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RESUMO

As vesiculas extracelulares (VES) derivadas de células dendriticas (DCs) tém atraido atencéo
pela sua atividade na inducdo de repostas imunoldgicas especificas. Essas nanomoléculas
secretadas por diferentes tipos celulares, em particular aquelas derivadas de DCs, séo
delimitadas por bicamada lipidica e estdo relacionadas com a apresentacdo antigénica aos
linfocitos T por meio da expressao de MHC e moléculas coestimulatorias em sua superficie
vesicular. Durante o seu desenvolvimento, as DCs imaturas sofrem estimulos que
influenciam no seu estado de maturacao, tais como citocinas e peptideos antimicrobianos. A
catelicidina LL-37 é um peptideo antimicrobiano predominante em ambientes inflamatérios
e com capacidade imunomodulatéria, incluindo a de promover a plasticidade do estado de
diferenciacdo de DCs. Entretanto, ndo ha relato na literatura se o estimulo da LL-37 sob as
DCs reflete no perfil de VEs secretadas por essas células. Nesse sentido, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar funcionalmente VEs derivadas de DCs induzidas por LL-37.
Inicialmente, as DCs foram obtidas a partir da medula 6ssea de camundongos (BMDCs),
expostas com LL-37, durante e ap0s a sua diferenciacao, para a verificacdo da sua atividade
funcional por meio da dosagem das citocinas TNF-a, IL-6, 1L-12p70, IL-10, IL-1B ¢ a
quimiocina CCL2, por teste imunoenzimatico ELISA. As VEs (VE-LL-37) foram entéo,
obtidas do sobrenadante das culturas celulares das BMDCs e purificadas por
ultracentrifugacao diferencial e, em seguida caracterizadas quanto ao tamanho e distribuicéo,
por técnica de resisténcia de pulso (tRPS) e quanto a morfologia, por microscopia eletrénica
(MET). Inicialmente, as VE-LL-37 induziram a producédo de citocinas, incluindo a 1L-12,
tanto em DCs como em macrofagos. Além disso, a interacdo dessas VESs com linfocitos T
alogénicos levou a ativagdo MHC-dependente dessas células com producdo de IFN-y,
sugestivo de fendtipo T1. Na reacdo mista de leucécitos utilizando o modelo de infeccgdo in
vitro de BMDCs por Paracoccidioides brasiliensis, o tratamento desses fagocitos com VE-
LL-37 levou areverséo de um perfil T2, induzido pelo fungo, para T1. Finalmente, utilizando
macrofagos infectados pelo P. brasiliensis verificamos, ao avaliar a viabilidade fingica, a
producdo de NO e TNF-a, que as VEs ndo tém a capacidade de modular as células
infectadas. Os achados preliminares nesse estudo contribuem para a compreenséo dos efeitos
imunomodulatorios, na producéo de citocinas e inducdo da resposta predominante T1, pelos
quais as VEs derivadas de DCs estimuladas por LL-37 influenciam as respostas imune inata
e adaptativa, abrindo novas possibilidades do uso de VEs no controle das respostas
imunoldgicas, seja como terapia ou adjuvante em tratamentos imunomoduladores.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares, células dendriticas, LL-3, acdo imunomodulatoria
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) derived from dendritic cells (DCs) have attracted attention for
their ability to induce specific immune responses. These nanomolecules released by different
cell types, specially DCs, are lipid bilayer-delimited and are related to antigenic presentation
to T lymphocytes by MHC and costimulatory molecules expression on their surface. During
their development, immature DCs sense environment cues that influence their maturation
state, such as cytokines and antimicrobial peptides. Cathelicidin LL-37 is an antimicrobial
peptide predominantly found in inflammatory environments and with immunomodulatory
capacity, including the promotion of DCs differentiation state plasticity. However, there is
no report in the literature describing EVs derived from LL-37-treated DCs. In this sense, the
aim of the present study was to functionally characterize DCs-derived EVs induced by LL-
37. Initially, DCs were obtained from mouse bone marrow (BMDCs), exposed with LL-37,
during and after its differentiation, that induced the production of proinflammatory cytokines
TNF-0, IL -6, IL-12p70, and chemokine CCL2, by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). The EVs (EV-LL-37) were obtained from the supernatant of these cells and
purified by differential ultracentrifugation and then characterized by size and distribution by
pulse resistance technique (tRPS) and morphology by Transmission Electron Microscopy
(MET). EV-LL-37 was capable of inducing cytokines secretion, including IL-12, in both
DCs and macrophages. In addition, the interaction of these EVs with allogeneic T
lymphocytes led to the MHC-dependent activation of these cells with IFN-y production,
suggestive of T1 phenotype. In the mixed leukocyte reaction using the model of in vitro
infection of BMDCs by Paracoccidioides brasiliensis, the treatment of these phagocytes
with EV-LL-37 led to the reversion of a predominant T2 to T1 profile. Finally, employing
macrophages infected with P. brasiliensis, we verified that EV-LL-37 did not modulate the
fungicidal activity of these macrophages. Accordingly, NO-and TNF-a production, by these
phagocytes were not affected by the presence of EV-LL-37. Preliminary findings in this
study contribute to the understanding of immunomodulatory effects on cytokine production
and induction of the predominant T1 response, in which EVs derived from DCs stimulated
by LL-37 influence innate and adaptive immune responses, opening new possibilities for the
use of EVs in the control of immunological responses, either as therapy or adjuvant in
immunomodulatory treatments.

Key words: Extracellular vesicles, dendritic cells, LL-37, immunomodulatory activity
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Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

CONSIDERACOES INICIAIS

A descoberta das vesiculas extracelulares como nova estratégia de comunicacao
celular e o seu potencial na modulacdo da resposta imunoldgica tem impulsionado as
pesquisas sobre o assunto. Estudos apontam o papel dessas vesiculas em processos
fisiologicos e patofisioldgicos. Possivelmente, as células secretoras dessas nanovesiculas
sofrem influéncia de fatores soluveis secretados durante um curso infeccioso, alterando
quantitativamente e qualitativamente a sua producdo. Da mesma forma que os fatores e
mecanismos que afetam a plasticidade das células dendriticas e sua acdo no sistema imune,
a compreensdo do papel de vesiculas extracelulares derivadas dessas células ainda ndo esta
totalmente esclarecido.

As vesiculas extracelulares derivadas de células dendriticas tem sido amplamente
estudada, haja visto o seu papel central na inducéo da resposta imune adaptativa, contudo, a
literatura é escassa no que se refere a producdo das vesiculas ap6s serem submetidas a
tratamentos com peptideos antimicrobianos.

E importante destacar que o campo de estudos de vesiculas extracelulares é
relativamente recente e bastante dindmico no que tange aos protocolos e métodos utilizados
para a sua obtencdo, isolamento e purificacdo. De modo que a metodologia empregada na
execucdo desse trabalho sofreu adequacdes e modificaces, embora tenha sido mantida a

consisténcia cientifica sempre que possivel.
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Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

1. AS VESICULAS EXTRACELULARES

A comunicacdo e troca de informac6es entre as células pode ocorrer por meio de
secrecdo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e pequenos mediadores celulares
(p.ex. nucleotideos e ions de Oxido nitrico); pela adesdo célula-célula, mediada por
moléculas de adesdo e; pelo uso de nanottbulos (RATAJCZAK et al., 2006). O papel das
vesiculas extracelulares (VES), particulas esféricas e de tamanho variando entre 30 nm a 1
pum, derivadas de células e envolvidas na comunicacdo celular, surge como um outro
mecanismo na década de 80 (HARDING et al., 1983; PAN & JOHNSTONE, 1983).

1.1. Histérico

Em meados da década de 40, estudos preliminares realizados por CHARGAFF e
WEST apontam a descoberta de vesiculas derivadas de células ao observarem que o tempo
de coagulacdo do plasma aumentava significantemente em funcgédo do tempo e velocidade de
centrifugacdo do sobrenadante. Ademais, ao adicionarem o precipitado (pellet) do plasma
depletado do fator de coagulagéo notava-se a reducdo do tempo da cascata de coagulacéo,
indicando a presenca de um fator subcelular envolvido nesse processo. Apds 20 anos, esse
fator subcelular foi identificado por microscopia eletrbnica e morfologicamente
caracterizado por pequenas vesiculas originadas de plaquetas, denominadas de “poeira de
plaquetas” por WOLF (1967).

A primeira evidéncia da capacidade funcional das VEs foi demonstrada por PETER
WOLF em 1967. Em seu estudo, que pretendia explicar o trabalho de CHARGAFF e WEST
(1946), observou que em amostras de plasma livre as plaquetas possuiam capacidade de
gerar trombina. Em 1970, WEBBER e JOHNSON apresentaram a eletromiografia do
brotamento de particulas por plaquetas ativadas (Figura 1). Nos anos seguintes, os trabalhos
de PALADE (1975) e ROTHMAN contribuiram para o delineamento do papel das vesiculas
na via de secrecdo do transporte de proteinas intracelulares, especialmente enzimas,
horménios e neurotransmissores; apontando evidéncias para outras vias (FRIES e
ROTHMAN, 1980; ROTHMAN, 2002). Posteriormente, foi demonstrado que reticulécitos
empacotam o receptor para transferrina no interior de vesiculas, possibilitando a maturagdo
em eritrocitos (PAN & JOHNSTONE, 1983). E finalmente em 1985, os autores provaram
que essa transferéncia era mediada por exossomos (PAN et al., 1985). Assim, nas decadas
seguintes, poucas pesquisas foram realizadas e somente nos ultimos 20 anos sofreu

expansao.
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Figura 1. Eletromicrografia de plaquetas ativadas liberando microvesiculas por brotamento de membrana
plasmética. A imagem foi reproduzida a partir de WEBBER e JOHNSON, 1970. © 1970, American Society
for Investigative Pathology. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

1.2. Nomenclatura e classificacédo

As VEs circulam nos espacos extracelulares e fluidos biolégicos e sdo diferenciadas
de acordo com a sua biogénese, suas proteinas marcadoras de membrana e proteinas internas,
sua densidade de flutuacdo em gradiente de densidade e o seu tamanho (RAPOSO e
STOORVOGEL, 2013). A diversidade de caracterizacao das vesiculas, somadas ao interesse
do meio académico e aumento dos estudos nessa area, e ao fato de que cada tipo de célula
pode liberar um conjunto heterogéneo de vesiculas, resultou na dificuldade da adogéo de
uma nomenclatura padronizada para as VES.

As vesiculas sao liberadas por células de mamiferos (COSTA-SILVA et al., 2015),
bactérias gram-negativas (LI et al., 1998) e gram-positivas (LEE et al., 2009), fungos
(RODRIGUES et al., 2008), leveduras (OLIVEIRA et al., 2010), parasitas unicelulares
como o protozodrio causador da maléria (COUPER et al., 2010), células de plantas
(DORMANN et al., 2014), nematodeos (MAIZELS et al., 2012) e moscas (GROSS et al.,
2012).

Desse modo, até o ano de 2012 ndo havia um critério bem estabelecido na literatura

em relacdo a nomenclatura para as VES, 0 que levava os pesquisadores a nomea-las de acordo
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com a celula que as originou (VAN DER POL et al., 2015): tolerossomos (células do epitélio
intestinal), oncossomos (células tumorais), prostassomos (células da prostata), dexossomos
(células dendriticas) e vesiculas de matriz (osteoblastos e cartilagem) (OSTMAN et al.,
2005; DI VIZIO et al., 2009; RONQUIST, 2015; LE PECQ, 2005; SCHMIDT et al., 2015).
Outros termos sdo associados ao mecanismo de biogénese, como €x0ssomos,
microvesiculas, microparticulas (COCUCCI et al., 2009; THERY et al., 2009; BEYER e
PISETSKY, 2010; MATHIVANAN et al., 2010) e corpos apoptdticos (THERY et al., 2009;
BEYER e PISETSKY, 2010; MATHIVANAN et al., 2010) tém sido empregados como

sindbnimos e com significados distintos entre os pesquisadores (Figura 2).

Figura 2. Eletromicrografia de transmissdo de vesiculas derivadas de células humanas isoladas por
centrifugacdo diferencial a partir de amostras de plasma (A; exossomos, didmetro <100 nm), de urina (B;
microvesiculas, diametro >100 nm), de saliva (C; exossomos e particulas de membrana, didmetro <100 nm)
Na imagem D (eletromicrografia de varredura), tem-se célula endotelial da veia umbilical humana liberando
vesiculas apoptdticas. A imagem foi reproduzida a partir de VAN DER POL et al, 2012.

2 ¢

Ademais, os termos “ectossomos”, “particulas de membrana” e “vesiculas exossomo-
like” sdo designadas a partir de caracteristicas fisico-quimicas, incluindo o tamanho,
densidade, aparéncia na microscopia, sedimentacdo, composic¢do lipidica, principais
marcadores proteicos de superficie e origem subcelular (THERY et al., 2009).

Finalmente, em 2014, a “International Society of Extracellular Vescicles (ISEV)”,
encorajou o uso do termo VESs para caracterizar todas as vesiculas secretadas por diferentes
tipos celulares e que os pesquisadores fornecam subsidios claros ao reportar a populacdo de
VEs em cada area de investigagdo (GOULD & RAPOSO, 2013; LOTVALL et al., 2014),
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sendo adotado como consenso trés classes de VESs: exossomos, microvesiculas e corpos

apoptéticos (Figura 3).
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Figura 3. Sumaério da nomenclatura de VEs. O termo VE é amplo e refere-se a todas as vesiculas secretadas
por células e suas populagdes incluem os exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. Adaptado de
GYORGY etal., 2011.

Os exossomos sdo vesiculas derivadas de células presentes em quase todos os fluidos
bioldgicos, como urina, sangue, ascites e fluido cerebrospinal (PISITKUN et al., 2004;
CABY et al., 2005; KELLER et al., 2006; VELLA et al., 2008); soro e plasma, meio de
cultura celular. Séo vesiculas de bicamada lipidica, apresentam diametro entre 30 a 130 nm
e flutuacdo em gradiente de densidade de sacarose no plasma entre 1,15 e 1,27 g/ml-1 e em
células em cultura entre 1,13 — 1,19 g/mL-1 (CABY et al., 2005). Possuem proteinas
envolvidas no transporte e fusdo da membrana, como a Rab, GTPases, anexinas e flotilina;
componentes do Complexo Endossomal requerido para o Transporte (Endossomal Sorting
Complex Required for Transport, ESCRT), tais como a Alix, gene de susceptibilidade
tumoral (TSG101), proteinas de heat shock (HSPs), integrinas e tetraspaninas, incluindo a
CD63, CD81 e CD82 (COCUCCI et al., 2009; SIMONS e RAPOSO, 2009; THERY et al.,
2009; BEYER e PISETSKY, 2010; MATHIVANAN et al., 2010; BOBRIE et al., 2011;
CHAPUT e THERY, 2011; RECORD et al. 2011).

As vesiculas secretadas durante o estresse celular a partir da membrana plasmatica
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sdo designadas como vesiculas celulares, termo também usado para descrever populagdes
totais de vesiculas isoladas de fluidos biologicos (NIEUWLAND et al., 1997; HEIJNEN et
al., 1999; BEYER e PISETSKY, 2010). Possuem maior tamanho quando comparadas aos
exossomos, com didmetro variando entre 100 nm e 1,0 um (THERY et al., 2009). Porém,
alguns estudos mostram variagfes no didmetro de vesiculas obtidas de plasma humano
aliado ao uso de diferentes técnicas de isolamento, por exemplo, WOLF (1967) e TURIAK
e colaboradores (2011) mostraram, respectivamente, vesiculas com diametros variando entre
20 50 nm e 200 a 800 nm por meio de MET. DRAGOVIC e colaboradores (2011)
observaram vesiculas com tamanho médio de 80 nm utilizando Nanotracking Particle
Analysis (NTA). Nota-se, dessa forma, que ha uma sobreposicdo de exossomos e
microvesiculas em amostras, sendo dificil a sua separacdo baseada no tamanho e forma,
porque ambas podem apresentar a morfologia de “taca” (cup-shaped) no MET (Figura 2).
As particulas de membranas, menos estudadas, possuem origem na membrana plasmatica de
células epiteliais, estdo presentes em fluidos corporais em contato com o epitélio como a
saliva, urina e fluido seminal e coexistem com exossomos na saliva (MARZESCO et al.,
2005; BERCKMANS et al., 2011). Apresentam o mesmo diametro dos exossomos, porém
com menor densidade (1.032 — 1.068 g/mL) em gradiente de sucrose e nao expressam 0
marcador de superficie CD63 (MARZESCO et al., 2005). Os corpos apoptoticos, por sua
vez, sdo vesiculas que frequentemente expdem fosfatidilserina, liberadas apds a apoptose
celular. Apresentam diametro variando entre 1 a 5 um, densidade de 1.16 a 1.28 g/mL e com
morfologia tipicamente heterogénea ao MET (KERR et al., 1972; THERY et al., 2001;
HRISTOV et al., 2004; TURIAK et al., 2011).

1.3. Biogénese

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na biogénese das vesiculas
extracelulares é um aspecto importante na sua classificacdo, resultando na sua liberacao a
partir de corpos multivesiculares com a membrana plasmatica ou via brotamento e fissao da
membrana plasmatica (AKERS et al., 2013). A biogénese das vesiculas extracelulares
usualmente ocorre pela via classica, com a formacdo do exossomo e, pela via direta, por
brotamento e fissdo da membrana plasmatica, entretanto, ndo fica limitada a somente as duas
(Figura 4). BOOTH et al. (2006) mostraram que certas células possuem dominios da
membrana plasmatica que sdo enriquecidas com proteinas exossomais e endossomais,
capazes de reter a propriedade endossomal durante o brotamento e mediando, assim, a

biogénese de exossomos.
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Figura 4. Representacdo esquematica das vias de biogénese de vesiculas extracelulares. As microvesiculas
(MVs) brotam diretamente a partir da membrana plasmaética, enquanto os exossomos tem origem dentro da
subpopulacéo de corpos multivesiculares (multivesicular bodies, MVBSs) que quando maduros, fundem-se
com a membrana plasmatica. Alternativamente, a via de MVBs inclui a fusdo com lisossomos ou
autofagossomos, embora pouco se saiba sobre esse mecanismo. A fusdo do MVB com a membrana
plasmatica é regulada por um processo complexo que inclui o trafego de MVB ao longo de microtibulos até
a membrana plasmatica e a fusdo mediada por SNARE. A imagem foi reproduzida a partir d¢ BEBELMAN
et al., 2018.

1.3.1 Via Classica

Os exossomos sdo formados pela via endossomal a partir da invaginacdo da
membrana citoplasmatica do endossomo primario, dando origem aos compartimentos
multivesiculares internos (do inglés, Multivesicular Bodies, MVBs,) na célula. Estes MVBs
formam vesiculas internas nas células chamadas de vesiculas intraluminais (ILVs). Apos a
fusdo dos MVBs com a membrana plasmatica ocorre a liberacdo das ILs no espago
extracelular, quando passam a ser chamadas exossomos (COLOMBO et al., 2014). J& foram
descritos diferentes mecanismos da biogénese de MVBs, porem o papel crucial de
microdominios de membrana (do inglés, lipid raft) em sua formacdo foram estabelecidos
por TRAJKOVIC et al. (2008). A formagdo de ILVs é direcionada pelo Endossomal Sorting

Complex Required for Transport (ESCRT) que possui quatro complexos principais: 0, I e Il
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— reconhecem e ubiquitinam proteinas endocitadas na membrana intracelular da vesicula e,
o complexo ESCRT I1I (inclui Alix e TSG101) responsavel por orquestrar a invaginagdo e
cisdo da ILV para formar os MVBs.

Embora a origem de subpopulacdes de MVB nao esteja totalmente elucidada, estudos
apontam para o papel de lipidios em um processo independente de ESCRT. Verificou-se que
MVBs ricos em colesterol eram destinados a liberacdo como exossomos (MOBIUS et al.,
2003). Além disso, a associacdo de proteinas exossdmicas com microdominios de jangada
lipidica foi encontrada para segregar MVBs para a secrecdo de exossomos em vez de
degradacéo lisossdmica (BABST et al., 2005). A ceramida também foi detectada dentro dos
exossomos, que é hidrolisada a partir da esfingomielina fosfolipidica pelas enzimas
esfingomielinase. A adicdo de esfingomielinases exdgenas as células induziu a agregacéo de
microdominios de jangada lipidica em vesiculas intracelulares e brotamento interno,
produzindo ILVs. Além disso, a inibicdo das esfingomielinases reduziu a secrecdo de
marcadores exossomicos, como as tetraspaninas e TSG101 (MARSH e VAN MEER, 2008),
sugerindo um papel para a ceramida na producdo de ILVs destinadas a secrecdo de
exossomos. No entanto, outros demonstraram que a inibicdo das esfingomielinases tem
pouco ou nenhum efeito sobre a secrecdo do exossomo (TRAJKOVIC et al., 2008),
sugerindo que esse processo pode ser especifico para células. As tetraspaninas,
particularmente o CD63, também foram propostas como estimuladoras independentes do
ESCRT para a formacdo de ILV e secrecdo de exossomos (BUSCHOW et al., 2009;
BOBRIE et al., 2011) e sdo conhecidas por serem enriquecidas em ILVS e ex0ssomos
(SAVINA et al., 2005). A fosfolipase D2 (PLD2), que € altamente enriquecida em
ex0ssomos, € necessaria para a formacéo de ILVs contendo CD63 (WHITE et al., 2006). O
PLD2 tem como alvo a fosfatidilcolina (PC) na membrana plasmatica para produzir acido
fosfatidico que, similarmente a ceramida, tem sido implicado na formacdo de MVBs.
Recentemente, mecanismos independentes e dependentes do ESCRT mostraram formar
ILVs de diferentes tamanhos (HSU et al., 2010), fornecendo um método potencialmente

simples de distinguir populagdes de ILV.

1.3.2 Via Direta

As microvesiculas possuem tamanho bastante heterogéneo, variando entre 50 nm a
> 10 um e por essa razdo, podem ser originadas por mecanismos diversos e multiplos. No

estado de repouso, quando as células ndo estdo sob estimulo, a bicamada fosfolipidica
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encontra-se assimétrica (MANNO et al., 2002), mantida pela sintese de fosfolipideos em um
arcabouco especifico da membrana e pela presenca de trés enzimas translocase — flipase,
flopase e escramblase. A ativacdo da célula resulta no aumento de calcio citosélico que
regula a funcdo dessas enzimas, o que promove a exposicdo de fofatidilserina
aminofofolipideo, localizado na porcéo citoplasmatica da bicamada lipidica (SEIGNEURET
et al.,, 1984; DALEKE, 2003). Somado a essa condi¢do, a clivagem da actina no
citoesqueleto dessa célula ativada promove o brotamento e liberacdo da membrana
plasmatica na forma de microvesiculas. A maquinaria ESCRT esta envolvida na producéo
de nanovesiculas enriquecidas com proteinas de superficie celular, reflexo de sua origem na
membrana plasmatica (NABHAN et al., 2012; WANG e LU, 2017). Além disso, similar ao
papel da esfingomielina fosfatidierase, nSMase2, na formacédo de ILs, a esfingomielinase
acida induz a producdo da microvesicula dependente de ceramida, indicando a sua
participagdo na biogénese de EVs derivadas de MBVs e membrana plasmatica (BIANCO et
al., 2009).

1.4. Composicao das vesiculas extracelulares

A heterogeneidade na biogénese das VEs relaciona-se diretamente a sua
composicao, embora possuam a mesma origem celular. Ademais, ainda € um desafio afirmar
a presenca de apenas um tipo de vesicula em uma preparacéo, existindo subpopulacdes entre
0S exossomos e as microvesiculas, na qual cada subpopulacdo contém proteinas de
membrana especificas e carregamentos especificos (TKACH e THERY, 2016). Os
exossomos sdo enriquecidos com a presenca de alguns componentes de trdfego, como a
Tsg101, Alix e tetraspaninas (CD63, CD9 e CD81), desse modo, indica que poderiam ser
utilizados como marcadores especificos (MATHIVANAN et al., 2010; LOTVALL et al.,
2014; MINCIACCHI et al., 2015; KEERTHIKUMAR et al., 2015). Porém, o estudo de
KOWAL e colaboradores (2016) demonstrou a presenca de CD63, CD9 e CD81 em uma
subpopulacdo de pequenas VEs derivadas da membrana plasmatica, revelando que as
tetraspaninas sdao marcadores genéricos para as VES. As microvesiculas, em contrapartida,
diferentemente dos exossomos, possuem composicdo molecular menos definida. A depender
do tipo celular que a secretou podem ser enriquecidas com metaloproteinases, glicoproteinas
e Mac-1 (MARTINEZ DE LIZARRONDO et al., 2012; FALATI et al., 2003; MEZOUAR
etal., 2015; PLUSKOTA et al., 2008; MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010).

Todas as VEs compartilham uma caracteristica composi¢do de biomoléculas:
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proteinas, lipideos (colesterol) (LAULAGNIER et al., 2005; TRAJKOVIC et al., 2008;
LLORENTE et al., 2013), material genético (p.ex. mMRNA, miRNA, tRNA e DNA) e
metabolitos de baixo peso molecular (p.ex. aminoacidos, ATP etc) (VALADI et al., 2007;
MITTELBRUNN etal., 2011; NOLTE-"T HOEN etal., 2012; MONTECALVO etal., 2012;
VAN DEN BOORN et al., 2013; RAIMONDO et al., 2011).
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Figura 5. Composi¢do molecular de uma tipica vesicula extracelular inclui material genético, proteinas e
lipideos. As proteinas de EVs incluem proteinas transmembréanicas e extracelulares associadas a lipideos (p.ex.
tetraspaninas, moléculas de adeséo celular), proteinas citosélicas (p.ex. envolvidas na biogénese do endossoma
multivesicular e transdutoras de sinais), proteinas intracelulares (p.ex. HSP90), proteinas extracelulares (p.ex.
fibronectina) etc. A imagem foi reproduzida a partir de WEN et al., 2017.

1.4.1 Marcadores proteicos

Os marcadores canonicos das VEs estdo associados a sua origem e funcao, podendo
ser divididos em quatro categorias, baseado na recomendacdo da Sociedade Internacional de
Vesiculas Extracelulares: (i) proteinas transmembrana ou ligada a lipideo extracelular que
estdo enriquecidas em isolados de VEs, incluem as tetraspaninas (CD63, CD9 e CD81),
integrinas, moléculas de adesédo celular, receptores para fatores de crescimento, proteinas
heterodimérica G (GNA) etc; (ii) proteinas citosolicas com capacidade de ligagdo a
membrana ou receptor e presentes em isolados de VEs, tais como, aquelas envolvidas na
formacgé@o do endossomo multivesicular (Tsg101, anexina, Rabs) e na transducdo de sinal
(sintenina); (iii) proteinas intracelulares associadas a outros compartimentos na membrana
plasmatica e endossomos que estdo ausentes ou pouco representadas em VES, como as
proteinas do reticulo endoplasméatico (HSP90BL1, calnexina), componentes do Golgi

(GM130), proteinas de mitocondria (citocromo C) e do complexo argonauta/RISC (AGO)
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e; (iv) proteinas que ligam-se especificamente ou ndo as membranas e sdo co-isoladas com
VEs, como por exemplo a acetilcolinesterase (AChE), albumina sérica, proteinas de matriz
extracelular (fibronectina e colageno), proteinas sollveis secretadas (citocinas, fator de
crescimento, metaloproteinases de matriz). Além desses, as VESs carregam uma variedade de
marcadores especificos da célula secretora que auxiliam na identificacdo da origem da
vesicula (Tabela 1).

Cada proteina marcadora pode estar presente em alguns subtipos de VES e ndo em
outros (TKACH e THERY, 2016). Histonas, proteassoma e componentes do ribossomo sdo
provavelmente liberados em VEs com didmetro maior, derivadas da membrana plasmatica
e/ou vesiculas apoptéticas, e ndo em exossomas (SCHILLER et al., 2008).

As andlises protedmicas viabilizaram a identificacdo de varios marcadores
moleculares das vesiculas extracelulares e a criacdo de banco de dados especificos. O
primeiro a surgir foi o ExoCarta, no ano de 2009. ExoCarta compilava moléculas proteicas
e RNA identificados em exossomos e estd disponivel para acesso por meio do site
http://exocarta.ludwig.edu.au (MATHIVANAN e SIMPSON, 2009). Em 2012, o
Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org) substitui o ExoCarta por permitir avaliar
manualmente dados moleculares de lipideos, RNA e proteinas, identificados em diferentes
classes de VEs oriundos de mais de 300 estudos independentes publicados ao longo dos
ultimos anos (KALRA et al., 2012). No ano de 2013, foi criado um banco de dados de
vesiculas extracelulares de organismos procariotos e eucariotos, o EVpedia
(http://evpedia.info) que fornece conjuntos de dados em larga escala de componentes
vesiculares — proteinas, mMRNAs, miRNAs e lipideos, presentes em VEs de procariontes,
eucariontes ndo-mamiferos e mamiferos (KIM et al., 2013). Adicionalmente, objetivando a
padronizacdo do uso de métodos analiticos validados e de parametros experimentais
adequados, a ISEV estabeleceu, em 2014, as diretrizes contendo informagfes minimas para
o0s estudos com VEs (do inglés Minimal Information for studies of extracelular vesicles
MISEV) (WITWER et al., 2013; LOTVALL et al., 2014). Contudo, o nimero de pesquisas
sobre a tematica tem dificultado a adogdo dessas diretrizes. Dessa forma, um consorcio
internacional implementou a plataforma EV-TRACK pautada em sete aspectos:
comunidade, inquérito, metodos, biologia de VEs, coaching, VE-métrica e upload;
desenvolvido para criar o dialogo entre os pesquisadores sobre 0s parametros experimentais
de relevancia, melhorar o rigor e interpretacdo dos experimentos com VEs e registrar a

evolugéo da pesquisa com VEs (DEUN et al., 2017)
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Tabela 1. Marcadores especificos de células utilizados na andlise de VEs de fluidos biolégicos para identificar
a sua origem celular.

TIPO CELULAR MARCADOR/ANTIGENO REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Linfécitos B BCR, CD19 CHAPUT e THERY, 2011; GUSTAFSON
et al., 2015.

Células dendriticas CD11c CHAPUT e THERY, 2011

GUSTAFSON et al., 2015; CONNOLLY

et al., 2014; CHRISTERSSON et al.,

2013; AGOUTI et al., 2015; BURTON et

al., 2013; JAYACHANDRAN et al.,

2012; SHAH et al., 2008.

GUSTAFSON et al., 2015; CONNOLLY

et al., 2014; CHRISTERSSON et al.,

2013; AGOUTI et al., 2015; SHAH et al.,

2008; WEISS et al., 2015.

GUSTAFSON et al., 2015; AGOUTI et

al., 2015; WEISS et al., 2015.

WEISS et al., 2015; SHAH et al., 2008;

ALEMAN et al., 2011.

GUSTAFSON et al., 2015; CONNOLLY

et al., 2014; CHRISTERSSON et al.,

2013; AGOUTI et al, 2015;

JAYACHANDRAN et al., 2012; WEISS

etal., 2015; SHAH et al., 2008; ALEMAN

et al., 2011; CONNOR et al., 2010.

Reticuldcitos CD71 AGOUTI et al., 2015.

Linfécitos T CD2, CD3, CD86 ect';'ﬁpzﬂg VRIS, 20 EIS L AEEOI

CD31, CD62E, CD144,

Células endoteliais CD146

Eritrocitos CD235a, CD236

Leucocitos CD15, CD45

Monacitos CD11b, CD14

Plaguetas CDA41, CD42a, CD42b, CD61

1.4.2 RNA

A presenca de RNA no conteudo molecular de vesiculas extracelulares é bastante
recente (VALADI et al., 2007). Esse artigo mostrou a presenca tanto de RNA mensageiro
quanto microRNAs em exossomos derivados de linhagem celular de mastocitos humanos e
murinos. Esses dois tipos de RNAs podem ser transferidos de um mastocito para outro,
provavelmente por meio da fusdo do exossomo a membrana celular do destinatario. O
mRNA é funcionalmente entregue e o pode levar a traducdo de novas proteinas em uma
célula receptora. Utilizando microarranjos para mMRNA e miRNAs foram identificados 1.300
MRNAs e 120 miRNAs nestes exossomos derivados de mastocito, esses RNAs parecem ser
especificos dos exossomos, ja que ndo foram detectados nas células doadoras. Além disso,
foi demonstrado em experimentos in vitro que o0 mMRNA transportado por exossomos de
mastocito de camundongos sdo funcionalmente entregues, pois, quando adicionados a
células de mastdcitos humanos levam a tradugéo de proteinas de camundongos nas células

humanas. O RNA transportado entre as células via exossomas recebeu a denominacgdo de
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exosomal shuttle RNA (esRNA) (VALADI et al., 2007). A partir deste estudo pioneiro, as
VEs foram purificadas da maioria dos tipos celulares e de fluidos bioldgicos como saliva
(PALANISAMY et al., 2010), urina (PISITKUN et al., 2004), leite materno (ADMYRE et
al., 2007), soro (ALMQVIST et al., 2008), plasma (CABY et al., 2005) e fluidos nasal
(LASSER et al., 2011), brénquico (QAZI et al., 2010), seminal (GATTI et al., 2005) e
amniotico (KELLER et al., 2007). Ademais, houve um aumento expressivo de publicagdes
na area da imunologia dos tumores, inspirados pela hipétese de que os miRNAS, no interior
de VEs, poderiam desencadear acdo semelhante aos horménios no microambiente tumoral.
A presenca de mRNA em VEs produzidas pelas células maternas e secretadas no leite
materno, sugere a transferéncia pés-natal de material genético materno para o neonato
(IRMAK et al., 2012).

Em 2011, a aplicacdo terapéutica de VEs foi demonstrada por ALVAREZ-ERVITI
e colaboradores. Exossomos obtidos a partir de células dendriticas foram carregados com
pequenos RNA e sistematicamente injetados em camundongos. Os exossomos continham
uma proteina que os permitia translocar para a regido cerebral e silenciar genes especificos,
incluindo um gene alvo para a terapia da doenca de Alzheimer. Dessa forma, o conhecimento
da capacidade que VEs possuem de carrear acidos nucleicos funcionais fornece promissora
perspectiva no seu uso como alvo terapéutico, como também na potencial identificacdo de

biomarcadores para doencas atuais.

1.4.3 Lipideos

Os mediadores lipidicos sdo menos estudados, embora sejam precursores de
inimeras vias de sinalizagdo celulares. A anélise de sua composi¢do em VEs derivadas de
mastocitos, células dendriticas e linfécitos B revelam um enriquecimento de esfingomielina
quando comparado com as celulas, sugerindo a reserva de ceramida para a biogénese do
exossomos (LAULAGNIER et al., 2004; WUBBOLTS et al., 2003). A analise dos lipideos
de VEs tem se tornado mais popular com o uso de técnicas como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). O estudo de ZAKHAROVA e colaboradores
(2007) mostrou diferencgas na composicéo lipidica entre subpopulacdes de VEs derivadas de
plaquetas. A padronizacdo e adequacdo das técnicas empregadas para a investigacdo do
contetdo lipidico de vesiculas extracelulares poderd auxiliar na realizacdo de estudos
alternativos que ndo sejam baseados na proteémica ou detec¢do de acido nucleico.
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1.4.4 Pequenos RNAs néo codificadores (nCRNAS)

Ap06s mais de uma década do sequenciamento do primeiro genoma humano no ano
de 2003, ficou evidenciado que apenas uma pequena parcela do DNA (aproximadamente
1,5%) presente no genoma humano é transcrito em RNA mensageiro e traduzido em
proteinas (LANDER, 2011). Contudo, aproximadamente 80% do genoma tem capacidade
de transcrever moléculas de RNA ndo codificadores (nCRNAS) de proteinas que participam
do metabolismo celular (CONSORTIUM, 2012), envolvidos na regulacdo da expressdo
génica tanto em nivel pos-transcricional quanto, gendmico. Dentre os ncRNAs mais bem
estudados destaca-se 0s RNAs ribossomais (rRNA), RNAs transportadores (tRNA) e
microRNAs (miRNAs) (ESTELLER, 2011). Os microRNAs (miRNA) sdo RNAs de fita
simples, ndo codificadores de proteinas e com tamanho aproximado de 22 nucleotideos.
Estdo envolvidos na regulagdo da expressdo génica em nivel pds-transcricional, sendo
encontrados em plantas, animais e alguns virus (BARTEL, 2009). Controlam genes
envolvidos em varios processos bioldgicos, entre eles, apoptose, proliferacdo, diferenciacéo,
metastase (ALMEIDA et al., 2011) e em células de mamiferos desempenham papéis
importantes no desenvolvimento humano, na diferenciagdo celular, homeostase, na
adaptacdo ao meio ambiente, ontogénese, e nas interacBes das células hospedeiras com
agentes patogénicos (HA, 2011; MA et al., 2011).

1.5. Captura e trafego de vesiculas extracelulares

As bases moleculares e celulares envolvidas no direcionamento e captura de VEs
ainda ndo esta totalmente elucidado, porém alguns aspectos dependentes das células-alvo ja
sdo sugeridos. O processo muito provavelmente tem inicio com a interagdo entre a VE e a
célula-alvo. A fosfatidilserina (PS) presente em VESs derivadas de linfécitos T € reconhecida
por macrofagos e, sua consequente internalizacdo, resulta no acimulo de colesterol e TNF-
a (ZAKHAROVA et al., 2007), porém mesmo quando inibida, 0 mecanismo € mantido,
indicando a participagdo de outras moléculas. As integrinas expressas em vesiculas
derivadas de células endoteliais progenitoras e de células dendriticas (DEREGIBUS et al.,
2007; BUSCHOW et al., 2009) medeiam a internalizacdo de VEs e podem ainda, se
complexar com a tetraspanina Tspan 8 na superficie da VE contribuindo com o
reconhecimento das VEs (RANA et al., 2012). VEs derivadas de DCs maduras, expressando

MHC 1l e ICAM-1 (Intercelular Adhesion Molecule 1), podem ser recrutadas por DCs
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adjacentes com auxilio de LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated antigen 1), integrina de
linfécitos (SEGURA et al., 2007). A endocitose e fagocitose, como também a fusdo direta
com a membrana da célula-alvo sdo mecanismos de internalizacdo das VEs (MULCAHY et
al., 2014; FENG et al., 2010).

1.6. Vesiculas extracelulares e sua a¢éo sobre o sistema imunoldgico

A comunicacdo celular influencia diferentes processos fisiologicos e patoldgicos,
incluindo respostas imunoldgicas (ROBBINS e MORELLI, 2014; NOLTE-"HOEN e
WAUBEN, 2012), cancer (TICKNER et al., 2014) e doencas cardiovasculares (JANSEN et
al., 2017); além de entrega de fatores de viruléncia bacteriana ao hospedeiro (BOMBERGER
et al., 2009) e a modulacédo de respostas inflamatdrias e imunitarias na comunicacao feto-
mie (KSHIRSAGAR et al., 2012). E realizada entre diferentes tipos celulares, porém
quando envolve a participacdo de células do sistema imunoldgico ou moléculas por elas
secretadas, tem maior projecdo na literatura pela sua capacidade imunomodulatéria. A
descoberta de que as vesiculas extracelulares atuam como veiculos de transferéncia de
membrana, proteinas citosdlicas, lipideos e RNA entre as células sugerem fortemente a sua
contribuicdo como interlocutoras na comunicacao celular. Quando secretadas por células do
sistema imune apresentam funcdo imunomodulatéria, induzindo tanto a supressao quanto a
ativacdo de respostas imunes (FERNANDEZ-MESSINA et al., 2015).

Conforme mencionado anteriormente, o trafego de membrana entre as DCs e
exossomos é fato e, ademais, 0s antigenos carregados por essas vesiculas podem ser
reprocessados para apresentacao ou transferido diretamente para a membrana da célula-alvo,
processo denominado de cross-dressing (HAO et al., 2007; ROBBINS e MORELLI, 2014).
Nesse estudo, o foco serd dado as vesiculas derivadas de células imunologicas,
especialmente as VEs liberadas por DCs, e que possuem capacidade de modular atividades
em linfocitos, macréfagos e DCs.

A funcdo principal das DCs € o0 processamento e a apresentacdo, de modo
extremamente eficiente, de antigenos enddgenos e exdgenos no contexto do MHC (Major
Histocompatibility Complex) de classe | e Il. Posteriormente, o processo de migracdo para o
linfonodo é concomitante a outro processo imprescindivel para essa célula, a sua
diferenciagéo, induzida por citocinas, como TNF-a e IL-1 e compostos bacterianos, como
LPS. As DCs existem em dois estados de maturacdo: DCs imaturas (iDC), eficientes na
fagocitose e endocitose, mas ndo na ativacdo de linfocitos T e; DCs maduras (mDC),
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extremamente eficazes na ativacdo de linfocitos T devido a reducéo da sua capacidade de
endocitose e fagocitose (pela diminui¢do dos receptores com essa fungédo); aumento da
expressdo de moléculas coestimulatérias, como CD11b, CD40, CD58, CD80 e CD86, além
do aumento da expressdo da molécula do MHC de classe 11, que viabiliza a apresentacdo do
antigeno processado para o linfécito T CD4+ virgem (THERY et al., 1999; BANCHEREAU
et al, 2000; WUTHRICH et al., 2012). A proliferacdo e a polarizacio das diferentes
subpopulaces de linfécitos T dependem do tipo de estimulo, do processamento, da
apresentacdo de antigenos e consequentemente das citocinas secretadas pelas DCs maduras
(SAID e WEINDL, 2015). Dentre as subpopulacdes de linfocitos T auxiliares, Thl e Th2
sdo dois perfis diferentes, adequados para patdgenos intracelulares e extracelulares,
respectivamente. Essas populacOes estdo associadas a padrdes de citocinas distintos. A
producdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 e IL-18 esta relacionada com a
predominancia de linfdcitos Thl e a consequente producdo de IFN-y, que é uma citocina
importante para regular a atividade das imunidades inata e adaptativa e um potente ativador
da funcdo microbicida de fagdcitos, sendo essencial para a resisténcia contra bactérias,
fungos e parasitas intracelulares. Ja a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4,
IL-5 e IL-13 esta relacionada com a predominancia de linfocitos Th2 (CALICH et al, 2008).

As células dendriticas (DCs) sdo elementos chave na regulacdo da resposta imune
adaptativa. Durante o seu desenvolvimento, as DCs sofrem inimeras mudancas que
impactam em seu funcionamento. As células dendriticas imaturas (iDCs) podem ser ativadas
por varios estimulos durante a sua maturacdo, como o0 microbiano, que resulta no aumento
da capacidade de estimular respostas mediadas por linfécitos T (NOLTE-"T HOEN e
WAUBEN, 2012). Contudo, ainda € incerto afirmar se as diferencas na funcdo de DCs
imaturas ou maduras/ativadas é reflexo da acdo de vesiculas liberadas por essas células. A
presenca de ambas moléculas de MHC | e Il e proteinas coestimulatorias (CD86) nas
vesiculas derivadas de DCs imaturas indicam um possivel papel na ativacdo da resposta
imunologica. Vesiculas extracelulares derivadas de DCs carregadas com antigenos tumorais,
ja foram utilizados em estudos clinicos como estratégia de vacina anti-tumoral (ESCUDIER
et al., 2005). Ademais, a composi¢édo das vesiculas secretadas ndo é estatica, mas pode ser
regulada por células em resposta a gatilhos extracelulares, como por exemplo, a ativagdo de
DCs com o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) que estimula a producdo de VEs com
aumento na expressdo de MHC 11 (SEGURA et al., 2005).

Vesiculas secretadas por células apresentadoras de antigenos (APC), como as células
dendriticas e linfocitos B, contém os componentes necessarios para a ativacao de linfécitos

30



Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

T. Um dos estudos pioneiros envolvendo exossomos mostrou a participagdo destas vesiculas
na apresentacdo de antigenos (RAPOSO et al., 1996). Observou-se por meio de microscopia
eletrbnica que exossomos liberados por linfocitos B continham moléculas de MHC de classe
Il, resultado da fusdo entre compartimentos endossomais de células apresentadoras de
antigenos com a membrana plasmatica. Além disso, as vesiculas secretadas, isoladas do meio
de cultura, mostraram composicdo global de proteinas de superficie significativamente
diferente da composicdo daquelas da membrana plasmatica e, eram que 0S €x0SS0mMos
provenientes de linfécitos B humano e murino induziram respostas em células T restritas a
MHC classe 11 (RAPOSO et al., 1996). Dois anos mais tarde, um estudo de ZITVOGEL e
colaboradores (1998) mostrou que as células dendriticas, envolvidas indugdo da resposta
adaptativa de linfécitos T por meio de apresentacdo antigénica no contexto do MHC,
secretam exossomos que poderiam promover a inducdo de respostas imunoldgicas
antitumorais dependente de linfocitos T CD8+ em camundongos in vivo.

Ap0s estes estudos, outros autores demonstraram que as moléculas de exossomos
positivas para MHC podem induzir respostas de células T, tanto diretamente quanto
indiretamente. Ap0s a captura antigénica, as células dendriticas secretam exossomos que
expbem as moléculas do MHC e as coestimulatorias para ativacdo de linfocitos T. Embora
a ativacao de linfocitos T CD4+ especifica seja induzida por injecdo do antigeno ou
exossomos derivados de DCs expondo tais antigenos in vivo, essa resposta ocorre apenas na
presenca de DCs maduras in vitro, sugerindo que a troca de complexos MHC-peptideo entre
subpopulacdes de células dendriticas por exossomos derivados dessas células pode ser um
pré-requisito para inducao de uma eficiente resposta de linfécito T especifica in vivo. Desse
modo, o mecanismo mediado por exossomo pode amplificar o inicio da resposta
imunoldgica adaptativa primaria (THERY et al., 2002). Ademais, exossomos derivados de
células dendriticas transferem complexos funcionais de MHC classe I-peptideo a outras DCs
na presenca de células dendriticas maduras (mDCs) para ativar eficientemente linfocitos T
citotdxicos in vivo (ANDRE et al., 2004).

A funcdo de vesiculas extracelulares derivadas de DCs pode ser altamente
dependente da célula receptora e das condigdes do ambiente. Além de se ligar a outra APC,
aativacdo de linfécitos T pode recrutar vesiculas derivadas de DCs (BUSCHOW et al., 2009;
NOLTE-"T HOEN et al., 2009) A presenca de vesiculas carreando moléculas de MHC Il na
membrana plasmaética de linfocitos T pode promover a apresentacao antigénica de linfocito
T ao linfécito T, processo que resulta em supressdo da respostas mediadas por tais células

(TAAMS et al., 1998). Além disso, as vesiculas derivadas de iCDs podem ainda atenuar
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respostas pro-inflamatérias (MIKSA et al., 2006; MISKA et al., 2009). Dessa forma,
vesiculas derivadas de mDCs sdo primariamente imunogénicas, enquanto as vesiculas
obtidas de iDCs podem ter efeitos tolerogénico e imunogénico, dependendo da célula-alvo
e estado de ativacédo do sistema imune.

Os macrofagos sdo fagdcitos amplamente distribuidos nos tecidos do organismo e
estdo envolvidos na defesa contra patdgenos invasores, desenvolvimento tissular e
homeostasia. No curso de uma infeccdo, essas células podem rapidamente recrutar varias
células da imunidade inata e adaptativa e mediar respostas de linfécitos T CD4+, T CD8+,
B e células NKT (SICA et al., 2015; KUKA e IANNACONE, 2014; MARTINEZ-
POMARES e GORDON, 2012). Embora a agdo das citocinas seja fundamental nesse
processo, estudos evidenciam a participacdo também de VEs derivadas de macréfagos
modulando, diretamente ou indiretamente, células dendriticas e respostas de linfocitos T.

Macréfagos murinos infectados com micobactérias liberam vesiculas extracelulares
contendo antigenos bacterianos que foram capazes de induzir a maturacdo de células
dendriticas derivadas da medula 6ssea (Bone Marrow Dendritic Cells, BMDCs) por aumento
da expressdo de CD83, CD86 e MHC-II, além da citocina IL-12p40 (GIRI e SCHOREY,
2008). Essas vesiculas também induziram a proliferacdo e ativacdo de linfocitos T CD4+ e
CD8+, in vitro e in vivo, apés injecdo intranasal em camundongos. A presenca de DCs foi
necessaria para inducao étima de linfdcitos T, comparada a acdo de vesiculas extracelulares
induzidas por mastécitos e DCs (GIRl e SCHOREY, 2008). Outros dois estudos mostraram
que as DCs e macrdfagos sdo os principais alvos de vesiculas extracelulares derivadas de
macréfagos em camundongos. Apos a injecdo intranasal de VESs derivadas de células THP-
1 humanas infectadas com micobactérias, observou-se a acao direta de DCs e macrofagos
pulmonares (SINGH et al., 2012), enquanto ap0s a inje¢do subcutanea de VEs derivadas de
linhagens de macréfagos murinos (RAW264.7), o alvo foram as DCs e macrofagos nos
linfonodos (BHATNAGAR et al., 2007; CHENG, et al., 2017). Posteriormente, foi
demonstrado que as vesiculas extracelulares derivadas de macrofagos com o fenotipo M1
induziu a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias de perfil Thl (IL-12 e IFN-y), por outro
lado, as VEs derivadas de macréfagos M2 aumentaram a liberacdo de citocinas I1L-4 e IL-10
(CHENG, et al., 2017). Por outro lado, macrofagos ndo infectados liberam reduzido nimero
de vesiculas (ANAND et al., 2010).

Na resposta imune adaptativa, as vesiculas extracelulares derivadas de linfocitos T
podem influenciar diferentes tipos celulares, as ativando ou suprimindo (NOLTE-"T HOEN

e WAUBEN, 2012). A liberacdo de VEs em linfocitos T é constitutiva, mas o aumento de
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sua secrecdo esta relacionado ao estimulo via receptor de superficie (TCR) e influxo
intracelular de célcio (BLANCHARD et al., 2002), podendo promover a apoptose de
linfocitos T (MONLEON et al., 2001), inibindo a citotoxicidade de células NK (HEDLUND
et al., 2011), blogueando a ativacdo de linfécitos T (BUSCH et al., 2008) e gerando o
“downregulation” da resposta imunoldgica. Vesiculas extracelulares secretadas por
linfocitos T, B e células dendriticas contém repertdrios de microRNA (miRNA) diferentes
das suas células de origem. Linfocitos T transferem miRNAs para células apresentadoras de
antigenos por meio de VEs durante a sinapse imunologica. Os miRNAs sdo funcionalmente
entregues e a inibicdo da via esfingomielinase-2 diminui a transferéncia de miRNAs entre
as células (MITTELBRUNN et al., 2011).

Outros estudos ainda demonstram o efeito protetor de VES sobre o sistema imune.
Vesiculas extracelulares liberadas pelas células-tronco mesenquimais derivadas de células-
tronco embrionérias humanas reduziram o tamanho do infarto de miocéardio em ratos durante
lesdo por isquemia/reperfusdo (LAI et al., 2010). Exossomos derivados de células
dendriticas podem induzir tolerancia em modelos de aloenxerto em ratos, efeito observado
durante transplantes intestinais e cardiacos.

O avanco das investigagdes sobre os mecanismos de acdo dos exossomos oferece
uma nova visao sobre a biologia do cancer com implicacdes diagnosticas e terapéuticas
(BRINTON et al., 2014). Além de ser um reservatério de biomarcadores de cancer, elas
podem ser reprojetadas para restabelecer a imunidade tumoral (BRINTON et al., 2014) e
utilizados na bioengenharia genética para entregar drogas ou RNAs de interferéncia em
6rgdos de dificil acesso, como o cérebro (ALVAREZ-ERVITI et al., 2011).

2. O PEPTIDEO ANTIMICROBIANO LL-37

Peptideos antimicrobianos (PAMS) consistem de classes de moléculas pertencentes
ao sistema imunoldgico que atuam precocemente em resposta as infeccdes (HANCOCK e
SCOTT, 2000). A acédo desse grupo de moléculas heterogéneas oriundas de varias especies
de invertebrados, plantas e animais reduz significativamente as infeccdes por atividade
biocida e bioestatica (OPPENHEIM et al., 2003). Existem mais de 800 peptideos isolados e
descritos e podem ser constituidos de 12 a 50 aminoacidos. Os PAMs sdo representados por
conformac0es estruturais (folha-P, a-hélice, estruturas em lagco ou estendidas) e, em sua

maioria, sdo cationicos ou anfipaticos, o0 que determina sua atividade antimicrobiana. Estas
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biomoléculas multifuncionais possuem, além de atividade antimicrobiana, influéncia na
expressdo de moléculas de adesdo, secrecdo de ions de cloreto, producdo de
adrenocorticéide, angiogénese e reparo tecidual (HANCOCK e SCOTT, 2000).

A atividade antimicrobiana de peptideos € a mais amplamente relatada na literatura.
Diversos PAMs apresentam amplo espectro envolvendo bactérias Gram-positivas e
negativas, leveduras, fungos, virus, protozoarios e parasitas (LOPEZ-ABARRATEGUI et
al., 2012). O mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos ainda ndo esta
completamente elucidado em situaces fisioldgicas (OPPENHEIM et al., 2003). Dentre 0s
modelos de estudo aceitos, € demonstrado que estes podem causar morte celular via
interferéncia extra ou intracelular (POWERS e HANCOCK, 2003). Os modelos estdo
relacionados a interferéncia na estrutura da membrana celular a partir do aumento da
permeabilidade, formacdo de poros, causando perda de funcdo ou extravasamento celular,
ou ainda em nivel intracelular, induzindo apoptose via interferéncia nuclear, dentre outros
(LOPEZ-ABARRATEGUI et al., 2012).

No ambito extracelular, interacdes eletrostaticas medeiam interacdo entre peptideo e
estruturas da interface celular. A anfipaticidade é uma caracteristica comum a maioria dos
PAMs. Por conseguinte, 0s peptideos interagem com a membrana citoplasmatica apos
atravessarem os lipopolissacarideos (Gram-negativas) e acidos teicdico e lipoteicoico
(Gram-positivas) (BROGDEN, 2005). A penetracdo a membrana pode formar poros com
subsequente rompimento e extravasamento de fluido, causando morte celular (LEE et al.,
2004).

Adicionalmente a sua acdo frente a micro-organismos, os PAMSs apresentam acgéo
imunomodulatéria como, por exemplo, a indu¢do ou a modulagdo da producéo de citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas, quimiotaxia, apoptose, transcricdo de genes, inibicdo da
resposta inflamatdria, recrutamento e estimulo da proliferacdo de macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos e linfécitos T (BOWDISH et al., 2005) e ativacdo e diferenciacdo de células
dendriticas (DAVIDSON et al., 2004). Peptideos catiénicos podem induzir quimiotaxia,
liberacdo de histamina por mastocitos, promovem angiogénese e modulam a diferenciacdo
de células dendriticas (BOWDISH et al., 2005). Desse modo, as propriedades de cada
peptideo estdo associadas a seu mecanismo de acdo, a efetividade e especificidade, ao seu
tamanho, a sequéncia de residuos de aminoacidos, a sua carga, conformacdo, estrutura,
hidrofobicidade e anfipacidade (BROGDEN, 2005). As desvantagens do uso dessas
biomoléculas podem incluir alto custo de produgdo (dependendo do tamanho e dos residuos),
citotoxicidade em alguns casos (GKEKA e SARKISQOV, 2010), pobre penetracao tecidual e
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rapida eliminacdo pelo organismo. No entanto, modificagBes na sequéncia de peptideos
podem ser efetuadas para eliminar algumas desvantagens como susceptibilidade a proteases
e solubilidade (MASON, 2010).

Os peptideos antimicrobianos catiénicos, com as catelicidinas (ZANETTI, 2005),
exercem importante papel na defesa contra infec¢Ges por eliminar uma grande variedade de
patégenos (ZASLOFF, 2002; HANCOCK e SAHL, 2006). A LL-37 é oriunda da proteina
hCAP-18 e a Unica catelicidina identificada em humanos (DURR et al., 2006, sendo
produzida por neutréfilos, mondcitos, mastocitos e células epiteliais. Nessas células é
armazenada na forma de pro-peptideo, que pode ser clivado extracelularmente por enzimas
como a proteinase 3, resultando na formacdo da LL-37 e uma parte de catelina. Tem sua
liberacdo induzida frente a componentes bacterianos e IL-10. (ERDAG e MORGAN, 2002).
A LL-37 possui 37 aminoacidos, sendo liberado de forma ativa e forma poros na membrana
bacteriana de micro-organismos (BUCKI e JANMEY, 2006). E um peptideo anfipatico em
a-hélice que possui atividade microbicida de amplo espectro, atingindo bactérias (Gram-
positivas e negativas), fungos e virus (DURR et al., 2006; LOPEZ-GARCIA et al., 2005;
BERGMAN et al., 2007) e ainda, neutralizar LPS e acido lipoteicoico (LTA) (SCOTT et al.,
2002). O mecanismo de agdo da LL-37 pode envolver permeabilizacdo de membrana ou
inibicdo de crescimento microbiano, por exemplo, atua na parede celular e na membrana de
C. albicans (LOPEZ-GARCIA et al., 2005). Estudo relatou a ligacdo de LL-37 a plasmideos,
levando-os ao nucleo celular (SANDGREN et al., 2004). Ainda assim, outro estudo
demonstrou reducdo em sua atividade na presenca de soro e altas concentracdes de sal
(TRAVIS et al., 2000). No entanto, sua atividade quimiotatica ndo ¢é afetada na presenca de
soro (YANG et al., 2000).

Além de sua ampla acdo bactericida, a LL-37 possui diversificada atividade de
modular a resposta inflamatdria e imunoldgica (HANCOCK e DIAMOND, 2000; NIJNIK
et al., 2009). Participa da interface entre as imunidades inata e adaptativa por modular a
producdo de citocinas e quimiocinas por uma ampla variedade de células e promover a
quimioatracdo de células imunolodgicas (YANG et al., 2000) e células-tronco mesenquimais
(COFFELT et al., 2009; BRAVO et al., 2016). Outros estudos reportaram que a LL-37
aumenta a diferenciacdo de mondcitos sanguineos em iDCs direcionada por GM-CSF/IL-4
(DAVIDSON et al., 2004), enquanto inibe a maturacdo de iDCs por TLR (KANDLER et
al., 2006). Além disso, esse peptideo aumenta a resposta a mondcitos e macrofagos a GM-
CSFelL-1B (YU etal., 2007; BOWDISH et al., 2004), porém suprime com IFN-y (NIJNIK

et al., 2009), indicando que a LL-37 afeta a resposta a fagdcitos mononucleares as citocinas
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diferentemente. Todos os efeitos da LL-37 sobre as células humanas pode ser mediado por
receptores especificos de superficie celular (YANG et al., 2000; KANG et al., 2005;
TJABRINGA et al., 2003; ELSSNER et al., 2004; ZHANG et al., 2009) ou intracelulares
(MOOKHERJEE et al., 2009), porém, ndo se conhece o seu efeito na diferenciacdo de
macrdfagos.

Contudo, o mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos ainda ndo esta
totalmente elucidado, agravado pela acdo pleiotropica da LL-37, que pode se apresentar
como um PAMs pro-inflamatdrio ou anti-inflamatério. Usualmente seus niveis de producéo
sdo aumentados em condicgOes de infeccdo e inflamacdo (SCHALLER-BALS et al., 2002;
ONG et al., 2002; SOEHNLEIN et al., 2008). Estudos apontam que essa catelicidina esta
envolvida na quimiotaxia de mondcitos, linfocitos T, neutréfilos e mastocitos (YANG et al.,
2000; NIYONSABA et al.,2002), na inducdo ou supressdo da producdo de citocinas pro-
inflamat6rias (MOOKHERJEE et al., 2006; NELL et al, 2006; TJABRINGA et al., 2003),
inducdo do aumento da producdo de quimiocinas e seus receptores (SCOTT et al, 2002;
BOWDISH et al., 2005), promocdo da angiogénese (KOCZULLA et al, 2003) e reparo
tecidual (VANDAMME et al., 2012).

No estudo de DAVIDSON e colaboradores (2004) observou-se que o peptideo
catidnico LL-37 secretado no microambiente tecidual foi capaz de modificar a diferenciacéo
de DCs, afetando todas as fases temporais de seu ciclo de amadurecimento. A catelicidina
alterou, significativamente e seletivamente, o processo de endocitose e fagocitose, além do
padrdo de expressao de receptores fagociticos em iDCs. Dessa forma, esses achados indicam
0 aumento da capacidade de apresentacdo antigénica e consequente, maior capacidade de
ativacdo de linfocitos T (LANGENKAMP et al., 2000). DCs diferenciadas quando na
presenca de LL-37 mostraram o0 aumento da expressdo de moléculas coestimulatérias, de
marcadores associados a apresentacdo de antigenos, de citocinas inflamatorias e de
receptores de quimiocinas (FINDLAY et al., 2019). A influéncia na diferenciacdo de DCs
pode aumentar a sua producéo de citocinas pro-Th1l em resposta a estimulos de maturacéo,
prolongando e a deixando mais robusta contra antigenos patogénicos (DAVIDSON et al.,
2004). A LL-37 induz a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (TJABRINGA et
al., 2003), que atua na producdo de IL-8, MCP-1 e MCP-3 por mondcitos derivados de
sangue periférico, na fungéo de atrair neutrofilos, mondcitos e macrofagos (BOWDISH et
al., 2005). Outro fator importante, o fator estimulador de coldnias de macrofagos e
granulécitos (GM-CSF), citocina produzida por macrofagos e linfécitos T, promove a

sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo de células hematopoiéticas em
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linhagens de macréfagos e neutrofilos, principalmente. Esta citocina tem a fungdo de
aprimorar os processos de apresentacdo de antigeno, fagocitose, morte por anticorpos,
quimiotaxia e liberagéo de intermediarios de oxigénio reativos e histaminas e, a sua presenca
diminui a quantidade necessaria de LL-37 para induzir a ativacdo de MAPK (BOWDISH et
al., 2004).

O peptideo LL-37 liga-se a receptores associados a proteina G (GPCRs), envolvidos
no reconhecimento de patdgenos e quimiocinas derivadas do hospedeiro (CHEN et al., 2013;
BREWER et al., 2013), essenciais na migracdo de DCs (LUKACS-FORNEK et al., 2008).
Os receptores formilpeptideo (FRPs), representantes da familia dos GPCRs sdo importantes
mediadores nas respostas imunoldgicas e inflamatorias (YE et al., 2009; LE et al., 2002),
dos quais o FRP2, em humanos, reconhece a catelicidina LL-37 (TOMASINSIG e
ZANETTI, 2005). Ademais, a sua atividade antimicrobiana e ligacdo ao LPS, a LL-37 possui
acdo quimioatrativa de leucdcitos por meio da interacdo com o FPR2 (YANG et al., 2000).
Os receptores da imunidade inata, como os toll-like (TLRs) também reconhecem a
catelicidina LL-37 (BROWN et al., 2011).

Em camundongos, o ort6logo da LL-37, MCRAMP (cathelin-related antimicrobial
peptide) possui estrutura molecular semelhante e ambos séo secretados a partir de granulos
neutrofilicos apds uma leséo tecidual (GILLIET et al., 2008; WAN et al., 2007), porém
possuem atividades diferentes na sinalizacdo do TLR3 (SINGH et al., 2013) e utiliza o
receptor Fpr2 para inducdo de quimiotaxia e ativacdo leucocitaria (KUROSAKA et al.,
2005). O receptor Fpr2 e CRAMP sdo importantes para a maturagdo normal de DCs e
essenciais para o recrutamento dessas células nas repostas inflamatdrias (CHEN et al., 2014).

A LL-37 atua como molécula anti-inflamatéria, protegendo camundongos e ratos
apo6s administracdo de uma dose letal de LPS por mostrar alta afinidade a essa molécula e
neutralizar seu efeito bioldgico, reduzindo a producdo de TNF-a e espécies reativas de
oxigénio (ZUGHAIER et al., 2005). No entanto, também existem relatos que evidenciam o
aumento na expressdo de LL-37 por acdo de IL-1a e IL-6 (ERDAG e MORGAN, 2002) e a
reducdo da producéo de NO na presenca deste (CIORNEI et al., 2003a). Desta forma, suas
propriedades imunomodulatérias influenciam células epiteliais e mondcitos e pode agir
sinergicamente com as citocinas produzidas em sitios inflamatorios (BOWDISH et al.,
2005). Alem disso, ambos receptores FPR2 (humanos) e Fpr2 (murinos) reconhecem a
porcao N-terminal da anexina | (AnxA1l) induzindo repostas anti-inflamatdrias (CHIANG et
al., 2000; LEVY et al., 2002).

Dado papel central das DCs nas respostas imunologicas, em especial na ativagédo de
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linfocitos em resposta ao cancer (SAXENA et al., 2018), estudos clinicos baseados no uso
de DCs tém mostrado que a estratégia terapéutica com essas células sdo bem toleradas,
promovendo a qualidade de vida do paciente (KANTOFF et al., 2010; SCHREIBELT et al.,
2016), porém, ainda com insucessos de sua eficacia clinica, como a incapacidade das DCs
em migrar efetivamente para os linfonodos apds a transferéncia adotiva celular. Em um
recente estudo foi demonstrado que DCs humanas e murinas geradas ex vivo e na presenga
da LL-37, aumentaram drasticamente a expressao e diferenciacdo em subpopulacdes de DCs
CD103+/CD141+, incluindo a sua capacidade co-estimulatoria e migratoria resultando em
respostas antitumorais mais robustas, e inclusive, a redu¢do do tumor (FINDLAY et al.,
2019). Células dendriticas positivas para CD103+ (CD141+, em humanos) destacam-se pela
habilidade de realizar apresentacdo antigénica cruzada, ativacdo de linfécitos T CD8+ e
inducdo de imunidade antitumoral (ROBBINS et al., 2008; BACHEM et al., 2012;
BECKER et al., 2014; CROZAT et al., 2010; VILLADANGOS e SHORTMAN, 2010;
JONGBLOED et al., 2010; SATHE et al., 2011; BROZ et al., 2014). Nesse sentido, 0o
conhecimento da influéncia da LL-37 em populac6es de DCs poderia servir de base para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no tratamento do cancer.
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JUSTIFICATIVA

O grande interesse na compreensdo do papel das vesiculas extracelulares na
comunicacgao celula-a-célula e envolvimento em diferentes processos bioldgicos tem atraido
a atencdo de pesquisadores, levando a publicacdo de inimeros estudos sobre o tema. Apesar
da sua diversidade funcional, o efeito imunomodulador em infeccbes e condicdes
inflamatorias estd no centro das atengbes dos estudos com VEs, especialmente quando
derivadas de células do sistema hematopoiético. Devido ao fato da importancia das DCs nas
respostas imunoldgicas inata e adaptativa, como também da reconhecida atividade
imunomodulatéria da LL-37, torna-se importante a avaliacdo da atividade funcional de
vesiculas extracelulares induzidas por esse peptideo. Compreender as funcdes das VES
derivadas de DCs € essencial para revelar o seu potencial uso em aplicacGes terapéuticas,

como por exemplo, em tumores.
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OBJETIVOS

O principal objetivo do presente estudo foi caracterizar funcionalmente vesiculas
extracelulares derivadas de células dendriticas murinas, induzidas pelo peptideo LL-37. Para

alcangar esse objetivo estabelecemos:

v" Avaliar a atividade funcional do peptideo LL-37 em células dendriticas, durante e apds

a sua diferenciacéo;

v" Obter e caracterizar fisicamente as vesiculas extracelulares quanto a morfologia, ao

tamanho e a distribuicdo da populagéo;

v/ Avaliar a atividade imunomodulatéria de vesiculas extracelulares, por meio da

producdo de citocinas, em DCs e macréfagos;
v" Avaliar a interacdo funcional de VEs com linfdcitos alogénicos e singénicos;

v" Avaliar a atividade imunomodulatéria de VESs em reacdo mista de leucécitos utilizando

0 modelo experimental de P. brasiliensis;

v" Avaliar a atividade funcional de macréfagos infectados por P. brasiliensis e tratados

com VEs, quanto a viabilidade fungica, producao de 6xido nitrico e TNF-a.
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METODOLOGIA

1. Delineamento experimental

CELULAS MEDULA OSSEA
MURINA
i

v
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+
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Figura 6. Proposta de delineamento experimental para analise funcional de vesiculas extracelulares. *VEs
derivadas de BMDCs apenas com GM-CSF foram utilizadas como controle. GM-CSF: fator estimulante de
coldnias de granulécitos e macréfagos (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Fator); LL-37: peptideo
antimicrobiano LL-37; BMDC: células dendriticas derivadas da medula 6ssea (Bone Marrow Dendritic Cell);
BMDM: macrofagos derivados da medula 6ssea (Bone Marrow Derived Macrophage); LPS:
lipopolissacarideo; ELISA: ensaio de imunoabsorcao enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); VE:
vesicula extracelular; TRPS: tecnologia por resisténcia de pulso (Tunable Resistive Pulse Sensing); MET:
microscopia eletrdnica de transmissdo; UFC: Unidade Formadora de Col6nias; NO: 6xido nitrico; TNF: Fator
de Necrose Tumoral.

2. Obtencéo e preparo do peptideo LL-37

O peptideo LL-37 (LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-
COOH) (AnaSpec Inc.®) utilizado neste projeto foi sintetizado em fase sélida a partir da
metodologia F-moc-N-9-fluorenilmetiloxicarbonil41 purificados (>95%) por cromatografia

liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC), conforme bula do fabricante.

41



Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

Previamente a execucdo dos experimentos, foi realizada a confirmagdo da massa molecular
e pureza deste por meio de espectrometria de massa MALDI-ToF Ultra Flex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA) no laboratério de Peptideos da Universidade Catdlica de Brasilia
(UCB), do Programa de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia. Uma vez que o espectro de
massa tenha demonstrado impurezas, com a presenca de ions ndo compativeis com o
peptideo ou ions compativeis com degradacdo de amostra, 0 mesmo foi submetido a
purificacdo por cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RT-HPLC). Para
tal, o peptideo foi solubilizado em &gua ultrapura (500 pg) e submetido a coluna
semipreparativa C18 (NST, 5 um, 250 mm x 10 mm), sendo eluida com um gradiente linear
de acetonitrila (5-95%) por 60 min, a um fluxo de 2,5 mL.min-1. As fracGes, monitoradas a
216 nm, foram coletadas e liofilizadas. Posteriormente a purificacdo, a amostra foi
novamente analisada por MALDI-ToF. Para os experimentos, o peptideo foi diluido em agua
ultrapura e sua quantificagdo confirmada por espectrometria utilizando absorg¢éo UV a 205,
215 e 225 nm, utilizando a férmula de concentracéo proposta por MURPHY e KIES (1960),
sendo A = (A215—A225) x0,144; B = (A205) x 0,31 ¢, (A + B)/2 = mg. mL"!. Os peptideos
foram armazenados a -20 °C.

3. Obtencéo de células dendriticas a partir de medula 6ssea de murinos

Foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica C57BL/6, com 8
semanas de idade, mantidos no biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia
(UnB). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com alimentacdo e agua ad libitum.
Todos os procedimentos na manipulacdo dos animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, sob 0 UnBDoC no. 150057/2015.

As células dendriticas utilizadas foram obtidas por meio de diferenciacéo de celulas
provenientes de medula éssea (Bone Marrow Derived Dendritic Cells, BMDCs) desses
camundongos, conforme LUTZ et al., 1999. Para tal, células de medula 6ssea foram
coletadas do fémur e tibia dos animais, a partir da lavagem com meio RPMI 1640 simples
ndo suplementado (Roswell Park Memorial Institute; Sigma Chemical Co) utilizando
seringas de 1 mL. O meio contendo as células foi filtrado em cell strainer de 40 um e
centrifugado a 300 x g, por 5 minutos, para posterior lise dos eritrocitos com solu¢éo tampéo
de lise (0.16 M NH4Cl e 0.17 M Tris-HCI, pH 7.5). Apds nova lavagem com meio RPMI-
1640, o numero total de células foi avaliado em cadmara de Neubauer para ajustes de
concentragdo. Um total de 2 x 10° células foram ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-
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1640 completo de diferenciagdo, contendo HEPES (25 mM), gentamicina (50 mg/L),
bicarbonato de sodio (2 g/L), 10% de SFB (soro fetal bovino, Invitrogen), -mercaptoetanol
(20 ng/mL) e fator de diferenciacao e sobrevivéncia de mondcitos e granuldcitos (GM-CSF,
20 ng/mL) (Imunotools), em placas de Petri plasticas e cultivadas por 8 dias, em estufa a
37°C e 5% de COz2. No terceiro dia de cultivo foram adicionados 10 mL do meio RPMI-
1640 completo, em cada placa de cultivo, como descrito acima. No sexto dia da
diferenciacéo, um total de 10 mL de suspensao de células de cada placa foi transferido para
um tubo plastico de 50 mL e centrifugado a 300 x g, por 5 minutos, para que o precipitado
celular fosse ressuspendido em meio RPMI-1640 completo de diferenciagdo fresco e
recolocado na placa de cultura original. Para avaliacdo da atividade do peptideo LL-37 na
diferenciacdo de DCs, as células da medula foram cultivadas no meio diferenciacdo, como
indicado acima, na presenca de 10 ou 25 pg/mL de LL-37, durante os 8 dias de cultivo e sem
renovacgao do peptideo.

No oitavo dia, células ndo aderentes ou fracamente aderidas (BMDCs) foram
coletadas do sobrenadante por sucessivas lavagens com RPMI simples e os macrofagos
(Bone Marrow Derived Macrophage, BMDMs) aderentes foram, entdo, coletados apds
serem removidos das placas utilizando TrypLETM (Gibco). A fenotipagem dos fagdcitos
obtidos é avaliada regularmente no Laboratério de Imunologia Aplicada — IB (UnB)
utilizando citometria de fluxo, verificando-se consistentemente que as BMDCs e 0s BMDMs
cultivados em GM-CSF sdo em média 75-85% positivos para CD11c e MHC II, e 85-90%
positivos para CD11b e F4/80, respectivamente (dados ndo mostrados). Adicionalmente, a
analise da maturacdo das BMDCs é realizada pela avaliacdo do nivel de expressdo de MHC
1, resultando em baixos niveis dessa molécula (MHC-11°") sugerindo fortemente que as
BMDCs obtidas estdo em estado imaturo, corroborando os dados de LUTZ et al., 1999 que
indicam esse perfil de maturacdo quando a diferenciacéo, a partir das células de medula

0ssea, é mantida por oito dias.

4. Tratamento de BMDCs com LL-37 para avaliagdo funcional
(producéo de citocinas) e purificacdo de VESs

As BMDCs obtidas da diferenciacdo celular na presenca ou auséncia de LL-37 foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 50 mg/mL de gentamicina, 200 mM
de L-glutamina, bicarbonato de sddio (2 g/L) e 10% de SFB depletado de vesiculas por meio
de ultracentrifugacdo. BMDCs foram ento ajustadas a concentragio de 5 x 10° células/mL
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(volume total de 40 mL) em frascos de cultura de células, com 175 cm? de area, e tratadas
nas seguintes condicGes: 10 pg/mL ou 25 pg/mL de LL-37; 500 ng/mL de lipopolissacarideo
(LPS de E. coli O111:B4, Invivogen); ou ainda mantidas sem tratamento, a 37°C e 5% de
CO». Apos 24 horas os sobrenadantes das culturas foram coletados e armazenados em tubos
plasticos estéreis de 50 mL em freezer a -80°C para a posterior purificacdo de vesiculas
extracelulares, por ultracentrifugacéo diferencial e quantificacdo de citocinas (TNF-a, IL-
12p70, IL-6, IL-1p, IL-10 e CCL2) por ensaio imunoenzimaticos ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) de captura, utilizando os Kkits Ready-Set-Go! ELISA
(Affymetrix/eBioscience), seguindo-se as especificagbes do fabricante. Resumidamente,
placas de poliestireno de alta afinidade de 96 pocos foram sensibilizadas com os respectivos
anticorpos de captura durante a noite, a temperatura de 4°C. Apds 3 lavagens das placas com
PBS contendo 0,05% de Tween 20, foi realizado um bloqueio de sitios de ligacao
inespecifica com as solugfes proteicas por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds novas
lavagens, os sobrenadantes de cultura foram adicionados e, paralelamente, curvas padrao das
respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas, em dilui¢des duplas seriadas,
para analise das concentragdes. As placas foram entdo deixadas a temperatura de 4°C durante
a noite e, no terceiro dia, foram novamente lavadas 3 vezes. As placas foram incubadas com
0s respectivos anticorpos de deteccédo biotinilados por 1 hora, a temperatura ambiente e, apds
novas lavagens, adicionou-se o conjugado estreptavidina-peroxidase. Apos 30 minutos de
incubacdo com a enzima, a temperatura ambiente e abrigadas da luz, as placas foram
novamente lavadas. Ao final do ultimo ciclo de lavagens, adicionou-se as placas o substrato
enziméatico TMB (tetrametilbenzidina) para a revelacdo da reacdo. A reacao foi interrompida
com a adicdo de acido sulfurico 2 N e a densidade Optica (DO) determinada em
espectrofotébmetro (450 nm de comprimento de onda) e as concentragdes das amostras

determinadas de acordo com a DO da curva padréo, utilizando o software Pro-Max 5.2.

5. Purificacdo de vesiculas extracelulares e caracterizacéao fisica

As vesiculas extracelulares secretadas por BMDCs diferenciadas na presenca de LL-
37 e posteriormente tratadas com o peptideo ou somente estimuladas por LPS serdo
denominadas no decorrer do texto como VE-LL-37 e VE-LPS, respectivamente. Para a
purificacdo e obtencéo das VEs a partir dos sobrenadantes da cultura de células foi utilizado
0 método de ultracentrifugacao diferencial descrito por LOBB et al., 2015. Os sobrenadantes

das culturas celulares foram centrifugados a 300 x g a 4°C por 10 min, utilizando a centrifuga
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Beckman Coulter Allegra X-15R para remover resquicios celulares e sedimentar as células.
Em seguida, o sobrenadante foi coletado e filtrado em poro 0,22 um (KASVI, Brasil) para
remover corpos apoptoticos contaminantes e debris celulares e apds, o sedimento foi
descartado. Procedeu-se a ultracentrifugacdo em Ultracentrifuga Beckamn Coulter Optima
TM XE-90 a 100.000 x g a 4°C por 90 minutos, utilizando-se rotor SE41Ti, tubos 331372
para sedimentar as vesiculas. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e o
pellet eluido em 1 mL de tampdo PBS 1X filtrado e gelado. A etapa de ultracentrifugacéao
foi repetida afim de concentrar as VES. O novo pellet formado foi eluido em 500 pL de
tampdo PBS 1x filtrado e gelado e armazenado a -80°C, se ndo fosse imediatamente

utilizado.

5.1. Tunable Resistive Pulse Sensing (tRPS)

A concentracdo e distribuicdo do tamanho das vesiculas extracelulares foi avaliada
por tecnologia de resisténcia de pulso (tRPS) utilizando-se o instrumento gNano (lzon
Science Ltd., Christchurch, New Zealand), conforme descrito por MAAS et al., 2014. O
instrumento foi calibrado utilizando microesferas (beads) de poliestireno CPC100 e CPC200
(I1zon Science) conforme instrucdes fornecidas pelo fabricante. As amostras foram eluidas
3x em PBS. As VEs foram medidas utilizando o nanoporo NP150 (limite da anélise entre 60
a 480 nm; Izon Science) e com 7,5 mbar de pressao. As condicdes analiticas de voltagem
(tensdo= 0,80V) e abertura de poro (46 mm) foram padronizadas para manter a corrente
elétrica com a variacdo entre 140 e 160 nA. As amostras foram analisadas por 5 minutos ou
até a contagem proxima de 1.000 vesiculas. Os dados foram obtidos e analisados usando o
software 1zon Control Suite verséo 3.0.

Previamente a cada andlise, as solucdes de PBS 1x filtrado e os calibradores de
microesferas CPC100 e CPC200 foram utilizadas como controles para avaliar o fluxo de
particulas e posteriormente, calibrar cada analise a ser realizada. Em caso de mudanca
perceptivel dos pardmetros analiticos e do fluxo de particulas, o poro foi submetido a
lavagens adicionais ou a alteracdo temporaria de sua abertura, a tampa de protecdo da célula

de fluido foi reencaixada e a pressédo aumentada aplicando o émbolo no equipamento.

5.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para a andlise das amostras utilizou-se telas (grids) de niquel de 200 mesh
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previamente limpos por lavagens sucessiva em solugdo de HCI 0,1 M, etanol 95% e acetona
100%. Em seguida, as telas foram revestidas com resina plastica formvar 0,8% diluido em
cloroférmio 100% (LASSER et al., 2012). As amostras foram fixadas adicionando-se o
fixador Karnovisky 0,1 M na proporcdo 1:1 de volume. A contrastacdo foi realizada
utilizando-se os contrastantes a base de metais pesados &cido fosfotungistico (PTA) a 2% e
acetato de uranila, sendo adicionados sob 3 pL de cada uma das amostras. O contrastante
PTA 2% e acetato de uranila foram deixados em contato com as amostras por 2 minutos e 1
minuto e meio respectivamente, e o seu excesso foi removido com o auxilio de um papel
absorvente. A mesma amostra foi contrastada utilizando-se ambos os contrastantes. As
imagens foram adquiridas em microscopio eletrénico de transmissdo modelo JEOL 1011
(JEOL, Peadbody, MA, EUA), do Laboratdrio de Microscopia Eletrdnica, do Departamento

de Biologia Celular da Universidade de Brasilia.

6. Tratamento de BMDCs com VEs derivadas de BMDCs tratadas com
LL-37

BMDCs foram adicionadas a placas de cultura de células de 24 pogos na
concentracio de 2,5 x 10° em meio RPMI suplementado (como descrito acima) em volume
final de 500 pl/pogo. Foram entéo adicionados 25 ou 50 pL da solugdo contendo as vesiculas
derivadas do tratamento de BMDCs com 25 pg/mL de LL37 (VE-LL-37) (razéo
vesicula:célula igual a 2,06 x 107 e 4,12 x 107, respectivamente). Adicionalmente, 50 uL da
solucdo com vesiculas derivadas do tratamento de BMDCs com 500 ng/mL de LPS (VE-
LPS) (razdo vesicula:célula igual a 1 x 10*) foram utilizadas. O cultivo foi entdo mantido a
37°C e 5% de CO2 por 48 horas, quando o sobrenadante foi coletado para quantificacao de

citocinas por ELISA.

7. Avaliacdo das vesiculas derivadas de BMDCs (VE-LL-37 e VE-
LPS) com linfocitos T alogénicos e singénicos e na reacdo mista de
leucdcitos

Esplendcitos totais foram obtidos a partir do divulsionamento do baco de
camundongos adultos sadios BALB/c (alogénicos) ou C57BL/6 (singénicos) utilizando
pincas dente-de-rato em meio RPMI 1640 simples. Apds a retirada de restos teciduais e lise
de hemécias utilizando tampdo amonio-cloridrico (1 mL/bago), os esplendcitos foram
guantificados e adicionados a placas de Petri, por 2 horas, em meio RPMI simples (37°C e
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5% de CO>) para obtencdo preferencial de linfécitos T que ndo aderem fortemente a placa
como 0s monacitos, macrofagos e linfocitos B esplénicos. Os linfdcitos T totais foram ent&o
coletados do sobrenadante e quantificados para 0 uso nos experimentos de interacdo direta
com as VESs ou ainda na cultura mista de leucocitos, em meio RPMI 1640 suplementado para
proliferacdo de linfocitos T (1% de amino&cidos ndo essenciais; 1% de piruvato de sodio
100 mM; 10% de SFB depletado de VEs; 2 mM de L-glutamina; 50 uM de 2p-

mercaptoetanol; 50 mg/L de gentamicina), conforme descrito a seguir.

7.1. Avaliacdo da interacdo direta das vesiculas extracelulares com linfécitos T
alogénicos ou singénicos

As vesiculas derivadas de BMDCs (VE-LL37 ou VE-LPS) foram adicionadas a 2 x
10° linfécitos T totais alogénicos ou singénicos, por pogo (na razdo VE-LL37: célula de 2,06
x 10" e para VE-LPS de 1 x 10%), em placas de 96 pocgos contendo meio RPMI 1640
suplementado para linfocitos T, como descrito acima. Ap6s 5 dias de cultivo, o sobrenadante
foi coletado e avaliado quanto a producéo das citocinas IFN-y, IL-13 e IL-17, utilizando

ELISA, como descrito acima.

7.2. Avaliacdo funcional das VEs na reacdo mista de leucécitos utilizando o
modelo de infeccdo in vitro de BMDCs por leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis

7.2.1. Cultivodo fungo P. brasiliensis e preparacao do in6culo para infec¢ao
in vitro BMDCs

O isolado virulento 18 (Pb18) de P. brasiliensis foi cultivado em meio semi-sélido
BHI (Brain Heart Infusion)-4gar com gentamicina (100 pg/mL) e suplementado com 5%
SFB e 5% de solucéo de glicose a 30%, por 7 dias a 37°C. Para a infeccéo das células as
leveduras foram transferidas para um tubo de 15 mL contendo pérolas de vidro em meio
RPMI 1640 simples (5ml) e submetidas ao agitador vortex trés vezes, por 10 segundos. Apos
5 minutos de repouso, 1 mL da suspenséo foi transferido para tubos de 1 mL e passado
sucessivamente com auxilio de seringa através de agulha (U-100) para se desfazer de
possiveis “grumos” formados pelo fungo. As leveduras foram quantificadas em camara de

Neubauer para ajustes de concentracéo e preparacao do in6culo em RPMI 1640.

7.2.2. Reacdo mista de leucdcitos
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Para avaliagdo funcional das VEs na reagdo mista de leucdcitos, 2,5 x 10° BMDCs
tratadas previamente ou ndo com VE-LL-37, por 24 horas, na razdo VE-LL-37:célula de
2,06 x 107, foram infectadas com leveduras de P. brasiliensis (razio BMDCs:levedura de
2:1) por 6 horas (placas de cultura de 24 orificios). Apds retirada dos fungos extracelulares
por meio de lavagens sucessivas, foram adicionados ao cultivo os linfécitos T singénicos. A
proporcéo final foi de 1:10 (BMDCs:linfocitos T) e as co-culturas foram entdo mantidas em
meio RPMI suplementado para linfocitos T por 5 dias (37°C e 5% de CO,), quando foram
coletados os sobrenadantes para quantificacdo de citocinas, IFN-y, IL-13 e IL-17 por ELISA.

8. Avaliacéo funcional das vesiculas derivadas de BMDCs (VE-LL37)
na capacidade fungicida, producéo de citocinas e oxido nitrico de
macrofagos infectados por P. brasiliensis

8.1. Infeccdo de BMDMs com P. brasiliensis, tratamento com VE-LL-37 e
determinacdo da carga flngica

BMDMs (2,5 x 10°/poco) foram infectadas por P. brasilienses na proporgio 2
macréfago:1 fungo em placas de 24 pocos, em um volume de 500 puL de RPMI 1640 com
10% de SFB e cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 contendo VE-LL-37 na razdo
(VE:fagdcito de 2,06 x 107). Ap6s 48 horas de co-cultivo, o sobrenadante foi coletado para
avaliacdo da producgdo de TNF-a e 6xido nitrico (NO’) e os BMDMs lisados, com solucéo
aquosa de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS a 0,05%). A suspensao obtida foi entdo diluida
(1:10) em meio RPMI 1640 e plagueada em meio BHI-agar suplementado com 5% de SFB
depletado de VEs e 5% de glicose a 30% para incubagdo em estufa a 37°C por até 10 dias
para quantificagdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). Como controle positivo
para aumentada capacidade fungicida de macrofagos e producdo de NO-, as células foram
tratadas com 500 ng/mL de LPS e 100 U/mL de IFN-y.

8.2. Dosagem de 6xido nitrico no sobrenadante das co-culturas de fagocitos

A dosagem indireta de NO™ foi feita no sobrenadante de BMDMs infectados e
tratados com VE-LL-37 ou ndo, utilizando a reacdo colorimétrica de Griess, baseado em
GREEN et al. (1981). Brevemente, as estimativas dos niveis de NO foram obtidas a partir
do consumo de elétrons de NOs™ em NO pela adi¢do de sulfanilamida ao sobrenadante,
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formando o composto diazonico (NO2). Este reage com bicloridrato-N-(1-naftil)-
etilenodiamina para formar um composto de coloracao résea, cuja densidade 6tica (DO) sera
avaliado por meio de espectrofotémetria (550 nm). A concentracao de nitrito foi determinada

em referéncia a uma curva padrdo de NaNOx.

9. Analise estatistica

Foi utilizada anélise da variancia (ANOVA) para determinar as diferencas entre 0s
grupos experimentais, seguida pelo método pds-teste (Bonferroni t test). Testes e analises
foram feitos pelo programa GraphPad Prisma versdo 6.0 para Windows (San Diego,
California, USA). Dados foram considerados significativos quando p<0,05.
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RESULTADOS

1. Analise do grau de pureza e quantificacdo do peptideo LL-37

A catelicidina LL-37 foi analisada quanto a sua pureza e massa molecular utilizando
MALDI-ToF, de acordo com a sequéncia
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-NH2 e massa molecular de
4493,33 Da. Adicionalmente foi realizada a purificagio do material por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) e sua concentracdo confirmada por
espectrofotometria. O espectro de massa foi usado como referéncia para posteriores analises

de outros lotes do mesmo peptideo (Figura 7).
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Figura 7. Espectro obtido por MALDI-ToF referente ao peptideo LL-37 (4493.33 Da), com dupla carga
(2248.68 Da), com pureza > 90%. Aquisicdo Anaspec, CA.

2. BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse
peptideo produz citocinas pré-inflamatdrias

As DCs, derivadas da medula 6ssea murina ou de mondcitos humanos expostas ao
peptideo  LL-37 ou seu homologo CRAMP durante seu processo de diferenciagdo sofrem
alteracbes evidenciadas, por exemplo, pelo aumento da expressdo de moléculas
coestimulatorias e secrecdo de citocinas relacionadas ao desenvolvimento de respostas Thl

(DAVIDSON et al., 2004; CHEN et al., 2014; FINDLAY et al., 2019). Nesse contexto, no
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intuito da confirmacgdo da atividade funcional de LL-37, por meio da quantificacdo de
citocinas secretadas, as BMDCs foram coletadas do sobrenadante da cultura no oitavo dia
de diferenciacédo induzida por GM-CSF na auséncia ou presenca de 25 pg/mL de LL-37. As
células foram entdo lavadas e cultivadas por 24 horas adicionais em meio de cultura fresco
contendo LL-37. Avaliamos ainda a secre¢do das citocinas induzidas por estimulo com LPS
(100 ng/mL) por mais 12 horas. Os niveis das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-1p, IL-12p70
e quiomicina CCL2 foram analisados por ELISA (Figura 8).

[ BMDC
LL-37-BMDC
BMDC+LL37
B LL-37-BMDC+LL-37
Bl LL-37-BMDC+LL37+LPS

1000 # 1000
1
T 800 * __ 800
£ =
E 600 % 600
; - 400
400 @
L * =
= =
= 200 200

——  —

]

3

1=

=
23
=3
=3

IL-10 (pg/ml)
-
3

IL-1P (pg/ml)
g

1000 500

3
1=}
=

B

e

k=1

o

o

=]
HH

IL-12p70 (pg/ml)

—

#
*
-_[
) *
200 *
Lo — — owll - e .
*
*
*i—i

[ -~

1= =3
> S S
;‘
o

[—

Figura 8. Tratamento com LL-37 induz producéo de citocinas e CCL2 em BMDCs diferenciadas na
presenca desse peptideo com ou sem estimulo por LPS. Os sobrenadantes das culturas foram coletados para
quantificacdo por ELISA das citocinas e quimiocina secretadas nas diferentes condi¢cdes, BMDCs: DCs
diferenciadas na auséncia de LL-37; LL-37-BMDCs: DCs diferenciadas na presenca de LL-37;
BMDCs+LL37: DCs diferenciadas na auséncia de LL-37 e tratadas com esse peptideo; LL-37-BMDCs+LL-
37: DCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse peptideo; LL-37-BMDCs+LL-37+LPS: DCs
diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse peptideo seguido de LPS. LL-37 (25 pg/mL/24h) e
LPS (100 ng/mL/12h). * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo BMDCs. Os dados séo
expressos como média + desvio padrao de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.
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A producdo das citocinas TNF-o, IL-6, 1L-12p70 e CCL2 de forma espontanea (ou
seja, sem adicdo de LPS) foi significativa nas BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37
e tratadas com esse peptideo (LL-37-BMDCs+LL-37) e ndo nos fagocitos diferenciados na
presenca de LL-37 ou apenas tratados com esse peptideo (LL-37-BMDCs e BMDCs+LL-
37, respectivamente) quando comparados ao grupo controle BMDCs (Figura 8). A adigédo
de LPS ao grupo LL-37-BMDCs-LL-37 aumentou significativamente a producéo dessas
citocinas. Além disso, IL-10 e IL-1pB foram secretadas de forma significativa apenas no
grupo tratado com LPS, sugerindo gque a inducdo dessas citocinas era somente dependente
dessa molécula. Importante notar que ndo houve produgdo espontanea de citocinas nos
grupos tratados com 10 ug/mL de LL-37 durante e/ou pds-diferenciacdo. Somente quando
LPS foi adicionado obteve-se producdo de TNF-a, IL-6, IL-12p70 e CCL2 (dados nao
mostrados).

Adicionalmente, BMDCs diferenciadas na auséncia de LL-37 e tratadas com LPS
(500 ng/mL) por 24 horas também foram avaliadas quanto a producgéo de citocinas e para
obtengdo de VEs derivadas de DCs maduras com um perfil imunomodulador conhecido
(SEGURA et al., 2005; SHIN et al., 2010; BUCIO-LOPEZ et al., 2018; SCHIERER et al.,
2018). Como esperado, todas citocinas foram significativamente mais expressas quando
comparado as células ndo tratadas (Figura 9). Assim, considerando esses resultados
selecionamos o sobrenadante das culturas dos grupos experimentais LL-37-BMDCs+LL-37
(10 e 25 pg/ml) e BMDCs+LPS para purificacdo de suas VEs e caracterizagdo conforme
indicado na secdo 3 dos Resultados). As VEs derivadas dos grupos acima foram
denominadas de VE-LL-37 e VE-LPS, respectivamente.
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Figura 9. BMDCs tratadas com LPS produzem citocinas e CCL2. BMDCs foram obtidas e tratadas por 24
horas com 500 ng/mL de LPS. * indica diferenca significativa (p < 0,05) em rela¢do ao grupo BMDCs. Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em
triplicata.

Interessantemente, LL-37 pode promover a¢des anti-inflamatorias ao, por exemplo,
modular negativamente a funcdo de TLR4 pois se associa ao seu ligante LPS. Isso resulta
em niveis reduzidos na producdo de citocinas pro-inflamatérias por fagécitos, quando LL-
37 e LPS estdo presentes concomitantemente (LARRICK et al., 1995; ROSENFELD et al.,
2006; KANDLER et al., 2006). De fato, observamos que secrecdo de TNF-o e IL-6
induzidas por 1 pg/mL de LPS foram significativamente inibidas ao cultivarmos BMDCs
com LPS e LL-37 (25 pug/mL) simultaneamente (Figura 10). Coletivamente, esses resultados
sugerem atividade funcional preservada da LL-37 utilizada no presente trabalho, tanto na

sua descrita fungdo pré- ou anti-inflamatoria.
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Figura 10. Tratamento concomitante de BMDCs com LPS e LL-37 inibe a producéo de citocinas pro-
inflamatérias. BMDCs foram tratadas com LPS (1 pug/mL) ou LPS e LL-37 (25 pg/mL). Ap6s 24 horas o
sobrenadante foi coletado e avaliado quanto a produgdo das citocinas IL-6 e TNF-o por ELISA. * indica
diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo BMDCs+LPS. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.

3. Analise da distribuicdo da populacdo de vesiculas extracelulares
por tecnologia de resisténcia de pulso (tRPS)

Apds obtencao das VE-LL-37 e VE-LPS por ultracentrifugacdo como descrito no
Material e Métodos, prosseguimos com sua caracterizagdo morfoldgica. O gNano é o Unico
equipamento comercial que emprega a plataforma tRPS. Nessa tecnologia, duas células de
fluido sdo separadas por uma membrana elastica ndo condutora que possui um poro de
tamanho nanométrico. Uma das células é preenchida com a amostra de interesse, enquanto
a outra contém eletrélito sem particulas (PBS, por exemplo). Ao aplicar uma voltagem, é
estabelecida uma corrente elétrica (fluxo idnico) que € alterada quando a particula atravessa
0 poro. A magnitude desse blogueio (pulso resistivo) € proporcional ao volume da particula
e a sua duracdo (VOGEL et al., 2011; KOZAK et al., 2012) pode ser utilizada para avaliar
0 potencial zeta dessas nanoparticulas, baseada na sua carga ou forma. Além disso, 0 nimero
de ocorréncias desse evento pode ser mensurado e dependera da concentracdo de particulas
na amostra. Como esses parametros sdo linearmente proporcionais (WILLMOTT et al.,
2010), o uso de calibradores (fornecidos pelo fabricante) com particulas de tamanho e
concentracdo conhecidas (ROBERTS et al., 2012), permite a avaliacdo de do tamanho e

distribuicdo (VOGEL et al., 2011) das particulas em amostras de contetdo desconhecido.
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Sabendo que a quantificacdo baseada na tecnologia de resisténcia de pulso (tRPS)
requer a correlacdo linear entre a taxa de contagem de particula (particulas/minuto) e a
concentracdo de particulas, o primeiro dado obtido foi do calibrador especifico para o poro
NP150 (analise da faixa de leitura: 60 a 480 nm; concentrago: 5 x 10%/mL; calibracio de
particulas: CPC100, 200; conforme indicagdo do fabricante). Observou-se linearidade com
R2=0,973, dados néo apresentados.

A analise por tRPS indicou que o diametro da maioria das VE-LL37 produzidas por
DCs obtidas na presenca de LL-37 durante a sua diferenciacdo e posteriormente tratadas com
esse peptideo (LL-37-BMDCs+LL-37), nas concentracdes de 10 e 25 pg/mL, e de VE-LPS
derivadas de BMDCs tratadas somente com LPS (BMDCs-LPS), na concentragdo de 500
ng/mL, foi menor do que 100 nm (Figura 11). Entretanto, observamos o aumento na
concentracdo de VE-LL37 e de particulas de menor didametro, quando comparadas a
VE-LPS. Além disso, notamos que 0 peptideo na concentragdo de 25 pg/mL estava
relacionado a um aumento da populacdo de VEs, indicando que a LL-37 pode ser um
estimulo para o incremento da producdo de VEs (Figura 11B). TUCHER e colaboradores
(2018) mostrou que estimulos distintos resultam na liberacdo de VESs de diferentes tamanhos
e distribuicdo de suas populagbes ao comparar vesiculas derivadas de linfécitos ativados e
em apoptose.

A amostra de VE-LPS apresentou particulas com diametro médio de 87+33,6 nm,
moda de 69+2,8 nm e concentra¢do média de 3,91 x 10'° particulas/mL. A amostra contendo
VE-LL-37 derivadas de BMDCss tratadas na concentracdo de 10 pg/mL apresentou
particulas com 93+24,4 nm de didmetro médio, moda= 78+2,1 nm e concentracdo média=
1,06 x 10 particulas/mL; enquanto na concentragdo de 25 pg/mL, as particulas
apresentaram o diametro médio= 94+22,9, moda= 79+2,1 nm e concentracdo média= 4,12 x
10 particulas/mL. Observamos dessa forma, que apds a centrifugagdo a 100.000 g a
distribuicdo das particulas predominou no didmetro abaixo de 200 nm, corroborado por
KOWAL et al., 2016. Nao foram observadas VEs no sobrenadante obtido da cultura celular
de dendriticas ndo-tratadas (dados ndo apresentados).

Na fase preliminar do estudo, tentou-se utilizar um nanoporo menor (NP100),
indicado para a deteccdo de particulas menores do que aquelas detectadas no poro NP150.
Contudo, a aplicacdo de amostras a partir de sobrenadantes de cultura celular resultou em
imediata saturacdo (entupimento) da abertura do poro, como por exemplo, a obstrugéo
causada por movimento de ions ou outras particulas, assim, blogqueando parcialmente ou

totalmente a passagem de particulas, tornando as analises com uso desse nanoporo inviavel.
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Figura 11. Distribuicdo por tamanho de VEs produzidas por células dendriticas murinas, em (A) tem-se VE-
LPS e em (B) VE-LL-37, com o peptideo em diferentes concentracdes. (A) VE-LPS tratadas com 500 ng/mL
de LPS. CondicGes de corrida = no. particulas contadas: 1.587 (158,6 particulas/min.); tempo de corrida: 600,3
s; corrente média: 82,81 nA; ruido RMS médio: 11,57 pA; abertura do poro: 45 mm; voltagem: 0,80 V. (B)
VE-LL-37 tratadas com 10 pg/mL (azul) e 25 pg/mL (verde) de LL-37. Condicdes de corrida [25 pg/mL] =
no. particulas contadas: 9.095 (909,4 particulas/min); tempo de corrida: 600 s; corrente média: 64,25 nA; ruido
RMS médio: 7,73 pA; abertura do poro: 45 mm; voltagem: 0,28 V. CondigGes de corrida [10 pg/mL] = no.
particulas contadas: 2.330 (232,9 particulas/min); tempo de corrida: 600,1 s; corrente média; 68,61 nA,; ruido
RMS médio: 7,57 pA; abertura do poro: 45 mm; voltagem: 0,28 V.

56



Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

4. Analise morfologica das vesiculas extracelulares por Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET)

Em estado natural as VEs apresentam morfologia esférica e por isso o seu tamanho
é fornecido em diametro e sua avaliacdo pode ser realizada por meio de técnicas que
possuam resolucdo em nandmetros, a exemplo da microscopia eletronica de transmissao. Os
exossomos apresentam-se em forma de taca (cup-shaped) apos a fixacdo, adesdo,
contrastacdo e visualizacdo no MET e pode ser utilizada na distin¢do de outras vesiculas,
presente em uma mesma amostra e com tamanhos similares (MARZESCO et al., 2005). Em
nosso estudo, ao utilizar o MET para a caracterizagdo morfoldgica das VEs optou-se pela
constrastacdo com PTA e acetato de uranila afim de avaliar a que permitiria gerar o melhor
resultado, ndo sendo observada diferencas importantes entre ambas. Embora a morfologia
esférica das VESs ndo tenha sido observada e, sabendo que a técnica de MET por ser realizada
a vacuo, a fixacdo e desidratacdo na preparacdo prévia da amostra, muito frequentemente
afeta o tamanho e morfologia das vesiculas (VAN DER POL et al.,, 2010), além da
consideracdo de que a ultracentrifugacdo com acelerac@es entre 100.000 e 200.000g podem
ocasionar a fusdo de vesiculas e contaminacdo do precipitado, dificultando a analise por
meio de MET (GYORGY et al., 2011), as amostras indicam a presenca de VESs.
Observou-se que a morfologia das VEs se manteve mesmo apds terem sido
submetidas a duas ultracentrifugacdes a 100.000 g (Figura 12), principalmente na forma
“cup-shaped” e tamanho variando entre 50 a 130 nm. As VE-LL-37 apresentaram formando
pequenos agregados (Figura 12D, imagem a esquerda). Os resultados preliminares apontam
a necessidade de avaliar a metodologia de ultracentrifugacdo de modo que haja uma
diminuicdo da formacdo de agregados de vesiculas, como também, da relevancia de
confirmar se as particulas encontradas nas amostras sdo efetivamente VEsS ou outras
vesiculas. O uso da técnica do MET aliado ao uso de imunomarcadores podera ser
importante para solucionar esta questdo. A contratastacdo utilizando-se tetroxido de 6smio
em diferentes tempos ndo gerou resultados satisfatorios, razdo pela qual optou-se pelo uso
do PTA 2% e acetato de uranila, contudo, os resultados prévios denotam a necessidade de

repeticdo do experimento a fim de se obter novas e melhores eletromicrografias.
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Figura 12. Morfologia das vesiculas extracelulares presentes nas amostras de sobrenadante de cultura celular
de células dendriticas analisadas na microscopia eletronica de transmissdo. (A) Eletromicrografia de exosomos
derivados de BMDCs purificados de sobrenadante publicado por MONTECALVO et al., 2013. Nota-se a
caracteristica “cup-shaped” destacada no aumento. Escala: 100 nm; (B) VE-LPS [500 ng/mL], a esquerda com
contrastante PTA 2% e a direita, acetato de uranila; (C) VE-LL-37 [25 pl/mL], a esquerda com contrastante
PTA 2% e a direita, acetato de uranila; (D) VE-LL-37 [10 pl/mL], a esquerda com contrastante PTA 2% e a
direita, acetato de uranila. As setas indicam vesiculas com morfologia e tamanho compativeis com EVs. Escala
=100 nm.

5. Tratamento de BMDCs e BMDMs com VEs derivadas de
LL-37-BMDCs tratadas com LL-37 (VE-LL-37) ativa secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias e CCL2

Estudos demonstram a modulacdo da secrecao de citocinas pro- e anti-inflamatérias
por VEs de DCs, macréfagos, mastdcitos e linfocitos T e B em células alvo de origem
hematopoiética ou ndo (SKOKOS et al., 2003; SINGH et al., 2012; CHENG et al., 2017).
Nesse contexto, para caracterizar as consequéncias funcionais das VEs derivadas de DCs
(VE-LL-37 ou VE-LPS), inicialmente avaliamos o perfil de citocinas induzidas por essas
vesiculas em BMDCs e macréfagos (BMDMs) sem estimulo prévio. Considerando a
indugdo esponténea de citocinas e maior numero de vesiculas produzidas pelas BMDCs
diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse peptideo na concentracdo de 25
pg/mL (Figuras 8 e 11), somente as vesiculas obtidas nessa condi¢do foram usadas.

O cultivo dos fagdcitos primarios na presenca de VE-LL-37, na razdo vesicula:célula
igual a 2,06 x 107, assim como VE-LPS razéo vesicula:célula igual a 10* por 48 horas induziu
a producéo das citocinas com um perfil semelhante ao promovido pelo tratamento das células
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com o peptideo LL-37 ou LPS (Figuras 8 e 9). Assim, exposi¢do a VE-LL-37 levou a
secrecéo significativa de TNF-a, IL-6, IL-12p70 e CCL2 e VE-LPS de TNF-a, IL-6, IL-
12p70, CCL2, IL-1B e IL-10 em BMDCs, quando comparados aos fagdcitos ndo co-
cultivados com as VEs (Figura 13A). Padrdo semelhante foi observado também em BMDMs
(Figura 13B). Esses resultados sugerem que o perfil de expressao de citocinas que as VE-
LL37 induzem fornece sinal pro-inflamatério para DCs e macréfagos em repouso (néo
ativados previamente).
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Figura 13. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse
peptideo (VE-LL-37) ativa a producao de citocinas pré-inflamatérias e CCL2 em fagocitos. BMDCs (A)
e BMDMs (B) foram tratados com as VE-LL-37 e VE-LPS por 24 horas e 0 sobrenadante avaliado quanto a
producdo de citocinas. * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo aos grupos BMDCs ou BMDMs.

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em
triplicata.
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6. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37
e tratadas com esse peptideo (VE-LL-37) ativam linfocitos T
alogénicos

As vesiculas derivadas de DCs e outras células apresentadoras de antigenos, humanas
e murinas, podem apresentar em sua membrana moléculas funcionais MCH 1 e 11, além de
proteinas coestimulatérias, podendo induzir a ativacdo direta e indireta de linfocitos T
(RAPOSO et al, 1996; THERY et al, 2002; SEGURA et al, 2005; TKACH et al., 2017).
Com intuito de ampliar a caracterizagdo funcional das VE-LL-37, incubamos linfdcitos T
totais singénicos ou alogénicos derivados do baco de camundongos das linhagens C57BL/6
e BALB/C, respectivamente, com as VEs (na razdo VE-LL-37: linfécito T de 2,06 x 10" e
VE-LPS de 1, 0 x 10%). Apds 5 dias de cultura o sobrenadante foi coletado e a secregdo de
citocinas representativas das subpopulacées de linfécitos T CD4+ ou CD8+ do Tipo 1 (IFN-
v), 2 (IL-13), ou 17 (IL-17) mensurada (Figura 14). Apesar de ndo termos avaliado a
proliferacdo linfocitaria, a producéo de todas as citocinas estudadas foi induzida pelas VE-
LL-37 e VE-LPS quando interagindo com linfocitos T alogénicos, e ndo com os singénicos,
sugerindo que as VE-LL-37 induzem diretamente a ativacdo de linfécitos T alorreativos de
forma MCH-dependente. Importante notar que foi observado um perfil de resposta celular
predominantemente do tipo 1/17 ao consideramos a razdo dos valores absolutos médios de
IFN-y versus IL-13 (IFN-y/IL-13: 3,02) e IFN-y/IL-17 proximos a 1. Assim, esses resultados
sugerem que as VE-LL-37 apresentam em sua membrana moléculas MHC funcionais (isto
é, passiveis de reconhecimento pelos linfocitos T alorreativos) induzindo uma resposta de
linfécitos do tipo 1/17.
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Figura 14. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse
peptideo (VE-LL-37) ativam linfocitos T alogénicos. VE-LL37 e VE-LPS foram mantidas em cultura com
linfocitos T singénicos e alogénicos obtidos do baco de camundongos das linhagens C57BL/6 e BALB/C,
respectivamente. Apds 5 dias o sobrenadante foi coletado para quantificagdo das citocinas IFN-y, IL-13 e IL-
17 utilizando ELISA. Razdo VE-LL37: linfécitos T de 2,06 x 107 e VE-LPS de 10%). * indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo aos linfocitos ndo tratados com VEs. Os dados sdo expressos como média
* desvio padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.
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7. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37
e tratadas com esse peptideo (VE-LL-37) modulam a resposta de
linfocitos T em reacdo mista de leucdcitos empregando modelo de
infecgdo in vitro por Paracoccidioides brasiliensis.

Considerando os resultados apresentados nas figuras 13 e 14, 0s quais sugerem uma
atividade indutora da producdo de IFN-y por VE-LL-37, avaliamos se essa atividade era
mantida em um experimento de reagdo mista de leucécitos, utilizando o modelo de infeccao
in vitro por leveduras do fungo P. brasiliensis, estabelecido no Laboratério de Imunologia
Aplicada 1B/UnB (TAVARES et al., 2012; 2013; SIQUEIRA et al., 2016). Para isso,
BMDCs foram cultivadas com as VE-LL-37 nas mesmas condi¢des dos experimentos da
figura 13, isto é, na razdo vesicula:fagécito igual a 2,06 x 107 por 48 horas. Seguiu-se com a
retirada do sobrenadante e infeccdo das BMDCs com leveduras de P. brasiliensis (razdo
BMDCs:fungo de 2:1). Apds 6 horas, o sobrenadante foi coletado para retirada de leveduras
ndo fagocitadas e linfocitos T do bago de camundongos singénicos, sem exposi¢ao prévia ao
fungo, (na razéo de linfocitos T:BMDCs de 10:1) foram adicionados a cultura. Ap6s 5 dias
de cultivo, o sobrenadante foi coletado e a secrecdo de citocinas representativas da resposta
de linfdcitos CD4+ ou CD8+ do Tipo 1 (IFN-y), 2 (IL-13), ou 17 (IL-17) mensurada (Figura
15).

Como descrito (ALMEIDA & LOPES, 2001; DOS SANTOS et al., 2011) a infec¢édo
de DCs pelo fungo promove uma ativacdo de linfocitos T predominantemente do tipo 2,
evidenciado pela razdo dos valores absolutos médios de IFN-y/IL-13: 0,33. Com o
tratamento das BMDCs com as VE-LL-37 podemos observar uma reversdo desse valor para
1,31 sugerindo um importante sinal pro-inflamatério fornecido pelas VEs, superando 0s
efeitos modulatorios exercidos pelo fungo. Em relagdo a citocina IL-17, ndo houve
modulacéo da sua secrecdo quando da adi¢do das VE-LL-37 no co-cultivo. Assim, as VE-
LL-37 alteram o perfil de diferenciacdo de subpopulacfes de linfocito T em uma reagdo

mista de leucdcitos.
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Figura 15. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse
peptideo (VE-LL-37) modulam a resposta de linfocitos T para o tipo 1 no modelo de infec¢ao in vitro por
Paracoccidioides brasiliensis. BMDCs foram cultivadas com VE-LL37 (VE:fagdcito: 2,06 x 107) por 24 horas
seguido pela infeccdo de P. brasiliensis (BMDCs:fungo de 2:1). Ap6s 6 horas, linfocitos T do baco de
camundongos singénicos foram adicionados ao cultivo de leucdcitos (na razdo de linfécitos T:BMDCs de
10:1). Ap6s 5 dias o sobrenadante foi coletado para quantificacdo das citocinas IFN-y, IL-13 e IL-17 utilizando
ELISA. LT: linfécito T; Pb: P. brasiliensis. * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo
BMDCs+Ph+LT. Os dados sdo expressos como média = desvio padrdo de dois ou trés experimentos
independes conduzidos em triplicata.
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8. Macrofagos infectados com o fungo P. brasiliensis ndo tem sua
atividade fungicida modificada pelo tratamento com VE-LL-37

O efeito imunomodulador das VE-LL-37 nas BMDCs e BMDMs (Figura 14 e 15)
nos incitou a avaliar a funcdo de macrofagos, novamente no modelo de infecgdo com P.
brasiliensis, quando expostos a essas vesiculas. Esse fungo atua como patdgeno intracelular
facultativo sendo capaz ndo sé de sobreviver, mas também replicar no interior de macréfagos
humanos e murinos nao apropriadamente ativados (BRUMMER et al, 1988; 1989;
MOSCARDI-BACCHI et al, 1994; TAVARES et al, 2007). Nesse sentido, BMDMs foram
infectados com leveduras de P. brasiliensis na proporcao de 2 macrofagos para cada fungo
concomitante com o tratamento com VE-LL-37 (VE:fagécito de 2,06 x 107). Apds 48 horas
de co-cultivo, o sobrenadante foi coletado para avalia¢do da producdo de TNF-a ¢ de 6xido
nitrico (Nitric oxide) e os BMDMs lisados para recuperacdo dos fungos intracelulares e
avaliacdo de sua viabilidade por meio da quantificagdo das UFC. Como controle positivo de
ativacdo da capacidade fungicida de macréfagos e produgdo de NO (na forma de nitrito),
esses fagocitos foram tratados com LPS e IFN-y. BMDMs tratados com VE-LL-37 néo
tiveram sua capacidade fungicida modulada, como avaliado pela quantificacdo da carga
fangica viavel (Figura 16A). Nota-se que os macréfagos controle tratado com LPS e IFN-y
exibiram atividade fungicida significativa. Esses resultados sdo condizentes com aqueles
observados nas Figuras 16B e 16C, onde podemos observar que as VE-LL-37 ndo foram
capazes de modular a atividade das BMDMs e somente os macrofagos ativados com LPS e
IFN-y mostram producéo significativa de NO, considerada a principal molécula fungicida
associada ao P. brasiliensis (BOCCA et al, 1998; NASCIMENTO et al., 2002), e da citocina

pro-inflamatoria TNF-o, quando comparado com os macrofagos somente infectados.
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Figura 16. Vesiculas derivadas de BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse
peptideo (VE-LL-37) ndo alteram a capacidade fungicida, producdo de ¢xido nitrico e TNF-a por
BMDMs infectados com P. brasiliensis. BMDMs foram infectados com P. brasiliensis (2:1) na presenca de
VE-LL-37 (VE:fagdcito de 2,06 x 107). Ap6s 48 horas de co-cultivo, o sobrenadante foi coletado para avaliagio
da producdo de TNF-a e de NO e os BMDMs lisados para quantificacdo de UFC. LPS: 500 ng/mL; IFN-y 100
U/mL. Pb: P. brasiliensis. * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo BMDCs+Ph. Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois ou trés experimentos independentes conduzidos em
triplicata.
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DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, tem-se destacado a habilidade de vesiculas extracelulares
derivadas de fagocitos humanos e murinos em influenciar as respostas imunoldgicas,
impulsionando investigacdes para o seu potencial uso terapéutico. E sabido que a catelicidina
LL-37 esta presente, em altas concentragdes, em respostas inflamatdrias e que exerce acéo
imunomodulatoria, entretanto, ndo ha registros, do nosso conhecimento, de estudos
publicados investigando VEs induzidas por peptideos antimicrobianos. Assim, o presente
estudo avaliou atividades funcionais das VEs induzidas por LL-37 em DCs.

O sucesso da resposta imunoldgica é dependente da funcdo das APCs, em especial
da captura e apresentacdo de antigenos pelas DCs e, ndo obstante, é notorio que a sua
diferenciacédo e estado de maturacdo sejam influenciados pelo meio em que se encontram.
Embora os mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo estejam totalmente elucidados,
0 peptideo LL-37 tem sido mostrado como um importante modulador da diferenciacdo e
maturacdo de DCs e macrdfagos, com importantes implicacdes bioldgicas e biotecnologicas
(DAVIDSON et al., 2004; VAN DER DOES et al., 2010; CHEN et al., 2014; FINDLAY et
al., 2019).

DAVIDSON e colaboradores (2004), avaliando a diferenciacdo de mondcitos
humanos em DCs imaturas (iDCs) na presenca de LL-37 observaram aumento da expressao
de moléculas coestimulatorias (principalmente CD86) e de receptores endociticos e
fagociticos. Somente ap6s maturacdo induzida com LPS das iDCs diferenciadas com LL-37,
foi obtido DCs com producdo significativamente maior de citocinas pro-inflamatérias e IL-
12, quando comparado com as iDCs diferenciadas na auséncia do peptideo e tratadas com
LPS. Dessa maneira, LL-37 modificaria a diferenciacdo de DCs, mas ndo ativaria ou
induziria a maturagéo direta de iDCs. De forma similar, a diferenciacdo de DCs a partir da
medula 0ssea de camundongos na presenca de LL-37 alterou significativamente as BMDCs
obtidas em diversos aspectos, como na expressdo de moléculas coestimulatérias CD80 e
CDA40, capacidade migratdria, apresentacdo antigénica e atividade antitumoral in vitro e in
vivo, porém ndo induziu a producdo de I1L-12 diretamente (FINDLAY et al., 2019). No nosso
estudo, as BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 (LL-37-BMDCs) ndo produziram
citocinas, como relatado acima. Porém, quando essas células foram submetidas ao
tratamento adicional de LL-37 por 24 horas (LL-37-BMDCs+LL-37), observou-se producéo
significativa das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-12p70 e da quimiocina CCL2,

mesmo na auséncia de estimulo por LPS. Contudo, é importante notar que a adi¢do de LPS
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elevou significativamente a secrecdo dessas citocinas. Considerando que as BMDC obtidas
pelo protocolo de diferenciagdo empregado no presente trabalho s&o imaturas (MHC-11'%)
(vide Material e Métodos), os resultados, principalmente a producédo de IL-12, sugerem que
o tratamento adicional com LL-37 nas células diferenciadas na presenca desse peptideo
promoveu a maturacao celular. Imperativo, porém, é a avaliagdo da expressao de marcadores
de maturacdo de DCs (CD80, CD86, CD40) para confirmar esse processo. Em macro6fagos,
apresenca de LL-37 durante a sua diferenciacao a partir de mondcitos direciona essas células
para um fenotipo M1 (pré-inflamatorio). Esse fato ocorre mesmo quando a diferenciacao é
induzida por M-CSF, que diferentemente de GM-CSF induz a diferenciacdo de macrdfagos
para um fenotipo anti-inflamatério M2, sugerindo que a presenca deste peptideo exerca uma
forte influéncia na plasticidade de macréfagos (VAN DER DOES et al., 2010).

Além do aspecto pré-inflamatorio evidenciado com os resultados acima,
confirmamos a atividade anti-inflamatéria da LL-37, ao tratarmos BMDCs com LPS e LL-
37 simultaneamente, o que resultou na inibicdo da producdo de TNF-a e IL-6 quando
comparado com as células tratadas somente com LPS. Essa atividade supressiva de LL-37
em LPS se deve principalmente ao fato do peptideo se associar ao lipopolissacarideo e
regular negativamente a funcdo de TLR4 (LARRICK et al., 1995; ROSENFELD et al.,
2006; KANDLER et al., 2006). Repressao similar foi observada na secrec¢do de quimiocinas
em células epiteliais (SCOTT et al., 2002). Alternativamente, dependendo da ordem de
exposicao das células ao LL-37 e LPS, o efeito da LL-37 nas respostas mediada por TLR4
pode ser pro-inflamatdria. Macrofagos estimulados com LPS antes da exposi¢do a LL-37
tem a producdo de TNF-o e IL-13 aumentadas (SCOTT et al., 2002; ELSSNER, et al.,
2004). Assim, a habilidade supressiva de LL-37 sob o LPS depende de quando e como as
células sdo expostas a esse peptideo. Coletivamente esses resultados nos levou a selecionar
0 grupo LL-37-BMDCs+LL-37 para obtencdo das VEs (VE-LL-37) a partir de seu
sobrenadante considerando seu potencial imunomodulador e terapéutico. Ademais,
obtivemos VEs derivadas de BMDCs maduras (tratadas com LPS por 24 horas)
diferenciadas na auséncia de LL-37 (SEGURA et al., 2005; SCHIERER et al., 2018;
BUCIO-LOPEZ et al., 2018).

Estudos in vivo indicam que as principais células-alvo de vesiculas sdo os fagocitos.
Apos a introducdo intranasal ou a injecdo subcutanea de VEs derivadas de macréfagos
infectados com Mycobacterium spp. foi observada a endocitose dessas vesiculas por
macrofagos e DCs (BHATNAGAR et al., 2007; SINGH et al., 2012). Ademais, a

administracdo endovenosa de VEs derivadas de DCs leva a sua captura por macréfagos e
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DCs (MORELLI et al., 2004; MONTECALVO et al., 2008). Nesse sentido, com intuito de
caracterizar funcionalmente as VE-LL-37, inicialmente avaliamos a capacidade dessas VEs
em induzir a producéo de citocinas nas préprias DCs e macrofagos, sem estimulos prévios.
O cultivo desses fagdcitos com VE-LL-37 ou VE-LPS induziu a producdo das citocinas com
um perfil semelhante ao promovido pelo tratamento das células com o peptideo LL-37 (LL-
37-BMDC+LL-37) ou LPS (BMDC+LPS), porém com valores absolutos reduzidos. Assim,
a exposicdo a VE-LL-37 promoveu a secrecdo significativa de TNF-a, 1L-6, 1L-12p70 e
CCL2 enguanto que a exposi¢do a VE-LPS induziu TNF-a, IL-6, IL-12p70, CCL2, IL-1B e
IL-10 ndo s6 em BMDCs, mas também em BMDMs. Esses resultados sugerem que VE-
LL37 fornecem sinal pro-inflamatério para DCs e macr6fagos com potencial para promover
uma resposta celular do tipo 1, pois 1L-12p70 sinergiza com TNF-a e outras citocinas para
estimular a producdo de IFN-y por linfécitos T. Condizente com esses resultados, VES
secretadas por DCs humanas maduras (induzidas por IL-1B, IL-6 e TNF-a) promovem a
diferenciacdo de mondcitos em DCs imaturas, com capacidade de produzir 1L-12 e ativar
linfécitos T (SCHIERER et al., 2018). Esse mesmo trabalho demonstrou que VESs derivadas
de BMDCs maduras pelo estimulo com LPS, guando introduzidas subcutaneamente em
camundongos, atraiu linfocitos e mondcitos que expressaram marcadores tipicos de ativacdo
de mondcitos inflamatorios. Esse processo foi dependente de quimiocinas como a CCL2
(MCP-1). Ainda, VEs derivadas de macrofagos M1 induzem a secre¢do de citocinas
promotoras de resposta Thl (IL-12 e TNF-a) em macrofagos e DCs murinas imaturas.
Interessantemente, VESs de macréfagos M2, promovem a secre¢do de IL-4 e IL-10 por esses
mesmos fagécitos (CHENG et al., 2017). O fornecimento de sinal pré-inflamatério pelos
exossomos M1 foi ainda confirmado in vivo, pela constatacdo dos niveis elevados das
citocinas, como IFN-y, nos linfonodos ap6s administragdo subcutanea das VEs derivadas de
macrofagos M1. Assim, essas vesiculas foram capazes de estabelecer um ambiente pré-
inflamatdrio nos linfonodos favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune
adaptativa Thl (CHENG et al., 2017). DCs podem ainda ser alvo de vesiculas derivadas de
mastdcitos que induzem ndo sé a producdo de IL-12, mas também promovem o aumento de
marcadores de maturacdo de superficie (SKOKOS et al., 2013). Finalmente, VEs induzidas
pelo tratamento de camundongos com LPS pela via inalatoria resulta na producédo de IL-12
e IL-6 por DCs pulmonares, em um modelo de estudo de sensibilizacéo a alérgenos nas vias
aéreas (SHIN et al., 2010).

Apesar dos efeitos imunomodulatoérios das VEs derivadas de fagocitos serem bem

conhecidos, como descrito acima, ainda € pouco compreendido quais componentes presentes
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em VEs originadas dessas células, além de quais moléculas microbianas, podem regular seus
efeitos modulatérios. No entanto, algumas moléculas foram identificadas como a heat shock
protein (hsp) Hsp70, presente em VEs derivados de macréfagos da linhagem RAW?264.7
infectadas por micobactéria, 0 que poderia contribuir para as propriedades pro-inflamatdrias
destas VEs (ANAND, 2010). Além disso, TNF-a e diversas quimiocinas (por exemplo,
CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5) e miRNAs, com potenciais alvos envolvidos na sinalizagado
mediada por TLR, foram identificados em VEs derivadas de macréfagos estimulados por
LPS (McDONALD etal., 2014; ZHANG et al., 2017). Em BMDCs com maturacdo induzida
também por LPS, as VEs contém diversas citocinas incluindo IL-183, IL-6, TNF-a, 1L-4,
GM-CSF, IL-8, MIP-3R3 e MIP-1la. Surpreendentemente, GM-CSF foi identificado na
membrana das VES o que poderia estimular receptores de GM-CSF nos mondcitos. Nesse
caso, esses receptores ainda funcionariam como sitios de ancoragem para as VESs. De fato,
0s autores demonstraram que uma concentragao 170 vezes menor do GM-CSF associado as
VEs eram necessarios para diferenciar monocitos em DCs, quando comparado com a
citocina livre (SCHIERER et al., 2018). Por fim, VEs de mastocitos degranulados contém
proteases biologicamente ativas que poderiam influenciar a maturacdo proteolitica de
citocinas como IL-1B3, IL-18 e I1L-33 em células-alvo (AFONINA et al., 2015; GROOT et
al., 2016). Nesse contexto, trabalhos futuros avaliando o proteoma das VE-LL-37 poderiam
levar a um melhor entendimento da atividade imunomodulatoria relacionada a inducdo da
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias por essas VESs.

Outro aspecto essencial da avaliacdo funcional de VEs é considerar sua capacidade
de ativar a resposta adaptativa. O fato das VEs derivadas de APCs como DCs, macréfagos e
linfécitos B carregar material antigénico e expressar em sua superficie celular o complexo
peptideo-MHC e proteinas coestimulatorias para ativacdo de linfocitos T, sugere que as
APCs podem modular as atividades desses linfocitos a distancia. Além disso, 0 aumento da
secrecdo de VEs ap0s a interacdo com os linfocitos T reforga o conceito de que as VES sdo
importantes em fornecer parte dos efeitos imunoregulatérios das APCs (MUNTASELL et
al., 2007; BUSCHOW et al., 2009; NOLTE-HOEN et al., 2009).

O complexo peptideo-MHC nas VEs pode ser apresentado aos linfocitos T de forma
direta ou indireta (THERY et al, 2002; MONTECALVO et al, 2008; LIU et al, 2016). Na
primeira forma, os complexos peptideo-MHC sdo diretamente reconhecidos pelos linfocitos
T antigeno especifico, enquanto que na forma indireta, as DCs receptoras das VES adquirem
antigenos ou os complexos peptideo-MHC carreados pelas VEs e, entdo, os apresenta para

os linfocitos T. Esse mecanismo indireto é requerido para a ativacéo de linfocitos T virgens

69



Caracterizacdo de vesiculas extracelulares de células dendriticas e sua influéncia imunomodulatéria em resposta a catelecidina LL-37
Adriana H C Tavares

por VEs derivadas de DCs (THERY et al, 2002), enquanto linfocitos T pré-ativados
(linfocitos de memdria, por exemplo) podem ser ativados diretamente pelas VEs de DCs
(NOLTE-"T HOEN et al., 2009). Curiosamente, a eficiéncia da estimulacdo indireta de
linfécitos T parece ser altamente dependente do estado de ativacdo das APCs do doador do
qual derivam os exossomas. Por exemplo, os exossomos liberados de DCs tratados com LPS
ou IFN-y (DCs maduras) tém expressio aumentada de ICAM-1 na superficie que,
presumivelmente, aumenta sua captacéo pelas DCs e aumenta a expressao das moléculas de
MHC e CD86, que contribuem para a ativacdo dos linfocitos. Assim, esses exossomos
maduros tém uma maior capacidade de estimular células T em comparagdo com exossomos
derivados de DC imaturas (SEGURA et al., 2005; MANTASELL et al 2007; WAKIM et
al., 2011; VIAUD et al., 2011).

No presente trabalho, a ativacdo direta dos linfdcitos T, considerando a producgéo de
citocinas caracteristicas das subpopulac6es dessas células, foi somente alcancada quando as
VEs foram cultivadas com os linfécitos T alogénicos. Assim, os linfocitos T reconheceriam
as moléculas MHC 1 e 11 alogénicas presente nas VE-LL-37. Nas culturas, usamos linfdcitos
T totais de baco, ou seja, tanto linfocitos T virgens ou de memdria do tipo auxiliar CD4+ e
linfocitos T CD8+ estavam presentes. Dessa maneira, os linfocitos T de memoria
principalmente, ou ainda sinergizando com linfocitos virgens, reconheceram seus antigenos
nas moléculas de MHC alogénicas presentes nas VE-LL-37 promovendo sua ativa¢do, como
descrito na apresentacdo de aloantigenos em células intactas em transplantes de érgdos em
humanos (MORIMOTO et al, 1985; AKBAR et al, 1988, 1991). De fato, muitos dos
linfcitos T que respondem a uma molécula de MHC alogénica, mesmo na primeira
exposicao, sdo linfocitos T de memoria. E provavel que estas células de memoria tenham
sido geradas durante a exposi¢cdo prévia a outro antigeno (por exemplo, microbiano) e
reagem de forma cruzada com as moléculas de MHC alogénicas. Importante notar a
necessidade da avaliacdo da proliferacdo celular, usando CFSE (carboxifluoresceina
diacetato succinimidil éster), para melhor caracterizacao da ativacéo dos linfocitos em nosso
trabalho.

Considerando que a ativagdo de linfécitos T resulta na secrecdo de diferentes
citocinas, o que reflete seu estado de polarizacdo, avaliamos o perfil dessas moléculas
secretados pelos linfocitos T alorreativos. Para isso, a producdo das principais citocinas
representativas das subpopulagdes de linfdcitos T do Tipo 1 (IFN-y), 2 (IL-13), ou 17 (IL-
17) foi quantificada. Observamos que a ativacdo dos linfocitos T totais pelas VE-LL-37

promoveu uma producao predominante de IFN-y e IL-17, associada a baixos niveis, porém
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significativos, de IL-13 quando comparado com os linfécitos T ndo cultivados com as VEs.
Apesar da ativacao direta de linfocitos T parecer ter pouco impacto in vivo, esse experimento
sugere que as VE-LL-37 expressam de forma correta moléculas MHC e intrinsicamente
induzem uma resposta predominante do tipo 1 de linfocitos. Esse fato indica um importante
atributo dessas vesiculas para aplicacOes terapéuticas, ao por exemplo serem carregadas com
antigenos especificos tumorais, para inducdo de resposta anti-tumor eficiente (SABADO et
al., 2015), como seréa discutido posteriormente.

No presente trabalho ndo caracterizamos o fendtipo dos linfocitos T (CD4 ou CD8+)
em proliferacdo, dessa maneira, tantos os linfdcitos T auxiliares (Th) como os citotoxicos,
podem e devem estar associados ao perfil de citocinas observado. De fato, TKACH e
colaboradores (2017) demostrou que tanto linfécitos T CD4+ como CD8+ alogénicos foram
ativados por VEs derivadas de DCs imaturas ou maduras pelo tratamento com IFN-y. Nesse
trabalho, os autores compararam a capacidade de ativacdo de linfécitos T e o perfil de
citocinas induzidas por VEs de diferentes tamanhos (obtidas por ultracentrifugacao
diferencial sucessiva) produzidas pelas DCs em distintos estados de maturacdo. Foi
constatado que as VEs de diferentes tamanhos ativam de forma similar os linfocitos T.
Entretanto, quando secretadas por DCs imaturas, as VEs de maior didametro (>200 nm)
diferem das menores quanto a polarizacéo da resposta de linfocitos T, de tal forma que as
primeiras favorecem a secrecdo de citocinas do tipo 2, enquanto que as ultimas do tipo 1
(IFN-y). Ademais, o bloqueio da interagdo CD40-CD40L ou de DC-SIGN diminui a
resposta induzida pelas VESs pequenas, enquanto que o bloqueio de CD80 diminui a resposta
promovida pelas de maior tamanho. Entretanto, quando as VEs séo obtidas de DCs maduras
essas diferencas funcionais sdo suprimidas ja que todas as VESs, independentes do tamanho,
se tornam capazes de induzir IFN-y. Esses dados apoiam nossos resultados ja que utilizamos
ndo s apenas a fracdo de VE-LL-37 até 200 nm (VEs pequenas), como também, VEs
derivadas de DCs consideradas maduras. Os resultados obtidos por TKACH e colaboradores
(2017) sugerem a necessidade de comparar a funcionalidade dos diferentes subtipos de VES
em sistemas fisioldgicos ou patoldgico onde atuam de forma relevante. Tais estudos podem
ser criticos para determinar quais VES devem ser usadas como ferramentas terapéuticas ou
alvos na pesquisa clinica.

Considerando nossos resultados que sugerem a inducédo da producédo de IFN-y por
VE-LL-37, avaliamos se essa atividade era mantida em um experimento de reagdo mista de
leucocitos utilizando o modelo de infecgdo in vitro de BMDCs por leveduras do fungo
termodimérfico P. brasiliensis (TAVARES et al., 2012; 2013; SIQUEIRA et al., 2015). Esse
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modelo torna-se particularmente relevante ao presente trabalho, pois o P. brasiliensis inibe
a secrecdo de IL-12 por DCs, a principal citocina envolvida na inducdo de IFN-y pelos
linfécitos T, ao bloquear a transcricdo da subunidade p35 especifica dessa citocina
(TAVARES et al., em preparacédo). Alem disso, o fungo prejudica a expressdo de MHC de
classe Il e das moléculas coestimulatérias CD54, CD80 e CD86, em DCs (BOCCA et al.,
1998; ALMEIDA & LOPES, 2001; FERREIRA et al., 2004), diminuindo a apresenta¢ao
antigénica a linfécitos T virgens e culminando em uma menor capacidade de desenvolver
uma resposta adaptativa protetora (Th1) pelo hospedeiro (DOS SANTOS, FERREIRA &
ALMEIDA, 2011).

O experimento envolveu o tratamento inicial de BMDCs com as VE-LL-37 seguido
da infeccéo pelas leveduras do fungo e adicdo dos linfocitos T totais a reacdo. Foi observado
a reversdo de uma resposta celular predominante do tipo 2 imposta pelo fungo, como
esperado, para uma do tipo 1 caracterizado pela significativa maior producgéo de IFN-y na
cultura de BMDCs tratadas com VE-LL-37. Dessa maneira, o tratamento prévio das BMDCs
com as VE-LL-37 excedeu os efeitos inibitérios promovidos pelo fungo. Apesar de ndo
termos avaliados as citocinas relacionadas as células imunes inatas (BMDCs) no
sobrenadante da reacdo mista de leucdcitos, esse resultado provavelmente esté relacionado
a inducdo da secrecdo de citocinas pelas VE-LL-37 que direcionam para o desenvolvimento
da subpopulagéo de linfocitos T do tipo 1, particularmente 1L-12 e TNF-o, como descrito
acima.

A caracterizagéo funcional das VE-LL-37 foi ainda avaliada empregando novamente
a infeccdo de fagocitos pelo P. brasiliensis. Considerando a indugéo de citocinas pelas VE-
LL-37 nas BMDCs e BMDMs, avaliamos atividades funcionais desses macrofagos, quando
expostos as vesiculas. Macréfagos humanos e murinos néo ativados por citocinas como IFN-
y sdo permissiveis a sobrevivéncia e replicagdo intracelular desse fungo (BRUMMER et al,
1988; 1989; MOSCARDI-BACCHI et al, 1994; TAVARES et al, 2007). Nesse contexto,
BMDMs foram infectados com P. brasiliensis concomitante com o tratamento com VE-LL-
37 por dois dias, quando entdo os macrofagos foram lisados para recuperagdo dos fungos
intracelulares e avaliacdo da carga fungica. BMDMs tratados com VE-LL-37 ndo tiveram
sua capacidade fungicida modulada, o que corrobora o achado de que as VE-LL-37 nédo
modificaram a producédo de TNF-a e de NO (indicativos de ativacdo de macrdfagos), como
verificado no sobrenadante do co-cultivo. O NO, derivado da atividade catalitica do 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), expressa principalmente em macrdfagos, é a principal

molécula fungicida associada ao P. brasiliensis in vitro e in vivo (BOCCA et al, 1998;
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NASCIMENTO et al., 2002). A avaliacdo da exposi¢cdo dos macréfagos as VE-LL-37,
prévia ou posteriormente ao estabelecimento da infec¢do pelo fungo, pode colaborar no
entendimento do mecanismo associado a deficiéncia da atividade modulatoria dessas
vesiculas. E interessante notar que as VEs secretadas pelo proprio P. brasiliensis podem
modular a resposta imune inata e afetar a relagdo entre esse fungo e células imunes do
hospedeiro (da SILVA et al., 2016). As VEs secretadas pelo P. brasiliensis induzem a
producdo de mediadores pro-inflamatorios por macrofagos murinos. Além disso, o cultivo
dos macrofagos com as VES também promove um fenétipo de polarizacdo M1, associado
a uma atividade fungicida aumentada.

Um grande interesse no uso de VEs em aplicacdes terapéuticas surgiu a partir do
trabalho pioneiro de ZITVOGEL e colaboradores (1998), onde foi demostrado que as VES
derivadas de DCs pulsadas (estimuladas) com peptideos tumorais promoveriam a inducao
de respostas imunolégicas antitumorais dependentes de linfdcitos T citotdxicos CD8+ em
camundongos in vivo. Essa mesma abordagem terapéutica implica no carregamento direto
de peptideos tumorais no complexo MHC presente nas vesiculas secretadas por DCs ex vivo
para entdo serem introduzidas (cell-free) no individuo para ativar linfécitos T tumor
especifico de forma otimizada nos linfonodos (SABADO et al., 2015; GREENING et al.,
2015). Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como VEs derivadas de DCs
apresentam seus antigenos complexada as moléculas de MHC para estimular as respostas
antitumorais. Essas VES, como ja comentado, podem estimular os linfocitos T diretamente
in vitro, embora parega que esse mecanismo funciona de forma mais eficiente como um
reestimulo de linfocitos T ativados ou de memoria (RAPOSO et al., 1996; ADYMIRE et al.,
2006). Alem disso, essa estimulacdo direta de linfécitos T por VEs derivadas de DCs parece
ser ineficiente para ativar linfocitos virgens (MUNTASELL et al., 2007), e é improvavel
que ocorra de forma significativa in vivo (MONTECALVO et al., 2008). Em vez da forma
direta de ativacéo, diversas evidéncias sugerem que as VEs derivadas de DCs estimulam a
ativacdo de linfécitos T de forma mais eficiente via apresentacdo antigénica indireta por
meio da internalizagéo, por fagocitose ou macropinocitose, das VEs por APCs receptoras.
Apos a internalizagdo, os complexos peptideo-MHC das VEs podem ser reprocessados pelas
vias endossémicas dentro da APC, resultando na transferéncia de peptideos antigénicos do
MHC das VEs para os MHCs das APCs no tecido linfoide (MALLEGOL et al., 2007,
MONTECALVO et al., 2008). Nesse contexto, a aplicacdo terapéutica de VES requer seu
isolamento de DCs pulsadas com antigenos tumorais ex vivo, permitindo a modificacéo

dessas células parentais para aumentar os seus efeitos imunorregulatorios. As DCs podem
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entdo ser cultivadas em condigdes que as mantenham em um estado maduro, resultando em
VEs estimulatorias, por meio da expressdo aumentada de moléculas coestimulatorias e,
complexos MHC e citocinas pro-inflamatorias, o que levaria a maior capacidade de ativar as
APCs no tecido linfoide e promover ativacéo eficiente de linfocitos T virgens antitumorais.
No presente trabalho, mostramos que as VE-LL-37 ativam as APCs (BMDCs e BMDMs)
para producdo de citocinas pro-inflamatdrias e I1L-12 acompanhado da capacidade de induzir
a producdo de IFN-y por linfdcitos T. Essa citocina apresenta importante papel antitumoral
(BARTH et al., 1991; DUNN et al., 2004) sendo associada a ambas respostas dependentes
de linfocitos T CD4+ e CD8+ (TEIXEIRA et al., 2005; SZABO et al., 2002) e essencial para
a producéo de linfécitos T CD8+ de memoria de vida longa (JANSSEN et al., 2003;
SHEDLOCK et al., 2003). Assim, apesar de ainda preliminares, 0s nossos resultados
fundamentam a necessidade de uma caracterizacao aprofundada das VE-LL-37 para serem
avaliadas como potencial veiculo terapéutico de peptideos tumorais de modo a incitar
resposta de linfécitos T. Uma recente publicacdo reforca esse potencial ao sugerir a adicéo
de LL-37 ao meio de diferenciacdo e maturacao de DCs aut6logos usados na imunizacéo de
pacientes para promover resposta de linfocitos T antitumoral (FINDLAY et al., 2019). Os
autores demonstraram que LL-37 induziu a expansdo preferencial de DCs do fenotipo
CD103+/CD141+, um dos principais subtipos de DCs responsavel por migrar e ativar
linfécitos T CD8+ antitumorais nos linfonodos (ROBERTS et al., 2016). Adicionalmente,
essas DCs tratadas com LL-37 apresentaram capacidade migratoria aumentada e
subsequente maior ativacéo de linfocitos T CD8+ com producédo de IFN-y in vitro e in vivo
em um modelo de carcinoma espinocelular (carcinoma de células escamosas) (FINDLAY et
al., 2019).
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CONCLUSOES

1. BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse peptideo produzem

citocinas pré-inflamatorias

2. BMDCs diferenciadas na presenca de LL-37 e tratadas com esse peptideo produz
VEs (VE-LL-37) em maior concentracdo e menor tamanho comparado as VES
obtidas de BMDCs tratada com LPS (VE-LPS)

3. O tratamento de BMDCs e BMDMs com VE-LL-37 induz a producéo de citocinas
pré-inflamatorias, incluindo a IL-12, determinando um potencial de ativacdo de

linfocitos Thl

4. VE-LL-37 ativam diretamente linfocitos T alorreativos e induzem a producdo de

citocinas

5. VE-LL-37 modulam a resposta de linfocitos T em reacdo mista de leucocitos
empregando modelo de infeccdo in vitro por Paracoccidioides brasiliensis

6. Macrofagos infectados com o fungo P. brasiliensis ndo tem sua atividade fungicida

modificada pelo tratamento com VE-LL-37
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