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Frasnelli SCT. Papel de RAGE e TLR4 na modulacdo da resposta imune
inflamatdria em PBMC de pacientes diabéticos e néao diabéticos (Estudo in
vitro) [Dissertacao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2012.

RESUMO

Diabetes mellitus se caracteriza pelo acumulo de produtos finais da glicacao
avancada (AGEs) que ativam seu receptor RAGE. Entre as complicacdes
associadas ao diabetes esta a modulacao da resposta imune, evidenciada pela
maior susceptibilidade a infeccdo em diabéticos. O sistema imune percebe e
reaje aos microrganismos por meio de receptores de padrdes moleculares
(receptores semelhantes a Toll, TLRs). Lipopolissacarideo da parede celular
(LPS) é um dos principais fatores de viruléncia de microrganismos Gram-
negativos e é reconhecido principalmente por TLR4. A hipétese deste trabalho
€ que a ativacdo de RAGE e TLR4 por seus ligantes pode resultar em efeito
sinérgico na modulacéo da proliferagéo, morte celular e expressao de citocinas
inflamatdrias por células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Foram
selecionados 7 individuos néo diabéticos e 6 individuos portadores de diabetes
tipo 2 para coleta de PBMCs. Estas células foram estimuladas com LPS
bacteriano e BSA glicado, isoladamente e combinados, na presenca e na
auséncia de inibidores dos receptores RAGE e TLR4. Proliferacdo e morte
celular foram avaliadas por contagem direta em hemocitémetro e citometria de
fluxo, respectivamente. A expressao de citocinas e quimiocinas inflamatérias foi
avaliada por RT-gPCR, enquanto a modulacdo do padrao de resposta imune

adaptativa foi estudada por meio de citometria de fluxo. Os resultados mostram



que PBMCs de pacientes portadores de diabetes tendem a ser mais resistentes
a inducao de morte celular. De um modo geral, a inibicao dos receptores RAGE
e TLR4 nao interfere na atividade metabdlica e viabilidade celular em
diabéticos e nao diabéticos. A expressao génica de CCL3 e CCR5 nao foi
regulada pelos receptores RAGE e TLR, sendo discretamente mais elevada em
pacientes nao diabéticos. A expressao de TNF-a e IL-10 foi regulada por TLR,
enquanto a expressao de RAGE foi regulada de forma autdcrina pela ativacao
do préprio RAGE. Observamos uma tendéncia para maior quantidade de
linfocitos T auxiliares em pacientes portadores de diabetes, com desvio para
um padrao de resposta Th1. Em geral, PBMCs de diabéticos parecem ser mais
resistentes a morte celular € mais responsivas aos estimulos avaliados.
Concluimos que ndo houve sinergismo entre RAGE e TLR na modulagao da

resposta de PBMC de individuos diabéticos e nao diabéticos.

Palavras-Chaves: Diabetes Mellitus; Produtos Finais de Glicosilagéo;

Receptores Toll-Like; Linfécitos T Auxiliares - Indutores.



Frasnelli SCT. Role of RAGE and TLR4 in modulation of inflammatory immune
response in PBMC of diabetic and non-diabetic individuals. (In vitro study)
[Dissertacao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2012.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is characterized by the progressive accumulation of advanced
glycation end-products (AGEs), which bind and activate their membrane-bound
receptor (RAGE) on a variety of target cells. Modulation of the immune
response is one of the diabetes-associated complications and is reflected on
the increased susceptibility of diabetes patients to infections and sepsis. The
immune system senses and reacts to microorganisms by pattern-recognition
receptors, such as Toll-like receptors (TLRs). Bacterial lipopolysaccharide
(LPS) is a major virulence factor of Gram-negative microorganisms, which is
recognized mainly by TLR4. The hypothesis of this study is that of a synergism
between activated TLR4 and RAGE that modulates the response of cells of
innate and adaptive immunity in the circulation (peripheral blood monocytic
cells, PBMCs). PBMCs were collected from 13 volunteers (7 with type 2
diabetes and 6 systemically-healthy controls). The cells were stimulated with
bacterial LPS and glycated bovine serum albumin (AGE-BSA), both
independently and in association. To study the role of TLR4 and RAGE
signaling, these stimulations were performed in the presence and absence of
specific inhibitors of RAGE and TLR4. We used direct counting in a

hemocytometer and flow cytometry, respectively, to assess cell proliferation and



death. The expression of selected cytokines and receptors was studied by RT-
gPCR, whereas the effect of these stimuli on the modulation of T helper-type
response was determined by flow cytometry. We observed increased cell
survival in PBMCs from diabetic patients. Inhibition of RAGE and TLR4 had no
marked effect on cell proliferation, metabolic activity and survival. Gene
expression of CCL3 (MIP-1alpha) and CCR5 was discretely higher in PBMCs
from non-diabetic patients and was not affected by RAGE or TLR4 signaling.
Expression of TNF-o. and IL-10 was regulated by TLR, whereas RAGE gene
expression was regulated in autocrine fashion by activation of the RAGE
receptor. A greater proportion of CD4+ lymphocytes was observed in diabetic
patients, which also showed a trend toward a shift to Th1-response. Overall,
PBMC from diabetes patients were more resistant to apoptosis and less
responsive to the TLR4 and RAGE ligands used. We conclude that there is no
synergism between TLR4 and RAGE on the modulation of PBMC cell

proliferation, apoptosis and gene expression.

Keywords: Diabetes Mellitus; Advanced Glycation End Products; Toll - Like

Receptors; T-lymphocytes Auxiliary — Inductors.



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atualmente o diabetes e suas complicagdes sao a principal causa do
aumento da morbidade e mortalidade nos Estados Unidos com substancial
impacto nos gastos na area de saude publica '®. Em 2007, por exemplo, estes
custos econdmicos associados as hospitalizacdes, consultas aos servicos de
emergéncias, consultas médicas, medicacbes e reducdo da capacidade
produtiva destes pacientes eram na ordem de US$ 174 bilhdes 2. A incidéncia
e prevaléncia do diabetes aumentam significativamente a cada ano, e por
consequUéncia aumentam os custos sociais e econ6micos. Em 2010, as
estimativas sugeriam 23,6 milhdes de pessoas nos EUA com diabetes, 7,8% do
total da populacao. Destes, 17,9 milhdes eram diagnosticados e 5,7 milhdes
nao diagnosticados 2. No Brasil, o tratamento do diabetes também aumenta os
custos para o Sistema Unico de Saude (SUS) e para sociedade. Estes custos
elevados estdo associados ao tempo da doenca, nivel de cuidados, presenca
de complicacdes crbnicas, os quais sugerem a necessidade de implementagao
de programas e recursos de saude voltados para a prevencao primaria do
diabetes e suas complicagdes *.

Essa desordem metabdlica pode afetar os sistemas funcionais de
diversos 6rgaos do corpo resultando em sérias complicagdes as quais podem

ser classificadas em micro e macrovasculares 8.

Complicacoes
microvasculares envolvem neuropatia, retinopatia e nefropatia. As
macrovasculares estdo associadas as doengas cardiovasculares, acidentes

vasculares cerebrais, e complicacbes vasculares periféricas, envolvidas nos

processos de gangrena, levando muitas vezes a amputacdo de membros 2.



22

Os componentes bioldgicos da defesa do hospedeiro que podem ser
prejudicados pelo diabetes tém sido alvo de muitos estudos, principalmente em
relacao a resposta imune inata, em particular os neutréfilos polimorfonucleares
(PMNSs). Alteracbes na imunidade adaptativa sao menos estudadas, mas as
evidéncias existentes indicam um desvio no padrao de resposta
hiperinflamatéria, caracteristico do perfil Th1/Th17 . A adesdo de PMNs ao

17

endotélio vascular € aumentada no diabetes '‘, no entanto, a transmigracao

7

desses leucdcitos € prejudicada de forma proporcional ao aumento na

concentracdo dos AGEs '°.

Alteracbes tanto na quimiotaxia quanto na
capacidade bactericida das células PMNs tém sido mostradas em pacientes
com diabetes tipo 1 e 2, sugerindo a maior susceptibilidade a infeccao nesses
pacientes '’. Tais alteracdes geralmente estdo associadas a fatores como a
influéncia genética, fatores imunolégicos, metabolismo e complicagdes
degenerativas em funcéo do diabetes '’.

A resposta imune tem papel etiologico no diabetes tipo 1 que é uma
condicdo com caracteristicas 'auto-imunes', uma vez que pode resultar do
ataque de linfécitos T as células beta produtoras de insulina do pancreas *°. No
diabetes tipo 2, a resposta imune também pode ter papel etioldgico, uma vez
que a elevacéo dos niveis séricos elevados de marcadores inflamatorios, como
IL-6 e proteina C-reativa, estdo associados a maior risco de desenvolvimento
do diabetes, com evidéncias que o estado hiperinflamatorio associado a
obesidade pode causar a resisténcia a insulina ®. Assim, é reciproca a
influéncia que o diabetes pode ter na resposta imune do hospedeiro (menor

2 73

resisténcia a infeccao nesses pacientes ‘7, com a inibicdo da funcao de
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polimorfonucleares, agravamento de alteracbes nervosas e vasculares,
aumento da severidade e extensdao das doencas periodontais), e que a
modulacao da resposta imune/inflamatéria pode ter sobre o diabetes (tanto em
sua etiologia/estabelecimento, quanto na manutencdo e descontrole
metabdlico).
Para melhor organizacao do texto e dos conceitos e evidéncias que justificam e
embasam este trabalho, passamos a considerar aspectos especificos nos sub-
tépicos a seguir:
Principais mecanismos bioldégicos das complicacdes associadas ao
diabetes: a influéncia do eixo AGE/RAGE

O diabetes nao controlado se caracteriza pela elevacao da glicemia, que
interage com diversas proteinas circulantes do plasma e resulta na formacao
dos produtos finais da glicagcdo avancada (advanced glycation end-products,
AGE). Estes AGEs podem exercer inumeros efeitos bioldgicos e seu acumulo
foi demonstrado em rins "2, placas ateroscleréticas ?’, coracéo '® e outros sitios
acometidos por complicagdes associadas ao diabetes. A relagao causal entre o
aumento de AGEs e as complicacdes do diabetes foi demonstrada em modelos
animais em que a inibicao dos AGEs reduziu significativamente o processo de
aterosclerose em animais com diabetes induzido sem, no entanto, afetar o
controle da glicemia .

AGEs exercem seus efeitos pela ligagdo com seu receptor de
membrana, RAGE (receptor for advanced glycation end-products). Este
receptor é capaz de interagir com diversos ligantes distintos, agindo como um

receptor de reconhecimento de padrdes moleculares, semelhante aos
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receptores envolvidos na resposta imune inata ’'. Seu papel na modulacéo da
resposta imune/inflamacgéo € demonstrado pelo seu envolvimento em diversas
condi¢Oes inflamatorias, incluindo artrite reumatdide e doencas inflamatdrias
dos rins e intestinos &, além de servir como receptor de adesao de leucdcitos as
células endoteliais, promovendo o recrutamento e extravasamento destas
células aos tecidos. No periodonto, a expressao de RAGE foi demonstrada no
endotélio e nas camadas basais e espinhosas do epitélio do sulco, associada a
inflamacado. Além disso, a expressdao génica de RAGE foi significativamente
maior no epitélio de pacientes com diabetes *°.

A interacdo AGE-RAGE resulta na ativacdo de diversas vias de
sinalizacao intracelular, sendo as mais relevantes para a expressdao de
mediadores inflamatorios a via do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa
B, NF-kB) e as kinases protéicas ativadas por mitdgenos (mitogen-activated
protein kinases, MAPKSs), incluindo a kinase N-terminal c-Jun (c-Jun N-terminal
kinase, JNK), kinase regulada por sinais extracelulares (extracellular-regulated
kinase, ERK) e p38 *°. Formas truncadas de RAGE, como RAGE sollvel
(sRAGE) e RAGE endogeno (es-RAGE), podem atuar como “falsos receptores”
e neutralizar as acdes de AGEs *°. As diferentes isoformas de RAGE se
caracterizam por alteracdes nos dominios extracelulares da proteina. Apesar
de carregarem todos os dominios extracelulares, essas formas heterogéneas
de RAGE sao desprovidas de dominios transmembrana e intracitoplasmatico e
podem antagonizar a sinalizacdo de RAGE in vitro e in vivo *2.

A relevancia dos efeitos bioldégicos mediados por este receptor foi

demonstrada em modelo murino de doencga periodontal associada ao diabetes,
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em que o bloqueio de RAGE inibiu a expressao de citocinas inflamatoérias e a
reabsorcéo 6ssea alveolar associada a doenca *°. A inibicdo do receptor RAGE
pode estar associada a diminuicdo de células imunes e inflamatérias como os
linfécitos T CD4* levando a supressao de algumas doengas como encefalite e
diabetes autoimune (tipo 1) e também uma menor incidéncia nas rejeicdoes de
enxertos ¢,

O papel central do eixo AGE/RAGE é de estimulagcao da resposta imune,
como demonstrado por estudos in vitro, em que o tratamento com AGEs

aumentou a producdo de IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-o. e VEGF por mondcitos °® ¢”:

" de metaloproteases de matriz (MMP)-1, -3, -13, TNF-q, iNOS e Cox-2/PGE2

por condrécitos © ©°

, de IL-6 e proteina quimioatraente de mondcitos-1
(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) por fibroblastos °, além de inibir
a proliferagao, producao de colageno tipo |, atividade de fosfatase alcalina e
induzir apoptose em osteoblastos *. J& em fibroblastos gengivais, o estimulo
com AGE inibiu a producéo de colageno tipos | e Ill “®. Avaliacdes mais amplas
dos efeitos de AGEs em macréfagos murinos utilizando arrays focados para
deteccao de citocinas inflamatérias relatam que o estimulo com AGE-BSA
(albumina sérica bovina glicada) resultou em inducéao significativa de IL-6, TNF-
o e MCP-1, e que a cinética de inducdo destas citocinas foi semelhante a
observada apds estimulo com LPS (realizado separadamente, como controle
positivo) ©. Os autores ndo observaram regulacdo de IL-10, IL-12 ou interferon-y
apos estimulo com AGE-BSA ou LPS. Microarrays focados foram utilizados na

avaliacao dos efeitos de AGE-BSA e AGE-lisozima em fibroblastos dérmicos

humanos, demonstrando a modulacao significativa de 16 de 127 genes
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avaliados, incluindo inibicao da expressao de colageno tipos | e Ill, de outros
genes relacionados a adesao celular (fibronectina, decorin, integrinas) e
aumento da expressdao de MMP-9. Porém, apesar de certo consenso na
literatura em relacdo aos efeitos proé-inflamatérios da ativacdao do eixo
AGE/RAGE, ha uma variabilidade nas vias de sinalizacao intracelular ativadas
e mesmo nos efeitos bioldgicos desta ativacao (por exemplo, proliferacéo
celular, apoptose e expressao génica) segundo o tipo celular e tipo/forma de
preparo do AGE utilizado % % Mesmo in vivo, devido & heterogeneidade
estrutural e bioquimica dos AGEs, é provavel que nem todos os AGEs
interajam com RAGE. Consistente com este papel da ativacdo da resposta
imune inata pela interacdo AGE-RAGE, animais com delecdo do gene que
codifica a expressao de RAGE foram mais resistentes a colite
experimentalmente induzida ', & morte por choque séptico * e as infeccdes
microbianas sistémicas 4. Além disso, como ja dito anteriormente, o eixo AGE-
RAGE pode modular células T CD4" e aumentar significativamente a expressao
de RNAmM RAGE em células T induzidas para um fenétipo Th1 em comparacao
as células T induzidas para o fenétipo Th2 '°, suportando um papel de RAGE
em eventos precoces na resposta imune, associados a polarizacdo da
inflamacéao para o padrao Thi.
Padrdo de resposta predominante (Thl, Th2 e Th1l7) e modulacédo da
expressao de citocinas inflamatorias associadas ao diabetes

Estudos em animais indicam que tanto o estabelecimento quanto a
manutencao do quadro diabético é relacionado a um desequilibrio dos subtipos

de linfécitos T, provocando um desvio do padrao de resposta para um perfil
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hiperinflamatoério, o qual pode resultar da modulacdo dos padrdes de resposta
da imunidade adaptativa.

Pacientes com diabetes tipo 2 em tratamento (Hb1Ac médio 7.2%)
apresentam elevacdao na propor¢cao de linfécitos T (CD3+) e linfécitos T
auxiliares (CD4+), mas nao de linfécitos T citotdxicos (CD8+) em comparacgao a

22 O padrao de citocinas presentes no sangue

pacientes nao diabéticos
periférico de pacientes com sindrome metabdlica pré-diabetes (envolvendo
obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo) demonstrou que
tanto citocinas associadas ao perfil Th1 quanto Th2 estavam elevadas em
comparacao a pacientes sistemicamente saudaveis, incluindo: IL-12, IL-4, IFN-
v, IL-5 e IL-13 %2, Estes dados demonstram que a resposta imune ja apresenta
alteracao mesmo antes do estabelecimento do diabetes.

As células T auxiliares-17 sdo uma subclasse de células T auxiliares,
relativamente nova, originadas sob condicbes de polarizacao diferentes das
células Th1 e Th2 %°. Em pacientes portadores de diabetes tipo 2 sdo
encontrados maiores niveis plasmaticos de IL-6, IL-13 e TGF-fB, citocinas
capazes de induzir esta polarizacdo da resposta de linfécitos T para o padrao
hiperinflamatério Th17 *°.

A modulacdo da resposta adaptativa em direcado a um perfil
hiperinflamatoério também pode envolver a reducédo das células T regulatorias
(Tregs, o 'freio' natural da inflamacdo na resposta adaptativa). Esta
possibilidade é suportada pelo achado de menor numero de Tregs no tecido
adiposo de animais com resisténcia a insulina associado a obesidade, em

comparacdo a animais com peso normal . Além da reducdo da presenca de
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Tregs, o tecido adiposo de animais obesos com resisténcia a insulina
apresentava maior proporcao de células Th1, e a transferéncia de células Th2
foi capaz de eliminar a resisténcia & insulina '°" demonstrando a relevancia da
imunidade adaptativa, em especial do perfil de resposta e polarizacao de
linfocitos T para o diabetes.

No diabetes tipo 1, caracterizado por uma doenca autoimune, trabalhos
mostram niveis de citocinas Th1 mais elevados, principalmente os niveis de
IFN-y 28. Células mononucleares de sangue periférico coletadas de 11
pacientes diabéticos tipo 1 e 9 pacientes saudaveis e estimuladas com
proteinas heat shock (Hsp60 AA437-460) e GAD 65 como peptideo Hsp60
(Hsp60 AA394-408), foram avaliadas em um estudo com objetivo de
determinar os niveis de citocinas Th1 (IFN-y) e Th2 (IL-13), bem como
determinar se ha uma mudanca no sentido Th1 ou Th2 da resposta imune.
Essas proteinas podem estar envolvidas na modulacao do desenvolvimento do
diabetes. Os resultados comparando os pacientes diabéticos e saudaveis,
mostraram um desvio significativo para resposta Th1 em DM tipo 1 apds
estimulo Hsp60 AA437-460, assim como uma diminuicdo de IL-13 %,

O DM tipo 1 autoimune tradicionalmente era reconhecido como uma
doenca mediada por citocinas associadas ao perfil de resposta Th1, como IFN-
y; porém, a resposta Th17 parece ter um papel central no processo inflamatério
e nas desordens autoimunes 22. A possivel relagdo dos linfécitos Th17 com o
desenvolvimento de diabetes tipo 1 autoimune foi demonstrada em modelos
animais de diabetes induzido nos quais foi verificado um aumento no niveis de

TNF-a, IL-18, IFN-y e IL-17. De forma interessante, a concentracao de IL-17
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estava positivamente associada com a severidade das lesdes das células 3
pancreaticas 2.

Outras doencas inflamatdérias cronicas tém sido associadas a modulacao
de citocinas Th17, como artrite reumatdide, asma, lupus eritematoso 7. Uma
doenca inflamatdria crbénica fortemente associada ao diabetes é a periodontite
crbnica, assim como outros tipos de doencga periodontal (DP) e perda dentaria.
Na literatura os trabalhos sao muito controversos em relacao ao perfil de
resposta adaptativa predominante na periodontite. Alguns estudos, verificaram
que o padrao de citocinas detectadas em tecidos periodontais acometidos por
periodontite crbnica apresentavam um discreto desvio para o padrao Thi,
apresentando niveis mais elevados das citocinas IFN-y e IL-2 2 46 % Hg
relatos também de elevados niveis de citocinas relacionadas ao perfil Th1 no
fluido gengival de pacientes com periodontite crénica, quando comparado ao

| 53, 81

fluido gengival de pacientes sem doenca periodonta . Outros trabalhos

demonstram um predominio de citocinas associadas ao perfil de resposta Th2

24, 26, 50

em tecidos periodontais doentes , € um trabalho que nao verificou

predominancia do perfil Th1 ou Th2 *.

Estudos transversais % %% %

mostram uma alta prevaléncia da doenca
periodontal tanto no diabetes tipo 1 como no tipo 2. Além disso, essa
associacao tem sido encontrada, e principalmente relacionada ao fator de
controle glicémico 3* 3% ®_ Diabéticos ndo compensados apresentam maior

extensdo e severidade de DP "°. Efeitos deletérios ocasionados pela atuagio

eixo AGE-RAGE podem estar associados a patogénese e progressao da



30

periodontite 2, em particular pela modulacdo da interacdo microbiota-

hospedeiro.
Atuacdo de RAGE e TLR4 na modulacdo da ativacdo, diferenciacédo e
apoptose de linfécitos T e mondcitos

RAGE atualmente é considerado como um receptor multiligante para
moléculas cujas concentragdes estdo aumentadas em pacientes diabéticos °'.
Esse receptor tem papel crucial na resposta imune inata e na propagacao da

31 Sugere-se que RAGE também exerca influéncia na resposta

inflamacao
imune adaptativa, entretanto, o papel desse receptor em células T ainda nao é
bem conhecido. RAGE atua na diferenciacédo de células Th1 e a expressao de
RNAmMm de RAGE é maior em células Th1 em comparacédo as Th2. Esta
influéncia de RAGE na resposta adaptativa € demonstrada in vivo em modelo
de diabetes induzido em que tanto animais geneticamente deficientes em
RAGE, quanto os animais tratados com antagonista de RAGE e submetidos a
transplante de ilhotas de Langerhans, apresentaram reducdo na taxa de
diabetes recorrente e um maior tempo na funcionalidade destes transplantes,
sugerindo que a inibicdo de RAGE pode ter aplicagao terapéutica no diabetes
por modulacéo da resposta imune adaptativa 13,

O sistema imunoldgico se desenvolveu para responder ndo apenas aos
agentes patogénicos, mas também aos sinais liberados a partir do dano e
morte celular. As proteinas HMGB1 s&o capazes de se ligarem ao DNA
nuclear, e sao liberadas quando algumas citocinas sao estimuladas

“passivamente” durante a morte celular. Elas sdo o protétipo do padréo

molecular associado a danos (DAMP) capaz de ativar a imunidade inata e tém
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sido implicadas em varias doencas inflamatérias. As HMGB1 podem estar
associadas a outras moléculas incluindo os receptores Toll-like e citocinas, e
podem participar da ativacdo de outras células através do engajamento
diferencial com multiplos receptores de membrana como TLR2, TLR4 e RAGE
8 A ativacdo de RAGE por crescente disponibilidade de ligantes, como
HMGB1, durante a hiperglicemia denota a hipotese de amplificacdo da
resposta auto-imune como no diabetes tipo 1.

Receptores Toll-like (TLRs) sao receptores transmembrana que
participam do reconhecimento de patégenos iniciando a resposta imune inata
8 TLR2 e TLR4 podem reconhecer componentes da parede celular bacteriana,
tais como lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanos e lipopeptideos. A
ativacao desses receptores nas células imunes inatas promove um aumento na
producédo de citocinas, quimiocinas e na regulacdo de outras moléculas de
superficie 8.

Em pacientes portadores de diabetes tipo 1, observa-se o aumento na
expressao de TLR2 e TLR4 em mondcitos do sangue periférico, bem como
maior expressao das proteinas adaptadoras relacionadas aos TLRs (MyD88 e
Trif) e maior ativacdo de NF-kB. Estas alteragcbes se correlacionam com
significativo aumento na producédo de IL-1 e TNF-a por mondcitos, encontrado
em pacientes diabéticos '°.

A influéncia destes receptores da resposta imune inata no diabetes foi
confirmada em modelo animal de diabetes induzido, e constatou-se significativa
atenuacdo da resposta imune associada ao diabetes em animais

geneticamente deficientes para TLR4. O estado de ativacdao de NF-kB e
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também os niveis de diversas citocinas, incluindo IL-1B, IL-6, KC/IL-8, IP-10,
MCP-1 e IFN-B foram reduzidos nos animais TLR4-/-. A relevancia da
sinalizacao via TLR para a resposta imune neste modelo experimental de
diabetes é indicada também pelo fato de que nos animais-controle 'selvagens'
(wild-type), observou-se aumento da expressao de TLR4 com a indugéo de
diabetes %°.

De forma similar, existe evidéncia do envolvimento sinérgico da
sinalizacao via TLR no estabelecimento e progressao da aterosclerose em
modelo de animais hipercolesterolémicos com deficiéncia de apolipoproteina E
(-/-), uma vez que a deficiéncia na expressao de TLR4 ocasionou uma reducao
no tamanho da les&o, conteudo lipidico e infiltracdo de macréfagos em ratos °°.
Estes dados sao particularmente importantes quando se considera que a
aterosclerose (e outras alteragdes vasculares) é uma das principais
complicagdes associadas ao diabetes e que os pacientes portadores de
diabetes usualmente apresentam dislipidemia.

Apesar destas evidéncias do papel da sinalizacdo via TLR no diabetes,
ha escassez de informagdes sobre a existéncia de integragdo de sinais dos
receptores TLRs e RAGE. A interacdo da sinalizacdo via TLR e RAGE é
indicada pelo fato de PBMC de pacientes com diabetes tipo 2 produzirem mais
IL-6 e TNF- a em resposta a estimulo com LPS do que PBMC de pacientes nao
diabéticos. Esta potencializacdo da producdo de mediadores inflamatdrios foi
atenuada pela inibicdo de TLR4 e RAGE previamente ao estimulo com LPS,

sugerindo que 0s sinais gerados por ambos receptores convergem para as
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mesmas vias de sinalizac¢ao, relevantes para a regulacao da expressao destes
genes inflamatérios '%.

Esta interagao sinérgica de RAGE com TLRs também é verificada em
estudos do processo aterosclerético associado a dislipidemia (duas condi¢des
também associadas ao diabetes). A sinalizacao via RAGE pode ser ativada por
AGE-LDL, mas nao se sabe se este € o unico receptor ativado. O estimulo com
AGE-LDL em macréfagos e em células endoteliais pode também ativar TLR4 e
levar a producéo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-6. Da mesma forma, o
AGE-BSA tem a capacidade de ativacdo de RAGE e TLR4, resultando em um
aumento da producéo de IL-6 nessas mesmas células, indicando sinergismo e
interacdo dos sinais gerados por estes receptores °.

Expressao de receptores e quimiocinas CCR5 e CCL3 na modulagcdo da
respostaimunolégica inata e adaptativa

Chemokine receptor 5 (CCR5) foi inicialmente reconhecido como um co-
receptor utilizado pelo virus HIV para entrada nas células imunes, porém suas
funcdes na resposta do hospedeiro vem sendo expandidas e atualmente é
considerado de grande relevancia em diversos processos inflamatorios, como a

aterosclerose *

. Recentemente, sua relevancia na progressao da doenca
periodontal foi demonstrada em modelo in vivo em que a utilizacao de inibidor
bioquimico (met-RANTES) resultou em significativa redugao do infiltrado
inflamatério e da reabsorcdo do osso alveolar .

Chemokine (C-C motif) ligand 3 (CCL3) também conhecida como

proteina inflamatdria de macréfago 1-alfa (MIP-1a) interage com os receptores

de quimiocinas CCR1 e CCR5, sendo produzida primariamente por mondcitos
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e linfécitos T CD4" ativados #°. CCL3 tem funcdo quimiotatica para mondcitos e
linfécitos, com elevada expresséo em sitios inflamados * inclusive no fluido
gengival de pacientes com doenca periodontal em comparacao ao fluido de
pacientes periodontalmente saudaveis *. A presenca de CCL3 na saliva de
pacientes acompanhados longitudinalmente por 9 meses se correlacionou com
a presenga de A. actinomycetemcomitans no biofilme subgengival e com o
desenvolvimento clinico de periodontite agressiva, sugerindo que os niveis
desta quimiocina podem ser utilizados como um possivel marcador diagnostico/
indicador de risco. Em modelos animais, a inducdo de doenca periodontal
experimental por infeccdo com A. actinomycetemcomitans € acompanhada por
significativo aumento da expressdao de CCL3 nos tecidos periodontais e,
subsequentemente, aumento da migracdo de células CCR1" e CCR5". No
entanto neste mesmo estudo, o fato de animais geneticamente deficientes em
CCL3 apresentarem severidade de doenca periodontal semelhante a
observada em animais 'normais' indica que esta quimiocina néao € essencial
para a inflamacao e progressao da doenga periodontal, possivelmente porque
sua auséncia pode ser compensada pela expressao das quimiocinas CCL4 e
CCL5 que também sdo ligantes de CCR1 e CCR5 "°. Além disso, foi
demonstrado que CCL3 também media a migracao de neutrofilos para o sitio
de inflamacg&o por meio da indugcédo da expressao de TNF-a e leucotrieno B4
(LTB4) ”’, indicando que esta quimiocina tem papel tanto na modulagdo da
resposta imune inata quanto adaptativa. Assim, considerando sua influéncia na
doenca periodontal e no processo aterosclerotico, ambas situagdes

relacionadas ao diabetes, bem como a caréncia de informagdes relativas a
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regulacdo de CCL3 e seu receptor CCR5 no diabetes, propomos avaliar a
regulacdo da expressao génica destes receptores em PBMC de diabéticos e

pacientes saudaveis na presenca e auséncia de estimulos de RAGE e TLR4.



2 PROPOSICAO

Considerando as evidéncias do papel do eixo AGE-RAGE na modulacédo da

resposta imune inata e adaptativa, nossa hipotese principal é de um sinergismo

na ativacdo do eixo AGE-RAGE e TLR em células mononucleares do sanque

periférico  (representativas da resposta imune inata e adaptativa),

potencializando a expressao de citocinas inflamatérias e exacerbando o

processo inflamatdério caracteristico em pacientes portadores de diabetes tipo

2. Nosso objetivo é descrever a modulacao do perfil de expressao de citocinas
inflamatérias e a polarizacdo da resposta de linfécitos T em resposta a ativacao
independente e simultdnea de RAGE e TLR4. Para atingir este objetivo,
propomos 0s seguintes objetivos especificos:

1) Determinar os efeitos do eixo AGE/RAGE, associado ou ndo a ativacao
de TLR, na proliferacdo e morte celular de PBMC de pacientes
diabéticos e ndo diabéticos.

2) Descrever os efeitos do eixo AGE/RAGE na expressao das citocinas
inflamatdrias TNF-c, IL-10, da quimiocina CCL3 e dos receptores CCR5
e RAGE por PBMC de pacientes diabéticos e n&o-diabéticos
estimulados por LPS bacteriano, associado ou nao a ativacdao de RAGE.

3) Avaliar os efeitos do eixo AGE/RAGE na diferenciacado de linfécitos T
CD4+ e na modulagéo do perfil de resposta T auxiliar (Th1, Th2 ou
Th17) associado ou ndo a ativacao de TLR, em pacientes diabéticos e

nao-diabéticos.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Preparo da albumina sérica glicada (BSA-AGE)

A albumina sérica bovina — fracdo V (BSA) foi diluida em PBS (pH 7.4) numa
concentracao de 50 mg/mL e subsequentemente incubada a 37° C por 8
semanas com 0.5 M de glicose em 0.2 M de tampéao fosfato (PBS) pH 7.4
contendo 0.5 mM de EDTA. A glicose livre remanescente apds esta incubacao
foi removida por extensa dialise (12 h) em PBS livre de Calcio e Magnésio, pH
7.4. O controle desta reacdo foi preparado em paralelo da mesma forma,
exceto pela adicao de 0.5 M de glicose no periodo de 8 semanas de incubacgao.
O BSA-controle e BSA-AGE foram aliquotados e armazenados em geladeira (+
4°C) ap6s confirmacao da glicacao por avaliacao da absorbancia em 405 nm
em espectrofotbmetro e verificagdo de absorbancias acima de 3.0 nas
amostras de BSA-AGE e inferior a 0.1 nas amostras de BSA-controle. Este

protocolo foi realizado de acordo com o trabalho de Valencia et al.?® (2004).

3.2 Obtencdo de amostras de PBMC do sangue periférico dos pacientes
voluntérios

Foram selecionados 6 pacientes de ambos os sexos (4 mulheres e 2 homens)
que concordaram em participar como doadores voluntarios do sangue
periférico, todos diabéticos tipo 2 diagnosticados ha mais de 5 anos com pobre
controle metabdlico (HbA1c > 8.5%) e idade variando entre 38 e 51 anos.
Todos estes pacientes sao portadores de doencga periodontal, participantes em
um projeto de pesquisa clinica em andamento no Departamento de Diagndstico

e Cirurgia, FOAr-UNESP e com aspectos éticos desta coleta de sangue
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periférico de acordo com protocolo n°35/09 previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Humanos da FOAr-UNESP (Anexo 1A) para esta
pesquisa clinica. Esses pacientes foram selecionados de acordo com a ficha de
anamnese pertinente ao projeto de pesquisa mencionado acima. Os dados
clinicos avaliados para a selecao foram: auséncia de dislipidemia, nivel de
HbA1c, medicacdes utilizadas, BMI, parametros clinicos periodontais. Também
foi coletado sangue periférico de 7 pacientes '‘controle’ (2 homens e 5
mulheres), ndo diabéticos e sem dislipidemia com idade variando entre 30 e 49
anos com minima experiéncia e atividade de doenca periodontal. Estes
pacientes-controle voluntarios incluiram os pesquisadores envolvidos no
projeto e outros doadores selecionados com base nos critérios de saude
sistémica e periodontal e faixa etaria.

Foi coletado em média 24 mL de sangue periférico de cada doador, em tubos
vacutainers contendo EDTA, e esse sangue foi diluido em HBSS (Hanks’
Balanced Salt Solution 1X - Gibco) na proporcao 1:1. Esse sangue diluido foi
colocado vagarosamente sobre a fase de Ficoll na propor¢ao 1:2 de sangue em
um tubo tipo falcon. Foi realizada a centrifugacédo (condi¢des de centrifugacao:
1600 rpm, 40 min, +18°C, aceleragéo ajustada para '2', sem desaceleragdo) em
gradiente de densidade (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare), e as células PBMC
separadas (populacdo mista de PBMC, sem separacdo de linfécitos T e
mondcitos) foram contadas e plaqueadas em meio RPMI (RPMI Medium 1640,
Gibco/Cat. n"23400-021) suplementado com antibidticos e soro fetal bovino
(FBS) a 1% (experimentos de producao de citocinas, citometria de fluxo e

sinalizacao intracelular) ou 10% (experimentos de proliferacdo e morte celular).
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As amostras obtidas (células para citometria e RNA total) foram aliquotadas e
armazenadas em freezer (-80°C). A distribuicdo dos tratamentos para as
amostras de PBMC coletadas de pacientes diabéticos e sistemicamente
saudaveis foi realizada segundo o tipo de experimento planejado e esta
representada nas Tabelas 1 e 2.

Esse protocolo foi realizado de acordo com o Bayum et al. ''(1968).

Todos os tratamentos indicados em “estimulos” foram realizados na presenca
e na auséncia dos “inibidores”. Esses inibidores foram adicionados 30 minutos

antes de serem realizados os tratamentos (estimulos).

Tabela 1 - Condi¢des experimentais para a avaliacdo da proliferacdo e morte celular

Experimento Estimulos Inibidores Quantidade de Periodos
(concentragéo) (concentracgéo) células (horas)
CONTROLE anticorpo 1x10°céls/mL 24,4872
MTS neutralizante para
DOXORRUBICINA RAGE (4 pg/mL) Placas de 96
(10uM) po¢gos
(0.1mL/poco)
LPS - E. coli LPS de
(1 pg/mL) Rhodobacter
sphaeroides
Azul de trypan BSA-AGE (20 pg/mL) 1x10°céls/mL  24,48,72
200 pg/mL
( hg/ml) Placas de 48
LPS - E. coli pogos
(1 pg/mL) + (0.5mL/pogo)

BSA-AGE
(200 pg/mL)
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Tabela 2 - Condigbes experimentais para a avaliagdo da expressao génica e polarizacdo da
resposta de células T auxiliares

Experimento Estimulos Inibidores Quantidade Periodo
(concentragéo) (concentracgéo) de células
CONTROLE anticorpo 1 x 10° céls/mL 6 horas
neutralizante para
PMA (50ng/mL) RAGE (4 pg/mL)
LPS - E. coli Placas de 48
CITOMETRIA (1 pg/mL) LPS de pogos
E Rhodobacter (0.5mL/poco)
RT-gPCR BSA-AGE sphaeroides
(200 pg/mL) (20 pg/mL)
LPS - E. coli
(1 pg/mL) +
BSA-AGE

(200 pg/mL)

Os reagentes utilizados foram:
e Anticorpo de RAGE: abcam® n°de catalogo ab89911/ Lot 940019
e LPS de R. sphaeroides (RS-LPS) InvivoGen Lot #RLS-3201
e LPS de E.coli Sigma-Aldrich Lot 2880-10MG
e PMA Sigma-Aldrich Lot # P1585
e Doxorrubicina Sigma-Aldrich Lot #060M1181V

3.3 Avaliacdo de apoptose e viabilidade celular das células PBMC de
individuos diabéticos e néo diabéticos

Anexina V

O inibidor de transporte protéico Brefeldin A foi acrescentado as culturas (10
pMg/mL) nas ultimas 3 horas do periodo experimental de 6 h para os estimulos
descritos na Tabela 2 (citometria). As células foram coletadas por centrifugacao
(250 g, 5 min, temp. ambiente) e congeladas em solucdo de 90% FBS/10%

DMSO no freezer -80°C até o momento de realizagao do ensaio, quando foram
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descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e resuspendidas em meio
RPMI suplementado com 10% FBS para marcagao com anexina conjugada a
biotina e incubacdo com o corante de DNA (iodeto de propideo), segundo as
instrucbes do fornecedor dos reagentes utilizados. A citoxicidade foi
determinada por ensaio de duas cores em citometria de fluxo, por meio de
incubacbes sequenciais em Anexina-V conjugada a biotina seguida de
incubacao em streptavidina conjugada a FITC em solu¢do contendo 50 pg/mL
de iodeto de propideo (Pl). Assim, foi possivel determinar a presenca de
células em estagio inicial de apoptose (Anexina V-positivas e Pl-negativas) de
células em estagios tardios de apoptose (Anexina-V-positivas e Pl-positivas). A
aquisicao dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo (FACS Canto, BD
Biosciences) no Laboratério de Imunologia Aplicada da FMRP-USP. Os dados
foram analisados com o software FlowJo.

Esse protocolo foi realizado de acordo com a utilizacado do kit (FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit Il, BD Biosciences), segundo as instrucbes do

fabricante.

MTS

A morte celular por apoptose pela via intrinseca foi avaliada por meio da
determinacao dos efeitos dos tratamentos na fungao mitocondrial utilizando kit
comercialmente disponivel (Cell Titer 96 Aqueous; Promega Corp.) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Este kit avalia a viabilidade celular através da
reducao do componente tetrazolium em formazan por enzimas desidrogenases

presentes em células metabolicamente ativas gerando um composto com pico
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absorbancia de Iluz visivel em 490 nm. Brevemente, 1 x 10° células
resuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS foram
plaqueadas em cada poc¢o de placas de cultura de 96 pogos, estimuladas, da
forma descrita pela Tabela 1 acima, pelos periodos de 24, 48, 72 horas. Ao
final destes periodos, 20 uL do reagente contendo o sal de tetrazolium (MTS)
era adicionado a cada po¢o, incubado por 2 horas e os resultados eram obtidos
através da medicao da absorbancia a 490 nm em um leitor de microplacas
(ELX 600, Biotek). O numero de células viaveis nos pocos estimulados foi
estimado em relagdo aos respectivos controles negativos em cada periodo

experimental.

Azul de trypan

No método azul de trypan, a viabilidade celular é avaliada através da
penetracdo do corante em células mortas, caracterizadas pela descontinuidade
da parede celular. Brevemente, 1 x 10° células resuspendidas em meio RPMI
suplementado com 10% de FBS foram plagueadas em cada pog¢o de placas de
cultura de 48 pogos, estimuladas, da forma descrita pela tabela 1 acima, no
entanto, ndao foi realizado o tratamento com os inibidores (LPS de R.
sphaeroides e anticorpo para RAGE). Os periodos de estimulo foram de 24, 48,
72 horas. O procedimento constituiu da diluicao da amostra na propor¢céo de
1:1 com o azul de trypan 0.4% (Invitrogen Corp.), e apos 2 minutos de
incubacao foi realizada a contagem diferencial em hemocitdmetro,

determinando o0 numero de células azuis (mortas) e células nao coradas
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(normais/viaveis). Em seguida foi calculada a porcentagem de células mortas

sobre o numero de células totais.

3.4 Avaliacdo da presenca de linfécitos T CD4" na populagcdo mista de
PBMC isolada do sangue periférico e modulacdo do perfil de resposta T
auxiliar (Th1/Th2/Th17)

Apés isolamento de PBMC do sangue periférico, foi feita contagem para
avaliacdo das células viaveis (experimento de exclusdo de azul de Trypan) em
hemocitémetro para confirmar que a viabilidade de células era igual ou superior
a 95%. As células foram, entdo, plaqueadas em placas de 48 pocos, 0.5 mL de
volume com 1x 10° células por poco em meio RPMI suplementado com 1% de
FBS. Apds 4 horas de plagueamento, as células foram estimuladas (estimulos
descritos na Tabela 2). Trés horas apos o estimulo foi adicionado inibidor de
transporte protéico (Brefeldin A, 10 ug/mL) e apds mais 3 horas (total de 6 h de
estimulo), as células foram coletadas e centrifugadas (250 g / 5 min, RT). Apés
a centrifugacao as amostras foram resuspendidas em meio de congelamento
(90% FBS + 10% DMSO) e submetidas a congelamento lento (-1°C/ min) até -
80°C onde permaneceram armazenadas por cerca de 6 a 8 semanas. Para a
realizac&o da citometria de fluxo as células congeladas foram transportadas em
gélo seco até Ribeirdao Preto (laboratdrio do Prof. Jodo Santana da Silva,
FMRP-USP). Foi realizado o descongelamento dessas células e as mesmas
foram resuspendidas em meio RPMI+10% FBS pré-aquecido. As células foram
coletadas por centrifugacao (250 g, 5 min, RT), fixadas em paraformaldeido 2%

(Cytofix, BD Biosciences) por 20 minutos e permeabilizadas em tampéao



contendo saponina (Cytoperm, BD Biosciences) por 15 minutos a 4°C. Apds
lavagem em PBS, foi realizada a marcacdo com um coquetel de anticorpos
conjugados a diferentes fluoréforos: aCD4-PERCP-Cy5.5, alL17A-PE, alFN-
gama-FITC e alL-4-APC, com as células ja resuspendidas em tampao de
marcacao contendo saponina para manter a permeabilizacdo. A aquisicao dos
dados foi realizada em citdbmetro de fluxo (FACS Canto, BD Biosciences) no
laboratério de Imunologia Aplicada da FMRP-USP, considerando um minimo
de 10.000 eventos/amostra. Os dados foram analisados com o software
FlowdJo.

Este protocolo foi realizado de acordo com o kit (Human Th1/Th2/Th17

Phenotyping kit, BD Biosciences), segundo as instru¢des do fabricante.

3.5 Modulacdo da expressdo génica (RNAm) nas células PBMC de
individuos diabéticos e ndo diabéticos

Apés a separacao das células PBMC, estas foram contadas, resuspendidas em
meio RPMI contendo 1% de FBS e plaqueadas 1 x 10° células por pOcoO em
placas de 48 pocos. Apos 4 horas de plagueamento as células foram
estimuladas (por 6 horas) de acordo com a Tabela 2 acima. Apdos o periodo de
estimulo, estas células foram coletadas e a extracao de RNA foi realizada pelo
kit RNAqueous® Kit (Ambion Inc, Applied Biosystems) e quantificadas em
espectrofotbmetro de microvolumes (NanoVue, GE Healthcare), considerando
uma relacao A260/A280 entre 1.8 e 2.1 como indicativa da pureza do RNA
obtido. O cDNA foi sintetizado com a utilizacdo do kit High Capacity cDNA

Reverse Transcription (Applied Biosystems) de acordo com as instrucoes do
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fabricante. O PCR tempo real foi realizado utilizando reagentes TagMan Fast e
pares de primers e sonda pré-desenhados e otimizados (TagMan Fast Gene
Expression Assays, Applied Biosystems) para deteccéo dos seguintes genes-
alvo: RAGE, CCL3 e CCR5, IL-10 e TNF-a, além do gene constitutivo GAPDH
utilizado para normalizacdo dos resultados. Esta reacdo foi feita em
termocicladora StepOne Plus (Applied Biosystems) e os resultados analisados
pelo método A(ACt) utilizando o software da propria termocicladora para
quantificacéo relativa da expresséo dos genes-alvo apds normalizagéo para o

gene constitutivo.

3.6 Andlise estatistica

Médias e desvios-padrao foram obtidos a partir dos dados dos experimentos
utilizando células dos diferentes pacientes em cada grupo (diabéticos e néao
diabéticos). Estas médias foram comparadas, dentro do mesmo grupo (entre os
diferentes estimulos e condi¢cdes experimentais) ou entre grupos (hnuma mesma
condicao experimental/estimulo) utilizando o teste t ndo pareado de Student.
Para efeito destas comparacdes, cada condicao experimental (estimulo), bem
como os resultados apés um mesmo estimulo nos diferentes grupos (diabéticos
e nao-diabéticos) foram considerados eventos independentes. Estas
comparacgoes e graficos foram realizadas com o programa GraphPad Prism 5,

sempre utilizando um nivel de significancia de 95% (p <0.05).



4 RESULTADO

Avaliacdo de apoptose e viabilidade celular das células PBMC de
individuos diabéticos e ndo diabéticos

Anexina-V

Para avaliacdo da modulacao da apoptose de PBMC de pacientes portadores
de diabetes e nao diabéticos, utilizamos um ensaio para detecgdo de Anexina-
V e incorporacdao de iodeto de propidio (Pl). Os resultados indicam que o
tratamento com BSA-AGE associado ou ndo LPS E. coli, induz baixo
percentual de apoptose (precoce e tardia) tanto nas células PBMC do grupo
diabetes como no grupo controle. Esse baixo percentual de apoptose se
mantém inalterado na presenca dos inibidores de RAGE e TLR4 em ambos os
grupos, suportando a nogcao de que a ativacdo dos receptores néo tem papel
relevante na apoptose destas células. Apenas nas células estimuladas com
PMA foi observado maior percentual de apoptose tardia/ morte celular,
principalmente no grupo controle. Neste estimulo, os resultados mostram que
as células do grupo diabetes tendem a ser mais resistentes a apoptose

(Figuras 1 e 2).
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FIGURA 1 — Gréfico representativo do potencial apoptético em PBMC de pacientes
nao diabéticos. Avaliacao do percentual de células viaveis (representada pela barra
branca) e percentual de células em processo de apoptose tardia/necrose celular
(representada pela barra cinza) nas diferentes condigbes experimentais: controle, PMA
(50ng/mL), LPS E.coli (1pg/mL) e BSA-AGE (200ug/mL) isolados ou associados, na
presenga ou auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE,
4ug/mL).
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FIGURA 2 - Grafico representativo do potencial apoptético em PBMC de pacientes
portadores de diabetes tipo 2. Avaliacdo do percentual de células viaveis
(representada pela barra branca) e percentual de células em processo de apoptose
tardia/necrose celular (representada pela barra cinza) nas diferentes condi¢des
experimentais: controle, PMA (50ng/mL), LPS E.coli (1pg/mL) e BSA-AGE (200pg/mL)
isolados ou associados, na presengca ou auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS,
20pg/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

MTS

Para avaliacdo dos efeitos dos tratamentos na viabilidade celular foram
realizados testes de MTS e azul de trypan (apoptose via intrinseca e processo
final de morte celular, respectivamente) divididos em 3 periodos: 24, 48 e 72
horas. No experimento de MTS, ao final de cada periodo, a fungao mitocondrial
foi avaliada utilizando um kit comercial (Cell Titer 96 Aqueous; Promega Corp.),
que avalia a funcdo mitocondrial através da atividade de enzimas
desidrogenases presentes em células metabolicamente ativas. Os resultados
mostram que no periodo de 24 horas, as células tratadas com LPS E. coli e
BSA-AGE, ou a associagcao de ambos, apresentaram aumento significativo na

atividade metabdlica em ambos os grupos (controle e diabetes). Curiosamente,
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a inibicdo dos receptores TLR4 e RAGE nao influenciou a modulagao da
atividade metabdlica por estes estimulos. O mesmo ocorre no periodo de 48
horas e apesar de ambos o0s grupos mostrarem atividade metabdlica
significativamente aumentada com estimulos de LPS E. coli e BSA-AGE
isolados e associados, PBMC de individuos nao diabéticos mostram uma
atividade metabdlica superior. Entretanto, no periodo de 72 horas, a inibicdo do
receptor RAGE diminuiu de forma significativa a atividade metabdlica nas
células que foram tratadas com BSA-AGE em PBMC de individuos néo
diabéticos. Além disso, os estimulos com BSA-AGE isolado e associado ao
LPS E. coli continuou aumentando a atividade metabdlica nestas células de
forma significativa quando comparado as células que nao receberam algum
tipo de tratamento (células controle). Nao observamos, no entanto, efeito
sinérgico entre os estimulos de TLR4 e RAGE. O grupo diabetes, nesse
mesmo periodo, nao mostrou diferencas significativas na atividade metabdlica
celular entre diferentes tipos de tratamento. As células PBMC de ambos os
grupos apresentaram resisténcia a apoptose, até mesmo pelo controle positivo

de estimulo apoptético (Doxorrubicina) (Figuras 3, 4 € 5).
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FIGURA 3 — Avaliagdo dos tratamentos na atividade metabdlica celular, em ambos os
grupos, no periodo de 24 horas. Os tratamentos foram realizados com LPS E. coli
(1pug/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200pg/mL) na presenca ou auséncia de
inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20pg/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4pg/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo (p<0.05).

A barra negra representa o controle positivo de estimulo apoptético com Doxorrubicina
(10pM).
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FIGURA 4 — Avaliagdo dos tratamentos na atividade metabdlica celular, em ambos os
grupos, no periodo de 48 horas. Os tratamentos foram realizados com LPS E. coli
(1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200pg/mL) na presenga ou auséncia de
inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20pg/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4pg/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo (p<0.05).

A barra negra representa o controle positivo de estimulo apoptético com
Doxorrubicina (10puM).
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FIGURA 5 — Avaliagéo dos tratamentos na atividade metabdlica celular, em ambos os
grupos, no periodo de 72 horas. Os tratamentos foram realizados com LPS E. coli
(1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200pg/mL) na presenca ou auséncia de
inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20pg/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4pg/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo (p<0.05).

(#) Diferencas significativas quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo
grupo. (p<0.05). A barra negra representa o controle positivo de estimulo apoptético
com Doxorrubicina (10uM).

Azul de trypan

No experimento com azul de trypan, ao final de cada periodo, as amostras
foram diluidas 1:1 com o reagente (Azul de trypan 0.4%, Invitrogen Corp) e a
viabilidade celular foi avaliada pela contagem em hemocitdmetro de células
coradas (nao viaveis) e nao coradas (viaveis). Os resultados mostram que a
viabilidade celular no grupo controle e no grupo diabetes, praticamente se
manteve constante nos 3 periodos, na presenca ou auséncia de LPS E. coli e
BSA-AGE isolados ou associados. A doxorrubicina utilizada como controle

positivo de estimulo apoptético foi capaz de reduzir a viabilidade celular das
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PBMC provenientes de individuos portadores de diabetes e individuos nao

diabéticos, em todos os periodos do experimento (24,48 e 72 horas) (Figura 6).

FIGURA 6 — Avaliacdo dos tratamentos na inducdo de morte, indicada pela
descontinuidade da parede celular e coloracdo das células no ensaio de azul de
trypan, nos periodos de 24,48 e 72 horas. Os tratamentos foram realizados com LPS
E. coli (1pg/mL) e BSA-AGE (200pug/mL), isolados ou associados. A barra negra
representa o controle positivo de estimulo apoptético com Doxorrubicina (10puM).

Avaliacdo da presenca de linfécitos T CD4" na populacdo mista de PBMC

isolada do sangue periférico e modulacédo do perfil de resposta T auxiliar

(Th1/Th2/Th17)

Para que fosse possivel a avaliacdao do percentual de linfécitos T CD4+ e das
propor¢des celulares Th1, Th2 e Th17 na populacdo mista de PBMC, em
ambos os grupos, foi realizada a marcacao das células T com um coquetel de
anticorpos conjugados a diferentes fluoréforos: a«CD4-PERCP-Cy5.5 (marcagao
de superficie) e  olL17A-PE, olFN-gama-FITC, olL-4-APC (marcacoes

intracelulares) - (Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping kit, BD Biosciences). Os
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resultados indicam uma tendéncia para maior quantidade de linfocitos T
auxiliares (CD4+) em PBMC de individuos diabéticos em comparagdo aos
individuos nao diabéticos (Figura 7). No grupo diabetes, o tratamento com PMA
resultou na reducdo significativa do percentual de células CD4+, quando

comparado as células n&o estimuladas (Figura 8).

% total de Linfécitos T

A) B)
Controle Diabetes
60 60
PMA =
g I11]
40 § 40
é PMA
-3 *
S
=
PS 9 + + 0
LPS (Lpiml) = = v + L + + - + - - - - -
AGE(20pghrd} = = - + % - & + .- * + Aéepfzgﬁm— = + + : + + : t + :
RS-LPS ' abRAGE ETTTRAPTTTT
% de linfocitos T CD4+ % de linfocitos T CD4+

FIGURA 7 - Avaliacao do percentual de linfocitos T auxiliares (CD4+) em PBMC de
pacientes controles (ndao diabéticos) e de pacientes portadores de diabetes tipo 2,
segundo o estimulo, isolado e associado, de LPS E.coli (1pg/mL), BSA-AGE
(200pg/mL), na presenca ou auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL),
RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL) e estimulo com PMA (50ng/mL). As barras indicam a
média e o desvio padrdao do percentual de células CD4+, segundo o estimulo
realizado.

(*) Diferenca significativa quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo.
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FIGURA 8 — Comparacao do percentual de linfécitos T auxiliares (CD4+), entre o
grupo controle e o grupo diabetes, na populacao mista de PBMC, segundo o estimulo,
isolado e associado, de LPS E. coli (1pg/mL) e BSA-AGE (200ug/mL), na presenca e
auséncia dos inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL), RAGE (ab-RAGE, 4pg/mL) e
estimulo com PMA (50ng/mL). As barras indicam a média e o desvio padrdao do
percentual de células CD4+, segundo o estimulo realizado. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.

A marcacao intracelular de citocinas avaliada em células T CD4+ tanto no
grupo controle como no grupo diabetes, para caracterizagcdo do padrao de
resposta predominante (Th1,Th2 e Th17) indicou que o tratamento com PMA e
com BSA-AGE aumentou de maneira significativa a proporcao de células Th1
(células IFN-y+) quando comparadas aquelas células que nao receberam
qualquer tipo de tratamento. Entretanto, no grupo diabetes, esse aumento na

proporcao de Th1 foi observado apenas com a inibicao dos receptores TLR e
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RAGE, associado ao tratamento com LPS E. coli e BSA-AGE respectivamente,

quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo grupo (Figura 9).
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FIGURA 9 — Avaliacdo da proporcao de células Th1 (células IFN-y +) através da
marcacao intracelular por anticorpo conjugado a fluoréforo (alFN-gama-FITC).
Aquisicao dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo. Tratamentos realizados: LPS
E.coli (1pg/mL) e BSA-AGE (200ug/mL), isolados ou associados, na presenca e
auséncia dos inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL), RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL) e
estimulo com PMA (50ng/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle néo estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferencas significativas quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo
grupo.

O aumento significativo na propor¢cdo das células Th2 (células IL-4+) foi
observado no grupo nao diabético com os tratamentos de PMA e BSA-AGE. A
inibicao do receptor TLR4 associado ao estimulo de BSA-AGE tambéem fez

aumentar de maneira significativa a proporcao de células Th2. No grupo
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diabetes, essa proporcao aumentada de células Th2 sé foi significativa através

do bloqueio de TLR associado ao tratamento com BSA-AGE (Figura 10).
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FIGURA 10 — Avaliacao da proporcédo de células Th2 (células IL-4 +) através da
marcacao intracelular por anticorpo conjugado a fluoréforo (alL-4-APC). Aquisicao dos
dados foi realizada em citbmetro de fluxo. Tratamentos realizados: LPS E.coli
(1pg/mL) e BSA-AGE (200ug/mL), isolados ou associados, na presenca e auséncia
dos inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL), RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL) e estimulo
com PMA (50ng/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle néo estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferencas significativas quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo

grupo.

A proporcdo de células Th17 (células IL-17A+) aumentou de maneira
significativa em ambos os grupos com estimulo de PMA. Somente no grupo

diabetes, o bloqueio de ambos receptores TLR4 e RAGE associados
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respectivamente com os tratamentos LPS E. coli e BSA-AGE, provocou um

aumento significativo na proporc¢ao de células Th17 (Figura 11).

As células dos pacientes diabéticos mostraram uma tendéncia para

predominéancia de resposta Th1, representada na Figura 12.
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FIGURA 11 — Avaliagdo da proporcao de células Th17 (células IL-17a +) através da
marcagao intracelular por anticorpo conjugado a fluoréforo (alL17A-PE). Aquisicao dos
dados foi realizada em citdbmetro de fluxo. Tratamentos realizados: LPS E.coli
(1pg/mL) e BSA-AGE (200pg/mL), isolados ou associados, na presenga e auséncia
dos inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL), RAGE (ab-RAGE 4pg/mL) e estimulo com
PMA (50ng/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle nao estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferencas significativas quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo

grupo.
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FIGURA 12 - Proporcao entre o padrao de resposta de células CD4+ em individuos
diabéticos tipo 2 e nao diabéticos. A razao entre o percentual de células Th1
(CD4+/IFNg+) e Th2 (CD4+/IL4+) e entre células Th1 e Th17 (CD4+/IL17A+) foi
calculado a partir dos resultados da analise por citometria de fluxo em PBMC nao
estimulados. Nota-se discreto desvio, sem significancia estatistica, para o perfil Th1
(CD4+IL4+) em diabéticos.

Avaliacdo na modulacdo da expressao génica (RNAm) nas células PBMC
de individuos diabéticos e néo diabéticos

RAGE

A modulacao da expressao génica foi avaliada nas células PBMC de ambos os
grupos apds 6 horas de estimulo. Os resultados mostram que o estimulo
isolado de BSA-AGE aumenta significativamente a expressao génica de RAGE
no grupo nao diabético. O uso do anticorpo para bloquear a sinalizagao via
RAGE demonstrou que esta indugdo ocorre por mecanismo autocrino,
dependente da ativacdo do receptor RAGE. No grupo diabetes, apenas as
células tratadas com PMA apresentaram uma diminuicdo na expressao génica
de RAGE. O estimulo com LPS e a ativagao de TLR4 nao exerceu influéncia na
expressdao de RNAm de RAGE em individuos diabéticos e nao-diabéticos

(Figura 13).
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FIGURA 13 — Expresséo génica (RNAm) de RAGE avaliada por RT-qPCR em PBMC
isoladas em amostras de sangue periférico de pacientes sistemicamente saudaveis
(controle) e portadores de diabete tipo 2 (grupo diabetes). Tratamentos realizados com
LPS E. coli (1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200ug/mL), na presenga ou
auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

(*) Diferencas significativas quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferenca significativa quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo

grupo.

CCL3

O estimulo com LPS induziu a expressao da quimiocina CCL3, também
conhecida como MIP-1a, poréem esta indugcdo ocorreu de forma
significativamente mais potente em PBMC de individuos n&o diabéticos. A
associagcao dos estimulos LPS e BSA-AGE nao teve efeito sinérgico em
nenhum dos grupos. De fato em PBMC de individuos nao diabéticos a
magnitude da inducdo de RNAm de CCL3 foi atenuada pela ativacao

concomitante de RAGE. Apenas em PBMC de diabéticos a expressao induzida
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pelos estimulos LPS e BSA-AGE associados foi dependente da ativagao de
TLR4. Além disso, no grupo diabetes, a expressdao de CCL3 diminuiu
significativamente quando houve uma associa¢cao dos tratamentos LPS E. coli
e BSA-AGE na presenca do inibidor de TLR4 (RS-LPS). Em geral, os
resultados indicam que PBMC de individuos nao diabéticos foram mais
responsivos na expressao de CCL3 e que a ativacao de TLR4 induziu de forma
muito mais potente a expressao génica do que a ativacao de RAGE. Os dados

estao representados na Figura 14.
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FIGURA 14 - Expressao génica (RNAm) de CCL3 avaliada por RT-gPCR em PBMC
isoladas em amostras de sangue periférico de pacientes sistemicamente saudaveis
(controle) e portadores de diabete tipo 2 (grupo diabetes). Tratamentos realizados com
LPS E. coli (1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200ug/mL), na presenca ou
auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

(#) Diferenca significativa quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo
grupo.

(**) Diferenca significativa entre os grupos controle e diabetes.
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CCR5

De forma similar ao observado para CCL3, a magnitude da expressao do
receptor de quimiocina CCR5 foi discretamente maior em PBMC de individuos
nao diabéticos. Diferentemente, de CCL3, a regulacao da expressao génica de
CCR5 parece ser induzida de forma mais marcante por BSA-AGE e nao por
LPS. Interessante notar que, apesar de AGE ser um estimulo mais potente que
LPS, a inibicdo de TLR4 teve efeito mais marcante na expressdo de RNAm de
CCR5 do que a inibicao de RAGE. Em ambos os grupos, diabéticos e nao
diabéticos nota-se uma tendéncia discreta para efeito sinérgico da ativacao de
TLR4 e RAGE. Em PBMC de diabéticos o estimulo com PMA, reduziu

significativamente a expressao de RNAm de CCR5 (Figura 15).
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FIGURA 15 - Expressao génica (RNAm) de CCR5 avaliada por RT-qPCR em PBMC
isoladas em amostras de sangue periférico de pacientes sistemicamente saudaveis
(controle) e portadores de diabete tipo 2 (grupo diabetes). Tratamentos realizados com
LPS E. coli (1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200ug/mL), na presenca ou
auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

(*) Diferenca significativa quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo.

IL-10

A expresséo génica da interleucina 10 por PBMC tanto de diabéticos quanto
nao diabéticos foi induzida primariamente por LPS, enquanto BSA-AGE néo foi
capaz de induzir RNAm de IL-10 de forma importante. De fato, a inibicao de
TLR4 atenuou de forma significativa esta inducdo, enquanto a inibicdo de
RAGE nao teve nenhum efeito na expressao de IL-10. Nao houve efeito
sinérgico ou antag6nico com a associacao de LPS e BSA-AGE, indicando que
néao ha integracdo dos sinais gerados por TLR4 e RAGE na expressao desta

citocina em PBMC. Os dados estéo representados pela Figura 16.
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FIGURA 16 - Expressao génica (RNAm) de IL-10 avaliada por RT-qPCR em PBMC
isoladas em amostras de sangue periférico de pacientes sistemicamente saudaveis
(controle) e portadores de diabete tipo 2 (grupo diabetes). Tratamentos realizados com
LPS E. coli (1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200ug/mL), na presenca ou
auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

(*) Diferenca significativa quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferencga significativa quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo

grupo.
TNF-a

A regulacdo da expressdo génica de TNF-a foi significativamente mais
marcante apos a ativacdo de TLR4 em ambos os grupos, enquanto a ativagéao
de RAGE teve um efeito estimulatério discreto apenas em PBMC de individuos
nao diabéticos. De fato, a dependéncia da sinalizagao via TLR4 é confirmada
com a verificacdo de que a inibicao deste receptor inibiu de forma expressiva a
inducao de TNF-a. Por outro lado, a inibicao de RAGE teve efeitos opostos em
PBMC de nao diabéticos, em que atenuou a inducéao por LPS, e em PBMC de

diabéticos, nas quais potencializou a indu¢cado de TNF-a por LPS. A associacao
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dos estimulos LPS e BSA-AGE ndo modificou a regulagao de TNF-a em PBMC
de diabéticos, porém atenuou a inducao por LPS em PBMC de individuos néo
diabéticos. Diferentemente do observado para IL-10, a expressao de TNF-a foi
significativamente induzida por estimulo com PMA apenas em PBMC de

individuos diabéticos, como mostra a Figura 17.
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FIGURA 17 - Expressao génica (RNAm) de TNF-a avaliada por RT-gPCR em PBMC
isoladas em amostras de sangue periférico de pacientes sistemicamente saudaveis
(controle) e portadores de diabete tipo 2 (grupo diabetes). Tratamentos realizados com
LPS E. coli (1pg/mL) associado ou ndo a BSA-AGE (200ug/mL), na presenca ou
auséncia de inibidores de TLR4 (RS-LPS, 20ug/mL) e RAGE (ab-RAGE, 4ug/mL).

(*) Diferenca significativa quando comparado ao controle ndo estimulado dentro do
mesmo grupo.

(#) Diferenca significativa quando comparado ao estimulo isolado dentro do mesmo
grupo.

(**) Diferenca significativa entre os grupos controle e diabetes.



5 DISCUSSAO

A hipotese principal deste trabalho é a existéncia de um efeito sinérgico da
ativacédo dos receptores TLR e RAGE na resposta imune. Estes receptores sdo
similares pela capacidade de reconhecer diversos ligantes e estruturas (ou
padrdes) moleculares, exercendo papel na resposta imune inata ativada por
MAMPs ou DAMPs. Em geral, os resultados deste trabalho ndo suportam a
existéncia de uma interacdo, seja de natureza sinérgica ou antagonica,
resultante da ativacdo destes receptores; porém existem diversas
consideragdes importantes derivadas destes resultados que passamos a

explorar a seguir.

Apoptose e proliferagéo celular

O processo de apoptose ou morte celular programada € essencial para
manutengcao do desenvolvimento dos seres vivos, atuando como parte de um
mecanismo de “controle de qualidade” e reparacao, compensando erros
genéticos ou erros estocasticos do desenvolvimento *.

Desde a década de 90, alguns trabalhos (in vitro) ja associavam a
inducdo de apoptose celular & hiperglicemia no diabetes mellitus * 2" %2, Esses
estudos tinham como foco principal a abordagem em células endoteliais da
retina, rins, miocardio e células endoteliais da veia umbilical em humanos. Os
mecanismos envolvidos para inicio do processo apoptético sob estado
hiperglicémico incluiam o estresse oxidativo, aumento intracelular de Ca?",
disfuncdo mitocondrial (apoptose via intrinseca), alteragcdes no metabolismo
intracelular de &cidos graxos, ativacdo das kinases protéicas ativadas por

mitégenos (mitogen-activade protein kinases, MAPKSs) e diminuicao da ativacao
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de fosforilagcdo da proteina kinase Akt *. Nossos resultados ndo suportam um
papel de RAGE como indutor de apoptose, seja pela via intrinseca ou
extrinseca. De fato, PBMC de individuos diabéticos pareceram ser mais
resistentes a apoptose in vitro do que PBMC de individuos nao diabéticos.
Diferencas no tipo celular (PBMC versus células endoteliais) e desenho
dos experimentos (hiperglicemia versus estimulo com AGE) podem explicar as
discrepancias entre os resultados deste trabalho e os relatos da literatura. O
estudo de Graber et al.*3(1999), corrobora nossos resultados, e mostra que
PBMC de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 exibem um baixo
grau de permeabilidade da membrana ao iodeto de propidio (Pl), sugerindo que
estas células possuem menor taxa apoptética quando comparadas as células
de individuos sistemicamente saudaveis. A interpretacdo desses resultados
baseia-se justamente na desregulamentacdo enzimatica resultante da
hiperglicemia que faz parte de um complexo mecanismo de resposta adaptativa
que permite as PBMCs, de pacientes diabéticos, tolerancia de variabilidade
metabdlica intracelular, e aumento da impermeabilidade da membrana
(rigidez). Assim, limita-se n&o sO o0 processo apoptético como também outros
tipos de estresse metabdlico (glicosilagao) resultantes do diabetes mellitus 2.
Os resultados descritos na literatura divergem muito e, em parte, isso
ocorre devido oscilacao da resposta imunologica nos portadores de diabetes;
numero insuficiente de amostra no estudo ou inconsisténcias na coleta de
células da populacdo que esta sendo estudada *’. Além disso, a hiperglicemia
pode aumentar producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando

em um aumento do estress oxidativo 2. Esse aumento foi observado em células
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de pacientes diabéticos tipo 2, e associado ao comprometimento da atividade
de enzimas mitocondriais, despolarizacao da membrana mitocondrial, ativacao
das caspase-3 e PARP, levando a um processo de apoptose celular, e
debilitando a homeostase dos linfocitos nesses individuos sistemicamente

4 Qutros estudos * ¥ ™ também mostram resultados

comprometidos
semelhantes com relacéo a apoptose em linfécitos no diabetes.

Neste trabalho, ndo avaliamos os mecanismos biolégicos relacionados a
apoptose via intrinseca e extrinseca, mas os resultados obtidos sugerem que
serd interessante avaliar mecanismos relacionados a sobrevivéncia celular
como as ativacao de Akt, producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
expressao de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 e Bcl-xL apds estimulo
com LPS e BSA-AGE.

Os estimulos com LPS E. coli e BSA-AGE, isolados ou em associa¢do, nao
tiveram influéncia na viabilidade e proliferacdo de PBMC de individuos
saudaveis e de portadores de diabetes mellitus tipo 2. De fato, observamos que
estes estimulos aumentam a atividade metabdlica destas células em ambos os
grupos. Curiosamente, a inibicao dos receptores TLR4 e RAGE nao influenciou
este aumento da atividade metabdlica, exceto pelo bloqueio de RAGE em
PBMC de nao diabéticos no periodo de 72 h. O fato da inibicao dos receptores
nao ter influenciado no aumento da atividade metabdlica, pode estar associado
a auséncia da utilizacdo dos dois inibidores simultaneamente. Como inibimos
TLR4 ou RAGE, um deles sempre permanecia ativo e pode ter ‘compensado’ a

auséncia do outro receptor. Em contraste aos nossos resultados, a literatura

mostra que o estimulo com AGE inibe a atividade proliferativa em células
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progenitoras endoteliais (derivadas da medula déssea) de maneira dose-
dependente e que silenciar RAGE (siRNA) pode bloquear este efeito .
Entretanto, o tipo celular e a forma do composto glicado utilizados sao
diferentes ao protocolo utilizado em nosso estudo. Em outro estudo, duas
formas de AGE (albumina sérica de ovo de galinha e albumina sérica bovina
BSA-AGE) foram utilizadas para avaliacao de viabilidade celular em dois tipos
de linhagem de células: BHK-21 fibroblastos de hamster e SH-SY5Y células de
neuroblastoma humano.Ambos compostos glicados foram capazes de inibir a
viabilidade celular de maneira dose-dependente 2. A influéncia de BSA-AGE e
de LPS na viabilidade e atividade metabdlica celular sdo relatadas por alguns
trabalhos *® ®, no entanto, a diferenca no tipo celular utilizado nesses estudos
dificulta a comparagdo com nossos resultados. Além disso, a utilizacao de
populacdo mista de células (avaliacao em PBMC sem expansao de linfécitos)
possibilita interacao celular (linfécitos e células apresentadoras de antigenos -

APCs) e uma resposta de maneira peculiar aos diferentes tipos de tratamento.

Perfil de resposta de células T auxiliares (Th)

Nossos resultados indicam uma tendéncia para maior quantidade de
linfécitos T auxiliares (CD4+) em pacientes portadores de diabetes, em
comparac¢do aos individuos do grupo controle, e esses resultados condizem
com o estudo de Bouter et al. '° (1992).

A marcacao intracelular de células CD4+ em nosso trabalho mostra que
tratamentos de PMA e BSA-AGE aumentam significativamente a proporc¢ao de

células IFN-y+ em individuos nao diabéticos. Ndo observamos efeitos
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sinérgicos ou antagdnicos com a ativacao simultdnea de TLR4 e RAGE. Com
uma abordagem experimental um pouco diferente, resultados semelhantes séao
relatados em estudo que avalia os diferentes subtipos de AGE. AGE-2 e AGE-3
sao 0s que possuem mais alta afinidade com o receptor RAGE e aumentam a
producéo de INF-y e TNF-a em PBMC de pacientes sistemicamente saudaveis
94.

De forma similar a inducao de IFN- vy, verificamos que os estimulos com
PMA e BSA-AGE também aumentaram de forma significativa a proporgcao de
células T auxiliares IL-4+ em PBMC de individuos nao diabéticos, novamente
sem interacdo entre TLR4 e RAGE. Esses resultados demonstram que a
ativacao de RAGE pode modular o padrao de resposta de células T auxiliares,
com a indugcao da producédo de citocinas que sdao importantes no processo
inflamatério °% ®” 7. Avaliando-se as células Th17 (células IL-17+), apenas o
estimulo com PMA fez aumentar a proporcao de linfocitos T auxiliares IL17A+
tanto em PBMC de individuos saudaveis quanto de diabéticos, indicando que a
ativacao de TLR4 e RAGE nao tem papel relevante neste tipo de resposta Th.
Interessante notar que, em geral, PBMC de individuos nao diabéticos foram
mais 'responsivos' ao estimulo com PMA em comparacdo a PBMC de
individuos diabéticos. Resultados semelhantes sao relatados na literatura em
relacdo a producédo basal de IFN-y e IL-17, em células mononucleares em
sangue periférico de pacientes sépticos e sadios. Estes dados foram avaliados
através de marcacao intracelular (células Th1 e Th17) por citometria de fluxo.

Os resultados mostraram que apds o estimulo com PMA, em uma

concentracdo menor do que a utilizada em nossos trabalhos (20 ng/mL), os
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niveis de IL-17 e IFN-y foram aumentados, sendo este ultimo observado em
propor¢cao maior nos pacientes sadios. Esses dados demonstram que apos um
estimulo exégeno potente, aumentam-se os niveis basais de células Th1 e
Th17 e estas, estdo envolvidas na resposta inflamatéria tanto de pacientes
sistemicamente saudaveis como em pacientes portadores de doencas que
apresentam um desequilibrio no controle do sistema imunolégico .

No entanto, o estimulo com LPS E. coli isolado ou associado ao BSA-
AGE, néao influenciou a alteracdo de proporcao celular Th1,Th2 e Th17. Esses
dados divergem dos estudos encontrados na literatura. Lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) induz a producéo de IFN-y em células PBMC, e os mondcitos
possuem um papel essencial e obrigatério nesse processo. Linfécitos T
purificados falharam em produzir IFN-y quando estimulados por LPS, e a
adicao de 2% de mondcitos a cultura de linfocitos, fez com que houvesse uma
enorme resposta ao LPS bacteriano, com elevado nivel de IFN-y °2. Esse
trabalho ndo s6 mostra que PBMC séao responsivas a LPS, mas também a
importéncia e necessidade da interagcdo de mondcitos e linfécitos no processo
de resposta inflamatodria, o que condiz com a escolha do tipo celular utilizado
em nosso trabalho. A diferenca encontrada entre nossos resultados e a
literatura pode estar associada as diferentes formas de avaliacdo; a
concentragao utilizada de LPS; e o tempo de estimulo. Além disso, a intengcao
de utilizacado de PBMC sem expansao de linfécitos foi minimizar a perda das
caracteristicas fenotipicas peculiares das células dos pacientes diabéticos. No

entanto, mesmo o curto periodo de tempo entre a coleta, separacéo e estimulo
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das PBMC pode ter afetado as caracteristicas fenotipicas das células, devido a
“padronizacao” das condi¢cdes do ambiente extracelular.

Com relacédo a atuacao dos receptores (TLR4 e RAGE), os resultados
mostram que a inibicado dos mesmos, nao influencia a regulacéo de proporcao
de células IFN-y+, IL-4+ e IL-17+, uma vez que o bloqueio destes receptores
com RS-LPS e ab-RAGE, nao diminui a marcacao intracelular destas células
(com excecao da inibicao de TLR4 associada ao estimulo com BSA-AGE na
avaliacdo das células IL4+ no grupo controle) quando comparados aos
estimulos respectivos isolados, em ambos os grupo (controle e diabetes), fato
que pode ter duas explicagcdes: 1) os inibidores utilizados nao foram 100%
eficientes; 2) existem outros receptores que podem estar intermediando os
efeitos dos estimulos utilizados. Experimentos adicionais de inibicao da
expressao génica de TLR4 e RAGE com siRNA ou shRNA poderiam verificar a

primeira hipétese, porém estes nao foram realizados neste estudo.

Regulacdo da expressao génica de citocinas e quimiocinas

Avaliamos a expressao génica de citocinas relacionadas ao processo
inflamatoério IL-10 e TNF-a, da quimiocina CCL3 / MIP-1a. e dos receptores
CCR5 e RAGE apenas em RNAmM e em unico periodo de 6 horas apds os
estimulos. Esta abordagem experimental apresenta vantagens e desvantagens
que devem ser consideradas: o curto periodo de 6 horas é favoravel para
avaliacao de genes de resposta rapida e condiz com a escolha do protocolo de
cultura de células utilizado, uma vez que, neste periodo de tratamento minimiza
alteragdes no fenodtipo das PBMC obtidas de individuos diabéticos e néo

diabéticos pelas condi¢cdes padronizadas da cultura in vitro, incluindo pH,
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nutrientes, aminoacidos e nivel de glicose. Por outro lado, a escolha de se
avaliar a expressao génica somente em nivel de RNAm, dificulta a comparacao
com resultados encontrados na literatura que avaliaram a regulagéo génica em
nivel protéico, ja que as proteinas € que exercem o0s principais efeitos
bioldgicos. Além disso, existe a possibilidade dos achados de RNAmM néo
corresponderem a producao de proteina devido a regulagao pos-transcricional

de genes como IL-10 e TNF-o. ®

e considerando que a meia-vida destas
espécies de RNAm pode ser inferior a 6 horas.

A expressao de IL-10 foi induzida pelo estimulo com LPS isolado e por
LPS associado a BSA-AGE em PBMC de diabéticos e ndo diabéticos. Esta
regulacao foi dependente principalmente de TLR4, uma vez que a inibicao de
RAGE nao alterou a regulacdo da expressao génica. A ativacdo de RAGE,
embora néo tivesse efeito indutor para expressao de IL-10, também nao teve
efeito antagdnico a ativacao de TLR4 por LPS. Os resultados para a expressao
de TNF-a foram similares, com LPS sendo o estimulo mais potente, porém a
ativacdo de RAGE por BSA-AGE teve efeito indutor discreto, mas mais
marcante do que para IL-10. Novamente, nao observamos sinergismo ou
antagonismo entre TLR4 e RAGE.

A auséncia de efeito sinérgico entre RAGE e TLR4 é interessante e néo
antecipada por nés, uma vez que a ativacdo de diferentes receptores de
superficie celular por seus respectivos ligantes pode convergir para as mesmas
vias de sinalizacdo intracelular, como a via do fator de transcricdo NF-kB 2.

NF-kB a principal via de sinalizacao ativada por TLRs, e sua relevancia para a

expressao dos genes-alvo considerados € demonstrada pelos efeitos do
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bloqueio do receptor TLR4. No entanto o resultado final da inducdao da
expressao génica depende do efeito liquido das proteinas ligantes ao DNA,
principalmente na regido promotora dos genes. Embora NF-kB seja uma via de
convergéncia de sinais gerados por TLR e RAGE, diversas outras vias de
sinalizacao (e, consequentemente, fatores de transcricao e proteinas ligantes
ao DNA) podem ser ativadas por estes receptores. Assim, dependendo da
natureza e quantidade de fatores de transcricao (ativadores da sintese de
RNAm) e de repressao (inibidores da sintese de RNAm) teremos a modulacao
da producao de RNAm.

Esta complexidade na regulagcao do mecanismo transcricional pode estar
associada a resultados intrigantes observados, como o fato de que a inibicao
do receptor RAGE seguida do estimulo de TLR4 com LPS ter resultado em
significativo aumento da expressdgo de TNF-a em PBMC de individuos
diabéticos, enquanto que em PBMC de individuos nao diabéticos essa
expressao foi diminuida.

O gene TNF-a, por exemplo, pode ser regulado pelos fatores de
transcricao NFAT and ATF2/Jun em células B e T. Nas células T ATF2/Jun se
liga ao elemento AMP-ciclico no promotor do gene TNF-a e colabora com
NFAT, permitindo a atividade de transcricao 51 Por outro lado, fatores como
C/EBP-a e c-Jun induzem a expressao de TNF-a independente de NFAT em

células monociticas '®

. O Quadro 1 abaixo apresenta a quantidade de
sequéncias ou "motivos” de DNA em uma regidao de 10 Kb acima do sitio de
inicio da transcricdo dos genes-alvo avaliados e ilustra a complexidade

envolvida na regulagao destes genes.
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Quadro 1 - Numero de sitios de DNA potencialmente reconhecidos por
proteinas ligantes ao DNA segundo o gene-alvo considerado. Resultados
obtidos a partir de busca em algoritmo online (http://www.softberry.com)
utilizando uma sequéncia de 10 Kb do promotor dos genes obtida no banco de
dados do NCBI/NIH

GENES NUMERO DE SITIOS (MOTIFS) DE
FATORES DE
TRANSCRICAO/REPRESSAO
TNF-a 295, sendo 121 fatores diferentes
IL-10 166, sendo 95 fatores diferentes
CCL3 244, sendo 106 fatores diferentes
CCL5 194, sendo 78 fatores diferentes
RAGE 123, sendo 108 fatores diferentes

A expressao de CCL3 foi maior em PBMC de individuos nao
diabéticos, porém esta diferenca foi estatisticamente significativa apenas apés
o estimulo com LPS. Essa menor responsividade pode estar relacionada ao
debilitado sistema imunoldgico caracteristico aos pacientes diabéticos
descompensados e as altera¢des na quimiotaxia e recrutamento de leucécitos
polimorfonucleares (PMNs), a funcao principal de CCL3. A literatura sobre o
papel de CCL3 no diabetes mellitus € controversa. Alguns demonstram um
impacto dos niveis de CCL3 na modula¢ao da resposta imune/inflamatoria em
condicdes e doencas de natureza autoimune como o diabetes tipo 1 e na

infeccdo por HIV 3 7

. Outros trabalhos relatam marcante reducdo das
quimiocinas ligantes dos receptores CCR5 e CXCR3 em linfécitos de sangue
periférico de pacientes com diagnéstico recente de diabetes tipo 1 ¢'. CCL3 é o

ligante natural dos receptores CCR1 e CCR5. Os resultados encontrados na
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modulac¢ao génica de CCR5 diferiram dos de seu ligante, uma vez que BSA-
AGE foi o estimulo indutor mais potente ao contrario de CCL3 que foi induzido
principalmente por LPS. No entanto, TLR4 parece ter um papel mais importante
do que RAGE na modulacdo da expressao de CCR5. Novamente, PBMC de
pacientes nao diabéticos foram mais responsivas aos estimulos. A literatura
também é controversa com relacdo ao papel do receptor CCR5 no diabetes
mellitus. Avaliacdo em células PBMCs de pacientes diabéticos tipo 2, por
citometria de fluxo, mostram um aumento da expressdao de CCRS5, quando

23

comparadas as células do grupo controle Em outro estudo, nao foi

observada diferenca na expressdo de CCR5 entre varios subgrupos de
pacientes portadores de diabetes tipo 1 e pacientes “controles” 1% .

Avaliamos também a regulacdo expressdo do proprio receptor
principal dos AGEs, e verificamos que a inducao por BSA-AGE ocorre de
maneira autécrina. Além disso, observamos que TLR4 nao exerce papel
importante na modulacdo da expressao do receptor. Um efeito gradativo na
expressao (mas nao significativo) de RAGE foi observado com o tratamento de
LPS, BSA-AGE e associagdo de ambos. Nao observamos diferengas
significativas na capacidade dos estimulos induzirem a expressdao de RAGE
entre 0s grupos diabetes e controle, porém surpreendentemente a expressao
basal de RAGE foi superior em PBMC de individuos n&o diabéticos (dados de
expressao génica normalizada nao apresentados). Nossos resultados
contrastam com relatos da literatura de maior expressdo de RAGE em

91, 96

pacientes diabéticos , porém é preciso considerar que avaliamos apenas

RNAmM e em um periodo de estimulo curto. A auséncia de influéncia da
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ativacdo de TLR na expressdo de RAGE também é intrigante uma vez que a
expressao de RAGE é induzida pela ativacao de NF-kB, criando um ‘loop’ de
regulacdo positiva que aumenta a resposta inflamatéria °”. O sinal gerado na
ativacdo de RAGE pode convergir para as mesmas vias de sinalizacao
intracelular gerada por ativacdo de TLR * e assim, promover convergéncia
para uma mesma via de sinalizacao metabdlica nas PBMC, utilizando dois
receptores de superficies diferentes '°°. Embora o mecanismo de sinalizacdo
ainda nao seja totalmente esclarecido, devido a capacidade de interagir com
uma gama de ligantes enddgenos, RAGE pode funcionar como um excelente
“sensor”’ para estimulos ambientais, e portanto, desempenhar um papel crucial
na regulacdao da homeostase e patogénese da resposta imune inata e na
resposta imune adaptativa através da sinalizagao de tecido injuriado e ativacao
endogena de células T imune efetoras %8  Assim, a auséncia de sinergismo
entre TLR4 e RAGE observada neste estudo é intrigante, mas precisa ser
interpretada no contexto do desenho e condi¢cdes experimentais utilizadas. A
grande variedade de elementos reguladores que podem influenciar a
expressao génica (promotores e repressores da transcricao) também pode ter
papel importante nos resultados encontrados. Finalmente, como néo
realizamos (neste estudo) a inibicdo simultanea dos receptores RAGE e TLR4
previamente aos estimulos com LPS e BSA-AGE, existe a possibilidade de um
efeito compensatorio, em que a inibicao de um dos receptores € compensada
pela atividade do outro. A avaliacdo da expressao génica em nivel protéico e

apo6s indugcdo com outros estimulos, bem como a utilizacdo de estratégias



78

alternativas para a inibicao da atividade de RAGE e TLR4 serédo importantes

para expandir e confirmar os resultados relatados.



6 CONCLUSAO

Em resposta a hipotese geral deste trabalho, concluimos que nédo ha um
sinergismo consistente na ativacdo de TLR4 e RAGE na modulacdo da
resposta imune.

A partir dos resultados obtidos, e considerando o0s objetivos especificos

propostos concluimos que:

1. LPS e BSA-AGE nao induzem apoptose em PBMC de forma
significativa; e PBMC de pacientes diabéticos sao mais resistentes a

apoptose;

2. A atividade metabdlica de PBMC é aumentada pelo estimulo com LPS e

BSA-AGE, sem efeito sinérgico ou antagbnico entre os estimulos;

3. A proliferacao celular de PBMC n&o é modulada pelo estimulo com LPS

e BSA-AGE, isoladamente ou combinados;

4. Ha uma tendéncia de maior propor¢ao de linfocitos T auxiliares (CD4+) e
discreto desvio para um padrao de resposta Th2 no sangue periférico de

pacientes diabéticos;

5. A ativacao de TLR tem papel mais relevante do que RAGE na regulagao

da expressao génica de IL-10, TNF-a, CCL3 e CCRS.
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