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Souza SCTF de. Elevada concentracdo de glicose altera a resposta bioldgica de
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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma desordem metabdlica importante caracterizada pela
auséncia de secrecdo e/ou agdo deficiente da insulina, resultando em hiperglicemia
cronica e persistente que ¢ a principal caracteristica do DM. A influéncia do diabetes
sobre as doengas periodontais ¢ amplamente documentada e reconhecida demonstrando
que a desregulacdo da resposta imune associada ao diabetes afeta a interagdo
microbiota-hospedeiro no periodonto, aumentando a severidade e extensdo da
destruicdo dos tecidos periodontais. Considerando o papel crucial das células
dendriticas (DC) no desenvolvimento e regulagdo da resposta imune e da relativa
escassez de informagdo sobre a influéncia especifica de concentragdes elevadas de
glicose nas células imunes, investigou-se a hipotese de que a elevada glicose influencia
a biologia de DCs. Especificamente, avaliamos a influéncia da alta de glicose sobre a
proliferacdo e viabilidade, a apoptose, a maturacdo, a quimiotaxia, a migra¢do para os
linfonodos (homing), atividade fagocitaria, expressdo de mediadores inflamatdrios e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Foram utilizadas células dendriticas
de linhagem murina (DC2.4), que foram expostas a concentragdo elevada (25 mM) ou
normal (11,1 mM) de glicose, por periodos que variaram de 24 a 72 h. A exposicao a
alta glicose reduziu a proliferacdo mas ndo afetou a viabilidade, a sobrevivéncia ou a
maturacgdo de células DC2.4 induzida por LPS; no entanto a susceptibilidade a apoptose
foi aumentada. Alta de glicose também reduziu atividade fagocitdria, a quimiotaxia e o
homing para os géanglios linfaticos in vivo. Por outro lado, a produgdo de ROS e
expressdo génica de mediadores inflamatorios foram aumentadas em elevadas
concentragdes de glicose. Coletivamente, os efeitos da alta glicose na biologia de
células dendriticas sdo consistentes e mostram uma diminui¢do na funcdo de ativagdo

imune de DCs e uma exacerbagdo da inflamacao local.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus, Células dendriticas, Inflamagao



Souza SCTF de. Influence of high glucose on the biological response of murine
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a major metabolic disorder characterized by the absence of
secretion and/or impaired insulin action, resulting in chronic and persistent
hyperglycemia which is the main characteristic of DM. The effect of diabetes on
periodontal diseases is widely recognized and documented demonstrating that
dysregulation of the immune response associated with diabetes affects microbial-host
interaction in the periodontium, increasing the severity and extent of the destruction of
the periodontal tissues. Considering the crucial role of dendritic cells (DCs) in the
development and regulation of immune response and the relative scarcity of information
on the specific influence of high glucose concentrations on immune cells, we
investigated the hypothesis that high glucose influences the biology of DCs.
Specifically, we assessed the influence of high glucose on proliferation and viability,
apoptosis, maturation, chemotaxis, migration to the lymph nodes (homing), phagocytic
activity, expression of inflammatory mediators and production of reactive oxygen
species (ROS). We used a murine dendritic cell line (DC2.4), which was exposed to
high (25 mM) or normal (11.1 mM) glucose concentrations for periods ranging from 24
to 72 h. Exposure to high glucose reduced proliferation but did not affect viability,
survival or LPS-induced maturation of DC2.4 cells; however susceptibility to apoptosis
was increased. High glucose also reduced phagocytic activity, chemotaxis and homing
to lymph nodes in vivo. On the other hand, production of ROS and gene expression of
inflammatory mediators were increased by high glucose. Collectively, the effects of
high glucose on dendritic cell biology are consistent with a decrease on immune

activating role of DCs and an exacerbation of local inflammation.

Keywords: Diabetes mellitus, Dendritic cell, Inflammation



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Células dendriticas

2.1.1 Origem, tipos e ativagdo
2.2 Funcgoes

2.2.1 Papel na Imunidade Inata

2.2.2 Papel na Imunidade Adquirida/ ativagdo das células T

2.2.3 Tolerancia Imunologica

2.2.4 Estimulagdo das células B e manuten¢do da memoria imunologica
2.3 Células dendriticas e a imunoterapia

2.4 Células dendriticas e a regulacio imune no DM e suas complicagdes

2.5 Hiperglicemia como mecanismo bioldgico na modula¢io da resposta
imune do diabetes mellitus

3 PROPOSICAO
4 MATERIAL E METODO

4.1 Inducio de Diabetes Mellitus (DM) e modelo de doenc¢a periodontal
experimental

4.2 Cultura celular

4.3 Ensaio de Proliferacao Celular

4.4 Ensaio de apoptose

4.5 Maturacao/ativaciao de células dendriticas

4.6 Modulacao da expressiao génica (RNAm)

4.7 Ensaio para avaliacido da atividade fagocitaria
4.8 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

4.9 Ensaio de quimiotaxia/migracao

15

18

18

18

20

20

21

22

22

23

33

34

35

36

37

37

38

39



4.10 Migracao para os linfonodos in vivo

4.11 Analise estatistica

5 RESULTADO

5.1 Proliferacio e Viabilidade

5.2 Apoptose

5.3 Maturacao

5.4 Expressao génica (RNAm)

5.5 Atividade fagocitaria

5.6 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
5.7 Quimiotaxia

5.8 Migrac¢ao DC 2.4 para os linfonodos in vivo

6 DISCUSSAO
7 CONCLUSAO
REFERENCIAS
ANEXO A

40

42

43

43

44

45

45

48

49

51

52

54

60

61

71



15

1 INTRODUCAO

Até os anos 60, o inicio da resposta imune era considerado atributo praticamente
exclusivo dos macrofagos devido as suas propriedades de fagocitar antigenos. Ja se
reconhecia a relevancia dos linfocitos como mediadores da resposta imune tardia ou
adaptativa, no entanto ndo se sabia como estes linfocitos localizados nos linfonodos
eram ativados pelos antigenos fagocitados pelos macréfagos. Na década de 70, os

trabalhos de Steinman e Cohn’" >

identificaram células distintas de macrofagos tanto
na funcdo quanto na morfologia. Estas células também diferiam dos macréfagos pela
expressdo de niveis elevados de moléculas MHC classe Il (major histocompatibility
complex) necessarias a apresentagdo de antigenos; pela presenga de projecdes
citoplasmaticas semelhantes a dendritos; pela quantidade relativamente menor de
lisossomos e atividade fagocitaria menos intensa.

Denominadas "células dendriticas" (DCs), sabe-se que tem origem
hematopoiética e representam o exemplo prototipico de células apresentadoras de
antigeno (Antigen-presenting cells, APCs), exercendo papéis fundamentais no
reconhecimento de antigenos e na resposta imune inata, bem como na ativagdo e
modulagio da resposta adaptativa®®. O reconhecimento inato dos patogenos acontece,
primariamente, através de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares, como
os receptores Toll-like (TLRs)". TLR na superficie das células APCs interage com
diferentes estruturas de microrganismos, desencadeando uma série de efeitos biologicos.
Nas DCs, estes efeitos incluem a ativacdo, com alteracdes fenotipicas relacionadas a
maturagdo, favorecendo o direcionamento destas células para oOrgdos linfoides
secundarios. Tais alteragdes fenotipicas incluem o aumento na expressdo de moléculas
MHC classe II e moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86), além da secrecao
de citocinas pro-inflamatérias™.

Atualmente, sdo reconhecidas diversas populacdes distintas de células
dendriticas. Elas diferem segundo sua localizagdo ou nicho/microambiente em que
exercem suas fun¢des imunomodulatorias, as quais tém o objetivo de manutencdo da
homeostasia do 6rgdo ou tecido. Assim, sdo reconhecidas populacdes de células
dendriticas circulantes (periféricas), cutaneas, intestinais, pulmonares e hepaticas.
Porém, apenas no inicio da década de 90 comecaram a surgir evidéncias indicando que,
além de sua func¢do estimulatéria/ativadora, as células dendriticas também podem ter

~ e eqelg . . . A+ 90
funcdo inibitoria da resposta imune, por meio de mecanismos de tolerdncia . Esta
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funcdo tolerogénica/inibitéria das células dendriticas, ¢ suportada e refor¢ada por outras
células com propriedades supressoras e imunomoduladoras'® e, pode ter implicagdes
importantes tanto na patogénese quanto na terapia de algumas doencas e condigdes,
como a artrite reumatdide, asma e o diabetes tipo 1.

Independentemente de sua origem/localizacdo, as DCs usualmente apresentam
um fenoétipo inicial denominado imaturo, associado a grande capacidade fagocitaria,
porém reduzida capacidade de estimular linfocitos. A exposicdo e fagocitose de
antigenos, juntamente com condi¢des e mediadores presentes no microambiente
induzem o processo de maturacdo das DCs, com a migra¢do destas células de tecidos
ndo-linféides para tecidos linfoides ou para a corrente sanguinea. Este processo de
maturagado resulta em drastica reducao da capacidade fagocitaria e marcante aumento da
capacidade de estimular linfocitos, incluindo a apresentacdo de antigenos via MHC
classe II, moléculas co-estimulatorias e ativagao/polarizagdo fenotipica de células T por
citocinas secretadas no microambiente.

Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenca metabolica caracterizada essencialmente
pela elevagdo da glicemia, a qual € resultante de uma deficiéncia absoluta (diabetes tipo
1) ou relativa (diabetes tipo 2) de insulina. A prevaléncia desta condi¢cdo dobrou
mundialmente nas ultimas trés décadas®', sendo que a prevaléncia estimada dos casos de
diabetes tipo 2 (o mais prevalente, representando de 90 a 95% de todos os casos de
diabetes) em 2030 é de 439 milhdes de pessoas'®. O custo social e econdmico desta
condi¢do representa um grave problema de saude publica, em especial devido a
morbidade e mortalidade associadas as complicacdes relacionadas ao diabetes
envolvendo olhos, rins, coragdo, vasos sanguineos, nervos e periodonto. De fato,
estima-se que para 1 em cada 5 dolares americanos gastos em assisténcia médica em
2012 foi dedicado ao tratamento do diabetes ou de suas complica¢des, num custo total
estimado em 245 bilhdes de dolares apenas nos Estados Unidos e apenas no ano de
2012".

A relevancia das DCs no diabetes tipo 1 esta relacionada diretamente a
capacidade destas células induzirem a diferenciacdo e ativagdo de células T auto-
reativas®. Este fato sugere que condi¢des de natureza infecciosa envolvendo interagio
microbiota-hospedeiro (doencas periodontais) e condigdes de origem nio microbiana
associadas a inflamacdo cronica (diabetes, asma, artrite reumatdide) podem atuar como
uma causa subjacente comum a desregulacdo funcional das DCs. Assim, considera-se

que a desregulacdo da resposta imune (representada pela a manutencdo de um estado
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inflamatorio cronico) associada especificamente ao diabetes tipo 2, esteja associada ao
desenvolvimento do proprio diabetes e de suas complicagcdes associadas, incluindo
neuropatia, nefropatia, retinopatia e doencas periodontais®’. A influéncia do diabetes
sobre as doengas periodontais ¢ amplamente documentada e reconhecida'® > 7% %,
demonstrando que a desregulacdo da resposta imune associada ao diabetes afeta a
interagdo microbiota-hospedeiro no periodonto.

Os mecanismos bioldgicos responsaveis pela patogénese destas complicagdes
associadas ao diabetes vém sendo intensamente estudados. O mecanismo mais
extensamente estudado envolve a maior formacao e acumulagdo de compostos glicados
no paciente diabético mal controlado, resultante da elevagdo cronica da glicemia. Estes
compostos, denominados coletivamente produtos finais da glicagdo avancada (AGEs,
“advanced glycation end-products”) interagem com receptor de padrdes moleculares
(RAGE, “receptor for advanced glycation end-products™) expressos em diversos tipos
celulares e resulta na modulagdo de diferentes aspectos da biologia celular.

Considerando o papel crucial das DCs no desenvolvimento e regulacdo da
resposta imune tanto no diabetes quanto nas doengas periodontais (como um exemplo
de condicdo inflamatoria cronica de origem infecciosa), este estudo teve por objetivo

avaliar a influéncia da hiperglicemia na biologia das DCs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Células dendriticas
2.1.1 Origem, tipos e ativagdo

Células dendriticas sdo células hematopoiéticas que pertencem a familia de
células apresentadoras de antigenos, onde também se destacam os linfocitos B e os
macrofagos. O papel destas células como APCs era pouco apreciado até na década de
70, quando Steinman e Cohn’' (1973) identificaram pela primeira vez células DCs,
extraidas do baco de camundongos, como potentes estimuladores da reposta
imunolégica primaria (Merad, Manz®®, 2009).

Conceitualmente, as células dendriticas tém origem hematopoiética a partir de
precursores localizados na medula éssea, as quais originam as células dendriticas
periféricas que semeiam diferentes 6rgdos e tecidos, inicialmente como células imaturas
(Banchereau et al.®, 2000). Alguns autores descrevem mais de um subtipo de células
dendriticas em um mesmo nicho, como células dendriticas cutineas (Henri et al.**,
2010), e até mesmo células dendriticas periféricas (raras entre as PBMCs no sangue
periférico, perfazendo menos de 1% dos niimeros totais de leucécitos). As duas classes
distintas de DCs podem ser mieloides (mDC, alta atividade fagocitica e expressdo de
diversos TLRs, sendo capazes de reconhecer antigenos bacterianos e virais)
(MacDonald et al.%°, 2002; Steinman, Inaba’®, 1999) e¢ as células dendriticas
plasmocitdides (pDC, derivadas de precursores linfoides e que expressam
predominantemente TLR-7 e -9, reconhecendo primariamente antigenos virais € com
elevada produgdo de interferon) (Colonna et al.'’, 2004; Gilliet et al.**, 2008).

Em camundongos, DCs imaturas sdo caracterizados pela expressdao de CDllc,
niveis reduzidos de moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86, e baixos niveis de MHC
de classe II. Curiosamente, também podem expressar marcadores de células T como
CD4 e CDS8. Trés diferentes subtipos dessas células foram observados no baco dos
animais: CD4+/CD8-, CD4-/CD8+ e¢ CD4-/CD8- (Granucci et al.*’, 2005). Outra
molécula que tem sido utilizada para identificar os subtipos de DC em camundongos ¢
CD11b, constituindo assim a formagdo de uma populacdo de dendritica que sdo
identificadas em todos os linfonodos: CD4-CD8-CD11b+. E finalmente, o quinto
marcador de células dendriticas em camundongos ¢ representado pela Langerina,
molécula tipicamente produzida pelas células de Langerhans, populagdo imatura de DC

localizadas na pele (Granucci et al.*’, 2005).
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Em humanos, os tipos de células dendriticas sdo menos caracterizados, € a maior
parte das informacdes destes subtipos € obtida a partir de estudos in vitro. Dendriticas
humanas ndo expressam CDS8 e, em baco e amigdalas, DCs diferencialmente positivas
para CD11b, CDIl1c e CD4 foram identificadas (Shortman, Liu88, 2002). Mondcitos
CD14+ podem gerar DCs nas condi¢des adequadas (na presenca de GM-CSF e IL-4), o
que implica que a populagdo de células monociticas pode servir como fonte de
precursores de células dendriticas, que se diferenciam em condi¢des externas
(microambiente) apropriadas. Além destas possibilidades, também existem evidéncias
indicando que DCs possam se originar de precursores linfociticos, os quais poderiam
originar também células T, B e NK, dependendo das condigdes e estimulos externos
(microambiente). E possivel que estas diferentes origens resultem em distintos subtipos
de DCs que podem apresentar diferencas fenotipicas e funcionais. Por exemplo, DCs de
origem linféide expressam o marcador CD8 e podem exercer efeito supressor sobre
células T por meio da inducgdo de apoptose via FasL, diferentemente de DCs de origem
mieloide (CD8-) que ndo exercem este efeito supressor (Suss, Shortman’’, 1996).
Mesmo quando derivadas do precursor mieldide comum (caracterizado pela expressao
do marcador CD34), pelo estimulo com GM-CSF e TNF, aquelas diferenciadas a partir
de células monociticas (CD14+) sdo capazes de suportar a prolifera¢do e diferenciagdo
de linfocitos B, enquanto as DCs originadas de células CD14- mas CDla+ nao tém esta
capacidade.

Independentemente de sua origem, as DCs usualmente apresentam um fenotipo
inicial denominado imaturo. Apds o contato com o antigeno, ou mesmo a exposicao a
mediadores inflamatdrios e fatores de crescimento, o processo de maturagdo ¢ ativado e
as Dcs migram pelos vasos linfaticos até os orgdos linfoides secundéarios. Com isso,
ocorre 0 aumento da expressdo de alguns receptores de quimiocinas como CCR7,
relacionada a localizagdo/atragdo das células aos linfonodos e inibicdo da expressdao de
outros receptores de quimiocinas, como CCR5 e CCR6, relacionados a
localizagdo/atracdo a sitios com inflamac¢do ativa. Além disso, ocorre dréstica redugdo
da capacidade fagocitica e marcante capacidade estimulatoria de linfécitos incluindo a
apresentacdo de antigenos via MHC classe 1I, de moléculas co-estimulatorias [CD40,
CD80, CD86, DC-SIGN (molécula ndo integrina, captadora da molécula de adesdo
intercelular 3 e especifica das DC)] e de citocinas associadas a polarizacdo fenotipica de
células T. Em sintese, durante este processo de maturagdo, as células dendriticas

abandonam os tecidos periféricos, entram nos vasos linfaticos aferentes e migram para
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os ganglios linfaticos onde interagem com os linfécitos T virgens (naive) e iniciam uma
resposta imunologica especifica (Cruvinel et al.'?, 2010).

Interessante notar que além destes sinais comuns a ativagdo da resposta imune
adaptativa, evidéncias mais recentes indicam que as células dendriticas expressam um
“4°sinal” de ativagdo de células T, representado pela orientacdo ou direcionamento
(homing) da célula T educada no linfonodo ao tecido ou 6rgdo de interesse. Por
exemplo, no intestino TGF-beta e acido retindico produzido pelas células dendriticas
induzem a expressdo de CCR9 nas células T, o qual ¢ importante para o homing destas
células ao intestino (Weiner et al.'®, 201 1). De forma similar, células dendriticas
cutaneas liberam metabdlitos de vitamina D que induzem a expressdo de CCR10 pelas
células T, o qual ¢ importante para o homing destas células para a pele (Sigmundsdottir

etal.’, 2007).

2.2 Funcgoes

Basicamente as fungdes das células dendriticas podem ser categorizadas e cada
uma delas envolve a apresentacdo de antigenos. Os estudos mostram o papel das DCs:
na imunidade inata; imunidade adquirida; manutencdo da tolerdncia imunologica e

manutenco da memoéria imunolégica (Granucci et al.*’, 2005).

2.2.1 Papel na Imunidade Inata

Entre as células que estdo envolvidas no sistema imune inato, as células natural
killer, que sdo linfocitos que atuam na resposta imunologica inata, apresentam papel
importante e de destaque na erradicagdo das infecgdes (Moretta”', 2002). Estudos
mostram a importancia das células dendriticas nos estagios iniciais da resposta imune, e
o predominante papel destas células na ativagdo das células NK tanto em ensaios
clinicos como estudos in vivo (Ferlazzo et al.**, 2002; Fernandez et al.””, 1999; Piccioli
et al., 2002).

O primeiro contato entre estas células pode ocorrer nos sitios de infec¢@o e tanto
as dendriticas residentes como as recrutadas poderiam ser capazes de ativar as células
NK. Além disso, determinadas subpopulagdes de NK sdo capazes de responder aos
estimulos produzidos pelas DCs, como IL-12 que induz a producdo de IFN-y por NK,
assim como IL-15 que induz a proliferacio destas células (Granucci et al.*’, 2005).

As células dendriticas ativadas por bactérias também podem induzir a fungdo

citotoxica das células NK e esse fendmeno ¢ dependente da produgdo de IFN tipo I e IL-
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2 (Diebold et al.*®, 2003). A importancia biologica deste tipo de interagio celular na
resposta imunoldgica se deve ao fato de que a citotoxicidade pode contribuir para
controlar as fases tardias da resposta inata, limitando a inflamacdo e restaurando o
equilibrio homeostatico ap6s a inflamagdo (Ferlazzo et al.*®, 2003; Zitvogel'”’, 2002).
Est4 bem estabelecido que a ativagdo das células NK mediadas pelas DCs exige
o contato célula-célula, e a interacdo entre estas células imunes ndo ¢ unidirecional. Sob
determinadas condi¢des, NKs podem contribuir para ativagdo e maturagdo de células

dendriticas (Granucci et al.*’, 2005).

2.2.2 Papel na Imunidade Adquirida/ ativagdo das células T

Durante sua vida util, as DCs imaturas migram da medula 6ssea pela corrente
sanguinea atingindo tecidos periféricos, onde se tornam células residentes, como a pele
(células de Langerhans). A funcdo destas células ainda imaturas ¢ capturar patdgenos
invasores e corpos estranhos. Os antigenos capturados sdo processados dentro da célula
e apresentados em sua superficie, inseridos em moléculas do MHC. Dependendo do tipo
de antigeno capturado (protéicos ou lipidicos) estes sdo apresentados por moléculas
MHC:s classicas (classes I e 1) ou por moléculas MHCs ndo classicas, como CD1. Apos
esse contato e também a exposicao destas células a mediadores inflamatorios, ocorre a
inducdo do processo de maturacdo das DCs, caracterizado por profundas mudangas
fenotipicas, incluindo sua migracdo para os tecidos linféides. A capacidade de interagdo
das dendriticas com os linfécitos T ndo tem sido atribuido a molécula especifica de
superficie ou molécula secretada, mas sim a uma combinacdo de fatores tais como:
elevado nivel de expressdo de proteinas co-estimuladoras de membrana celular,
secrecdo de citocinas especificas e eficientes ferramentas no processamento de
antigenos, propriedades estas adquiridas durante o processo de maturacdo das células
dendriticas (Cruvinel et al."”, 2010).

Resumidamente, apds o estabelecimento da sinapse imunoldgica entre DC e
linfocitos ocorre o inicio das respostas imunoldgicas primarias. As células dendriticas
fornecem trés sinais necessarios para ocorrer proliferagdo e diferenciacdo de linfécitos T
virgens. O primeiro sinal diz respeito a interacdo entre os complexos principais de
histocompatibilidade I ou II acoplados aos antigenos e o TCR presente nos linfocitos
TCDS8+ ou CD4+, respectivamente. O segundo sinal ocorre apds a interagdo entre as
moléculas acessorias das superficies das células dendriticas e os respectivos ligantes na

superficie dos linfocitos. Este sinal ¢ primordial para que ocorra a diferenciacdo dos
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linfécitos T naive em células T efetoras. O terceiro sinal ocorre devido a secrecgao, ou a
ndo secre¢do, de algumas citocinas inflamatérias como a IL-12, que contribui para a
polarizagdo dos linfocitos T virgens em células Thl ou Th2, respectivamente
(Lipscomb, Masten®, 2002).

O processamento e apresentacdo de antigenos podem ativar ambos CD4+ e
CD8+ naive células T (Lipscomb, Masten®, 2002). As DCs podem reter o antigeno nos
orgdos linfoides por periodos extensos, o que pode contribuir para a memoria
imunologica (Wallet et al.””, 2005). Essas células sdo fundamentais para o inicio ¢ a
coordenacdo da resposta imunoldgica adquirida, pois além de regularem a
diferenciagdo, a maturagdo e a func¢do de linfocitos T de modo contato-dependente e por
secrecdao de fatores soluveis, também estdo envolvidas na migracdo de outros tipos de
células imunes dentro dos linfonodos, via secre¢do de quimiocinas (Wallet et al.”,

2005).

2.2.3 Tolerancia Imunologica

No inicio da década de 90 comegaram a surgir evidéncias indicando que, além
de sua funcdo estimulatéria da imunidade, as células dendriticas também podem ter
fungio inibitoria da resposta imune, por meio de mecanismos de tolerancia (Steinman®,
1991). Esta fungdo tolerogénica/inibitoria das células dendriticas, sdo refor¢adas por
outras células com propriedades supressoras e imunomoduladoras (Creusot et al.'®,
2014), e pode ter implicagdes importantes tanto na patogénese quanto na terapia de
algumas doencas e condi¢des, como a artrite reumatoide, asma e o diabetes tipo 1. A
tolerancia de células T, por exemplo, acontece por meio da eliminacdo (delegdo),
inativacdo ou supressdo de células T auto-reativas. Estas fun¢des podem ser realizadas
por uma variedade de APCs tolerogénicas, as quais tém a capacidade de
inducdo/direcionamento das células T reguladoras (Tregs) e /ou células B (Bregs)

(Creusot et al.'®, 2014).

2.2.4 Estimulagdo das células B e manuteng¢do da memoria imunologica

As células dendriticas podem contribuir para estimulacdo das células B nos
linfonodos, por meio da liberacdo de citocinas e fatores de crescimento pelas DCs, que
sdo criticos para ativagdo e diferenciacdo das células B. As células dendriticas
foliculares (FDCs) que sdo encontradas nos centros germinativos dos linfonodos

parecem ser importantes para a manutencdo da memoria imunoldgica a partir das
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células B. Estas células ndo estdo envolvidas diretamente na produgdo de anticorpos
frente a um corpo estranho, mas uma vez estimulada esta producao, as FDCs tendem a
formar complexos de antigenos e anticorpos que atuam como ‘“reservatorio” e como
fonte de estimulacdo continua das células B. Assim, por sua vez, as células B podem
apresentar os antigenos formados a partir das FDCs para as células T (Lipscomb,

Masten®, 2002).

2.3 Células dendriticas e a imunoterapia

Ha um grande interesse sobre como as células dendriticas podem ser exploradas
no desenvolvimento de imunoterapias. Atualmente a literatura mostra estudos que
focam as DCs como adjuvantes para vacinas ou terapia direta para induzir a imunidade
contra o cancer (Fong, Engleman’®, 2000). Estes estudos sio desenvolvidos em sua
maioria em modelo animal e estdo intimamente associados a fun¢do tolerogénica que as
DCs podem exercer. Esta utilizagdo terapéutica no bloqueio de respostas imunoldgicas
também pode estar envolvida com o tratamento de reagdes alérgicas, doencas auto-
imunes e na rejeigdo de transplantes (Lipscomb, Masten®, 2002).

Desde que foram descritas pela primeira vez em meados dos anos 70, o
entendimento das células dendriticas e do seu papel na regulagdo imunoldgica tem
crescido exponencialmente. A literatura mostra uma abordagem ampla destas células
tanto no desenvolvimento de diversas enfermidades como na aplicacdo de terapias e
vacinas. Isso deve-se ao fato das células dendriticas atuarem como uma “ponte” entre
resposta imune inata e adquirida, tornando importante compreender os mecanismos que
regulam a homeostase de subconjuntos de DCs e assim, melhor utilizar seu potencial

terapéutico.

2.4 Células dendriticas e a regulacio imune no DM e suas complicagdes

O Diabetes mellitus compreende condigdes metabodlicas que exibem niveis
elevados de glicose no plasma, que ocorrem como resultado de defeito na producao ou
na a¢do da insulina. Existem trés tipos principais de DM: tipo 1, tipo 2 e gestacional. O
Tipo 1 ¢ uma doenga auto-imune que destroi as células produtoras de insulina no
pancreas e € responsavel por 3-5% de todos os casos de DM em todo o mundo. O DM
tipo 2 ocorre devido a uma combinagdo de fatores como resisténcia a insulina e
producdo deficiente de insulina, representando mais de 90% dos casos. O terceiro

grupo, DM gestacional, afeta uma em cada 25 gestacdes em todo o mundo, e se ndo
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tratada, pode levar a taxas mais elevadas de morte e anomalias fetais (Stewart et al.”,

2016).

O aparecimento da doenca estd relacionado a fatores de risco genéticos,
ambientais ¢ comportamentais (King et al.>*, 1994), com aumento da prevaléncia em
todo o mundo, sendo estimado que mais de 300 milhdes de individuos serdo afetados
até 2030 (Wild et al.'", 2004). Entre 1990 e 2010, o DM subiu do 15° para o 9° lugar
em uma lista mundial de causas de morte (Stewart et al.”®, 2016). Muitos destes
pacientes, particularmente do tipo 2, permanecem sem diagnostico por muitos anos,
uma vez que a hiperglicemia aparece gradualmente, gerando pouca sintomatologia no
inicio da doenga (DeFronzo, Ferrannini**, 1991).

Essa desordem metabolica pode afetar os sistemas funcionais de diversos 6rgaos
do corpo resultando em sérias complicagdes as quais podem ser classificadas em micro
e macrovasculares (Deshpande et al.>>, 2008). Complica¢des microvasculares envolvem
neuropatia, retinopatia e nefropatia. As macrovasculares estdo associadas as doencas
cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais e complicacdes vasculares periféricas,
envolvidas nos processos de gangrena, levando muitas vezes a amputa¢do de membros
(Deshpande et al.>, 2008).

Os componentes biologicos da defesa do hospedeiro que podem ser prejudicados
pelo diabetes tém sido alvo de muitos estudos, principalmente em relagdo a resposta
imune inata, como os neutr6filos polimorfonucleares (PMNs) (Peleg et al.®, 2007). A
adesdo de PMNs ao endotélio vascular é aumentada no diabetes (Delamaire et al.>*,
1997), no entanto, a transmigracdo desses leucocitos ¢ prejudicada de forma
proporcional ao aumento na concentragio dos AGEs (Collison et al.'®, 2002).
Alteragdes tanto na quimiotaxia quanto na capacidade bactericida das células PMNs tém
sido mostradas em pacientes com diabetes tipo 1 e 2, sugerindo maior susceptibilidade a
infecgdo nesses pacientes (Delamaire et al.>*, 1997). Tais alteracdes geralmente estio
associadas a fatores como influéncia genética, fatores imunologicos, metabolismo e
complicacdes degenerativas.

A resposta imune tem papel etiolégico no diabetes tipo 1, uma condi¢gdo com
caracteristicas 'auto-imunes', uma vez que pode resultar do ataque de linfocitos T as
células beta produtoras de insulina do pancreas (Li et al.>®, 2009). No diabetes tipo 2, a
resposta imune também pode ter papel etiologico, uma vez que a elevagdo dos niveis
séricos de marcadores inflamatdrios, como IL-6 e proteina C-reativa, estdo associados a

maior risco de desenvolvimento do diabetes, com evidéncias que o estado
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hiperinflamatério associado 4 obesidade pode causar a resisténcia a insulina (Shi et al.*’,
2006). Assim, ¢ reciproca a influéncia que o diabetes pode ter na resposta imune do
hospedeiro (menor resisténcia a infecgdo (Pertynska-Marczewska et al.*', 2004), com a
inibi¢do da funcdo de polimorfonucleares, agravamento de alteracdes nervosas e
vasculares, aumento da severidade e extensdo das doengas periodontais), e que a
modulacdo da resposta imune/inflamatéria pode ter sobre o diabetes (tanto na
etiologia/estabelecimento, quanto na manutencao e descontrole metabdlico).

Diante disso, a literatura destaca também o papel crucial das células dendriticas
na regulag¢do da resposta imune, tanto no diabetes quanto no desenvolvimento de suas
complicacdes, como por exemplo, as doengas periodontais.

Recentemente, foi verificada uma significativa redugao de células dendriticas na
pele (células de Langerhans) de individuos portadores de diabetes tipo 2, em
comparagdo a individuos ndo diabéticos. Uma vez que estas células dendriticas
residentes (Langerhans) tém func¢do primariamente tolerogénica, sua redu¢do pode estar
relacionada a um aumento da inflamagdo subcutinea, a qual, por sua vez, pode estar
relacionada ao agravamento da neuropatia periférica e a outras complicagdes associadas
a doenga, como tlceras cronicas e infecgdes cutdneas (Ziegler et al.'”, 2014). Em
contraste a estes resultados, outro estudo recente em modelos murinos de retinopatia
associada ao diabetes tipo 1 e tipo 2, demonstrou que a indugdo de diabetes tipo 1
resultou em aumento progressivo e significativo de DCs no epitélio basal da retina.
Também mostrou que os animais obesos com diabetes tipo 2, apresentaram nimero
constante e também significativamente elevado de DCs em comparagdo aos controles

ndo-diabéticos (Leppin et al.”’

, 2014). Estes achados foram correlacionados pelos
autores com a redugdo do numero de feixes de fibras nervosas na cérnea dos animais, a
qual pode estar relacionada a inflamagao neurogénica exacerbada pelo aumento de DCs.
Assim, existem evidéncias de altera¢do na fungdo de DCs no diabetes tipo 2, que podem
afetar de forma diferencial DCs residentes (primariamente tolerogénicas) e outros
subtipos de DCs.

Condigdes inflamatdrias cronicas sdo, em geral, prejudiciais a0 organismo por
resultarem em destruicdo tecidual, em particular nos episddios de exacerbacdo nas
doencgas periodontais, artite reumatéide e asma. A manuten¢do de uma inflamagdo
cronica implica na provavel persisténcia do agente/antigeno iniciador. Isso implica na

possibilidade da utilizagdo de células dendriticas mieldides (que ndo sdo eficientes

indutoras da morte de microrganismos fagocitados, por exemplo) como um nicho
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protetor ou acumulador destes antigenos (Neller et al.76, 2014; Palucka, Banchereau79,
2002). Uma segunda possibilidade ¢ a subversdo da fung¢do imunoestimuladora destas
células, seja pela reducdo de sua efetividade, seja pela indugcdo de propriedades
inibitorias ou reguladoras negativas (células dendriticas reguladoras) (Gordon et al.*,
2014). Em relacdo a primeira possibilidade (DCs como nicho para
patdgenos/antigenos), alguns trabalhos com doenca periodontal, como de Carrion et
al.'' (2012), relataram expansdo de subtipos de células mDC (CD1c+DC-SIGN+) em
pacientes portadores de periodontite cronica. Foi demonstrada que estas células
carregavam o periodontopatogeno Porphyromonas gingivalis, além de outras espécies
microbianas, e ndo apresentavam expressdo de moléculas acessorias importantes na
ativacao da resposta imune. Outras alteracdes funcionais das células dendriticas podem
estar relacionadas a doenca periodontal destrutiva cronica como: falta de maturagdo
apropriada, deficiéncia na migracdo e na sinalizagdo para as demais células imunes
(Cutler, Teng®™, 2007).

O microambiente em que as DCs estdo localizadas e sua exposi¢do a diferentes
moléculas, ligantes de TLRs, IL-10, IL-1, TNF, Interferon e outros decidirdo o padrao
de ativacdo de células dendriticas. Por exemplo, a exposi¢do de DCs semi-maduras a
IL-10 induz a polarizagdo de células Tregs (CD25+/FoxP3+) (Li et al.®’, 2010). De
forma similar, a ativagdo preferencial de TLR2 por LPS de P. gingivalis
(periodontopatogeno) induz a maturagdo de DCs com baixo potencial
imunoestimulatério (Kanaya et al.”’, 2009). Células dendriticas derivadas de individuos
portadores de periodontite mostraram-se mais imaturas, porém com expressdo de um
perfil de citocinas pro-inflamatérias (sem o aumento da producdo de IL-10), em
comparacdo a DCs de pacientes periodontalmente saudaveis, indicando uma
desregulacdo importante da fungdo de DCs em pacientes com periodontite cronica.

Apesar da abordagem crescente na literatura sobre o papel das DCs na
periodontite, ainda existem algumas questdes que devem ser melhor investigadas. Do
ponto de vista imunologico, a gengiva representa um tecido intrigante e apresenta
constante estado inflamatorio, de baixo grau, independente da natureza tolerogénica da
cavidade oral. Ainda sdo necessarias abordagens que tragam conhecimentos mais
especificos sobre os mecanismos envolvidos na transi¢do da imunidade periodontal
protetora para destrutiva, facilitando assim a transposi¢ao destes conhecimentos para as

estratégias terapéuticas (Wilensky et al.'”?, 2014).
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2.5 Hiperglicemia como mecanismo bioldgico na modulacio da resposta imune do
diabetes mellitus

O diabetes ndo controlado se caracteriza pela elevacao da glicemia, que
interage com diversas proteinas circulantes do plasma e resulta na formacdo dos
produtos finais da glicacdo avancada. Estes AGEs podem exercer inumeros efeitos
biologicos e seu acumulo foi demonstrado em rins (Oldfield et al.”, 2001), placas
aterosclerdticas (Forbes et al.’’, 2004), coracdo (Candido et al.'’, 2003) e outros sitios
acometidos por complicacdes associadas ao diabetes. A relacdo causal entre o aumento
de AGE:s e as complicagdes do diabetes foi demonstrada em modelos animais, nos quais
a inibi¢do dos AGEs reduziu significativamente o processo de aterosclerose em animais
com diabetes induzido sem, no entanto, afetar o controle da glicemia (Forbes et al.®’,
2004).

AGEs exercem seus efeitos pela ligagdo com seu receptor de membrana, RAGE.
Este receptor ¢ capaz de interagir com diversos ligantes distintos, agindo como um
receptor de reconhecimento de padrdes moleculares, semelhante aos receptores
envolvidos na resposta imune inata (Neeper et al.”, 1992). Seu papel na modulagio da
resposta imune/inflamag¢do ¢ demonstrado pelo seu envolvimento em diversas condigdes
inflamatorias, incluindo artrite reumatoide e doencas inflamatdrias dos rins e intestinos
(Bierhaus et al.’, 2006), além de servir como receptor de adesio de leucécitos as células
endoteliais, promovendo o recrutamento e extravasamento destas células aos tecidos.
No periodonto, a expressao de RAGE foi demonstrada no endotélio e nas camadas
basais e espinhosas do epitélio do sulco, associada a inflamagdo. Além disso, a
expressdo génica de RAGE foi significativamente maior no epitélio de pacientes com
diabetes (Katz et al.”, 2005).

O papel central do eixo AGE/RAGE ¢ de estimulagdo da resposta imune, como
demonstrado por estudos in vitro, em que o tratamento com AGEs aumentou a produgao
de IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a ¢ VEGF por mondcitos (Li et al.”’, 2007; Miyata et al.®,
1996; Pertynska-Marczewska et al.*!, 2004) de metaloproteases de matriz (MMP) -1, -3,
-13, TNF-a, iNOS e Cox-2/PGE2 por condrocitos (Nah et al‘73, 2008; Nah et al.74,
2007), de IL-6 e proteina quimioatraente de monocitos-1 (monocyte chemoattractant
protein-1, MCP-1) por fibroblastos (Liu et al.®’, 2010), além de inibir a proliferagio,
producdo de coldgeno tipo I, atividade de fosfatase alcalina e induzir apoptose em
osteoblastos (Gangoiti et al.**, 2008). Ja em fibroblastos gengivais, o estimulo com

AGE inibiu a produgio de colageno tipos I e III (Repeke et al.**, 2010). Avaliagdes mais



28

amplas dos efeitos de AGEs em macréfagos murinos, utilizando arrays focados para
deteccdo de citocinas inflamatdrias, relatam que o estimulo com AGE-BSA (albumina
sérica bovina glicada) resultou em indugdo significativa de IL-6, TNF-a e MCP-1, e que
a cinética de inducdo destas citocinas foi semelhante a observada apds estimulo com
LPS (realizado separadamente, como controle positivo) (Berbaum et al.*, 2008). Os
autores ndo observaram regulacdo de IL-10, IL-12 ou interferon-apds estimulo com
AGE-BSA ou LPS. Microarrays focados foram utilizados na avaliacdo dos efeitos de
AGE-BSA e AGE-lisozima em fibroblastos dérmicos humanos, demonstrando a
modulacdo significativa de 16 de 127 genes avaliados, incluindo inibi¢do da expressdo
de coldgeno tipos I e III, de outros genes relacionados a adesdo celular (fibronectina,
decorin, integrinas) e aumento da expressio de MMP-9. Porém, apesar de certo
consenso na literatura em relagdo aos efeitos pro-inflamatorios da ativacdo do eixo
AGE/RAGE, ha uma variabilidade nas vias de sinalizacdo intracelular ativadas bem
como nos efeitos bioldgicos desta ativacao (por exemplo, proliferagdo celular, apoptose
e expressdo génica), segundo o tipo celular e tipo/forma de preparo do AGE utilizado
(Xie et al.'®, 2008; Yan et al.'™, 2009). Mesmo in vivo, devido a heterogeneidade
estrutural e bioquimica dos AGEs, ¢ provavel que nem todos os AGEs interajam com
RAGE.

A literatura apresenta resultados controversos em relacdo ao papel de AGE-
RAGE na modulacdo de fungdes biologicas, em diferentes tipos celulares e condigdes.
Nosso grupo de pesquisa, por exemplo, ndo observou papel relevante de RAGE,
associado ou ndo a ativagdo de TLR4, na apoptose e proliferagdo de PBMCs humanos
(Frasnelli et al.*®, 2015).

Especificamente em DCs, existem evidéncias indicando um papel importante
para AGEs/RAGE em condi¢des pulmonares, como danos relacionados ao fumo,
pneumonia intersticial e doenga granulomatosa pulmonar, com aumento da expressao de
S100B (ligante de RAGE) por DCs pulmonares (Morbini et al.”’, 2006). Evidéncias
indicam que ligantes de RAGE, como S100B e a proteina HMGB1 (High Mobility
Group Box-1 protein), t€m papel importante na maturagcdo e migracdo de DCs para os
linfonodos. A maturacdo de pDCs em resposta a ativagdo de TLRY ¢ parcialmente
inibida pela interferéncia no eixo HMGB1/RAGE (Dumitriu et al.*’, 2005); enquanto a
maturacdo de DCs em resposta a LPS ¢ atenuada pelo bloqueio de HMGBI1 ou de
RAGE, os quais inibem a expressdao de CXCR4 e CCR7 afetando a migracdo e homing
das DCs. De fato, a migracdo de DCs induzida por CXCL12/CXCR4 ¢, em parte,
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dependente da expressio endogena de HMGBI (ligante de RAGE) (Campana et al.’,
2009). Compostos glicados, como BSA-AGE induzem a maturacdo de DCs e acentuam
o efeito estimulatorio sobre a proliferagdo e expressao de citocinas por células T, além
de aumentarem a expressdo de RAGE nas proprias células dendriticas, num provavel
loop autécrino de estimulagdo (Ge et al.**, 2005). Mais recentemente, foi demonstrado
que outro AGE (glicoproteina B2-I glicada) induziu maturagdo em DCs imaturas e
também acentuou a proliferagdo de células T induzida pelas DCs, com desvio de
polarizagdo fenotipica das células CD4+ para Th2, sendo estes efeitos marcantemente
bloqueados pela inibi¢io de RAGE (Buttari et al.®, 2011).

No entanto, os efeitos da hiperglicemia ainda s3o relativamente pouco
explorados pela literatura (e ndo dos compostos glicados e/ou ativagdo de RAGE),
principalmente sobre a participacdo das células dendriticas na modulagdo do diabetes.
Em relato recente, a alta concentracdo de glicose, in vitro e in vivo, foi associada ao
aumento da susceptibilidade de apoptose de DCs induzida por LPS, por meio da
inibi¢io da atividade de sinalizagdo pelas vias MAPK/ERK e AKT (Feng et al.*?, 2014).
Este estudo indica uma importante interface entre a alta concentragdo de glicose,
caracteristica fundamental do diabetes, e resposta imune, por meio de regulacao da
sobrevivéncia das células dendriticas a um desafio antigénico, sugerindo um possivel
mecanismo pelo qual individuos diabéticos sdo mais susceptiveis a infeccdo. Em
macrofagos, as condigdes diabéticas de elevada glicemia aumentam a expressao de
scavenger receptors CD36, SR-A ¢ LOX-1 (Fukuhara-Takaki et al.”’, 2005; Gautam,
Banerjee43, 2011; Li et al.%®, 2004), responsaveis pela internalizagdo de colesterol de
baixa densidade oxidado (ox-LDL) e conversdo destas células em “foamcells”, que
estdo relacionadas ao agravamento da inflamacao e de condigdes como a aterosclerose,
complicacdo vascular associada ao diabetes. A exposicio de DCs a elevadas
concentragdes de glicose também aumentou a expressdo dos scanvenger receptors
CD36, SR-A e LOX-1, com o correspondente aumento da internalizacdo de ox-LDL e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species). Estes efeitos
foram acompanhados de aceleragdo do processo de maturagdo das DCs, indicado pela
expressdo de CD83 e CD86 de forma proporcional a concentragdo de glicose
adicionada; bem como de aumento da expressdo das citocinas pro-inflamatorias TNF,
IL-6 e IL-12 e inibigdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Lu et al.>, 2013). Mesmo
limitadas em quantidade e considerando as variagdes nos modelos e desenhos

experimentais [in vivo/ in vitro em camundongos no trabalho de Feng et al.’* (2014),
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1.% (2013) estudaram células humanas in vitro], coletivamente, estas

enquanto Lu et a
informagdes indicam que a biologia das DCs ¢ influenciada por elevadas concentragdes
de glicose, sendo estes efeitos dependentes da situagdo especifica: exposicdo a
LPS/antigenos ou apenas exposi¢do a elevadas concentracdes de glicose, sem outros

estimulos concomitantes.
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3 PROPOSICAO

A hipétese primdria deste projeto foi que elevadas concentracdes de glicose

influenciariam a biologia de células dendriticas. Especificamente, investigamos em

células dendriticas a influéncia de elevadas concentracdes de glicose na proliferagao,
sobrevivéncia, maturacdo, migragdo para os linfonodos in vivo (homing), capacidade
fagocitdria, expressdao de mediadores inflamatorios e producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS).
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Inducido de Diabetes Mellitus (DM) e modelo de doenca periodontal

experimental

Foram utilizados 40 camundongos C57BL/6, machos, com peso inicial em
média de 22g, com 5-6 semanas de idade. Os animais foram mantidos em gaiolas de
plastico microisoladoras, em estante apropriada para condigdes SPF (Specified
Pathogen Free), em ambiente com temperatura (25 + 2°C) e foto-periodo (ciclos 12:12
horas claro/escuro) controlados. O protocolo de estudo foi submetido para aprovagdo
pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Sdo Paulo, Brasil, e seguiu as
recomendacdes do Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Anexo A).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais: “Controle” (n=13): grupo controle sem indugdo do DM e “Diabetes”
(n=12): grupo com indu¢do de DM. O diabetes mellitus experimental foi induzido
através da administracdo de estreptozotocina (STZ), em dose unica 636 na concentracio
de 150mg/Kg de peso corporal. A STZ foi diluida em tampao citrato de soédio 0,1M (pH
4,5) e os animais receberam a quantidade da solugdo preparada via intraperitoneal de
acordo com o seu peso. Animais do grupo controle receberam inje¢do apenas do mesmo
volume do tampdo utilizado na diluicdo da STZ. Apods 72 horas foram coletadas
amostras de sangue por pun¢do da cauda para determinag¢do da glicemia utilizando
glicosimetro portatil digital (Advantage).

Apoés a constatagdo do estabelecimento do DM (glicemia igual ou acima de
250mg/dL)'”, todos os animais foram mantidos em biotério por 5 semanas para
“cronifica¢do” da condi¢cdo de diabetes. A doenga periodontal foi experimentalmente
induzida apds 2 semanas da constatacdo do diabetes experimentamente induzido nos
camundongos do grupo DM. Neste protocolo de indug@o os animais foram submetidos a
anestesia inalatoria e uma inje¢io com 3 pL de uma suspensio de 1 x 10°CFU/mL de
Pg (Porphyromonas gingivalis), inativados por calor, nos tecidos gengivais palatinos
bilateralmente, na regido de molares. Os animais do grupo controle receberam inje¢ao
do mesmo volume do veiculo nos tecidos gengivais. Este protocolo foi realizado 3
vezes por semana, durante 3 semanas totalizando 5 semanas de inducdo de ambas as

doengas.
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Ao final deste periodo, os animais foram anestesiados com de cloridrato de
quetamina (50 mg/ml -Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e xilazina (20 mg/ml — Rompum,
Bayer, Brasil), na concentragdo de 200 pL para cada 100 g de peso corporeo seguido da
eutandsia por choque hipovolémico, uma vez que, o coragdo foi exposto para pun¢do do
ventriculo direito e coleta de sangue. A glicemia de todos os animais foi novamente
checada com o glicosimetro imediatamente antes do sacrificio. Os linfonodos cervicais

foram coletados bilateralmente para anélise do homing das células dendriticas.

4.2 Cultura celular

Foi utilizada uma linhagem murina (camundongos) de células dendriticas
(DC2.4) obtida do Dr. Kenneth L. Rock (University of Massachussets, Boston, MA,
USA) por meio de acordo de transferéncia de material (material transfer agreement,
MTA). Esta linhagem foi descrita originalmente por Shen et al.*® (1997). As células
foram cultivadas em meio RPMI 1640/HEPES (“glicose normal”, 11.1mM
(ThermoFisher  Scientific, cat# 72400047) suplementado com antibidticos
(penicilina/streptomicina, 10.000UI/100 ug/mL, respectivamente), 55 puM de beta-
mercaptoetanol (Gibco/ThermoFisher Scientific, cat# 21985-023), 2 mM L-glutamina
(Cellgro, cat# 25015-ce) aminoacidos ndo-essenciais (Gibco/ThermoFisher Scientific,
cat# 11140-050) e soro fetal bovino (Gibco/ThermoFisher Scientific, cat# 1600-044)
inativado por calor (10% vol:vol) em incubadora de CO, (37C, 5% CO,, 90% de
umidade).

Considerando que a exposi¢do a elevada concentragdo de glicose por periodo
curto de tempo (até 24 h) ndo apresenta efeitos marcantes (dados do estudo-piloto, ndo
apresentados) e também o estado cronico da exposicdo as elevadas concentragdes de
glicose na condi¢do de diabetes in vivo, em todos os experimentos subsequentes as
células foram inicialmente expostas a concentragdo de “alta” glicose por periodo de 3
dias previamente aos experimentos, sendo este periodo inicial denominado "periodo de
exposicao" (ver Figura 1, abaixo). Em todos os experimentos, utilizou-se 25 mM como
alta concentragdo de glicose (Sigma-Aldrich, cat# G6152) e 11.lmM como
concentragdo normal de glicose. Manitol (Sigma-Aldrich, cat# M4125) 25 mM foi
utilizado como controle osmdtico em experimentos selecionados. Todos os
experimentos foram repetidos, de forma independente, por um niimero minimo de trés

VECZCES.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo do procedimento experimental proposto: as células dendriticas
foram expostas as condi¢des de cultura com diferentes concentragdes de glicose por 3 dias
(periodo de exposicdo) PREVIAMENTE a sua efetiva utilizagdo nos diferentes experimentos
propostos

Manutengao das culturas em: Ensaios experimentais: apoptose,
11.1mM, 25mM de glicose e maturagéo, fagocitose, quimiotaxia, etc.
25 mM de manitol

Periodo de Exposicao Periodos Experimentais

Fonte: Elaboracao propria.

4.3 Ensaio de Proliferacao Celular

A proliferag@o celular foi avaliada por até 72 h, com contagens realizadas nos
periodos de 24, 48 e 72 h. Neste experimento ndo houve periodo de exposicio das
células, uma vez que experimentos-piloto demonstraram que a exposicdo a elevada
concentragdo de glicose por periodos superiores a 5 dias resultava em taxa de morte
celular acima de 90%. As células foram contadas, resuspendidas em meio contendo
2.5% de FBS e plaqueadas em placas de cultura de 12 pogos (1,5 x 10* células/pogo).
Nas primeiras 4 h as células foram mantidas em meio RPMI contendo a concentragdo de
glicose normal (11.1 mM) para que ocorresse a adesdo celular e recuperagdo do
processo de dissociacdo enzimatica do substrato de cultura. Apos este periodo inicial de
4 h, o meio de cultura foi removido por aspiragdo, as células lavadas gentilmente com
PBS, ¢ foi acrescentado o meio de cultura contendo as diferentes concentragdes de
glicose (11.1 mM ou 25 mM) ou de manitol (25 mM) como controle osmoético. Como
controles positivo e negativo foram utilizados, respectivamente, maior concentragdo de
FBS (10% vol:vol) e mitomicina (10 ug/mL, Sigma-Aldrich, catf M4287-2MG ). Ao
final de cada periodo experimental, o meio de cultura contendo células em suspensao foi
coletado e combinado as células dissociadas enzimaticamente (Tryple Express,
Invitrogen/ Gibco/ThermoFisher Scientific, cat# 12604-021) do substrato de cultura. A
proliferacdo celular foi avaliada por contagem manual direta em hemocitometro das
células viaveis, pelo ensaio de exclusdo de azul de trypan (Trypan blue dye stain,
Gibco/ThermoFisher Scientific, cat# 15250061). A viabilidade celular foi calculada a

partir do niimero total de células presente (incluindo células viaveis e ndo vidveis). Estes
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experimentos foram realizados em duplicata e repetidos quatro vezes de forma

independente, utilizando passagens celulares distintas.

4.4 Ensaio de apoptose

A susceptibilidade das DCs a apoptose foi avaliada no periodo de 8h apds
estimulo com Camptotecina (Sigma-Aldrich, cat# C9911 ) utilizada como agente
indutor de apoptose. Apos o periodo de exposicio as concentragdes de glicose elevadas
e normais por 3 dias, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 60 mm (1 x
10° células/placa) nas mesmas condigdes de glicose do periodo de exposigdo; e apds 4 h
(para aderéncia celular e recuperagdo do processo de dissociacdo enzimatica) foram
estimuladas com Camptotecina (30uM) para inducdo de apoptose. Os controles foram
preparados utilizando a mesma quantidade de células provenientes das mesmas placas
(i.e., mesma passagem) de 100 mm utilizadas no periodo de exposi¢do, porém
estimuladas com o mesmo volume de DMSO como controle-veiculo.

Ao final do periodo de estimulo de 8 h, as células foram coletadas e o percentual
de células apoptoticas foi determinado em citdmetro de fluxo utilizando ensaio de
anexina / 7-AAD (PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I — BD Biosciences, cat#
559763), segundo as instrugdes do fornecedor dos reagentes. Previamente a utilizagdo
do kit de anexina/7-AAD citado acima, as células foram marcadas com o corante vital
Fixable Viability Stain 520 (BD Bioscience cat# 564407). Brevemente, as células foram
coletadas com reagente enzimatico (Tryple Express, cat# 12604-021,
Gibco/ThermoFisher Scientic), resuspendidas em 1 mL DPBS com 1x10° células. Para
esse volume foi adicionado 1 pL do corante vital e incubado por 15 min em temperatura
ambiente (25°C) protegido da luz. Apds a incubagdo as células foram lavadas com
2%FBS em D-PBS, e posteriormente contadas e aliquotas de 1x10° células
resuspendidas em 500 uL de tampdo de ligacdo foram marcadas simultaneamente com
Anexina V (5uL) conjugada ao fluoréforo PE (indicativo da inversdo da fosfatidilserina
da porcdo citoplasmatica para a por¢do externa da membrana plasmatica e
representativo de apoptose inicial) e 7-AAD (5uL) (reagente com afinidade para DNA
dupla fita e indicativo da perda de integridade das membranas plasmatica e nuclear,
representativo da fase final / tardia da apoptose). As marcacdes foram realizadas por 15
min, a 25°C e ao abrigo da luz. Os dados foram adquiridos e analisados em citdmetro de
fluxo, inicialmente definindo a populagdo P1 com exclusdo de debris celulares em dot-

blot FSC x SSC. A populagdo P2 foi definida dentro da populagdo P1 a partir de dot-
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blot FSC-A x FSC-W para a exclusdo de doublets. A populagio P2 foi entdo visualizada
em dot-blot PE (FL2) x PerCP-Cy5 (FL3), com a segregacdo dos eventos neste grafico
em quadrantes (ajustados a partir dos controles negativo - células ndo marcadas,
positivo para PE - células marcadas apenas com Anexina v-PE e positivo para PercCP-
CyS5 - células marcadas apenas com 7-AAD). Para cada amostra, foram adquiridos um
minimo de 10.000 eventos, e foram realizados trés experimentos independentes
utilizando passagens distintas de células. Utilizamos o citdmetro BD FacsVerse (BD
Biosciences) e o software do proprio equipamento (BD FacSuite, BD Biosciences) para

as analises.

4.5 Maturacao/ativacao de células dendriticas

Nesse ensaio utilizamos apenas a exposi¢do a alta concentracdo de glicose
(25mM) e manitol (25mM), como controle osmoético. As células foram tripsinizadas,
contadas e plaqueadas em placas de 60 mm (5x10° células/placa) nas mesmas condigdes
de cultura (glicose alta, normal ou manitol. A matura¢do das células dendriticas foi
induzida estimulo com 1 ug/mL de LPS E. coli (serotype 0111:B4, Sigma-Aldrich, cat#
L4130) por 18h. Ao final deste periodo as células foram coletadas com reagente nao
enzimatico, lavadas em PBS e contadas em hemocitometro, fixadas em paraformaldeido
4% (BD Cytofix, cat# 554655 , BD Biosciences), resuspendidas em tampdo de
marcagio (1x10° células / 500 uL) e marcadas com anticorpos primérios conjugados a
diferentes fluordforos para a deteccdo de CCR7 (PerCP.Cy5) e CD86 (PE) (cat# 560812
e 553692, respectivamente, BD Biosciences) por 30 min a 25 C e ao abrigo da luz. Os
controles negativos foram incubados com as mesmas concentragdes de anticorpos
irrelevantes dos mesmos isotipos conjugados aos mesmos fluoréforos. Apos duas
lavagens em PBS para remoc¢ao de anticorpos livres, as células foram resuspendidas em
tampao de marcacdo (1% FBS em D-PBS) e os dados de fluorescéncia nos canais
FL2/FL3 referentes ao pico de emissdo de cada fluoréforo foram adquiridos em
citometro de fluxo (BD FACSVerse, BD Biosciences) e analisados com o software do
proprio equipamento (BD FacSuite, BD Biosciences). Para esta andlise, foi definida a
populagdo P1, excluindo debris celulares em um dot-blot FSC - SC. A populagdo P2 foi
definida na popula¢do P1, excluindo doublets em um dot blot FSC-A x FSC-W. Na
populacdo P2 foram avaliados os percentuais de células positivas para cada marcador
por meio de histogramas de intensidade de fluorescéncia (canais FL2/FL3) x tempo. Em

cada amostra nestes experimentos foram adquiridos um minimo de 10.000 eventos; e
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foram realizados trés experimentos independentes utilizando passagens celulares

distintas.

4.6 Modulacao da expressiao génica (RNAm)

A analise da modulagdo da expressdo génica foi realizada para complementagao
da andlise da maturagdo e ativag@o das células dendriticas, em virtude das dificuldades
(ndo antecipadas) com os experimentos de citometria. As células foram submetidas ao
periodo de exposi¢ido de 3 dias a glicose normal e a alta concentra¢do de glicose e
posteriormente plaqueadas, nas mesmas condic¢des utilizadas no periodo de exposicao,
em placas de 12 pogos (2 x10° células por pogo). Apods 4 h para adesdo e recuperagio
das células, foi realizado o estimulo com 100 ng/mL e 1pg/mL de LPS (Sigma-Aldrich,
E. coli serotype 0111:B4, cat# L4130) por 18 horas para indu¢do da maturagdo (de
forma similar ao realizado para o ensaio avaliando a maturagao por citometria). Ao final
do periodo de estimulo de 18 h, o RNA total foi extraido utilizando sistema de colunas
de afinidade (Genlute, total RNA purification kit, cat# RNB100, Sigma-Aldrich Co.) e
quantificado em espectrofotometro de microvolumes (NanoVue Plus, GE Healthcare),
considerando uma relagdo A260/A280 entre 1.8 e 2.1 como indicativa da pureza do
RNA obtido. O cDNA foi sintetizado utlizando random hexamers como primers por
meio do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat# 4368813, Applied
Biosystems/ThermoFisher Scientific), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O
PCR em tempo real foi realizado com 2 uL do produto da reagdo de sintese de cDNA
utilizando reagentes TagMan (TaqMan Fast Advanced master mix, cat# 4444556
Applied Biosystems/ThermoFisher Scientific) e pares de primers e sonda pré-
desenhados e otimizados (TagMan Fast Gene Expression Assays, Applied Biosystems)
para deteccao dos seguintes genes alvo: IL-6, IL-10 e TNF-0, além do gene constitutivo
GAPDH utilizado para normalizacdo dos resultados. Estas reagdes foram feitas em
volume total de 20 ulL em termocicladora StepOnePlus (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific) e os resultados analisados pelo método delta(deltaCt)

utilizando o software da propria termocicladora.

4.7 Ensaio para avaliacido da atividade fagocitaria
Nestes experimentos utilizamos o periodo de exposi¢do de 3 dias a glicose
normal e elevada. Apos o periodo de exposicao, as células foram tripsinizadas, contadas

e plaqueadas em placas de 96 pogos (1x10° células/pogo) nas mesmas concentragdes de
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glicose utilizadas no periodo de exposi¢do. Apés 18 h para adesdo e recuperagdo
celular, e também para a ativagdo com lpg/mL LPS (E coli, serotype 0111:B4, Sigma-
Aldrich, cat# L4130), iniciamos o experimento para avaliacdo da atividade fagocitaria
utilizando particulas de Eschericia coli marcadas de forma covalente com o fluor6foro
phrodo (phRodo Red E.coli Bioparticles, cat# P35361, Molecular Probes/Life
Technologies), com caracteristicas de excitagdo e emissdo similares ao fluoréforo
TexasRed. Brevemente, as particulas bacterianas conjugadas ao fluor6foro foram
resuspendidas em tampao PBS segundo as instru¢des do fornecedor (Molecular Probes,
ThermoFisher Scientific), e um volume de 100 uL desta suspensdo foi acrescentado aos
pogos contendo as células dendriticas por 2 h, representando uma propor¢do de
particulas bacterianas : células de 10:1. O fluor6foro conjugado a estas particulas emite
fluorescéncia no espectro vermelho ao ser excitado pela luz UV apenas se o pH estiver
abaixo de 6.0. Assim apenas particulas bacterianas efetivamente fagocitadas e incluidas
nos lisossomos (onde o pH ¢ reduzido) do citoplasma das DCs foram visualizadas. Ao
final das 2 h, as células foram lavadas gentilmente com PBS 2 vezes, fixadas em
paraformaldeido 2.5% e permeabilizadas em tampdo contendo saponina (BD
Cytofix/Cytoperm, cat# 554714, BD Biosciences). Foi utilizada faloidina conjugada a
AlexaFluor488 na concentragdo de 5 ug/mL por 40 min a 25 C e ao abrigo da luz para
marcacdo da actina do citoesqueleto celular para possibilitar a visualizagdo das células.
Em seguida, foi feita a marcag¢ao do nucleo celular com DAPI (Sigma-Aldrich Co., cat#
D9542) na concentragao de 0.5 ug/mL por 5 minutos a 25 C e ao abrigo da luz. As
células foram observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Evos fI, AMG
Micro, magnificacdo de 100X) utilizando filtros verde (FITC/AlexaFluor 488),
vermelho (phRodo/Texas Red) e azul (DAPI). Imagens digitalizadas em overlay dos
trés canais de fluorescéncia foram obtidas em trés campos aleatdrios em cada poco. Um
examinador treinado realizou a contagem do numero total de células e do nimero de
células contendo particulas bacterianas em seu interior, determinando o percentual de
células fagocitantes. Esta contagem foi realizada de forma cega para os grupos
experimentais (glicose normal ou elevada). Estes experimentos foram realizados

simultaneamente com trés passagens diferentes das células dendriticas.

4.8 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
Considerando que a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ¢ um

importante aspecto na maturacgdo e atividade das DCs, estando envolvido na atividade



39

microbicida apds a fagocitose e também na produgdo de mediadores inflamatorios,
incluimos o ensaio para avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de glicose na
producdo de ROS. Para isso as células foram submetidas ao periodo de exposicio, ¢
posteriormente plaqueadas em placas de 48 pogos (1x10° células por pogo) nas mesmas
condi¢cdes de cultura do periodo de exposicao. Apos 4 h para adesdo e recuperagdo das
células, o meio de cultura foi removido, as células lavadas gentilmente com PBS por 2
vezes e foi acrescentado um volume de 250 uL. de PBS contendo 10 uM do reagente 6-
carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein ~ diacetate  (cat#  C400,  Molecular
Probes/ThermoFisher Scientific). Apo6s incubagdo a 37°C por lh para internalizagnao do
reagente, este foi removido e substituido por meio de cultura (nas mesmas condi¢des do
periodo de exposicao contendo 10% FBS) por mais 1 h para recuperagdo das células.
Foi entdo realizado o estimulo com 50 ng/mL de forbol myristil-acetato (PMA, Sigma-
Aldrich, cat# P8139) por 15 minutos para inducao da produ¢do de ROS. Na presenca de
ROS no meio intracelular, o reagente 6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate sofre oxidag¢do e passa a emitir fluorescéncia no canal “verde” (FITC/FL1)
quando excitado por luz UV ou pelo laser azul do citdmetro (488 nm), enquanto nas
células que ndo produziram ROS ndo ocorre a oxidagdo do reagente e ndo hd emissdo de
fluorescéncia com a excitacdo das células. A aquisicdo dos dados foi realizada em um
minimo de 30,000 eventos por amostra em citdometro de fluxo (BD FacsVerse, BD
Biosciences). Inicialmente foi definida a populacdo P1 excluindo debris celulares em
dot-blot FSC x SCC. A populacdo P2, excluindo doublets, foi definida a partir da
populagdo P1 em dot-blot FSC-W x FSC-A. Nesta populagdo P2, foi determinado o
percentual de células positivas para FITC, bem como a intensidade da fluorescéncia
(representativa da  extensdo da oxidagdo do reagente  6-carboxy-2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, a qual ¢ proporcional & quantidade de ROS
produzido intracelularmente) em dot-blots da intensidade da fluorescéncia no canal
FLI(FITC) x FSC. Estes experimentos foram realizados simultaneamente com trés

passagens diferentes das células dendriticas.

4.9 Ensaio de quimiotaxia/ migracao

Apés o periodo de exposicio (3 dias) & glicose normal ou elevada, 1x 10°
células foram plaqueadas em placas de 60 mm nas mesmas condi¢des utilizadas no
periodo de exposicdo. Apos 4 h para adesdo e recuperacdo celular, foi realizado o

estimulo com 1 pg/mL de LPS (E coli, serotype 0111:B4, Sigma-Aldrich, cat# L4130)
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por 18 h. Ao final deste periodo de ativagdo/maturacdo, as células foram tripsinizadas,
lavadas em PBS e contadas em hemocitometro. A concentragdo de células foi ajustada
para 6x10” células/mL em meio de cultura contendo 1% de FBS e as mesmas condigdes
de concentracdo de glicose utilizadas desde o periodo de exposi¢ao. Desta suspensdo de
células, 500 uL (3x10" células) foram transferidos para a cAmara superior de transwells
com poros de 3 um (Corning Transwell Permeable, cat. n°3462, Corning-Costar) . Na
parte inferior da cdmara foi acrescentado 1.5 mL de meio de cultura (1% FBS e nas
mesmas concentragdes de glicose) contendo 200 ng/mL de CCL-19 (MIP-3b, cat# 250-
27B Peprotech) como estimulo quimiotatico. Como controle negativo, a parte inferior
da cadmara continha apenas 1.5 mL de meio de cultura (1% FBS e as mesmas condig¢des
de concentracdo de glicose). Apos 24 horas a parte superior da membrana do transwell
foi limpa com cotonete estéril embebido em PBS 1x para remog¢ao das células que ndo
migraram. Foi entdo realizada a fixa¢do e permeabilizacdo das células presentes na
porcdo inferior das membranas por meio da imersdo destas nos reagentes
Fixation/Permeabilization solution ¢ BD Perm/Wash™ Buffer, respectivamente, (kit
BD Cytofix/Cytoperm, cat. n° 554714, BD Biosciences), segundo as instru¢des do
fornecedor dos reagentes. As membranas foram removidas de seu suporte plastico com
o auxilio de uma lamina de bisturi estéril e montada em laminas com agente liquido
contendo 0.5 pg/mL de DAPI (Fluorescence mounting medium, cat# S3023 Dako) ara
avaliagdo em microscopio invertido de fluorescéncia (Evos fl, AMG/Life
Technologies). As células presentes na por¢ao inferior da membrana (voltada para a
camara inferior do transwell, contendo o estimulo quimiotatico) foram contadas em
imagens obtidas na magnificagdo de 100X por examinador treinado e sem
conhecimento dos grupos experimentais. Estes experimentos foram realizados trés vezes

de forma independente e utilizando passagens diferentes das células dendriticas.

4.10 Migracao para os linfonodos in vivo

Para verificar a influéncia da exposicdo a elevada concentracao de glicose e das
condi¢des/microambiente associado ao diabetes na migragcdo de DCs para os linfonodos
in vivo, inicialmente as células DC2.4 foram expostas a glicose elevada ou normal por
3 dias, sendo que nas ultimas 18 h deste periodo foi acrescentado o estimulo com
lug/mL de LPS (E coli, serotype 0111:B4, Sigma-Aldrich, cat# L4130) para a
ativacao/maturacdo celular. As células foram marcadas com 10uM de CFSE (Sigma-

Aldrich, cat#) por 8 min., segundo protocolo definido em experimento-piloto. Um total
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de 1x10° células marcadas com CFSE foram ressuspendidas em 50 uL de PBS e
administradas por inje¢do retro-orbital (sob anestesia dissociativa inalatoria,
complementada com anestesia local do globo ocular) em camundondos C57BL/6 com e
sem indugdo de diabetes experimental e nos quais a doenca periodontal foi induzida
previamente pelo modelo de injecdo de P.gingivalis inativados por calor (modelos
experimentais descritos anteriormente). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados por
choque hipovolémico e os linfonodos cervicais foram dissecados e coletados. Os
linfonodos foram macerados em PBS, as células liberadas passadas repetidas vezes em
cell strainer de 70um para resuspensdo. A presenca de células dendriticas DC2.4 nos
linfonodos foi determinada por citometria de fluxo, por meio da andlise do percentual
de células marcadas com CFSE (emitindo fluorescéncia no canal “verde”/FL1)
presentes nos linfonodos. Utilizamos o citometro BD FACSVerse (BD Biosciences) e o
software do proprio equpamento para as analises (BD FacSuite, BD Bioscience). A
populagdo de interesse, P1, foi definida em um dot-blot FSC x SCC para incluir células
mononucleares maiores (excluindo linfoécitos, de menor tamanho celular), em seguida a
partir desta populacdo P1 foi definida a populagdo P2, com exclusdao de doublets, em
dot-blot FSC-A x FSC-W. Nesta populagdo P2 foi determinado o percentual de células
positivas para emissao de fluorescéncia no canal FL1 (FITC/CFSE) em histograma FL1
x numero de eventos (‘count'). Um minimo de 200,000 eventos (em P2) foram
adquiridos para cada amostra (ver Figura 2 abaixo). Estes experimentos foram
realizados simultaneamente utlizando duas passagens distintas de DCs ¢ um minimo de
6 animais/grupo experimental (diabetes/ com doenga periodontal, sem diabetes/com

doenca periodontal).

FIGURA 2 — Estratégia de analise/aquisicdo dos dados no citdmetro no experimento de
migragdo para os linfonodos (“homing”) in vivo por meio da deteccdo de células DC2.4
marcadas com CFSE presentes nos linfonodos cervicais 24 h apds a injecdo retroorbital em
camundongos com doencga periodontal induzida.
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Fonte: Elaboracao propria.
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4.11 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram inicialmente
avaliados quanto a natureza da distribui¢do com o teste de normalidade de Kolgomorov-
Smirnov. Médias e desvios-padrdo foram obtidos a partir dos dados dos experimentos.
Foram utilizados ANOVA seguido de Tukey para comparagdes pareadas, bem como o
teste t ndo pareado de Student, sempre com correcdo de Welch para desigualdade de
variancias devido ao limitado niimero de pontos para andlise (na maior parte dos
experimentos, havia trés ou quatro pontos de dados derivados de experimentos
independentes para andlise). Os experimentos realizados simultaneamente com
passagens distintas de células foram considerados independentes, uma vez que os
resultados de um experimento com uma determinada passagem ndo tem qualquer
influéncia sobre os resultados do mesmo experimento com outra pasagem de células. O
objetivo central da analise foi avaliar a possivel influéncia da elevada concentragdo de
glicose nos diferentes desfechos de interesse. O nivel de significancia estatistica

estabelecido para todas as anélises foi de 95% (p<0.05).
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S RESULTADO
5.1 Proliferacio e Viabilidade

Foi avaliado a proliferagdo e viabilidade da linhagem murina de células
dendriticas (DC2.4) através do ensaio de exclusdo de azul de trypan. A contagem de
células foi realizada manualmente com a utilizagdo de cdmara de Neubauer. Os
resultados indicam que a prolifera¢do, mas ndo a viabilidade, desta linhagem celular ¢
influenciada pela varia¢do da tensdo osmética do meio de cultura, uma vez que tanto a
alta concentracdo de glicose, bem como o controle osmoético (manitol) inibiram a

proliferacdo celular, como demostra a Figura 3.

Figura 3 — Grafico (A) demonstra que a proliferacdo, mas ndo a viabilidade (Grafico B), das
células de linhagem murina DC2.4 ¢ afetada por variagdes na tensdo osmotica do meio de
cutura. * indica p<0.001 para o numero de células presentes no meio contendo concentragdo
normal de glicose no periodo de 72 h em comparacdo aos demais grupos experimentais
(ANOVA realizado para cada periodo experimental, seguido do teste de Tukey).
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5.2 Apoptose

A exposi¢ao a elevada concentragdo de glicose (25 mM), isoladamente, nao
induziu apoptose nas DC2.4; no entanto as células previamente expostas a elevada
concentragdo de glicose mostraram-se mais sensiveis ao estimulo indutor de apoptose
Camptotecina (com significativo aumento da propor¢ao de células em apoptose inicial e
do total de células apoptdticas), indicando que a esta exposi¢@o a alta concentragdo de

glicose pode favorecer a apoptose induzida das células dendriticas (Ver Figura 4).

Figura 4 — Gréafico (C) demonstra o percentural apoptotico inicial e final e (D) o percentural
apoptdtico total das células de linhagem murina DC2.4 induzida por estimulo de 8 h com
Camptotecina (6 uM, Sigma-Aldrich), segundo a condi¢do de cultura nas 72 h prévias ao
estimulo (glicose normal, “Normal glucose™, 11.1 mM; e glicose elevada, “High glucose”, 25
mM). *indicam o valor de p para a comparacdo entre os grupos experimentais unidos pelos
braquetes utilizando teste t ndo pareado com correcdo de Welch para desigualdade de
variancias.
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5.3 Maturacao

O estimulo com LPS (1pg/mL) por 18 h foi capaz de promover a maturagdo das
DC2.4, como indica o significativo aumento da expressdo dos marcadores de
ativacao/maturacdo de CD86 ¢ CCR7, no entanto a prévia exposi¢cdo (por 3 dias) a
elevada concentracdo de glicose ou ao controle osmético, tanto isoladamente quanto na
presenca do estimulo com LPS, ndo afetaram a expressdo destes marcadores, sugerindo
que a concentragdo de glicose elevada ndo afeta o processo de ativagdo/maturacio de

células dendriticas induzido por LPS (Ver Figura 5).

Figura 5 — Gréfico (E) demonstra a propor¢do de células dendriticas de linhagem murina
DC2.4 expressando os marcadores de diferenciagdo CCR7 (CCR7-PerCP-CyS5) e CD86 (CD86-
PE), segundo a condi¢do experimental. * e ** indicam as diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais unidos pelos braquetes (expressao tanto de CD86 quanto de CCR7), avaliadas por
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Fonte: Elaboracao propria.

5.4 Expressao génica (RNAm)

Como complementagdo da avaliacdo da influéncia da concentragdo de glicose
sobre a maturagdo das células dendriticas, e considerando o insucesso na detec¢do de
MHC-II por citometria, verificamos a influéncia da elevada concentracdo de glicose na

expressdo de genes de resposta imediata apds 18h de estimulo com LPS. Estes
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experimentos indicam um marcante e significativo efeito da elevada concentracdo de
glicose na expressao génica (RNAm) de TNF, IL-10 e IL-6 pelas DC2.4. A influéncia
da elevada concentracao de glicose foi tdo marcante que obliterou a capacidade do LPS
bacteriano induzir a expressdo destes genes. O objetivo da andlise foi verificar a
regulagdo da expressdo dos genes-alvo em relagdo ao controle nao estimulado com LPS
(‘fold change'). Esta avaliagdo foi realizada em relagdo ao controle ndo estimulado de
cada condi¢cdo experimental (glicose normal ou glicose elevada) para avaliar o efeito da
concentragdo de glicose na regulagdo da expressdo dos genes-alvo. Também foi feita a
normalizacdo da expressdo dos genes-alvo verificada na condi¢do de alta concentragdo
de glicose em relagdo ao controle ndo estimulado das células cultivadas em condi¢des
normais de glicose “High (fold normal)”, para avaliar o efeito da exposicdo a elevada
concentragdo de glicose na expressdo dos genes-alvo comparativamente as condi¢des de
glicose normal. Os experimentos foram realizados trés vezes, de forma independente e

utilizando passagens distintas das células (Ver Figura 6).
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Figura 6 — Expressdo génica de resposta rapida representada pelos graficos (F) TNF-alfa, (G)
IL-10 e (H) IL-6 por células de linhagem murina DC2.4 expostas a glicose (“Normal”, 11.1 mM
e “High™', 25 mM) por 3 dias previamente ao estimulo por 18 h com LPS (E.coli). * indica
diferenca significativa em relacdo ao valor “1” atribuido ao controle pelo “one-sample t test”, e
as diferencas entre condi¢des experimentais avaliadas por braquetes foram avaliadas utilizando
teste t ndo-pareado com corre¢do de Welch para desigualdade de variancias.
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5.5 Atividade fagocitaria

A atividade fagocitéria de células dendriticas expostas a concentragdes normais
de glicose foi significativamente inibida pelo tratamento com LPS (1pg/mL) nas 18h
prévias ao inicio do experimento. Esta inibi¢cdo esta relacionada a inducdo de maturacao
celular, com mudanca do fendtipo; porém de forma interessante ndo foi observada nas
células expostas a elevada concentracdo de glicose. A exposicdo a elevada concentragdo
de glicose resultou em significativa (porém de reduzida magnitude) inibicdo da
atividade fagocitaria das DC2.4. No entanto, como a pré-ativagao com LPS das células
expostas a elevada concentracdo de glicose ndo influenciou a atividade fagocitéria, esta
se mostrou significativamente maior em comparagao as células cultivadas em condi¢des

de concentragdo normal de glicose (Ver Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Grafico (I) representa a atividade fagocitaria das células de linhagem murina DC2.4
expostas a diferentes concentracdes de glicose e com e sem pré-ativagdo com LPS. *Indica o
valor de p para as comparagdes entre 0s grupos experimentais unidos pelos braquetes com o
teste t com correcdo de Welch para desigualdade de variancias.
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Figura 8 — Foto ilustrativa da atividade fagocitaria das células de linhagem murina DC2.4
expostas a diferentes concentras de glicose, com e sem pré-ativacdo com LPS.
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5.6 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

O estimulo com PMA aumentou a producdo de ROS nas DC2.4, porém este
aumento sO foi significativo estatisticamente nas células cultivadas em concentragdes
normais de glicose. A exposicdo das DC2.4 a elevada concentragdo de glicose ja
resultou em significativo aumento da producdo de ROS e o estimulo “adicional” com
PMA resultou em discreto (e ndo significativo estatisticamente) incremento na produgdo
de ROS em comparagdo as células ndo estimuladas com PMA. Interessante notar que a
producdo de ROS por DC2.4 expostas a alta glicose e estimuladas com PMA foi
significativamente maior do que a producdo de ROS das DC2.4 expostas a concentragao
normal de glicose e estimuladas com PMA. Este resultado indica que pode haver um
efeito cumulativo dos estimulos do microambiente sobre o metabolismo oxidativo das
DCs. Os experimentos foram realizados trés vezes de forma independente e utilizando

passagens diferentes das células dendriticas (Ver Figura 9).
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Figura 9 — (J) Dot-blots representativos da producdo de ROS detectada pelo oxidagdo do
reagente 6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate resultando na emissdo de
fluorescéncia no canal FL1/FITC, segundo a condi¢do experimental (exposi¢do a concentragdo
de glicose normal ou elevada) e presenga do estimulo para produgdo de ROS (PMA). Os
eventos destacdos na cor azul nos dot-blots sdo considerados 'positivos'. (K) Grafico
apresentando o percentual de células da linhagem murina DC2.4 produzindo ROS, detectadas
por citometria de fluxo, segundo as condi¢des experimentais (glicose normal ou elevada) e
presenca do estimulo com PMA. * indicam o valor de p para as comparagdes entre os grupos
indicados pelos braquetes utilizando o teste t com correcdo de Welch para desigualdade de
variancias. Dados do grafico indicam média + desvio padrao de trés experimentos realizados
simultaneamente, utilizando passagens distintas da linhagem DC2.4.
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5.7 Quimiotaxia

Os resultados do ensaio de quimiotaxia/migragdo indicam que o estimulo das
DC2.4 cultivadas em condigdes de concentragdo normal de glicose com 200 ng/mL de
CCL-19 ndo induziu aumento significativo da quimiotaxia. No entanto, quando
cultivadas/expostas a elevadas concentracdes de glicose, houve marcante inibicdo da
quimiotaxia celular. Nestas condi¢des (elevada concentracdo de glicose), as DC2.4
responderam ao estimulo com CCL-19 com aumento significativo da quimiotaxia,
porém ainda em nivel significativamente inferior ao observado para as células

cultivadas em concentragdes normais de glicose (Ver Figura 10 e 11).

Figura 10 — Grafico (L) representa a quimiotaxia de células da linhagem murina (DC2.4),
expostas a diferentes concentracdes de glicose na presenga e auséncia do estimulo quimiotatico.
Na figura os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo do numero de células
contadas na parte inferior da membrana dos transwells, segundo a condicdo experimental. *
indica p<0.01 e ** indica p<0.001 para as comparagdes entre os grupos unidos pelos braquetes
utilizando teste t com corre¢do de Welch para desigualdade de variancias.
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Figura 11 — Foto ilustrativa do ensaio de quimiotaxia das células de linhagem murina DC2.4
expostas a diferentes concentras de glicose, com e sem pré-ativacdo com LPS.
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5.8 Migrac¢ao DC 2.4 para os linfonodos in vivo

Neste experimento, avaliamos como a migracdo de DCs para os linfonodos in
vivo ¢ influenciada tanto pela exposicdo das DCs a alta glicose quanto pelo
microambiente associado a condicdo de diabetes in vivo. Como estimulo ativador da
resposta imune, induzimos doenga periodontal experimental bilateralmente em animais
diabéticos e nao diabéticos.

Os dados obtidos indicam que a migragdo de DCs para os linfonodos cervicais ¢
significativamente reduzida em animais diabéticos, independente da exposi¢do das DCs
a concentragdes normais ou elevadas de glicose (notar a escala dos graficos na Figura
10, B). Nos animais ndo diabéticos, a exposicdo das DCs a elevada concentragdo de

glicose praticamente previniu a migracdo destas células para os linfonodos. Estes
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resultados indicam que as condi¢cdes do microambiente associado ao diabetes ja inibe

marcadamente o homing das DCs, em um efeito que ¢, em grande parte, associado a

exposicao a elevada concentracdo de glicose (Ver Figura 12).

Figura 12 - (M) Histogramas representativos da migragdo de células DC2.4 expostas a glicose
normal ('"Normal glucose') ou elevada ('High glucose') marcadas com CFSE para os linfonodos

cervicais de camundongos

com doenca periodontal

induzida experimentalmente. Os

histogramas vermelhos sdo de amostras obtidas de linfonodos de animal ndo diabético, e os
histogramas azuis sdo de amostras obtidas de linfonodos de animais diabéticos. (N) Graficos
apresentando média + desvio padrdo do percentual de células marcadas com CFSE (DC2.4) nas
amostras de linfonodos cervicais de animais ndo diabéticos e diabéticos, segundo a condi¢do
experimental das células DC2.4 injetadas via retroorbital: exposi¢do a glicose normal ou

elevada. * indica a diferenca significativa entre os grupos unidos pelo braquete segundo teste t
com corre¢do de Welch para desigualdade de varidncias.
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6 DISCUSSAO

O efeito da hiperglicemia, decorrente do diabetes mellitus, t€ém sido estudado em
diferentes células imunoldgicas e estd intimamente associado ao desenvolvimento das
complicacdes decorrentes desta doenca. Neste estudo buscamos descrever a influéncia
da alta concentragdo de glicose, caracteristica fundamental do diabetes mellitus, sobre
diversos aspectos da biologia de células dendriticas. O objetivo principal foi contribuir
para o entendimento do papel da elevada concentragdo de glicose independentemente
dos efeitos dos compostos glicados e da ativacdo de RAGE; por isso realizamos os
experimentos in vitro, uma vez que in vivo seria muito dificil excluir os efeitos diretos
(via RAGE) e indiretos dos AGEs. Entre as limitagdes deste estudo estd seu carater
descritivo, uma vez que como se trata de um estudo inicial ndo procuramos elucidar
mecanismos biologicos associados aos efeitos da elevada concentragdo de glicose. No
entanto, mesmo com as limitagdes de um estudo in vitro, consideramos que as
informagdes derivadas podem ser uteis no entendimento da modulagdo da resposta
imune no diabetes, condi¢do associada tanto a menor resisténcia a infec¢cdo quanto a um
estado inflamatorio cronico.

A alta glicose pode influenciar a biologia de células mesangiais dos rins,
reduzindo a proliferacdo de forma proporcional a concentragdo de glicose utilizada em
24% (25 mM de glicose)'? a 35% (33.3 mM de glicose)’™. Este efeito ndo foi causado
apenas pela hipertonicidade do meio com elevada concentragdo de glicose, uma vez que
o controle osmotico (manitol), ndo resultou em inibi¢do similar da proliferacao celular.
Importante destacar que nestes estudos, a concentragao de glicose considerada “normal”
foi de 5 mM. Esta variagdo nas concentragdes utilizadas como “elevadas” e “normais”,
bem como as diferencas nos tipos celulares devem ser consideradas na comparagdo aos
nossos resultados. Observamos que a exposicdo a alta glicose (25mM) inibiu a
proliferacdo das células dendriticas em comparacdo as condigdes de glicose normal
(11.1mM), que ¢ a concentragdo de glicose encontrada no meio de cultura RPMI1640
obtido comercialmente. Esta redu¢cdo da proliferagdo associada a alta concentracdo de
glicose ndo foi acompanhada de diminuicdo da viabilidade celular, semelhante ao
relatado na literatura para células mesangiais'?, porém, no caso das células dendriticas
ndo podemos excluir a possibilidade do efeito da osmolaridade do meio de cultura sobre
a proliferagdo celular, uma vez que o manitol também inibiu a prolifera¢do. Interessante

notar que nas células dendriticas expostas ao manitol, além da inibig¢do da proliferacao,
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houve redugdo da viabilidade celular, indicando mecanismos bioldégicos distintos para
os efeitos dos diferentes tipos de agucares. Especulamos que a elevada concentracdo de
glicose pode interferir no metabolismo energético da célula, afetando o ciclo celular;
enquanto que a elevada concentra¢do de manitol pode ser citotoxica, causando redugdo
da proliferagdo pela inducao de morte celular.

Outro aspecto metodologico variavel que dificulta a comparagdo dos nossos
resultados com a literatura ¢ o tempo de exposi¢do as diferentes concentragdes de
glicose. Os trabalhos monstram uma variagdo de 24 horas a 10 dias no tempo de

o~ N . 12, 65, 71, 98
exposicdo a glicose ~ > '

. Nosso tempo de exposicao foi baseado nos resultados do
estudo piloto que mostraram uma diminui¢do significativa na viabilidade das células
dendriticas de linhagem murina 2.4 quando expostas 5 e 7 dias a alta concentragdo de
glicose (dados nao demonstrados).

Apesar destas diferencas metodologicas, consideramos que a alta concentragao
de glicose pode influenciar a biologia celular de qualquer tipo de célula eucaridtica de
duas maneiras: 1. alterando o equilibrio energético/metabdlico pelo aumento da
produgio glicolitica de ATP; e 2. pelo estresse hiperosmotico™ 7.

A hiperosmolaridade hiperglicémica ¢ uma condi¢do patoldgica caraterizada
pela severa hiperglicemia e elevacdo da osmolaridade plasmética, encontrada
geralmente em pacientes com diabetes mal controlado. Essa condi¢do pode levar a um
aumento do estresse oxidativo, associado ao aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS)>.

O aumento da produgdo de ROS no DM tipo 2 estd associado ao processo de
resisténcia a insulina, com maior dificuldade de controle metabolico do DM,
representado pela hiperglicemia persistente®®.

15, 65, 98 ,
>0 como células

Estudos realizados em diferentes tipos celulares'®
mesangiais, adiposas derivadas de células tronco, dendriticas, indicam que a alta glicose
estd associada ao aumento na produ¢do de ROS e também de outros produtos derivados
do estresse oxidativo. Especificamente em células dendriticas, a exposi¢do a 30 mM de
glicose por 24 horas, aumentou a produgdo de ROS®, de forma similar aos nossos
resultados. O efeito da hiperglicemia na producdo de ROS em células dendriticas ¢
dependente da ativagio da p38 MAPKinase (MAPK)®. Outras vias de sinaliza¢io
intracelular podem estar envolvidas na regulacdo do estresse oxidativo, incluindo: NF-

kB (fator nuclear kappa B), INK MAPkinase e proteina quinase C (PKC), as quais sao

ativadas por estimulos de estresse celular e também downstream do receptor de
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produtos finais da glicagdo avancada (RAGE)’'. Entretanto, a hiperglicemia pode ser o
estimulo desencadeante inicial indutor do aumento da produ¢do de ROS, amplificado
em uma complexa rede de eventos que culminam na disfungo e dano celular’.

Recentemente foi relatado que o desequilibrio da interagdo entre o sistema redox
intracelular e o metabolismo da glicose esta diretamente relacionado ao aumento da
produgio de ROS e descontrole metabdlico do diabetes in vivo™. Além da relevante
ativacao da sinalizacdo via PI3-kinase/Akt e MAPkinases (p38, JNK e ERK), com seus
efeitos biologicos diretos na produgdo de ROS, a regulagdo da via pentose fosfato (PPP
- Pentose Phosphate Pathway) também ¢ influenciada pela hiperglicemia e acentua o
estresse oxidativo. Além disso, reciprocamente, o aumento da producdo de ROS pode
reprogramar a via metabolica de energia da glicolise, através da via PPP, levando ao
aumento da producdo de acidos graxos livres, acimulo de NADH e incremento da
propria producdao de ROS. Estes eventos levam a inibi¢do do transporte de glicose para
o meio intracelular por GLUT-4, caracterizando a resisténcia a insulina observada no
modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 in vivo™.

Além de atuar de maneira direta no aumento do estresse oxidativo, a alta
concentragdo de glicose pode aumentar a apoptose das células dendriticas, como
observamos nas células estimuladas com Camptotecina. Nossos achados estdo de
acordo com os de um estudo que avaliou a influéncia da hiperglicemia (25 mM por 48
h) na apoptose de células dendriticas primarias induzida por LPS**. E possivel que o
aumento da susceptibilidade a apoptose induzida por LPS e Camptotecina, em
condicdes de elevada concentracdo de glicose, seja mediado por diferentes mecanismos.
O LPS reduz a expressio da proteina anti-apoptética Bcl-2 em células dendriticas™,
além de inibir a ativagdo de Akt’’; enquanto a Camptotecina atua especificamente na
DNA topoisomerase-I induzindo quebras no DNA genOmico que resultam na
modulacdo da proteina pré-apoptética Bax e da proteina anti-apoptdtica Bcl-2, causando
a morte celular, além de interferir na permeabilidade da membrana mitocondrial*” %,

Nosso estudo também buscou investigar a influéncia da alta glicose na
maturagdo/ativacdo das células dendriticas de linhagem murina. Para isso, avaliamos a
expressdo de CD86 e do receptor de quimiocina CCR7 como marcadores de maturagado
das DCs. CCR7 esta envolvido no processo de ativagdo e migracdo das células
dendriticas para os linfonodos (homing). A exposicdo a alta glicose ndo influenciou a
expressdo dos marcadores de diferenciagdo/maturacdo. Esses resultados sdo contrarios

, . . y . 65
aos relatados em estudo com células dendriticas primarias’, que demonstra aumento na
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expressdo dos marcadores CD83 e CD86. A diferenca no tipo celular utilizado
(linhagem DC2.4 X células dendriticas primarias) possivelmene justifica a discrepancia
de resultados, uma vez que a linhagem DC2.4 j4 apresenta um estado de pré-ativagdo ou
“ativacdo parcial”, como indica o efeito discreto (embora significativo) do estimulo com
LPS por 18 h.

De forma complementar e também como alternativa a avaliagdo dos marcadores
classicos de ativagdo/maturacdo, verificamos a influéncia da elevada concentra¢do de
glicose na expressdo génica de citocinas inflamatorias pelas DCs. Os resultados indicam
um marcante aumento da expressdo génica constitutiva (i.e., ndo estimulada) de IL-6 e
TNF-a nas células expostas a alta concentragdo de glicose.

A maior parte dos trabalhos™ *% >* %

relata o aumento da producdo de citocinas
inflamatorias por células coletadas de pacientes portadores de diabetes tipo 2. No
entanto, a comparagao dos nossos resultados com a literatura deve ser feita com cautela,
uma vez que no diabetes in vivo existem outros fatores atuantes na regulagdo da
biologia celular, em especial os produtos de glicagdo avancada (AGEs) e a peroxidacao
lipidica (decorrentes do aumento do estresse oxidativo), que representam importantes
mecanismos associados as complicagdes diabéticas relacionadas a regulacdo da resposta
imune. Especulativamente, consideramos que o aumento da expressdo gé€nica de
citocinas inflamatodrias (IL-6 e TNF-a)) observado estaria relacionado primariamente ao
estresse oxidativo causado pela exposicao a alta glicose, que teria um papel-chave na
ativacao de vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na inducdo da expressdao génica
inflamatéria®. Por outro lado, a exposi¢do a elevada concentragio de glicose também
aumentou marcadamente a expressdo génica da citocina anti-inflamatéria IL-10.
Especulamos que o aumento da expressdo de IL-10 estaria relacionado a indugdo de
fungio tolerogénica nas células dendriticas pela alta glicose™, que pode estar implicada
na menor resisténcia a infeccdo. E preciso considerar as limitagdes relacionadas a
analise restrita a avaliacdo da expressdo génica (RNAm), uma vez que mecanismos pos-
transcricionais podem influenciar notadamente a produgao e secrecdo das proteinas. No
entanto, ndo podemos afastar a possibilidade que a expressdo génica observada apds 18
h de estimulo com LPS seja influenciada por proteinas secretadas pelas células neste
periodo, em se tratando de genes de resposta rapida/precoce como TNF e IL-12 (ndo
avaliado).

E interessante destacar que a regulacio da expressdo de IL-10 por LPS foi a

unica ndo afetada pela exposicdo a alta concentracdo de glicose em comparagdo as
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células expostas a concentracdo normal de glicose. O estimulo com LPS de células
expostas a alta concentragao de glicose deixou de induzir a expressao de TNF e resultou
em efeito oposto na expressao de IL-6. No caso da expressao de TNF, ¢é possivel que a
alta concentragdo de glicose ja represente um estimulo tdo potente que tornou as células
irresponsivas ao estimulo adicional com LPS, em contraste a indu¢do observada em
células expostas a concentragcdes normais de glicose. Em relacdo a expressdao de IL-6,
especulamos que a modulagdo de vias de sinalizagdo especificas (por ex., STAT3) pode
estar associada a redug¢do da expressdo de IL-6 observada na presenca de alta
concentragdo de glicose em comparagdo a concentragdo de glicose normal.

A elevada concentragdo de glicose inibiu a quimiotaxia das células dendriticas.
Este achado ndo deve estar relacionado a modulacdo da expressio de CCR7 ou ao
estado de maturagdo das DCs, uma vez que nossos resultados indicaram que nao houve
efeito significativo da alta concentracdo de glicose na maturagdo de células dendriticas.
No entanto, na presenc¢a do estimulo quimiotatico com CCL-19, as células expostas a
alta concentragdo de glicose tiveram aumento significativo da quimiotaxia, o que ndo
foi observado nas células cultivadas em concentragcdes normais de glicose, que se
mostraram irresponsivas a CCL-19. De qualquer forma, mesmo na presenca de CCL-19,
a quimiotaxia de DCs expostas a elevada concentracdo de glicose foi inferior a de DCs
expostas a concentra¢do normal de glicose. Esses resultados podem ser caracteristicos
da linhagem celular DC2.4 e de seu estado basal de ativagio/maturagdo. E possivel que
o aumento da quimiotaxia induzido por CCL-19 verificado apenas quando as células
DC2.4 foram expostas a elevada concentracdo de glicose pode ser mediado por aumento
no metabolismo energético celular. Como complementacdo deste experimento,
verificando o efeito da exposicdo a concentragdes normais e elevadas de glicose
acrescentando a influéncia do microambiente associado ao diabetes in vivo (com o
acimulo de AGEs, ROS e mediadores inflamatdrios), avaliamos o “homing” das DCs
para os linfonodos in vivo. Notadamente, a condig@o de diabetes in vivo foi associada a
marcante redu¢do da migracdo de DCs aos linfonodos. Este efeito deve ser, ao menos
em parte, influenciado pela exposi¢@o a elevada concentracdo de glicose, uma vez que
em animais nao-diabéticos a migragdo de DC2.4 expostas a elevada concentragdo de
glicose foi significativamente inibida em comparacdo as DC2.4 expostas a
concentragdes normais de glicose.

Coletivamente, os resultados deste estudo indicam que a exposi¢do a elevada

concentragdo de glicose afeta a biologia de células dendriticas. Esta influéncia ¢
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complexa e por um lado tem um efeito supressor da fun¢do de ativagdo da resposta
imune (reducdo da proliferagdo e sobrevivéncia das DCs, inibi¢do da fagocitose e
quimiotaxia / homing); por outro lado estd relacionada a inflamag¢do (aumento da
expressdo de TNF e da produg¢do de ROS). Estes efeitos da elevada concentracdo de
glicose encontram paralelo nos aspectos de menor resisténcia a infeccdo e maior

severidade de inflamagdo cronica associados a condi¢ao de diabetes in vivo.
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7 CONCLUSAO

Em resposta a hipotese deste trabalho, concluimos que a exposi¢do a elevada

concentragdo de glicose afeta a biologia de células dendriticas.
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