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RESUMO

HAMA R.S.S. Alteragbes fenotipicas em células dendriticas induzidas por
exossomos alogénicos. 2014. Trabalho de conclusdao de curso (Monografia) —
Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2014.

Nanovesiculas como o0s exossomos (Exo) resultam da fusdo de corpos
multivesiculares com a membrana plasmatica e estdo envolvidos na comunicagao
intercelular. Os Exo sdo uma atrativa ferramenta para aumentar a imunogenicidade
de células dendriticas (DCs), uma vez que eles podem transferir antigenos tumorais
para outras DCs para induzir a geragao in vivo e in vitro de linfocitos T tumor-
especificos. Sendo assim, hipotetizamos que DCs sensibilizadas com exossomos
alogénicos (Exo-A2+) podem mudar seu fendtipo, assim como o dos Exo por elas
secretados (Exo-Alo). Para tanto monécitos de doadores saudaveis HLA-A2+ foram
diferenciados em DCs na presenca de GM-CSF e IL-4 por sete dias. No sexto dia de
cultura, as DCs foram pulsadas com o peptideo PSA-1 e ativadas
concomitantemente com IL-1, IL-6, TNF-a. e PGE,. O sobrenadante da cultura de
DCs foi ultracentrifugado e filtrado para isolar os exossomos (Exo-A2+), que foram
entado utilizados para sensibilizar DCs de doadores saudaveis HLA-A2-. No quinto
dia de diferenciagédo estas DCs (HLA-A2-) foram pulsadas com proteina PSA e apés
dezoito horas foram tratadas com Exo-A2+ (10ug/10° DCs) e ativadas (IL-1, IL-6,
TNF-a e PGEy) por vinte e quatro horas. Analises fenotipicas por citometria de fluxo
mostraram que as DCs tratadas com Exo-A2+ apresentaram maior numero de
células CD14+ que as DCs HLA-A2+. A andlise da expressdo das moléculas
envolvidas com ativagao linfocitaria demonstrou que as DCs-Alo tratadas com Exo-
A2+ apresentaram maior expressdo da molécula CD86, no entanto, a expressio das
moléculas HLA-DR, CD80 e CD83 apresentaram-se em menor densidade. Esses
resultados parecem nao ser apenas decorrente do tratamento com Exo alogénico,
uma vez que as DCs A2- dos grupos controles apresentaram o mesmo perfil de
resposta, indicando com isso que a diferenca de haplétipos pode ter influenciado no
fenodtipo observado. Essa diminuicdo de expressao também refletiu nos exossomos
liberados pelas DCs A2- (Exo-Alo), os quais apresentaram menor expressao de
marcadores tipicos de exossomos, como CD9, CD81 e CD63. Em conclusao,
nossos resultados mostram que, o tratamento com Exo alogénico ndo conferiu
aumento de imunogenicidade as DCs e nem aos exossomos por elas secretados, e
que as diferencas de haplétipos entre os doadores parece interferir no curso dos
fenbmenos observados.

Palavras-chave: Célula dendritica, exossomos, cancer de préstata e alogenicidade.



ABSTRACT

HAMA R.S.S. Phenotipic alterations induced by allogeneic exosomes on dendritc
cells. 2014. Dissertation — Bioscience Institut of Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2014.

Nanovesicles such as exosomes (Exo) result from the fusion of multivesicular bodies
with plasma membrane and are involved in the intercellular communication. It makes
Exo an attracting tool for increasing the immunogenicity of dendritic cells (DCs),
since they can transfer tumor antigens to other DCs to induce tumor-specific T
lymphocytes. Therefore, we hypothesize that the sensitization of DCs with allogeneic
Exo not only altered their phenopyte, but also that of the Exo they secrete. Thus,
monocytes of HLA-A2" healthy donors were differentiated to DCs with GM-CSF and
IL-4 for 7 days. At the 6" day, DCs were pulsed with PSA peptide, and IL-1, IL-6,
TNF-aa and PGE,; were added to the culture. DC culture supernatant was
ultracentrifuged and filtrated for the isolation of exosomes (Exo-A2+), which were
used to sensitize DCs from HLA-A2" healthy donors. At the 5™ day of differentiation
these DCs (HLA-A2") were pulsed with prostate specific antigen (PSA) protein. After
18 hours, DCs were pulsed with Exo-A2+ (10ug/10° DCs) and activated (IL-1, IL-6,
TNF-a and PGE;) for 24 h. Phenotypic analysis by flow cytometry showed that DCs
treated with Exo-A2+ present high number of CD14" cells than DCs HLA-A2+.
Analysis of molecules involved with lymphocyte activation shows that DCs-Alo
treated with Exo-A2+ present an increase expression of CD86 molecules, but, HLA-
DR, CD80 and CD83 molecules expression were low. These results do not seem to
be due to treatment with allogeneic Exo, since DCs A2- of control groups presented
the same profile of response, indicating that the haplotype difference may have
influenced the phenotype changes. This decreased expression also reflected on
exosomes from DC A2- (Exo-Alo), which present low expression of typical exosomes
markers, such as CD9, CD81 and CDG63. In conclusion, our results show that the
treatment with allogeneic Exo does not increase the immunogenicity of DCs or of
their Exo, and that differences of among donors haplotype seems to influence the
phenotypic changes.

Key words: Dendritic cells, exosomes, prostatic cancer and allogenicity.
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1. INTRODUCAO

O cancer de prostata é o segundo tipo de cancer mais frequente no Brasil e
no mundo de acordo com a ultima estimativa divulgada pelo Instituto Nacional de
Cancer (INCA, 2012). A quimioterapia, radioterapia ou a remogao cirurgica do tumor
(prostatectomia) sdo os tratamentos convencionais utilizados, contudo cerca de 30%
dos pacientes apresentam recidivas e, em estagios avangados da doenga, tais
tratamentos revelam-se limitados (ROEHL et al., 2004).

Em 2010 concretizou-se uma nova alternativa ao tratamento com aprovacao
pela Food and Drug Administration (FDA) da primeira vacina celular terapéutica para
pacientes com cancer de prostata metastatico resistente a castragédo (assintomaticos
ou minimamente sintomaticos) (KANTOFF et al., 2010). Trata-se de uma suspensao
celular rica em células apresentadoras de antigenos (APCs) do paciente, cultivadas
de 36 a 44 horas com fosfatase acida prostatica (PAP) e com fator estimulador de
colénia de granulécitos-macrofagos (GM-CSF). Os estudos clinicos mostram
aumento de 4 meses da sobrevida global dos pacientes e redugao relativa de 22%
no risco de morte quando comparado com o grupo placebo (HIGANO et al, 2009;
KANTOFF et al.,, 2010). Também foi observada a redugcdo dos niveis de PSA
(Antigeno Prostatico Especifico), principal marcador diagnéstico da doenga
(FREEDLAND et al., 2005). Esses dados demonstram a importancia de uma
abordagem imunoterapéutica no tratamento do céncer, como uma atrativa e
promissora alternativa aos tratamentos convencionais.

Um dos principais objetivos da imunoterapia do cancer é a mobilizagdo do
sistema imunolégico para geragao de uma resposta linfocitaria efetiva, sendo que as
células dendriticas (DCs) sdo fundamentais nesse processo. Steinman e Cohn

(1973) foram os principais responsaveis pela sistematizagao dos estudos sobre DCs,
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as quais sao derivadas da medula 6ssea e passam a residir em todos os tecidos.
Essas células sdao APCs profissionais capazes de capturar, processar e apresentar
eficientemente os antigenos de forma a induzir e modular respostas imunes,
incluindo a imunidade antitumoral (STEINMAN, 1991; BANCHEREAU; STEINMAN,
1998; BANCHEREAU, 2000; BANCHEREAU; PALUCKA, 2005, 2012).

Fisiologicamente, as DCs apresentam-se normalmente imaturas (iDCs) do
tecido periférico e possuem habilidade de capturar antigenos eficientemente;
contudo sua capacidade de secretar citocinas € limitada e expressam baixos niveis
de moléculas coestimuladoras (GUERMONPREZ et al., 2002). Na presenca de
estimulos pré-inflamatérios e "sinais de perigo" do microambiente, as DCs
diferenciam-se em DCs maduras (mDCs) que podem iniciar respostas imunes de
modo eficiente (GUERMONPREZ et al., 2002). A maturagdo esta associada ao
aumento da expressdo de moléculas de classe |l do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86 na
superficie celular (BANCHEREAU et al., 2000). Também esta associada a
habilidade de secretar citocinas inflamatérias e a expressao de receptores para
quimiocinas, como o CCRY7, que dirige a migragdo das DCs para os linfonodos
(CAUX et al., 1994; YANAGIHARA et al., 1998; BANCHEREAU et al., 2000; ARINA
et al., 2002; GUERMONPREZ et al., 2002). A expressao da molécula CD40 também
€ um sinal essencial para a maturacao das DCs que tornam-se aptas a iniciar a
imunidade adaptativa através da interacdo com linfocitos T néive em 6érgaos
linféides secundarios (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998).

Quando interagem com DCs, linfécitos T ndive CD4" e CD8" podem
diferenciar-se em células especificas com diferentes fungdes, originando linfécitos T

citotdxicos efetores (CTLs, CD8"), células T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T
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helper 17 (Th17), células T helper foliculares (que auxiliam as ceélulas B a
diferenciar-se em células secretoras de anticorpos), ou ainda células T reguladoras
(Treg), que regulam a funcdo de outros linfécitos e mesmo das DCs
(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998, 2007). Essas propriedades especiais das DCs
em coordenar respostas inatas e adaptativas do sistema imune, fazem delas as
principais candidatas na vacinagéao terapéutica contra o cancer. Entretanto, para que
uma imunoterapia seja efetiva € necessaria a coleta de uma quantidade suficiente
de DCs, as quais se apresentam em baixo numero no sangue periférico
(SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994; SHURIN; SALTER, 2009). Diante desse
impasse, a indugao da diferenciacéo de DCs in vitro a partir de mondcitos do sangue
periférico tem possibilitado a geracdo de um numero consideravel de DCs humanas
(SALLUSTO; LANZAVECCHIA,1994), o que ampliou consideravelmente o uso
dessas células na geracao de vacinas antitumorais.

Neste sentido, diferentes protocolos de sensibilizacdo das DCs tém sido
propostos, desde a simples exposicao a lisado de células tumorais até métodos mais
elaborados como a fusao celular ou transferéncia com genes diversos. Um exemplo
€ a utilizagao da propria célula tumoral do paciente como fonte ampla de antigenos
tumorais. Nesse sentido, foi demonstrado que iDCs de pacientes com carcinoma de
ovario, geradas a partir de mondcitos, foram fundidas com as células tumorais
provenientes do paciente, produzindo um heterocario que expressa tanto as
moléculas envolvidas na ativagao linfocitaria, como antigenos tumorais, gerando in
vitro, linfocitos T citotoxicos tumor-especificos (GONG et al., 2000). Em teste clinico
subsequente desenvolvido pelo grupo com pacientes de cancer de mama e renal
metastaticos (AVIGAN et al., 2004), os pacientes foram tratados com DCs autélogas

fundidas com células tumorais do proprio individuo. Apds a vacinacao, os linfécitos
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foram desafiados in vitro com antigenos tumorais e observou-se aumento da
frequéncia tanto de células CD4" quanto de CD8" produtoras de IFN-y
(aproximadamente 55% e 40% dos pacientes avaliados, respectivamente). De modo
geral, a vacina ndo foi tdoxica e levou a estabilizagdo da doenga em
aproximadamente 18% dos pacientes.

Apesar de promissores, esses resultados ndo sao definitivos e abrangentes
para todos os pacientes tratados, principalmente nos protocolos em que se usam
DCs autologas. Talvez uma das limitagbes seja o uso das DCs dos proprios
pacientes, principalmente se forem utilizadas células com fendtipo imaturo, o que
favoreceria um estado de regulagdo mais do que de ativagdo. De fato, foi
demonstrado que iDCs de pacientes com cancer de mama, geradas in vitro a partir
de mondcitos, induziram diferenciagéo preferencial de linfocitos Treg FOXP3™ que as
iDCs de doadores saudaveis, bem como maior produg¢do da IL-10 e do fator de
crescimento transformador - beta", TGF-f (RAMOS et al., 2012), supressores
caracteristicos da resposta imune.

Sendo assim é necessaria a pesquisa de novas abordagens para melhorar a
imunogenicidade das DCs dos pacientes com cancer. Nesse sentido, uma estratégia
atrativa para aumentar a imunogenicidade das DCs € o uso de nanovesiculas
chamadas exossomos (Exo), que foram descritas pela primeira vez ha mais de vinte
anos por dois grupos que estudavam a maturagao de reticulécitos (HARDING et al.,
1983; PAN et al.,, 1985). Os Exo sao pequenas vesiculas membranosas que se
formam no interior de corpos multivesiculares (Multivesicular Bodies, MVB),
provenientes de endossoma tardio e sao liberados no meio extracelular através da
fusdo da membrana dos MVB com a membrana plasmatica (RAPOSO et al., 1996;

THERY et al., 2002). S0 caracterizados pelo seu pequeno didmetro (50 a 100 nm)
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e secretados por varios tipos celulares incluindo varias linhagens de células tumorais
e células do sistema imune (RAPOSO et al., 1996; ZITVOGEL et al., 1998; SKOKOS
et al.,, 2001; WOLFERS et al., 2001; ZAKHAROVA et al., 2007). Os Exo possuem
diversas proteinas celulares comuns as vesiculas de qualquer tipo celular e outras
células-especificas (SIMPSON et al., 2008; MATHIVANAN; SIMPSON, 2009;
THERY et al., 2009).

Tudo indica que os Exo contribuem para a comunicagao intercelular do
organismo, podendo interagir com diversos tipos celulares (LUDWIG; GIEBEL,
2012), visto que sua membrana carrega diversas moléculas de adesao, que podem
favorecer sua captura por células receptoras. Um exemplo dessa interagao foi
demonstrada entre a molécula ICAM-I dos Exo secretados por mDCs e a molécula
LFA-1, expressa em linfocitos T ativados, favorecendo a transferéncia de moléculas
do MHC de classe Il dos Exo para os linfocitos (NOLTE-'T HOEN et al., 2009). Outro
estudo demonstrou que Exo de DCs também possuem receptores Toll-like (TLR) em
sua superficie, como por exemplo, o TLR-4, podendo assim reconhecer e ligar-se a
lipopolissacarideos (LPS) de parede de bactérias e induzir aumento na expressao de
TNF-a nas DCs vizinhas. Além disso, estas DCs tratadas com Exo-LPS aumentam
sua interagdo com células Natural Killer (NK), as quais aumentam a secrec¢ao de
IFN-y (SOBO-VUJANOVIC et al., 2014). Exo também podem ser capturados pela
linhagem de mondcitos, THP-1, através dos TLR-2 e TLAR-4, levando a ativagéo
dos fatores de transcricdo NFxB e STATS3 e a liberagéo de citocinas (BRETZ et al.,
2013) . Sua captura também é favorecida pela presenca de fosfatidilserina (THERY
et al., 2002), em sua superficie, reconhecida por fagécitos (CHAPUT; THERY,
2011). Outras moléculas como a Tim1 e Tim4, recentemente descritas na captura de

células apoptoticas por fibroblastos (MIYANISHI et al., 2007), também sao
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expressas na superficie de fagdcitos e linfocitos, sugerindo uma possivel interagéao
destas moléculas com a fosfatidilserina dos Exo.

Além da transferéncia de informacdes entre células via Exo, essas
nanovesiculas tém chamado a atencdo da comunidade cientifica devido a sua
capacidade de aumentar a resposta imune antitumoral (ZITVOGEL et al.,, 1998;
CHAPUT et al., 2004; VIAUD et al.,, 2010). Um dos primeiros estudos realizados
nessa linha foi desenvolvido pelos grupos franceses do Institut Gustave Roussy e
Institut Curie, em que vacinas contendo Exo derivados de DCs foram usadas no
tratamento de pacientes com melanoma metastatico. A terapia foi bem tolerada sem
qualquer grau de toxicidade, sendo que 2 pacientes apresentaram estabilizagcdo da
doenca (CHAPUT et al., 2005). Além disso, foi observado aumento do numero de
células NKs nos pacientes, com aumento de atividade citotoxica e producéo de IFN-y
in vitro.

Como a iniciacdo de respostas imunes requer a apresentacao por APCs de
peptideos antigénicos associados a moléculas de MHC classe | e Il, os Exo
possuem a capacidade de carregar e transferir os complexos MHC/peptideos
antigénicos a outras células, o que pode vir a contribuir com a geracdo de uma
resposta imune mais eficiente. De fato, observamos previamente que Exo derivados
de DCs humanas podem ser incorporados, in vitro, por células de carcinoma
mamario humano, SK-BR3, as quais passaram a expressar moléculas envolvidas na
ativagéo de linfécitos, como HLA-DR e CD86 (ROMAGNOLI et al., 2013). Também
observamos que o tratamento de mondcitos com IL-4, GM-CSF e Exo derivados de
mDCs foi capaz de induzir fenétipo similar ao de células dendriticas maduras com
expressao mais intensa das moléculas HLA-DR, CD80, CD86, que no grupo ativado

diretamente com TNF-a (ROMAGNOLI et al., 2012). Além disso, Exo derivados de
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DCs podem também induzir a ativagdo direta de linfocitos T citotoxicos, pelo
carregamento do complexo funcional MHC-I/peptideo tumoral, o que in vivo levou a
rejeicdo de tumores pré-estabelecidos em camundongos (ZITVOGEL et al., 1998).
Exo derivados de DCs também podem in vivo amplificar a resposta imune, por
transferéncia de complexos MHC/peptideo a outras DCs que ainda nao tenham
entrado em contato com o antigeno (HAO et al., 2006).

Sendo assim, Exo derivados de DCs de doadores saudaveis poderiam
ser usados no direcionamento de antigenos tumorais, de modo que a
exposicao de DCs de pacientes aos Exo de DCs alogénicas de doadores
saudaveis, sensibilizadas com peptideo tumoral, poderia proporcionar
aumento de sua imunogenicidade.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o tratamento de DCs
com Exo alogenéico modifica o fendtipo dessas células, as quais apresentariam
aumento de moléculas envolvidas na ativacido linfocitaria. Além disso, avaliamos
também se estas alteragdes fenotipicas estdo presentes nos exossomos secretados

pelas DCs tratadas com Exo alogénico.

2. OBJETIVO GERAL
Avaliar se os exossomos liberados pelas DCs tratadas com Exo alogénico

apresentam aumento de expressao de moléculas envolvidas na ativacao linfocitaria.

2.1 Objetivos especificos

- Obtengdo de Exo das DCs de doador HLA-A2" (Exo alogénico) e avaliagéo
fenotipica por citometria de fluxo e Western blot;
- Isolamento e caracterizagdo fenotipica dos Exo de DCs HLA-A2", sensibilizadas

com Exo alogénico, por citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento Experimental
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3.2. Isolamento de mondécitos e diferenciagcdo em DCs

As amostras de sangue necessarias para a diferenciacdo de DCs e obtencao
dos exossomos neste estudo foram obtidas a partir de camaras de leucorreducao de
plaquetaferese de doadores saudaveis. As amostras foram obtidas junto a Unidade
de Hemoterapia e Hematologia Samaritano (UHHS) do Hospital Samaritano, Sao
Paulo-SP, apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o qual
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, parecer 625.858. A fenotipagem HLA-A2 dos doadores foi providenciada
pela equipe da UHHS. Abaixo identificacdo dos doadores participantes e a descricao

dos haplétipos (quadro 1).
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Quadro 1. Descricao dos haplétipos dos doadores HLA-A

Identificagdo no Experimento Haplétipos dos doadores HLA-A2"

HLA-A* 02/23

HLA-A* 02/03

HLA-A* 02/23

BIWIN=-

HLA-A* 02/02

Haplétipos dos doadores HLA-A2"

HLA-A* 24/68

HLA-A* 01/68

HLA-A* 01/24

HLA-A* 23/30

moow>

HLA-A* 30/68

Para obtengéo de exossomos de doadores HLA-A2", DCs foram diferenciadas
a partir de populagdo enriquecida de CD14", como previamente descrito
(ROMAGNOLLI, 2012) . Assim, DCs de doadores saudaveis HLA-A2" (DC A2") foram
obtidas por diferenciacdo de células CD14" selecionadas, as quais foram cultivadas
em meio livre de soro, na presenca de GM-CSF e IL-4 (50ng/mL). Apds 6 dias de
cultura, as DCs foram pulsadas com peptideo prostatico PSA (PSA-1 sequéncia
FLTPKKLQCYV, restrito ao HLA-A2, 10ug/mL) e estimuladas, por 24 horas, pela
adicdo de coquetel de ativagédo (10 ng/mL de TNF-a, 10 ng/mL de IL1-B, 10ng/mL de
IL-6 e 1 ug/mL de prostaglandina E2). Os exossomos (Exo-A2") foram isolados por
ultracentrifugacdo a partir do sobrenadante desta cultura, os quais foram
posteriormente utilizados para sensibilizacdo das DCs.

Para as analises do efeito do tratamento com Exo-A2°, DCs de doadores
saudaveis (HLA-A2’), aqui denominadas DC Alo, foram diferenciadas em meio com
5% de soro humano AB em presenca de GM-CSF e IL-4 (50ng/mL). Ap6s 5 dias de
cultura, adicionamos a proteina humana PSA (antigeno prostatico especifico,
10ug/10° DCs), obtida a partir de sémen com 70% de pureza (fornecedor). Foi
utilizada a proteina (e ndo o peptideo PSA-1) neste momento, objetivando em
ensaio futuros a estimulacdo de linfécitos T CD4+. Decorridas 18 horas de

incubacao, as DCs foram pulsadas com Exo alogénicos carregados com peptideo
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PSA-1 (Exo-A2") e estimuladas com coquetel de ativagdo, como mencionado acima.
Apos 24 horas, as DCs foram coletas, seguindo-se analise fenotipica por citometria

de fluxo e obtencédo de exossomos (Exo-Alo).

3.3. Obtencao e Quantificacdo dos Exossomos

Os exossomos foram isolados como previamente publicado (ROMAGNOLI et
al., 2013). Resumidamente, os sobrenadantes de culturas de DCs foram submetidos
a 3 diferentes e sucessivas centrifugagdes, 300xg por 5 minutos, para remoc¢ao das
células, 1.200 g por 20 minutos e 10.000xg por 30 minutos para remogao dos
“debris” celulares. Entdo, o sobrenadante foi ultracentrifugado a 100.000xg por 2
horas em rotor de angulo fixo. O pellet obtido desta primeira ultracentrifugagao foi
ressuspenso em PBS e novamente ultracentrifugado a 100.000xg por 2 horas para
obtencado do pellet contendo exossomos. A quantificacido de proteinas obtidas do
pellet recuperado foi pelo BCA™ Protein Assay Kit (Pierce). Apds quantificacdo, o
material foi aliquotado e devidamente identificado para estocagem a -80° C. Os Exo
obtidos de células dendriticas (HLA-A2") pulsadas com peptideos PSA-1 foram
denominados Exo-A2" e os obtidos das DCs pulsadas com Exo-A2*, foram
denominados Exo-Alo. Como controles foram obtidos exossomos das DCs A2°
somente ativadas (Exo-Ctrl); exossomos de DCs A2" sensibilizadas apenas com
proteina PSA e ativadas (Exo-PSA); exossomos obtidos de DCs A2 sensibilizadas
apenas com o Exo-A2" e ativadas (Exo).

Devido a insercdo dos grupos controles, as denominacoes utilizadas para os

ex0ssomos no projeto inicial foram alteradas. Exo obtidos de doadores HLA-A2*

antes denominados Exo-Alo passaram para Exo-A2" e os obtidos de doadores

HLA-A2 antes denominados Exo passaram para Exo-Alo.
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3.4. Fenotipagem de DCs

Cerca de 1x10° DCs foram adicionadas em um tubo cénico de 1,5mL e
centrifugadas por 10 segundos a 10000rpm, a 4° C. Anticorpos especificos para os
marcadores de interesse foram adicionados em concentragao apropriada e os tubos
incubados por 20 minutos a 4° C, ao abrigo de luz. Depois da incubagao, os tubos
foram centrifugados novamente e cada tubo foi lavado trés vezes com 200uL de
tampéao para citometria (PBS, contendo 0,5% de BSA). Apds as lavagens, as células
foram ressuspendidas em 300uL de tampdo para citometria e adquiridas no
citdbmetro FACSCanto™ I (BD Biosciences) com software FACSDiva (BD
Biosciences). Os resultados foram analisados no software FlowJo, versao vX.10.6
(Tree Stars Inc.). As moléculas analisadas foram: CD1a (envolvida na apresentagéo
de antigenos nao peptideos), CD40 (marcador de ativagdo de DCs), CD14
(expressa por mondcitos-macrofagos, esta ausente ou tem baixa expressdo em
DCs), CD11c (envolvida na adesado do mondcito ao endotélio e a proteinas da matriz
extracelular), CD86 (molécula de coestimulo), HLA-DR (molécula do complexo
principal de histocompatibilidade de classe IlI), CD83 (marcador de DCs maduras),
CD80 (molécula de coestimulo), HLA-ABC (molécula do complexo principal de
histocompatibilidade de classe |), PD-L1 (envolvida na inibicdo da ativacdo de
células T) e 7AAD (marcador utilizado para analise de viabilidade celular). A tabela 1

é referente as especificagdes dos anticorpos monoclonais utilizados.
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Tabela 1 - Dados referentes aos anticorpos murinos anti-humano usados para
citometria de fluxo

Molécula Clone Isétipo Fluorocromo
CD1a HI149 IgG1, k FITC
CD40 5C3 IgG1, k PE
CD14 M5E2 IgG2a, k PE-Cy7
CD11c B-ly6 IgG1, kK APC
CD86 2331 (FUN-1) IgG1, FITC
CD83 HB15e IgG1, k PE-Cy7
CD80 L307.4 IgG1, k APC-H7

HLA-DR G46-6 IgG2a, k PE

Tabela de anticorpos monoclonais, indicando a especificidade do anticorpo (molécula), o clone, o
isotipo e o fluorocromo, utilizados para fenotipagem de mondcitos e células dendriticas. Todos os
anticorpos foram adquiridos da BD Biosciences.

3.5. Caracterizacdo dos Exo por citometria de fluxo utilizando microesferas
paramagnéticas.

A expressao de marcadores de superficie nos Exo foi determinada por
citometria de fluxo de modo similar ao descrito (LASSER et al., 2011, 2012).
Brevemente, 40ug de Exo foram incubados com microesferas paramagnéticas de
4,5 ym (Dynabeads M450), previamente recobertas com anticorpos anti-HLA-DP,
DQ, DR (Dynabeads® HLA Cell PrepTM I, Invitrogen Dynal AS), overnight, a 4°C.
Este acoplamento foi realizado para possibilitar a detecgdo das nanovesiculas no
citbmetro de fluxo. Apos este periodo, as microesferas acopladas aos Exo foram
incubadas em PBS-BSA 2%, por 15 minutos, para bloqueio de sitios inespecificos.
ApoOs lavagens, a expressdo das diferentes moléculas de superficie dos Exo foi
avaliada através de marcacgao simples para os anticorpos marcados contra: CD86,
CD63, CD81 e CD9 sob agitacéo por 40 minutos a temperatura ambiente. Decorrido
este periodo, as nanovesiculas foram avaliadas no citémetro FACSCantoTM I/ (BD
Biosciences) com software FACSDiva (BD Biosciences). Os resultados foram
analisados no software FlowJo, versao vX.10.6 (Tree Stars Inc.). As especificagdes

dos anticorpos monoclonais utilizados estao na tabela 2.
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Tabela 2 - Dados referentes aos anticorpos murinos anti-humano usados para
citometria de fluxo

Molécula Clone Isétipo Fluorocromo
CD86 2331 (FUN-1) IgG1, K FITC
CD86* IT2.2 IgG1, k APC

CD9 M-L13 1gG1, k FITC
CD81 JS-81 1gG1, k PE
CD63 H5C6 1gG1, k PE

Tabela de anticorpos monoclonais, indicando a especificidade do anticorpo (molécula), o clone, o
isotipo e o fluorocromo, utilizados para fenotipagem de mondcitos e células dendriticas. *Anticorpo
adquirido da Biolegend, os demais anticorpos foram adquiridos da BD Biosciences.

3.6. Caracterizacdo dos Exo e das DCs por Western blot

Os fenotipos dos exossomos e das DCs foram confirmados pela técnica de
Western blot. Esta técnica foi desenvolvida sob supervisdo do prof. Wellerson
Rodrigo Scarano do Departamento de Morfologia do IBB da UNESP. Para tal, as
proteinas das DCs e dos exossomos foram extraidas utilizando tampao RIPA,
adicionado ao coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Ml, USA).
As DCs e os Exo foram transferidos para um tubo cénico de 1,5mL e mantidos no
gelo por 5 minutos. Em seguida, foram homogeneizados em agitador de tubos e
centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos, a 4° C, e o sobrenadante foi coletado. A
quantificacdo das proteinas foi realizada pelo BCA™ Protein Assay Kit (Pierce). As
aliquotas (30ug de proteina) foram tratadas com solugao tampao para corrida de gel
(Laemli sample buffer — Bio-rad) e B-mercaptoetanol a 95°C por 1 minuto. Em
seguida, as proteinas foram separadas em SDS-PAGE e apds a eletroforese,
transferidas para a membrana de nitrocelulose. A ligagao inespecifica de proteinas
foi bloqueada através da incubacdo das membranas em BSA 5% ou com leite
desnatado (1 - 5%) em tampao Tris-HCI (TBS) por 30 a 60 minutos a temperatura
ambiente. As membranas foram subsequentemente incubadas com os anticorpos
primarios: anti-CD63, anti-CD86, anti-Hsc70 e anti-HLA-DR adquiridos da Abcam

(Abcam Inc.,Cambridge, MA, USA); B-actina (SC47778): adquiridos da Santa Cruz



22

Biotechnology, USA; em BSA 3% diluido em Tris-HCI ou em leite (1 - 5%), ou em
Tris-HCI contendo 0,2% de Tween 20 por 2 horas ou overnight. Apds lavagem, as
membranas foram incubadas em anticorpo secundario especifico diluido em BSA
3%, leite 1% a 5% ou Tris-HCI contendo 0,2% de Tween 20 (TBST) por 1 hora. Os
componentes imunorreativos foram revelados pelo kit luminescente (SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate) adquirido da Thermo Scientific® (Rockford,
IL, USA) e a densidade Optica de cada banda foi avaliada pelo software ImageJ®
1.47 para Windows, e normalizada pela densidade da [-actina e, posteriormente

comparada entre os exossomos ou as ceélulas.

3.7. Comparacao da fenotipagem das DCs e dos Exossomos

Para saber se o tratamento com Exo-A2" aumentou a expressdo de
moléculas envolvidas na ativacao linfocitaria nas DCs A2-, foi realizada analise
comparativa dos fenotipos observados: nas DCs alogénicas dos doadores HLA-A2*
(DC A2%); nas DCs de doadores HLA-A2 somente ativadas (DC Ctrl); DCs de
doadores HLA-A2" sensibilizadas apenas com a proteina PSA e ativadas (DC PSA);
nas DCs HLA-A2 sensibilizadas apenas com o Exo-A2" e ativadas (DC + Exo) e nas
DCs HLA-A2" sensibilizadas com a proteina PSA e com Exo-A2" e ativadas (DC
Alo).

Esta analise comparativa também foi realizada entre os exossomos obtidos
das DCs dos doadores HLA-A2" (Exo0-A2*) e dos doadores HLA-A2: nos
exossomos obtidos das DCs somente ativadas (Exo-Ctrl); exossomos de DCs
sensibilizadas apenas com proteina PSA (Exo-PSA); exossomos obtidos de DCs
sensibilizadas apenas com o Exo0-A2" (Exo) e por fim, exossomos de DCs

sensibilizados com proteina PSA e Exo-A2" (Exo-Alo). Todas as DCs foram
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cultivadas em meio livre de soro, na presenca de GM-CSF e IL-4 durante 6 dias e
estimuladas, por 24 horas, pela adi¢ao de coquetel de ativagao (10 ng/mL de TNF-q,

10 ng/mL de IL1-B, 10ng/mL de IL-6 e 1 pg/mL de prostaglandina E2).

3.8. Anadlises Estatisticas

Os dados obtidos quanto a fenotipagem das células dentriticas dos doadores
HLA-A2" e HLA-A2 e de seus exossomos foram inicialmente analisados quanto a
homogeneidade da variancia, utilizando-se o Teste de Fisher, seguido da analise
pelo teste de t de Student, caso apresentassem homocedasticidade, ou o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados de imunofenotipagem das DCs dos
diferentes grupos dos doadores HLA-A2" e de seus exossomos foram analisados
quanto a homogeneidade da variancia, utilizando-se o Teste de Bartlett. Somente
apos este teste, as amostras foram avaliadas pelo teste de analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer, caso
apresentassem homocedasticidade. Caso contrario, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Dunn foi usado. Os
resultados cuja distribuicdo nao foi normal foram expressos pela mediana. Todos os
testes neste trabalho foram realizados considerando o nivel de significAncia de

a=0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Estratégia de andlise fenotipica das DCs por citometria de fluxo.

Para uma anadlise mais refinada do fendtipo das DCs geradas neste projeto,
delineamos estratégia de gafes demonstrada na Figura 1. Inicialmente, baseado nos
parametros tamanho em area (FSC-A) por tamanho em altura (FSC-H) construimos
0 gate singlets, objetivando a analise de apenas uma célula por vez (Figura 1A).
Dentro do gate singlets, delineamos novo gate baseado no tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) esperados para as DCs (Figura 1B), as quais estao
localizadas na regido de células grandes e mais granulosas. Dentro do gate DC
construimos novo gate, baseado na viabilidade das células (Figura 1C). Para tal,
utilizamos o marcador 7AAD, para exclusdo das células mortas, de modo que todas
as demais analises foram realizadas nas células que eram 7AAD negativas. Por fim,
delineamos novo gate em que selecionamos apenas células CD11c’,
correspondentes as mieldides (Figura 1D), entre as quais (99%) foram analisadas as

moléculas CD1a, CD14, CD80, CD83, CD86, CD40 e HLA-DR.
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Figura 1 — Estratégia geral de analise fenotipica das mDCs por citometria de fluxo. Células CD14"
foram tratadas com GM-CSF e IL-4 para geragao de células dendriticas, as quais no 6° dia de cultura
foram ativadas com IL-1, IL-6, TNF-a e PGE-2. Pseudocolor e histograma demonstrando os gates de
analise da populagdo de mDCs. (A) O gate singlets foi baseado na analise singular das células. (B) O
gate DC de analise foi baseado no tamanho e granulosidade da populagdo em questdo. (C) O gate
7AAD representa as células vidveis analisadas. (D) Histograma demonstrando o gate CD11c”, onde
as células eram positivas para este marcador e no qual as demais moléculas de superficie foram
analisadas. O histrograma em cinza marca o isotipo controle e o histograma em azul, representa as
células que expressam a molécula CD11c.
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4.2. Andlise fenotipica das DCs de doadores HLA-A2" por citometria de fluxo

As células dendriticas de 4 doadores HLA-A2" saudaveis tratadas com
peptideo PSA e concomitantemente ativadas com coquetel de ativagao (IL-13, IL-6,
TNF-a e PGE-2) estdo ilustradas na Figura 2. Observamos inicialmente que as DCs
geradas dos 4 doadores apresentaram uma viabilidade aproximada de 95%,
resultado este que sustenta a obtencdo de uma fragdo de exossomos pura, com
reducdo da presencga de corpusculos apoptéticos. Observamos que 15% das DCs
dos doadores 2 e 3 expressaram CD1a e apenas 5% e 7% as do doador 1 e 4,
respectivamente. As DCs dos doadores 1, 3 e 4 apresentaram maior expressao da
molécula CD14, que a do doador 2.

Em relagdo as moléculas envolvidas na ativacao linfocitaria, observamos
elevada frequéncia de DCs positivas para HLA-DR, CD86 e CD83 (Figura 3). As
DCs dos doadores 2 e 3 apresentaram maior frequéncia de células CD80" (~98%),
que a do doador 1 (72%) e 4 (69%). Ja as DCs CD40" tiveram alta frequéncia
apenas no doador 2. Devido a um problema com o anticorpo, a molécula CD40 nao

pode ser avaliada no doador 4.
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Figura 2. Imunofenotipagem das DCs de doadores HLA-A2". Mondcitos de 4 doadores saudaveis
foram tratados com GM-CSF e IL-4 para geragéo de células dendriticas, as quais no 6° dia de cultura
foram ativadas com IL-1, IL-6, TNF-a e PGE-2 e tratadas com peptideos PSA, por 24 horas. Na
primeira linha, graficos mostrando o gate singles dos 4 doadores, respectivamente. Segunda linha,
tamanho e granulosidade das DCs geradas. Terceira linha, demonstragéo da viabilidade celular das
DCs, através da excluséo por 7AAD. Por fim, analise em histograma das moléculas CD1a e CD14. O
histograma cinza representa o controle isotipico e o azul as células que foram marcadas com
anticorpo monoclonal especifico.
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Figura 3. Analise dos marcadores de ativagdo nas DCs de doadores HLA-A2". Mondcitos de 4
doadores saudaveis foram tratados com GM-CSF e IL-4 para geracao de células dendriticas, as quais
no 6° dia de cultura foram ativadas com IL-1, IL-6, TNF-a e PGE-2 e tratadas com peptideos PSA,
por 24 horas. Analise em histograma das moléculas envolvidas na ativacao linfocitaria. O histograma
cinza representa o controle isotipico e o azul as células que foram marcadas com anticorpo
monoclonal especifico.

4.3. Estratégia de andlise fenotipica dos exossomos por citometria de fluxo.
Para todas as analises deste projeto quarenta microgramas de Exo foram

adicionados a 10° microesferas paramagnéticas, para fenotipagem de cada

marcador de superficie avaliado. Apos acoplamento, realizamos as analises em

citbmetro de fluxo. A figura 2 a esquerda mostra o gate R1 definido por FSC e SSC,
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no qual todas as analises foram realizadas (contem as microesferas isoladas). O
gate R2 refere-se aos agregados de 2 microesferas e o gate R3 aos agregados de 3

microesferas, excluidos da analise.
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Figura 4. Estratégia de analise dos exossomos por citometria de fluxo. Exossomos obtidos de
mDCs (40 pg) foram acoplados por 24 horas com microesferas paramagnéticas (Dynabeads M-450)
para analise de alguns marcadores de superficie, por citometria de fluxo. A esquerda, Pseudocolor e
a direita, Histrograma representando as microesferas acopladas com Exo. As microesferas podem
ser determinadas baseando-se nos pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC),
apresentando-se uma Unica vez (R1), duplamente acopladas (R2) e triplamente acopladas (R3). O
gate R1 foi utilizado para todas as analises.

4.4. Andlise fenotipica dos Exo de doadores HLA-A2" por citometria de fluxo
Como pode ser verificado na Figura 5, todos os Exo de doadores HLA-A2"
analisados expressavam marcadores caracteristicos de Exo, como as tetraspaninas,
além da molécula CD86, que é caracteristica de nanovesiculas liberadas das DCs.
Subtende-se que os Exo também expressavam HLA-DR, uma vez que esta foi uma
das moléculas utilizadas como ancora para acoplamento com as microesferas

paramagnéticas. De modo geral os Exo-A2" dos doadores 2 e 3 expressavam mais

tetraspaninas do que os doadores 1 e 4.
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Figura 5. Imunofenotipagem dos Exo-A2", originados de DCs de doadores HLA-A2". Os Exo
obtidos de 4 doadores HLA-A2" foram acoplados com microesferas paramagnéticas, Dynabeads M-
450, e analisados por citometria de fluxo. Histogramas mostrando positividade para a molécula CD86,
CD9, CD63 e CD81. Nos histogramas a linha vermelha representa a marcagao especifica e a linha

preta a marcagao com o isotipo controle IgG1k.

4.5. Andlise fenotipica de DCs e Exos de doadores HLA-A2" por Western Blot
Para confirmagédo de que o material obtido por ultracentrifugagdo continha
nanovesiculas com caracteristicas de exossomos, realizamos a fenotipagem
também pela técnica de western blot. Verificamos que os exossomos de trés
doadores HLA-A2" apresentaram HLA-DR, marcador caracteristicos de Exo de DCs
(Figura 6). A molécula CD86 foi detectada nos Exo de dois doadores (2 e 4), assim

como a molécula HSC-70 (2 e 3). De modo geral, conseguimos detectar a presenca
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de pelo menos duas moléculas caracteristicas em cada material obtido. As DCs
foram também utilizadas como controle de marcagdo e observamos que os
exossomos carregam uma grande quantidade de moléculas envolvidas na ativagao
linfocitaria (HLA-DR e CD86) com similar intensidade as suas células de origem. Os
exossomos obtidos do doador 1 n&do foram fenotipados por esta técnica devido ao
baixo rendimento de proteina exossomal obtido, sendo apenas fenotipados por

citometria de fluxo (Figura 5).

HLA-DR CD86 CD63 HSC-70 B-Actina

DC Exol DC| Exol DC | Exo| DC Exo] DC| Exo
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Figura 6. Analise Imunofenotipica dos Exossomos e das DCs por Western Blot. 30 pug de
proteinas originadas de Exossomos e de DCs de 3 doadores HLA-A2" (2,3,4) foram separadas em
SDS-PAGE. Apos transferéncia para membrana, as mesmas foram avaliadas quanto a presenga das
moléculas HLA-DR, CD86, CD63, HSC-70 e B-actina, utilizada como controle positivo. Com excegéo
da B-actina e Exo CD63, as demais moléculas foram representadas em duplicata.

4.6. Efeito alogénico dos exossomos de doadores HLA-A2" sobre o fenétipo
das DCs de doadores HLA-A2".

Para melhor compreensao do efeito do tratamento de exossomos alogénicos
sobre o fenodtipo das DCs A27, resolvemos apresentar os resultados em comparagao
com os obtidos dos doadores A2". A figura 7 é representativa de um experimento e
nela podemos verificar que o tratamento com Exo-A2" parece interferir na
diferenciagcdo das DCs, levando a diminuigcdo da expressdao de CD1a nas DCs A2
(aqui denominadas de DC Alo), bem como ao aumento da frequéncia de células

CD14". Quanto as moléculas envolvidas na apresentagdo linfocitaria, HLA-DR,
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CD80 e CD83 houve decaimento da expressdo deste marcador nas DC Alo, apés

tratamento com Exo-A2".

DC A2* DC Alo DC A2+ DC Alo
v oo “{ee = ] oo came + form o
o]
|
CD1a ; 1" CD80 ;..
b o ]
iy
e \ e A H =
A AL e Ty L .
V]' |.I ﬂz |I. '0' II‘ - - 1Du ‘ﬂ‘ ‘ﬂ‘ Id, Inl IDi W' ‘. - o .l »'
B % e = | - =
!
D14 7] CD86 ;-]
w1 i ]
i X e
| N ——
R e ] “\"‘- vy v a T . t |
o ow oW oW o ow s o = —_— e
IDu !ﬂ‘ “‘ 'ﬂ‘ IﬂI Iﬂ,
T o | - fe -
xo{oos> by o oo
4>:
HLA-DR : ! i
CD83 ! -
we -]
L o Re— | 5
e ey —TTrT Ty o] )
w w0 et W - = L . - - - . TR
.

Figura 7. Comparagio do fenétipo das DCs de doadores HLA-A2" com as dos doadores HLA-
A2 tratados com Exo-A2". Histogramas representativos de um experimento. Exossomos de
doadores HLA-A2" foram utilizados para tratamento das DCs imaturas de um doador A2" juntamente
com coquetel de ativagdo. Em cinza marcagao com isotipo controle; em azul e rosa marcagao
especifica para as moléculas identificadas a esquerda dos graficos das DCs A2 e DC Alo,
respectivamente.

No total foram 7 combina¢des alogénicas realizadas entre DC A2" (DC Alo) e
exossomos alogénicos (A2"). Como pode ser verificado na figura 8A, tanto a
frequéncia de DCs Alo CD1a", quanto a expressdo desse marcador (MFI) decairam
apos tratamento com Exo-A2*. O tratamento também interferiu na frequéncia de DCs
Alo CD14", a qual se apresentou aumentada. Para nos certificarmos que estes
resultados negativos sobre a diferenciacdo das DCs Alo eram decorrente dos Exo-
A2", decidimos realizar a comparacdo das DCs A2* com todos os controles
realizados com as DCs de doadores A2’, a saber: DC controle e DC tratada com a

proteina PSA (Figura 8B). Como pode ser observado a menor frequéncia de DCs
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A2  CD1a" e também a baixa expressdo de CD1a nestas células ndo pareceu ser
decorrentes do tratamento com Exo-A2" e sim, da diferenca de perfil fenotipico entre

as DCs geradas de doadores HLA-A2" e HLA-A2'".
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Figura 8. DCs de doadores HLA-A2" apresentam fenétipo menos caracteristico de células
dendriticas do que as apresentadas por DCs de doadores HLA-A2". Exossomos de doadores
HLA-A2" foram utilizados para tratamento das DCs doadores HLA-A2". Na primeira fileira, gréficos
demonstrando a frequéncia de células positivas e a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) para
o marcador CD11c, na segunda fileira para CD1a e na terceira fileira para a molécula CD14. A.
Anélise comparativa entre DCs de doadores HLA-A2" e de doadores HLA-A2". Teste de Mann-
Whitney; %CD1a p=0,008; MFI CD1a p=0,004. B. Analise comparativa geral entre as DCs de
doadores HLA-A2" com todos os grupos das DCs dos doadores HLA-A2". Teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas. Testes realizados apenas entre as DCs dos
doadores A2'.

Em relagdo aos marcadores de ativacao, parece nado haver diferengas quanto
a frequéncia de DCs CD83" e HLA-DR" entre DC A2" e DC Alo. Entretanto, foi nitida
a expressao mais baixa desses marcadores nas células tratadas com exossomos
(MFI1 CD83; p= 0,002 e MFI HLA-DR: p=0,07; marginalmente significativo). Quanto a
molécula CD80 também observamos queda tanto da frequéncia, quanto de sua

expressao nas DCs Alo. No entanto, a expressao da molécula CD86 foi nitidamente
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maior nas DC Alo tratadas com Exo-A2" (Figura 9A, p=0,004). Para realmente
confirmar o efeito dos Exo-A2" sobre as DCs dos doadores HLA-A2", trés grupos
foram também analisados como forma de controle. O grupo denominado DC Ctrl, se
refere as DCs de doadores HLA-A2", somente ativadas, o grupo DC PSA, refere-se
as DCs de doadores HLA-A2™ que foram sensibilizadas com a proteina PSA, o grupo
DC Exo se refere as DCs HLA-A2" que receberam Exo-A2" sem a proteina PSA
(este grupo foi testado duas vezes), o ultimo grupo, DC Alo € o nosso grupo de
interesse com as DCs de doadores HLA-A2 sensibilizadas com a proteina PSA e
tratadas com Exo-A2". Como mostra figura 9B, a queda de expressdo das moléculas
HLA-DR, CD80 e CD83 foi observada em todos os grupos dos doadores HLA-AZ",
indicando com isso que a menor expressdo destes marcadores nao € devido ao
tratamento com Exo-A2*. O aumento da expressédo de CD86 também parece advir

mais de uma diferenca de haplétipos do que o tratamento com Exo-A2".
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Figura 9. DCs de doadores HLA-A2" apresentam fenoétipo menos ativados do que as DCs de
doadores HLA-A2". Exossomos de doadores HLA-A2" foram utilizados para tratamento das DCs
doadores HLA-A2". Na primeira fileira graficos demonstrando a frequéncia de células positivas e
intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) para a molécula CD80, na segunda fileira para a
molécula CD83, na terceira para CD86 e na quarta para HLA-DR. Trago horizontal refere-se a média
com erro padrdo. A. Analise comparativa entre DCs de doadores HLA-A2" e de doadores HLA-A2".
Teste de Mann-Whitney; MFI CD83 p=0,002; MFI CD86 p=0,004; MFI HLA-DR p=0,07 B. Andlise
comparativa geral entre as DCs de doadores HLA-A2" com todos os grupos das DCs dos doadores
HLA-A2". Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas. Testes
realizados apenas entre as DCs dos doadores A2". * p<0,05 e ** p<0,005.

4.7. Comparacao de exossomos de doadores HLA-A2" e doadores HLA-A2",
Para verificar se os Exo liberados pelas DCs tratadas com Exo-A2"

apresentam aumento de expressdo de moléculas caracteristicas de exossomos e

também envolvidas na ativagao linfocitaria, realizamos a fenotipagem comparativa

apenas por citometria de fluxo, uma vez, que o conteudo proteico oriundo dos Exo-
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Alo nao era suficiente para analise por western blot. A figura 10 é representativa de
um experimento mostrando que os Exo-A2" apresentam expressdo ligeiramente
maior dos marcadores caracteristicos de exossomos, as tetraspaninas CD9, CD81 e

CD63 que os Exo-Alo.
CD86 CD9 cD81 CD63

Exo-A2+ ,

Exo-Alo ~1 T , , 1 .
‘ ] ’ | =

Figura 10. Comparagio do fenétipo dos Exo-A2" com as dos Exo-Alo de DCs dos doadores
HLA-A2 tratadas com Exo-A2*. Histogramas representativos de uma fenotipagem de Exo A2" com
Exo-Alo. Linha preta marcagédo com isotipo controle; linha vermelha e azul marcagéo especifica para
as moléculas identificadas acima dos graficos dos Exo A2" e Alo, respectivamente.

A comparacdo da MFI das moléculas nos Exo-A2" com a dos Exo-Alo
(doadores HLA-A2" Figura 11A) indica niveis mais baixos de expressdo das
tetraspaninas CD9, CD81 e CDG63. Estranhamente, a molécula CD86, que foi
altamente expressa nas DCs Alo, mostra baixa expressao nos Exo-Alo delas
gerados, em comparagao ao Exo-A2+.

No delineamento deste projeto, objetivamos apenas comparar os fendtipos
dos Exo de doadores A2" com os Exo-Alo, no entanto, como nio observamos
diferencas entre os fendtipos das DCs A2" dos diferentes grupos (Figura 8B e 9B),
também consideramos melhor comparar os Exo-Alo com os demais exossomos
obtidos das DC A2 (grupos controles). Exo-Ctrl (obtidos de DCs A2 somente
ativadas); Exo-PSA (de DCs A2 ativadas e sensibilizadas com a proteina PSA);

Exo (obtidos de DCs A2™ que receberam somente Exo-A2"). Os exossomos obtidos
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desses grupos estdo em menor nimero que os dois conjuntos principais (Exo-A2" e
Exo-Alo), pois s6 no final do projeto decidimos fazer sua obtengdo, como ja
justificado acima.

De modo geral, como demonstrado na figura 11B os Exo-A2" apresentaram
maior expressdo dos marcadores analisados em comparagédo aos obtidos dos
diferentes grupos de DC A2". Entretanto, as moléculas CD63 e CD86 foram mais
expressas nos Exo-Alo, que nos seus grupos controles, apresentando com isso,

uma menor queda em relagéo ao grupo Exo-A2".
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Figura 11. Analise comparativa do fenétipo dos Exo-A2" de DCs de doadores HLA-A2" com os
Exo-Alo dos doadores HLA-A2". Graficos demonstrando a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI)
relativa para os marcadores CD9, CD81, CD63 e CD86. A MFI relativa é a relagdo entre a MFI dos
marcadores especificos pela MFI do isotipo controle, dentro de cada experimento.A. Analise comparativa
entre Exo de doadores HLA-A2" e de doadores HLA-A2". Teste de Mann-Whitney. B. Analise comparativa
geral entre os Exo de doadores HLA-A2" com todos os grupos de Exo dos doadores HLA-A2". Teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas. Testes realizados apenas entre as
DCs dos doadores A2".
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5. DISCUSSAO

Para avaliar o efeito da alogenicidade das nanovesiculas sobre as DCs de
doadores HLA-A2" foram obtidos exossomos de doadores HLA-A2". Nossos
resultados demonstram que as nanovesiculas obtidas por ultracentrifugacéo e
filtracdo possuem fendtipo compativel ao de exossomos de DCs descritos na
literatura (THERY et al., 2002) com expressdo das tetraspaninas CD9, CD81 e
CD63, além da molécula CD86. Esse fendtipo foi confirmado pela analise por
western blot, que demonstrou a presenca das moléculas HLA-DR, CD86 e HSC-70
nos Exo-A2". A expressdo das moléculas HLA-DR e CD86 foi, se ndo igual, de maior
intensidade nos exossomos que nas DCs, corroborando os dados da literatura, que
descrevem a alta expressdo desses marcadores em exossomos de células
apresentadoras de antigenos (MATSUMOTO et al., 2004).

Para enriquecimento dos exossomos obtidos, também tomamos o cuidado de
trabalhar com DCs diferenciadas a partir de uma populagdo enriquecida de células
CD14", na tentativa de evitar a presenca de exossomos derivados de outras células
mononucleares. Além disso, analisamos a viabilidade da cultura de DCs pela
exclusdo de morte através do marcador 7AAD. A viabilidade celular com média de
95% sustenta a obtencdo de uma fracdo de exossomos pura, com reducao da
presenca de corpusculos apoptaticos.

Diante desses cuidados e resultados acreditamos que os Exo-A2" utilizados
para o objetivo deste trabalho sdo condizentes com a descricdo dos exossomos
encontrados na literatura.

O tratamento com Exo A2" nas DCs de doadores HLA-A2" (DC Alo), parece
ter influenciado na diferenciacido destas células, sendo observada tendéncia a

reducao na intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) da molécula CD11c, nestas
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células, quando comparadas com DCs A2+. Observamos também redugdo na
porcentagem de DC-Alo CD1a* e uma maior porcentagem de células CD14" quando
comparadas com DCs A2*. A comparacdo com os demais controles indica que o
grupo DC Ctrl apresenta porcentagem e MFI ligeiramente maiores de CD11c que os
dos outros grupos de doadores HLA-A2’, assim como a frequéncia de células
CD1a".

Uma possivel explicagao para estes resultados seria a presenga de proteinas
“‘contaminantes” junto a proteina PSA utilizada, adicionada em todos os demais
grupos HLA-A2’, exceto no grupo DC Ctrl. De acordo com os dados do fabricante
essa preparagao proteica é obtida de sémen humano e apresenta cerca de 70% de
pureza. Assim é possivel que nos 30% de contaminante, encontrem-se alguns dos
diversos componentes com propriedades imonomoduladoras produzidos nos
testiculos, epididimo e glandulas acessérias (FRASER et al., 2006; OWEN; KATZ,
2005). Assim lipidios, peptideos, diversas proteinas, além de prostaglandinas,
citocinas e quimiocinas, podem interferir nas respostas imunes (PILCH; MANN,
2006; POLITCH et al., 2007; THOMPSON et al., 1992). Estudos demonstram que a
diferenciacdo de mondécitos humanos na presenca de IL-4, GM-CSF e plasma
seminal durante 5 dias leva a diferenciagdo em DCs com fendtipo semelhante ao de
DCs tolerogénicas (ROSSETI et al., 2010; WOLFLE et al., 2011), expressando altos
niveis da molécula CD14 e uma significante reducdo da expressdo da molécula
CD1a, quando comparado com o grupo controle, cultivado apenas com as citocinas
de diferenciagao.

Dentre as proteinas presentes no sémen, a clusterina pode interferir na
expressdo de marcadores de DCs. A clusterina € um ligante de alta afinidade da

molécula CD209 ou DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
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molecule-3-Grabbing Non-integrin) (SABATTE et al., 2007; SABATTE et al., 2011),
um receptor do tipo lectina C, o qual é expresso em certos tipos de DCs, incluindo
DCs derivadas de mondcitos (SVAJGER et al., 2011). A importancia da acéo da
interacdo com DC-SIGN foi demonstrada quando iDCs foram diferenciadas na
presenca de ligantes de DC-SIGN (ACs H200 e 1B10), as quais passaram a
apresentar significante redug¢do das moléculas CD1a, CD80 e CD83, quando
comparadas ao grupo controle (SABATTE et al., 2007; SABATTE et al., 2011).

Em relacdo aos marcadores de ativagdo houve uma tendéncia a redugao na
MFI das moléculas CD80, CD83 e HLA-DR do grupo DC Alo, quando comparado
com o grupo DC A2+. Sendo a porcentagem de células positivas para essas
moléculas, similar nos dois grupos, com excegao da porcentagem de células CD80+,
que aparenta uma leve redugao no grupo DC Alo. O unico marcador que apresentou
MFI significantemente maior em DCs Alo é o CD86. Inicialmente, acreditamos que
esses resultados também poderiam ser explicados devido a presenga da proteina
PSA no grupo DC Alo e seus possiveis contaminantes. De fato, mondcitos cultivados
com IL-4, GM-CSF e na presenca de plasma seminal apresentaram expressao
aumentada da molécula CD86 e niveis muito baixos das moléculas CD80, CD83 e
CCRY (LENICOV et al., 2012).

Contudo, quando comparamos os resultados com os grupos controles das DC
A2  que nao receberam a proteina PSA (DC Ctrl e DC Exo), observamos que 0s
mesmos também apresentaram uma queda na expressdao das moléculas CD80,
CD83 e HLA-DR e um aumento na expressdo da molécula CD86, semelhante ao
observado no grupo DC Alo.

Logo, esses resultados ndo sdo exclusivos da presenga ou auséncia da

proteina PSA e uma das possiveis explicagdes para a diferenca de resposta entre



40

DC A2" e DC Alo seria a propria diferenga de haplotipo HLA-(A, B e C) entre os
doadores.

O sistema HLA é o complexo principal de histocompatibilidade humano
fundamental na regulagao e controle de interagdes entre células e a resposta imune,
principalmente em interagdes com receptores de linfécitos T (BODMER, 1987). O
loci HLA esta localizado no brago curto do cromossomo 6 e codifica moléculas de
superficie celular que sdo compostas por duas classes: Classe | (HLA-A, B e C)
presente em todas as células nucleadas que se ligam e apresentam peptideos
derivados do citosol para linfécitos T CD8" e moléculas Classe Il (HLA-DR, DP e
DQ) presentes na superficie de células apresentadoras de antigeno profissionais
que se ligam e apresentam peptideos exdgenos para linfécitos T CD4* (BODMER,
1987).

Um grande numero de doengas parece estar associada ao loci HLA, desde
doencgas infecciosas, autoimunes e alguns tipos de cancer (SINGH et al., 1997;
THORSBY, 1997; HILL, 1998). O sistema HLA é altamente polimérfico, sendo que a
natureza e localizagcdo desse polimorfismo permitem diferengcas na ligagao,
estabilidade e apresentacdo de peptideos, sendo esta diversidade alélica
funcionalmente significante em termos de progresséo, suscetibilidade e resisténcia
as doencas (TRACHTENBERG; ERLICH, 2001). Sendo assim, individuos com
diferentes padroes de HLA podem apresentar respostas distintas a determinados
estimulos antigénicos.

Um exemplo classico das distingbes de haplétipos HLA e progressdo da
doenga ocorre em individuos portadores do HIV (virus da imunodeficiéncia
adquirida). De fato, os alelos B35, A23, A24 e DR5 estdo mais relacionados com a

rapida progressao da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), principalmente
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em populagbes caucasianas. Por outro lado, alelos A25, A26, A68, A23, A32
parecem estar associados a uma lenta progressao de individuos HIV positivos a
desenvolver AIDS. Esses alelos parecem estar envolvidos com genes do complexo
TAP, que estao envolvidos no transporte e processamento de antigenos, levando
peptideos antigénicos ao reticulo endoplasmatico, onde se ligam as moléculas HLA
classe |, podendo assim, serem apresentados aos linféocitos T CD8+
(TRACHTENBERG; ERLICH, 2001). O alelo B27 também parece ter um papel
protetor em individuos com o virus HIV. Acredita-se que individuos HLA-B27
conseguem controlar melhor a doencga devido a capacidade de seus linfécitos T
citotoxicos reconhecerem o epitopo Gag p24, uma proteina conservada no virus
HIV. Foi observado que mutagdes neste epitopo levam a uma alteragcdo na
conformacao levando a perda de fungao do peptideo e quase sempre a formacéao de
um virus nao viavel. E mesmo quando o virus sobrevive a mutacgao, foi demonstrado
que os linfécitos T citotéxicos dos individuos HLA-B27 ainda conseguem reconhecer
o epitopo Gag p24 mutado (TRACHTENBERG; ERLICH, 2001; UYL, D., et al,,
2004).

Diversas outras doencas também apresentam fortes associacbes com o
sistema HLA, como por exemplo, a espondilite anquilosante e o alelo B27; diabetes
mellitus tipo | e os alelos DR3 ou DR4 e a narcolepsia e o alelo DR2 (BODMER,
1987).

Outro estudo realizado com individuos HLA-A2+ demonstrou que células
mononucleares tratadas com citrado férrico na concentracédo de 1.0mM obtiveram
uma porcentagem de resposta significantemente maior na reagao leucocitaria mista,
quando comparados com individuos HLA-A2-. Esse perfil de resposta diferenciado

entre doadores HLA-A2+ e HLA-A2- também foi observado em estudos realizados
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em pacientes com leucemia linféide aguda, sugerindo que a presenca do alelo HLA-
A2+ confere uma maior protecdo contra a doenca (BRYAN et al., 1981). Fato
também observado em pacientes com leucemia mieléide aguda. (VON FLIEDNER et
al., 1980).

Sendo assim o simples fato dos individuos possuirem fenotipagem HLA-A
diferente (e provavelmente de outros haplétipos nao identificados) pode ter
contribuido nas diferencas fenotipicas observadas, como maior expressao das
moléculas CD11c, CD1a, CD80, CD83 e HLA-DR em doadores HLA-A2". Além
disso, a especificidade do peptideo PSA-1 utilizado para a molécula HLA-A2", pode
conferir maior estabilidade de ligacdo, o que, pode exercer influéncia na resposta
funcional em detrimento do perfil fenotipico observado.

Esta especificidade ao peptideo PSA parece ter influenciado também o
fendtipo dos exossomos liberados pelas DC A2*, uma vez que carregaram mais
CD9, CD81, CD63 e CD86, que os Exo-Alo, originados das DCs A2'".

Isto pode ser explicado pelo fato de exossomos serem uma espécie de mini
reflexo da célula de origem, carregando diversas proteinas, lipidios e inclusive
material genético desta célula consigo. Contudo o processo de biogénese dos Exo
ainda ndo € bem conhecido. Sabe-se que ha um conjunto de proteinas intracelulares
que parece estar diretamente relacionado com a inclusdao de moléculas para dentro
dos corpos multivesiculares (MVBs), dos quais se formam o0s exossomos.
(BUSCHOW et al.,, 2005; VAN NIEL et al., 2006; LAKKARAJU et al., 2008;
WOLLERT et al, 2010). Algumas dessas proteinas formam um complexo
denominado ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport), que
reconhecem proteinas monoubiquitinadas e a sequestram para os MVBs

(WOLLERT et al., 2010). Sendo assim, é possivel que o direcionamento de algumas
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moléculas seja preterido em relagao a outras devido a sua ubiquitinagdo. Entretanto,
a constituicdo dos MVBs pode ocorrer na auséncia de subunidades do complexo
ESCRT, fato que indica a existéncia de mecanismos alternativos na biogénese dos
exossomos (STUFFERS et al., 2009)

Apesar de se assemelharem muito a sua célula de origem, os Exo podem
também expressar proteinas exclusivas. De fato, existem microRNAs (miRNAs) e
MRNAs que sao detectados ou nas células ou nos Exo delas liberados, o que
sugere uma selecao preferencial de certas sequéncias de RNA nos exossomos as
quais codificam diferentes moléculas (VALADI et al., 2007; MITTELBRUNN et al.,
2011)

Levando tudo isso em consideragdo percebe-se que no processo de
biogénese dos exossomos ha uma selecdo de mMRNA, lipidios e proteinas
especificas para a formagao destas nanovesiculas, sendo que nem sempre o0 que é
expresso na ceélula de origem sera expresso também nos exossomos por ela
gerados. Isto pode explicar o fato dos Exo-Alo apresentarem uma menor expressao
da molécula CD86, quando comparado com suas células de origem (DC-Alo).
Também observamos que apesar da expressao das moléculas CD63 e CD86 ter
sido menor nos Exo-Alo em relacdo aos Exo-A2*, hd uma expressdo mais elevada
destas moléculas nos Exo-Alo, quando comparado aos seus controles (Exo-Citrl,
Exo-PSA, Exo).

Quando interagem com algumas células, os exossomos podem também
interferir no funcionamento de seus mRNAs, os quais codificam, por exemplo,
moléculas estimuladoras (PEGTEL et al., 2010). Talvez a sensibilizacdo das DCs
HLA-A2" com Exo-A2" e proteina PSA tenha favorecido maior expressido das

moléculas CD63 e CD86 nos exossomos por elas gerados, que em seus controles.
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Sendo assim, dependendo do estimulo recebido, diferentes fendétipos podem ser
produzidos nOs eXxosSsomos.

Sabe-se que a linhagem ou estagio de ativacdo das células de origem
acabam interferindo na presengca ou nao de algumas moléculas nos exossomos
como moléculas de adesao e integrinas. Por exemplo, exossomos originados de
DCs imaturas tém expressdo mais baixa de ICAM-1, CD86 e MHC-II, quando
comparados com aqueles gerados de DCs maduras (MONTECALVO et al., 2008;
QAZI et al., 2009; SEGURA et al., 2005; UTSUGI-KOBUKAI et al., 2003). Como as
células dos doadores HLA-A2", apresentaram um fendtipo mais imaturo que as
células dos doadores HLA-A2", isto €, com menor expressdo de HLA-DR, CD80 e
CD83, isso pode ter interferido na expressao das moléculas presentes nos Exo-Alo,
visto que todas as moléculas aqui analisadas estavam em menor quantidade que as
observadas nos Exo-A2".

De modo geral, nossos resultados indicam que o tratamento com exossomos
alogénicos conferiu aumento da expressdao da molécula CD86 nas DCs A2-. No
entanto, este tratamento ndo foi suficiente para conferir o aumento das demais
moléculas envolvidas na ativagao linfocitaria, a saber, HLA-DR, CD80 e CD83. Além
disso, a diferenga de haplétipos (HLA-A2+ X HLA-A2-) parece sobrepor qualquer
efeito oriundo da alogenicidade ou mesmo do tratamento com a proteina PSA. Essa
diferenga observada também foi presente nos exossomos gerados dos doadores A2-
, que de modo geral, apresentaram marcagao inferior das moléculas analisadas:
CD86, CD9, CD81 e CD63.

Assim, concluimos que embora o tratamento com Exo alogénico nao

tenha conferido imunogenicidade completa as DCs e nem aos exossomos
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delas liberados, outros fatores, como a diferengca de haplétipos entre os

grupos parece ter influéncia diretamente nos resultados observados.
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