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RESUMO

A fagocitose de células apoptéticas € um processo dinamico e de fundamental
importancia para homeostase dos tecidos ap6s uma injuria. A fagocitose de células
apoptdticas promove a sintese de mediadores anti-inflamatérios como PGE,, TGF-f e IL-10,
podendo resultar na supressdo da resposta imune do hospedeiro contra agentes infecciosos.
Entretanto, um elegante estudo utilizando células apoptoticas infectadas demonstrou que a
fagocitose destas células promove a geracdo ndo apenas de citocinas anti-inflamatérias como
TGF- mas também de IL-6 e IL-23, promovendo um efeito imunoestimulador, a
diferenciacdo de células Thl7. A atuacdo da PGE, na imunidade adaptativa vem sendo
investigada quanto a diferenciacdo e ativacdo de linfocitos Thl, Treg e Thl7.

Os resultados aqui apresentados demonstram que o protocolo de diferenciagdo de
células dendriticas utilizado foi capaz de gerar em torno de 85% de CD imaturas evidenciado
pela expressao de um perfil fenotipico CD11c*CD11b*MHCII""CD80"°"CD86"".

Quanto a producdo de PGE,, a fagocitose de AC+PAMP por células dendriticas foi
capaz de induzir niveis elevados deste mediador lipidico nas diferentes propor¢des de células
apoptéticas utilizadas. Os niveis de PGE, encontrados no sobrenadante de cultura foi
proporcdo dependente evidenciando uma relagdo direta entre fagocitose de AC+PAMP e a
producdo de PGE,.

A fim de mimetizar a cinética da carga bacteriana durante uma infeccdo, ou seja,
inicialmente uma menor carga bacteriana que tende a aumentar conforme ocorre a
colonizacdo, os animais foram inoculados com alta (high - 10° UFC de E. coli) e baixa (low -
10° UFC de E. coli) cargas bacterianas, gerando desta forma o que chamamos de
AC+PAMP"" o AC+PAMP'" respectivamente. Os resultados  aqui apresentados

demonstram que diante de uma alta carga bacteriana ha uma maior producdo dos mediadores



investigados, PGE;, IL-1B, TGF-B ¢ IL-6, quando comparada com a producao diante de baixa
carga bacteriana.

O pré-tratamento das CD com indometacina foi capaz de inibir a producdo de PGE,
em niveis acima de 85% comprovando que esta ferramenta serd uma boa estratégia a ser
utilizada nos subsequentes ensaios de diferenciacdo de células Th1l7 a partir do MC-CD para
verificar a influéncia da PGE; neste processo.

Nossos resultados demonstram que a fagocitose de células apoptoticas infectadas por
células dendriticas leva a producdo de PGE; assim como citocinas diretamente envolvidas na

diferenciacédo de células Th17.
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INTRODUCAO

Celulas Dendriticas na Resposta Imune

Células Dendriticas (CD) séo celulas profissionais na apresentacdo de antigenos e
uma das mais hébeis em apresentar antigenos e induzir a ativacao e diferenciacdo de células T
“naive” nas subpopulaces de linfdcitos, Thl, Th2, Th17 e Treg. Em situacGes homeostéticas,
CD imaturas estdo presentes nos tecidos e, juntamente com os macréfagos, representam a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra microrganismos. Durante um processo
infeccioso, as CD imaturas fagocitam o patégeno e adquirem um fenétipo maduro, o que
favorece a migracdo destas células para 6rgaos linfoides proximais, criando, desta forma,
uma ponte entre as respostas inata e adaptativa do sistema imune(1).

A mudanga de perfil das CD, de imaturo a maduro, ocorre a partir da fagocitose ou
interacdo com patdgenos via receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) resultando nédo
apenas em mudanca morfoldgica, mas também na expressdo de receptores de quimiocinas,
moléculas de MHC-I1I e co-estimuladoras (CD-80 e CD-86) que permitem a ativacdo das
células T “naive” no linfonodo. Durante o processo de maturacdo, estas células dendriticas
passam também a expressar receptores de quimiocinas, como CCR-7, que permitem o
recrutamento destas células para regido paracortical do linfonodo proximal. O recrutamento
destas CD para esse regido rica em células T é controlada por quimiocinas como CCL19 e

CCL21, produzidas pelas células estromais da regido rica em células T do linfonodo(2, 3).

Reconhecimento de Celulas Apoptoticas

A apoptose € um tipo de morte celular programada que faz parte do processo
fisiologico de desenvolvimento, remodelamento e renovacdo tecidual homeostatica nos
diversos 6rgdos. Morfologicamente, a morte celular por apoptose estd associada com reducéao
do volume celular, retracdo de pseudopode, condensacdo da cromatina, fragmentagdo nuclear

e manutencdo da integridade da membrana plasmética(4). Diferente do observado na morte
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celular por necrose, a permeabilidade celular é mantida durante a apoptose, evitando-se a
liberacdo de componentes intracelulares toxicos denominados DAMPs (Damage-associated
molecular pattern). Os corpos celulares resultantes desse processo, denominados cOrpos
apoptoticos, sdo subsequentemente removidos por fagocitos profissionais, como macréfagos
ou celulas dendriticas imaturas, poréem, células adjacentes também podem participar do
processo, como por exemplo, células epiteliais(5).

O reconhecimento e o englobamento de corpos apoptoticos fazem parte de um
processo complexo e dindmico denominado programmed cell clearance(6). A deficiéncia na
remocao das células apoptéticas por fagocitos resulta na perda da integridade destas células,
resultando na liberacdo de DAMPs e interacdo a PRRs (Pattern Recognition Receptors) na
superficie de fagdcitos e promove a liberacao de substancias pro-inflamatorias.

O processo de fagocitose de células apoptoticas por fagdcitos, denominado
eferocitose, envolve a interacdo de um grande numero de receptores e opsoninas com seus
respectivos ligantes celulares expostos durante os varios estadgios da apoptose. Estudos
recentes demonstram que a deteccdo, reconhecimento e ingestdo de células apoptoticas
envolvem pelo menos trés mecanismos: moléculas eat-me expressas por células apoptoéticas,
receptores endociticos expressos em fagocitos, e moléculas sollveis que atuam interligando
células apoptéticas e fagocitos. O sistema imune possui PRRs capazes de reconhecer o
préprio modificado, ou seja, células que se encontram em processo de morte celular(6). Um
fator comum a todas as membranas eucariéticas é a distribuicdo assimétrica de diferentes
especies de fosfolipidios na dupla camada lipidica. O processo apoptotico, por sua vez,
encontra nessa assimetria uma importante maneira de sinalizagcdo para seu reconhecimento
por fagocitos. Sendo assim, um dos primeiros eventos no processo apoptotico é a perda dessa
assimetria e consequente exposicao de fosfolipidios que normalmente encontram-se presentes

na parte interna da membrana plasmatica, como a fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina
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(PE) e fosfatidilcolina (PC)(7). Dentre esses, a externalizacdo de PS é a mais descrita como
um importante sinal eat-me presente na superficie celular e facilita, portanto, a limpeza de
células apoptoticas. Além disso, reacbes de oxidacdo que levam ao acumulo de formas
oxidadas de PS podem estimular a difusdo transmembrana de PS e formas oxidadas de PS
(PS-OX) durante o processo de apoptose(6).

Moléculas que se ligam a PS exposta e secundariamente se ligam aos receptores em
fagocitos estdo entre as mais conhecidas. Entre essas, a glicoproteina MFG-E8, secretada por
um subtipo de macrdéfagos ativados, se liga a PS e secundariamente a integrinas ovp3
expressas na superficie de macrdfagos, resultando no processo de fagocitose das células
apoptoticas. Da mesma maneira, as opsoninas Gas6 e a proteina S, se ligam a PS e,
secundariamente, ao receptor da tirosina kinase Mer(8).

Recentemente, duas proteinas transmembranas, Tim1l e Tim4, e dois receptores, 0
receptor estabilina-2(9) e o receptor BAI1(10), foram também descritos como receptores de
PS. Formas oxidadas dos fosfolipidios expostos no momento da apoptose também séo
reconhecidas por receptores especificos de fagocitos e contribuem para exclusdo de células
em processo de apoptose. Um estudo recente demonstrou que o reconhecimento de células
apoptdticas pelo receptor scavenger CD36 ocorre via moléculas de PS oxidadas (PS-OX) e,

em menor escala, moléculas de PC oxidadas (PC-OX), mas ndo se liga a PS ndo oxidada(11).

Efeito da Eferocitose na Modulacéo da Resposta Imune

A ingestdo de células apoptdticas, ou mesmo sua ligacdo a macrdéfagos, promove a
liberacdo de moléculas anti-inflamatdrias, entre elas TGF-p , IL-10 , Oxido nitrico,
prostaglandina E, (PGE) e fator de ativacdo plaquetaria (PAF), enquanto inibe a producéo de
mediadores pré-inflamatorios como TNF-a , IL-1, KC, IL-8 e leucotrieno C4(12-14). Esses

efeitos anti-inflamatdrios foram observados tanto em macrofagos ativados como néo ativados
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e a falta de mediadores pro-inflamatérios parece estar associada com a acdo autocrina e

paracrina de TGF-B , PGE, e PAF(13, 15).

"

TNF-a y
KC
-1

Lrca
IL-8

Figura 1: Efeito da fagocitose de células apoptdticas. A fagocitose de células apoptoticas
leva a liberacdo de mediadores anti-inflamatorios como TGF-B, PGE,, PAF, IL-10 e NO ao
passo que inibe a liberacdo de mediadores inflamatérios, como TNF-a, KC, IL-1, IL-8 e LTC-

4.

Em um modelo de doenca de Chagas, a administracdo de células apoptoticas
aumentou a parasitemia, sendo este efeito bloqueado pela utilizacio de inibidor de COX *°.
De maneira semelhante, Medeiros et al. (2009) demonstraram que a administracdo de células
apoptéticas 16horas antes da administracdo intratraqueal de Streptococcus pneumoniae
promoveu um aumento da bacteremia com observacdo de disseminacdo hematogénica. A
utilizacdo de animais nocautes para o receptor EP2 reverteu a situacdo, controlando a
bacteremia de modo semelhante ao controle (animal apenas infectado)(14). Ambos os estudos
demonstram a atuacdo da prostaglandina como mediadora imunossupressora no contexto da

eferocitose. Entretanto, a fagocitose de celulas apoptoéticas infectadas, ou seja, contendo
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PAMP associado, promove a producdo de mediadores como IL-23, TGF-B e IL-6 por células
dendriticas. A incubacao de células T “naive” com meio condicionado, proveniente de cultura
de CD e células apoptdticas infectadas, na presenca de anti-CD3 e anti-CD28 promove a
diferenciagdo de células Th17 funcionais. Por outro lado, a incubacao de células T “naive” na
presenca de meio condicionado obtido de células apoptoticas sem PAMP resulta na
diferenciacdo em células T reguladoras (Tregs)(16). Quando as CD eram deficientes em TRIF
e Myd88 também se observou a diferenciacdo em células Tregs, demonstrando que a presenca
ou auséncia de ligante de TLR dentro de células apoptéticas dita se a CD instruira a
diferenciacdo para células Th17 ou Tregs(17).

Desta forma, a fagocitose de células apoptoéticas infectadas promove um estimulo
fisiolégico com producdo de citocinas anti-inflamatorias (TGF-B) e pro-inflamatérias (IL-6) e
cria condi¢es ideais para a geracao de células Th17. Curiosamente, apesar de muitos estudos
sobre células Th17, esse mecanismo foi o primeiro a propor um modelo fisiologico de
diferenciacdo das mesmas(18). Esse foi comprovado in vivo pelo modelo de infec¢do por
Citrobacter rodentium, conhecido por induzir resposta Th17, no qual o bloqueio do fendmeno

da apoptose anulou a resposta por esse subtipo celular(17).

PGE; na Modulacéo da Resposta Imune

As prostaglandinas (PGs) sdo mediadores lipidicos formados pela maioria das células
do nosso corpo e atuam de forma autdcrina e pardcrina. Elas tém origem do é&cido
araquidoénico liberado de membranas pelas fosfolipases (PLA2), principalmente a fosfolipase
citosolica tipo 4 (cPLA2)(19). O é&cido araquiddnico liberado é rapidamente metabolizado
pela ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2) para formar uma prostaglandina
intermediaria denominada PGH2.

Enquanto a COX-1 é uma enzima constitutiva, responsavel pelos niveis basais da

producdo de prostaglandinas, a COX-2 é induzida em momentos de inflamagdo e atua
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potencializando a producdo de PGs(20). No entanto, a visdo simplificada de que COX-1
exerce funcbes homeostaticas e COX-2 exerce funcgdes patofisiologicas € errdbnea na maioria
dos casos(21). As enzimas COX estdo inseridas nas membranas nuclear e do reticulo
endoplasmatico, com sua porc¢do de ligacdo ao substrato orientada para o citoplasma(20). As
enzimas responsaveis pela metabolizacdo da PGH2 tracam o destino da mesma, podendo
ocorrer a formacéo de PGl,, PGF,, PGD,, PGE; ou tromboxanas A2 (TxA2). O produto final
da metabolizacdo de PGH, depende do tipo celular em questdo e as prostaglandinas
produzidas sdo liberadas pela célula predominantemente atraveés de um transportador de
prostaglandina e, devido sua curta meia vida, logo exercem sua funcdo de forma autécrina e
paracrina(22).

Particularmente, a PGE, é amplamente produzida pelas células do corpo humano,
com as mais versateis funcdes. Ela exerce sua funcdo através de 4 subtipos de receptores:
EP1, EP2, EP3 e EP4. Esses subtipos sdo receptores associados a proteina G (GPCRs) e
variam em sua estrutura molecular, propriedades de ligacdo a PGE,, distribuicdo tecidual,
expresséo e transducéo de sinais(23).

Entre esses, EP2 e EP4 sdo expressos em altos niveis em mondcitos e células T
“naive” em humanos, enquanto EP1 e EP3 sdo pouco expressos ou inexistentes. No mesmo
trabalho, Boniface et al. (2009) demonstraram que a ativagdo de células T humanas promoveu
0 aumento de duas a trés vezes da expressao dos receptores EP2 e EP4(24). Por outro lado,
em ensaios murinos, além da alta expressdo de EP2 e EP4, o receptor EP1 também esté
presente em céluas T “naive”(25). Enquanto EP1 € um receptor acoplado a proteinas Gqg/p,
ambos EP2 e EP4 estdo acoplados a subunidade a estimuladora da proteina G (Gas), ¢ a
ligacdo de PGE, a estes promove, respectivamente, o aumento de Ca?* intracelular e o
aumento da concentragdo intracelular de adenosina mono fosfato ciclica (AMPc), importante

segundo mensageiro que atua regulando diversas func@es celulares(26, 27).
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Figura 2: Atuacdo da PGE; via receptores EP. A prostaglandina E; atua via 4 receptores
ligados a proteina G: EP1, EP2, EP3 e EP4. .EP1, acoplado a proteinas Gqg/p, EP2 e EP4,
acoplados a subunidade o estimuladora(Gas), e a ligagdo de PGE; leva, respectivamente, ao
aumento de Ca*" intracelular e ao aumento da concentracdo intracelular de adenosina mono

fosfato ciclica (AMPCc).

PGE; e Imunidade Adaptativa

A atuacdo da PGE; na imunidade adaptativa vem sendo desvendada nos ultimos anos
e, diferente da funcdo imunossupressora descrita previamente(28, 29), recentes trabalhos
demonstram uma importante fungdo imunoativadora deste mediador lipidico(30).

O papel supressor da PGE;, via EP2 foi demonstrado previamente pela inibicdo da
capacidade proliferativa de células T usando um modelo de reacdo linfocitaria mista(31). Esse
efeito supressor de PGE; e 8-CPT-cAMP em células T periféricas é mediado por PKA-Csk,
que atua antagonizando a sinalizacdo de TCR, competindo pela ativacdo da kinase da familia
Src (Lck), ou seja, enquanto o TCR estimula a ativagdo desta kinase, a PGE, estimula a
inativagdo(32, 33). Ainda em uma visdo imunossupressora, recentes trabalhos destacam o

papel de PGE; na diferenciacdo de células Treg. Baratelli et al. (2005) demonstraram que a
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PGE, aumenta a expressao do fator de transcricdo FOXP3 em células Treg naturais (nTreg) e
promove a expressao deste em células T “naive” , sendo capaz de promover a diferenciagao
destas em células Treg induzidas (iTreg)(28).

Contradizendo esses efeitos supressores diretos ou indiretos por PGE; em células T,
um recente trabalho da literatura reportou que estimulacdes fortes de TCR superam o efeito
supressivo da PGE; e, nessas condi¢cdes, mais a combinacdo de citocinas que promovem a
diferenciacdo de células Thl, a PGE, aumentou a porcentagem de células perfil Thl
produtoras de IFN-y de maneira concentragdo dependente. Entretanto, altas doses de PGE;
ndo atuaram na promocdo da diferenciacdo da subpopulacdo Thl. Curiosamente, essa
sinalizacdo facilitadora da PGE,, apesar de ocorrer via EP2 e EP4, foi promovida pela
ativacdo de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)(30).Outro estudo demonstrou que o receptor
EP1 é um facilitador da diferenciacdo de células Thl e que essas, com relacdo aos receptores

EPs, expressam predominantemente o receptor EP1(25).

IL-10
IFN-y
IL-18
TGEf =" IL-1r 1
IL-6 —
EP2 IL-23r
EP4 b
:: PGE2 IL-23
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Figura 3: PGE; atua na diferenciacéo de linfocitos T. PGE,, via EP2, aumenta expressdo
do fator de transcricdo FOXP3 levando a maior diferenciacdo de células Treg. Via EP1, o
mediador facilita a diferenciacdo e aumenta a proliferacdo de células Thl. Atuando pelos
repectores EP2 e EP4 a prostaglandina E, aumenta expressao de receptores para IL-1 e IL-23

em células T “naive” facilitando a diferencia¢ao em células Th17.

No ambito das células Th17, Boniface et al. (2009) demonstraram que PGE; atua via
receptores EP2 e EP4 através da via de sinalizacio AMPc — PKA para auxiliar na
diferenciagdo de células T “naive” humanas em células Th17. A prostaglandina aumenta a
expressao dos receptores para a interleucinal (IL-1R) e interleucina 23 (IL-23R) em células T
em diferenciacdo e, em combinacdo com citocinas que promovem a diferenciacdo da
subpopulacdo Th17, aumentou a fosforilacdo de STAT3 e induziu uma mudanca qualitativa e
quantitativa na funcdo e fendtipo de Th17 para um padrdo mais inflamatdrio/patogénico(21).
Em murinos, a PGE; atua via receptores EP2 e EP4, e sinaliza via AMPc - PKA facilitando a
expansdo de células Th1l7 em conjunto com a IL-23. Além disso, a PGE, pode levar a
aumento na migracdo CDs através da regulacdo positiva da expressdo de receptores para
quimiocinas, aumento nas expressdo de moléculas envolvidas na apresentacdo de antigenos
(MHC-11, CD40, CD86) combinado ao aumento da producdo de IL-23, colaborando
indiretamente na expansdo de Th17(30, 34, 35) Outro importante trabalho da literatura
demonstra que a PGE, tem um importante papel no recrutamento de neutrdfilos para a
cavidade articular através do aumento da sintese de I1L-17 e inibi¢&o do eixo IL12/IFN-y(35).
Portanto, a PGE, tem demonstrado grande atuacdo na modulacdo da imunidade adaptativa,
atuando, de maneira controversa, tanto como mediadora imunossupressora Ccomo

imunoativadora.
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A atuacdo da PGE; na imunidade adaptativa vem sendo investigada quanto a
diferenciacéo e ativacdo de linfécitos Thl, Treg e Thl7. Até o momento, nada se sabe da
participacdo deste mediador lipidico no contexto da fagocitose de células apoptoticas
infectadas e o mecanismo pelo qual a PGE; pode colaborar sinergicamente com TGF-, IL-6

e IL-23 no processo de diferenciacdo de células Thl7.

Hipotese do Projeto
A fagocitose de células apoptoticas infectadas por células dendriticas leva a producao

de PGE; e citocinas resultando na diferenciagdo de células Th17.
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho visa investigar se a fagocitose de células
apoptoticas infectadas por células dendriticas promove além da producéo de TGF-p ¢ IL-6, a
sintese de PGE2.

Para tanto, utilizaremos as seguintes estratégias:

1) Geracéo de células apoptoticas;

2) Determinacdo da proporcao de células apoptoticas nos ensaios de fagocitose por

celulas dendriticas;

3) Quantificacdo de PGE; e citocinas em meio condicionado oriundo da co-cultura

de células dendriticas na presenca de células apoptdticas.

MATERIAL E METODOS

Animais

Camundongos C57BL/6, fémeas, com 6 a 14 semanas de idade, foram obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica - CEMIB/UNICAMP. Os animais foram
mantidos em mini-isoladores com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz
claro/escuro controlados e livre acesso a agua e racdo. Todos os procedimentos foram

julgados pelo Comité de Etica da Instituic&o.

Diferenciacio de CDs a partir de precursores de Medula Ossea (BMDC)

As CDs foram diferenciadas a partir de precursores da medula 6ssea do fémur e tibia
dos animais C57BL/6 segundo protocolos preconizados por Lutz et al. (1999). As células
precursoras foram plaqueadas em placa de petri na concentracdo de 2x10° células/mL em
volume final de 10 mL de meio RPMI (Sigma) completo, contendo 10 % de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco), 10 pg/mL de gentamicina (Gibco), adicionado de 20 ng/mL de GM-CSF (e-

Bioscience). As células permaneceram em diferencia¢do por 10 dias em estufa de CO, a 37°C.
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No dia 3, foram adicionados a placa 10 mL de meio RPMI-C fresco complementado de
20ng/mL de GM-CSF. Nos dias 6 e 8, 10 mL de meio foram removidos da placa e
centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm, 25°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” celular ressuspendido em 10 mL de RPMI-C fresco complementado de
20ng/mL de GM-CSF. Enfim, no dia 10, as células ndo aderentes, que é o perfil de células
dendriticas, foram coletadas e centrifugadas por 10 minutos a 1500rpm e a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células lavadas com meio RPMI-C livre de SFB. Apds
lavagem, as células foram, entdo, ressuspendidas em 2mL de meio RPMI-C livre de SFB,
contadas pelo método de exclusédo por trypan e ajustadas para a concentracao adequada para o

ensaio de fagocitose de células apoptoticas infectadas.

) Plaqueamento de células
- » - | 5 precursoras de medula
- \ 6ssea+ GM-CSF
2x1075 celfmL
Exposic&o e retirada Retirada da medula
do fémur e tibia o6ssea com meio RPMI-I Re-estimulac&o
com GM-CSF
(20ng) nos dias
3,6 e8; cultura
de 10 dias

Co-cultura com células
apoptoticas infectadas

Coleta de células
n&o aderentes

Citometria
de fluxo

Analise da expressao de receptores de superficie por citometria de fluxo

Para a analise de marcadores especificos de CDs foi analisada a expressdo de CD11c,
MHC-I11, CD80 e CD86, apos o periodo de diferenciagdo de 10 dias. As CDs foram coletadas,
contadas e distribuidas em tubos FACS (BD PharMingen, San Diego, USA), na concentracéo
de 0,5-1x10° células, por tubo, para realizacdo da anélise fenotipica das mesmas. Para o

bloqueio das ligacbes inespecificas, as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C com
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anticorpo anti-CD16/CD32 (FcBlockTM — BD PharMingen), na concentracdo de 0,5
mg/5x10° células. Posteriormente, foram adicionados os anticorpos monoclonais de interesse:
CD11c, CD80, CD86, MHCII, na concentracio de 0,2 — 0,5mg de anticorpo/5x10° células,
seguido de nova incubacdo de 30 minutos a 4°C. Apds esse periodo de incubacdo, foram
adicionados 2mL de PBS (solucgéo salina tamponada de fosfatos) pH 7,2 contendo 2% SFB e
as células serdo centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células, ressuspendidas em 500 mL de PBS 2% SFB. Trinta
mil eventos por tubo foram adquiridos em citbmetro FACSCantoTM (Becton& Dickinson,
San Diego, CA, USA) e analisados pelo programa FACSDivaTM. Todos o0s anticorpos sdo da
BD PharMingen (BD PharMingen, San Diego, USA) e foram usados seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Os anticorpos sdo marcados com FITC (isotiocianato de

fluoresceina) e PE (ficoeritrina).

Geracao das células apoptoticas com PAMP (AC+PAMP)

Como fonte de células apoptéticas com PAMP foram utilizados neutréfilos contendo
Escherichia coli como descrito por Torchinsky et al. (2009). As bactérias foram plaqueadas
em meio solido LB agar 2% e mantidas em estufa a 37 °C. No dia seguinte, as bactérias foram
ressuspendidas em 10 mL de meio LB liquido estéril e mantidas “overnight” a 37°C. Apds o
periodo de incubagao, 100 pL dessa suspensdo foi transferido para 10 mL de meio LB liquido
esteril e o crescimento bacteriano foi acompanhado em absorvancia de 600 nm (Epoch,
Biotek) até que a densidade optica (DO) atingisse aproximadamente 0,5. Apds atingir a DO
esperada, 2mL da suspensd@o bacteriana foram transferidos para um tubo falcon de 50 mL e
centrifugados por 10min, 3000 rpm a 4 °C. As bactérias foram lavadas duas vezes com PBS
estéril gelado. Apos a lavagem, as bactérias foram ressuspendidas e diluidas em tioglicolato
na quantidade necessaria para cada experimento. As dilui¢des foram realizadas de acordo com

a curva de cresimento bacteriano padronizado no laboratério. No fim, 1mL de
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tioglicolato+bac, na concentragdo de 10° ou 10° unidades formadoras de coldnia (UFC), foi
inoculado via intraperitoneal nos animais. Apds 13h foi realizado o lavado peritoneal,
utilizando-se 5mL de PBS gelado, a fim de recuperar-se as células apoptdticas infectadas. A
carga bacteriana inoculada por animal foi certificada através da contagem de UFC em
diluicdes seriadas da suspensdo de Tioglicolato+E. coli. A porcentagem de celulas apoptoticas
e necraticas foi avaliada por citometria de fluxo com os marcadores de morte celular Anexina
e PI.

Em um segundo momento, adicionamos um passo ao protocolo, no qual irradiamos
com luz ultravioleta (UV) as células derivadas do lavado peritoneal com a energia de 350mJ
(CrossLinker, Vilber Lourmat) e colocamo-as por 4 horas em estufa a 37 °C. A irradiagdo foi
realizada em placas de 24 pogos, com volume final de 500uL/poco e 3x10° células/poco. No
fim, as células estavam prontas para a adi¢cdo das CDs.

A fim de confirmarmos se as células derivadas do lavado peritoneal estavam
realmente infectadas, os animais foram inoculados i.p. com 10° E. coli vivas (DH5a)
conjugadas com FITC e ressuspensas em 1mL de Tioglicolado e apds 13h o lavado peritoneal
foi coletado. Aproximadamente 1x10° neutréfilos foram avaliados quanto & presenca da E.coli
na presen¢a de Azul de Trypan (250ug/mL), o qual funciona como um quencher para as

bactérias que estejam presas a membrana da célula e ndo internas.
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Ensaio de fagocitose de células apoptéticas infectadas (AC+PAMP) por células
dendriticas - Geracao de meio Condicionado.

As células dendriticas imaturas diferenciadas de medula 6ssea foram plaqueadas em
placas de 24 pocos na concentracdo de 1x10°céls/poco em meio RPMI-C livre de SFB. As
células apoptoticas infectadas (Neutrofilos apoptéticos+E.coli) foram colocadas em cultura
com as CDs na propor¢do de 1:1, 3:1 e 5:1 (AC+PAMP:CD) na presenca ou auséncia de
Indometacina (10uM). Apo6s 18h de incubacdo a 37°C, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado para remocdo de células e utilizado para a quantificacdo de PGE; e outras

citocinas.
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Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O sobrenadante resultante do ensaio de fagocitose de células apoptéticas infectadas
(AC+PAMP) por células dendriticas foi avaliado quanto a presenca de PGE; (PGE; EIA Kit,
Ca man Chemicals —514010) e das citocinas IL-1p, IL-6 e TGF-B (BD-Biosciences).

A quantificacdo de PGE; foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante.
Brevemente, os controles, padrdes e amostras foram pipetados na placa e esta foi incubada
“overnight” a 4°C. Ap0s o periodo de incubacédo a placa foi lavada cinco vezes com tampao
de lavagem, e 200 pL do reagente de revelagdo (Ellman’s reagent) foram adicionados a todos
0s pocos. Para revelacdo da cor, a placa foi mantida sob agitacdo orbital por 60 a 90 minutos,
até desenvolvimento de coloracdo. Apds este periodo, a placa foi lida em espectrofotémetro
em absorvancia de 412nm (Epoch, Biotec). A concentracdo das amostras foi calculada de
acordo com a curva gerada pelas concentragdes conhecidas do padréo e os resultados foram
expressos em pg/mL. Para as citocinas, as quantificagdes foram realizadas de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. Basicamente, placas de 96 pocos (Corning,NY,USA) foram

recobertas com 100 pL/pogo de solugdo contendo anticorpos purificados de captura, diluidos
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em tampédo apropriado. As placas foram incubadas a 4°C, durante uma noite. Apds a
incubacdo, foram realizadas 3 lavagens com solucdo PBS-Tween 20 (0,05%) e as placas
foram incubadas com 200 pL/poco de solucdo de blogueio (PBS contendo 10% SFB) durante
uma hora a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas por 3 vezes e
adicionou-se o padrdo e 100 pL/poco das amostras (sobrenadante). As placas foram incubadas
por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas por
5 vezes e incubadas com 100 uL/pogo do “working detector” (anticorpo biotinilado mais av-
HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente as placas foram lavadas, desta vez por 7
vezes, e foram adicionados 100 pL/poco da solucdo do substrato. Desta vez, as placas foram
incubadas sob protecdo da luz durante 30 minutos. Apds o tempo determinado a reacdo foi
interrompida com a adi¢cdo de 50 pL/pogo da solugdo de parada (H,SO4 2N). A absorvancia
foi lida a 450nm em um leitor de microplaca (Epoch, Biotek) e as concentracGes das citocinas
foram calculadas pela curva padrdo gerada em cada ensaio com concentracdes conhecidas das

citocinas em questdo. Os resultados foram expressos em pg/mL.

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + SD e, entdo, analisados utilizando o
programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para as comparacgdes
entre dois grupos experimentais foram utilizados o teste de Student’s t € para as comparacoes
entre trés ou mais grupos experimentais foi aplicada a analise de variancia ANOVA seguido
de teste de comparacdo multipla Dunnett ou Tukey. Foram consideradas diferencas
estatisticamente significativas se p £ 0,05. Todos os experimentos foram realizados ao menos

trés vezes em diferentes periodos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Geragcao de Células Dendriticas a partir de Precursores da Medula Ossea

O foco de estudo do nosso grupo de pesquisa € voltado ao entendimento da resposta
imune contra microorganismos nas infeccdes pulmonares. No entanto, devido ao baixo
rendimento do isolamento de células dendriticas do pulméo para realizacdo dos experimentos,
optamos em utilizar como fonte de células dendriticas a diferenciagdo in vitro, utilizando GM-

CSF recombinante, a partir de células obtidas de medula dssea.

O procedimento de diferenciacdo de CD partiu de 2x10° células precursoras de
medula 6ssea e, ao final de 10 dias de cultura, alcancamos um rendimento médio de ~ 2 x 10’
células semi-aderentes. Para validar a diferenciacdo em células dendriticas a partir de células
totais de medula 0ssea, o perfil fenotipico desta cultura celular foi analisado por citometria de
fluxo utilizando como marcadores CD11c (marcador especifico para células dendriticas) e
CD11b, CD80, CD86, MHC-II (marcadores relacionados a maturacdo celular). As células
dendriticas foram selecionadas por tamanho (FSC — Forward Scatter) e granularidade (SSC —
Side Scatter) (Figura 4A) e a porcentagem de células CD11c positivas determinadas (Figura
4B). Ap6s 10 dias de cultura, 80-90% das células foram positivas para CD 11c (Figuras 4B e

5A).
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Figura 4. Caracterizacdo fenotipica das células dendriticas diferenciadas a partir de
precursores da medula 6ssea. 2x10° células precursoras da medula dssea foram incubadas
em meio RPMI completo suplementado com GM-CSF recombinante, e cultivadas a 37° C
durante dez dias. O fenétipo das células dendriticas foi determindo utilizando anticorpos anti-
CD11c (FITC). (A) Dotplot representativos da porcentagem de células CD11c, gate contendo
a populacdo caracteristica em tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) de células CD11c. (B)
Dotplot representativo da populagéo positiva para marcagdo CD11c dentro da populagéo

caracteristica.
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Sabe-se que as celulas dendriticas, quando no tecido, apresentam um perfil fenotipico
denominado imaturo, ou seja, sdo células com eficiente capacidade fagocitica. A ativacéo
destas células pela fagocitose de microorganimos e 0 microambiente inflamatorios promovem
a maturacao destas células alterando o perfil de moléculas de superficie, bem como sua
morfologia. Estas células passam a expressar, por exemplo, diferentes receptores para
quimiocinas, como CCR7, que permitem seu recrutamento para o linfonodo. Além disso,
durante o processo de maturacdo, células dendriticas aumentam a expressdo de moléculas de
MHC-11, CD80 e CD86 favorecendo desta forma a ativagdo de linfocitos T “naive” nos
orgaos linfoides secundarios. A analise dos marcadores fenotipicos, relacionados a maturacao
celular, demonstra que ao final de 10 dias de cultura, a grande porcentagem das células
apresentavam um perfil imaturo, ou seja, células dendriticas com fenotipo
CD11c"'CD11b"MHC-I1""CD80""CD86'" (Figura 5B). A importancia da padronizagdo de
um protocolo de diferenciacéo de CD, a partir de células de medula 6ssea, foi imprescindivel
para obtencdo de CD com fen6tipo imaturo para dar continuidade aos subsequentes ensaios
para obtencdo do meio condicionado. Portanto, o fenétipo imaturo destas células dendriticas,
ao final da periodo da diferenciacdo, assegura que durante o ensaio de fagocitose as células

serdo habeis em fagocitar as células apoptéticas durante a co-cultura.
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Figura 5. Fenotipo de maturacdo de células dentriticas oriundas de precursores da
medula 6ssea. 2x10° células células precursoras da medula 6ssea foram incubadas em RPMI
completo suplementado com a citocina recombinante GM-CSF (20ng), e cultivadas a 37° C
durante dez dias. As células foram incubadas com anticorpos anti-CD11c/FITC, anti-MHC-II,
CD80 e CD86 conjugados com PE. (A) Porcentagem de células CD1lc positivas em
experiementos independentes e (B) porcentagem dos marcadores MHC-I1, CD80 e CD86 em

células CD11c positivas (Resultado representativo de 3 experimentos independentes).
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Geracao de Células apoptoticas infectadas utilizando irradiacdo UV

Como apresentado em nossos resultados preliminares, a geracdo de células
apoptoticas infectadas a partir da injecao intraperitoneal contendo Escherichia coli em uma
suspensdo de tioglicolato promove o recrutamento de neutréfilos com um fenotipo de 28% de
células apoptoticas precoces (Anexina+/Pl-) e apenas 4% de células apoptdticas tardias

(Anexina+/P1+) (Figura 6).

Apesar do pequena porcentagem de células necréticas, a fim de otimizar a
porcentagem de células apotéticas precoces obtidas do exsudado peritoneal, a suspensdo
celular foi submetida a irradiacdo UV (350mJ) como descrito previamente no protocolo
utilizado por Torchinsky et al. (2009). Os resultados obtidos demonstram que a irradiacdo das
células obtidas do exsudato resultou no aumento de aproximadamente 2,24 vezes no
rendimento de células apoptdticas precoces, ou seja, esse protocolo de tratamento resultou em
62,7% de células apoptdticas precoces (Figura 7). A partir de entdo, todos 0s experimentos
subsequentes foram realizados utilizando como fonte de células apoptéticas o exsudato

peritoneal submetido a irradiacdo UV (350mJ).
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Figura 6. Avaliagdo do perfil de morte celular no exsudado peritoneal. Os animais foram
inoculados i.p. com 1mL de tioglicolato contendo 10° E. coli vivas (DH5a). As células foram
coletadas e incubadas com Anexina V/Pl para determinacdo da porcentagem de células

apoptoticas e necréticas. Dado representativo de n=5 animais.
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Figura 7. Avaliacao do perfil de morte celular do exsudado peritoneal irradiado
com UV. Os animais foram inoculados i.p. com 1 mL de tioglicolato contendo 10° ou 10° E.
coli vivas (DH5a). As células foram coletadas, irradiadas com UV (350mJ) e marcadas com
Anexina V/PI para determinacdo da porcentagem de células apoptéticas e necroticas. Dado

representativo de n=5 animais.
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Quantificacdo de PGE; a partir do meio condicionado — Protocolos 1 e 2

Apos a padronizacdo dos diferentes protocolos de obtencdo de células apoptoticas
(Protocolos 1 e 2), nosso préximo passo foi avaliar se a otimizacao do protocolo 2, ou seja, 0
aumento da porcentagem de celulas apoptoticas refletiria no aumento da producéo de PGE,
por CD no meio condicionado. Células apoptdticas infectadas obtidas a partir do protocolo 1
foram capazes de induzir a producdo de altos niveis de PGE, por células dendriticas. A
producdo deste mediador ocorreu de maneira concentracdo dependente, ou seja, quanto maior
a proporcao de células apoptoéticas infectadas maior a concentracdo de PGE, produzida por
células dendriticas. As proporcdes de 1:3 e 1:5 (CD:AC+PAMP) promoveram um aumento
significativo da producéo de PGE; por células dendriticas quando comparadas com o controle,
apenas CD nao estimuladas (Figura 8A).

O tratamento das CD com indometacina reduziu em ~82% a producdo da PGE, em
todas as propor¢des de células apoptoticas utilizadas quando comparada com células nédo

tratadas incubadas com AC+PAMP (Figura 8C).

E importante que se tenha boa eficiéncia na inibicio da producio de PGE, para que
possamos investigar a influéncia deste mediador no meio condicionado a ser utilizado para

posterior diferenciacéo de células Thl7.
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Figura 8. A fagocitose de células apoptéticas infectadas por células dendriticas
promoveu a liberacéo de altos niveis de PGE; — Protocolo 1. As células dendriticas foram
incubadas com diferentes proporcdes de células apoptdticas infectadas na presenca ou
auséncia do inibidor de COX ndo seletivo (indometacina 10uM) por 18 horas a 37°C. O
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de PGE; foi analisada por Elisa. (A) A producéo
de PGE2 sem tratamento e (B) com tratamento com Indometacina. Os valores representam
um experimento representativo de trés realizados. (C) Grafico da porcentagem de inibicdo da
producdo de PGE, promovido pelo tratamento com indometacina. Sendo, **p<0,01, ***
p<0,001 quando comparado ao grupo controle e 0op<0,01, 000p<0.001 quando comparado

entre os grupos indicados pelas linhas.
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Como descrito previamente, o Protocolo 2 induziu um aumento na porcentagem de
células apoptdticas, portanto nosso proximo passo foi avaliar se o otimizacdo deste protocolo
poderia refletir no aumento da producéo de PGE,, o principal mediador de interesse em nosso
estudo. A co-cultura de CD com AC infectadas irradiadas com UV resultou no aumento dos
niveis de PGE, em ~2,24 vezes quando comparado com células ndo estimuladas (Figura 9).
Como PGE; é o mediador soltvel de principal interesse em nosso projeto e 0 aumento na
porcentagem de células apoptéticas foi capaz de induzir o aumento deste mediador lipidico
por CD, optamos por em utilizar o Protocolo 2 nos subsequentes experimentos para geracao

do meio condicionado a ser utilizado na diferenciag¢do de linfocitos T “Naive”.

Além de determinar o quanto a otimizacdo da porcentagem de células apoptéticas
poderia refletir no aumento de producdo de PGE; por CD, nés também tivemos interesse em
avaliar o quanto a carga bacteriana no interior de células apoptéticas poderia influenciar na
producdo de mediadores sollveis durante a eferocitose por CD. Portanto, na tentativa de
tentar mimetizar o curso da infecgdo, ou seja, inicialmente uma menor carga bacteriana que
tende a aumentar conforme ocorre a colonizacdo e proliferacdo destes microorganimos, nds
geramos células apoptoticas a partir da inoculagdo de animais com uma alta carga bacteriana
(AC+PAMPyign - 10° UFC de E. coli) e baixo carga bacteriana (AC+PAMPoy - 10° UFC de
E. coli).

Nossos resultados mostram que a incubacdo de CD com células apopt6ticas contendo
diferentes inoculos de bactérias (AC+PAMPhign ou AC+PAMPy,,) resulta na producéo
diferenciada de PGE,. Ou seja, CD incubadas com AC+PAMPyg, irradiadas com UV
(protocolo 2) sdo capazes de induzir a producdo de ao menos 3x mais PGE;, quando
comparado com CD incubadas com AC+PAMP,,,, (Figura 9). Fazendo uma correlagdo com o
que ocorre in vivo, 0 maior carga bacteriana resultaria em uma ativacdo exacerbada de células

residentes e intensa resposta inflamatdria e, consequentemente, a producdo de mediadores
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inflamatodrios tende a aumentar visando um maior recrutamento celular, assim como uma

maior atividade efetora, na tentativa de resolucdo da infeccéo.
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Figura 9. A fagocitose de células apoptdticas infectadas por células dendriticas
promoveu a liberacéo de altos niveis de PGE; — Protocolo 2. As células dendriticas foram
incubadas com células apoptdticas infectadas com baixa ou alta carga bacteriana, na
proporcdo de 1CD:3ACs. Apos 18 horas a 37°C, o sobrenadante foi coletado e a concentracéo
de PGE2 foi analisada por Elisa. Sendo, **p<0,01, *** p<0,001 quando comparado ao grupo
controle (grupo DC) e 0p<0,05, 000p<0.001 quando comparado entre os grupos indicados

pelas linhas.
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Avaliacao de Citocinas do Meio Condicionado

Durante o processo infeccioso, os fagdcitos infectados sdo ativados resultando na
mudanca do microambiente pela sintese de varias citocinas que sdo imprescindiveis durante o
processo de ativacao e diferenciagcdo dos subtipos de células T. Dentre as citocinas envolvidas
na diferenciacdo de células Thl7, sabe-se que IL-6, TGF- e em alguns casos IL-1B sdo
imprescindiveis neste processo. Portanto, além da deteccdo de PGE,, nosso préximo passo foi
avaliar se as citocinas envolvidas na diferenciacdo de Th17 (IL-6, IL-1p ¢ TGF-B) também
estdo presentes no meio condicionado produzido a partir da fagocitose de células apoptéticas
infectadas por células dendriticas.

A quantificacdo destes mediadores sollveis foi determinada em meio condicionado
oriundo da co-cultura de CD e AC+PAMP irradiadas (Protocolo 2). Assim como na
quantificacdo de PGE,, foram mantidas as duas condicdes de células apoptdticas a partir da
inoculagéo de diferentes UFC de E. coli , AC+PAMPhigh (10° UFC de E.coli) ou
AC+PAMP),,, (10° UFC de E.coli).

A co-cultura de CD+AC+PAMP foi capaz de induzir a sintese das principais
citocinas envolvidas no processo de diferenciacdo em células Th17 (IL-6, IL-1p ¢ TGF-B)
sendo que a condigdo AC+PAMPhign mostrou-se mais eficiente na ativagdo de CD. Como
podemos observar nas figuras 7A e B, a condigéo de cultivo de AC+PAMPyqy foi capaz de
induzir uma alta producdo dos mediadores IL-1 e IL-6. Entretanto, a condicdo AC+PAMP 4y
ndo foi capaz de induzir a sintese de citocinas em niveis considerados estatisticamente
significativos quanto a producdo destes mediadores quando comparadas com 0s controles

(apenas celulas dendriticas — CD — e apenas neutrofilos apoptoticos — N@).
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Figura 10. Producéo de IL-1p e IL-6 por células dendriticas apos a fagocitose de
células apoptoticas infectadas com diferentes cargas bacterianas. As células dendriticas
foram incubadas com células apoptdticas infectadas com baixa ou alta carga bacteriana, na
proporg¢do de 1CD:3ACs. Apos 18 horas a 37°C, o sobrenadante foi coletado e a concentracdo
de IL-1B (A) e IL-6 (B) foi analisada por Elisa. Sendo, **p<0,01, *** p<0,001 quando
comparado ao grupo controle (grupo DC) e oop<0,01 quando comparado com os demais

grupos.
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TGF-p é uma das citocinas chaves envolvidas na diferenciacdo de células Th17 e,
embora seja capaz de induzir a ativacdo FOXP3 (fator de transcricdo relacionado a Treg), na
presenca de IL-6 resulta na ativacdo de RORy-t, fator de transcricdo relacionado a células
Th17. Dessa forma, a presenca deste mediador é imprescindivel para a diferenciacdo de
células T “naive” em células Th17 (Yingz Cong et al. 2009). A producdo de TGF-B por CD
na presenca das diferentes condigdes de células apoptoticas, AC+PAMPigh € AC+PAMP oy,
foi detectada em niveis estatisticamente significativos quando comparado com CD incubadas
apenas com meio. No entanto, assim como observado com as citocinas IL-1p e IL-6, a
incubacédo de CD com AC+PAMPygn foi capaz de induzir uma maior produgdo de TGF-B
guando comparado com a condicdo AC+PAMP),,. Ou seja, durante o processo infeccioso a
fagocitose de células apoptéticas contendo uma grande quantidade de PAMPs no seu interior,
levaria a producdo de mediadores soliveis como TGF-B, IL-1-B, IL-6 que favoreceriam a
diferenciacéo de Th17. Além das citocinas, os resultados aqui apresentados demonstram que a
fagocitose destas células promove a sintese de altos niveis de PGE; e, portanto, fortalece
nossa hipétese da possivel participacdo de PGE; neste processo de diferenciacdo de Th17.

Desta forma, ao final deste projeto, sob a supervisdo dos experimentos do
doutorando Felipe Fortino, finalizamos a padronizagéo e otimizacao dos diferentes protocolos
de geracdo de células apoptdticas assim como a caracterizagdo dos mediadores sollveis

presentes no meio condicionado para realizacdo dos experimentos de diferenciacdo de Thl7.
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Figura 11. Producdo de TGF-p por células dendriticas apos a fagocitose de
células apoptéticas infectadas. As células dendriticas foram incubadas com células
apoptéticas infectadas com baixa ou alta carga bacteriana, na propor¢do de 1CD:3ACs. ApOs
18 horas a 37°C, o sobrenadante foi coletado e a concentracdo TGF- foi analisada por Elisa.
Sendo, **p<0,01, quando comparado ao grupo controle (grupo DC) e op<0,05, oop<0.01

guando comparado entre o0s grupos indicados pelas linhas.
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CONCLUSOES

As celulas dendriticas diferenciadas apresentam fendtipo imaturo, o que é
importante, uma vez que, a priori, realizaremos o ensaio de fagocitose. Ambos os protocolos
de geracdo de células apoptdticas infectadas foram eficientes quanto a baixa porcentagem de
células necrdticas e, portanto, com a predominancia de células apoptoticas precoces. A
otimizacdo do protocolo de geracdo de células apoptéticas (protocolo 2) com a incluséo da
irradiacdo foi de suma importancia para a obtencdo de melhores resultados, ja que esta
mudanca resultou no maior rendimento de células apoptoticas precoces sem aumento no
namero de células necraticas.

Pudemos também concluir que a fagocitose de células apoptoticas infectadas induz
maior producdo de PGE; quanto maior for sua proporcdo de células apoptoticas para células
dendriticas. O mesmo pode ser observado quando da quantificacdo das citocinas envolvidas,
IL-1pB, IL-6 e TGF-B. Além disso, a padronizagdo de duas condi¢des de células apoptdticas
infectadas, AC+PAMPyign € AC+PAMP|,,, permitira o entendimento da dinadmica da
producdo de mediadores soltveis pro CD durante a cinética do processo infeccioso.

Em suma, a partir da validacdo da geracdo de células dendriticas imaturas e
otimizacdo do protocolo de células apoptoticas infectadas obtivemos um meio condicionado
contendo IL-1B, IL-6 e TGF-f assim como o mediador de interesse no nosso estudo PGE;. Os
experimentos que validardo a eficiéncia deste meio condicionado em promover a
diferenciagdo de cé€lulas T “naive” em células Th17 ja estdo sendo realizados pelo doutorando

Felipe Fortino.
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