40, e de citocinas
imunoestimulatérias, como a IL-12 (Yoshimura et al., 2001). As vias de sinalizacao
intracelular que levam a expressdo de IL-12R ndo foram ainda descritas. Estudos
envolvendo a regulacao de IL-12R mostraram que a estimulacdo por IL-12 é suficiente
para induzir a expressao das duas subunidades, beta 1 e beta 2 (Rogge et al., 1997,
Kim et al., 2001). Uma vez que as vias de sinalizacdo intracelular activadas por IL-12,
apos a ligacdo ao seu receptor, envolvem membros da familia do NF-xB nas DC

(Grohmann et al., 1998; Yoshimura et al., 2001), é possivel que a expresséo de IL-12R
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esteja dependente deste factor de transcricdo. Desse modo, & semelhan¢ca do que
acontece para o CD40, é provavel que os antigénios de contacto e o GM-CSF
aumentem a expressdo de IL-12R através das mesmas vias de sinalizagdo,
nomeadamente por activacdo do NF-xB, o qual j& mostrou ser activado por GM-CSF,
DNFB e NiSO, nestas células (Cruz et al., 2001; Cruz et al., 2002; Cruz et al., 2003;
Vital et al., 2003).

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que: 1) os dois antigénios de
contacto, DNFB e NiSO,4, aumentaram a expressao dos dois marcadores de superficie,
CD40 e IL-12R, nas células FSDC, enquanto o ndo-sensibilizador DCNB né&o teve
efeito significativo; 2) o GM-CSF aumentou em pequena propor¢do a expressado de
ambas as proteinas, tendo sido este efeito aditivo com o efeito dos antigénios de
contacto; 3) a maior expressao de CD40 e IL-12R foi obtida na presenca do forte
sensibilizador DNFB, enquanto o NiSO, induziu um aumento menor da expressao
destas proteinas.

No seu conjunto, os resultados obtidos permitem concluir que os antigénios de
contacto, DNFB e NiSO,, induzem alteracbes especificas do fendtipo que podem
representar um estado de activacdo precoce das DC, o qual pode ser responsavel
pelo inicio da fase de sensibilizacdo da DCA in vivo. Os resultados obtidos sugerem
ainda que a citocina epidérmica GM-CSF esta envolvida nestas alteragdes. O aumento
da expressdo de CD40 e IL-12R pode, deste modo, contribuir promissoramente para a
realizacdo de ensaios de identificacdo de alergenos de contacto moderados a fortes.
Desse modo, sera possivel o desenvolvimento de métodos de estudo in vitro que
possam reduzir o numero de animais de experiéncia, usados na determinacdo do

potencial alergénico de substancias quimicas ambientais.
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Capitulo 4

Estudo do efeito da dexametasona na activacdo do NF-kB, na expresséao
da iNOS e na producédo de NO, em células FSDC incubadas com GM-CSF

4.1. Resumo

Neste trabalho foi investigado o papel da citocina epidérmica GM-CSF e do
glucocorticoide sintético dexametasona na activagéo do factor de transcricdo NF-xB,
na expressdo da sintase indutivel do 6xido nitrico (iNOS) e na producdo de oOxido
nitrico (NO). Utilizou-se como modelo experimental, uma linha celular obtida a partir
células dendriticas da pele de feto de rato, transformadas por um factor retroviral
(FSDC).

Os resultados mostraram que, por um lado, a citocina epidérmica GM-CSF
activou o factor de transcricdo NF-kB e induziu a expresséo da iNOS e a producéo de
NO. Por outro lado, a dexametasona inibiu a activagao do factor de transcricdo NF-«kB,
a expressdo celular da iINOS e a producdo de NO, induzidas pelo GM-CSF. Estes
resultados sugerem que a dexametasona é um potente inibidor dos eventos

intracelulares envolvidos na sintese de NO, em células dendriticas de pele.

4.2. Introducao
O NO é sintetizado em grandes quantidades pela iINOS. No organismo, este
radical livre quando produzido em grandes quantidades, pode actuar no combate

contra microorganismos exoégenos, estimulando a inflamagé&o induzida por macrofagos
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e a morte de células infectadas. Contudo, pode também promover a inflamacéo ou ter
efeitos téxicos em células adjacentes nao infectadas originando, desta forma, a leséo
de tecidos saudaveis, a hipersensibilidade ou a autoimunidade (Bruch-Gerharz et al.,
1998).

Na pele, o NO produzido pela iNOS pode ter origem em varios tipos de células,
designadamente queratindcitos, fibroblastos, células de Langerhans (LC) e ainda
outras células dendriticas da pele (DC dérmicas). Na pele, embora o NO desempenhe
um papel fundamental na proteccao contra os agressores externos (Rowe et al., 1997;
Weller, 1997), existem cada vez mais evidéncias de que o NO produzido em larga
escala participa no desenvolvimento de diversas formas de dermatite de contacto
(Ross et al., 1998; Ross et al., 2001), incluindo a dermatite de contacto alérgica (DCA)
(Ormerod et al., 1997; Sahin et al., 2001), a dermatite de contacto irritante (Ormerod et
al., 1997; Wallengren e Larson, 2001) e a dermatite atépica (Morita et al., 1995;
Taniushi et al., 2001). Os glucocorticoides exercem uma actividade multi-funcional
anti-inflamatéria em muitas doencas de pele, o que justifica a sua frequente utilizacéo
na terapéutica clinica destas doencas (Moser et al., 1995; Pan et al., 2001).

O contacto da pele com microorganismos e citocinas epidérmicas, tais como o
interferdo-y (IFN-y), factor de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-13 e GM-CSF, leva a
producdo de NO pelas DC da pele (células de Langerhans e outras células da pele
apresentadoras de antigénios) (Lu et al., 1996; Qureshi et al., 1996; Weller, 1999).
Estas células actuam no processo de apresentacdo de antigénios aos linfocitos T,
podendo o NO ter um papel importante neste processo (Bonham et al., 1996; Bonham
et al., 1997). Estas observagdes levam a concluir que a expresséo de iNOS nas DC da
pele pode modular a sua fungdo como activadoras linfocitarias.

O GM-CSF é uma citocina produzida por queratinécitos quando estimulados
por alergenos. Esta citocina promove a maturacao das células de Langerhans e a

apresentacdo antigénica, e induz a producdo de NO (Cruz et al., 1999). Este efeito
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depende da expressao da iNOS e associada com a activacdo do factor de transcricdo
NF-kB (Cruz et al., 2001).

O NF-kB é um factor de transcricdo que existe no citoplasma num estado
latente (inactivo), ligado a um inibidor, o lkappaB-alfa (IxB-o) (Pahl, 1999). A
exposicdo das células a uma grande variedade de estimulos fisiologicos e n&o
fisioldgicos induz a fosforilacdo e subsequente degradacdo da proteina IkB (Baldwin,
1996). Este processo liberta o factor de transcricdo NF-kB do seu inibidor, permitindo a
sua translocacao para o nucleo (Chen e Ghosh, 1999), onde vai aumentar a expressao
de genes especificos, incluindo os genes envolvidos ha expresséo da iNOS (Xie et al.,
1994; Yamamoto e Gaynor, 2001).

O obijectivo deste trabalho foi saber qual o efeito do GM-CSF na expressao da
INOS, e qual o efeito da dexametasona na expressao desta proteina induzida por
aguela citocina, numa linha celular da pele de rato (FSDC), uma vez que estudos in
vitro e in vivo mostraram que farmacos glucocorticéides interferem com a actividade da
enzima iNOS (Auphan et al., 1995; De Vera et al., 1997; Almawi e Melemedjian, 2002).

4.3. Resultados

4.3.1. Inibicdo da producdo de NO pela dexametasona, em células FSDC
estimuladas com GM-CSF

Neste trabalho, as células FSDC foram estimuladas com GM-CSF na
concentracéo de 100 ng/ml de GM-CSF, dado que esta concentracdo é suficiente para
induzir a sintese de nitritos em quantidades faciimente mensuraveis pelo método de
Griess. Esta técnica permite quantificar indirectamente a producdo de NO, uma vez

que em meio aquoso este radical origina nitritos.
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A estimulagdo das células com GM-CSF, durante 48 horas, fez aumentar a
producdo de nitritos significativamente de 2,7 + 1,1 uM, quando as células foram
incubadas apenas com o meio de cultura, para 4,2 + 1,5 uM, quando as FSDC foram
incubadas na presenca de 100 ng/ml de GM-CSF.

O estudo do efeito da dexametasona na producé&o de nitritos, induzida por GM-
CSF, foi realizado através da adi¢cdo do farmaco em concentragdes crescentes (0,0025
a 1 uM) a cultura de células, 30 minutos antes da estimulacdo com GM-CSF. A
dexametasona inibiu a producdo de nitritos induzida pelo GM-CSF, de modo
dependente da concentracdo (Fig. 4.1), apresentando um valor de ICs, de 3,2 x 10°
uM, calculado pelo grafico de Hill. Uma concentracdo de 0,5 uM de dexametasona,
gue inibiu completamente a producdo de NO, foi usada nas experiéncias
subsequentes com o objectivo de estudar os seus mecanismos de ac¢do. Na auséncia
do estimulo com GM-CSF, a dexametasona ndo apresentou qualquer efeito na
producdo de NO (dados n&o apresentados).

Os estudos de viabilidade celular foram realizados pelo método da reducédo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), tal como descrito em
Materiais e Métodos (Capitulo 2). Os resultados indicaram que as concentracfes de
dexametasona usadas ndo apresentaram toxicidade significativa (dados néo
apresentados).
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Fig. 4.1 - Efeito da dexametasona na producgdo de nitritos induzida por GM-CSF em células FSDC. As
células FSDC (0.2 x 10° células) foram previamente tratadas, durante 30 minutos, com uma gama de
concentracbes de dexametasona (0,0025 — 1 uM), tal como indicado, e seguidamente estimuladas com
100 ng/ml de GM-CSF, durante mais 48 horas. Os resultados sdo expressos como percentagem da
producdo maxima de nitritos nos sobrenadantes das células cultivadas com GM-CSF e na auséncia de
dexametasona (100%). Os niveis de nitritos nos sobrenadantes das culturas celulares foram detectados
pela reaccao de Griess, tal como descrito em Materiais e Métodos (Capitulo 2). Cada valor representa a
média + SEM de cinco experiéncias.

-70 -



Capitulo 4

4.3.2. Efeito da dexametasona na expressao da proteina iNOS, em células

estimuladas com GM-CSF

A andlise de western blot foi usada para avaliar os niveis da proteina INOS em
células ndo tratadas (células controlo), em células tratadas com GM-CSF, na presenca
ou na auséncia de dexametasona, e em células tratadas apenas com dexametasona.

Nas Figs. 4.2A e 4.2B, observa-se que as células controlo, ou seja, as células
nao activadas, expressaram um nivel residual da proteina iNOS (linha 1). Nas células
estimuladas com GM-CSF, a expressdo de iNOS aumentou 106% relativamente as
células controlo (linha 2). Nas células estimuladas com GM-CSF e tratadas com
dexametasona, a expressao proteica de iNOS foi significativamente inibida, diminuindo
para 42% do valor expresso pelas células estimuladas com GM-CSF (linha 4), e para
85% dos niveis proteicos expressos pelas células controlo. Quando foi testado o efeito
da dexametasona sozinha, observou-se uma reducdo da expressdo de iINOS para
68% do controlo, reducdo esta que ndo apresentou significado estatistico (linha 3).
Este decréscimo na expressdo da proteina pode-se relacionar com o efeito inibitorio
da dexametasona na producédo de NO, apresentado na Fig. 4.1.

Estes resultados foram confirmados por microscopia de imunofluorescéncia,
realizada nas mesmas condicbes experimentais usadas na técnica de western blot
(Fig. 4.2). A Fig. 4.3 mostra que as células controlo, ou seja, células mantidas apenas
em meio de cultura, expressaram um nivel residual de INOS. Nas células tratadas com
GM-CSF, observou-se um aumento marcado da fluorescéncia, mostrando um
aumento significativo da expresséo da proteina. As células estimuladas com GM-CSF
e tratadas com dexametasona exibiram uma fluorescéncia semelhante, ainda que um
pouco menor, relativamente as células controlo. As células tratadas apenas com
dexametasona apresentaram uma fluorescéncia minima, inferior a obtida nas
restantes condicdes experimentais. Todos estes resultados estdo relacionados com os

resultados obtidos pelo método de western blot (Fig. 4.2).
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Fig. 4.2 - Efeito da dexametasona (Dex) na expressao proteica de iNOS induzida por GM-CSF em células
FSDC. (A) Analise de western blot dos niveis proteicos de iNOS e actina. As células FSDC (2 x 10°
células) foram incubadas, durante 24 horas, s6 com meio de cultura (controlo, linha 1), com 100 ng/ml de
GM-CSF (linha 2), com 0,5 uM de dexametasona (linha 3) ou com 100 ng/ml de GM-CSF na presenca de
0,5 uM de dexametasona (linha 4). Para investigar os efeitos da dexametasona na resposta das células
ao GM-CSF, estas foram pré-incubadas com o glucocorticéide durante 30 minutos. Os extractos totais
celulares foram submetidos a uma electroforese SDS-PAGE, transferidos para uma membrana PVDF e
submetidos a uma andlise de western blot, usando um anticorpo contra a iNOS, tal como descrito em
Materiais e Métodos (Capitulo 2). Seguidamente, a membrana sofreu um processo de stripping e voltou a
ser incubada com um anticorpo contra a actina para confirmar a igualdade da quantidade proteica em
todas as condi¢cBes da electroforese. A figura apresentada € representativa dos resultados de trés
experiéncias efectuadas, com resultados semelhantes. (B) Os resultados obtidos em trés experiéncias
independentes foram quantificados com um analisador de imagem usando o programa Adobe Photoshop
7.0 e sdo apresentados como médias + SEM. *** representa p<0.001, tal como determinado pela analise
de ANOVA usando o teste de comparagdo multipla de Bonferroni.
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Fig. 4.3 - Efeito da dexametasona (Dex) na expressao proteica de iINOS induzida por GM-CSF em células
FSDC. Microscopia de imunofluorescéncia da proteina iNOS. As células FSDC (0.2x106) foram incubadas
sob as mesmas condi¢cdes usadas na andlise de western blot. Escala representada = 25 micrometros
(amplificagédo 250 x).
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4.3.3. Efeito da dexametasona na activacdo do NF-xB, em células FSDC

estimuladas com GM-CSF

Nesta parte do trabalho foi avaliado o efeito da dexametasona na activacao do
NF-kB induzida pelo GM-CSF, em extractos nucleares de células FSDC, através da
analise de EMSA. As células foram incubadas com GM-CSF durante 15, 45 e 60
minutos, para determinar o efeito da citocina na activacéo do factor de transcricdo NF-
kB. Paralelamente testou-se o efeito da incuba¢cdo com GM-CSF, durante 45 minutos,
na presenca de dexametasona (0,5 uM), em células pré-incubadas com o farmaco
durante 30 min.

As Figs. 4.4A e 4.4B mostram que o0 GM-CSF induziu a ligagdo do NF-xB ao
ADN, exibindo o efeito maximo aos 45 minutos, tempo correspondente a um aumento
da actividade de ligacdo do NF-xB de 101% relativamente ao obtido nas células
controlo (Fig. 4.4A, linhas 2 e 4, Fig. 4.4B). O pré-tratamento com dexametasona
preveniu a ligagdo do NF-kB ao ADN nas células estimuladas com GM-CSF. As
mesmas figuras mostram que a incubacao das células com dexametasona, durante 30
minutos, previamente a estimulagdo com GM-CSF, durante mais 45 minutos na
presenca do glucocorticoide, bloqueou por completo a ligacdo do NF-«xB ao ADN
induzida pelo GM-CSF (Fig. 4.4A, linha 6). Nestas condi¢cdes experimentais a ligagéo
do NF-«xB ao ADN decresceu para 55% da actividade encontrada nas células
estimuladas com GM-CSF, e ndo se apresentou significativamente diferente do
controlo (Fig. 4.4B). Nas células incubadas apenas na presenca de dexametasona nao
foi observado qualquer efeito na ligacdo do NF-xB ao ADN (10% de diferenca
relativamente ao controlo) (Fig. 4.4A, linha 7).

Como controlo do método EMSA, foi usado um oligonucle6tido ndo marcado
(100 vezes em excesso) (linha 8), o qual inibiu a formag¢éo do complexo do NF-kB com

o oligonucleétido marcado radioactivamente.
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Fig. 4.4 - Efeito da dexametasona (Dex) na ligagdo do NF-kB ao ADN induzida por GM-CSF em células
FSDC. (A) Analise de EMSA da activalciio do NF-kB. As células (2 x 10° células) foram incubadas apenas
com meio de cultura (controlo, linha 2), ou na presenca de 100 ng/ml de GM-CSF, durante 15, 45 e 60
minutos (linhas 3-5). Na condi¢éo correspondente a linha 6 as células foram pré-incubadas com 0,5 uM
de dexametasona, durante 30 minutos, antes da estimulagdo com GM-CSF e dexametasona, por mais 45
minutos. Nas experiéncias controlo, apresentadas na linha 7, as células foram incubadas com
dexametasona durante 75 minutos (tempo correspondente ao tempo total de incubagéo). Foi usado em
excesso um oligonucleétido ndo marcado, ou seja, um oligonucledétido contendo um consenso de NF-kB
ndo radioactivo, de modo a demonstrar a especificidade das bandas que apresentaram activacdo (linha
8). Os extractos nucleares foram submetidos a uma andlise de EMSA, tal como descrito em Métodos
(Capitulo 2). A imagem apresentada € representativa de trés experiéncias efectuadas, com resultados
semelhantes. (B) As bandas foram quantificadas com um analisador de imagem usando o programa
Adobe Photoshop 7.0 e os resultados sdo apresentados como médias + SEM de trés experiéncias
independentes. ** representa p<0.01 e *** p<0.001, tal como determinado pela anélise de ANOVA usando
o teste de comparacgao multipla de Bonferroni.
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4.3.4. Efeito da dexametasona nos niveis citosoélicos de IkB-a, em células FSDC
estimuladas com GM-CSF

Estudos anteriormente realizados demonstraram que o GM-CSF induz a
degradacdo do IkB-a em células FSDC (Cruz et al., 2001). Neste trabalho, foi
investigado o efeito da dexametasona na modulacdo dos niveis da proteina IkB-a.
Para isto foram examinados o0s niveis desta proteina nos extractos celulares
citosdlicos, através da analise de western blot.

Nas Figs. 4.5A e 4.5B pode-se observar que o GM-CSF induziu uma
diminuicdo maxima nos niveis proteicos de IkB-a aos 45 minutos, altura em que se
verificou uma reducdo nos niveis da proteina para 44% do controlo (Fig. 4.5A, linhas 1
e 3, Fig. 4.5B). Esta diminuicdo foi completamente inibida quando as células FSDC
foram previamente incubadas com dexametasona, durante 30 minutos, e
seguidamente estimuladas com GM-CSF, na presenca do glucocorticéide, durante
mais 45 minutos (Fig. 4.5A, linha 5). Neste caso observou-se um aumento de 93% nos
niveis proteicos de IkB-o. comparativamente com as células estimuladas com GM-CSF
na auséncia de dexametasona (Fig. 4.5B). De facto, a quantidade de IkB-a presente
nas células estimuladas com GM-CSF na presenca de dexametasona nao foi
significativamente diferente dos niveis proteicos encontrados nas células controlo.
Estes resultados mostram uma forte relacéo entre o efeito inibitério da dexametasona
na activacdo do NF-kB induzida pelo GM-CSF e na diminuigcdo da proteina IkB-a
igualmente induzida pelo GM-CSF.
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Fig. 4.5 - Efeito da dexametasona (Dex) na diminuicdo do IkB-o estimulada por GM-CSF em células
FSDC. (A) Andlise de western blot dos niveis proteicos de IkB-a e actina. As células (2 x 10° células)
foram incubadas apenas em meio de cultura (controlo, linha 1) ou na presenca de 100 ng/ml de GM-CSF,
durante 15, 45 e 60 minutos (linhas 2-4). A linha 5 corresponde as células pré-incubadas com 0,5 uM de
dexametasona, durante 30 minutos, antes da estimulagdo com 100 ng/ml de GM-CSF, durante 45
minutos. Os extractos celulares citosdlicos foram submetidos a uma electroforese SDS-PAGE,
transferidos para uma membrana PVDF e submetidos a uma analise de western blot, usando um
anticorpo conta a proteina IkB-a, tal como descrito em Métodos (Capitulo 2). Seguidamente, a membrana
foi submetida a um processo de stripping e incubada de novo com um anticorpo contra a actina, de modo
a confirmar a igualdade de quantidade proteica em todas as condi¢cdes da electroforese. A imagem
apresentada € representativa de trés experiéncias efectuadas, com resultados semelhantes. (B) As
bandas obtidas na imagem foram quantificadas com um analisador de imagem usando o programa Adobe
Photopaint 7.0 e o0s resultados s&o apresentados como médias + SEM de trés experiéncias
independentes. *** representa p<0.001, tal como determinado pela analise de ANOVA usando o teste de
comparacdo multipla de Bonferroni.
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4.4. Discussao

As propriedades anti-inflamatérias dos glucocorticéides, como a
dexametasona, tém sido atribuidas a uma diminuicdo da expressdo de genes
imunomodulatérios (Yamamoto e Gaynor, 2001; Almawi e Melemedjian, 2002). Estes
genes codificam a expressdo de enzimas envolvidas nos processos inflamatdrios,
nomeadamente a iINOS, que produz NO em grandes quantidades (De Vera et al.,
1997; Wissink et al., 1998). O NO parece estar implicado nos processos inflamatérios
da pele, como por exemplo, na dermatite de contacto alérgica (Ormerod et al., 1997,
Sahin et al.,, 2001), na dermatite atépica (Taniuchi et al., 2001) e noutras doencas
inflamatorias da pele (Weller, 1997). Nestas alteracfes, a terapéutica com GCs tém
demonstrado efeitos benéficos. A accao dos glucocorticoides na expressao proteica
parece ser mediada através do receptor intracelular dos glucocorticoides (GR) e,
dependendo do gene alvo, o complexo ligando-GR pode estimular (transactivar) ou,
alternativamente, inibir (transrepressao) a transcricdo genética (Cato e Wade, 1996;
Almawi e Melemedjian, 2002).

Neste trabalho, verificamos que em células FSDC, o glucocorticéide
dexametasona inibe a expressdo da proteina INOS e a producdo de NO induzida por
GM-CSF. A dexametasona também impediu o decréscimo dos niveis proteicos de I«B,
e subsequentemente a translocacdo do NF-kB para o nucleo, induzida por GM-CSF
(Figs. 44 e 45). O GM-CSF é uma citocina multipotente que medeia o
desenvolvimento de DC imunologicamente activas em cultura (Witmer-Pack et al.,
1987; Kimber et al., 1995; Thurner et al., 2001) e que esta envolvida em processos
inflamatorios (Kimber et al., 1995). Na pele, esta citocina epidérmica € produzida por
gueratinécitos, ap6s a estimulacao por alergenos, e promove a maturacdo das LC
favorecendo, assim, a apresentacao antigénica aos linfécitos T (Gongalo, 1998).

Resultados obtidos recentemente no nosso laboratério demonstraram que a

citocina epidérmica GM-CSF induz a expressao da proteina iINOS e a producéo de
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NO, num processo dependente da migracdo nuclear do factor de transcricdo NF-xB
(Cruz et al., 2001). A migracdo deste factor ocorre apds fosforilagcdo e degradacao do
seu inibidor citosélico, o IkB-a, que mantém o NF-xB ‘sequestrado’ num estado
inactivo no citoplasma, impedindo a sua migracdo para o nucleo e consequente
ligacdo ao ADN (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998; Chen e Ghosh, 1999; Cyert,
2001). A regido promotora do gene da iNOS contém locais de ligacdo para o NF-xB
(Pahl, 1999). Em situacBes em que ocorre activacdo do NF-xB, como acontece com o
GM-CSF, o NF-kB migra para o nucleo e pode ligar-se a regido promotora do gene da
INOS, estimulando desse modo a sua expressao proteica.

Neste estudo, observou-se que o glucocorticoide dexametasona inibe a
expressao da iNOS e, consequentemente, a producdo de NO. Observou-se, também,
que a dexametasona preveniu o decréscimo dos niveis proteicos de IkB-a (Fig. 4.5) e
inibiu a ligagdo do NF-xB ao ADN (Fig. 4.4). O mecanismo de supressdo do NF-xB
pelos glucocorticdides tem sido extensamente estudado; contudo, a informagao
existente é ainda controversa. Inicialmente pensou-se que os glucocorticéides inibiam
a activagdo do NF-kB pelo aumento da transcricdo genética da sua proteina inibitoria
IkB-o,, 0 que mantinha o NF-xB na forma de complexos inactivos no citoplasma
(Auphan et al., 1995). Estudos posteriores mostraram que a interaccdo entre o
receptor activado dos glucocorticoides e o NF-xB interferia com a ligagdo deste ao
ADN, impedindo a transcricdo de genes (Caldenhoven et al., 1995). Recentemente,
novos estudos mostraram que os glucocorticéides podem interferir com o potencial de
transactivacdo do NF-xB através de alteragbes do recrutamento de co-factores
essenciais para a sua actividade (De Bosscher et al., 2000). Os resultados obtidos
neste trabalho demonstraram que na presenca de dexametasona ndo ocorreu um
decréscimo nos niveis de IkB-a citosélico, o que provavelmente impediu a migracao
do NF-kB para o nucleo. Isto sugere que a dexametasona activou a sintese de novo

de IkB-a.
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A inducdo de respostas alérgicas por antigénios de contacto esta dependente
da accdo de citocinas produzidas localmente. Estas citocinas produzidas na pele
podem também servir para influenciar as respostas inflamatérias e imunoldgicas
provocadas por sensibilizadores quimicos e, concomitantemente, as caracteristicas
das doencas alérgicas (Kimber et al., 1995). Os resultados apresentados neste
trabalho sugerem que o efeito inibitdrio da dexametasona na expressao de iNOS e na
producdo de NO, induzidas por GM-CSF, poderd estar associado ao efeito anti-
inflamatério deste glucocorticéide.

O conhecimento das vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na expressao
da iINOS, e do mecanismo de accdo de farmacos como os GCs, pode ser (til no
tratamento de processos inflamatérios cutaneos e abrir caminhos para uma melhor

compreensédo destas patologias.
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Conclusodes

Os resultados deste trabalho permitiram obter as seguintes conclusoes:

Os antigénios de contacto DNFB e NiSO, aumentaram a expressdo de duas
proteinas receptoras associadas a membrana, na linha celular FSDC: a molécula co-
estimuladora CD40 e o receptor IL-12R. Verificou-se também que a citocina
epidérmica GM-CSF aumentou por si sO, ainda que de modo estatisticamente nao
significativo, a expressé@o destas moléculas. No entanto, a utilizacdo de GM-CSF na
presenca dos dois antigénios de contacto, resultou num aumento aditivo da expressao
de CD40 e IL-12R. O DCNB, referido na literatura como analogo inactivo do DNFB,
nao apresentou qualquer efeito na expressdo destas moléculas, confirmando que os

efeitos observados sdo especificos da acgéo do antigénio de contacto DNFB.

Os glucocorticéides, nomeadamente a dexametasona, sdo medicamentos
imunossupressores e anti-inflamatérios utilizados clinicamente no tratamento da
dermatite de contacto alérgica. Esta patologia apresenta uma forte componente
inflamatdria, com producéo local de grandes quantidades de NO pelas células da pele.
Neste trabalho, verificou-se que a incubacdo das células FSDC com GM-CSF,
aumentou a producdo de NO, devido a um aumento da expressdo da iINOS. A
dexametasona inibiu totalmente a producéo celular de NO, assim como, a expressao

proteica da iNOS.

O GM-CSF induziu a activagéo do factor de transcricdo NF-kB na linha celular

FSDC. A regido promotora do gene da iNOS tem locais de ligagédo para este factor de
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transcricdo, sugerindo que os efeitos do GM-CSF sdo mediados pelo NF-xB. A
dexametasona inibiu os efeitos do GM-CSF ao impedir a diminuicdo dos niveis
proteicos do inibidor citosolico do NF-«B, o IkB-a; bloqueando assim a ligacédo do NF-

kB ao ADN e, consequentemente, a transcrigcdo genética.

Os resultados deste trabalho permitiram conhecer algumas das vias de
sinalizagdo intracelular activadas pela citocina epidérmica GM-CSF, e por dois
antigénios de contacto de referéncia, durante a fase inicial de sensibilizacdo da
dermatite de contacto alérgica. Permitiram, também, elucidar algumas etapas do
mecanismo de ac¢do do glucocorticGide dexametasona, utilizado no tratamento da
DCA.

O aumento da expressao das moléculas associadas a membrana, relaciona-se
com o inicio da fase de sensibilizagdo da DCA. E nosso objectivo conhecer melhor os
mecanismos implicados na modulacdo da expressdo de moléculas de superficie, que
funcionam como marcadores de maturagdo das DC. Com estes conhecimentos
procuraremos desenvolver metodologias in vitro que permitam detectar potenciais
antigénios de contacto, o que permitira reduzir o nimero de animais experiéncias

utilizados em investigagéo.
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