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RESUMO

As células dendriticas (DCs) séo células apresentadoras de antigenos (APCs) que
fazem parte de um grupo diversificado de células. DCs sdo as principais células que
apresentam antigenos e ativam linfdcitos T virgens e sdo capazes de produzir diferentes
tipos de citocinas que influenciam a geracdo dos diferentes perfis destes linfocitos. A
producdo de 1L-12p70 favorece a diferenciacdo para o perfil Thl e a produgéo delL-6 e
IL-23 é importante para geracdo, estabilizacdo e manutencéo do perfil Th17. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar melhor a linhagem celular AP284 como uma DC, a partir
de seus marcadores de superficie, expressdo de TLRs e a resposta a Seus agonista,
producdo de IL-12p40, IL-12p70, IL-6 e IL-23 e a capacidade de induzir o perfil Thl ou
Th17. Neste trabalho também foram pesquisadas as principais DCs murinas imortalizadas
descritas até o0 momento comparando as suas principais caracteristicas. Células AP284
expressam moléculas caracteristicas de DCs, como MHC classe 1, CD11c e 33D1 em
sua superficie. Apos estimulos com os diferentes agonistas de TLRs, células AP284
produzem uma surpreendente quantidade de IL-12p40 além de IL-6 e IL-23, porém, ndo
produzem IL-12p70. A adicéo de IFN-y ndo foi capaz de induzir a produgdo de 1L-12p70,
porém, inibiu a producédo de IL-12p40 e IL-23. A linhagem AP284 esta relacionada com
a geracdo do perfil Th1l7 em células de linfonodos de camundongos imunizados com
Adjuvante Completo de Freund (CFA). Assim, células AP284 podem ser de grande
importancia para o estudo dos mecanismos de inducgéo e de regulacéo da producéo da IL-
12p40 e 1L-23 e uma possivel ferramenta para o estudo da geracdo e manutencdo de um
perfil de resposta Thl7. Além do mais, células AP284 possuem algumas caracteristicas
semelhantes entre as demais DCs murinas imortalizadas, porém a linhagem AP284
produz uma quantidade de 1L-12p40 bem mais elevada do que todas as células descritas.

Palavras-chave: Células dendriticas, AP284, IL-12p40, I1L-23
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are a diverse group of antigen presenting cells (APCs) able
to present antigens to and activate virgin T lymphocytes. Additionally they are able to
produce different types of cytokines that favor different profiles of T lymphocyte. The
production of 1L-12p70 favors the differentiation of Th1 profile and the production of IL-
6 and IL-23 is important for generation, stabilization and maintenance of the Th17
profile. The objective of this work was to better characterize the AP284 cell line as a DC,
based on their surface markers, TLRs expression and response, production of IL-12p40,
IL-12p70, IL-6 and IL-23 and the ability to induce the Thl or Th1l7 profile. In this work
we also investigated the main immortalized murine DCs described, comparing their main
characteristics. AP284 cells express classical DCs molecules such as MHC class I,
CD11c and 33D1 on their surface. After stimuli with the different TLR agonists, AP284
cells produce a surprising amount of IL-12p40 in addition to IL-6 and IL-23, but do not
produce IL-12p70. Addition of IFN-y was not able to induce IL-12p70 production,
however, it inhibited the production of 1L-12p40 and IL-23. The AP284 cell line is
related to generation of the Th17 profile in lymph node cells from mice immunized with
Freund's Complete Adjuvant (CFA). Thus, AP284 cells may be important to study
mechanisms of induction and regulation of 1L-12p40 and IL-23 production and a possible
tool for the study the generation and maintenance of a Th17 profile. In addition, AP284
cells have some similar characteristics among the other immortalized murine DCs and

produces higher amount of 1L-12p40 than all other DC described.

Key words: Dendritic cells, AP284, IL-12p40 and IL-23.
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1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Caracteristicas, funcdes e diversidade das células dendriticas

As células dendriticas (DCs) foram descobertas em 1973, como uma nova
linhagem celular do sistema imune. DCs sdo células apresentadoras de antigenos (APCs),
formada por populagdes altamente heterogéneas. Possuem caracteristicas especificas que
as diferenciam de mondcitos ou macrofagos, como por exemplo, ser células aderentes,
possuirem longos prolongamentos em suas membranas, além de maior capacidade
fagocitica e estdo localizadas em locais estratégicos para melhor capturar micro-
organismos (Steinman e Cohn, 1973; Randolph et al., 1999).

Uma das principais fungdes do sistema imune é de manter o equilibrio e
homeostase dos organismos, sendo que a incapacidade de manter uma reposta imune
equilibrada pode contribuir para o desenvolvimento de uma variedade de doencas (Huehn
et al., 2009). O sistema imune é filogeneticamente dividido em sistema imune inato e
adquirido e DCs evoluiram ao longo do tempo, desempenhando um papel essencial na
ligacdo entre estes dois tipos de imunidade, para que trabalhem juntas e de forma
sinérgica (Austyn, 2016).

Importantes funcdes das DCs vém sendo gradualmente identificadas, como a sua
habilidade na apresentacdo de antigenos a linfécitos T naive (Zhou e Wu, 2017). Assim,
DCs possuem a capacidade de capturar antigenos, migrar para Orgdos linfoides
periféricos onde estdo localizados estes linfocitos T e ativa-los (Heuze et al., 2013).

Esta capacidade de interacdo de DCs com linfécitos T foi inicialmente
demonstrada em um estudo em que DCs isoladas do baco de camundongos foram
capazes de induzir uma grande proliferacdo de linfocitos em uma reacdo leucocitéria
mista (MLR), sendo que DCs poderiam ser até 100 vezes mais eficientes para estimular
linfocitos T do que outras populacdes de leucdcitos (Steinman e Witmer, 1978).

Observou-se ainda que esta capacidade de induzir a proliferacdo de linfocitos T
por DCs dependia da interagdo de moléculas presentes em sua superficie, principalmente
da molécula principal de histocompatibilidade classe 11 (MHC I1) (Steinman et al., 1979).
Assim, receptores de antigenos de células TCD4+ (TCR) sdo capazes de reconhecer
peptideos associados a MHC |1 presentes em APCs e as principais células responsaveis

pela ativacdo inicial de linfocitos TCD4+ sdo DCs (Germain, 1981).



As caracteristicas das DCs foram cada vez mais esclarecidas, sendo denominadas
células sentinelas por alguns autores, as quais estdo distribuidas em locais estratégicos
para melhor capturar antigenos e iniciar a resposta imune adquirida, sendo este processo
induzido por agentes infecciosos e produtos inflamatérios (Banchereau e Steinman,
1998).

As primeiras observacBes morfoldgicas das DCs mostraram que elas sdo
diferentes de qualquer outra célula sanguinea, pois exibem muitos prolongamentos
longos e finos em suas membranas que se espalham em varias direcbes semelhantes a
dendritos de células nervosas (Banchereau e Steinman, 1998). Estudos iniciais sobre a
geracdo de DCs e seus progenitores mostraram que células hematopoiéticas CD34+ déao
origem a todas as celulas sanguineas incluindo DCs (Maraskovsky et al., 1996).

Com a descoberta das DCs, muitos estudos surgiram com o objetivo de melhor
caracterizar esta linhagem celular. A investigacdo da expressdo de marcadores
especificos destas células foi intensa e logo foi demostrado diferencas na expressdo
desses marcadores nos diferentes estagios de sua maturacdo, evidenciando que DCs
imaturas ndo expressam alguns marcadores que podem estar presentes em DCs maduras
(Steinman, 2012). Assim, DCs podem desempenhar diferentes fungdes dependendo do
seu estado de maturacdo (Kim et al., 2015). Nos tecidos periféricos elas estdo em um
estado de repouso e atuam como sentinelas, sendo DCs imaturas (imDC). Diante de uma
infeccdo, elas sdo capazes de reconhecer e fagocitar micro-organismos. Apds a
fagocitose, elas migram principalmente para os linfonodos mais proximos e passam a
expressar moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 e CD86 e produzem diferentes
tipos de citocinas, se caracterizando como células maduras (Shortman e Liu, 2002;
Shortman e Naik, 2007).

A migracdo das DCs é dependente da expressdo do receptor de quimiocina CCR7,
0o qual é fundamental para que DCs possam alcancar os vasos linfaticos e
consequentemenste os drgaos linféides (Dupasquier et al., 2004; Ziegler-Heitbrock et al.,
2010). Além disso, alguns estudos apontam que imDCs podem estar relacionadas com a
modulacdo da tolerancia imunoldgica enquanto DCs maduras estdo mais relacionadas
com ativagdo de processos inflamatdrios (Carreno et al., 2011). Assim DCs maduras tem
maior capacidade de produzir importantes citocinas pro-inflamatérias como interleucina
12 (IL-12), IL-6 e IL-1B (Steinman e Idoyaga, 2010).

Mondcitos, DCs e macrofagos tém sido historicamente classificados como

pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear com base em suas caracteristicas



funcionais e fenotipicas, no entanto, como estas células possuem vérias diferencas e
funcbes uma classificacdo definitiva vem sendo um desafio (Guilliams et al., 2014).
Diferentes subpopulacdes de DCs vém sendo caracterizadas nos ultimos anos e sao
separadas com base em varios critérios, como o0s seus diferentes marcadores de
superficies, funcdes e localizacdo (Chopin et al., 2012). Diferentes subpopulacfes de
DCs também podem necessitar de diferentes citocinas e fatores de transcri¢des para se
desenvolverem (Ginhoux e Merad, 2010; Merad et al., 2013)

Mondcitos sanguineos, macrofagos e a maioria das DCs, possuem origem em
progenitores derivados de células hematopoiéticas conhecidos como progenitores
mieldides comum (CMPs), precursores de granuldcitos-macrofagos (GMPs) e
progenitores de macrofagos e DCs (MDPs). Na médula 6ssea, MDPs se diferenciam em
monacitos e em precursores comum de DCs (CDPs) (Geissmann et al., 2010)

Até o momento, pelo menos cinco linhagens de DCs tém sido identificadas em
camundongos, compreendendo duas populagdes de DCs classicas ou convencionais
(cDCs), células dendriticas plasmocitoides (pDCs), células de Langerhans na pele (LC),
células dendriticas derivadas de mondcitos (moDC) e células dendriticas inflamatorias
(inf-DC) (Guilliams et al., 2010; Austyn, 2016). As cDCs ainda podem ser classificadas
como mieldides ou linfoides, dependendo das células progenitoras das quais se originam.

Dentre as DCs mieldides, encontra-se as DCs dermais, caracterizadas por
expressarem MHC 1l, CD11b, CD11c e CD301 (Dupasquier et al., 2004; Ziegler-
Heitbrock et al., 2010). DCs de origem linféides comumente expressam MHC 1I, CD11c
e CD11b (Edelson et al., 2010; Chopin et al., 2012) cDCs mieldides ainda podem ser
dividida em c¢DCI e cDCII, podendo também ser classificadas como células migratorias
(mDCs) mDCI ou mDCIIl. Ambas as populacdes sdo importantes para a inducdo da
resposta priméaria de células T e contribuem de forma significativa na regulacdo da
imunidade adaptativa (Jiao et al., 2014).

cDCI necessita dos fatores de transcricdes IRF8 e BATF3 para se desenvolver e
cDCII necessita principalemte de IRF4. A utilizacdo de técnicas como citometria
intracelular utilizando marcadores fluorescentes, confirmam que os fatores de
transcricdes IRF8MIRF4" s&o caracteristicos de cDCI, sendo elas XCR1"CD172a" e
mostram que os fatores de transcricdes IRF8°IRFA" sio identificados em c¢DCII com
expressdo de XCR1°CD172a™ (Guilliams et al., 2016)

A Subpopulagdo de cDCI tem sido descrita como importante na apresentacdo de

antigenos a linfocitos TCD8+, sendo caracterizadas por maior expressdo de MHCI. Em



camundongos, cDCI expresam o marcador CD8 em 6&rgdos linféides secundérios e
CD103 ou CD207 em tecidos nao linféides (Smith e Kumar, 2008). Estas células também
podem reconhecer padrées moleculares associados a danos (DAMPs). Em humanos, DCI
expressam CD36, um receptor para células apoptéticas e em camundongos elas
expressam CD205 (DEC-205), um receptor de células apoptoticas e necréticas (Persson
etal., 2013).

Diferentemente, a subpopulacdo cDCII é especializada em apresentar antigenos
para linfécios TCD4+. Em humanos e camundongos cDCIl expressam CD11b em
associacao com CD18 e também expressam a molécula CD172 (Guilliams et al., 2016).

De maneira geral, cDCs localizadas em tecidos ndo linfoides expressam baixos
niveis de MHCII em relacdo a cDCs localizadas em 6rgdos linféides secundarios. cDCs
em tecidos ndo linfoides podem endocitar ou fagocitar micro-organismos , processa-los e
apresenta-los via MHCII, podendo ainda manter os epitopos destes antigenos processados
por um tempo consideravel mesmo apo6s a eliminacgéo do patogeno (Li et al., 2012).

pDcs sdo subpopulacdes especializadas na imunidade contra virus, pois possuem
uma caracteristica especifica que é a capacidade de produzir interferon (IFN) do tipo |
apoés estimulos com estes micro-organismo ou seus componentes, sendo estas as
principais células produtoras desta citocina apo6s infeccdo de camundongos com
citomegalovirus (Grouard et al., 1997; Asselin-Paturel et al., 2001).

Diferente de cDCs, o desenvolvimento de pDCs requer o fator de transcri¢do E2-2
e também FIt3L (Swiecki e Colonna, 2015). Um pequeno ndmero de pDCs podem estar
presentes nas mucosas, na lamina propria do intestino, nos pulmdes e vias aéreas, porém,
parecem estar ausentes em outros tecidos periféricos. Em contrapartiada, durante
processos patolégicos, pDCs podem estar em grande quantidade na pele inflamada e
também em melanomas e carcinomas ovarianos e mamarios (Austyn, 2016).

Ao contrario de outras subpopulag¢fes de DCs, pDCs ndo expressam o marcador
CD11b e podem ser identificadas por expressarem CD317, B220, CD1l1c, Ly6C
(Guilliams et al., 2016). Diferente de cDCs, que 0 seu precursor sai da medula dssea para
se desenvolver na periferia, o desenvolvimento de pDCs é geralmente finalizado na
medula 6ssea (D'amico e Wu, 2003).

cDCs e pDCs compartilham um progenitor comum denominado precursor de
macréfago-DC (MDP) identificado pelos seus marcadores de superficies Lin cKit"
CD115" CX3CR1" FIt3" (Fogg et al., 2006) e estudos mostram que algumas
subpopulacdes de DCs incluindo CD1lc+ CD8a-, CD1lc+ CD8o+ e também pDCs



podem ter a origem de progenitores de medula déssea, tais como progenitores linfoides
comum (CLP) ou progenitores mieldides comum (CMP) (Akashi et al., 2000).

pDcs sdo importantes tanto para a imunidade inata quanto adquirida, sua
capacidade de produzir IFN tipo | de forma rapida durante infec¢Bes virais induz um
estado antiviral e apoptose de células infectadas. A producédo de IFN tipo I, IL-12 e IL-18
por estas células, podem aumentar a ativagdo de células natural killer (NK) aumentando a
producdo de interferon gama (IFN-y). As pDCs expressam MHC | e MHC 1l e as
moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 e CD40, o que permite que pDCs possam
apresentar antigenos de forma cruzada para linfocitos TCD4+ ou TCD8+ (Swiecki e
Colonna, 2015).

LCs foram identificadas pela primera vez em 1968 e estdo localizadas na
epiderme, em posicdo suprabasal e expressam MHC Il e CD11c. LCs epidérmicas e
celulas cDCI dérmicas também expressam CD207 (Langerina). LCs requerem os fatores
de transcricdes ID2 e RUNX3 para se desenvolverem e também dependem do fator de
transcrigdo de crescimento B (TGF- B) (Strobl et al., 1997).

LCs podem desempenhar importantes funcdes no sistema imune, sdo capazes, por
exemplo, de produzirem IL-22 que induz a proliferacdo de queratindcitos e auxilia no
reparo tecidual. LCs ainda possuem a capaciade de estender suas membranas e capturar
antigenos entre queratindcitos (Kubo et al., 2009), exercendo fungdes classicas de DCs,
como a capacidade de migrar para 6rgdos linfodeis periféricos para apresentacdo de
antigenos (Wilson e Villadangos, 2004; Kissenpfennig et al., 2005).

Outra Importante subpopulagdo de DCs sdo as moDCs. Estudos iniciais sobre esta
populacdo demosntram sua presenca em areas de células T nos linfonodos, onde sdo
caracterizadas por expressarem MHC IlI, DC86 e MIDC-8, com pouca ou nenhuma
expressao de CD11c e podendo ou ndo expressar DEC-205. Estas moDCs demonstram
maior capacidade fagocitica que as demais DCs de tecitos periféricos (Randolph et al.,
1999).

moDCs podem ser particularmente importantes para mediarem repostas efetoras
de linfécitos T, especialmente linfocitos TCD4+ (Jakubzick et al., 2013). Mondcitos
também podem migrar do sangue para os tecidos durante uma infeccdo podem se
diferenciar em infDCs (Serbina et al., 2008) que expressam MHC Il, CD11b, CD11c,
DC-SIGN, CD107b (MAC-3) e Ly6C'™" (Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Belz e Nutt,
2012).



Atualmente ha um grande impasse entre pesquisadores sobre ser possivel definir
DCs de forma isolada de macrdfagos, ou se elas apenas sdo macréfagos com algumas
especializacOes e se podem ser ou ndo incluidas de forma sepadara no sistema fagocitico
mononuclear. Todas as DCs parecem ser essenciais tanto para imunidade inata e
adaptativa, mas nenhuma de forma isolada parece ser totalmente suficiente (Austyn,
2016).

Além da complexidade e heterogeneidade das DCs, ha grandes desafios técnicos
para 0 avanco das pesquisas com esta linhagem. Como, por exemplo, a escassez de DCs
naturais para estudos in vivo, o que limita o estudo destas células. No entanto, em
modelos murinos, DCs derivadas de medula dssea (BMDC) ainda tém sido amplamente
utilizadas para estudar os seus papéis, onde estas células sdo diferenciadas pelo
tratamento com fator estimulador de coldnia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF).
(Inaba et al. 2009).

Muitas dificuldades ainda s&o encontradas para uma classificacdo clara das DCs,
porém os estudos sobre estas células vém aumentando ao longo dos anos, devido ao seu
papel fundamental na ativacdo da imunidade adquirida. Portanto, um melhor
entendimento sobre a acdo destas células podera auxiliar na compreensdo de mecanismos
de vacinas, geragdo de tolerancia a transplantes ou de doengas autoimunes. Além disso,
novas técnicas baseadas na manipulacdo das DCs tem sido uma poderosa ferramenta para
induzir uma resposta imune protetora também contra tumores (Morel e Turner, 2010;
Palucka e Banchereau, 2012; Steinman, 2012).

1.2. Receptores semelhantes a Toll (TLRs) e expressdo em DCs

Todos os animais superiores estdo associados a uma ampla variedade de micro-
organismos patogénicos ou ndo patogénicos, como bactérias, virus, fungos e
protozoarios. Muitos destes micro-organismos estdo presentes na superficie mucosa do
hospedeiro. Assim, é fundamental um equilibrio entre o hospedeiro e sua microbiota,
bem como uma protecdo adequada contra a invasdo de microbios patogénicos (Sommer
& Backhed 2013).

E essencial que o sistema imune tenha a capacidade de distintinguir entre micro-
organismos comensais e patogénicos, assim, células do sistema imunologico

desenvolveram uma variedade de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),



como os Toll-like receptors (TLRs) (Rakoff-Nahoum et al., 2004; Sommer e Backhed,
2013), que séo expressos principalmente por DCs (Uematsu et al., 2006).

A descoberta dos TLRs demonstrou que o reconhecimento de patdgenos pelo
sistema imune inato € especifico e que organismos multicelulares evoluiram para
reconhecer micro-organismos estranhos a partir de padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (Akira et al., 2001; Janeway e Medzhitov, 2002).

TLRs sdo moléculas conservadas durante a evolucao das espécies e identificadas
em vertebrados como homologos da proteina Toll encontrados em Drosophila
melanogaste. Foi verificado que Toll estimulava a producédo de proteinas antimicrobianas
e desempenhavam importante papel na determinacdo da resisténcia destes insetos quando
infectados por fungos ou bactérias Gram-positivas (Lemaitre et al., 1996).

TLRs sdo proteinas transmembranas do tipo I com dominos contendo repeticdes
ricas em leucina que medeiam o reconhecimento de PAMPs. Possuem um motivo
citoplasmatico com domimio homologo de sinalizacdo do receptor de IL-1, denominado
Toll/IL-1R (TIR) importante para a transducdo de sinais intracelular (Akira et al., 2006).

TLRs podem reconhecer uma variedade de PAMPs, como por exemplo, lipidios,
carboidratos, peptideos e &cidos nucléicos (Hemmi et al., 2003). Vérios eventos
realizados por DCs, como a migracdo para os 6rgdos periféricos e a apresentacdo de
antigenos a linfécitos T, ocorrem ap6s o reconhecimento dos PAMPs através de PRRs
em especial os TLRs (lwasaki e Medzhitov, 2004).

Diversos organismos expressam uma variedade de TLRs, principalmente
mamiferos, sendo que 13 tipos de TLRs ja foram identificados. TLR1, TLR2, TLRS3,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo conservados tanto em camundongos e
seres humanos, porém TLR10 em camundongos nao é funcional. TLR11, TLR12 e
TLR13 ndo estdo presentes em humanos (Kawai e Akira, 2010; Celhar et al., 2012).

Estes TLRs apresentam localizagdes diferentes, por exemplo, TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 sdo expressos na superficie celular e TLR3, TLR7, TLRS8, TLR9,
TLR11, TLR12 e TLR13 estdo presentes no endossomo celular. Estudos em
camundongos deficientes de TLRs demonstram que cada um destes receptores
desempenha funcgdes distintas em relacdo ao reconhecimendo de diferentes PAMPS
(Celhar et al., 2012; Satoh e Akira, 2016).

TLR4 foi o primeiro a ser descrito, identificado com a capacidade de responder a
lipopolissacarideo (LPS), presente na membrana exterior de bactérias Gram-negativas.

Juntamente com MD2, TLR4 forma um complexo na superficie celular que funciona



como principal componente para ligagdo com LPS. Outras proteinas como a proteina de
ligacdo de LPS (LBP) e CD14 estdo envolvidas no reconhecimento de LPS (Akashi-
Takamura e Miyake, 2008). LBP é uma proteina plasmatica que se liga ao LPS soltvel
contribuindo para formacdo do complexo TLR4-MD2. TLR4 também ¢é capaz de
reconhecer proteinas do virus respiratorio sincicial, proteinas de fusdo do envelope do
virus de tumor mamario de camundongos e Streptococcus (Akira et al., 2006).

TLR2 pode reconhecer uma variedade de PAMPSs, incluindo lipopeptideos,
peptidoglicano e &cido lipoteicdico de bactérias Gram-positivas ou zymosam derivado de
fungos. TLR2 comumente forma heterodimeros como TLR2-TLR1 que podem
reconhecer lipopeptideos triacilados de bactérias Gram-negativas (Jin et al., 2007; Kang
et al., 2009).

TLR2 pode ser expresso em cDCs tando de camundongos e humanos e agonistas
deste receptor tem mostrado um grande potencial como adjuvantes, aumentando a
efecacia de cDCs (Cohn e Delamarre, 2014). Estudos recentes mostram que tanto TLR2 e
TLR4 sdo importantes no combate da infeccdo por Brucella microti, onde camundongos
deficientes nestes receptores possuem dificuldades para combater esta bactéria (Arias et
al., 2016).

TLR3 possui a capacidade de reconhecer moléculas presentes em virus, como, por
exemplo, o0 RNA de rinovirus, virus sincicial respiratorio, virus da encefalomiocardite e
virus do Nilo Ocidental (Akira et al., 2006; Kawai e Akira, 2008). As respostas imunes
antivirais desencadeadas por TLR3 é promovida principalmente pela producdo de IFN
tipo | e citocinas inflamatorias, onde os estudos mostram que camundongos deficientes
de TLR3 sdo mais suscetiveis a infeccdes com citomegalovirus. Além disso, humanos
com deficiencia deste receptor possuem uma maior suscetibilidade ao virus herpes
simplex 1 (Tabeta et al., 2004; Zhang et al., 2007).

TLR5 é eficiente no reconhecimento de flagelina bacteriana e é altamente
expresso em DCs CD11c+CD11b+ na lamina prépria do intestino de camundongos. Estas
células foram capazes de detectar Salmonella typhimurium e de produzirem citocinas pro-
inflamatorias apds a infeccdo dependente da expressdo de TLR5. (Uematsu et al., 2006).

TLR7 é expresso principalmente por pDC e reconhecem RNA de dupla fita
(dsRNA) derivado de varios virus. Em cDCs, este receptor reconhece RNA de
Streptococcus do grupo B e estd envolvido na produgdo de IFN tipo | (Mancuso et al.,

2009). TLR7 e TLR8 sdo filogeneticamente semelhantes ao TLR7. Aparentemente,



TLR8 é mais expresso em humanos e pode reconhecer sSRNA viral e TLR7 é mais
expresso em camundongos (Akira et al., 2006; Kawai e Akira, 2008).

TLR9 reconhece os motivos de CpG de DNA bacterianos e virais ndo metilados e
também sdo capazes de reconhecer hemozoina de cristal insoldvel de Plasmodium
falciparum durante o processo de desintoxicacdo (Coban et al., 2010). CpG sintético é
utilizado como agonista deste receptor e pode ativar tanto DCs, macréfagos ou células B.
pDCs também possuem uma alta expressdo deste receptor, o que auxilia no
reconhecimento de DNA de citomegalovirus murino, HSV-1 e HSV-2 (Akira et al.,
2006; Kawai e Akira, 2008).

TLR11 é expresso em células presentes no rim e bexiga, onde sdo importantes
para reconhecer componentes de bactérias uropatogénicas como flagelina ou constituintes
de Escherichia coli. Camundongos deficientes deste receptor sdo mais suscetiveis a
infecgBes por estas bactérias. TLR11 também é caracterizado por reconhecer profilina
derivado de Toxoplasma gondii. TLR12 € predominantemente expresso em células
mieldides e é muito semelhante ao TLR11, podendo também reconhecer profilina de T.
gondi (Yarovinsky et al., 2005).

TLR13 € importante para o reconheciento de uma longa sequéncia de
nucleotideos bacterianos 23S rRNA em modelos murinos (Oldenburg et al., 2012).
TLR13 esté localizado no endossomo de forma semelhante aos TLR7 e TLR9 e seus
ligantes permaneceram por muito tempo desconhecidos. Assim como os demais TLRs
intracelulares, TLR13 necessita da proteina Unc93bl para transporta-lo do reticulo
endoplasmatico para o endossomo, tornando-o funcional. Estudos mostram que a delecéo
de Unc93b1 impossibilita a resposta de TLRs intracelular, incluindo TLR13 (Lee et al.,
2013). Estudos mais recentes mostrarm que TLR13 é importante para o reconhecimento
de rRNA de Streptococcus pyogenes em BMDCs e cDCs e que seu reconhecimento € no
endssomo e dependente da fagocitose (Fieber et al., 2015).

mDCs expressam TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR6 e TLR8 e alguns estudos
relatam a presenca de TLR7 tanto em pDCs e mDCs (Ito et al., 2002). TLR4 € pouco
expresso em DCs do bago, porém é frequentemente expresso em DCs CD11c+CD11b+
derivadas da medula 6ssea de camundongos (Boonstra et al., 2003). DCs obtidas de
paciente com artrite reumatoide expressam TLR3, TLR2, TLR4 e TLR7 e a ligacdo a
estes receptores promovem a maturacao dessas células e induzem a producéo de citocinas

pro-inflamatorias como fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IL-6 (Roelofs et al., 2005).



Apos a ligagdo de PAMPs a TLRs, varias moléculas adaptadoras sdo ativadas.
MyD88, IRAK4 e IRAK?2 sdo criticos mediadores nas sinaliza¢fes via TLRs, pois ativam
uma cascata de sinalizacdes, levando a producdo de varios mediadores inflamatorios,
como IFNs, quimiocinas e outras proteinas (Lin et al., 2010). Muitos avancos tém
ocorrido para a melhor compreensdo dos papéis dos TLRs devido a grande importancia
desses receptores no reconhecimento de patdgenos e na defesa do hospedeiro e ha
evidéncias de que as sinalizacdes de PRRs citosolicos em células ndo imunes também
tem um papel para promover a maturacdo de DCs e subsequente ativacdo de células T
especificas. Desta forma, o uso de PAMPs ou agonistas de TLRs que possam estimular
tanto células imunes ou ndo imunes pode ser uma ferramenta muito Gtil para o estudo de

adjuvantes e vacinas (Kawai e Akira, 2010).

1.3. Producédo de citocinas por DCs e sua influéncia na inducéo dos diferentes
perfis de linfocitos TC4+ auxiliares (Th)

Citocinas sdo proteinas moduladoras da resposta imune, envolvidas na
homeostase e regulagdo das respostas inflamatorias, promovendo o controle de
patdgenos e também estdo envolvidas nos mecanismos de tolerancia. Mais de 100
citocinas ja foram descritas (Mclaren et al., 2011). Quando sdo produzidas no local da
entrada de algum patogeno, citocinas inflamatdrias, por exemplo, regulam a capacidade
de fagdcitos residentes ou recrutados para destruir o agente infeccioso. As citocinas
também regulam a apresentacdo de antigenos feita pelas DCs para linfocitos em 6rgados
linféides secundarios (Chabalgoity et al., 2007).

Os diferentes tipos de células TCD4+ auxiliares (Th) contribuem para a protecao
de uma variedade de patégenos em diferentes tecidos e adquirem funcbes efetoras
distintas de acordo com a sua diferenciagdo. As citocinas produzidas por DCs durante a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos sdo fundamentais no processo de diferenciacdo
de células Th (Germain et al., 2012).

A definicdo de cada tipo de linfocito Th é baseada nos tipos de citocinas de
assinatura produzidas por estas células e em seus fatores de transcrigdes especificos
(Sallusto, 2016). Atualmente, ha pelo menos quatro subpopulacbes de células Th bem
definidos, sendo Thl, Th2, Th17 e células T reguladoras (Treg). (Yamane e Paul, 2013).

Outros perfis de células Th também vém sendo descritos, como o perfil Th9 (Dardalhon
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et al., 2008), o perfil Th22 (Eyerich et al., 2009), células T foliculares (Tfh) (Ramiscal e
Vinuesa, 2013), entre outros.

A IL-12 e IFN-y sdo as principais citocinas que induzem a sinalizacdo para a
diferenciacéo de linfocitos Thl e os fatores de transcricbes T-bet, STAT1 e STAT4 sédo
necessarios para geracdo desta subpopulagdo celular. A IL-12 é secretada em grande
quantidade por APCs, principalemte DCs ap0s a sua ativa¢do via PAMPs que ird induzir
as células natural Killer (NK) a produzir IFN-y importante para iniciar a geracao deste
perfil de linfocitos (YYamane e Paul, 2013).

IFN-y promove a expressdo de T-bet que é o fator de transcri¢do responsavel pela
inducdo de linfécitos Thl (Szabo et al., 2000). T-bet possui a capacidade de promover
um aumento da expressao do receptor de IL-12 nestes linfocitos, fazendo com que estas
células se tornem mais responsivas a esta citocina (Usui et al., 2006). O perfil Thl é
importante para a eliminacdo de patdgenos intracelulares, onde IFN-y é fundamental para
a ativacdo de fagocitos, principalmente macréfagos, resultando em um aumento de sua
atividade microbicida (Luckheeram et al., 2012; Oestreich e Weinmann, 2012).

O perfil de linfécitos Th2 € caracterizado pela producéo de IL-4, IL-5, IL-9, e IL-
13, sendo a IL-4 a citocina de assinatura deste perfil e também a principal citocina para
diferenciacdo de linfécitos T virgens em Th2 (Goswami e Kaplan, 2011). Muitos
disturbios alérgicos estdo relacioandos ao perfil Th2, onde as citocinas deste perfil
participam, por exemplo, dos eventos associados a asma incluindo a ativacdo de
eosinofilos e inducdo da producdo de anticorpos do isotipo IgE (Holgate, 2012). A
resposta Th2 também € relevante contra infeccdes helminticas, controle da inflamacéao e
expulsdo de vermes (Gause et al., 2013).

O principal fator de transcricdo envolvido na diferenciacdo do perfil Th2 é
STAT6 que é induzido por IL4 e regula a expressdo de GATA3 (Zhu et al., 2001).
Quando GATAS ¢ ativado ocorre a inibicdo da diferenciacdo do perfil Thl e estudos
relatam que camundongos deficientes em GATA3 possuem maior facilidade em
desenvolver resposta do tipo Thl (Zhu et al., 2006).

A subpopulacdo Th17 é induzido sobre a influéncia das citocinas TGF-f, IL-1 e
IL-6, produzidas principalmente por DCs. As citocinas IL-21 e IL-23 desempenham as
funcbes de amplificacdo e manutencédo deste perfil de resposta respectivamente (Bettelli
et al., 2006). O fator de trancricdo RORyt ¢ critico para a diferenciagao deste perfil e as
principais citocinas produzidas por linfocitos Thl7 sdo IL17A, IL-17F, I1L-21 e IL-22.

Estas citocinas possuem a capacidade de agir em células imunes inatas e ceélulas
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epiteliais, aumentando a producdo de CXCLS8, que induz o recrutamento de neutrofilos
para o tecido (Bettelli et al., 2006).

Células Thl7 também induzem a producdo de GM-CSF que promove a
proliferacdo de granulécitos e mondcitos na medula dssea. A 1L-22 ainda pode atuar
sobre células epiteliais e de tecidos de barreira, como intestino, pulmdes e pele,
melhorando a defesa antimicrobiana nestes locais (Weaver et al., 2013).

As células Tregs naturais sdo identificadas por expressarem FoxP3+CD25+,
podendo se desenvolver no timo. Nos tecidos periféricos sdo geradas as Tregs induzidas
onde TGF-f e IL-10 s&o importantes para a difenreciacdo deste perfil. Tregs séo
importates para a manutencdo e auto tolerancia do sistema imune regulando e
controlando as respostas desencadeadas. Um desequilibrio destas células pode gerar uma
variedade de doencas autoimunes e danos teciduais (Sakaguchi et al., 2008).

Tregs sdo importantes, por exemplo, para suprimir a proliferacdo e as fungdes de
células efetoras, onde a deficiéncia nesta populacdo pode induzir o desenvolvimento
espontaneo de doencas autoimunes (Gratz e Campbell, 2014; De Rosa et al., 2017). Os
mecanismos de supressdo mediados por Tregs inclui uma variedade de moléculas, como
a proteina 4 associada a linfécitos T citotdxicos CTLA-4, gene de ativagdo de linfécitos 3
(LAG3) e também pela producdo das citocinas IL-10, TGF- B e IL-35 (Tanaka e
Sakaguchi, 2017).

DCs ou seus progenitores devem se diferenciar para que sejam capazes de induzir
cada um desses tipos de respostas de células Th, ou para que sejam capazes de induzir
toleancia de cada uma delas. Esta capacidade desempenhada pelas DCs, dependera nao
apenas do tipo de micro-organismo presente em uma infeccdo, mas também do local

onde a infec¢do esta ocorrendo e do seu hospedeiro (Trinchieri, 2012).

1.4. A familia IL-12

Entre as inumeras citocinas que ja foram descritas até 0 momento, a familia da IL-
12 possui caracteristicas unicas. Estd familia agrupa citocinas heterodiméricas, que
apesar de possuirem semelhancas estruturais, possuem atividades bioldgicas diferentes e
singulares (Collison e Vignali, 2008). As citocinas da familia IL-12 s&o produzidas
principalmente por DCs miel6ides e macrdofagos durante respostas a agentes infecciosos
(Vignali e Kuchroo, 2012).
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A IL-12 foi descrita no ano de 1989 com o nome de “nratural killer stimulator
factor-NKSF”, mas posteriormente foi chamada apenas de IL-12. Foi visto que diferente
das outras citocina, para que a estrutura molecular da IL-12 fosse formada era necessaria
a combinacdo de duas cadeias, a p40 e a p35 (Trinchieri et al., 2003).

Estudos posteriores mostraram que outras citocinas compartilhavam as mesmas
cadeias da IL-12, originado assim a familia IL-12, cuja citocinas 1L-12, IL-23, IL-27 e
IL-35 fazem parte e utilizam uma das combinagdes das cadeias o p19, p28 e p35 com
uma das cadeias B p40 ou Ebi3 para se tornarem biologicamente ativas (Vignali e
Kuchroo, 2012).

A subunidade p40 pode se combinar com a subunidade p35 para formar a IL-
12p70 ativa ou ainda se combinar com a cadeia pl9 para formar a IL-23 ativa. A

subunidade Ebi3 pode se combinar com a cadeia p28 formando a IL-27 ativa ou ainda se

combinar com a cadeia p35 para formar a IL-35 ativa (Vignali e Kuchroo, 2012) (Figura
1).

Figura 1: Subunidades compartilhadas pelas citocinas da familia IL-12 (Modificado de Vignali &
Kuchroo..2012).

A IL-12 e a IL-23 sdo citocinas pro-inflamatérias e participam de forma
signifiativa na inducdo e manutencdo dos pefis de reposta Thl e Th17 respectivamente
(Langrish et al., 2004; Trinchieri, 2012). Uma das principais funcdes da IL-12p70 é a de

induzir a producdo de IFN-y, que, durante a resposta imune inata é produzida por células
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NK e posteriormente por linfocitos Thl ou linfocitos T citotdxicos (LTc) (Trinchieri,
2012).

A 1L-12p70 secretada por DCs também é capaz de aumentar a citotoxicidade das
células NK contra células alvo e, além disso, esta comunicacdo entre DCs e células NK,
pode promover a regulacdo positiva de moléculas co-estimuladoras tais como CD86 em
DCs (Mailliard et al., 2003). A subunidade p40 da IL-12 é geralmente secretada em
quantidades de 10 a 1000 vezes mais elevadas que o heterodimero p70 (Oliveira et al.,
2003; Trinchieri et al., 2003).

A IL-23, semelhante a IL-12p70 ¢ secretada de forma predominante por fagdcitos
como macrofagos e principalmente DCs ativadas, sendo purificada em sua forma natural
como um heterodimero a partir de DCs do sangue periférico de humanos e camundongo
(Parham et al., 2002).Tanto em DCs de camundongos quanto de humanos, foi visto uma
atividade bioldgica semelhante da IL-23 que é diferente da IL-12p70 (Tang et al., 2012).

Inicialmente, a IL-23 foi descrita como importante para induzir um perfil de
resposta Th17 e na atuacao do desenvolvimento e manutencao da inflamacao de algumas
doencas autoimunes, como colite, psoriase e artrite (Oppmann et al., 2000; Bettelli et al.,
2006). Porém, estudos posteriores relataram que as citocinas do perfil Th17 tém uma
importante participacdo na resposta imune contra fungos e bactérias extras e
intracelulares e que a 1L-23 ndo é essencial para geracdo de Th17, mas para a expansao e
manutencdo deste perfil (Khader e Gopal, 2010; Espinosa e Rivera, 2012).

A tilizacdo de anticorpos especificos para subunidade pl9 evidencia a
importancia da IL-23 na manutengdo do perfil Th17, onde o bloqueio da ligacdo da
subunidade ao seu receptor em células THP-1 humanas induzem a supressdo de células
Th17 (Krizova et al., 2017). A IL-23, também foi identificada como importante na
iniciacdo de alguns tumores e de seu crescimento, sugerindo que, em alguns casos, a sua
supressao poderia ter um elevado valor terapéutico ndo s6 em doengas autoimunes, mas
também para o tratamento do cancer (Yao et al., 2014).

Muitos agentes patogénicos e agonistas de TLRs, como LPS, CpG e Polyl:C
podem induzir o aumento da expressdao das subunidades p40, p35 e pl9, que
consequentemente induzird a maior producdo de I1L-12p70 ou IL-23. A producdo dessas
citocinas ainda pode ser aumentada por DCs devido a interacdo de moléculas co-
estimuladoras como CD40/ CD40L (Kastelein et al., 2007).

Devido aos importantes papeis destas citocinas principalemte 1L-12 e IL-23 na

inducdo do perfil Thl ou manutencdo do perfil Thl7 respectivamente, elas podem ser
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importantes alvos de varias pesquisas para o controle de doencas inflamatdria, infeccoes
ou doencas autoimunes (Macdonald et al., 2016). Assim, um melhor entendimento dos
mecanismos que induzem a producdo destas citocinas podera ser util para propor

mecanismos para induzir ou controlar essas respostas.

1.5. Agonistas de TLRs e producéo de IL-12 e 1L-23

A ativacdo de TLRs com agonistas sintéticos pode auxiliar em uma resposta
imune celular eficaz contra varios patogenos (Goff et al., 2015). Além disso, a ativacdo
de TLRs em fagdcitos como macréfagos e DCs constitui uma estratratégia terapéutica
eficiente na imunidade anticancerigena (Maisonneuve et al., 2014). O novo agonista para
TLR2 SUP3 melhora a ativacdo de linfocitos T in vivo por aumentar a apresentacdo
cruzada por DCs. Este agonista também foi capaz de induzir a maturacdo de DCs e
aumentar a sua capaciadade de induzir a producédo de citocinas pro-inflamatérias (Guo et
al., 2017).

O agonista quimérico PamadiFect pode ativar tanto TLR2 e TLR7 e induzir a
maturacdo de moDCs que é visto pela maior expressdo de moléculas co-estimuladoras
CD80 e CD86 e também pode induzir a producédo de IL-12 através da via de sinalizagdo
MyD88 (Gutjahr et al., 2017). O &cido polinosinico-policitidilico (PIC), agonista de
TLR3, induz a resisténcia contra o virus HSV-2 em camudongos tradatos 24 h antes de
serem infectados com virus (Herbst-Kralovetz e Pyles, 2006). Resultados similares foram
vistos apdés a ulilizacdo de resiquimod ou CpG, agonistas de TLR7/8 e TLR9
respectivamente (Ashkar et al., 2004).

Mondcitos e moDCs de pacientes alérgicos estimulados com Pam3CSK4 agonista
de TLR1/2, FSL-1 agonistas de TLR2/6 monophosphoril lipidio (MPL)-A, LPS e
flagelina induz a maior expressdo de moléculas CD80, CD86, CD40 em moDCs |,
induzem a expressdo da quimiocina CCR7 e também aumentam a producéo de I1L-12p70
e IL-23 principalmente apds o estimulo com flagelina (Deifl et al., 2014).

Resiquimod também induz o aumento da subunidade IL12p35 em DCs ap0s
primagem com IFN-y além do aumento da producdo de IL-23. Agonistas como LTA,
LPS e poly(I:C) também sdo capazes de induzir IL-23 por DCs, porém é necessario a
utilizacdo destes agonistas em conjunto ou a primagem com IFN-y para que ocorra a

producdo de 1L12p70. Neste mesmo estudo € evidenciado que DCs mudam o seu aspecto
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morfol6gico, aumentando o seus dendritos apds estimulo com resiquimod ou LPS
(Acosta-Rodriguez et al., 2007; Roses et al., 2008).

Pam3cys tem sido utilizado para avaliar a funcdo de TLR2-TLR6 e foi visto que
Pam3cys possui a capacidade de induzir a producéo de IL-12p70 e IL-23 em diferentes
populacdes de fagdcitos murinos (Dillon et al., 2004; Vanhoutte et al., 2008).

Apesar da ativagdo de TLRs por Pam3cys induzir o aumento destas citocinas, a
utilizacdo deste agonista diminui a producdo de IL-12p70 induzida por bactérias integras
ou por ligantes de outros TLRs em DCs de camundongos (Dillon et al., 2004; Barkman et
al., 2008; Vanhoutte et al., 2008).

A deficiéncia de TLR2 estd associada a uma inibicdo de IL-12, quando
comparados com células de animais selvagens ap6s infec¢cdo com Staphylococcus sp
(Kielian et al., 2005; Holley et al., 2012). A producéo desta citocina apos estimulos com
antigenos de alguns patdgenos é prejudicada na auséncia de TLR2, onde é visto que
antigenos de Schistosoma japonicum, sdo incapazes de induzir IL-12p70 em DCs de
camundongos deficientes de TLR2 (Gao et al., 2012).

TLR2/9 sdo importantes para o reconhecimento de Mycobacterium tuberculosis,
onde camundongos desprovidos destes receptores mostram maior susceptibilidade a
infeccdo e diminuem a producgdo de IL-12 (Bafica et al., 2005). E DCs a partir de
camundongos deficientes de TLR2 também mostram uma reducdo na capacidade de
responder ao estimulo T. e consequente reducdo de I1L-12p40, sendo que uma boa
resposta imune apo6s estimulos com BCG também se mostra dependente de TLR2/4/9
(Von Meyenn et al., 2006).

A proteina de ligacdo a maltose de E.coli (MBP) pode estimular a resposta imune
em modelos murinos através da ativacdo de TLR4 em DCs, assim como possuem a
capacidade de ativar a via de sinalizacdo NF-kB (Fernandez et al., 2007). MBP também
é capaz de ativar TLR2/4 em macrofagos e induzir uma resposta Thl. Outros estudos
relatam a capacidade de MBP mais BCG ativaram de forma sinérgica TLR2/4/9 também
levando a uma reposta Thl (Wang et al., 2015), e que TLR2 é responsavel pela
maturagdo de DCs ap0s estes estimulos, onde DCs de camundongos deficientes de TLR2
ndo expressam aumento das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 ou maior
expressdo de MHC II, e MBP mais BCG induz aumento da producéo de IL-12p40 em
camundongos que expressam TLR4 (Jiang et al., 2017). Estudos sugerem que para
uma 6tima producdo de 12p70 e IL-23 deve haver uma ativagdo sinérgica entre diferentes

ligantes de TLRs (Trinchieri et al., 2003; Napolitani et al., 2005) e células do sistema
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imune principalmente DCs interagem com PAMPs a partir de seus receptores e podem
induzir uma diversidade de sinalizagdes. Essas interacbes vem sendo cada vez mais
estudadas ao longo dos anos, porque promovem a producdo de diferentes citocinas e
interferem com a geracdo dos diferentes perfis de resposta imune. Portanto, uma melhor

compreensdo dessas interacdes sdo necessarias.

1.6. Geracédo de DCs in vitro

Embora as DCs sejam amplamente distribuidas em diferentes tecidos e 6rgdos, o
namero de DCs obtidas por diferentes protocolos € limitado para o seu estudo, o que
dificulta as pesquisas sobre a biologia destas células e suas aplicacdes clinicas (Guo et
al., 2016). Diferentes fontes tém sido utilizadas para obtencdo de DCs humanas ou de
camundongos. A forma mais comum utilizada € através do estimulo com GM-CSF, onde
DCs podem ser derivadas a partir de células da medula 6ssea (Chopin et al., 2012).

Procedimentos utilizando outros estimulos foram relatados para a obtencdo de
DCs (Guo et al., 2016). Subpopulacdes de DCs também podem ser geradas a patir da
adicdo de FIt3L em cultura gerando células CD24°CD8" ou CD172°CD8’, as quais
adquirem perfis equivalentes a cDCs encontradas no baco de camundongos (Naik et al.,
2005). Outros estudos relatam que DCs CD103" podem ser geradas a partir da adigdo de
FIt3L e GM-CSF. Para isto, células de medula de camundongos sdo cultivadas com estes
estimulos por 9 dias e posteriormente as células ndo aderentes sdo isoladas e cultivadas
novamente por 6 a 7 dias nas mesmas condicdes (Mayer et al., 2014).

O cultivo de células de medula de camundongos ou mondcitos do sangue
periférico com GM-CSF e IL-4 pode dar origem a DCs inflamatdrias ou moDCs. Estas
células expressam CD11c e moléculas de MHC, sendo que MHC sdo mais expressos por
estas células em relagcdo as células estimuladas apenas com GM-CSF (Labeur et al.,
1999; Leon et al., 2004).

Todos estes métodos podem fornecer grandes quantidades de DCs in vitro,
contudo ha a grande desvantagem da necessidade de repetidas eutanasias de
camundongos ou de grandes quantidades de amostras de sangue humano (Fuertes
Marraco et al. 2012). Alem disso, culturas geradas a partir de GM-CSF sdo heterogéneas,
podendo ter a presenca de granulocitos e macrofagos, além de DCs (Inaba et al., 1992),

sendo necessaria uma selecdo mais minuciosa destes grupos celulares, para obtencao de
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uma cultura mais homogénea como, por exemplo, a separagdo magnética das células por
seus marcadores especificos (Shalek et al., 2013).

Estudos recentes relatam a heterogeneidade de BMDCs derivadas com GM-CSF,
onde pode ser encontradas DCs CD11lc+MHC+ com perfil maduro, que expressam
moléculas co-estimulatérias ou macr6fagos CD11c+CD11b+MHC+ com caracteristicas
de células imaturas. Nestas culturas observa-se a expressdo de CD135, CCR7, CD107
caracteristicos de DCs e CD64, CD115 e CD14, marcadores caracteristicos de
macrofagos (Helft et al., 2015).

Assim, a utilizacio GM-CSF para gerar DCs in vitro é trabalhosa (Fuertes
Marraco et al. 2012) e pode ter a necessidade de se realizar uma melhor separacdo de
DCs nessas culturas (Helft et al., 2015). Mesmo que DCs geradas a partir progenitores de
medula forneca uma quantidade razoavel de células, BMDCs sdo células de vida curta,
sem capacidade proliferativa e 0 seu isolamento ainda pode alterar o seu estado de
maturacdo (Liu e Malissen, 2016)

A utilizacdo de linhagens de DCs imortalizadas traz vantagens em relacdo a DCs
geradas a partir desses estimulos (Fuertes Marraco et al. 2012), ndo havendo a
necessidade de repetidas eutanasia de camundongos, além da garantia de uma linhagem
de DCs mais homogénea e ainda a obtencdo de células em quantidade indefinida.

1.7.  Linhagens de DCs imortalizadas e células AP284

As linhagens de DCs imortalizadas foram obtidas de diferentes em diferentes
linhagens de camundongos. As principais formas utilizadas para a inducdo de um perfil
de DC imortalizado é através da utilizacdo de oncogenes retrovirais, fatores de
crescimento e isolamento a partir de tumores murinos. Esta ultima forma traz alguns
beneficios sobre as demais, pois estas células possuem um perfil proliferativo e sdo mais
faceis de serem cultivadas, pois ndo necessitam de nenhum tipo de fator de crescimento,
sendo assim uma forma mais econdmica de cultivo (Hargadon, 2016).

A partir de 1993 deu inicio os primeiros estudos sobre a geracdo de DCs murinas
imortalizadas (Paglia, Girolomoni et al. 1993). A linhagem CB1 foi a primeira DC
imortalizada descrida obtida com a insercdo de retrovirus reconbinante (Paglia,
Girolomoni et al. 1993). Com esta mesma técnica foi gerada a linhagen D2SC/1 isolada
de camundongos BALB/c (Granucci, Girolomoni et al. 1994); a linhagem FSDC obtidas

de camundongos ap6s o cruzamento entre C57BI/6 x DBA/2 FI (Girolomoni, Lutz et al.
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1995) e a linhagem tsDC, obtida de camundongo transgénico com inser¢do do gene da
oncoproteina termo sensitiva do virus de simios 40 (SV40) (Volkmann, Neefjes et al.
1996).

Outras linhagens, como a linhagem DC2.4, uma das mais bem caracterizadas
entre as DCs murinas, (Shen, Reznikoff et al. 1997, Hargadon 2016) a D1 (Winzler,
Rovere et al. 1997) e a linhagem JAWSII (Jiang, Shen et al. 2008) dependentem de
fatores de crescimento.

Dentre as isoladas de tumores, destacam-se a linhagem CY15 de um histiocitoma
de camundongos C57BL/6 (Kammertoens, Willebrand et al. 2005) e a linhagem mutuDC
isolada de camundongos C57BL/6 transgénicos para SV40LT a partir de um tumor do
baco (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012). A linhagem AP284 também é uma
linhagem de origem tumoral isolada a partir de um tumor espontaneo do baco de um
camundongo macho (F1: C57bL/6 X CBA-H2"®) (Klasen et al., 1988), descritas
inicialmente como macr6fagos maduros expressando CD11b, CD107b, MAC-2, FCYRII,
e MHCII. Como estas células foram capazes de capturar antigenos e apresenta-los a
clones de linfécitos T reativos a albumina bovina (Klasen et al., 1988) sugeriu-se que

estas podiam ser células dendriticas.
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2. JUSTIFICATIVA

As DCs sé@o APCs essenciais para a ativagcdo da imunidade adquirida. DCs
possuem a capacidade de reconhecer uma variedade de moléculas microbianas
principalmente através de receptores como TLRs e apresentar esses micréobios a linfocitos
T naives, fazendo assim uma ponte entre a imunidade inata e a adquirida (Steinman,
2012). As diferentes citocinas produzidas por DCs durante o reconhecimento de micro-
organismos favorece a diferenciacéo dos perfis de linfocitos T auxiliares (Germain et al.,
2012).

As citocinas da familia 1L-12 produzidas por DCs, como IL-12p70 e IL-23 séo
fundamentais para a geracdo do perfil de resposta Thl e manutencdo do perfil Th17
respectivamente. O perfil Thl é importante para combater patdgenos intracelulares e o
Th17 esté relacionado com o controle de bactérias e fungos extracelulares, além destes
dois perfis estarem relacionados com algumas doencas autoimunes (Espinosa e Rivera,
2012) Assim, torna-se crucial o entendimento dos mecanismos que geram estes perfis de
resposta nas diferentes doencas.

Muitas fontes de DCs sdo utilizadas para o estudo da interacdo destas com
patdgenos e linfécitos T. A forma mais comum de obté-las é atraves da derivacdo de
células tronco de medula 6ssea estimuladas com GM-CSF (Belz e Nutt, 2012). Porém,
além das culturas de células derivadas por GM-CSF serem heterogéneas, GM-CSF pode
influenciar na maturacdo de DCs e ainda induzir a producéo de citocinas como IL-12p40,
podendo interferir na conclusdo de alguns resultados (Inaba et al., 1992; Oliveira et al.,
2003). Além disto, a geracdo de DCs in vitro fornece um ndmero células € limitado e isso
dificulta o seu estudo.

Linhagens de células imortalizadas séo boas alternativas para o estudos de DCs e
diferentes linhagens com diferentes caracteristicas ja foram descritas. Um maior nimero
de linhagens imortalizadas bem caracterizadas pode facilitar o entendimento das
diferentes subpopulacbes de DCs presentes no organismo e o estudo de sua biologia e
suas aplicacOes clinicas, uma vez que a melhor compreensédo sobre a interacdo de DCs
com patégenos e apresentagdo de antigenos é de grande importancia para o
desenvolvimento de vacinas e imunoterapias (Savina et al., 2006). Para estas questdes, é

fundamental ter um grande nimero de DCs disponiveis para estudos em laboratorio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar melhor as células AP284 como uma linhagem de DC de acordo com
seus marcadores de superficies, expressdo de TLRs e da capacidade de induzir um perfil

de linfécitos T auxiliares.

3.2. Objetivos Especificos
3.2.1. Comparar a expressdo dos marcadores CD11c, MHCII, 33D1, CD11b, CD107b,

CD40, CD80 na superficie de BMDCs, AP284 e RAW264;

3.2.2. Avaliar a expressdo de TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 e TLR9 nas células
AP284;

3.2.3 Avaliar a producdo de IL-12p40, 1L12p70 e IL-23 ap6s o estimulo de células
AP284 e BMDCs com diferentes agonistas de TLR

3.2.4 Avaliar a producdo de IL-12p40, 1L12p70 e IL-23 apds o estimulo de células
AP284 e BMDCs com LPS e E. coli na presenca ou auséncia de IFN-y;

3.2.5 Avaliar a producdo de IFN-y, IL17 e IL-10 por células do baco de camundongos
apos imunizacdo dos mesmos com Adjuvante Completo de Freund e reestimulo com
BCG.
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Abstract

Dendritic cells (DC) have the unique ability to capture microorganisms and
activate naive T lymphocytes. Obtaining DC derived from progenitors demands high cost
and prolonged cultivation. Different immortalized DC has been isolated but most of them
have immature phenotype and depending on growing factors or other stimuli to be used.
In this study we characterized the cell line AP284 as a DC. AP284 cells express high
levels of CD11b, MHC class Il, 33D1 and CD209b. They also express high amounts of
CD80 costimulatory molecule and different toll like receptors (TLR). After stimuli with
TLR agonist they produce surprising amount of IL-12p40 related to IL-23 formation but
not IL-12p70. They are also able to produce IL-6 and favor development of a Th17 but
not Thl profile. This DC line may be useful for a better understanding of factors and
cellular interactions responsible for the induction of IL-12p40, IL-23 and Thl7

generation.

Keywords: immortalized dendritic cell; IL-12p40; IL-23; Th17; Toll like receptor

1. Introduction

Dendritic cells (DC) were initially described in 1973 by Steinman and Cohn as a
novel cell type with unique morphological characteristics [1]. Currently, several DC
populations have been described and separated based on different criteria, such as
expression of surface markers, function and location [2]. DC have the unique ability to
capture microorganisms, migrate to peripheral lymphoid organs and activate naive T
lymphocytes [3]. To recognize microorganisms, DC present a variety of Pattern
Recognition Receptor (PRR), of which, the Toll-like receptors (TLR) are studied most
extensively [4, 5].

When activated, DC produces different types of cytokines that stimulate
differentiation of distinct CD4+ T lymphocyte profiles [6]. For instance, IL-12 induces
generation of Thl Ilymphocytes, which are important to control intracellular
microorganisms [7, 8]. IL-4 induces generation of Th2 lymphocytes, which are important
in helminthic infections, but have a pathogenic role in allergic diseases [9]. Production of

IL-6 and TGF-B induces generation of the Th17 profile, important for the control of
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extracellular bacteria and fungi [10], while TGF-B can also lead to induction of T
regulatory cells (Treg), important for the control of the immune response [11].

IL-12 belongs to a family of cytokines that share subunits [12]. The IL-12p40
subunit links covalently to IL-12p35 to form IL-12p70 [13]. IL-12p40 can also combine
with a 1L-23p19, subunit forming IL-23 [12]. IL-23 is produced mainly by DC and is
indispensable for the maintenance and amplification of Th1l7 cells, although it is not
essential for their initial differentiation [14].

Due to the importance of DC in inducing differentiation of T lymphocytes, and
their key role in regulating immune responses, DC are a potential target for vaccine
generation and immunotherapy [15]. The main way to generate murine DC for research
is by stimulating bone marrow progenitor cells with Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor (GM-CSF). However, the yield of DC derived from hematopoietic
progenitors may be limiting for some experimental approaches. In addition, obtaining
these cells in vitro demands high cost and prolonged cultivation [16]. To overcome these
difficulties, immortalized DC have been isolated and are widely used in research [16].

The first immortalized murine DC generated was the CB1 cell line derived from
DBA/2 mice followed by the D2SC/1 derived from BALB/c mice. They were
immortalized by retroviral infection of spleen cells with a recombinant retrovirus
encoding the v-myc oncogene of the avian MH2 virus fused to the env gene of the AKR
leukemia virus [17, 18]. Both the CB1 and the D2SC/1 line present a semi-mature
phenotype with intermediate to high expression of MHC I, MHC Il and CD80 molecules.
Another murine immortalized DC generated is the fetal skin line, FS57 from C57BL/6
[19]. This line has an immature cell profile, and is therefore less effective in activation of
T lymphocytes in vitro, but can be stimulated to mature in the presence of GM-CSF and
IFN-y [19]. The DC2.4 cell line was derived from bone marrow of C57BL/6 mice [20],
and the cells exhibit a semi-mature phenotype in their resting state, but increase the
expression of MHC molecules, costimulatory molecules, and the production of various
proinflammatory cytokines following viral infection or stimulation with cytokines or
TLR agonists [21-23]. The SVDC line (C57BL/6 origin) requires GM-CSF for its
maintenance in vitro. This cell line grows at 330C, but stops to grow at 370C and dies at
a 390C [24]. The SRDC line from CBA/J mice also has an immature phenotype and can
become mature in the presence of LPS or Toxoplasma gondii antigen [25], similar to the
D1 line isolated from the spleens of C57BL/6 mice that depend on LPS and GM-CSF to
become mature [20, 26, 27]. Since most immortalized DC have immature phenotype and
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because AP284 cells was isolated from a spontaneous spleen tumor and was described as
mature macrophage able to capture and present antigens to reactive T lymphocyte clones,
inducing proliferation of the latter [28], we decided to investigate whether AP284 cells
are more related to DC than a macrophage cell line. Here we showed that AP284 cells
express DC markers, and have the ability to amplify an immune response ex vivo and
skew T helper cell differentiation by producing IL-12 family cytokines after stimulation
with different TLR agonists. We observed that AP284 cells are able to produce
significant amounts of IL-12p40, IL-6 and IL-23. In agreement, these cells promote the

generation of Th17 cells.

2. Material and methods
2.1. Mice

Male C57BL/6 mice were bred at the animal facilities of the Federal University of
Goias/IPTSP, Brazil. The mice used were 6-12 weeks old and were maintained in a clean
conventional mouse facility with ad libitum access to water and food. All experimental
procedures were conducted according to the guidelines of the Animal Research Ethical
Committee (CETEA) of the Federal University of Goiés, approved under the protocol
038/2013.

2.2. Cell preparation and cultures

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) were obtained by stimulating bone
marrow cells freshly isolated from the femurs and tibias of mice. The cell suspension was
cultured in 6-well culture dishes (TPP Switzerland) at 4 x 106 cells/MI for 6 days in
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, St Louis, MD, USA) supplemented with 1.0 g/L
sodium bicarbonate (Labsynth, Sdo Paulo, Brazil), 2 mM L-glutamine 100 U/mL
penicillin, 100 pug/mL streptomycin sulfate, 50 xM 2-mercaptoethanol, 1M Hepes (all
reagents were from Sigma-Aldrich), 10% fetal calf serum (SBF-Cripion, Andradina, Sdo
Paulo) inactivated (56°C for 30 min) and GM-CSF at 10 ng/ mL. The cultures were
refreshed every 2 days by gently swirling the plates, aspirating the medium, and adding
back fresh medium with GM-CSF at 10 ng/mL [29]. RAW264 cells (American Type
Culture Collection) were cultured in 6-well plates in RPMI-supplemented medium as
described above, without GM-CSF. Cultures were started at 2x105 cells/mL and

expanded every 3 or 4 days.
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2.3. Antibodies for cell markers

The following specific antibodies were obtained from hybridoma cultures: anti-
CD11b (clone M1/70), anti-MHCII (clone ER-TR3), anti-CD209b SIGNR1 (clone
ERTR9), 33D1 (clone 33D1), anti-CD4 (clone GK1.5), anti-CD8 (clone 31M), anti-
CD16/32 (clone 2.4G2), control antibodies 1gG1 (clone GL113) and IgG2b (clone
GL117). Commercial antibodies anti-CD107b (clone MACS3, Bioscience-BD, New
Jersey, USA), anti-TLR2 FITC-labeled (clone T2.5, Abcam, Cambridge, UK), anti-
TLR4/MD2 FITC-labeled (clone MTS510, Abcam), anti-TLR3 PE-labeled
(Biolegend, San Diego, CA, USA), anti-TLR5 Alexa Fluor- labeled (Biolegend), anti
TLR7 FITC- labeled (Invitrogen, Waltham, USA), anti-TLR9 FITC-labeled
(Molecular Probes, Eugene, USA), anti-CD40 (clone 1C10, Bioscience-BD), anti-
CD80 (clone 1G10/B7, Bioscience-BD), anti-CD11c (clone HL3, eBioscience).

2.4. Flow cytometry

AP284, BMDC and RAW264 cells were collected from culture, centrifuged and
suspended at 2 x 10s cells in 100 uL PBS containing 2% FBS, 5 mM EDTA and 0.02%
sodium azide (FACS buffer). To label surface markers, the cells were incubated with
specific antibody either or not conjugated with fluorescent probe, or with the respective
control isotype for 20 min at room temperature. Cells incubated with unlabeled
antibodies were washed with FACS buffer and suspended in FACS buffer containing
FITC-conjugated goat anti-rat IgG antibody (eBioscience) and incubated again for 20
min. Finally, cells were washed and suspended in 100 uL FACS buffer. Twenty thousand
events were acquired for each sample in a flow cytometer (BD Accuri™ C6 Cytometer -
BD Biosciences). The percentage of labeled cells and the fluorescence increase were
analyzed in FCS Express version 4.0 software (De Novo Software, Los Angeles, CA.,
USA).

To label intracellular markers the cells were suspended in 50 ul FACS buffer and
incubated for 15 min with 4% paraformaldehyde (Merk, Darmstadt, Germany) in PBS.
The cells were washed twice with FACS buffer and suspended in 0.02% saponin (Sigma-
Aldrich) in PBS for 15 min. After washing the cells twice with FACs buffer cells were
incubated with anti-TLR3, TLR7 and TLR9 antibodies.

2.5. Stimuli
AP284 and BMDC cells were treated for 24 h with the following TLR agonists:
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a TRL4 agonist lipopolysaccharide (LPS, Escherichia coli O111: B4; Sigma-Aldrich);

a TLR2 agonist zymosan from Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich); a
TLR2/TLR6 agonist FSL-1 Syn from Mycoplasma salivarium (Pam2CGDPKHPKSF;
InvivoGen, San Diego, Califérnia, EUA); a TLR7/TLR8 agonist resiquimod (1-4 Amino
2-ethoxymethylimidazo 4,5C, R848; Sigma-Aldrich); a TLR9 agonist CpG (ODN 2006
MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany); a TLR5 agonist Flagellin from
Salmonella typhimurium (Sigma-Aldrich) or heat-killed Escherichia coli (ATCC® 11229
™) E. coli were cultured in thioglycollate medium (NIH Thioglycollate Broth, Himedia,
India) at 37°C for 48 h, washed twice in PBS and heated at 90°C for 30 min prior to use.
The number of bacteria was quantified by turbidity as previously described [30]. In some
experiments, cells were pretreated with 0.2 ng/MI IFN-y (R&D Systems, Minneapolis,
USA) for 2 h prior to addition of the stimuli. AP284 and BMDC were also stimulated
with gamma-irradiated Bacillus Calmette- Guérin (BCG, Statens Serum Institut,
Artilleivej, Denmark)

2.6. Determination of nitric oxide (NO) production

AP284 and BMDC (5x105) were stimulated with LPS or E. coli bacteria and
incubated for 24h. After this time, culture supernatant was collected and NO production
assessed by Griess method [31]. Briefly, culture supernatant (50 pL) was incubated with
an equal volume of the Griess reagent (0.5% sulfanilamide, 0.05% N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochoride and 2.5% ortho-phosphoric acid) for 10 min at
room temperature. The absorbance at 550 nm was determined in a microplate reader
(Multiskan, Thermo Labsystems, Finland). The results were expressed as uM of nitrite
based on a standard curve established with known concentrations of sodium nitrite

(NaNO2, Sigma-Aldrich) dissolved in culture medium with a detection limit of 1.5 uM.

2.7. Cytokine detection

Cytokine levels in the culture supernatants were measured by two-site sandwich
ELISA. The following antibodies pairs were used, and the second cited was biotinylated:
IL-12p40 (clones C17.8 and C15.6) and IL-12p70 (clones C18.2 and C17.15) were from
hybridomas donated by Dr. Giorgio Trinchieri (National Cancer Institute, Frederick, MD,
USA); IL-23, G23.8 (Biolegend) and C17.15; IFN-y (clones XMG 1.2 and ASN-18) were
from hybridomas donated by Dr. Ises Abrahamsohn (University of Sédo Paulo, Brazil).

Commercial kits were used for detection of IL-17 (R&D Systems), IL-10 (eBioscience),
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TNF-a (eBioscience), IL-6 (Invitrogen). Standard curves were obtained with recombinant
mouse cytokines (Biolegend). The reaction was developed with peroxidase-conjugated
streptavidin followed by the substrate TMB (Invitrogen) and the reaction was stopped
with H2SO4. The supernatants were tested in serial dilutions, and the results expressed as
the mean of duplicate determinations. The absorbance at 450 and 620 nm was determined
in an ELISA reader (Multiskan).

2.8. Viability analysis

AP284 cells were stimulated with LPS and IFN-y and incubated for 24h with
sterile MTT reagent [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide;
Sigma-Aldrich] [32] at 360C for 6 h. The reaction was stopped by the addition of 100 pL
of aqueous solution containing 50% dimethyl sulfoxide and 10% sodium dodecyl sulfate
to each well. The plate was incubated at 360C for 12 h, and the absorbance at 550 nm
was determined in an ELISA reader (Multiskan). AP284 were killed by heat at 60°C for

30 min to obtain the negative control.

2.9. Generation of BCG-specific lymphocytes and restimulation ex vivo DC

C57BL/6 mice were immunized with three doses of subcutaneous injections of
emulsified Freund's Complete Adjuvant (CFA-Sigma-Aldrich) at 21 day intervals. After
immunization, mice were euthanized for subsequent spleen extraction. Spleens were
disrupted macerated and cells were washed in PBS and subsequently treated with red
blood cells lysis solution (17 mM Tris-HCI + 0.144 M ammonium chloride pH 7.2) for 5
minutes. Cells were washed with PBS and cultured in 6-well plates with RPMI without
serum at 36°C for 2 h to allow macrophage adherence. Non-adherent cells, as source of
lymphocytes, were collected and 1x106 cells were cultured in a 24-well plate together
with AP284 (2x104) or BMDC (4x104) cells previously incubated for 24 h with 2 x 105
gamma-irradiated BCG. Non-adherent cells from spleens of non-immunized mice were
used as controls. After 72 h of culture, the supernatant was collected to evaluate the
production of 1L-17 and IFN-y.

2.10. Statistical analysis

Data are presented as mean xstandard deviation and compared for significance by
Student’s t-test or one-way ANOVA followed by Fisher’s test using Graph-Pad Prism
Software 6.0 (Inc. San Diego, CA, USA). The value of p < 0.05 is considered significant.
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3. Results
3.1. AP284 cells share more characteristics with dendritic cells than macrophages
AP284 cells were initially characterized as mature macrophages able to present
antigens and activate T lymphocytes [28]. As features of DC as exquisite antigen
presenting cells have been defined more extensively since then, we reanalyzed this cell
line and found that they share more characteristics with DC than macrophages. We
observed that, in culture, AP284 cells were weakly adherent and had long dendrites, in
particular after stimulation with Zymosan or LPS (Fig. S1A-D). Comparing cell surface
marker expression of mononuclear phagocytes present on the RAW264 cell line,
representing macrophages, BMDC, representing conventional DC and AP284 showed
that AP284 are closer to DC than macrophages. As observed in Fig 1, AP284 cells
express high levels of CD11c and MHC class Il. In addition, the DC subpopulation
markers 33D1 and CD209b was also observed in this cell line, which also expresses high
amounts of CD80 costimulatory molecule. In contrast, RAW264 macrophages do not
express significant levels of CD11c, 33D1 and MHC Il molecules, but express common
markers of mononuclear phagocytes such as the CD11b and the CD40 costimulatory
molecule, which are present on all cell types analyzed (Fig. 1). The Gr-1, CD8, CD4,
NK1.1 and B220 markers that may be present in DC subpopulations were absent in cell
populations tested (data not shown). Taken together, these data strongly suggest that
AP284 cells share more characteristics with dendritic cells than macrophages, in
particular by their spontaneous expression of MHC Il and costimulatory molecules.
Activation of DC by pathogens depends on the recognition of microbial molecules
that bind to standard recognition receptors, such as TLRs. AP284 cells express significant
levels of membrane TLR2 and TLR4 and intracellular TLR3, TLR7 and TLR9 ( Fig. S2).

3.2. AP284 cells produce high amounts of IL-12p40 after stimulation with different TLR
agonists
In addition to presenting specific antigens, DC must produce cytokines to induce

polarization and differentiation of T lymphocytes. To evaluate the cytokines produced by
AP284 cells and BMDC, cells were incubated with different TLR agonists at different
concentrations for 24h. In Fig. 2 we observed that LPS (TLR4 agonist), Zymosan (TLR2
agonist), FSL-1 (TLR2/TLR6 agonist), resiquimod (TLR7/TLR8 agonist) and flagellin
(TLR5 agonist) were able to induce a surprising production of IL-12p40 (above 500
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ng/mL). Except for flagellin, the same agonists also induced significant production of IL-
12p40 in BMDC, but in lower amounts (approximately 10 ng/mL). CpG (TRL9 agonist)
was not able to induce significant production of I1L-12p40 in our experiments. The IL-
12p40 subunit together with the IL-12p35 subunit forms the active 1L-12p70 which is
important for induction of a Thl response profile [33]. Interestingly, AP284 cells were
not able to produce IL-12p70 with any stimuli used. In contrast, BMDC produced IL-
12p70 after stimulation with LPS, Zymozan, FSL-1 and Resiquimod (Fig. S3 A-J). As
IFN-y induces 1L-12p35 subunit expression and favors the production of IL-12p70 [33],
AP284 and BMDC were primed for 2h with IFN-y and subsequently stimulated with LPS
or Escherichia coli. The whole pathogen E. coli was used because it could bind to a
higher number of PPRs and consequently increase the possibility for cytokine production.
Surprisingly, the priming with IFN-y followed by LPS or intact E. coli stimulation
inhibited the IL-12p40 production by AP284 cells and was not able to favor the IL-12p70
production (Fig. S4A and B). In contrast, the priming of BMDC with IFN-y stimulated
the production of 1L-12p40 and IL-12p70 (Fig. S4D and E). Inhibition of 1L-12p40
production in AP284 cells by IFN-y was not due to cell death (analyzed by MTT
metabolism), high production of NO or TNF-a, since AP284 cells remained alive after
stimulation with IFN-y (Fig. S5); NO production was similar for AP284 and BMDC cells
(Fig S6) and TNF-a production was also inhibited in AP284 after the addition of IFN-y
(Fig.S7).

3.3 AP284 cells produce IL-23 and IL-6 after stimulation with the different TLR agonists

The IL-23 is also a heterodimeric cytokine sharing the 1L-12p40 subunit with
IL-12p70. As AP284 cells can produce large amounts of I1L-12p40 but not 1L-12p70, we
evaluated whether IL-12p40 produced after stimulation with different TLR agonists was
related to 1L-23 synthesis.

Similar to what was observed for 1L-12p40, we observed that stimulation with
LPS, zymozan, FSL-1 and resiquimod was able to induce significant production of I1L- 23
by AP284 cells (Fig. 3). FSL-1 was the more efficient TLR agonist to induce expression
of IL-23 by AP284, reaching a production of around 10 ng/mL (Fig. 3C) and CpG did not
induce the production of IL-23 (Fig. 3E). These data demonstrate that part of IL-12p40
produced by AP284 cells is being used for IL-23 production. Unlike AP284 cells, the IL-
23 produced by BMDC did not reach statistical significance for any of stimuli used even

after priming with IFN-y (Fig. 3G-L and Fig.S4F). Similar to what was observed for the
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production of IL-12p40, the priming with IFN-y also inhibited the I1L-23 production in
AP284 cells (Fig. S4A and C).

Since IL-23 is a cytokine related to the polarization and differentiation of Th17
cells, and AP284 cells are able to produce IL-23 but not I1L-12p70, we investigated the
ability of AP284 cells to produce IL-6, another key cytokine related to Th17 generation.
Both AP284 and BMDC produced high levels of IL-6 after stimulation with all TLR
agonists (Fig. 4A-K), and the amounts of IL-6 produced by both cell types are similar.
These data suggest that AP284 cells might have more potential to generate Th17- rather
than Thl cells.

3.4. AP284 cells restimulate Th17 cells ex vivo but not a Thl cells.

In order to evaluate which T cell profile the AP284 cells are able to enforce,
C57BL/6 mice were immunized repeatedly with CFA. After 21 days the spleen was
removed and non-adherent cells, representing primarily lymphocytes, were cultured with
AP284 or BMDC in presence or absence of BCG for 72 h, and the cytokines IL- 17, IFN-
vy and IL-10 were assayed by ELISA (Fig. 5). Both AP284 and BMDC were able to
increase the production of IL-17 by non-adherent spleen cells from CFA immunized mice
when BCG was added in culture (Fig 5A and D). In contrast, only BMDC were able to
increase the production of IFN-y by CFA-immunized non-adherent spleen cells, while
AP284 cells significantly inhibited IFN-y production (Fig 5B and E). In addition, both
AP284 cells and BMDC failed to increase IL-10 production by immunized spleen cells
above the spontaneous level of production (Fig 5C and F).

4. Discussion

In this study we identified the cell line AP284, formerly characterized as
macrophage [28], as a dendritic cell line with unique antigen-presenting features. Our
new data show that AP284 cells share more phenotypic characteristics with myeloid DC
than with macrophages. It was also previously described that AP284 cells were able to
capture antigens and present them to T lymphocyte clones, inducing their proliferation, in
accordance with the notion that this is a dendritic cell line [28]. Activation of naive CD4+
T lymphocytes depends on the expression of MHC class Il molecules and costimulatory
molecules by mature DC such as CD40, CD80 and CD86 [3], and we show that AP284
cells express MHC class 1l, CD40 and CD80 molecules, indicating that they have
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characteristics of mature DC. This contrasts with the phenotype of the RAW264
macrophage cell line, which only showed CD40 expression.

The origin of this cell line from mouse spleen can be the reason for the expression
of the DC markers 33D1 and CD1l1c. The 33D1 marker was reported in a large
population of myeloid DC from spleen that are 33D1+CD11bint [34] and preferentially
stimulate CD4+ T cells based upon their unique migratory profile in the T cell zone of
the white pulp [35].

To recognize and present pathogen antigens, DC must express PRRs that bind to
PAMPs [36], which is crucial for activation and maturation of DC [37]. AP284 cells
express high levels of extracellular TLR2 and TLR4 and intracellular TLR3, TLR7 and
TLR9 showing that they can recognize different group of pathogens from extracellular
fungi and bacteria to intracellular virus. The ability of AP284 cells to respond to PAMPs
was confirmed by the cytokines secreted when TLR agonists were used. The profile of
cytokines produced by DC is crucial to define the fate of activated T lymphocytes.
Among these, the group of cytokines belonging to the IL-12 family deserves special
attention due to their action in the skewing and maintenance of major profiles of Th cells
[12]. IL-12p70 and 1L-23 are members of the IL-12 family sharing the IL-12p40 subunit,
and are secreted primarily by activated DC. [12]. It was shown before that murine BMDC
are able to produce significant amounts of IL-12p40 when stimulated with LPS,
resiquimod, CpG, zymosan and FSL-1, a finding that we could confirm here [38-41]. IL-
12p40 is generally produced in excess when compared to the IL-12p70 heterodimer, and
free 1L-12p40 can be produced 10 to 1000 times more than IL-12p35 [42, 43].
Interestingly, AP284 cells produce 10-100 times more IL-12p40 than BMDC do, but
were unable to produce IL-12p70, even after IFN-[J stimulation. It is important to
emphasize that some biological functions have been identified for the IL- 12p40 subunit,
such as the induction of NO production by mouse microglial cells [31] and inhibition of
the expression of FOXP3 in murine spleen T cells, indicating a role in Treg-mediated
suppression [32]. However, we did not observe alterations in the production of NO by
stimulated AP284 cells or 1L-10 when AP284 cells were used to stimulate BCG
immunized spleen cells. The explanation for this remarkably strong production of IL-
12p40 by AP284 cells is a matter for further study and several mechanisms can be
involved. This regulation may involve proteins such as p38 or microRNA such as miR
128 that modulate the expression of 1L-12p40 [44].
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We were unable to explain the absence of 1L-12p70 production by AP284 cells. It
was suggested before that a second stimulus, such as IFN-y, is necessary for IL-12p70
production by DC [45]. IFN-y participates in transcriptional activation of the 1L-12p35
subunit and favors IL-12p70 production [46]. In the present study we found that BMDC
produce 1L-12p70 independent of IFN-y, as was also demonstrated by others [40, 41, 44].
Additionally, IFN-y increased 1L-12p70 production by BMDC, but not by AP284 cells.
Our data suggest that the excessive production of 1L-12p40 may be associated with the
production of the pl9 subunit, forming active 1L-23. Alternativelly, IL-12p40 may
associate in a homodimer form to generate IL-12p80 that binds to the IL-12 receptor, but
has an antagonistic function [47].

While the production of IL-12p70 by DC is important for the generation of a Thl
profile, the cytokines TGF-p and IL-6 are required for differentiation of Th17 cells. 1L-23
is critical for stabilization and maintenance of this response [10]. All TLR stimuli used
were able to induce significant production of IL-6 and IL-23 by AP284 cells at similar
levels as BMDC. Together, these results indicate that AP284 cells are DC involved in
generation and amplification of a Th17 profile.

Studies by Wang and He [48] showed that immunization of mice with CFA for
three weeks induced a mixed Th17- and Th1 profile with IL-17 and IFN-y production by
spleen cells. We used non-adherent spleen cells from CFA-immunized mice as
responders to BCG processed and presented by AP284 or BMDC. While BMDC
supported both IFN-y and IL-17 production, AP284 cells were able to induce IL-17
production, but not IFN-y production under these same conditions. This is in agreement
with our previous data, which showed that AP284 cells are not able to produce IL-
12p70, which is the cytokine critical for the generation of the Thl response. In this
model, both AP284 cells and BMDC were not able to increase IL-10 production beyond
the level produced spontaneously by non-adherent splenocytes from immunized mice.

In our experiments we did not evaluate whether IL17 and IFN-y came from
different lymphocytes or from a Th17.1 population. However, it is possible that BMDC
may stimulate Th17.1, while AP284 only stimulate Th17 cells that might even become
more suppressive than pro-inflammatory [49].

Taken together, our data support the idea that AP284 cells are a new DC line
associated with the Th17 rather than Th1l type response. Additionally this cell line can be

an important tool to improve the knowledge about factors and cellular interactions
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responsible for the induction of IL-12p40 and IL-23 and could be used to clarify the
molecular pathways involved in the production of these cytokines. We also suggest that
AP284 cells may be useful for the testing of new inhibitory or stimulatory drugs of IL-
12p40 and IL-23.

CONCLUSION

In summary, our data provide evidence that AP284 cells constitute a newly
identified DC line harboring several TLRs and producing surprising amount of IL-
12p40. The 1L-12p40 production is related to IL-23 formation but not 1L-12p70. AP284
cells are also able to produce IL-6 and favor development of a Th17 profile. We believe
that this new DC line may be useful for a better understanding of factors and cellular
interactions responsible for the induction of 1L-12p40 and IL-23 and test new drugs that

may potentially inhibit or stimulate these cytokines
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Figure Legends

Figure 1: Expression of cell surface markers on AP284, BMDC and RAW?264 cells.
AP284, BMDC, and RAW?264 cells were incubated with antibodies for 33D1, CD1l1c,
CD11b, CD107b, CD40, CD80, MHC class Il and CD209b for analysis by flow

cytometry. The histograms show the fluorescence intensity of a representative experiment
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from three independent experiments of the cells labeled with control isotype (red) and
specific antibody (black).

Figura 2: AP284 cells produce high amount of 1L-12p40 after stimulation with TLR
agonists. AP284 cells (A-F) and BMDC (G-L) were stimulated with TLR agonists
lipopolysaccharide (LPS); zymosan (Zy); Pam2CGDPKHPKSF (FSL-1); resiquimod
(resiq) CpG-ODN (CPG) and flagellin (flag) at different concentrations for 24 h and
production of IL-12p40 was evaluated by ELISA. The bars represent the mean £ SD of
cytokine production from three independent experiments * indicates statistical difference
between unstimulated (CT) and cells stimulated with TLR agonists by oneway ANOVA
followed by Fisher’s (p <0.05).

Figure 3: AP284 cells produce IL-23 after stimulation with TLR agonists. AP284
cells (A-F) and BMDC (G-L) were stimulated with TLRs agonists lipopolysaccharide
(LPS); zymosan (Zy); Pam2CGDPKHPKSF (FSL-1); resiquimod (resiq) CpG-ODN
(CPG) and flagellin (flag) at different concentrations for 24 h and production of IL-23
was evaluated by ELISA. The bars represent the mean + SD of cytokine production from
three independent experiments. * indicates statistical difference between unstimulated
(CT) and cells stimulated with TLR agonists by one-way ANOVA followed by Fisher’s
(p <0.05).

Figure 4: AP284 cells produce IL-6 after stimulation with TLRs agonists. AP284
cells (A-F) and BMDC (G-K) were stimulated with TLRs agonists lipopolysaccharide
(LPS); zymosan (Zy); Pam2CGDPKHPKSF (FSL-1); resiquimod (resiq) CpG-ODN
(CPG) and flagellin (flag) at different concentrations for 24 h and production of IL-6 was
evaluated by ELISA. The bars represent mean + SD of three independent experiments. *
indicates statistical difference between unstimulated (CT) and cells stimulated with TLR
agonists by one-way ANOVA followed by Fisher’s (p <0.05).

Figure 5: AP284 cells increase production of IL-17 by CFA-immunized spleen cells.
Spleen cells from C57BL/6 mice immunized with CFA or spleen cells from
unimmunized mice were stimulated in vitro with gamma-irradiated BCG for 72h in
presence or absence of AP284 or BMDC. Production of IL-17, IFN-y and IL-10 was
evaluated in culture supernatant by ELISA. The bars represent mean = SD of three
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independent experiments. * indicates statistical difference between unstimulated (CT)
and cells stimulated one-way ANOVA followed by Fisher’s (p<0,05).

Supplementary Figure 1: Morphology of AP284 cells before and after stimulation
with LPS or Zymosan. AP284 cells were cultured for 24 h in the absence (A and C) or
presence of 0.4 pg /mL Zymosan (B) or 0.2 ug /mL LPS (D). The figures show the

morphological changes observed under inverted microscope.

Supplementary Figure 2: Expression of different TLRs in AP284 cells. AP284 were
cultured for 24 h and labeled with specific antibodies for TLR2, TLR4, TLR3, TLR5,
TLR7 and TLR9. The histograms represent isotype control (red) and specific antibody
(black).

Supplementary Figure 3: AP284 cells fail to produce IL-12p70 after stimulation
with TLR agonists. AP284 cells (A-F) and BMDC (G- L) were cultured with different
TLR agonists for 24 h to evaluate the production of I1L-12p70. Cytokine production was
assessed by ELISA. The bars represent the mean + SD of cytokine production from three
independent experiments * indicates statistical difference between un stimulated (CT)
and stimulated cells by one-way ANOVA followed by Fisher’s (p<0.05).

Supplementary Figure 4: Priming with IFN-y inhibits IL-12p40, IL-12p70 and IL-
23 production by AP284 cells. AP284 cells (A-C) and BMDC (D-F). were primed with
IFN-y for 2 h followed by addition of LPS or heated-killed Esherichia coli for 24 h.
Production of IL-12p40 (A, D) IL-12p70 (B, E) and IL-23 (C, F) was evaluated by the
ELISA. The bars represent the mean = SD of cytokine production from three independent
experiments. * indicates statistical difference between unstimulated (CT) and stimulated
cells by one-way ANOVA followed by Fisher’s (p<0.05). ND not detectable.

Supplementary Figure 5: Viability of AP284 cells was maintained after INF-y
priming. AP284 cells were primed with IFN-y for 2 h followed by addition of LPS 24 h.
After this period MTT was added and cells remained in culture for 6h in culture. A
solution of 10% SDS was added for crystal dissolution for 12 h. Cells cultured at 600C

for 30 min was used as control of dead cells. The bars represent the percentage of viable
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cells from three independent experiments. * indicates statistical difference between heat
killed cells and live cells by one-way ANOVA followed by Fisher’s (p<0.05).

Supplementary Figure 6: Nitric oxide production is similar between AP284 cells and
BMDC after stimulation with IFN-y and LPS. AP284 cells and BMDC were primed
with IFN-y for 2 h followed by addition of LPS or E. coli 24h to evaluate NO production.
The bars represent the amount of nitrite in culture as determined in three independent
experiments. * indicates statistical difference by one-way ANOVA followed by Fisher’s
(p<0.05).

Supplementary Figure 7: Priming with IFN-y inhibits TNF-a production by AP284
cells. AP284 cells were primed with IFN-y for 2 h followed by addition of LPS for 24 h.
Production of TNF-a was evaluated by the ELISA. The bars represent the mean + SD of
cytokine production from three independent experiments. * indicates statistical difference
by one-way ANOVA followed by Fisher’s (p<0.05).
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Resumo

Células dendriticas (DCs) séo células chave do sistema imune e possuem um
importante papel de ligar a imunidade inata a imunidade adquirida. A principal forma de
se obter DCs para estudos derivando estas células de precusrores é do sangue periférico
da medula 6ssea. Porém, porém ambos os procedimentos trazem desvantagens e sao
trabalhosos. A utilizacdo de DCs murinas imortalizadas constitui uma excelente
alternativa, uma vez que estas células sdo de facil cultivo e podem ser congeladas por
longos pertodos. Uma variedade de DCs imortalizadas ja foram descritas e todas as
apresentam as caracteristicas fundamentais de DCs, como prolongamentos de
membranas, perfil pouco aderente em cultura, expressdo de moléculas de MHC e
moléculas co-estimuladoras. Grande parte destas células imortalizadas foi obtida por
insercdo de retrovirus oncogénicos, gerando células que podem ser ou ndo dependentes
de fatores de crescimento. Outras sdo mantidas com fatores de crescimento, mas nao
possuem oncogenes. Outras ainda sdo derivadas de tumores espontaneos e sdo as de mais
facil manutencdo. Nesta revisdo serdo comparadas as diversas caracteristicas das DCs
murinas imortalizadas descritas até hoje, como origem, marcadores e citocinas

produzidas.
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Introducéo

As Células dendriticas (DCs) sdo responsaveis por iniciar a resposta imune
adquirida, pois possuem o importante papel de capturar e apresentar antigenos a linfocitos T
virgens. A apresentacdo de antigenos por DCs ocorre através de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade MHC de classe | ou Il, que s&o menos expressos quando
DCs apresentam um perfil imaturo e mais expressos apos o seu amadurecimento. Além
disso, DCs maduras possuem uma maior expressdo de moléculas co-estimuladoras como
DC80 e CD86, o que potencializa a capacidade dessas células em ativar linfécitos T virgens
(Young, Koulova et al. 1992, Shortman and Liu 2002).

DCs ndo s6 possui a capacidade de iniciar a resposta de linfécitos, como também
a de induzir a geracdo de diferentes perfis destas células. Essa diferenciacdo depende
principalmente das citocinas produzidas no ambiente de ativacdo dos linfécitos T,
especialmente aquelas produzidas por DCs (Ganguly, Haak et al. 2013). A IL-12 e IFN-y
sdo as principais citocinas que induzem a diferenciacdo do perfil de resposta Thl. A IL-
12 é produzida principalmente por DCs e 0 IFN-y ¢é produzido inicialmente por células
NK. Posteriormente, a principal fonte de IFN-y passa a ser os proprios linfocitos Thl
(Yamane and Paul 2013).

A IL-4 é importante para a ativacdo do perfil de linfocitos Th2, porém esta
citocina ndo é produzida por DCs (Goswami and Kaplan 2011). Alguns estudos relatam
que a diferenciacdo de linfocitos Th2 é induzida a partir da IL-4 produzida por mastdcitos
e outras células da imunidade inata ou durante processos alérgicos. Posteriormente, a
principal fonte de IL-4 também passa a ser os proprios linfocitos Th2 (Holgate 2012). O
perfil Th17 é gerado a partir das citocinas TGF-$ e IL-6, que assim como a IL-12 sdo
produzidas principalmente por DCs. A principal citocina produzida pelo perfil de
resposta Th17 é a IL-17 (Bettelli, Carrier et al. 2006). A 1L-23 produzida por DCs é uma
citocina que tem sido descrita como importante para manutencdo e amplificagdo deste
ultimo perfil (Espinosa and Rivera 2012, Hargadon 2013).

DCs funcionam como células sentinelas e estdo distribuidas em locais estratégicos
para o reconhecimento e captura de micro-organismos (Banchereau and Steinman 1998).
Elas vém recebendo diferentes classificacbes ao longo do tempo, pois podem
desempenhar diferentes funcGes de acordo com o local em que estejam e podem
expressar diferentes marcadores em suas superficies, além disso, DCs podem ter origem
de diferentes progenitores. Sendo assim, algumas populagdes ja classificadas sdo as DCs

classicas ou convencionais (cDCs), células dendriticas plasmocitdides (pDCs), células de
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Langerhans na pele (LC), células dendriticas derivadas de mondcitos (moDC) e celulas
dendriticas inflamatdrias (inf-DC) (Guilliams, Henri et al. 2010, Austyn 2016)

Devido as importantes fungdes desempenhadas por DCs, elas sdo amplamente
utilizadas em pesquisas cientificas. Para o estudo em laboratorios, DCs podem ser obtidas
a partir de mondcitos do sangue periférico de humanos ou a partir da extracdo da medula
6ssea de camundongos (Chopin, Allan et al. 2012). Em relacdo a esta ultima abordagem,
sabe-se que ndo é possivel recuperar uma quantidade satisfatoria de DCs para alguns
experimentos e que isso leva a eutanasia de muitos animais (Guo, Zhou et al. 2016).
Algumas linhagens de DCs com perfil imortalizado vém sendo geradas para facilitar o
estudo destas células em laboratério. Estas linhagens tém sido uma alternativa para
superar as dificuldades de obtencéo de uma quantidade satisfatoria de DCs e consequente
diminuicdo da eutanasia de animais. Além disso, estas linhagens podem ser cultivadas in
vitro de acordo com os padr@es classicos de cultivo e mantidas em cultura por um longo
tempo (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012).

A disponibilidade de diferentes populacGes de DCs imortalizadas para estudos é
de grande relevancia, uma vez que elas podem disparar diferentes perfis de reposta
imune, produzir diferentes tipos de citocinas e apresentarem diferentes estagios de
maturagdo. Todas estas variacdes contribuem para uma melhor compreensdo destas
células e possibilita a manipulacdo do seu comportamento in vitro e in vivo para alterar a
resposta imune adquirida desejada, inclusive para a elaboracdo de vacinas eficientes.
Como existe uma grande variedade de DCs murinas imortalizadas descritas, esta revisao
tem o objetivo de comparar estas diferentes linhagens de DCs. Relatamos aqui como
estas células foram originadas e quais as suas principais caracteristicas fenotipicas e quais
as principais citocinas que elas produzem. Destacamos também a mais recente DC

imortalizada descrita, AP284 e seu papel na inducdo de uma resposta Th17.

Linhagens de DC murinas geradas pela utilizacdo da insercdo de retrovirus
oncogénicos independentes de fatores de crescimento.

A geracdo de DC imortalizadas teve inicio em 1993 (Paglia, Girolomoni et al.
1993), tendo como referéncia as metodologias para geracdo de macrofagos imortalizados
(Ricciardi-Castagnoli and Paglia 1992). A primeira DC imortalizada descrita foi a CB1
originada de camundongos DBA/2. As células CB1 foram geradas a partir da utilizacéo
de retrovirus recombinantes possuindo o v-myCMH2, um oncogene aviario. O genoma

retroviral foi clonado e transfectado em células do bagco de camundongos DBA/2 em
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cultura, as quais expressavam a molécula co-estimuladora B7 e a molécula de adeséo
ICAM-1(Paglia, Girolomoni et al. 1993).

Células CB1 apresentam alta expressao de moléculas MHC I, uma expressao
intermediaria ou alta de moléculas MHC 11 e alta expressao de CD86 (Paglia, Girolomoni
et al. 1993). Elas sdo capazes de estimular a proliferagdo de linfécitos T, induzindo uma
reacdo mista de linfécitos (MLR). O estimulo com GM-CSF, tem a capacidade de
aumentar a capacidade de ativacdo de linfocitos por células CB1 e ap0s serem
estimuladas, elas passam a apresentar um perfil maduro, com maior expressao de
moléculas co-estimuladoras e MHC 11 (Paglia, Girolomoni et al. 1993).

Outra linhagem de DC gerada de forma semelhante foi a linhagem D2SC/1. A
linhagem D2SC/1 foi isolada a partir de camundongos BALB/c, seguindo protocolo
semelhante a geracdo das células CB1 (Granucci, Girolomoni et al. 1994). Esta linhagem
de DC também ¢é caracterizada por expressar moléculas de superficies caracteristicas de
DCs e também possuem a capacidade de estimular linfécitos in vitro (Granucci,
Girolomoni et al. 1994). Células D2SC/1, assim como células CB1, possuem alta
expressao de molécula de MHC 1 e intermediéria a alta expressdo de moléculas MHC 11,
porém, menor expressdo de CD86, sendo caracterizada com um perfil semi-maduro
(Granucci, Girolomoni et al. 1994).

Outra linhagem de DC imortalizada pela utilizacdo da metodologia de oncogene
retroviral foi a FSDC obtidas de camundongos ap6s o cruzamento C57BI/6 x DBA/2 Fl
(Girolomoni, Lutz et al. 1995). Estas células foram geradas para se obter populacfes de
DC que se assemelhassem as células de Langerhans na pele (LC) e substituir aquelas
derivadas a partir de progenitores da medula dssea (Guilliams, Henri et al. 2010). A
infeccdo de células da epiderme retiradas de fetos de camundongos foi feita em cultura
com o vetor retroviral MIB-YN11 recombinate, (Girolomoni, Lutz et al. 1995).

As FSDCs apresentam dendritos em suas membranas, sdo pouco aderentes
inicialmente e tornam-se mais aderentes com o passar dos dias em cultura. Elas
apresentam baixa expressdo do receptor scavenger, como ocorre com as LCs, e
compartilham caracteristicas entre DCs e macr6fagos como a alta capacidade de
proliferar na presenca de GM-CSF, mas baixa na presenca de M-CSF. Células FSDC,
apresentam um perfil mais imaturo que as células CB1 e D2SC/1, sendo reportada uma
baixa expressdo de moléculas de MHC | e MHC 11, baixa expressdao de moléculas co-
estimuladoras CD86 e auséncia de CD80. Normalmente, sdo capazes de estimular poucos

linfocitos T, fortalecendo a ideia que se apresentam em um estagio imaturo, porém, sao
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capazes de ativar linfocitos T eficientemente apds estimulos com GM-CSF e IFN-y,
sugerido que podem amadurecer apos estes estimulos (Girolomoni, Lutz et al. 1995).

A linhagem tsDC foi gerada a partir de camundongo transgénico com inser¢do do
gene da oncoproteina termo sensitiva do virus de simios 40 (SV40) sob o controle do
promotor de MHC 1l e retrocruzado em camundongos da linhagem CBA. Como a
proteina é termolabil, observa-se proliferacdo celular na temperatura de 33°C, mas nédo
em temperaturas iguais ou superiores a 37°C (Volkmann, Neefjes et al. 1996). Na
temperatura de 33°C, as células tsDC exibem caracteristicas de células imaturas e ap0s
mudanca de temperatura para 39°C, elas param de se dividir e aumentam a expressdo de
alguns marcadores de superficie como CD80 CD40 e CD11c (Volkmann, Neefjes et al.
1996). Na temperatura de 37°C, estas células ndo expressam moléculas de MHC | e
possuem de baixa a intermediaria expressdao de moléculas de MHC Il, CD40, CD80 e
CD86 (Volkmann, Neefjes et al. 1996, Hargadon 2016). Células tsDCs também séo
capazes em apresentar antigenos e ativar linfocitos T de maneira dependente da ligacdo a
CD28 (Volkmann, Neefjes et al. 1996).

Linhagens de DC murinas geradas pela utilizacdo da insercdo de retrovirus
oncogénicos dependentes de fator de crescimento

Algumas linhagens de DCs murinas, além de serem geradas pela insercdo de
oncogenes, necessitam de fatores de crescimento para sua proliferacdo. A linhagem
DC2.4 foi obtida da medula 6ssea de camundongos C57/BL6 e depende da adicdo de
GM-CSF para a sua proliferacdo. Células DC2.4 estdo dentre as DCS mais bem
caracterizadas até o0 momento (Shen, Reznikoff et al. 1997, Hargadon 2016). Os clones de
DC2.4 possuem caracteristicas fenotipicas semelhantes a DCs convencionais, apresentam
longos dendritos de membrana e possuem um perfil em cultura de células aderentes ou
flutuantes. Elas sdo capazes de sobreviver em cultura por até 6 meses e podem ser
congeladas apds este prazo (Shen, Reznikoff et al. 1997). Esta linhagem também
apresenta caracteristica semi-madura em repouso, porém, € capaz de aumentar a
expressao de moléculas de MHC e moléculas co-estimuladoras apds estimulos com
citocinas ou estimulos com agonistas de TLRs (Brown, Zhang et al. 2000, Rhule, Rase et
al. 2008, Hargadon 2013). Células DC2.4 possuem alta expressdo de moléculas MHC | e
expressao baixa ou intermediaria de moléculas MHC Il, CD80 e CD86 (Hargadon 2016).

Dentre os ensaios funcionais das células DC2.4 destaca-se a capacidade dessas

células capturar, processar e apresentar os antigenos do virus recombinante da varicela de
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aves e raposa (rFWPV) em moléculas de MHC | para ativar linfécitos T apés infec¢do. A
infeccdo com rFWPV, por sua vez aumenta a expressao de moléculas co-estimuladoras
por DC2.4 (Brown, Zhang et al. 2000). Células DC2.4 também mostraram-se eficientes
em na apresentacdo cruzada de antigenos exdgenos a linfécitos T, contribuindo para
ampliar os conhecimentos sobre esta forma de apresentacdo para potencializagdo de
ativacdo do sistema imune (Imai, Hasegawa et al. 2005). Células DC2.4 também foram
utilizados em estudos com células tumorais, sendo demonstrado que células de melanoma
foram capazes de inibir a maturacdo de DC2.4 evidenciado pela diminuicdo da expressao
de moléculas co- estimuladoras e de MHC 11 (Hargadon, Forrest et al. 2012).

A linhagem SVDC foi gerada de forma semelhante & tsDC de camundongo
transgénico com a oncoproteina T grande do SV40. Entretanto, acélulas SVDC foram
isoladas da medula Ossea de camundongos retrocruzados na linhagem C57BL/6. Ao
contrério da tsDC, células SVDC precisam de GM-CSF em cultura para a sua
proliferacdo. O fendtipo das células SVDC é similar ao fenotipo da tsDC a 33 °C
(Ebihara, Endo et al. 2004). Elas possuem um perfil viavel por até 12 meses em cultura
sdo capazes de induzir a proliferacdo de células T e producdo de anticorpos especificos
quando tratadas com OVA in vivo (Ebihara, Endo et al. 2004). A linhagem SVDC possui
alta expressdo de moléculas de MHC | e moderada expressdo de moléculas de MHC I,
ndo expressam a molécula CD40, mas expressam moléculas CD80 e CD86 de forma

intermedidria e alta respectivamente (Hargadon 2016).

Linhagens de DCs murina dependentes de fator de crescimento

A geracdo de DCs pela insercao de oncogenes virais pode estar diretamente ligado
ao fato de que a maioria dessas linhagens ja possui um perfil semi-maduro, isso devido a
interferéncia viral (Hargadon 2016). Para superar este impasse e diminuir a interferéncia
de constituintes virais nas DCs, vérias outras linhagens foram geradas de forma
totalmente dependente de fatores de crescimento (Hargadon 2016). A linhagem de DC
denominada D1 foi a primeira linhagem de DC gerada dependente de fator de
crescimento. Esta linhagem foi isolada a partir do bago de camundongos C57BL/6
adultos e em cultura foram suplementadas com GM-CSF mais sobrenadante de
fibroblastos NIH-3T3. Ceélulas D1 apresentam um perfil imaturo inicialmente e podem
ser cultivadas in vitro por mais de 12 meses (Winzler, Rovere et al. 1997).

Os estudos iniciais com células D1 permitiram identificar pelo menos trés estagios

de maturacdo das DC. Células no estagio 1 foram caracterizadas como aderentes, com
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alta taxa de proliferacdo e poucos dendritos. Neste primeiro estagio, células D1
apresentam baixa expressdo da molécula CD40 e B7 e possuem alta capacidade de
captacdo e processamento de antigenos (Winzler, Rovere et al. 1997). Células D1 passam
do estagio 1 para o estagio 2 apds serem estimuladas por bactérias vivas ou agonistas de
TLRs, passando a produzir citocinas pré inflamatérias. Neste estdgio, ha baixa
capacidade proliferativa das células, alta motilidade, perda de aderéncia, maior projecdes
de membranas e aumento da expressdo de moléculas co-estimuladoras (Winzler, Rovere
et al. 1997). No estagio 3, células D1 demonstram incapacidade de proliferar e ao serem
congeladas neste estidgio, permanecem com o mesmo perfil maduro apds
descongelamento, logo entrando em apoptose, concluindo que células nos estagios 2
conservam genes de proliferacdo e renovacdo (Winzler, Rovere et al. 1997).

A linhagem D1 imatura é util nos estudos dos mecanismos de apresentacdo
cruzada (Rodriguez, Regnault et al. 1999, Guermonprez, Saveanu et al. 2003), ativagdo
de células Th e CTL (Schuurhuis, Laban et al. 2000) e regulacdo da producdo de
exossomos. Células D1 no estagio maduro sdo Uteis para geracdo de memoria induzidas
por DC (Thery, Regnault et al. 1999).

Outra linhagem de DC imortalizada dependente de fatores de crescimneto é a
JAWSII, derivadas da medula éssea de camundongos C57BL/6 deficientes no gene p53,
um gene supressor de tumores (Jiang, Shen et al. 2008). Células JAWSII possuem um
perfil imaturo, porém sdo capazes de amadurecer apds infeccdo por clamidia e induzir
uma resposta protetora contra esta bactéria. Além disso, apds os estimulos com clamidia,
esta linhagem aumenta expressdo de moléculas co-estimuladoras e sdo capazes de induzir
a producdo de citocinas pro-inflamatdrias por linfécitos T (Jiang, Shen et al. 2008).
Células JAWSII possuem uma sobrevida de 50% a 80% maior apds infeccdo por
clamidia em comparacdo com BMDCs (Jiang, Shen et al. 2008) e tem sido utilizada para
0 estudo de resposta imune contra tumores e em vacinas (Otsu, Gotoh et al. 2006).

Outra linhagem de DC é a denominada SP37A3 obtida a partir de esplendécitos de
camundongos C57BL/6 dependente de M-CSF e GM-CSF (Bros, Jahrling et al. 2007).
Células SP37A3 possuem fenotipo de DCs imaturas e podem amadurecer apés estimulos
com citocinas pré-inflamatorias, além de serem capazes de ativar linfécitos T (Bros,
Jahrling et al. 2007). Esta linhagem em seu estado imaturo, apresenta baixa expresséo de
moléculas MHC | e média expressdo de MHC Il, apresentando também baixa expressao
de moléculas co-estimuladoras, como CD40, CD80 e CD86 (Hargadon 2016).
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Algumas linhagens de DCs dependentes de fatores de crescimento foram
originadas a partir de pele de camundongos (Hargadon 2016). As células 80/1 e 86/2
foram obtidas a partir da epiderme de fetos de camundongos C3H. A geracdo destas
linhagens foi induzida por ativacdo com GM-CSF, IL-2 e ConA, sendo que esta linhagem
pode ser mantidas por mais de dois anos em cultura depende da presenca destes fatores de
crescimento. Dentre as suas caracteristicas destaca-se a capacidade de ativar células
TCDB8+, devido a elevada expressdo de moléculas de MHC I, porém, elas sdo incapazes
de ativar celulas TCD4+, pois ndo expressam MHC IlI. As linhagens 80/1 e 86/2 exibem
morfologia semelhante as outras DCs descritas anteriores, como a presenca de
prolongamentos semelhantes a dendritos em suas membranas. A auséncia de moléculas
de MHC Il nestas células indica um perfil celular parecido com LCs fetal (Elbe,
Schleischitz et al. 1994).

Outras linhagens com perfil semelhante a LCs foram obtidas da epiderme de
camundongos BALB/c e camundongos A/J na presenca de GM-CSF e sobrenadante de
fibroblastos NS47 (Ariizumi, Shen et al. 2000). Estas linhagens foram denominadas
como séries XS. Estudos com a linhagem XS52 tém contribuido para o conhecimento
molecular das DC, uma vez que o intuito de avaliar a expressdao génica em DCs e
macrdfagos J744, foram construidas bibliotecas de cDNA, onde foi verificado que a
linhagem XS52 expressa genes especificos, que ndo estdo presentes em macrofagos J744.
O principal gene verificado foi o gene para dectina-1, um receptor que reconhece
moléculas fangicas. Foi visto que dectina-1 nesta linhagem de DC funcionou como uma
molécula co-estimuladora, aumentando a interacdo desta linhagem com linfocitos T e

aumentando a ativacao destes linfocitos (Ariizumi, Shen et al. 2000).

Linhagens de DCs murina derivadas de tumores

Algumas celulas com perfil de DCs podem ser isoladas a partir de tumores. Além
de essas células possuirem a vantagem de crescerem como todas as demais descritas, elas
ndo necessitam de nenhum fator de crescimento para sua manutencdo em cultura e podem
ser mantidas por longos periodos. A linhagem CY15 foi isolada de um histiocitoma de
camundongos C57BL/6 deficientes para IFN-y que sofreram metastase para o bago
(Hargadon 2016). A partir de analises mais detalhadas destas células tumorais, foi visto
sua capacidade em capturar e apresentar antigenos, além de produzirem citocinas

(Kammertoens, Willebrand et al. 2005). Células CY15 possuem um perfil imaturo, com
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uma baixa expressdo de moléculas MHC | e MHC Il e também uma baixa expresséo de
moléculas co-estimuladoras (Kammertoens, Willebrand et al. 2005).

A linhagem mutuDC foi isolada de camundongos C57BI/6 transgénicos para
SVAOLT a partir de um tumor do baco(Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012). Células
mutuDC sdo eficientes na apresentacdo cruzada de antigenos, pois possuem alta
expressdo tanto de moléculas MHC | quanto MHC I, além de serem positivas para as
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 e CD86 (Hargadon 2016). Apds 50 passagens
da linhagem em cultura, as mesmas se tornam inviaveis para 0 uso, pois perdem a sua
capacidade de produzir algumas citocinas e se tornam menos eficientes na ativacdo de
linfocitos T (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012). A linhagem mutuDCs pode ser
modificada por lentivirus para producdo de proteinas de interesse relacionadas a DC,
como geracdo de linhagens positivas para TLRs especificos, bem como linhagens que
expressam fatores de transcrigdes também especificos. Estas abordagens contribuem para
a melhor compreensdo do comportamento de DC in vitro e sua utilizag&o in vivo (Fuertes
Marraco, Grosjean et al. 2012).

A mais recente linhagem de DC de origem tumoral descrita é a AP284. As células
AP284 foram obtidas de um tumor espontaneo do baco de um camundongo macho (F1:
C57bL/6 X CBA-H2b/q) (Klasen, de Jong et al. 1988). Estas células foram descritas
inicialmente como macréfagos maduros, porém, em um estudo recente foi demonstrado
que células AP284 possuem caracteristicas fenotipicas semelhantes a DC, como
prolongamentos semelhantes a dendritos nas membranas, alta expressdo de MHC 1l e
capacidade de apresentar antigenos para linfécitos T de forma eficiente (Klasen, de Jong
et al. 1988) (Oliveira et al., Submetido)

Células AP284 sdo capazes de responder a varios agonistas de TLRs em cultura, o
que leva a sua ativacdo e aumento de projecdes em suas membranas e estes estimulos séo
capazes de induzir o aumento da producdo de uma variedade de citocinas por estas
células (Oliveira et al., Submetido). A linhagem AP284 ¢ facilmente mantida em cultura,
uma vez que possuem aderéncia intermediaria, podem ser mantidas por um longo
periodo, havendo recuperacdo de um grande numero das células. Além do mais, células
AP284 podem ser mantidas por anos congeladas sem perder a sua capacidade
proliferativa e caracteristicas iniciais (Oliveira et al., Submetido).
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Marcadores de superficies expressos por linhagens de DCs murinas imortalizadas

Além da expressdo de moléculas de MHC I ou Il e moléculas co-estimuladoras, as
DC expressam diferentes marcadores que sdo importantes para a caracterizacdo de
diferentes subtipos celulares. Neste topico sera descrito os marcadores mais expressos
pelas linhagens imortalizadas descritas até aqui, bem como os marcadores em comum
entre elas (Tabela 1).

As células CB1 expressam moléculas de adesdo como CD44, CD11c e ICAM-1 e
possuem expressdo intermediaria de 33D1, FLA-1 e MAC-1. A expressao de 33D1 e
CD11c tem sido relatada em popula¢bes de DCs do baco, importantes para ativacdo de
linfocitos T neste local (Stolley and Campbell 2016). Células CB1 expressam baixos
niveis de F4/80 e FcyRII quando comparados a uma linhagem de macrofago (Paglia,
Girolomoni et al. 1993). Celulas FSDC expressam altos niveis de CD45 e sdo negativas
para marcadores CD3, CD4 e CD8. Diferentes de células CB1, células FSDC expressam
altos niveis de F4/80 e semelhante a elas expressam CD11b (MAC-1) e baixos niveis de
CD11c, ICAM-1 e receptor FcyRIIL. Desta forma, células FSDC sdao semelhantes a células
progenitoras mieldides que compartilham caracteristicas de DCs e macrofagos
(Girolomoni, Lutz et al. 1995).

A linhagem SRDC expressa as moléculas CD8, CD11c, CD205 e a molecula Fas
CD95. A expressdo dessas moléculas aumenta apos o estimulo com LPS. Estas células
ndo expressam CD4, CD11b ou CD107b (Ruiz, Beauvillain et al. 2005). A linhagem
tsDC expressa as molécula de adesdo ICAM-1 e VCAM1 e também expressam
marcadores encontrados em macréfagos como receptores Fc, F4/80 e CD11b. Porém,
diferentes de macréfagos, células tsDC expressam de forma constitutiva NLDC145
(CD205) e CDllc (Volkmann, Neefjes et al. 1996).

A linhagem DC2.4 expressam uma variedade de receptores comuns de DC e nédo
possuem marcadores de células T ou células B. Células DC2.4 expressam o receptor
CD32 (FcyRIl), a molécula de adesdo CD54, DEC-205, 33D1 e CD11b (Shen, Reznikoff
et al. 1997). A linhagem SVDC também se mostrou negativa para marcadores de
linfocitos T e B e positivas para o marcador hematopoiético CD45, além de expressarem
CD11c e CD11b (Ebihara, Endo et al. 2004).

A linhagem D1 é uma linhagem que expressa uma variedade de marcadores.
Possuem marcadores caracteristicos de celulas mieldides, como CD11c e marcadores
comuns a leucocitos como FcFcyRIIVIII e F4/80 e CD145, este ultimo com baixa

expressao. Os receptores de adesdo e homing, como CD11a, CD11b, D54 e VLA-4, séo

57



altamente expressos por esta linhagem (Winzler, Rovere et al. 1997). A linhagem JAWS
Il em repouso se assemelha a um tipo de DC miel6ides com alta expressdo de CD11b,
CD11c, MHC | e ICAM-1/ CD54 (Jiang, Shen et al. 2008). As células SP37A3 também
se assemelha a DCs de origem mieldide, com expressdo de CD11lc, CD11b, CD32 e
CD205. Células SP37A3 expressam a molécula acessoria CD54, envolvida na interacdo
de DCs com linfocitos T e expressa o receptor CD25, importante para a proliferacdo
celular, pela resposta a IL-2 e o receptor para TNF-o. CD120 (Bros, Jahrling et al. 2007).
Alguns estudos conseguiram isolar tipos de DCs semelhantes a LC, como citado
anteriormente, alguns exemplos dessas linhagens, sdo as células 80/1, 86/2. Estas células
sdo CD3 negativas e positivas para Mac-2, CD18, CD44, CD32. S&o positivas também
para moléculas de adesdo ICAM-1 (Elbe, Schleischitz et al. 1994).

Das DC isoladas de tumores podemos citar que a linhagem CY15 exibe baixa
expressdo de moléculas CD11c e alta expressdo de moléculas CD11b (Kammertoens,
Willebrand et al. 2005). A linhagem mutuDC sao CD8a positivas, Clec9A (receptor de
lectina), DEC205 e CD24 (molécula de adesdo) positivas (Fuertes Marraco, Grosjean et
al. 2012). A linhagem de DC mais recentemente caracterizada, AP284, expressa varias
moléculas encontrada em DCs, como 33D1, CD11c, CD11b, CD107b e ER-TR9. Além
de expressarem a molécula de MHC 1l (Oliveira et al., Submetido).

Tabela 1. Marcadores de superficies presentes em linhagens de DCs murinas

Linhagem  Origem Moléculas Molécula Molécula Marcadores de
co-estimuladoras MHCI1 MHCII superficies
CB1 %2‘2‘22 CD80 Sim Sim CD44+CD11c+33D1+
Balb/c . . NT
D2SC/1 Baco CD80 Sim Sim
DBA/2 x ) . ow
FSDC C57BI/6 CD40/CD86 Sim Sim CD45°CD11b"Cd11c
Pele fetal
SRDC CBA/J CD40/CD80/CD86 Sim Sim CD8°CD11¢"CD205°CD95
B CD205*CD11b*CD11c*
i (3
sDC Medula  ~50/cD80/cD86 ol Sl
0ssea
C57BI/6 . N .
CD80/CDS86 . . 33D1°CD11bh"CD32
DC2.4 Medula Sim Sim CD54"DEC205*
0ssea
C57Bl/6
SVDC Medula CD40/CD86 Sim Sim CD11b*CD11c'CD45*
0ssea
C57BI/6 CD1lc*CD11b*'CD54"
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C57Bl/6

JAWS 11 Medula CD40/CD80/CD86 Sim Sim CD11c'CDi11b*CD54"
ossea
SP37A3 Cg;?g 6 CD40/CD80/CD86 Sim Sim CD120*CD25"CD54*
C3H CD80 : 5 CD18*CD44'CD32"
80/1 86/2 pele fetal Sim Né&o
CY15 Bt)"’:gé ¢ CD40/CD80/CD86 Sim Sim CD11b*CD11c"™"
C57BI/6
mutuDC Bago CD40/CD80/CD86 Sim Sim CD8a*ClecOA*DEC205*
CcD24*
C57bL/6 X
AP284 CBA CD40/CD80 NT Sim CD11¢*33D1°CD209*
Baco

Abreviagdes: NT= ndo testado

Producéo de citocinas por DCs murinas imortalizadas e a surpreendente producao
de 1L-12p40 pela linhagem AP284

Sabe-se que uma das principais fungdes das DCs é produzir diferentes tipos de
citocinas para direcionar os diferentes perfis de linfécitos T. (McLaren, Michael et al.
2011). As CB1 e D2SC/1 expressam mRNA para TGF-B que nao se altera apds estimulos
com LPS ou IFN-y. Células D2SC/1 aumentam a produ¢do de TGF-B apds o estimulo
com GM-CSF (Granucci, Girolomoni et al. 1994). Células CB1 e D2SC/1 possuem baixa
expressdao de mRNA para TNF-o quando nao estimuladas e aumentam a expresséo 6 h
apos estimulos com LPS. Células CB1 e D2SC/1 ndo sdo capazes de produzir IL-12,
sendo esta uma citocina de grande relevancia para ativacdo do perfil de resposta Thl.
Células D2SC/1, mas nao CB1 expressam o gene para IL-1a e IL-1P apos estimulos com
LPS, mas ndo secretam IL-la em cultura. Ambas as linhagens apenas expressam
levemente o gene para IL-6 (Granucci, Girolomoni et al. 1994).

A linhagem SVCD produz IL-12p70 24 e 48 h apds estimulos com Toxoplasma
gondii, e produz IL-4 ap6s estimulo com LPS. Elas também produzem alta quantidade de
IL-6 além da producdo de IL-2, IL-5 e IL-10 (Ruiz, Beauvillain et al. 2005). A linhagem
D1 madura é capaz de produzir IL-12p70 apds estimulos com TNF-a. (Winzler, Rovere
et al. 1997). Ceélulas JAWS Il apds estimulos com antigenos de Clamidia por 48 h
produzem quantidades significativas de 1L-12p40 e ndo sdo capazes de produzir IL-10
(Jiang, Shen et al. 2008).

A linhagem DC2.4 é capaz de produzir alta quantidade de TNF-a e IL-6 apds
estimulos com agonistas de TLRs, como LPS, CpG e poly(l:C) (Rhule, Rase et al. 2008)
e a linhagem CY15, produz quantidade significativa de IL-12p40 de TNF-a apoés
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estimulos com LPS (Kammertoens, Willebrand et al. 2005). A linhagem mutuDC
também apods estimulos com CpG e poly(l:C) é capaz de produzir elevadas quantidades
de IL-12p40/p70 (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012).

Deve ser destacado que a linhagem mutoDC expressa em sua superficie diferentes
TLRs, como TLR3, TLR4 e TLR9, porém ndo expressam TLR7 (Fuertes Marraco,
Grosjean et al. 2012). A linhagem AP284 também expressa diferentes TLRs, como
TLR2, TLR3, TLR4, TLR9 e diferente da linhagem mutuDC, expressa TLR7 (Oliveira et
al., Submetido). Estas ultimas células respondem aos agonistas de LPS, zymosan, FSL-1,
resiqguemod, CpG e flagelina, produzindo uma quantidade surpreendente de IL-12p40
(quantidade superior a 500 ng/mL), o que ndo foi descrito para nenhuma outra linhagem
de DC imortalizada até o0 momento. Além disso, células AP284 também sdo capazes de
produzir 1L-23 e IL-6 de forma significativa. Contudo, células AP284 ndo sdo capazes de
produzir 1L-12p70 (Oliveira et al., Submetido).

Todas as citocinas produzidas pelas diferentes linhagens de DCs descritas até
aqui, sdo de importante relevancia para melhor compreensdo da atuacdo dessas células,
tanto em estudos in vivo quanto in vitro. Uma vez que o melhor conhecimento dessas
diferentes linhagens permite a interferéncia em suas fungdes, podendo isso ser de extrema
importancia para producdo de farmacos, estudo de vacinas, supressao de doencas, entre

outros.

AP284, uma linhagem de DC envolvida com o perfil de resposta Th17

Sabe-se que a geracdo de cada grupo de linfocito Th é dependente dos tipos de
citocinas produzidas por DCs (Otsu, Gotoh et al. 2006, Sallusto 2016). Atualmente, ha
pelo menos quatro subpopulacdes de células Th bem definidos, sendo Thl, Th2, Thl7 e
células T reguladoras (Treg) (Brossart, Goldrath et al. 1997, Yamane and Paul 2013). IL-
12 e IFN-y sdo as principais citocinas que induzem a sinalizacdo para a diferenciacdo de
linfocitos Thl (Brossart, Goldrath et al. 1997, Yamane and Paul 2013). O perfil de
linfocitos Th2 é dependente da producdo de IL-4 (Elbe, Schleischitz et al. 1994,
Goswami and Kaplan 2011) e o perfil Th17 depende de TGF-B, IL-1 e IL-6 produzidas
por DC. As citocinas IL-21 e IL-23 desempenham as funcbes de amplificacdo e
manutencdo deste perfil de resposta respectivamente (Bettelli, Carrier et al. 2006).

A linhagem AP284 tem a capacidade de produzir IL-12p40, IL-6 e IL-23, que
podem ser relacionadas com a inducdo de um perfil Thl7. A auséncia da producéo IL-

12p70 favorece ainda mais a geracdo de Thl7, ja que os linfocitos ndo sdo estimulados
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para o perfil Thl eficientemente. Estudos ex vivo com esta linhagem celular confirmou a
sua capacidade de induzir a producdo da citocina IL-17 por linfécitos de camundongos
imunizados com CFA (Oliveira et al., Submetido). Até o momento, todas as linhagens
descritas foram mais relacionadas com a geracdo do perfil de resposta Thl, devido a
producéo de IL-12p70. A abordagem de que a linhagem AP284 esta relacionada com o
perfil de resposta Th17 abre novas portas para a pesquisa de inducdo ou inibicdo deste
perfil de resposta. Nao podendo deixar de lado o fato de que a excessiva producéo de IL-
12p40 por células AP284 pode ser util para o estudo da citocina, uma vez que o
homodimero de IL12p40 possui fungdes bioldgicas como induzir a producdo de NO por
celulas da microgliais de camundongos (Dutta, Bandyopadhyay et al. 2005).

Perspectivas

Devido a sua importante atua¢do no sistema imunoldgico, DCs sdo amplamente
utilizadas em laboratorios para pesquisa cientifica (Richter, Thieme et al. 2013). Sendo
assim, muitos estudos vém descrevendo uma ampla variedade de DCs imortalizadas, pois
a disponibilidade destas células em laboratério trazem muitas vantagens. Linhagens
imortalizadas podem ser cultivadas por um longo periodo, crescem de forma indefinida e
consequentemente é possivel obter uma quantidade satisfatoria dessas células em cultura.
Além do mais, a eutanasia de animais se torna desnecessaria com a utilizacdo destas
células (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012).

Todas as linhagens descritas até 0 momento apresentam as caracteristicas
fundamentais de DCs, como prolongamentos de membranas, perfil aderente em cultura e
expressam moléculas de MHC, uma vez que a principal funcdo destas células é a de
apresentar antigenos a linfécitos T. As DCs imortalizadas foram geradas de diferentes
formas. Uma das formas para geracdo destas células foi a utilizacdo de retrovirus
oncogénicos (Paglia, Girolomoni et al. 1993).

As linhagens CB1, D2SC/1, FSDC e tsDC sdo exemplos de linhagens de DCs
geradas com a utilizacdo de oncogenes (Hargadon 2016). Fatores de crescimento também
sdo amplamente utilizados para isolar células em cultura e induzir a sua proliferacéo.
Algumas linhagens de DCs, além de serem portarem oncogenes virais, tambem
necessitam de estimulos com fatores de crescimento, o mais utilizado é o GM-CSF
(Hargadon 2016). A linhagem DC2.4 e a linhagem SVDC sdo exemplos de DCs
imortalizada com oncogenes dependente de GM-CSF (Shen, Reznikoff et al. 1997,

Ebihara, Endo et al. 2004). Outras linhagens de DCs podem ser mantidas apenas com
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fator de crescimento,, alguns exemplos destas linhagens sdo as célaulas D1, a JAWSII, e
SP37A3 (Winzler, Rovere et al. 1997, Bros, Jahrling et al. 2007, Jiang, Shen et al. 2008).
Outras linhagens foram isoladas de tumores de camundongos pela sua capacidade
proliferativa (Folkman 1992). A partir de alguns tumores, foi possivel a identificacdo de
celulas com perfil de DCs. As células CY15 foram isoladas a partir de um tumor
histiocitos do baco e a linhagem de DC tumoral mais recente caracterizada, foi a
linhagem AP284 (Klasen, de Jong et al. 1988, Kammertoens, Willebrand et al. 2005).
Uma das vantagens de linhagens de DCs a partir de tumores é a maior facilidade em
cultiva-las, uma vez que ndo necessitam da utilizagdo de fatores de crescimento.

Dentre as principais caracteristicas das DCs destaca-se a expressdo de moléculas
de MHC e de moléculas co-estimuladoras, sendo estas moléculas de extrema importancia
para a apresentacdo de antigenos e ativacdo de linfécitos T respectivamente (Young,
Koulova et al. 1992). Todas as linhagens de DCs imortalizadas descritas expressam
moléculas de MHC I, com excecdo das linhagens 80/1 86/2, que expressam apenas
moléculas de MHC I. Além disto, todas expressam alguma molécula co-estimuladoras,
como DD80, CD86 ou CD40. Os marcadores CD11c e 33D1 sdo marcadores tipicos de
DCs (Shortman and Liu 2002, Naik, Proietto et al. 2005), estando o primeiro presente em
cDCs e o0 segundo em DCs localizadas no bago de camundongos. As linhagens SRDC,
tsDC, SVDC, D1 e JAWS Il expressam o marcador CD11c, porém as linhagens CB1 e
AP284 expressam tanto CD11lc quanto 33D1. A linhagem DC2.4 ndo expressa O
marcador CD11c, mas expressa o marcador 33D1.

Algo que deve ser destacado é a capacidade dessas linhagens de produzir
citocinas para desencadear um terceiro sinal de ativacdo de linfécitos T. Algumas das
DCs imortalizadas sdo capazes de produzir IL-12 como as linhagens SVDC e D1, que
produzem IL-12p70 e as linhagens JAWS Il e CY15, que produzem IL-12p40. A
linhagem SVDC também é capaz de produzir IL-6, assim como a DC2.4. E importante
destacar que a linhagem DC2.4 além de IL-6, produz altas quantidades de TNF-a. A IL-
12p70 é uma citocina que caracteriza o perfil de resposta Thl, assim, as linhagens que
produzem esta citocina, provavelmente pode ter um perfil de resposta relacionado ao
Th1, porém essa questdo ainda ndo é totalmente elucidada.

A linhagem AP284 possui uma caracteristica que a diferencia de todas as demais
linhagens descritas até o0 momento, pois elas produzem uma quantidade surpreendente de
IL-12p40. A quantidade de I1L-12p40 produzida por células AP284 é (nica até o

momento e isso pode ser de alta contribuicdo nos estudos sobre esta citocina, uma vez
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que é descrito que o homodimero p40 pode desempenhar funcGes bioldgicas, além de
poder formar o homodimero p80 que pode ter fungdes antagdnicas aos da IL-12
(Holscher, Atkinson et al. 2001). Outra questdo importante referente a linhagem AP284 é
0 seu envolvimento com o perfil de resposta Th17, uma vez que elas ndo sdo capazes de
produzir IL-12p70, mas produzem IL-23 e IL-6 (Oliveira et al., Submetido). Sabe-se que
a IL-23 é importante para a manutencdo e estabilizacdo do perfil de resposta Th17 e a IL-
6 é importante para a geracdo deste perfil de resposta (Langrish, McKenzie et al. 2004,
Bettelli, Carrier et al. 2006). Essa ideia € ainda melhor sustentada devido ao fato de que
linhagem AP284 induzir a produgdo de I1L-17 por linfocitos de camundongos imunizados
com CFA. Assim, esta linhagem pode ser uma boa ferramenta para o estudo e
intervencdo neste perfil de resposta (Oliveira et al., Submetido).

E importante destacar que a maioria das linhagens de DCs imortalizadas foram
isoladas a partir de camundongos de diferentes espécies e de tecidos distintos. Desta
forma, estas células possuem perfis fenotipicos diferentes entre elas. Com isso,
dependendo de suas caracteristicas, podem vir a ser inseridas dentro de um dos perfis de
classificacdo de DCs atuais. Esta questdo € relevante, pois pode contribuir grandemente
para aumentar os conhecimentos sobre as diferentes subpopulacdes de DCs descritas até
0 momento e ampliar as pesquisas em relacdo ao comportamento dessas células em

cultura, sendo possivel manipular o perfil de resposta imune de cada uma delas.
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5. DISCUSSAO

DCs sdo células centrais do sistema imune que promovem tanto a imunidade
contra patdgenos e participam dos processos de tolerancia. A partir da sua descoberta por
Ralph Steinman em 1973, DCs tem sido extensivamente estudadas (Worbs et al., 2017).
Contudo, muitos aspectos biologicos sobre as DCs e seu uso terapéutico ainda precisam
ser esclarecidos. As dificuldades técnicas para obtencdo de DCs em grandes quantidades
para estudo in vitro a partir dos métodos conhecidos prejudicam uma melhor
compreensdo destas células (Van Helden et al., 2008).

Algumas linhagens de DCs murinas imortalizadas foram isoladas e geradas de
diferentes formas. Algumas dessas linhagens foram geradas pela utilizacdo de retrovirus
oncogénicos como, por exemplo, as linhagens CB1, D2SC/1, FSDC e tsDC. Outras
linhagens, como a DC2.4 e a SVDC também possuem oncogenes virais, mas dependente
de GM-CSF (Hargadon 2016). A linhagem CY15 foi isolada a partir de um tumor
histiocitos do baco de camundongos C57BL/6, assim como células AP284 que também
foram isoladas a partir de um tumor espontaneo do bago murino.

A classificacdo de DCs vém evoluindo e um dos requisitos para a defini¢cdo de
diferentes subpopulac@es destas células é a expressao de marcadores em suas superficies,
gue pode ser analisado, por exemplo, pela técnica de citometria de fluxo (Merad et al.,
2013) A expressdo de CD45, CD11c, MHC Il e FIt3 tem sido identificado em cDCs
(Miller et al., 2012) e DCs dermais séo classificadas por expressarem MHC I, CD11b,
CD11lc e CD301 (Dupasquier et al., 2004; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Outro
subconunto, sdo as pDCs que expressam CD317, B220, CD11c, Ly6C (Guilliams et al.,
2016).

DCs murinas irmortalizadas também expressam diferentes marcadores, sendo que
alguns dos marcadores sdao compartihados pelas diferentes linhagens de DCs ou por
outras células como macrofagos. Outros marcadores expressos sdo mais relacionandos
com DCs como, por exemplo o marcador CD11c e o 33D1, caracteristicos da maior
populacdo de DCs do bago (Stolley & Campbell 2016).

A maturacdo e a migracao das DCs ocorre apds o reconhecimento de PAMPS por
PRRs expressos na superficie ou endossodo destas células, principalemte apds o
reconhecimento de micro-organismos via TLRs (lwasaki e Medzhitov, 2004).Células
AP284 expressam altos niveis de TLR2, TLR3 e TLR4. A expressdo de TLR2 e TLR3,
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tem sido encontrada em mDCs de camundongos e TLR4 na maioria das DCs CD11c+
CD11b+ (Ito et al., 2002; Boonstra et al., 2003).

Outros importantes TLRs, sdo os TLRs 7 e 9, ambos expressos por pDCs, que
possuem a capacidade de reconhecer dsRNA de virus ou CpG ndo metilado
respectivamente. (Akira et al., 2006; Mancuso et al., 2009) Células AP284 também
mostraram alta expressgao tanto de TLR7 como de TLRY, sugerindo que elas também
possuem a capacidade de responder a estimulos com agonistas destes receptores. A
expressao de TLRs por células AP284 também se assemelha a expressdo de TLRs por
algumas DCs imortalizadas, como a linhagem mutoDC que expressa TLR3, TLR4 e
TLR9, porém ndo expressam TLR7 (Fuertes Marraco, Grosjean et al. 2012) diferente de
ceélulas AP284.

Muitos estudos mostram que DCs produzem quantidades significativas de
citocinas pré-inflamatorias apds estimulos com diferentes agonistas de TLRs, como por
exemplo, IL-1p, IL-6, TNF-a, 11-12, IL-23 ou algumas citocinas inibitérias como IL-10 e
IL-27 (Deifl et al., 2014). As citocinas IL-12 e IL-23 fazem parte da mesma familia, pois
compartilhas a subunidade p40, por exemplo, a cadeia p40 mais a p35 formam a IL-
12p70 ativa, e a subunidade p40 mais a subunidade p19 formam a IL-23 ativa (Vignali &
Kuchroo 2012). A IL-23 e IL-12p70 s&o secretadas principalmente por DCs ativadas.

Os diferentes tipos de linhagens de DCs murinas imortalizadas também secretam
diferentes tipos de citocinas como, por exemplo, a linhagem SVCD que produz 1L-12p70
e IL-6 apds 24 de estimulos com Toxoplasma gondii (Ruiz, Beauvillain et al. 2005), a
linhagem D1 madura também é capaz de produzir IL-12p70 apds estimulos com TNF-a
(Winzler, Rovere et al. 1997) a linhagem CY15, produz quantidade significativa de IL-
12p40 (Kammertoens, Willebrand et al. 2005) e a linhagem DC2.4 é capaz de produzir
alta quantidade de TNF-a ¢ IL-6 ap0s estimulos com agonistas de TLRs, como LPS,
CpG e poly(l:C) (Rhule, Rase et al. 2008). Os dados do atual estudo mostram que células
AP284 possuem um diferencial em relagdo a todas as DCs murinas imortalizadas
descritas aqui, pois elas sdo capazes de produzir IL-12p40 de forma extremamente
elevada, sendo isto uma caracteristica marcante das células AP284.

E descrito que a IL-12p40 é geralmente produzida em excesso quando comparada
com o heterodimero p70, sendo que a p40 livre pode ser produzida de 10 a 1000 vezes
mais que a p35 (Trinchieri, 1998; Trinchieri et al., 2003). Esta é uma das questdes que
pode justificar a elevada producéo de IL-12p40 demonstrado neste trabalho. E descrito

que BMDCs também sdo capazes de produzir quantidades significativas de 1L-12p40
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guando estimuladas com LPS, resiquimode e CpG (Ma et al., 2013) e nossos dados
confirmam estes resultados, onde BMDCs também foram capazes de produzir IL-12p40
de forma significativa com os mesmo estimulos. Contudo, células AP284 foram capazes
de produzir uma quantidade de IL-12p40 surpreendentemente mais elevada do que
BMDCs quando estimuladas com LPS, zymosam, FSL-1, resiquimode e flagelina..

Atualmente muitas pesquisas tem sido direcionada sobre a atuagdo dos
microRNAs (miRNAs) em células do sistema imune (Kingsley e Bhat, 2017). Os
miRNAs sdo curtas sequéncias de RNAs, ndo codificados que estdo envolvidos em
varios processos biolédgicos (Bartel, 2004). Varios estudos tem mostrado a importancia
dos miRNAs em relacdo ao desenvolvimento, proliferacdo, e maturagdo das células
imunes. miRNAs podem estar envolvidos na supressao de respostas imunes, ou também
podem estar relacionados a respostas excessivas em caso de disfuncbes (Mehta e
Baltimore, 2016).

Estudos mostram que moDCs estimuladas com LPS expressam altos niveis do
miRNA155, o qual estd relacionado com a elevada producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-12, IL-23, TNF-a e IL-6. Este miRNA atua na supressdo de
SOCS1, uma proteina que atua na inibicdo de varias citocinas (Ceppi et al., 2009;
O'connell et al., 2009). Assim, uma hipGtese para a excessiva produgdo de IL-12p40 por
células AP284 apds os estimulos com os diferentes agonistas de TLRs, seria a inducdo de
miRNAs que poderiam estar relacionados com a regulacdo negativa de genes
responsaveis pela inibicdo da subunidade p40. Contudo, mais estudos devem ser
realizados para avaliar esta quest&o.

Alguns estudos relatam que a subunidade p40 pode ter algumas funcdes
bioldgicas no sistema imune, uma vez que o homodimero esta presente em cerca de 20 a
40% no soro de camundongos apos tratamento com endotoxina (Heinzel et al., 1997) e é
visto que p40 pode induzir a produgdo de NO induzindo a expressdo de iINOS em células
da microglia de camundongos (Pahan et al., 2001). Outros estudos mostram que IL-
12p40 pode estar relacionada coma indugdo de uma menor expressdo de FOXP3 por
células T do baco de camundongos, indicando um papel na supressédo de células Treg
(Brahmachari e Pahan, 2009). Assim, mais analises devem ser feitas para que possa ser
verificado se a subunidade p40 pode estar relacioanda com alguma funcéo biologica das
células AP284.

No atual estudo, BMDCs também foram capazes de produzir IL-12p70 ap0s

estimulo com os diferentes agonistas de TLRs, exeto quando estimulada com flagelina.
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Uma das principais fungdes da IL-12p70 é de induzir maior producdo de IFN-y e
consequente diferenciacdo de linfécitos T para Thl (Trinchieri et al., 2003; Goriely e
Goldman, 2008). O perfil Thl é de grande importancia para combater patdgenos
intracelulares, pois possuem a capacidade de produzir IFN-y de forma mais efeciente,
sendo que esta citocina & importante para ativacdo de macrofagos, aumentando a
atividade microbicida destas células (Luckheeram et al., 2012; Oestreich e Weinmann,
2012).

Entretanto, nossos dados mostram que células AP284 ndo foram capazes de
produzir IL-12p70 com nenhum dos estimulos utilizados, porém foram capazes de
produir 1L-23 de forma signficativa quando estimuladas com LPS, zymosam e
principamente FSL-1. De forma diferente, BMDCs produziram baixas quantidades da
citocina com 0s mesmo estimulos. A IL-23 tem sido descrita como importante para a
manutencdo e amplificacdo do perfil Thl7, e este perfil tem grande participagdo nas
respostas contra fungos e bactérias extracelulares (Khader e Gopal, 2010; Espinosa e
Rivera, 2012). A producéo de IL-23 por células AP284 também pode ser descrita como
um diferencial desta célula, uma vez que nao foi descrito a producdo desta citocina pelas
demais linhagens de DCs murinas.

Desta forma, nossos dados sugerem que células AP284 podem estar relacionadas
com o perfil de resposta Thl7, umas vez que foram capazes de produzir altas
concentracdes de IL-12p40 e IL-23, mas ndo foram capazes de produzir 1L-12p70.
Sugerindo que parte da subunidade p40 produzida esta associando & p19, formando a IL-
23 ativa e ndo associando a subunidade p35, que formaria a 1L12p70 ativa.

Na auséncia de IFN-y, DCs produzem principalemte a subunidade p40 e pouca
quantidade de p35, a adigdo ou pré tratamento com IFN-y induz a producdo de IL-12p70
por DCs (Snijders et al., 1996), uma vez que IFN-y participa da ativacdo transcricional
que codifica a subunidade p35 e consequentemente a producdo de 1L-12p70 (Liu et al.,
2004). Mesmo apds as celulas AP284 terem sido estimuladas com IFN-y ndo houve a
producdo de IL-12p70 e, de forma supreendente, foi visto uma inibi¢do da producdo de
IL-12p40 e da IL-23 quando as células foram previamente primadas com IFN-y e
posteriormente estimuladas com LPS ou com E.coli. Este ultimo é capaz de se ligar a
diversos TLRs e por isto foi usado neste estudo.

IFN-y atua em fagodcitos aumentando a atividade microbicida dessas células
através da inducdo de NO (Chu, 2013). Estudos mostraram que algumas propriedades

quimicas do NO liberado durante uma resposta inflamatoria podem ser toxicas e causar

72



danos as células normais (Megson e Webb, 2000). Assim, surgiu a hipotese de que a
producdo excessiva de NO apds ativacdo por IFN-y poderia estar causando a morte das
células devido a sua toxicidade e consequente inibicdo da producdo das citocinas.
Contudo, apos analise da viabilidae das células que haviam sido primadas com IFN-y, foi
verificado que 100% delas continuaram viaveis. Desta forma, esta hipotese ndo foi
confirmada.

Estudos evidenciam que NO pode induzir a inibicdo de IL-12 em ceélulas
RAW?264.7, uma linhagem de macrofago, através da regulacdo de c-rel, um membro da
familia do fator de transcricdo nuclear kB (NF-xB). Foi demonstrado nestas células que a
producdo de IL-12 aumenta em macrofagos que possuem alta expressdo de c-rel
(Boddupalli et al., 2007) e que a auséncia deste fator de transcricdo pode levar a completa
inibicdo de 1L-12p40 na linhagem de macrofagos J744 (Sanjabi et al., 2000). Outros
estudos também relatam que NO pode inibir a expressdo do mRNA de IL-12p40 em
macrdfagos derivados da medula 6ssea, DCs e também por RAW264 (Xiong et al.,
2004).

Contudo, tanto células AP284 como BMDCs produziram quantidades
significativas de NO apds primagem com IFN-y e BMDCs mantiveram a producdo de IL-
12p70 em grandes quantidades e nao alterou a producgdo de IL-12p40 apds o estimulo.
Com isso, nossos dados sugerem gque o NO provavelmente ndo foi o responsavel pela
inibicdo na producédo de 1L-12p40 por AP284, porém, mais estudos devem ser feitos para
confirmacéo desta hipdtese.

A ativacdo da via TLR4 em fagdcitos e outros TLRs podem induzir grandes
quantidades de TNF-a (Beutler et al., 2001). TNF-a pode cooperar com IFN-y para ativar
fagocitos e auxiliar na destruicdo de parasitas intracelulares como, por exemplo, L. major
(Birkland et al., 1992). Alguns estudos tem mostrado que TNF-a pode inibir a produgdo
de IL-12 em macrofagos de camundongos estimulados com IFN-y e LPS (Ma, 2001).
Desta forma, outra hipdtese que sugerimos, € que a producdo de TNF-a poderia estar
influenciando na producéo de 1L-12p40 e IL-23.

Células AP284 foram capazes de produzir altas concentracbes TNF-o apos
estimulo com LPS, porém nas culturas em que as células foram primadas com IFN-y ¢
estimuladas com LPS também houve inibicdo da producdo da citocina, o que indica que
provavelmente ndo é a producdo desta citocina que esta influenciando na inibicdo da IL-
12p40 e IL-23.
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Novamente, estudos em relacdo aos miRNAs mostram que miRNA10 também em
moDCs esta envolvido na supressdo da subunidade p40, inibindo a produgdo de IL-
12/1L-23p40 (Xue et al., 2011) e que mIRNA21 pode suprimir a subunidade p35,
impedindo a producdo de I1L-12p70 (Lu et al., 2011), desta forma, outra sugestdo, seria
que estes MIRNAs poderiam estar presentes em células AP284 e que estariam
relacionados com a supressdo de IL-12p40 e IL-23 ap6s a primagem com IFN-y e
poderiam estar suprimindo também a producéo de IL-12p70, uma vez que as células ndo
produzem esta citocina. Porém, estudos em relacéo a isto também devem ser realizados.

Nossos dados até agora tem sugerido que as células AP284 podem estar
comprometidas com o perfil de resposta Th17, isso devido a grande produgédo de IL-
12p40, significativa producédo de IL-6 e IL-23 e nenhuma producdo de 1L-12p70. Desta
forma, a IL-12p40 produzida por células AP284 associa a subunidade p19 para produzir a
IL-23 ativa.

A utilizacdo de adjuvantes é importante para aumentar o efeito das respostas
imunes inatas ou adquiridas (Petrovsky e Aguilar, 2004). Estudos mostram que a
imunizacdo de camundongos com CFA promove um aumento da populacdo de células
dendriticas CD11c+, células TCD4+, TCD8+ e também macrdfagos e neutréfilos no bago
destes camundongos. Além disso, a imunizac¢do induz aumento na producdo de citocinas
pré-inflamatorias como IL-1p e IL-6 (Fontes et al., 2017).

Alguns estudos ainda mostram que a imunizacdo de camundongos com CFA por
trés semanas, induz producdo significativa de IL-17 e também de IFN-y por células do
baco destes camundongos (Wang e He, 2015). Em nossos dados foi visto que células do
baco de camundongos imunizados com CFA e reestimuladas em cultura com BCG na
presenca de células AP284 produziram IL-17 de forma significativa, o que ndo foi visto
em relacdo & producdo de IFN-y nessas mesmas condi¢cdes. Havendo também uma
inibicdo da producdo de IL-10 pelas células do baco destes camundongos na presenca de
AP284 mais BCG. Desta forma, nossos dados suportam a ideia de que células AP284
podem estar contribuindo para o desvio de uma resposta do tipo Th1l7 e ndo Thl e que
ainda pode estar inibindo o perfil de resposta de células Treg, uma vez que estudos
relatam que quando h& o direcionameto para um determinado perfil de resposta imune, 0s
demais sdo suprimidos (Luckheeram et al., 2012)

Portanto, nossos dados indicam que células AP284 pertencem a uma linhagem de
DC relacioada com a indugdo e manutencdo de uma resposta do tipo Th17. Além do

mais, foi descrito aqui, as distintas linhagens de DCs murinas imortalizadas, sendo de
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fundamental impotancia esta descri¢io para a melhor compreenséo das DCs. E necessario
destacar que dentre todas as linhagens descritas, nenhuma foi relacionada com um perfil
de resposta Thl7.

Assim, nds sugerimos a linhagem de DC AP284 descrita neste trabalho pode ser
utilizada como uma ferramenta importante para melhorar a compreensao sobre os fatores
sollveis e as interacdes celulares responsaveis pela indugdo da IL-23 e podera ser
utilizada para esclarecer as vias moleculares envolvidas na producéo desta citocina. Esta
linhagem também poderd ser util para o teste de novos farmacos potencialmente
inibidores ou estimuladores da IL-23, bem como sera util para os estudos de intervencao
e manipulagéo do perfil Th17.
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6. CONCLUSOES

Células AP284 constituem uma linhagem de DC de acordo com a presenca dos
marcadores CD11c, 33D1, moléculas co-estimuladoras CD80 e moléculas MHC
classe Il, além da expressdo de TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 e TLR9.

Células AP284 foram capazes de responder aos agonistas de TLRs com a
producdo significativa de 1L-12p40, IL-6 e IL-23.

Células AP284 ndo sdo capazes de produzir IL-12p70 com nenhum dos estimulos
utilizados e a adicdo de IFN-y as culturas ainda inibem a producdo de 1L-12p40 e
IL-23.

Células AP284 pode constituir uma linhagem DC17 uma vez que produa, IL-6,
IL-23, ndo produz IL-12p70 IL-23 e ativa aproducdo de IL-17 por linfécitos, mas
ndo a producdo de IFN-y.
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